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Einleitung

1 Einleitung

Der Einsatz patientenspezifischer, induzierter pluripotenter Stammzellen (iPS Zellen) in
der regenerativen Medizin ist vielversprechend, da iPS Zellen zwei grundsatzliche Vor-
teile aufweisen. Zum einen kénnen sie sich selbst erneuern, zum anderen kdnnen sie
in alle Zelltypen des Organismus differenziert werden. Da durch die Reprogrammie-
rung die DNA-Sequenz nicht verandert wird, kann an den iPS Zellen die Pathogenese
vieler Erkrankungen erforscht werden. Dabei ist es von Bedeutung, dass die krank-
heitsspezifischen iPS Zellen in vitro sehr lange in Kultur gehalten und expandiert wer-
den konnen. So kénnen die Zellen Uber einen langen Zeitraum hinweg untersucht wer-
den. Zudem kann die Wirkung von Arzneimitteln anhand von spezifischen Effektor-
zellen, in die die iPS Zellen differenziert werden kénnen, direkt in vitro getestet werden
(Engle und Puppala, 2013). Darlber hinaus kénnten monogenetische Erkrankungen
therapiert werden, indem dem Patienten genkorrigierte Zellen transplantiert werden,
die als autologe Transplantate keine immunologischen AbstoRungsreaktionen hervor-
rufen. Dies konnte z. B. anhand eines Sichelzellenandmie-Mausmodell gezeigt werden,
bei dem ,erkrankte” Mause durch die Transplantation von genkorrigierten iPS Zell-
abgeleiteten hamatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen ,geheilt werden konnten
(Hanna et al., 2007). Obwohl murine Modellsysteme flr das grundlegende Verstandnis
vieler Erkrankungen sehr gut geeignet sind, ware es fir die praklinische Evaluierung
von zell- und gentherapeutischen Anwendungen durchaus sinnvoll, ein dem Menschen
evolutionar naher verwandtes Tiermodell einzusetzen. In der Forschung hat sich dabei

der WeilRbUschelaffe (Callithrix jacchus) als Tiermodell etabliert (vgl. Kapitel 1.3).

1.1 Stammzellen

Als Stammzellen werden im Allgemeinen solche Zellen bezeichnet, die sich sowohl
selbst erneuern als auch in Zellen anderer Identitat und Funktion differenzieren kdnnen
(Jaenisch und Young, 2008).

Stammzellen werden auf der Basis ihres Potentials weiter unterteilt. Pluripotente
Stammzellen kénnen in alle Zellen aller Keimblatter (Mesoderm, Endoderm und Ekto-
derm) differenzieren und sind in vivo nur in der inneren Zellmasse der Blastozyste zu
finden. In vitro kénnen diese als embryonale Stammzellen (ES Zellen) unter Beibehal-
tung ihrer pluripotenten Eigenschaften dauerhaft kultiviert werden. Im Gegensatz dazu
sind multipotente und oligopotente Stammzellen flir Regenerationsprozesse im adulten
Gewebe verantwortlich und kénnen zu den Funktionstragern des Gewebes differenzie-
ren (Hochedlinger und Plath, 2009). Sie kdnnen aber mit ihnrem Differenzierungspoten-

tial nicht die Keimblattgrenzen Uberschreiten.
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Einleitung

1.1.1 Pluripotente Stammzellen

Zur Charakterisierung pluripotenter Stammzellen werden verschiedene molekularbiolo-
gische Merkmale herangezogen. So zeigt sich bei allen ES Zellen eine erhohte enzy-
matische Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (Wobus et al., 1984; Thomson et al.,
1996; Thomson et al., 1998). Desweiteren werden typische Oberflachenmarker expri-
miert: Wahrend mES Zellen SSEA1 (stage specific antigene 1) exprimieren (Solter und
Knowles, 1978), kdnnen hES Zellen Uber die Molekiile SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 (tu-
mor-related antigen) und TRA-1-81 (Thomson et al., 1998; Xu et al., 2001; Henderson
et al., 2002) sowie GCTM-2 (Reubinoff et al., 2000) identifiziert werden. Diese Oberfla-
chenmolekiile werden auch von primaten ES Zellen exprimiert (Thomson et al., 1995).
Zudem koénnen ES Zellen anhand ihres Differenzierungspotentials charakterisiert wer-
den, indem sie in vitro in die Zellen der drei Keimblatter differenziert werden
(Doetschman et al., 1985; ltskovitz-Eldor et al., 2000). Das Differenzierungspotential
kann auch in vivo Uber eine Teratombildung (feratoma assay) bestimmt werden. Daflr
werden die ES Zellen in immundefiziente Mause (z.B. NOD-SCID) subkutan injiziert.
Die sich bildenden Teratome werden dann auf Zellen aller drei Keimblatter untersucht
(Wobus et al., 1984; Thomson et al., 1998). Bei mES Zellen wird die Pluripotenz zu-
dem anhand einer Chimarbildung Uberpruft (Bradley et al., 1984). Dabei wird die mES

Zelle in eine Blastozyste injiziert, die an der weiteren Embryonalentwicklung teilnimmt.

1.1.2 Molekulare Mechanismen von Selbsterneuerung und Pluripotenz

pluripotenter Stammzellen in vitro

Die Aufrechterhaltung des pluripotenten Status einer ES Zelle wird durch die Regelung
des Transkriptionsfaktornetzwerks, des Chromatinstatus und der Signaltransduktions-

wege beeinflusst.

1.1.2.1 Transkriptionsfaktoren

Zur Aufrechterhaltung des pluripotenten Status tragen die Transkriptionsfaktoren Oct4,
Nanog und Sox2 entscheidend bei (Boyer et al., 2005). Oct4, Sox2 und Nanog bilden
gemeinsam das Zentrum eines Netzwerkes, von dem aus sie ihre eigene Expression
regulieren. Dabei binden sie gemeinsam an ihre eigenen Promotoren und formen so
eine vernetzte autoregulatorische Schleife. DarUber hinaus regulieren die drei genann-
ten Faktoren die Expression anderer Zielgene. Dabei werden verschiedene Gene ge-
steuert, von denen einige stets aktiv exprimiert wird, um den Pluripotenzstatus aufrecht
zu halten. Andere Gene sind hingegen prinzipiell reprimiert und verweilen in einem
sogenannten ,poised” Status, in dem die Genexpression aktiviert werden kann, sobald
die ES Zelle differenzieren soll (Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006). Zusatzlich zu
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Einleitung

Oct4, Nanog und Sox2 wurden noch viele weitere Transkriptionsfaktoren identifiziert,
die in das angesprochene Netzwerk integriert sind und den pluripotenten Status einer
Zelle aufrechterhalten. Neben Kif4 (Li et al., 2005) sind bisher die Faktoren Utf1,
Nr5a2, Stat3, Sall4, Dax1, Essrb, Tbx3, Tcl1, Rif1, Nac1 und Zfp281 bekannt (Wang et
al., 2006; Zhou et al., 2007).

1.1.2.2 Chromatinstatus

Der Chromatinstatus einer ES Zelle wird von Chromatin-modulierenden Faktoren be-
einflusst (Fisher und Fisher, 2011), die die DNA-Methylierung verandern oder zu
Histonmodifikationen fuhren (Chen und Daley, 2008).

Durch die Methylierung von Cytosin an CpG reichen Promotorregionen kann die
Transkription bestimmter Gene inaktiviert werden (Cedar und Bergman, 2009). Dabei
wird die DNA-Methylierung durch die de novo DNA-Methyltransferase 3a/b
(DNMT3a/b) katalysiert und von der DNMT1 aufrechterhalten. Eine Analyse Uber die
globale DNA-Methylierung in Zellen zeigte, dass das Genom von mES Zellen weniger
methyliert ist als das von somatischen differenzierten Zellen (Collas, 2009). Im Zuge
einer Differenzierung werden vor allem die Promotoren stammzellspezifischer Gene

neu methyliert und sind dadurch transkriptionell stiligelegt (Fisher und Fisher, 2011).

Histone kdonnen durch Acetylierung oder Methylierung an verschiedenen Aminosauren
modifiziert werden. Dabei beeinflusst die Modifikation die Dichte der auf den Histonen
gewickelten DNA. Je enger die DNA-Wicklung dabei ist, desto schwerer kdnnen Gene,
die auf dem gewickelten Abschnitt liegen, transkribiert werden (Loh et al., 2008). Bei
der Acetylierung werden Aminosauren ausschliellich monoacetyliert; bei der Methylie-
rung werden z. B. Lysine oder Arginine sowohl mono- als auch di- oder trimethyliert. So
fuhrt z. B. die Histonmodifikation von Lysin 4 am Histon 3 (H3K4me/ H3K4ac) grund-
satzlich zu einer Genaktivierung, wahrend eine Methylierung der Lysine 9 oder 27 am
Histon 3 (H3K9me/ H3K27me) eine Genrepression bewirkt (Guenther et al., 2007).

1.1.2.3 Signaltransduktionswege

In ES Zellen des Callithrix jacchus konnte bis dato lediglich nachgewiesen werden,
dass der TGFB-(Transforming growth factor) Signaltransduktionsweg in Kombination
mit dem Zytokin bFGF (basic fibroblast growth factor), das die PI3K/AKT
(phosphatidylinositide 3-kinase/protein kinase b)-Kaskade aktiviert, zur Aufrechterhal-
tung des pluripotenten Status beitragt (Nii et al., 2014). Zudem missen weitere Signalt-
ransduktionswege daran beteiligt sein, da der pluripotente Status der ES Zellen des
WeilRblUschelaffen nicht nur mit bFGF (Fleischmann et al., 2009) sondern auch mit LIF

(leukemia inhibitor factor) (Sasaki et al., 2005) aufrechterhalten wird.
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Das Zytokin Lif spielt z. B. bei der Kultivierung von mES Zellen eine wichtige Rolle
(Smith et al., 1988; Williams et al., 1988), da drei zentrale Signaltransduktionswege,
Jak/Stat, Pi3k/Akt und Mek/Erk, durch den Liganden Lif gesteuert werden. Dariber
hinaus sind fur die Erhaltung der Pluripotenz von mES Zellen der Bmp4- und der Wnt-

Signaltransduktionsweg verantwortlich (Bieberich und Wang, 2013).

Im Gegensatz dazu ist fur die Aufrechthaltung des pluripotenten Status in humanen ES
Zellen die Zugabe von bFGF essentiell (Amit et al., 2000), das den FGF/ERK- und
PI3K/AKT-Signaltransduktionsweg steuert. Zudem wird der Pluripotenzstatus durch die
Signaltransduktionswege TGFB/SMAD2,3 und Wnt gestutzt (Dalton, 2013).

1.1.3 Induzierte pluripotente Stammzellen

In den frihen 1950iger Jahren wurden erste SCNT-Experimente (somatic cell nuclear
transfer) mit Froschzellen durchgefthrt (Gurdon, 1962). Der grof3te Durchbruch im Be-
reich des somatischen Zellkerntransfers, welches auch als therapeutisches Klonen
bezeichnet wird, wurde mit der Klonierung des Schafes Dolly erreicht (Wilmut et al.,
1997). Spater wurden auch andere Spezies wie Mause (Wakayama et al., 1998),
Schweine (Polejaeva et al., 2000), Kaninchen (Chesne et al., 2002) und Rhesusaffen
(Byrne et al., 2007) auf diese Weise geklont. Klonierungsexperimente mit Zellen des

Callithrix jacchus waren allerdings nicht erfolgreich (Sotomaru et al., 2009).

Pluripotente Stammzellen kénnen aber nicht nur durch den Transfer somatischer Zell-
kerne sondern auch durch die Fusion einer embryonalen mit einer somatischen Zelle
kinstlich erzeugt werden. Im Maussystem konnte die Pluripotenz in somatischen Zel-
len z. B. per spontaner oder elektro-induzierter Fusion induziert werden (Tada et al.,
2001; Terada et al., 2002; Ying et al., 2002). Solche Fusionsversuche konnten auch im
humanen System erfolgreich durchgefihrt werden (Cowan et al, 2005; Yu et al.,
2006). Daher ist es moglich, patientenspezifische pluripotente Zellen durch Zellfusion
zu erzeugen. Allerdings waren die so generierten Zellen tetraploid und damit flr den

therapeutischen Einsatz ungeeignet.

Bei der Generierung induzierter pluripotenter Stammzellen (iPS Zellen) wird dieses
Problem umgangen, indem kein fremdes Genom in die Zelle eingebracht wird. Anstelle
dessen werden die spezifischen Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, Kif4 und Myc in
der Zelle Uberexprimiert, so dass diese die Pluripotenz induzieren (Takahashi und
Yamanaka, 2006). Fur eine erfolgreiche Reprogrammierung humaner Fibroblasten
wurden entweder die vier Yamanaka-Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und
MYC (Takahashi et al., 2007) oder OCT4, SOX2, NANOG und LIN28 verwendet (Yu et
al., 2007). Zudem wurden Zellen weiterer Spezies, z.B. der Ratte (Li et al., 2009), des
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Schweins (Esteban et al., 2009), des Schafs (Bao et al., 2011), des Hundes (Shimada
et al., 2010) oder des Rhesusaffen (Liu et al., 2008), erfolgreich reprogrammiert.

1.2 Reprogrammierung somatischer Zellen in induzierte pluripoten-
te Stammzellen

Bei der konventionellen Generierung von iPS Zellen werden die Yamanaka-Faktoren
retroviral in die somatischen Zellen eingebracht. Dabei liegt die Reprogrammierungs-
effizienz lediglich bei 0,01% bis 0,2% (Okita et al., 2007; Wernig et al., 2007). Eine ge-
zielte Aktivierung diverser Transkriptionsfaktoren, Chromatin-modulierender Proteine
und Signaltransduktionswege kdnnte die Reprogrammierung effizienter gestalten und

beschleunigen.

1.2.1 Expression von Transkriptionsfaktoren

Die konventionelle Reprogrammierung birgt hinsichtlich der therapeutischen Anwen-
dung ein hohes Risiko fUr Insertionsmutagenesen (Woods et al., 2003). Zudem besteht
das Risiko, dass die im Zuge der Reprogrammierung inaktivierten Expressionsvektoren
wahrend des Differenzierungsprozesses unkontrolliert aktiviert werden (Okita et al.,
2007). Deshalb wurden lentivirale Vektoren entwickelt, die nach erfolgter Reprogram-
mierung fast vollstandig aus dem Genom entfernt werden kénnen (Sommer et al.,
2010; Voelkel et al., 2010). Ahnliches gilt auch fiir transposonvermittelte Systeme: So
kdnnen piggy bac- (Kaji et al., 2009; Woltjen et al., 2009; Yusa et al., 2009) und
sleeping beauty-Plasmide (Muenthaisong et al., 2012; Davis et al., 2013; Kues et al.,
2013) wieder aus den reprogrammierten Zellen entfernt werden. Eine weitere Alternati-
ve stellen nicht-integrierende Adenoviren dar (Stadtfeld et al., 2008b; Zhou und Freed,
2009). Ebenso konnten somatische Zellen durch transiente Expression von Plasmiden
und nichtviraler Minicircles reprogrammiert werden (Gonzalez et al., 2009; Jia et al.,
2010; Montserrat et al., 2011). Zudem kann die mRNA der Transkriptionsfaktoren di-
rekt in die Zellen Uberfuhrt werden (Warren et al., 2010). Somatische Zellen kdnnen
auch erfolgreich reprogrammiert werden, indem die Transkriptionsfaktoren als rekom-
binante Proteine in die Zellen eingebracht werden (Kim et al., 2009a; Zhou et al.,
2009).

Anstelle der Yamanaka-Faktoren kénnen somatische Zellen auch mit einem Transkrip-
tionsfaktorenset aus OCT4, SOX2, NANOG und LIN28 vollstandig reprogrammiert
werden (Yu et al., 2007). Ebenso ist es moglich, iPS Zellen mit drei der vier Yamanaka-
Faktoren, ohne den Faktor MYC, zu generieren (Nakagawa et al., 2008). Desweiteren
kénnen einzelne Transkriptionsfaktoren des Yamanaka-Sets durch andere Faktoren

ersetzt werden, insoweit diese das Pluripotenznetzwerk aus Oct4, Nanog und Sox2
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ebenso aktivieren (Buganim et al, 2012). Z. B. kann Oct4 durch Nr5a2 (nuclear
receptor subfamily 5, group A, member 2) (Heng et al., 2010) oder E-Cadherin

(Redmer et al., 2011) ersetzt werden.

1.2.2 Gezielte epigenetische Veranderungen

Fur eine Reprogrammierung somatischer Zellen missen die methylierten Promotoren
und die durch die Methylierung modifizierten Histone demethyliert werden, so dass die
pluripotenzassoziierten Gene aktiv transkribiert werden kénnen (Cedar und Bergman,
2009). Durch die Zugabe von Reagenzien, die entweder DNA-Methyltransferasen inhi-
bieren oder Histonmodifikationen verandern, kann der Reprogrammierungsprozess

gezielt unterstutzt werden (Huangfu et al., 2008a).

Obwohl viele Promotoren wahrend des Reprogrammierungsprozesses demethyliert
werden, sind die Methylome von ES und iPS Zellen nicht gleich (Deng et al., 2009;
Lister et al., 2009). iPS Zellen weisen nach der Demethylierung weiterhin eine epigene-
tische Erinnerung auf. Diese beeinflusst, wie erfolgreich sich die iPS Zellen in unter-
schiedliche Zelltypen differenzieren lassen (Kim et al., 2010). Werden die iPS Zellen
langer in Kultur gehalten, wird ihr Methylom dem der ES Zellen allerdings ahnlicher
(Nishino et al., 2011). Dies wird durch serielle Reprogrammierungen oder chromatin-
modifizierende Reagenzien unterstutzt (Kim et al., 2010). Eine ungentugende Demethy-
lierung der Cytosine an den Promotoren- oder Enhancer-Regionen flhrt hingegen zu
lediglich partiell reprogrammierten Zellen (Guenther et al., 2010). Durch Zugabe von
Methyltransferase-Inhibitoren, wie z. B. dem Cytidin-Analogon 5-Azacytidin (5-AZA),
kénnen die partiell reprogrammierten Zellen in den pluripotenten Status Uberflhrt wer-
den (Mikkelsen et al., 2008).

Histonmodifikationen, wie z. B. die Acetylierung der Lysine, destabilisieren die Chroma-
tinstruktur. So kdnnen die Transkriptionsfaktoren leichter an die DNA binden, woraufhin
die pluripotenzassoziierten Gene effizienter transkribiert werden. Wenn Histonde-
acetylasen (HDAC) die Acetylierung entfernen und so die Transkription erschweren
bzw. verhindern, kénnen HDAC-Inhibitoren wie Valproinsaure (VPA) eingesetzt werden
(Huangfu et al., 2008a; Huangfu et al., 2008b). Im Gegensatz zur Acetylierung kann
sich eine Methylierung von Histonen sowohl positiv als auch negativ auf die Reprog-
rammierung auswirken. Dies hangt davon ab, welche Aminosauren an den jeweiligen
Histonen methyliert werden. So blockiert eine Methylierung von H3K9 beispielweise die
Reprogrammierung. Die lediglich partiell reprogrammierten Zellen konnen aber durch
die Zugabe von Vitamin C in vollstdndige iPS Zellen Uberfihrt werden (Chen et al.,
2013). Eine Demethylierung von H3K79me2 fihrt hingegen dazu, dass fibroblasten-

typische Gene nicht weiter transkribiert werden kénnen (Onder et al., 2012).

18



Einleitung

1.2.3 Manipulation von Signaltransduktionswegen

Wahrend ein aktiver TGFB-Signaltransduktionsweg fur die Aufrechterhaltung des Pluri-
potenzstatus in ES Zellen von besonderer Bedeutung ist, muss dieser fur eine erfolg-
reiche Reprogrammierung inhibiert werden, damit die Fibroblasten in einer Friihphase
der Reprogrammierung den Ubergang vom mesenchymalen zum epithelialen Stadium
passieren koénnen (,mesenchymal-epithelial transition®, MET) (Li et al., 2010;
Samavarchi-Tehrani et al., 2010). Um die Inhibiton des TGFp-Signal-
transduktionswegs zu stabilisieren, kénnen sogenannte Small Molecules, wie z.B. der
TGFB-Inhibitor RepSox (Ichida et al., 2009) oder eine Kombination aus dem MEK-
Inhibitor PD325901 und dem TGFB-Inhibitor SB431542 (Lin et al., 2009), hinzugefugt

werden.

Dahingegen fuhrt eine Aktivierung des Whnt-Signaltransduktionswegs zur Expression
diverser pluripotenzassoziierter Zielgene, die entweder durch Zugabe seines Liganden
Wnt3a (Marson et al., 2008) oder durch Inhibierung von GSK-3f z.B. mit CHIR99021
(Silva et al., 2008) herbeigefiihrt wird. Zudem bewirkt die 2i-Bedingung, eine Kombina-
tion aus CHIR99021 (GSK-3B-Inhibitor) und PD325901 (MEK-Inhibitor), bei gleichzeiti-
ger Zugabe des Zytokins Lif eine hohe und stabile Regulierung der mit Pluripotenz as-

soziierten Gene Pou5f1 und Nanog (Silva et al., 2008).

1.2.4 Kinetik des Reprogrammierungsprozesses

Der Reprogrammierungsprozess wurde von Samavarchi-Tehrani et al. in drei Phasen
unterteilt, die sie als Startphase (initiation), Reifephase (maturation) und Stabilisie-

rungsphase (stabilization) bezeichnen (Samavarchi-Tehrani et al., 2010).

In der Startphase wird die Transkription spezifischer somatischer Gene in den Zellen
herunter reguliert und die Telomeraseaktivitat reaktiviert (Brambrink et al, 2008;
Stadtfeld et al., 2008a). Zudem durchlaufen Fibroblasten die MET (Downing et al.,
2013). AuRerdem werden wichtige Mechanismen aktiviert, die Apoptose und Senes-
zenz inhibieren (Utikal et al., 2009).

In der im Vergleich zur Startphase langeren Reifephase wird die Transkription fir
pluripotenzassoziierte Gene hochreguliert (Hansson et al., 2012; Polo et al., 2012).
Anschlie3end wird die autoregulatorische Schleife der Pluripotenzgene aktiviert und die

Zellen erreichen den pluripotenten Status (Golipour et al., 2012).

In der Stabilisierungsphase erhalt die iPS Zelle ihren Status selbststéandig aufrecht
(Jaenisch und Young, 2008) und die epigenetischen Erinnerungen der Zelle werden

schrittweise geléscht (Ohi et al., 2011).
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Neben den erwahnten Studien, die einzelne Phasen bzw. Prozessabschnitte beschrei-
ben, existieren vier anerkannte Modelle, mit Hilfe derer versucht wird, die Zusammen-

hange zwischen den einzelnen Phasen zu erklaren.

A Stochastisches B Deterministisches Biphasisches Biphasisches
Modell Modell C Modell | D Modell Il

C A beschleunigte CA cA A

2 Reprogrammierung 2 g 2
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Abb. 1: Unterschiedliche Modelle zur Reprogrammierungskinetik

(A) Stochastisches Modell (inkl. Szenario der beschleunigten Reprogrammierung), (B)
Deterministische Modell, (C) Biphasisches Modell I, (D) Biphasisches Modell |l. Modifi-
ziert aus (Theunissen und Jaenisch, 2014)

Im stochastischen Modell (Abb. 1 A) wird Pluripotenz ungerichtet und auf zuféalligem
Wege erreicht. Dabei werden in den unterschiedlichen Phasen der Reprogrammierung
unterschiedliche geschwindigkeitsbestimmende Ereignisse (z. B. die Aktivierung oder
Deaktivierung von Genen) zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchlaufen. Demnach
erreichen die einzelnen somatischen Zellen den pluripotenten Zustand ebenfalls zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Durch aktives Eingreifen in den Prozess kann dieser
beschleunigt werden (Hanna et al., 2009). Das deterministische Modell (Abb. 1 B) geht
im Gegensatz dazu davon aus, dass jede somatische Zelle die gleiche Latenzzeit be-
noétigt, da die Zellen eine definierte Reihenfolge an unterschiedlichen Ereignissen, die
hierarchisch angeordnet sind, durchlaufen (Rais et al., 2013). Einzelzellanalysen
(Buganim et al., 2012) sowie Analysen von teilreprogrammierten Zellen (Polo et al.,
2012) zeigten jedoch, dass sich deterministische und stochastische Phasen mdgli-
cherweise abwechseln. Im biphasischen Modell | (early stochastic and late
deterministic model) (Abb. 1 C) geschehen die ersten Veranderungen zufallig. Nur die
Zellen mit den notwendigen epigenetischen Voraussetzungen gehen dabei in die
nachste Reprogrammierungsphase Uber. Ab diesem Zeitpunkt durchlaufen die Zellen
einen festgelegten, hierarchisch strukturierten Veranderungsprozess (Buganim et al.,
2012). Das biphasische Modell Il (biphasic model) (Abb. 1 D) fligt zu Beginn des Rep-
rogrammierungsprozess eine weitere deterministische Phase hinzu (Polo et al., 2012).
Anschlieend folgt eine stochastische Phase. Der gesamte Prozess schliet dann mit

einer deterministischen Phase ab.
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1.3 Der Weibuschelaffe als Modellorganismus

Die in Brasilien beheimateten Weillbuschelaffen (Callithrix jacchus) gehéren zu der
Familie der Krallenaffen (Callithrichidae) und werden der Gattung der Blschelaffchen
(Callithrix) zugeordnet. Die Neuweltaffen (Platyrrhini) haben ohne Schwanz eine GroRe
von 12-18 cm; mit Schwanz kommen sie auf eine Gesamtgrofie von 40-53 cm und ein
Gesamtgewicht von 250-500 g (Zuhlke und Weinbauer, 2003). Nach ca. 18 Monaten
erreichen sie ihre Geschlechtsreife. Nach einer Tragezeit von etwa 144 Tagen bringen
sie meistens Zwillinge zur Welt (Mansfield, 2003). In Gefangenschaft konnen die Tiere

bis zu 20 Jahre alt werden.

In der Forschung hat sich das Modell des WeilRblschelaffen schon seit langerer Zeit

etabliert. So wird es in der Neurologie, Immunologie, Toxikologie, Reproduktionsbiolo-

gie, Ethologie sowie in der Arzneimittelforschung und der Erforschung von Infektions-
krankheiten eingesetzt (Abbott et al., 2003; Mansfield, 2003).

Abb. 2: WeiBbiischelaffen
Gruppe von Weillblischelaffen (Schatten und Mitalipov, 2009)

Fir die Stammzellforschung erweist sich der Weilbuschelaffe ebenso als wertvolles
Tiermodell, da es zahlreiche zwischen Mensch und WeilRblischelaffe kreuzreaktive
Antikdrper und Zytokine gibt (Neubert et al., 1996; Hibino et al., 1999; Brok et al.,
2001). Zudem existieren mehrere etablierte ES Zelllinien, die bei der Charakterisierung
von iPS Zellen zum Vergleich herangezogen werden kénnen. Thomson et al. etablier-
ten bereits 1996 acht ES Zelllinien, die heutzutage jedoch nicht mehr verfugbar sind
(Thomson et al., 1996). Deshalb isolierten Sasaki et al. drei weitere Zelllinien (Sasaki
et al., 2005). Diese und weitere Linien wurden inzwischen ganzlich charakterisiert
(Muller et al., 2009). Dabei wurden dieselben Merkmale untersucht, die auch bei der
Begutachtung humaner pluripotenter Zellen herangezogen werden (vgl. Kapitel 1.1.1).
Uberdies ist der Callithrix jacchus bislang das einzige transgene Affenmodell mit Keim-
bahntransmission (Sasaki et al., 2009). Dies erdffnet neue Forschungsmadglichkeiten

wie z.B. die Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen oder Erkrankungen des
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blutbildenden Systems anhand spezifisch generierter Tiermodelle. Da das Genom ei-
nes weiblichen Callithrix jacchus inzwischen vollstandig sequenziert werden konnte
(Worley et al., 2014), kdbnnen daraus maoglicherweise Erkenntnisse fur das Verstandnis

von Reprogrammierungsprozessen gewonnen werden.

Abb. 3: Der WeiRbiischelaffe als Modellorganismus

(A) Embryonale Stammzellen der Linie cjes001, Mal3stabsbalken = 100 um, 100x Ver-
gréBerung, (B) transgener Weillblischelaffe (Sasaki et al., 2009)

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit war es, somatische Zellen des Callithrix jacchus zu induzier-
ten pluripotenten Stammzellen zu reprogrammieren. In spateren Versuchen kénnten
diese in unterschiedliche Effektorzellen differenziert werden, um sie beispielsweise in

der zelltherapeutischen Anwendung zu testen.

Obwohl der Weillbischelaffe ein etabliertes Versuchstier ist, gab es zu Beginn der
dieser Arbeit zugrunde liegenden Forschungen keine Veréffentlichungen, in denen die
Reprogrammierung von Callithrix jacchus Zellen beschrieben wurde. Deshalb wurden
die hier verwendeten Methoden aus etablierten Praktiken in der Forschung an Men-

schen- und Mauszellen abgeleitet und dem Affenmodell angepasst (vgl. Kapitel 1.2).

Fur die Herstellung von iPS Zellen wurden in einem ersten Schritt dermale Fibroblasten
aus Hautbiopsien gewonnen. Diese wurden mit unterschiedlichen lentiviralen Vektoren
und unter verschiedenen Bedingungen reprogrammiert. Einerseits wurden die Zellen
mit einem polycistronischen Vektor, der die cDNA der humanen Yamanaka-Faktoren
OCT4, KLF4, SOX2 und MYC ko-exprimierte, transduziert. Andererseits wurde der
Reprogrammierungsprozess mit separaten Vektoren initiiert, die mit den genannten
Faktoren einzeln in die Zelle eingebracht wurden. Weitere Ansatze wurden unter
Hinzunahme eines LIN28A-Expressionsvektors durchgefuhrt. Zur Unterstlitzung des
Reprogrammierungsprozesses wurden sogenannte Small Molecules zu den Zellen
gegeben, die epigenetische Blockaden beseitigten oder Signaltransduktionswege akti-

vierten oder inhibierten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Gerat

Bestrahlungsanlage flir Zellen

Durchflusszytometer

Einfrierhilfen flr Zellen
Heizblock

Magnetische Zellseparation

Mikroskope

Pipetten:

2 ul-20 pl, 20 pl - 200 pl, 100 pl - 1000 pi
P2, P10, P20, P100, P200, P1000
Pipettierhelfer

pH-Meter

Real-Time PCR System

Schuttler

Sicherheitswerkbanke

Spektralphotometer
Ultrazentrifuge

Waagen
Warmeschranke:
Inkubator fiir Bakterienkulturen

COs,-Inkubatoren fur Zellkulturen

Zentrifugen

Modell (Hersteller)

Roéntgenanlage ISOVOLT 320 HS
(GE/Pantak)

FACSAria (BD Bioscience)
FACSCalibur (BD Bioscience)

Typ 5100 (Nalgene)

HX-2 (PeQLab)

MACS MultiStand (Miltenyi Biotec)
MidiMACS™ Separator (Miltenyi Biotec)
CKX41 (Olympus)

Axio Vert.A1 (Zeiss)

Multipette® (Eppendorf)

Eppendorf Research® (Eppendorf)
Pipetman Classic™ (Gilson)
Accu-Jet® Pro (Brand)

pH526 Wtw (Xylem)

CFX96 (BioRad)

TS 100 (Thermo Scientific)
HERAsafe KS (Thermo Scientific)
HERAsafe 2000 (Thermo Scientific)
NanoDrop 2000 (PeQlab)

Optima L-80 XP (Beckman Coulter)
AJ H220CE (Vibra)

572 (Kern)

MaxQ™ 6000 (Thermo Scientific)
HERAcell 240i (Thermo Scientific)
CB53 (Binder)

5810R und 5424 (Eppendorf)
Pico21 (Heraeus)

Avanti J-26 XP (Beckman Coulter)
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Verbrauchsmaterial

Aufsatzfilter 0,22 ym (250 ml, 500 ml)

Deckglaser

Einfrierréhrchen

Einmalskalpelle (Gr. 21)

Einmalspritzen (1 ml, 5 ml, 20 ml, 40 ml)

Flachbodenplatten (,6 Well“)

Flachbodenplatten (,24 Well“)

Injektionsnadeln (G21)

LS Saulen

Lumox™ Multiwellplatten (24er)

MACS Separationssaulen (LS)

Mediumflaschen (100 ml, 500 ml)

Pasteurpipetten

PCR-Platten

PCR-Spezialfolien

Pipettenspitzen:

200 pl, 1000 pl

10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl

Polypropylen-Réhrchen (14 ml, 50 ml)

Polypropylen-Rundbodenréhrchen (5 ml)
mit Sieb (40 um Porengréle)

Polypropylen-Rundbodenréhrchen (5 ml)

Reaktionsgefalie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

SpritzenvorsatZfilter (Zelluloseacetat)
(0,22 ym, 0,45 pm)

Stabpipetten

(1 ml, 2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Verschlussfolie Parafilm

Wagepapier, Mn 226, 9x11,5cm

Zellkulturflaschen (75 cm?, 175 cm?)

Zellkulturflaschen (300 cm?)

Zellkulturschalen (@ 10 cm)

Zellsiebe (Porengrofie: 40 ym)

Zentrifugationsréhrchen (40 ml)

Hersteller

TPP (Trasadingen, Schweiz)
Thermo Scientific (Watham, MA, USA)
Greiner (Frickenhausen)

Mediware (Lenexa, KS, USA)

Braun (Melsungen)

Greiner (Frickenhausen)

Costar (Tewksbury, MA, USA)

BD Bioscience (San Jose, CA, USA)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Greiner (Frickenhausen)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Greiner (Frickhausen)

Brand (Wertheim)

PeQLab (Erlangen)

BioRad (Hercules, CA, USA)

Starlab (Ahrensburg)
PeQLab (Erlangen)
BD Biosciences (San Jose, CA, USA)

BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Sartorius (Gottingen)

Greiner (Frickenhausen)

Bemis Flexible Packaging (Neenah; WI, USA)
Macherey-Nagel (Duren)

Greiner (Frickenhausen)

TPP (Trasadingen, Schweiz)

TPP (Trasadingen, Schweiz)

Partec (Munster)

Beckman Coulter (Krefeld)
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2.1.2 Chemikalien
Chemikalie

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure
(MOPS)

4’, 6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

5-Azacytidin

ALK5-Inhibitor Il (E-616452)

Ampicillin Natriumsalz

Bacto™ Agar

Bacto™ Hefeextrakt

Bacto™ Trypton

Bovines Serum Albumin (98%, Fraktion V)

Calciumchlorid

Cell-Dissociation-Buffer

CHIR99021 (GSK-3pB-Inhibitor)

Chloroform

Chloroquin Diphosphat

Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA Dinatriumsalz

Ethanol

Gelatine (porcin)

Glycerin

HEPES-Natriumsalz

Isopropanol

Mangandichlorid

Methanol

NaCl

NaOH

Paraformaldehyd

PBS (phosphate buffered saline)

PD325901 (MEK-Inhibitor)

Protaminsulfat

ROCK:-Inhibitor Y-27632

Rubidiumchlorid

SB431542 (ALK5-Inhibitor)

StemPro® Accutase®

TRIS

Hersteller

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)
Tocris Bioscience (Bristol, UK)

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)
Stemgent (San Diego, CA, USA)
Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
AppliChem (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Taufkrichen)

Carlo Erba (Cornaredo, Italien)
Sigma-Aldrich (Taufkichen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Carlo Erba (Cornaredo, Italien)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Carlo Erba (Cornaredo, Italien)

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)
Stemgent (San Diego, CA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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TRIS-HCI
Triton X-100
TRIzol®
Trypanblau

Trypsin-EDTA-LAsung (10x)

Tween-20

Valproinsaure

VECTASHILD® Mounting Medium
mit DAPI (1,5 ug/ml)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)

2.1.3 Medien, Medienzusatze und Zytokine fir die Zellkultur

In den Tabellen 1-4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Medien, Medienzusatze und

Zytokine mit Herstellerangaben und Bestellnummern aufgefihrt.

Tab. 1: Verwendete Basalmedien

Verwendete Char-

Medium Hersteller Bestellnummer
gen
DMEM PAA Laboratories E81011-0859
high Glucose GmbH E15-810 E81010-2360
(4,5 gll) (Colbe) E81010-1942
818697
Knockout™ Life Technologies 910663
10829-018
DMEM (Carlsbad, CA, USA) 1142121
1379596

Tab. 2: Verwendete Medienzusatze (mit Konzentrationsangaben)

Medienzusatze Konzentration Hersteller szsil-
nummer
2-Mercapto- Life Technologies
50 mM 31350-010
ethanol m (Carlsbad, CA, USA)
ibioti 1 | Penicilli
Antibiotic- 0000 U/ml Penicillin, Life Technologies
Antimycotic, 100x | 10000 pg/ml Streptomycin, | A A 15240-096
(Anti-Anti) 25 pg/ml Amphotericin B (Carlsbad, CA, USA)
, Life Technologies
L-Glut 200 mM 25030-081
utamin m (Carlsbad, CA, USA)
, Life Technologies
Nat t 100 mM 1130-070
afriimpyruva m (Carlsbad, CA, USA)
Penicillin/ Strep- | 10000 U/ml Penicillin,
tomycin 100x 10000 pg/ml ccrpo (Oberdorla) Z-13-M
(Pen/Strep) Streptomycinsulfat
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Tab. 3: Verwendete Medienzusatze (mit Chargennummer)

Medienzusatze Hersteller Bestellnummer WETTEE EiE
Charge(n)
FBS (fetales bovines PAA Laboratories
A15-151 A-15111-1801
Serum) Gold GmbH (Cdlbe)
Life Technologies 898608
GlutaMAX™ 35050-061
Hta (Carlsbad, CA, USA) 1253048
Heparin-Natrium 5000 . L08388
i.e. (niedermolekular) Ratiopharm (UIm) PZN-3029820 (155 mg/mi)
941518
KSR (KNOCKOUT® Life Technologies 10828-028 1027925
Serum Replacement) (Carlsbad, CA, USA) 1088169
1136524
815411
Life Technologies
MEM NEAA, 100x 11140-035 909994
(Carlsbad, CA, USA) 1311311
Tab. 4: Verwendete Zytokine
Zytokin Aktivitat/mg Protein | Indikatorzelllinie Hersteller
PeproTech
FGF >2x10° BaF3 Zell
bFG x10” U/mg aF3 Zellen (Rocky Hill, NJ, USA)
Life Technologies
hLIF 21x10" U/ TF-1 Zell
' X175 Himg eten (Carlsbad, CA, USA)

2.1.4 Kulturmedien

Im Folgenden werden die verwendeten Zell- und Bakterienkulturmedien und deren

Zusammensetzung aufgefuhrt.

2.1.4.1 Zellkulturmedien

Medium fur HEK293T Zellen
10% (*/y) FBS, 1 mM Natriumpyruvat, 1 x Pen/Strep, in DMEM (4,5 g/l Glucose)

Medium fir HT1080 Zellen
10% ('/,) FBS, 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 1x MEM, 1x Pen/Strep,
in DMEM (4,5 g/l Glucose)

Medium fir CF1-MEFs
10% ('/,) FBS, 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 1 x MEM, 1 x Pen/Strep,
5x10% mM 2-Mercaptoethanol, in DMEM (4,5 g/l Glucose)
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Medium fiir Callithrix jacchus Fibroblasten (¢j Medium)
10% ('/,) FBS, 1 x GlutaMAX™, 1 x MEM, 1 x Anti-Anti, in DMEM (4,5 g/l Glucose)

Grundmedium fiir pluripotente Callithrix jacchus Zellen (ESML)
20% (/) KSR, 1 mM L-Glutamin, 1 x MEM, 5x10° mM 2-Mercaptoethanol,
1 x Pen/Strep, in Knockout™ DMEM

Medium fiir cjes001 (Callithrix jacchus ES Zelllinie)
% ESML + (bFGF (1 ng/ml) + Heparin (10 ng/ml)) + %2 CM (konditioniertes ESML, Her-
stellung vgl. Kapitel: 2.2.5.1.)

Einfriermedium fiir (Einzel-)Zellen
90% ('/,) FBS, 10% (‘/,) DMSO

Einfriermedium fir pluripotente Kolonien
60% (‘/,) Knockout™ DMEM, 20% ('/,) DMSO, 20% (*/,) KSR, 102 mM ROCK-
Inhibitor (Y-27632)

2.1.4.2 Bakterienkulturmedium

LB-Medium (Luria-Bertani)
1% ("/,) Trypton, 0,5% (*/,) Hefeextrakt, 85,5 mM NaCl und 1 mM NaOH wurden in
H,O gelbst und anschlieRend autoklaviert (121°C, 20 min).

LB-Agar
LB-Medium mit 1,5% (*“/,) Bacto-Agar (anschliefend autoklaviert, 121°C, 20 min)

2.1.5 Puffer und Losungen

5-Azacytidin (Stammlosung: 50 mM)
50 mg 5-AZA [244,21 g/mol] wurden in 4,1 ml sterilem H,O gel6st. Die Lésung wurde
anschlief3end aliquotiert und bei -20°C gelagert.

ALKS5-Inhibitor Il (E-616452, RepSox) (Stammldsung: 25 mM)
2 mg des Inhibitors [287,32 g/mol] wurden in 278 ul DMSO geldst. Die Loésung wurde
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

bFGF (Stammlésung: 0,1 mg/ml)

50 pug bFGF wurden zunachst in 500 yl 5 mM TRIS (pH 7,6) geldst. Diese Losung wur-
de zu 44,5 ml 5 mM TRIS und 5 ml 1% ("“/,) BSA gegeben. AnschlieBend wurde die
Lésung steril filtriert (0,22 pym, Zelluloseacetat), aliquotiert und bei -80°C gelagert.
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BSA (Stammlésung: 1% ("1,))
100 mg BSA wurden in 10 ml 1 x PBS gel6st. Die Losung wurde steril filtriert (0,22 pym,

Zelluloseacetat), aliquotiert und bei -20°C gelagert.

CHIR99021 (Stamml6ésung: 3 mM)
2 mg CHIR [465,34 g/mol] wurden zunachst in 430 yl DMSO geldst. Diese Ldsung
wurde mit 1 ml Knockout™ DMEM verdunnt, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

FACS-Proben-Puffer
Zur Erstellung des Puffers wurden 1 x PBS und FBS in einem Verhaltnis von 9:1 ge-

mischt und bei 4°C gelagert.

Gelatine, porcin (Stammlésung: 0,1% (“/\))
500 mg Gelatine wurden in 500 ml H,O geldst, anschlielliend wurde die Losung auto-
klaviert (121°C, 20 min) und bei RT gelagert.

2 x HeBS (HEPES-buffered saline)

0,28 M NacCl, 0,05 M HEPES-Natriumsalz und 1,5 mM Na,HPO, wurden in H,O geldst.
Der pH-Wert wurde mit 5 M NaOH auf 7,02 eingestellt. Im Anschluss wurde die Lésung
steril filtriert (0,45 ym, Zelluloseacetat), aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Heparin (niedermolekular, Stammilésung: 0,031 mg/ml)
200 pl Heparin wurden mit sterilem H,O auf 100 ml aufgeflllt. 10 ml dieser Ldsung

wurden anschlieBend mit 90 ml H,O versetzt und bei 4°C gelagert.

HEPES (Stammlésung: 1 M)
23,8 g HEPES [238,31 g/mol] wurden in H,O gelést und mit 10 M NaOH auf pH 7,3
eingestellt. AnschlieRend wurde die Lésung mit HO auf 100 ml aufgefiillt, autoklaviert

(121°C, 20 min) und bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

Hitzeinaktiviertes FBS (h.i. FBS)
500 ml FBS wurden fiir 30 min bei 56°C im Wasserbad hitzeinaktiviert, anschliefend
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

rhLIF (Stammiosung: 10 pg/ml)
10 pg rhLIF wurden in 1000 ul 1 x PBS mit 0,1% (*/,) BSA gelost. Die Lésung wurde
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

ROCK:-Inhibitor (Y-27632) (Stammlésung: 10 mM)
1 mg ROCK-Inhibitor [338.3 g/mol] wurde in 296 pl sterilem H,O gel6st. Die Losung
wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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PD0325901 (Stammlésung: 0,5 mM)
2 mg PD [482,19 g/mol] wurden zunachst in 415 pul DMSO geldst. 100 ul dieser Lésung
wurden mit 1900 pl Knockout™ DMEM verdunnt, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

SB 431542 (Stammloésung: 2 mM)
5 mg SB [384,4 g/mol] wurden in 650 yl DMSO gel6st. 100 pl dieser Lésung wurden
mit 900 yl Knockout™ DMEM verdinnt, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

TFB1 (Transfromationspuffer 1, zur Herstellung kompetenter Zellen)

30 mM Kalium-Acetat, 100 mM RbCI, 10 mM CaCl, und 15% ('/,) Glycerin wurden in
H,O geldst. Der pH-Wert dieses Puffers wurde mit 0,2 M Essigsaure auf 6,1 eingestellt.
AnschlieRend wurden 50 mM MnCl, hinzugegeben und die Ldsung steril filtriert

(0,22 pm, Zelluloseacetat).

TFB2 (Transfromationspuffer 2, zur Herstellung kompetenter Zellen)
10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI und 15% (*/,) Glycerin wurden in H,O ge-
|6st. Der pH-Wert wurde mit 1 M Kaliumhydroxyd auf 6,5 eingestellt. Die L6sung wurde
steril filtriert (0,22 um, Zelluloseacetat), aliquotiert und bei -20°C gelagert.

TRIS (Stammlésung: 5 mM)

30 mg TRIS [121,14 g/mol] wurden in H,O geldst. Der pH-Wert wurde mit 1 M HCI auf
7,6 eingestellt. SchlieBlich wurde die Lésung mit H,O auf 50 ml aufgeflllt, autoklaviert
(121°C, 20 min) und bei RT gelagert.

VPA (Stamml6ésung: 200 mM)
332 mg VPA wurden in 10 ml 1 x PBS gel6st, steril filtriert (0,22 ym, Zelluloseacetat)
und bei 4°C gelagert.

2.1.6 Gebrauchsfertige Reaktionssystem

In der nachfolgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Reaktionssysteme

mit Herstellerangaben aufgeflihrt.

Tab. 5: Verwendete Reaktionssysteme

Reaktionssystem Hersteller Bestellnummer
Alkalische Phosphatase Detection Kit | Merck Millipore SCR004
Feeder Removal MicroBeads, mouse | Miltenyi Biotec 130-095-531
Qiagen® Plasmid Plus Maxi Kit Qiagen 12965
QuantiTect Reverse Transcription Kit | Qiagen 205311
QuantiTect SYBR® Green PCR Kit Qiagen 204145
RNeasy Microkit Qiagen 74004
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2.1.7 Antikorper

Den Tabellen 6-8 sind die verwendeten Antikérper zu entnehmen. Tabelle 9 zeigt die

fur die immunzytologischen Farbungen verwendete Seren.

Tab. 6: Konjugierte Antik6érper

SpeZ|f|t._a‘F_/ Klon Spezies/ Konjugation | Bestellnummer | Hersteller
Reaktivitat Isotyp
CD29/ eBioHMb | arm. Hams- L
Maus, Ratte | 1-1 ter/lgG PE-Cy7 25-0291 eBioscience
CD29/ arm. Hams- | Pacific .
Maus, Ratte HMR1-1 ter/lgG Blue™ 102224 BioL.egend
SSEA4/ MC-813- | Maus/ .
Mensch 70 IgG3. FITC 330410 BioLegend
SSEA3/ Alexa Flu- -
Mensch MC-631 | Ratte/ IgM or®488 FCMAB141A4 | Millipore
TRA-1-60/ | TRA-1- Alexa Flu- -
Mensch 60 Maus/ IgM or®488 MAB4360A4 Millipore
TRA-1-81/ | TRA-1- Alexa Flu- -
Mensch 81 Maus/ IgM or®488 MAB4381A4 Millipore
Tab. 7: Unkonjugierte Antikorper
e Klon Spezies/Isotyp | Bestellnummer | Hersteller
Reaktivitat
SSEA4/ -
Mensch, Maus MC-813-70 Maus 1gG3 MAB4304 Millipore
SSEA3/ o
Mensch. Maus MC-631 Ratte IgM MAB4303 Millipore
TRA-1-60/ TRA-1-60 Maus IgM MAB4360 Millipore
Mensch
TRA-1-81/ TRA-1-81 Maus IgM MAB4381 Millipore
Mensch
GCTM-2/ N/A Maus IgM 433140 Life Techno-
Mensch, Pavian logies
E-Cadherin/ . Cell
Mensch, Maus 24E10 Kaninchen IgG | 3195 Signaling
Nanog/ .
Mensch, Maus N/A Kaninchen IgG | 09-0020 Stemgent
Oct4/ . Cell
Mensch, Maus C30A3 Kaninchen IgG | 2840 Signaling
Sox2/ Cell
L1D6A2 M IgG1 4900 . :
Mensch, Maus aus g Signaling
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Tab. 8: Sekundarantikorper

Spezies und Reaktivitat | Konjugation Bestellnummer | Hersteller

Esel gegen Kaninchen | Alexa Flour®647 | 705-605-003 Dianova

Esel gegen Maus Alexa Flour®647 | 715-605-151 Dianova

Esel gegen Maus FAB Fragmente 715-007-003 Dianova

Esel gegen Ratte Alexa Flour®647 | 712-605-153 Dianova

Ziege gegen Maus Alexa Flour®488 | A-11001 Life Technologies
Ziege gegen Ratte DyLight™ 488 112-545-003 Dianova

Tab. 9: Fir immunzytologische Farbung verwendete Seren

Spezies Bestellnummer Hersteller
Esel 017-000-121 Dianova
Ziege 005-000-121 Dianova

2.1.8 Oligodesoxynukleotide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligodesoxynukleotide sind Tabelle 10 zu
entnehmen.

Die Nukleotidsequenz von GAPDH wurde aus der Literatur Ubernommen
(Vandesompele et al., 2002). Die darUber hinaus aufgefiuihrten Primer wurden mit der
Online-Datenbank der National Library of Medicine des National Institute of Health mit
Hilfe von Primer3 und BLAST entworfen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). Um die Primer fir LIN28A zu entwickeln, wurde zusatzlich die Datenbank
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) verwendet. Alle Oligodesoxynukleotide
wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen. Die in der Tabelle aufgefuhr-
ten Effizienzen der Primerpaare wurden ermittelt, um die relative Genexpression ein-

zelner Gene zueinander mdglichst genau zu bestimmen (vgl. dazu Kapitel 2.3.2.3).
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Tab. 10: Spezifitdt von eingesetzten Oligodesoxynukleotiden fiir gRT-PCR

Gen- Registrier- Y Bindungs- | Grofte des | Amplifika-
symbol nummer Sequenz (5-> 3) stelle Amplifikats | tionseffizienz
TGCACCACCAAC | 4 ca0
XM 0027 TGCTTAGC
GAPDH — 87 bp 109,4%
59682.2 | GGCATGGACTGT | o ro,
GGTCATGAG
CCATCGTGGCTA | oo 140
XM 0027 AACAGGTACT
RPL13A — 112 bp 102,9%
62345.2 | AGGAAAGCCAGG | 140 509
TACTTCAACTT
AGATGTGATTCC
XM 0027 | TGAAAGCATCC | 2240-2262
DNMT3B — 79 bp 94,3%
472922 | GGAGGGAACTGA | ,ooc 5a4g
GGTACATGCTAT
CTGCCAGAGGAG
XM 0028 | AATTCAGTATTT | 1771-1794
KLF4 — 93 bp 98,6%
08507.2 | CTTGACCATGAT | 0,0 1asn
TGTAGTGCTTTC
TTGAGGAGCAGG
ENSCJAG | CAGAGTGG 1269-1289
LIN28A | 00000022 GCATTTGGACA 162 bp 98,9%
770 .
GAGCATGG 1411-1431
GTAAGGAAAAAG
XM 0027 | ATTCCGTCACAC 1786-1809
MYC — 151 bp 95,7%
592292 | GAAGTCCAATTT | ,o.a 1oas
GAGGCAGTTTAC
AGAATGAAATCT
XM 0027 | AAGAGGTGGCAG | 433496
NANOG — 104 bp 106,6%
63004.1 TAGGAAGAGTAG | .4 cas
AGGCTGGGGTAT
AGGAGAAGCTGG
NM 0012 | AACAAAACACG 377-399
POU5F1 — 73 bp 105,6%
65584.1 CATAGTCACTGC | grr o
TTGATCGCTTG
AGTATCAGGAGT | 50
XM 0038 TGTCAAGGCAG
SOX?2 — 79 bp 93,7%
000941 | TCCTAGTCTTAAA | o .-
GAGGCAGCAA
AGCTCCCTTCTG
XM 0037 | GAATGTTCTTT | 340-362
ZFP42 — 150 bp 91,7%
323921 | TGATAAGTCCAT | -0 4o,
GCCAGGTATCC
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2.1.9 Plasmide

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide tabellarisch aufge-

fuhrt. Die zugehdrigen Plasmidkarten sind dem Anhang zu entnehmen (vgl. Kapitel 8).

Tab. 11:Verwendete Plasmide

Publiziert/Erhalten

Plasmid Expression

von
pRSV/Rev HIV-1 Rev Gens (Dull et al., 1998)
pMD.G2 VSV-G Hillproteins (Burns et al., 1993)

pcDNA3.GP.4xCTE

gag/pol Gene von HIV1

pRRL.PPT.SF.hOKSM.
dTomato.Pre.SIN.Frt

codonoptimierten kodie-
renden Sequenz (CDS) der
humanen Gene: OCT4, KLFA4,
SOX2 und MYC.

A. Schambach,
Abteilung fur Expe-
rimentelle Hamato-
logie, Medizinische
Hochschule Han-
nover

(Voelkel et al.,
2010)

pRRL.PPT.SF.hOCT4_
eGFP.WwPRE

CDS vom humanen OCT4

pRRL.PPT.SF.hSOX2_
dTomato.wPRE

CDS vom humanen SOX2

pRRL.PPT.SF.hKLF4
Cerulean.wPRE

CDS vom humanen KLF4

E. Warlich, Abtei-
lung flr Experimen-
telle Hamatologie,
Medizinische Hoch-
schule Hannover

(Tiemann et al.,

2011
pRRL.PPT.SF.nMYC _ )
Verus wPRE CDS vom humanen MYC
PRRL.PPT.SF.ciLIN28_IRES_ | cDS von Callithrix jacchus | ag Kiump,
dTomato WPRE_FRT LIN28A Institut fiir
Transfusions-
oRRL.PPT.SF.IRES. CDS des Fluoreszenz- medizin.  Universi-

dTomato.wPRE.FRT

proteins dTomato (diente als
Kontrollvektor)

tatsklinikum Essen

2.1.10 Computergestiitzte Datenverarbeitungsprogramme

Auswertung durchflusszytometrischer Messdaten

Diva Software 6.1.2
CellQuest™ Pro 5.2.1

Kaluza Software 1.2

BD Biosciences
BD Biosciences

Beckman Coulter

Auswertung mikroskopischer Aufnahmen

AxioVision Rel. 4.8

Zeiss
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Auswertung von qRT-PCR Daten
CFX Manager™ 3.1 BioRad

Aufarbeitung generierter Daten
Microsoft Excel 2007 Microsoft Corporation
GraphPad Prism 5.01 GraphPad Software

2.1.11 Bakterien

Fur molekularbiologische Arbeiten wurde der Escherichia coli-Stamm ,XL10-Gold"
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) verwendet.

Genotyp: Tet'A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1
gyrA96 relA1 lac Hte [F* proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Tet’) Amy Cam']

2.1.12 Zelllinien, Primarzellen und embryonale Stammzellen

Die verwendeten Zelllinien und Primarzellen wurden, wenn nicht anders beschrieben,
unter normoxischen Bedingungen (21% O,, 5% CO,) und bei 37°C in gesattigter H,O
Atmosphéare kultiviert. Die Zusammensetzung der unterschiedlichen Zellkulturmedien

werden in Kapitel 2.1.4 beschrieben.

2.1.12.1 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien stammen aus der American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA).

HEK293T/17

HEK293T Zellen sind humane embryonale Nierenepithelzellen, die durch die stabile
Transfektion mit DNA des Adenovirus Typ 5 immortalisiert wurden (Graham et al.,
1977). HEK293T/17 ist ein Derivat dieser adharent wachsenden hypotriploiden Zelllinie
und kann besonders effizient transfiziert werden. Deshalb wurde sie zur Produktion von
retroviralen Vektorpartikel verwendet (vgl. Kapitel 2.2.6). Bei der ATCC ist diese Zellli-
nie unter der Nummer CRL-11268™ 293T/17 gelistet.

HT1080

HT1080 Zellen sind humane adulte Zellen, die aus einem Fibrosarkom eines 35-
jahrigen kaukasischen Mannes kultiviert wurden (Rasheed et al., 1974). Die pseudo-
diploide Krebszelllinie wachst adharent und wurde zur Titration aller VSV-G
psedudotypisierten retroviralen Vektorpartikel verwendet (vgl. Kapitel 2.2.8). Die ATCC
fuhrt die Zelllinie unter der Bezeichnung CCL-121™,
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2.1.12.2 Primarzellen

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Primarzellen handelt es sich zum einen um der-
male Fibroblasten des Weiliblischelaffen, die fir die Generierung von induzierten plu-
ripotenten Zellen verwendet wurde (vgl. Kapitel 2.2.9), und zum anderen um embryo-
nale Mausfibroblasten des Mausstamms CF-1, die fir die Ko-Kultivierung pluripotenter
Zellen genutzt wurden (vgl. Kapitel 2.2.4). Die aus Gewebe gewonnenen und nach
Praparation in Kultur genommenen Primarzellen sind im Gegensatz zu Zelllinien nicht

unbegrenzt teilungsfahig und wurden nur bis Passage 5 verwendet.

Callithrix jacchus Fibroblasten

Samtliche Reprogrammierungen wurden mit dermalen Callithrix jacchus Fibroblasten
durchgefuhrt. Diese entstammen aus Hautbiopsien, die von Rudiger Behr (Deutsches
Primatenzentrum, Géttingen) zur Verfliigung gestellt und im Rahmen dieser Arbeit kulti-
viert wurden (vgl. Kapitel 2.2.3). Fur den Grol3teil aller Versuche wurden Hautfibroblas-
ten des weiblichen Tiers #13836 (4,3 Jahre) verwendet. Fir die Versuche in Kapitel 3.7
(Vergleich zwischen normoxischen und hypoxischen Bedingungen), 3.8 und 3.9 wur-

den die Zellen eines mannlichen Tiers #15997 (5 Tage) genutzt.

CF-1 embryonale Mausfibroblasten (MEFs)

Um die Selbsterneuerungsteilungen der Callithrix jacchus ES Zellen zu unterstlitzen
und eine unkontrollierte Differenzierung zu vermeiden, wurden diese mit embryonalen
Mausfibroblasten (MEFs) ko-kultiviert. Als Stromazellen dienten die MEFs (13,5 d.p.c.)
des Mausstamms CF-1, die von der Firma Cellsystems (Troisdorf) in Passage 2 gelie-
fert wurden und im Rahmen dieser Arbeit bis Passage 5 expandiert wurden. Nach der
Expansion wurde die Teilungsaktivitat der MEFs durch Gammabestrahlung arretiert
(vgl. dazu Kapitel 2.2.4). SchlieRlich wurden die Zellen aliquotiert und bis zur Verwen-

dung in Flussigstickstoff bei -196°C gelagert.

2.1.12.3 Embryonale Stammzellen des Callithrix jacchus

Die embryonale Stammzellen der Linie cjes001 wurden unter hypoxischen Bedingun-
gen (3% O,, 5% CO,), 37°C, in H,O gesattigter Atmosphare und auf yMEFs kultiviert.
Sie wurde von Erika Sasaki (Central Institute for Experimental Animals, Kawasaki, Ja-

pan) zur Verfigung gestellt.

Bei cjes001 handelt es sich um eine Stammzelllinie, die erfolgreich aus der Blastozyste
eines Callithrix jacchus generiert wurde (Muller et al., 2009). Der pluripotente Charakter
dieser Linie zeigt sich u.a. anhand der Expression der pluripotenzassoziierten Oberfla-
chenmolekille SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 und TRA-1-81, sowie anhand der erhohten
Expression von POU5F1, SOX2 oder NANOG (Muller et al., 2009). Zudem kann
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cjes001 in samtliche Zellen der drei Keimblatter differenzieren — sowohl in vitro als

auch in Form von Teratomen in immundefizienten Mausen, in vivo.

2.2 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturarbeiten, bis auf die in Kapitel 2.2.10 aufgefuihrten Methoden zur Charak-
terisierung der reprogrammierten Zellen, wurden an sterilen Sicherheitswerkbanken
durchgefuhrt. Die verwendeten Medien und Lésungen waren dabei stets autoklaviert
oder steril filtriert und alle verwendeten Gerate oder Materialien wurden vor der Benut-

zung an der Sicherheitswerkbank gereinigt bzw. mit 80% Ethanol desinfiziert.

2.2.1 Passagieren der HEK293T/17 und HT1080 Zellen
Die HEK293T/17- bzw. HT1080 Zellen wurden in 10 cm Zellkulturschalen oder 75 cm?

bzw. 175 cm? T-Flaschen kultiviert (zur Zusammensetzung der Medien vgl. Kapitel
2.1.4). Sobald sie dabei eine Konfluenz von 80-90% erreicht hatten, wurden die Zellen
passagiert. Daflir wurde zunachst das Medium entfernt, die Zellen mit 1 x PBS gewa-
schen und 1 x Trypsin-EDTA hinzugegeben. Nach 5 min Einwirkzeit bei 37°C im Brut-
schrank wurde das Trypsin durch Zugabe des FBS-haltigen Kulturmediums inaktiviert.
Die Zellen wurden von der Oberflache durch Auf- und Abpipettieren gelést und die so
entstandene Zellsuspension in ein Reaktionsgefal® Uberfihrt. Anschlielend wurden sie
fur 5 min bei 300 x g und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde

dann in frischem, warmem Kulturmedium resuspendiert und die Zellen ausgesat.

2.2.2 Kryokonservieren und Auftauen der Zellen

Zur Kryokonservierung der Zellen wurden diese, wie oben beschrieben, pelletiert und
in einem Einfriermedium bestehend aus 10% (*/,) DMSO in FBS resuspendiert. Diese
Zellsuspension wurde in 1,5 ml Einfrierréhrchen aliquotiert und mit der Nalgene-
Einfrierhilfe bei -80°C eingefroren. Die Einfrierhilfe ermdglichte dabei eine konstante
Temperatur-Absenkrate von 1°C/min. Die Zellen wurden so zunachst bis -80°C ge-
kdhlt. Fur eine langerfristige Lagerung wurden die Einfrierrdhrchen in einen Stickstoff-

tank mit einer Temperatur von -196°C uberfuhrt und in der Gasphase gelagert.

Um die Zellen aufzutauen, wurden die Einfrierrohrchen im Wasserbad bei 37°C so lan-
ge erwarmt, bis die gefrorene Zellsuspension angetaut war. Die teilgeforenen Zellen
wurde dann in 5 ml vorgewarmtes Medium in einem 15 ml Reaktionsgefae Uberfuhrt.
Um DMSO aus dem Medium zu entfernen wurden die Zellen 5 min bei 300 x g und RT
zentrifugiert, in vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert und ausgesat. 24 h spater

erfolgte ein Mediumswechsel, bei dem tote Zellen aus der Kultur entfernt wurden.
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2.2.3 Isolierung von Fibroblasten aus Hautbiopsien und anschlieBende

Kultivierung

Fir die Herstellung der Callithrix jacchus Fibroblastenkultur (vgl. Kapitel 2.1.12.2) wur-
den die in einer DMSO/¢j Mediumslosung (10%/90%; vgl. Kapitel 2.1.4) gelieferten
Hautbiopsien mehrfach in 1 x PBS mit 5% ('/,) Antibiotikum-Antimykotikum (Anti-Anti)
gewaschen. Eventuell vorhandene Haare wurden mit Hilfe eines Skalpells entfernt.
Anschlielend wurden die Biopsien mit dem Skalpell in 1 mm x 1 mm groRe Stiicke
geschnitten und erneut mit 1 x PBS mit 5% (*/,) Anti-Anti gewaschen. In der Zwischen-
zeit wurden 6 Well Platten mit jeweils 1 ml 0,1% (*/,) Gelatinelésung pro Well beschich-
tet, indem die Loésung flr 15 min bei RT in der Platte verblieb. Nach Entfernung der
Gelatinelésung wurden die Hautstlicke in den Wells platziert und zunachst fir 15 min
im Brutschrank bei 37°C inkubiert, um so die Anheftung des Gewebes mit der Oberfla-
che zu erleichtern. Anschlieliend wurde das warme Kulturmedium in die Wells gege-
ben. Dabei war zu beachten, nicht zu viel Medium zu den Gewebestlicken zu gegeben,
da diese sonst im Medium treiben und durch den fehlenden Kontakt zum Boden, keine

Fibroblasten aus dem Gewebe wachsen wirden. Taglich erfolgte ein Mediumswechsel.

Nach 2 bis 3 Tagen wuchsen die ersten Fibroblasten aus dem Gewebestuck. Je nach
Kultur konnten diese nach 6 bis 14 Tagen passagiert werden. Daflr wurden zunachst
die Hautstlicke in eine neue, gelatinierte 6 Well Platten tberflihrt, damit erneut Fibrob-
lasten aus ihnen auswachsen kénnen. Dieser Vorgang wurde bis zu funfmal wieder-
holt. Die in der Platte verbliebenen, vom Gewebestlick separierten Fibroblasten wur-
den daraufhin nach Behandlung mit Trypsin-EDTA in eine neue 6 Well Platte passa-
giert, um eine gleichmaRige Verteilung der Zellen zu gewahrleisten. Die Zellen in Pas-
sage 1 wurden daraufhin so lange kultiviert, bis eine 80-90%ige Konfluenz erreicht
wurde. Je nach Kultur dauerte dies 2-4 Tage. Nachdem die Zellen mittels Trypsin-
EDTA geldst wurden, wurden 5 x 10° Fibroblasten (Passage 2) kryokonserviert und bis

zur Verwendung bei -196°C gelagert.

2.2.4 Kultivierung embryonaler Mausfibroblasten und anschlieBende
Arretierung ihrer Teilungsaktivitat

Um ES Zellen stabil im undifferenzierten Status expandieren zu kénnen, werden sie in

der Regel auf MEFs ko-kultiviert. In der vorliegenden Arbeit wurden MEFs des CF1

Mausstamms (Carworth Farms Mausstamm Nr. 1) verwendet, deren Teilungsaktivitat

durch Gammastrahlen arretiert wurde (YMEFs).

Fir die Expansion der Zellen wurden zunachst 2 Einfrierréhrchen mit insgesamt
2 x 10° CF1-MEFs (Passage 2) aufgetaut und in eine 175 cm? T-Flaschen Uberfiihrt.
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Mit Erreichen einer Konfluenz von ca. 90% (nach rund 2 Tagen) wurden die MEFs in
eine 300 cm? Zellkulturflasche (iberfiihrt (Passage 3). Bei einer Konfluenz von ca. 90%
(nach rund 3 Tagen) wurden die Zellen auf drei 300 cm? Zellkulturflasche verteilt (Pas-
sage 4). Nach Erreichen der Konfluenz, wurde ihre Teilungsaktivitdt durch Gamma-
strahlen arretiert. Dies erfolgte am Institut fur Medizinische Strahlenbiologie des Uni-
versitatsklinikums Essen. Dabei wurden die Zellen mit 40 Gy bestrahlt (Rontgenanlage
ISOVOLT 320 HS, Pantak/General Electric). AnschlieRend wurden je 2,2 x 10° yMEFs

(Passage 5) kryokonserviert.

2.2.5 Kultivierung von embryonalen und induzierten pluripotenten

Stammzellen

Wahrend die hier verwendeten Callithrix jacchus ES Zellen unter hypoxischen Bedin-
gungen (3% O,, 5% CO,) kultiviert wurden, wurden die generierten (partiellen) (p)iPS
Zellen sowohl unter hypoxischen als auch normoxischen Bedingungen (21% O,,
5% CO,) kultiviert. In beiden Fallen erfolgte die Kultivierung bei 37°C in gesattigter H,O
Atmosphare und mit yMEFs.

2.2.5.1 Gewinnung konditionierten Mediums von yMEFs

Zur Gewinnung des verwendeten konditionierten Mediums (CM) wurden zunachst 12
Wells zweier 6 Well Platten mit 0,1% ("/,) Gelatine 15 min bei RT beschichtet. Darauf-
hin wurden kryokonservierte yMEFs im Wasserbad aufgetaut und in ein 15 ml Reakti-
onsgefald mit vorgelegtem warmen Medium Uberfuhrt. AnschlieRend wurde die Zell-
suspension 5 min bei 270 x g und RT zentrifugiert. Je 2,2x10° Zellen wurden mit 24 ml
ESML-Medium kultiviert. Der Uberstand wurde nach 24 h abgenommen und durch fri-
sches ESML-Medium ersetzt. Dieser Vorgang wurde 4-mal wiederholt. Die Uberstande
wurden gemischt, steril filtriert (0,22 um, Zelluloseazetat) und aliquotiert. Die Lagerung
erfolgte bei -20°C.

2.2.5.2 Kultivieren und Passagieren von ES und iPS Zellen

Die reprogrammierten Zellen wurden auf Stromazellen in 6 Well Platten kultiviert. Tag-
lich erfolgte ein Mediumswechsel mit Kulturmedium. Nach rund 5 bis 7 Tagen wurden
die Zellen auf neue yCF1-MEFs passagiert.

Einen Tag vor dem Passagieren der Kolonien wurden die yCF1-MEFs ausgesat. Daflr
wurden 6 Well Platten mit 0,1% (*/,) Gelatine fiir 15 min bei RT beschichtet. Die kryo-
konservierte yCF1-MEFs wurden im Wasserbad aufgetaut und in ein 15 ml Reaktions-
gefalld mit vorgelegtem warmen MEF Medium Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde 5

min, bei 270 x g und RT pelletiert. Anschliellend wurden je 1,83x10° Zellen pro 6 Well
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ausgesat. Nach ca. 24 h erfolgte ein Mediumswechsel mit ES Zellkulturmedium, wo-

raufhin 1 h spater die Kolonien auf die Stromazellen ausgesat werden konnten.

Fur die Kultivierung der pluripotenten Zellen wurden diese durch das Einwirken von
1 ml StemPro®Accutase flr 3 min bei 37°C abgeldst. Durch vorsichtiges Waschen mit
1 ml Kulturmedium wurden daraufhin die pluripotenten Zellen von den Stromazellen
separiert und in ein Reaktionsgefall Uberfihrt. Anschlieend wurden die Zellen fir
5 min bei 200 x g und RT pelletiert. In einem weiteren Schritt wurde das Zellpellet in
1 ml frischem, vorgewarmtem Kulturmedium vorsichtig resuspendiert, so dass keine
Einzelzellsuspension entstehen konnte. Die Zellen wurden dann auf Stromazellen
Uberfuhrt. Die passagierten Zellen wurden schlieBlich bei 37°C unter normoxischen
oder hypoxischen Bedingungen kultiviert. Nach 48 h wurde das erste Mal das Medium

gewechselt.

2.2.5.3 Kryokonservieren und Auftauen pluripotenter Kolonien

Fur das Kryokonservierern der Zellkolonien wurden die Zellen, wie beim Passagieren,
mit StemPro®Accutase geldst und 5 min bei 200 x g und RT zentrifugiert. Das Pellet
wurde daraufhin im Einfriermedium fur pluripotente Zellen resuspendiert (Zusammen-
setzung des Mediums vgl. Kapitel 2.1.4.1). Je 1 ml Zellsuspension mit ca. 200 Kolonien
wurde dann in ein 1,5 ml Einfrierrdhrchen Uberfuhrt und wie in Kapitel 2.2.2. beschrie-

ben eingefroren.

Fir das Auftauen pluripotenter Kolonien wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C
erwarmt und in ein 15 ml Reaktionsgefal, in dem bereits 5 ml warmes Kulturmedium
vorgelegt wurde, Uberflhrt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension fir 5 min bei
200 x g und RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Kulturmedium mit 10 yM
ROCK-Inhibitor resuspendiert. Die Suspension wurde in zwei 6 Wells mit yCF1-MEFs
in ES Zellkulturmedium bei 37°C unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen
kultiviert. Nach 48 h erfolgte ein Mediumswechsel mit Kulturmedium ohne ROCK-
Inhibitor.

2.2.6 Separation der Stromazellen

Damit ES- oder iPS Zellen nicht ungewollte differenzieren, werden sie haufig auf MEFs
kultiviert. Um die MEFs von den pluripotenten Kolonien abtrennen zu kénnen, wurde
eine magnetische Zellseparation durchgefiihrt (MACS: Magnetic Activated Cell Separa-
tion). Hierfur werden MEF-spezifischer Antikorper, die mit ferromagnetischen Partikeln
gekoppelt sind (Feeder Removal MicroBeads/Miltenyi Biotec), verwendet. Die Zellsus-
pension wird Uber eine LS Saule (Miltenyi Biotec) aufgetrennt. Mittels eines starken

Magnetfelds (MidiMACS™ Separation Unit, Miltenyi Biotec) werden die Antikorper ge-
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bundenen yCF1-MEFs in der Saule festgehalten, wahrend die pluripotenten Zellen

durchflielRen.

Fur die Zellseparation wurden die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und mit
StemPro®Accutase abgeldst. Danach wurde die Accutase vorsichtig entfernt, durch
1 ml Cell-Dissoziation-Buffer ersetzt und fir 10 min bei 37°C stehen gelassen. Zur
Vereinzelung der Zellen, wurde in jedes 6 Well 1 ml Kulturmedium gegeben und durch
kraftiges Pipettieren eine homogene Einzelzellsuspension aus Stromazellen und pluri-
potenten Zellen erzeugt. Diese wurde dann durch ein 40 ym Zellsieb gegeben, so dass
eventuelle Zellaggregate aus der Suspension entfernt werden konnten. Die weitere

Aufarbeitung erfolgte nach Herstellerangaben.

2.2.7 Kalzium Phosphat Transfektion zur Herstellung retroviraler

Vektoren

Zur Herstellung von Viruspartikeln, mit Hilfe derer Gene stabil in Zellen eingebracht
werden kdnnen (vgl. dazu Kapitel 2.2.9), wurde die transiente Transfektion mittels Kal-
zium Phosphat angewendet. Bei dieser Methode wird ein DNA-Kalzium-Phosphat-
Prazipitat erzeugt, das von den Zellen vermutlich Gber Endozytose aufgenommen wird
(Graham und van der Eb, 1973).

Die Viruspartikelherstellung erfolgte dabei in HEK293T/17 Zellen. Die Zellen wurden in
175 cm? Zellkulturflaschen so ausgesat, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine
80%ige Konfluenz erreichten. Eine Stunde vor Zugabe des DNA-Kalzium-Phosphat-
Prazipitats wurde das Medium gegen 293T-Medium mit 25 yM Chloroquin ersetzt, um
eine Ansauerung der Lysosomen zu verhindern, so dass die eingebrachte DNA nicht
direkt wieder abgebaut wird.

Zur Herstellung retroviraler Vektoren sind folgende Komponenten nétig:

— 15 yg Plasmid, das die lentiviralen Proteine gag und pol kodiert,

— 15 pg Plasmid, das die Sequenz des lentiviralen rev kodiert,

— 6 ug Plasmid, das die kodierende Sequenz fir das vsv-g Hillprotein exprimiert, und
— 15 pg Plasmid, das den lentiviralen Vektor exprimiert

Die Plasmide wurden alle in ein 2 ml Reaktionsgefald tberflhrt, 150 yl 2,5 M CacCl,
zugegeben und mit H,O auf 1500 ul aufgefiillt. In ein weiteres Reaktionsgefald wurden
1500 ul 2 x HeBS vorgelegt Das Plasmid-DNA-Kalzium-Gemisch wurde unter Luftbla-
senbildung tropfchenweise in das 2 x HeBS Uberfuhrt. Damit die Suspension weiter
prazipitieren konnte, wurde sie schlief3lich fiir 20 min bei RT stehen gelassen

Das Prazipitat wurde vorsichtig auf die HEK293T/17 Zellen gegeben (s.0.) und fur

7-9 h im Brutschrank bei 37°C belassen. Anschliefend wurde das Medium durch 20 ml
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293T-Medium mit 10% (*/,) hitzeinaktivierten FBS und 20 mM HEPES ersetzt. Nach
24 h wurde das viruspartikelhaltige Medium geerntet und gekuhlt. Um einen weiteren
Uberstand ernten zu kénnen, wurde frisches Medium zu den HEK293T/17 Zellen ge-
geben. Nach Abnahme des zweiten Uberstands wurden die Zellen mit 4%iger PFA-
Lésung inaktiviert und entsorgt. Die beiden Uberstande wurden miteinander vermischt

und durch einen 0,45 ym Polyethersulfonfilter filtriert.

Um eine hdhere Virenkonzentration zu erzielen, wurden die VSV-G pseudotypisierten
Virusuberstande fur den weiteren Gebrauch konzentriert. Dazu wurden die Virenuber-
stande mit 90000 x g in der Optima L-80 XP Ultrazentrifuge (Beckman Coulter) mit
dem SW 32 Ti Rotor fur 90 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 400 pl 293T-
Medium mit h.i. FBS und 20 mM HEPES uberschichtet und Uber Nacht bei 4°C stehen
gelassen. 24 h spater wurde das Pellet vorsichtig resuspendiert. 6 pl der Suspension

wurden flr die Virustiterbestimmung abgenommen; der Rest wurde bei -80°C gelagert.

2.2.8 Bestimmung von Virentitern

Fir die Titration wurden 10° HT1080 Zellen pro Vertiefung einer 24 Well Platte ausge-
sat. Nach 4-6 h wurde ein Mediumswechsel mit DMEM/high Glucose mit 10% (*/,) h.i.
FBS und 4 ug/ml Protaminsulfat durchgefiihrt. Nach dem Mediumswechsel wurde eine
Verdunnungsreihe mit verschiedenen Virenmengen hinzugegeben. Zur Herstellung
dieser wurde mit 6 yl des VirusUberstandes (vgl. Kapitel 2.2.6) eine serielle Verdin-
nungsreihe durchgeflihrt, so dass schlie3lich 4 Volumina, 1 pl, 0,3 pl, 0,1 pl und 0,03 pl
in einer Doppelbestimmung getestet werden konnten. Nach Zugabe der Viren wurden
die Platten mit Parafilm umwickelt und fur 90 min bei 720 x g und 32°C zentrifugiert.
Anschlieend wurden die Platten bei 37°C im Brutschrank gelagert. 24 h spater wurde
ein Mediumswechsel mit HT1080 Medium durchgefiihrt. Nach weiteren 24 h konnte die
Transduktionseffizienz bestimmt werden. Die Viruspartikel enthalten eine Sequenz, die
fur ein fluoreszierendes Reportergen kodiert. Dadurch konnte durchflusszytometrisch
anhand des prozentualen Anteils positiv transduzierten Zellen die Transduktionseffi-

zienz bestimmt werden.
Zur abschlieRenden Bestimmung des Virustiters (Ubertragende Einheit [UE]/ ml) wurde

folgende Formel verwendet:

prozentualer Anteil positiver Zellen
100

5 . _UE
X 10> (ausgesite Zellen) X 1000 = —
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2.2.9 Generierung von iPS Zellen

Ziel dieser Arbeit war die Generierung induzierter pluripotenter (iPS) Zellen aus soma-
tischen Zellen des Callithrix jacchus. Daflir wurden verschiedene Strategien verfolgt,
die in den nachfolgenden Kapiteln erlautert werden. Fir die verschiedenen Herange-
hensweisen wurden entweder gelagerte Callithrix jacchus Fibroblasten (Passage 2)
aufgetaut und fir eine weitere Passage in Kultur gehalten oder Zellen aus der laufen-

den Kultur (Passage 3) verwendet.

10° Fibroblasten wurden pro Vertiefung einer 6 Well Platte ausgesat. Nach 4-6 h wurde
das Medium mit DMEM/high Glucose mit 10% (*/,) h.i. FBS und 4 ug/ml Protaminsulfat
gewechselt. Der Virushaltige Uberstand wurde mit einer MOI (multiplicity of infection)
von 5 eingesetzt und in 1 ml DMEM/high Glucose mit 10% (*/,) h.i. FBS pipettiert. An-
schlielend wurde die 6 Well Platte in Parafilm eingewickelt und 90 min bei 720 x g und
32°C zentrifugiert. Daraufhin wurde die Platte bei 37°C unter normoxischen oder
hypoxischen Bedingungen gelagert. Nach 24 h erfolgte ein kompletter Mediumswech-
sel mit ¢j Medium. Nach weiteren 24 h wurde das Medium erneut gewechselt und zu-
satzlich mit 2 mM Valproinsdure (VPA), einem Histon-Deacetylase-Inhibitor, versetzt.
Nach weiteren 24 — 72 h wurden aus einigen Wells Zellen geldst und durchflusszyto-
metrisch analysiert, um die Transduktionseffizienz zu bestimmen. Bei den verbleiben-
den Zellen wurde jeweils nach 48 h ein kompletter Mediumswechsel mit ¢j Medium mit
2 mM VPA durchgefuhrt.

Je nach Reprogrammierungsstrategie wurden entweder am 6. oder am 23. Tag yMEFs
ausgesat, so dass die transduzierten Callithrix jacchus Fibroblasten 24 h spater darauf
kultiviert werden konnten. Daflir wurden die Zellen von einem 6 Well auf 6 bis 8 neue
6 Wells verteilt und in ESML-Medium mit 2 mM VPA oder Variationen dieses Mediums
(vgl. dazu Kapitel 3.2.1) kultiviert. Alle 48 h wurde das Medium unter Zugabe von
2 mM VPA gewechselt. Ab dem 4. Mediumswechsel erfolgte dieser ohne Zugabe von
VPA. Nach 5 bis 10 Tagen konnten, je nach Reprogrammierungsstrategie, erste Kolo-
nien auf den Stromazellen detektiert werden. Diese wurden enzymatisch mit Hilfe von

Accutase zerkleinert und umgesetzt.

2.2.9.1 Transduktion der Fibroblasten mit einem polycistronischen lentiviralen
Vektor

Die Callithrix jacchus Fibroblasten wurden u.a. mit selbstinaktivierenden lentiviralen
Vektoren transduziert, die eine polycistronische Reprogrammierungskassette
exprimieren (Voelkel et al., 2010). Diese Kassette beinhaltet die codonoptimierten ko-
dierenden Sequenzen der humanen Transkriptionsfaktoren OCT4, KLF4, SOX2 und

MYC (vgl. Abb. 8). Die Sequenzen der Transkriptionsfaktoren sind jeweils durch ver-
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schiedene 2A-Peptid Sequenzen voneinander getrennt, was eine intrinsische ko-
translationale Spaltung der einzelnen Transkriptionsfaktoren zur Folge hat. Dabei wird
zunadchst die komplette Sequenz in mRNA transkribiert. Wahrend der Translation am
ribosomalen Komplex kommt es bei den 2A Esterase Sequenzen jeweils an den bei-
den letzten Aminosauren am C‘-Ende zu einem Abbruch, so dass das bis dahin syn-
thetisierte Protein freigesetzt wird und die Translation an der letzten Aminosaure der
2A Sequenz weiter geflihrt werden kann. Somit kénnen mittels eines Vektors alle vier
Transkriptionsfaktoren gleichzeitig in der Zielzelle Uberexprimiert werden. Allerdings ist
durch die vorgegebene Lage der einzelnen Sequenzen auf dem Vektor eine bestimmte
Stochiometrie der einzelnen Genprodukte zueinander vorgegeben. Zusatzlich expri-
miert der Vektor das dTomato Reportergen, so dass transduzierte Zellen mikrosko-

pisch oder durchflusszytometrisch detektiert werden kénnen.

Die Transduktion erfolgte wie oben beschrieben und mit einer MOI von 5 und fuhrte

nach etwa 35 Tagen zu ersten Kolonien.

2.2.9.2 Transduktion der Fibroblasten mit mehreren bicistronischen lentiviralen

Vektoren

Ein weitere in dieser Arbeit verwendete Strategie zur Generierung von iPS Zellen aus
Callithrix jacchus Fibroblasten stellt die Transduktion mittels separater lentiviraler Vek-
toren dar. Dazu wurden die Zellen gleichzeitig mit bicistronischen retroviralen Vektoren
transduziert, die jeweils die kodierende Sequenz fir die humanen Transkriptionsfakto-
ren OCT4, SOX2, KLF4, MYC (Tiemann et al., 2011) oder das Callithrix jacchus Gen-
produkt LIN28 und ein Reporterfluoreszenzgen ko-exprimieren (vgl. Abb. 27). Durch
die separaten Transduktionen konnte sichergestellt werden, dass sich genau diejeni-
gen pluripotenten Kolonien durch Selektion durchsetzten, bei denen die Transkriptions-

faktoren in einem adaquaten aquimolaren Verhaltnis exprimiert wurden.

Die Transduktion erfolgte wie in Kapitel 2.2.9 beschrieben. Dabei wurde jeder Vektor
mit einer MOI von 5 flr die Transduktion der Fibroblasten eingesetzt. Nach etwa

10 Tagen konnten erste Kolonien detektiert werden.

2.2.9.3 Einfluss auf Signaltransduktionswege und Chromatinmodifikationen

durch Reagenzienzugabe

Wie bereits beschrieben beeinflussen unterschiedliche Signaltransduktionswege nicht
nur die Aufrechterhaltung des pluripotenten Status einer ES Zelle, sondern sind auch
fur die Reprogrammierung somatischer Zellen von grofler Bedeutung (vgl. Kapitel
1.1.2.3.). Aus diesem Grund wurden den Callithrix jacchus Fibroblasten wahrend der

Reprogrammierung zusatzlich unterschiedliche Inhibitoren und Agonisten (vgl. Tab. 12)
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hinzugefligt. Diese aktivierten oder inhibierten bestimmte Signaltransduktionswege

oder sorgten fir eine Modifikation des Chromatins.

VPA wurde standartmafig ab Tag 2 nach Transduktion bei jedem Mediumswechsel
alle 48 h zu den Zellen gegeben. 5-AZA wurde zum einen 10 Tage nach Transduktion
und zum anderen zu stabil partiell reprogrammierten Zellen bis zu sechs Mal zuge-
setzt. Dabei wurde folgendes Schema eingehalten: 1. Zugabe von 5-AZA; nach 48 h
2. Zugabe von 5-AZA; danach Mediumswechsel mit Kulturmedium ohne Zusatz. Nach
3 bis 4 Tagen passagieren der Kolonien. Ab dem 2. Tag nach dem Passagieren erneu-
te Zugabe von 5-AZA. Nach 48 h erfolgte erneut eine Zugabe und so weiter. Anschlie-
Rend wurden die Zellen noch vier weitere Male passagiert, bevor sie analysiert wurden.
Aulerdem wurden Strategien verfolgt, bei denen RepSox, CHIR, PD, und SB ebenfalls
fur 14 Tage zu stabil reprogrammierten Zellen zugesetzt wurde. Dabei wurden die un-
terschiedlichen Reagenzien bei dem taglichem Mediumswechsel immer wieder erneut

zu den Zellen gegeben.

Tab. 12:Fur die Reprogrammierung verwendete Reagenzien

Reagenz Einfluss Konzentration | Quelle
5-Azacvidin DNA-Methyltransferase- 0,5 mMund (Huangfu et al., 2008a;
acy Inhibitor 5 mM Mikkelsen et al., 2008)
ALKS5-Inhibitor Il | . . .
(E-616452, inhibiert TGFp- 25 uM (Ichida et al., 2009)
Signaltransduktionsweg
RepSox)
aktiviert Wnt- .
CHIR99021 Signaltransduktionsweg 3 uM (Silva et al., 2008)
Lo : (Silva et al., 2008; Lin
PD325901 aiplert den MAB/ERK 0,5 uM et al., 2009; Zhang et
ignaltransduktionsweg al, 2011)
inhibiert TGFB- (Lin et al., 2009; Zhang
SBA431542 Signaltransduktionsweg 2 M etal., 2011)
Valproinséure :j]ls;tgi?c-)?eacetylase- 2mM (Huangfu et al., 2008a)

2.2.10 Charakterisierung der iPS Zellen

Fur die Charakterisierung der putativen pluripotenten Zellen wurde die Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase, die Expression pluripotenzassoziierter Proteine (z.B.
NANOG) und Oberflachenmolekile (z.B. SSEA4) sowie die endogene Expression spe-
zifischer Gene (z.B. ZFP42) analysiert (vgl. dafur Kapitel: 2.3.2.3). Die ES Zelllinie

cjes001 des WeilRblschelaffen wurde als Referenz verwendet.
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2.2.10.1 Alkalische Phosphatase Farbung

Undifferenzierte ES Zellen zeigen im Gegensatz zu differenzierten Zellen eine erhéhte
Expression der Alkalischen Phosphatase (Pease et al., 1990), weshalb in dieser Arbeit
u. a. die Aktivitat der Alkalischer Phosphatase zur Pluripotenzbestimmung herangezo-

gen wurde.

Dabei wurden das im Alkaline Phosphatase Detection Kit der Firma Millipore enthalte-
ne Substrat Naphthol AS-Bl Phosphat sowie der Farbstoff Fast Red Violet zu den fi-
xierten und permeabilisierten Zellen hinzugefligt. Die Alkalische Phosphatase
hydrolysiert das Naphthol AS-Bl Phosphat zu Naphthol AS, das mit Fast Red Violet
eine farbig-violette Verbindung eingeht. Anhand der Farbung konnte geschlussfolgert
werden, dass die untersuchten Zellen eine hohe Alkalische Phosphatase Aktivitat auf-

weisen.

Fur die Alkalische Phosphatase Farbung wurden die Zellen 3 bis 5 Tage in Kultur ge-
halten; die Farbung erfolgte nach Herstellerangaben. Der bendtigte Rinse-Buffer
(Waschpuffer) wurde wie folgt zusammengesetzt: 20 mM TRIS-HCI (pH 7.4),
0,15 M NaCl und 0,05% (*/,) Tween-20.

2.2.10.2 Immunhistochemische Detektion von pluripotenzassoziierten Proteine

Pluripotente Zellen des Menschen und WeilRblschelaffen exprimieren auf ihrer Ober-
flache pluripotenzspezifische Moleklle wie z. B. die Glykoproteine SSEA3, SSEA4
oder Podocalyxine TRA-1-60 und TRA-1-81 (Henderson et al., 2002; Schopperle und
DeWolf, 2007; Fleischmann et al., 2009).

Reprogrammierte Zellen wurden mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen auf die
Expression pluripotenzassoziierter Oberflachenmolekile und weiterer intrazellularer
Proteine wie z. B. NANOG hin untersucht. Dabei wurden intrazellular vorhandene Pro-
teine und Zelloberflachenantigene mit Antikdrpern markiert. Die Expression wurde an-
schlielend sowohl durchflusszytometrisch bestimmt, als auch mikroskopisch analy-
siert. Die jeweilige Vorgehensweise wird in den folgenden vier Abschnitten erlautert.

Sowohl bei den durchflusszytometrischen Messungen als auch bei den mikroskopi-
schen Analysen wurden unbehandelte und mit Isotyp-Antikorper behandelte Zellen als

Kontrollen mitgefuhrt.

Antikorpermarkierung von Oberflaichenantigenen fiir die durchflusszytome-
trische Detektion

Fir die durchflusszytometrischen Analysen der putativen pluripotenten Kolonien wurde
das Kulturmedium abgenommen, die Zellen mit 1 x PBS gewaschen, 1 ml StemPro®

Accutase® je 6 Well hinzugegeben und fir 3 min bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurde
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die Accutase gegen 1 ml Cell-Dissociation-Buffer ausgetauscht, der fir 10 min bei
37°C in den Wells belassen wurde. Anschlieliend wurde 1 ml Kulturmedium in jedes
Well gegeben und eine Einzelzellsuspension durch heftiges Auf- und Abpipettieren
erzeugt. Die Suspension wurden durch ein 40 ym Zellsieb filtriert, um eventuell vor-
handene Aggregate zu entfernen. Schliel3lich wurden die Zellen gezahlt und gemaf
der Anzahl der zu farbenden Proben auf eine entsprechende Anzahl an Reaktionsge-

falken aufgeteilt.

Vorwiegend wurden die in der Kultur befindlichen Stromazellen entfernt (vgl. Kapitel
2.2.6). Wurde dies nicht gemacht, mussten sie markiert werden, um sie bei der Aus-
wertung der Analyseergebnisse ausschlieRen zu konnen. Hierfur wurden die
Stromazellen mit a-Integrin beta-1 Antikdérpern (a-CD29-PeCy7; 0,5 ug/10° Zellen) be-
handelt. Dazu wurden a-CD29 Antikdrper zu den Zellen gegeben und auf 4°C fir
20 min stehen gelassen. Bei dem anschliefenden Waschschritt wurden die Reaktions-
gefalle stets mit 1 ml FACS-Proben-Puffer aufgeflllt und 5 min bei 400 x g und RT
zentrifugiert. Nach dem Waschen der Zellen wurden die Stromazellen mit unkonju-
gierten a-Maus FAB-Fragmenten geblockt. Diese wurden in einem Verhaltnis von 1:20
im FACS-Proben-Puffer eingesetzt (f.c. 0,062 mg/ml) und 1 h bei 4°C auf den Zellen
belassen. Anschlielend wurden die Zellen gewaschen und die Primarantikérper (ein-
gesetzt nach Herstellerangaben) fir 1 h bei 4°C zugesetzt. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die sekundaren Antikérper (Esel gegen Maus-DyLight 649: 1:800;
Esel gegen Ratte-Alexa Fluor® 645: 1:600) flr 45 min bei 4°C zu den Zellen gegeben.
SchlieRlich wurden die Zellen erneut gewaschen, in 200 pl FACS-Proben-Puffer auf-
genommen und fur die durchflusszytometrischen Analysen in Polypropylenréhrchen

pipettiert.

Antikorpermarkierung von Oberflaichenantigenen fiir die mikroskopische
Detektion

Fur die mikroskopischen Analysen wurden 24er Lumox™ Wells der Firma Greiner ver-
wendet, da diese Platten eine sehr geringe Eigenfluoreszenz aufweisen und sich somit
fir hochauflésende Fluoreszenz-Mikroskopie eignen. Zunachst wurden 3,66 x 10*
vyCF1-MEFs pro Well ausgesat. 24 h spater wurden die pluripotenten Zellen darauf ko-
kultiviert.

Nach 5 bis 7 Tagen wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit 1 x PBS gewa-
schen und fir 15 min mit 0,5% (“/,) PFA bei RT fixiert. Daraufhin wurde eine Blockld-
sung fur 2 h auf die Zellen gegeben, die unkonjugierte FAB-Fragmente aus Esel gegen
Maus (f.c. 0,062 mg/ml) und 5% ('/,) Ziegenserum in 1 x PBS enthielt. Die FAB-

Fragmente dienten dazu, die endogenen Immunglobuline der Maus zu blocken, wah-
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rend das Ziegenserum zur Absattigung unspezifischer Bindestellen eingesetzt wurde.
Anschlielend wurde die Blockldsung abgenommen und die Zellen mit Antigenspezifi-
schen Antikérpern markiert. Unkonjugierte Primarantikdrper wurden 1:200 in 1 x PBS
mit 1% ("/,) BSA zu den Zellen gegeben und Uber Nacht bei 4°C auf diesen belassen.
Direkt konjugierte Antikérper wurden erst am darauffolgenden Tag zu den Zellen gege-
ben. Damit die Kolonien, die mit den direkt konjugierten Antikdrpern gefarbt wurden
nicht Uber Nacht austrockneten, wurden sie mit 1 x PBS Uberschichtet. Am nachsten
Tag wurden die Antikérper durch dreimaliges Waschen mit 1 x PBS entfernt. Daraufhin
wurden die Sekundarantikérper aus der Ziege (gegen Maus-Alexa Fluor®488 (1:1000)
oder gegen Ratte-DyLight™ 488 (1:500)) zu den Zellen gegeben und die direkt konju-
gierten Antikérper nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 2 h bei RT
und im Dunkeln stehen gelassen und anschlieltend mit 1 x PBS gewaschen. Zum Ab-
schluss wurden die Zellen mit Mounting Medium + DAPI (1,5 ug/ml) eingedeckt. DAPI
(4‘6-Diamidin-2-phenylindol) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich bevorzugt an AT-
reiche Regionen der DNA anlagert, wodurch der Zellkern im UV-Licht sichtbar gemacht
werden kann. Fir das Eindecken der Zellen wurde je 24er Vertiefung der Lumox™
Platte ein Tropfen VECTASHILD® auf die Zellen gegeben, gewartet bis der Tropfen
eingetrocknet war und ein rundes Deckglaschen aufgelegt. Die Platten wurden bei 4°C

getrocknet.

Intrazelluldre Antikorpermarkierung fiir die durchflusszytometrische Detektion

Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen fir 20 min bei 4°C mit
4% ("1,) PFA fixiert. Anschliefend wurden die Zellen zwei Mal mit 1 x PBS gewaschen
und dann fir 20 min bei RT in 0,1% (*/,) Triton X-100 in 1 x PBS permeabilisiert. Da-
raufhin wurden die Zellen erneut gewaschen und mit Esel-Serum in 1 x PBS (1:10) fir
30 min bei 4°C geblockt. Der Primarantikdrper (a-E-Cadherin, 1:50) wurde zu den Zel-
len fur 1 h bei 4°C gegeben. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Zellen mit
dem Sekundarantikdrper (Esel gegen Kaninchen-AlexaFluor®645; 1:400) flr 45 min
bei 4°C inkubiert. Abschlielend wurden die Zellen abermals gewaschen, in 200 pl

FACS-Proben-Puffer resuspendiert und durchflusszytometrisch analysiert.

Intrazelluldare Antikorpermarkierung fiir die mikroskopische Detektion

Zur mikroskopischen Analyse wurden die Zellen mit 0,5% (*/,) PFA fixiert, drei Mal mit
1 x PBS gewaschen und fur 10 min mit 100% (*/,) Methanol auf -20°C permeabilisiert.
AnschlieBend wurden die Zellen einmal mit 1 x PBS gewaschen. Die weiteren Arbeits-
schritte wurden analog zu den Ausfuhrungen im Abschnitt ,Antikbrpermarkierung von

Oberflachenantigenen fur die mikroskopische Detektion“ ausgefuhrt (vgl. Seite 47).
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2.3 Molekularbiologische Methoden
Die in dieser Arbeit angewendeten molekularbiologischen Methoden entsprechen,

wenn nicht anders erwahnt, dem Standardwerk Current protocols in molecular biology
(Ausubel, 1987).

2.3.1 Plasmidgewinnung mittels Escherichia coli

Die Plasmide, die fur die Herstellung retroviraler Vektoren verwendet wurden (vgl. Ka-
pitel 2.2.7 und 8), wurden in der vorliegenden Arbeit im Bakterienstamm Escherichia
coli (E. coli) XL-10-Gold vermehrt.

2.3.1.1 Kultivierung von Escherichia coli XL-10 Gold

FUr die Anzucht, Vermehrung und Selektion von E. coli-Bakterien wurden LB-Medium
und LB-Agar-Platten (Zusammensetzung vgl. Kapitel 2.1.5) verwendet. Die Bakterien-
kulturen wurden bei 37°C im Brutschrank MaxiQ6000 (Thermo Scientific) inkubiert. Bei

Bedarf wurde das Selektionsmedium mit Ampicillin (100 ug/ml) versetzt.

2.3.1.2 Herstellung von transformationskompetenten Escherichia coli

Fur die Herstellung transformationskompetenter E. coli wurde, basierend auf der Me-
thode von Hanahan (Hanahan, 1983), aus einem Bakterienstock eine 10 ml Uber-
nachtkultur initiiert. Diese wurde im Bakterienschrank unter stdndigem Schiitteln
(270 rpm) und 37°C kultiviert. Nach 24 h wurden 100 ml LB-Medium mit 1,5 ml Uber-
nachtkultur versetzt und bis zu einer optischen Dichte (ODgg) von 0,4-0,5 kultiviert. Die
Bakterienkultur wurde daraufhin flr 10 min auf Eis gekihlt und schlieBlich in einer vor-
gekuhlten Zentrifuge flir 10 min bei 5000 x g und 4°C pelletiert. Das Bakterienpellet
wurde in 40 ml kaltem TFB1 Puffer (Zusammensetzung vgl. Kapitel 2.1.5) resuspen-
diert und fir 10 min auf Eis gekuhlt. Daraufhin wurde die Bakteriensuspension erneut
fir 10 min bei 5000 x g und 4°C zentrifugiert und in 4 ml kaltem TFB2 Puffer (Zusam-
mensetzung vgl. Kapitel 2.1.5) resuspendiert. In einem abschliellenden Schritt wurden
die Bakterien in 100 pl Portionen aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.3.1.3 Transformation von Escherichia coli

Fir die Plasmidtransformation in Bakterien wurden zunachst 100 ul kompetente E. coli
Zellen auf Eis aufgetaut und mit 10 ng Plasmid versetzt. Die Bakterien wurden darauf-
hin fir 15-20 min auf Eis gestellt und danach fur 90 sec einem Hitzeschock (42°C)
ausgesetzt. Nach Zugabe von 500 pl LB-Medium wurde die Kultur fur 1 h bei 37°C

stehen gelassen. Danach wurde die Bakterienldsung fur 2 min bei 3000 x g pelletiert, in
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200 pl LB-Medium resuspendiert, auf eine 37°C vorgewarmte LB-Platte mit entspre-
chendem Antibiotikum ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.3.1.4 Praparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA im groRem MaRstab wurde zunachst eine Bakteri-
enkolonie gepickt und in ein Reaktionsgefal® tberfihrt, in dem sich 5 ml LB-Medium
mit einem Antibiotikum befanden. Diese Vorkultur wurde im Bakterienbrutschrank fir
ca. 8 Stunden bei 37°C geschuttelt (270 rpm). 1 ml der Vorkultur wurde dann in 100 ml
LB-Medium mit Antibiotikum Uberflihrt und Uber Nacht (ca. 18 h) bei 37°C geschuttelt
(270 rpm). Am darauffolgenden Tag wurden die Bakterien fur 15 min bei 600 x g und
4°C pelletiert und mit dem QIAGEN® Plasmid Plus Purification Kit (Qiagen) nach An-
gaben des Herstellers weiter aufgearbeitet. Bevor die isolierten Plasmide bei -20°C
gelagert wurden, wurden Konzentration und Reinheit dieser mit dem Spektralphotome-
ter NanoDrop2000 (PeQlab) bestimmt.

2.3.2 Genexpressionsanalysen

In ES Zellen werden u. a. POU5SF1, NANOG, DNMT3B oder SOX2 stark exprimiert, da
sie fur die Aufrechterhaltung des pluripotenten Status essentiell sind (Adewumi et al.,
2007). In induzierten putativ pluripotenten Zellen zeigen sie daher eine ahnlich hohe
Expression. Daher wurden die Genexpressionen pluripotenzassoziierter Proteine in der
vorliegenden Arbeit mittels Quantitativer Real-Time-PCR (gRT-PCR) und RNA-

Sequenzierung analysiert.

Zur Analyse wurde in einem ersten Schritt die zelluldre RNA isoliert. Diese wurde in
cDNA transkribiert, um mittels gRT-PCR die Genexpression einzelner Transkripte zu
analysieren. Auflerdem wurden zusatzlich einige RNA-Proben im Transkriptomana-
lyselabor (TAL) der Universitatsmedizin Géttingen aufgearbeitet, um mit Hilfe von di-
rekter RNA-Sequenzierungen (RNA-Seq) das gesamte Transkriptom zu analysieren.

Als Referenz wurde jeweils die Callithrix jacchus ES Zelllinie cjes001 herangezogen.

2.3.2.1 Praparation zellularer RNA

Die Praparation der RNA erfolgte mit Hilfe des TRIzol®-Reagenz (Life Technologies)
gemal der Einschritt-Methode nach Chomczynski (Chomczynski und Sacchi, 1987).
Die weitere Aufarbeitung erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen.

Das TRIzol®-Reagenz besteht aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, das alle Protei-
ne denaturiert. Die hydrophilen Anionenaustauschersdulen des RNeasy® Mini Kits
bestehen aus einer Siliziumoxid-Membran, an die RNA selektiv bindet, wohingegen

unspezifisch gebundene DNA und Zellfragmente durch Waschschritte entfernt werden.
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In 1 ml TRIzol®-Reagenz wurden bis zu 10’ Zellen lysiert. Nach Zugabe von 200
Chloroform wurde die Lésung 15 sec kraftig gemischt und 3 min bei RT stehen gelas-
sen. AnschlieRend wurde die Losung fur 15 min bei 12000 x g und 4°C zentrifugiert,
um die Phasentrennung zu beschleunigen. Die obere klare und wassrige Phase ent-
hielt die RNA, die milchig-weile Interphase enthielt den Grolteil der DNA und die or-
ganische phenolische Phase beinhaltete die Proteine und die restliche DNA. Die obere
Phase mit der enthaltenen RNA wurde in ein neues Reaktionsgefald Gberflihrt und mit
dem gleichen Volumen 70% (*/,) Ethanol versetzt. Die weitere Aufarbeitung der RNA
mit dem RNeasy® Mini Kit erfolgte nach Herstellerangaben. Die RNA wurde in 30 pl
RNase freiem Wasser eluiert und ihre Konzentration und Reinheit mit dem Spektral-

photometer NanoDrop 2000 (PecQlab) bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.3.2.2 Reverse Transkription zur Synthese komplementarer DNA

Die isolierte einzelstrangige RNA wurde mit Hilfe des QuantiTect Reverse Transcription
Kits der Firma Qiagen in komplementare DNA (cDNA) transkribiert. Im ersten Schritt
wurden durch Zugabe des Wipeout Buffers Reste an genomischer DNA eliminiert,
wahrend im zweiten Schritt die Umschreibung der RNA erfolgte. Hierflir wurde die re-
versen Transkriptasen (RT) Omniscript Reverse Transcriptase und Sensiscript Rever-
se Transcriptase. verwendet, die in E. coli rekombinant hergestellt werden. Als Primer
fur die reverse Transkription diente ein Gemisch aus Hexameroligonukleotiden unter-
schiedlicher Sequenzen. Die Durchfihrung der reversen Transkription erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert. Um fir nachfolgende
gRT-PCR-Versuche Verunreinigungen mit genomischer DNA ausschlie3en zu kénnen,
wurde zudem eine Negativkontrolle (,no-RT“ Kontrolle) mitgefuhrt, bei der die reversen

Transkriptasen nicht zur umzuschreibenden RNA zugesetzt wurden.

2.3.2.3 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Mit Hilfe Quantitativer Real-Time-PCR konnte die Transkription ausgesuchter Gene der
reprogrammierten Zellen relativ zur Expression derselben Gene in Callithrix jacchus ES
Zellen bestimmt wurden. Dazu wurde die Expression der 8 betrachteten endogenen
Zielgene und die der beiden Referenzgene: GAPDH und RPL13A gemessen und zuei-
nander ins Verhéltnis gesetzt. Als Referenzgene wurden die eben genannten
~Haushaltsgene® verwendet, da diese sowohl in den induzierten Zellen als auch in den

Referenzzellen ahnlich stark exprimiert waren.

Die qRT-PCR-Analysen, wurden mit dem Thermocycler CFX96 der Firma BioRad
durchgefuhrt und mit Hilfe des mitgelieferten Computerprogramms CFX Manager™ 3.1

ausgewertet. Die Genexpression in jedem Zelltyp wurde in Triplikaten analysiert. Zu-
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satzlich wurde neben der ,no-RT“ Kontrolle eine ,no-template” Kontrolle mitgefihrt.
Diese Kontrolle enthielt dieselben Bestandteile wie der PCR-Ansatz, allerdings ohne
die zu amplifizierende DNA. Mit dieser Kontrolle wurde die Reinheit der verwendeten
Reaktionskomponenten Uberprift. Zur Messung der Amplifikation wahrend der PCR
wurde der fluoreszierende Cyaninfarbstoff SYBR®-Green | hinzugegeben, der im
QuantiTect® SYBR®Green PCR Kit der Firma Qiagen enthalten ist. Anhand der in
jedem Zyklus gemessenen Fluoreszenzintensitat wird bei dieser Methode die Zunahme

der DNA-Amplifikate gemessen.

Ein 20 ul PCR-Ansatz beinhaltete:

— 5yl cDNA (10 ng)

- 0,5ul 10 pM fw Primer

- 0,5l 10 PM rv Primer

— 10 pl 2x QuantiTect SYBR Green PCR Mix
— 4 yl RNase freies H,O

Im optimierten Puffer des SYBR Green Mix waren neben dem Farbstoff SYBR Green |,
die DNA Polymerase HotStarTag®, ein dANTP Mix, 5 mM MgCl, und das X-Rhodamin
ROX™ (als interne Referenz zur Berechnung der Fluoreszenz) enthalten. Die 20 ul
Ansatze wurden in die Vertiefungen einer fir den Thermocycler geeigneten 96er Spitz-

bodenplatte pipettiert und die Platte mittels Spezialfolie versiegelt.

Im ersten Schritt wurden die Ansatze zur Aktivierung der HotStarTag® DNA Polymer-
ase 5 min bei 95°C erhitzt. Danach folgten 40 Zyklen, in denen die Denaturierung fur
15 sec bei 95°C und die Primerhybridisierung und Elongation fir 30 sec bei 60°C
durchgefthrt wurden. Nach Beendigung der Amplifikationsreaktion wurden flir einen
Temperaturbereich zwischen 55 und 95°C Schmelzkurven ermittelt (IntervallgrofRe:
0,5°C), um festzustellen, ob spezifische und einheitliche DNA-Produkte gebildet wur-

den.

Fir die Berechnung der relativen Genexpression gibt es mehrere Moglichkeiten. Wenn
davon ausgegangen wird, dass die PCR mit einer 100%igen Effizienz (E = 2) durchge-
fuhrt wurde, kann zur Berechnung die Formel nach Livak (Livak und Schmittgen, 2001)
verwendet werden. Dabei wurde zunachst ein Schwellenwert (Ct) im frihen exponenti-
ellen Bereich der Amplifikationskurve gesetzt. Daraufhin wird der ACt-Wert als Diffe-
renz zwischen den Ct-Werten des Zielgens und eines endogenen Referenzgens be-
rechnet (Abb. 4).
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Abb. 4: Grafische Darstellung des ACt-Wertes

Dargestellt wird der ACt-Wert des Pluripotenzgens SOX2 und des Haushaltsgens
RPL13A in den Zellen der ES Zelllinie cjes001.
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Daraufhin konnte ein AACt-Wert als Differenz des ACt-Wertes der Referenzzellen und
des ACt-Wertes der putativen iPS Zellen bestimmt werden. Das relative Expressions-

verhaltnis (R = Ratio) wird schlieRlich wie folgt berechnet:

R = Z—AACt

Da in der vorliegenden Arbeit allerdings flr jedes Primerpaar die spezifischen
Amplifikationseffizienzen (E) ermittelt wurden (vgl. Tab. 10), konnte die Formel nach
Livak nicht verwendet werden. Deshalb wurde zunachst eine 5-stufige Verdinnungs-
reihe von cDNA-Proben erstellt und ein PCR-Lauf unter den oben aufgefuhrten Bedin-
gungen durchgefuhrt. Anschlielend wurden die Ct-Werte des dem Primerpaar zu-
geordneten Gens bestimmt. Diese wurden daraufhin gegen den Logarithmus der ein-
gesetzten cDNA-Menge aufgetragen. Dadurch konnte eine lineare Regressionsgerade
erstellt werden (Abb. 5).

A
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w 1000 4o

Steigung: -3;118
E=109,3% -

RF

500 +

log (cDNA Konzentration)

Abb. 5: Ermittlung der Regressionsgeraden zur Berechnung der Amplifika-
tionseffizienzen

Berechnung der Effizienz am Beispiel fiir das Gen GAPDH. (A) Amplifikationskurven
mit den unterschiedlichen cDNA Konzentrationen, (B) Ermittelte Ct-Werte gegen den
Logarithmus der eingesetzten cDNA
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Anhand der Steigung der Geraden konnte schlief3lich die Amplifikationseffizienz des

Primerpaars errechnet werden:

E = 101/Steigung X (—1)

Somit konnte anstelle des Wertes 2 mit der jeweiligen Effizienz gerechnet werden. So
wurde bei einer Effizienz von 93% mit 1,93 gerechnet und bei einer Effizienz von 102%
mit 2,02.

Mit der ermittelten Amplifikationseffizienz (E), konnte die Formel nach Pfaffl (Pfaffl,

2001) benutzt werden. Dabei bedurfte es neben den spezifischen Amplifikations-

effizienzen der Primerpaare zusatzlicher ACt-Werte.

Diese ACt-Werte wurden jedoch anders als bei Livak ermittelt. Der ACt-Wert gibt bei
Pfaffl nicht die Differenz zwischen dem Zielgen und dem Referenzgen innerhalb eines
Zelltyps an, sondern steht fiir die Differenz desselben Gens in den unterschiedlichen
Zelltypen. Im vorliegenden Fall wurden die cjes001 Zellen als Referenzzellen genutzt,

wobei die putativen iPS Zellen die Zielzellen darstellten:
ACt = Ctejesoor — Clpipsc

Mittels der spezifischen Amplifikationseffizienzen (E) und der ACt-Werte konnte die

genspezifische relative Expression nach Pfaffl wie folgt berechnet werden:

E ACtZielgen(thjesom_ CtpiPSC)
( Zielgen)

Ratio = ACE
Refgen(Ctcjesoo1~ Ctpipsc)

(ERefgen)

Da in dieser Arbeit die Analysen allerdings mit zwei Referenzgenen durchgefihrt wur-
den, erfolgte die Berechnung der relativen Expression anhand einer modifizierten For-

mel;

ACtz;
(EZielgen) Zielgen

1
((ERefgenl)ACtRefgenl X (ERefgenZ)ACtRefgenz) /2

Ratio =
Lag die errechnete relative Expression eines Gens um den Wert 1, konnte daraus ge-

schlossen werden, dass das jeweilige Gen in den putativ pluripotenten Zellen dhnlich

stark exprimiert worden ist wie in den cjes001 Zellen.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die unterschiedlichen Strategien zur Reprogrammierung
somatischer Zellen des Callithrix jacchus in induzierte pluripotente Stammzellen (iPS
Zellen) erlautert. Zur Charakterisierung der iPS Zellen wurden als Pluripotenzkriterien
primar die Morphologie der Kolonien, die enzymatische Aktivitat der Alkalischen Phos-
phatase, die Expression pluripotenzassoziierter Oberflachenmolekile und die endoge-

ne Expression charakteristischer Transkriptionsfaktoren herangezogen (Abb. 6, links).
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Abb. 6: Aufbau des Ergebnisteils (Schematische Darstellung)

Links: In den einzelnen Unterkapiteln werden die Reprogrammierungsstrategien und
die jeweiligen Ergebnisse der Charakterisierung présentiert.

Rechts: Weitere Unterkapitel des Ergebnisteils, in dem die Analysestrategie fiir die
durchflusszytometrischen Messungen (3.1), die Reprogrammierung von Fibroblasten
der Maus (3.5), das stéchiometrische Verhéltnis der Reprogrammierungsfaktoren zuei-
nander (3.6) und die Ergebnisse der Transkriptomanalyse (3.10) erléutert werden.

In Kapitel 3.1 wird die fur die Auswertung der durchflusszytometrischen
Expressionsmessung zentrale Analysestrategie erlautert. Die Ergebnisse der Repro-
grammierung mit dem polycistronischen lentiviralen Expressionsvektor hOKSM werden
in Kapitel 3.2 dargestellt. Kapitel 3.3 erlautert den Einfluss von DNA-Methylierung auf
die Expression pluripotenzassoziierter Genloci. Der Effekt unterschiedlicher Inhibitoren
und Agonisten der Signaltransduktion auf die Effizienz des Reprogrammierungs-

prozesses wird in Kapitel 3.4 dargelegt.
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Die primaten Zellen konnten mit hOKSM nur partiell reprogrammiert werden. Deshalb
wurde in einer zusatzlichen Versuchsreihe mit Mausfibroblasten gezeigt, dass eine
Reprogrammierung mit hOKSM grundsatzlich madglich ist (vgl. Kapitel 3.5). Demnach
kdénnte die durch den polycistronischen Vektor festgelegte Stéchiometrie nicht geeignet
sein, um Callithrix jacchus iPS Zellen zu generieren (vgl. Kap. 3.6). Deshalb wurde in
weiteren Experimenten ein Vektorsystem aus separaten bicistronischen lentiviralen
Vektoren (4TF) eingesetzt, damit sich die stéchiometrische Verteilung der Transkripti-
onsfaktoren innerhalb der primaten Zellen selbst einstellt und bestenfalls zu einem fiir
die Reprogrammierung optimalen Verhaltnis flhrt (vgl. Kapitel 3.7). In Kapitel 3.8 wird
der Einfluss der DNA-Methylierung auf die 4TF-Reprogrammierungseffizienz beschrie-
ben. Kapitel 3.9 zeigt die Ergebnisse der 4TF-Reprogrammierung mit zusatzlicher
Uberexpression von LIN28. AbschlieBend werden die Ergebnisse der Transkriptom-
analyse prasentiert, bei der sowohl partiell reprogrammierte Zellen als auch ES Zellen

und Fibroblasten des Weillblschelaffen untersucht wurden (vgl. Kapitel 3.10).

3.1 Analysestrategie zur Auswertung durchflusszytometrischer
Daten

Zur Charakterisierung putativ pluripotenter Zellen wurde u. a. die Expression pluripo-
tenzassoziierter Oberflachenmolekiile durchflusszytometrisch gemessen. Da die pluri-

potenten Zellen mit CF1-yMEFs ko-kultiviert wurden, wurden die yMEFs Uber eine

a-CD29 Markierung aus den Analysen ausgeschlossen.

CD29-PeCy7 —

-
-
w
-
O
1]
) w

v W W w W W W R R v e e N
SSEA4-APC ——— SSEA3-APC =7 GCTM-2-APC —— TRA-1-81-APC — TRA-1-60-APC —

9%

SSC-A
SSC-A

Abb. 7: Analysestrategie zur Detektion von Callithrix jacchus Zellen
Exemplarische Darstellung anhand der Callithrix jacchus ES Zelllinie cjes001 (P75).
(A-C) Ausschluss von Zelldebris und -aggregaten mit FSC-A vs. SSC-A (forward
Scatter area vs. side scatter area), sowie FSC-H vs. FSC-W und SSC-H vs. SSC-W
(height — width). (D) Ausschluss der yMEFs mit CD29-PeCy7 vs. SSC-A. (E) dotplot-
Darstellung der primaten Zellen.
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Mit Hilfe dieser Strategie konnten die pluripotenzassoziierten Oberflichenmolekile
SSEA4, SSEA3, GCTM-2, TRA-1-81 und TRA-1-60 untersucht werden. Bei der hier
beispielhaft angefiihrten ES Zelllinie cjes001 exprimierten nahezu alle Zellen die ent-
sprechenden Proteine (Abb. 7 E). Dies lie® den Schluss zu, dass diese Methode zur

Pluripotenzbestimmung genutzt werden konnte.

3.2 Reprogrammierung von Fibroblasten des Callithrix jacchus mit

dem polycistronischen lentiviralen Expressionsvektor hOKSM

Fur die Reprogrammierung der Hautfibroblasten des Weillbischelaffen wurde der
lentivirale polycistronische Vektor hOKSM verwendet, da mit diesem Expressionsvek-

tor erfolgreich Mausfibroblasten reprogrammiert werden konnten (Voelkel et al., 2010).

FRT

FRT
\/ 7] \J
AU RS =] ocT4| € | KLFa| S| sox2| S my c | EJREREN-wPRE s g

SD RRE SA
SIN-LTR SIN-LTR

Abb. 8: Schematischer Aufbau des Reprogrammierungsvektors hOKSM

Lentiviraler polycistronischer Reprogrammierungsvektor, flankiert von LTR-Sequenzen
mit FRT-Sites zur Entfernung des Vektors aus dem Genom. Abkiirzungen: LTR: long
terminal repeat; AU3: deletierte U3 Promotorregion, U3: einzigartiges 3-Ende; U5: ein-
zigartiges 5“-Ende; FRT: FLP-Rekombinase Zielstelle; 2A: Esterasesequenz; IRES:
interne ribosomale Eintrittsstelle; PBS: Primerbindungsstelle; SA: SpleiRedonor; SA:
SpleiBakzeptor; cPPT: zentraler Polypurintrakt; SFFV: ,spleen focus forming virus®
Promotor; wPRE: ,woodchuck“-postregulatives Element; y: Verpackungssignal

Der Ko-Expressionsvektor hOKSM exprimiert eine Reprogrammierungskassette, die
aus den codonoptimierten kodierenden Sequenzen der humanen Transkriptionsfakto-
ren OCT4, KLF4, SOX2 und MYC besteht (Abb. 8). Die Sequenzen der Transkriptions-
faktoren sind jeweils durch verschiedene 2A-Peptid-Sequenzen voneinander getrennt.
Wahrend der Translation am ribosomalen Komplex kommt es bei den 2A-Esterase-
Sequenzen jeweils am C‘-Ende zu einem Abbruch, so dass das bis dahin synthetisierte
Protein freigesetzt wird und die Translation an der letzten Aminosaure der 2A-Sequenz
weiter gefuhrt werden kann. Somit kébnnen mittels eines Vektors alle vier Transkripti-
onsfaktoren gleichzeitig in der Zielzelle Uberexprimiert werden. Zuséatzlich kodiert der

Vektor die CDS des Reportergens dTomato.

3.2.1 Reprogrammierungsstrategie

Die zeitlichen Ablaufe innerhalb eines Reprogrammierungsprozesses hangen u. a.
davon ab, welches Vektorsystem eingesetzt und welche Zellen welcher Spezies ver-

wendet werden. In Abbildung 9 werden die Zeitablaufe bei der Reprogrammierung von
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adulten Callithrix jacchus Zellen (#13836) mit dem polycistronischen Vektor hOKSM
schematisch dargestellt.

Arbeits- Transduktion Ermitteln der

von Transduktions Beginn der Ermitteln des
schritte: Hautfibroblasten  effizienz Ko-Kultivierung Pluripotenzstatus
erste Kolonien erneute Bildung
sichtbar von Kolonien
Abb. 9: Zeitstrahl der Reprogrammierung mit dem lentiviralen

Reprogrammierungsvektor hOKSM

An Tag 5 wurde die Transduktionseffizienz ermittelt (Abb. 10). Nach circa 10 Tagen
wurden erste Kolonien sichtbar (Abb. 11).

Da der Expressionsvektor hOKSM das Fluoreszenzreportergen dTomato ko-exprimiert,
konnte die Transduktionseffizienz an Tag 5 sowohl mikroskopisch geschatzt als auch

durchflusszytometrisch quantifiziert werden (Abb. 10).
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Abb. 10: Transduktionseffizienz des polycistronischen Vektors

(A) Phasenkontrast und (berlagerte Fluoreszenz der transduzierten Fibroblasten,
Malstabsbalken = 100 um, 100x VergréBerung, (B) Durchflusszytometrische Bestim-
mung der Transduktionseffizienz. Die positiven Zellen sind im Histogramm mittels Re-
gion eingegrenzt.

Ab Tag 10 nach Transduktion konnte mikroskopisch beobachtet werden, dass sich die
Fibroblasten transformieren (Abb. 11 C). Um auszuschliel3en, dass sich die Fibroblas-
ten allein durch die Integration des Vektors in ihr Genom transformierten, wurde eine
Kontrolle mitgefihrt, bei der der Expressionsvektor lediglich das Fluoreszenzgen
dTomato kodierte.
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nicht transduziert '~ 50x |l dTomato ctr - hOKSM dTomato

—

Abb. 11: Koloniebildung nach Transduktion mit hOKSM_dTomato

(A) nicht transduzierte Zellen; (B) mit Kontrollvektor und (C) mit Reprogrammierungs-
vektor transduzierte Zellen (Tag 10). Ma3stabsbalken = 100 um, 50x Vergré8erung

Wahrend die mit hOKSM-transduzierten Fibroblasten transformierten und sich Kolo-
nien bildeten (Abb. 11 C), behielten die mit dem Kontrollvektor transduzierten Zellen
(Abb. 11 B) weiterhin ihre fibroblastoide Morphologie bei (Abb. 11 A).

Einfluss verschiedener Kulturmedien und Stromazellen auf die Reprogrammie-

rung

Die fur eine erfolgreiche Reprogrammierung von Weillbuischelaffenzellen notwendigen
Kulturbedingungen waren zu Beginn des Projekts nicht hinreichend bekannt. Deshalb
wurde der Einfluss unterschiedlicher Kulturmedien und Stromazellen auf die

Reprogrammierungseffizienz untersucht.

Als Kulturmedium wurde ¢j oder ESML-Medium mit unterschiedlichen Zusatzen ver-
wendet. So wurde konditioniertes Medium von den Zellen der ES Zelllinie cjes001 ge-
sammelt (CM(cjes001)). Das Medium wurde nach jeweils 24 h, 48 h, 72 h und 96 h
abgenommen und durch frisches ESML-Medium ersetzt. Die Uberstande wurden ge-
mischt, steril filtriert (0,22 pm, Zelluloseazetat) und fir die Kultivierung der reprogram-
mierten Kolonien verwendet (V4 (‘/,) CM(cjes001) + % (*/,) ESML-Medium). Desweite-
ren wurden die Zytokine rhLIF (10 ng/ml) und bFGF (1 ng/ml) zugesetzt. Von beiden
Zytokinen ist bekannt, dass sie die Aufrechterhaltung des Pluripotenzstatus unterstit-
zen. rhLIF wurde sowohl fUr die Callithrix jacchus ES als auch fir die iPS Zellkultur
verwendet (Sasaki et al., 2005; Tomioka et al., 2010). bFGF wurde hingegen fir hu-
mane als auch fur Callithrix jacchus ES Zellkulturen genutzt (Amit et al., 2000;
Fleischmann et al., 2009).

Die reprogrammierten Zellen des WeilRblschelaffen wurden nicht nur auf yMEFs son-
dern auch auf Hautfibroblasten des Affen (yCallifibs) kultiviert. Dazu wurden die Fibrob-
lasten bei 35 Gy bestrahlt und so mitotisch arretiert. Dieser Vorgehensweise liegt die
Annahme zugrunde, dass nicht transduzierte primate Fibroblasten ebenso als
Stromazellen geeignet sind, da beobachtet werden konnte, dass sich bei der gemein-
samen Kultivierung von transduzierten und nicht transduzierten Fibroblasten in einem

frihen Stadium des Reprogrammierungsprozesses Kolonien bildeten. Bei humanen ES
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Zellkulturen werden neben MEFs auch humane mesenchymale Stammzellen (MSCs)
(Cheng et al., 2003) oder humane embryonale Fibroblasten (Amit et al., 2003) fur die
erfolgreiche Kultivierung pluripotenter Zellen verwendet. Deshalb wurde hier versucht,

einen ahnlich positiven Effekt durch die Verwendung von yCallifibs zu erzielen.

3.2.2 Charakterisierung der hOKSM-transduzierten primaten Zellen

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Pluripotenzanalysen der mit dem

hOKSM-Expressionsvektor transduzierten Callithrix jacchus Fibroblasten dargestellt.

Morphologie der Kolonien

Die transduzierten Zellen bildeten Kolonien, die hinsichtlich ihrer Morphologie unter-
sucht und mit den Kolonien der pluripotenten Stammzellen des Weillblschelaffen ver-
glichen wurden (vgl. Abb. 3 A), die in groRen, flachen und kompakten Kolonien wach-

sen.

Abb. 12: Reprogrammierte Zellen in verschiedenen Kulturbedingungen
Kolonien an Tag 50 nach Transduktion mit dem polycistronischen Vektor in
(A) ESML+rhLIF auf yMEF, (B) ESML+rhLIF+bFGF auf yMEF, (C) ESML+rhLIF
+CM(cjes001) auf yMEF, (D) ESML+rhLIF auf yCallifib, (E) ¢j Medium auf yCallifib,
(F) ¢j Medium auf yMEF, MaB3stabsbalken = 100 um, 100x Vergré3erung

Unabhangig von den Kulturbedingungen konnten alle Kolonien Uber mehrere Passa-
gen hinweg (10) erhalten und fur weitere Analysen genutzt werden. Die Morphologie
der im ESML-Medium mit rhLIF gehaltenen Kolonien (Abb. 12 A) stimmte mit denen
der Callithrix jacchus ES Zelllinie cjes001 am ehesten Uberein. Bei beiden waren die
Kolonien grof® und flach und grenzten sich deutlich von der Umgebung ab. Die in
ESML-Medium mit bFGF oder CM(cjes001) kultivierten Kolonien waren hingegen klein

und wiesen viele Auswolbungen auf (Abb. 12 B und C). Diejenigen Kolonien, die auf
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yCallifibs oder auf yMEFs im ¢j Medium kultiviert wurden, waren grof3 und zeigten we-
niger Wélbungen (Abb. 12 D-F). Dabei zeigten die unstrukturierten Kolonien erste diffe-

renzierte Zellen.

Aktivitédt der Alkalischen Phosphatase

Eines der ersten Anzeichen flr die Pluripotenz einer Zelle ist die erhdhte enzymatische
Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (AP). Dieses Merkmal haben pluripotente ES
Zellen der Maus (Pease et al., 1990), des WeilRbuschelaffen (Thomson et al., 1996)

und des Menschen (Thomson et al., 1998) gemeinsam.

ESML+rhLIF+CMAMEE ‘cfMedinimiyEaliifib,, /3 .

Abb. 13: Alkalische Phosphatase Farbung von hOKSM-transformierten Zellen

(A) cjes001 Zelllinie als Positivkontrolle; Kolonien in (B) ESML+rhLIF auf yMEF,
(C) ESML+rhLIF+bFGF auf yMEF, (D) ESML+rhLIF+CM(cjes001) auf yMEF,
(E) ¢j Medium auf yCallifib, (F) ¢j Medium auf yMEF; (B-F) Tag 64 nach Transduktion,
Malstabsbalken = 100 um, 100x Vergré3erung

Trotz unterschiedlicher Koloniemorphologie exprimierten alle Zellen unter den unter-
schiedlichen Kulturbedingungen AP (vgl. violette Farbung in Abb. 13). Dabei ist deut-
lich zu erkennen, dass Zellen aus abgegrenzten kompakten Kolonien verstarkt AP ex-
primierten. Da die Fibroblasten des Callithrix jacchus keine AP exprimierten (Daten
nicht gezeigt), konnte davon ausgegangen werden, dass die hOKSM-transduzierten
Zellen bereits ihren fibroblastoiden Zustand verlassen hatten.

Nachweis pluripotenzassoziierter Proteine mittels Inmunfluoreszenz

Mittels immunhistochemischer Antikdrpermarkierung wurden pluripotenzassoziierte
Transkriptionsfaktoren (OCT4, SOX2 und NANOG) und das Oberflachenmolekil
TRA-1-60 mikroskopisch nachgewiesen (Abb. 14).
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PC dTomato Pluripotenzmarker
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Abb. 14: Immunhistochemische Detektion pluripotenzassoziierter Proteine

Tag 64 nach Transduktion mit hOKSM_dTomato; Kolonien in (A) ESML+rhLIF auf
yMEF, (B) ESML+rhLIF+bFGF auf yMEF, (C) ESML+rhLIF +CM(cjes001) auf yMEF,
(D) ¢j Medium auf yMEF, (E) cj Medium auf yCallifib

Die Kolonien wurden mit Primérantikérpern gegen OCT4, SOX2, NANOG und TRA-1-
60 gefarbt. Die gebundenen Antikbrper wurden mit Sekundérantikbpern, die mit Alexa
Fluor®488 bzw. DylLight™ 488 konjugiert waren, detektiert. Die DNA wurde mit DAPI
geférbt. PC = Phasenkontrast, Mal3stabsbalken = 100 um, 200x Vergré3erung

Unabhangig von den Kulturbedingungen wurde die Reprogrammierungskassette von
allen transduzierten Zellen noch 64 Tage nach Transduktion exprimiert (Abb. 14).
Demnach wurde der lentivirale Vektor bis zu diesem Zeitpunkt nicht abgeschaltet. Da-
her wurden vermutlich samtliche Proteine der Reprogrammierungskassette exprimiert,
so dass mittels Antikdrperfarbung nicht unterschieden werden konnte, ob die Proteine
OCT4 und SOX2 aus endogener oder ektoper Genexpression gebildet wurden. Beim
Transkriptionsfaktor NANOG hingegen konnte davon ausgegangen werden, dass die-
ser durch endogene Expression von NANOG entstanden war. Das Protein konnte le-
diglich in Kolonien, die in ¢j Medium und auf yCallifibs gehalten wurden, nicht nachge-
wiesen werden. TRA-1-60 konnte auf den Zellen detektiert werden, die in
ESML+rhLIF+bFGF und in ESML+rhLIF+CM(cjes001) jeweils auf yMEFs kultiviert
wurden (Abb. 14 B und C). In diesen beiden Kulturmedien war zusatzlich bFGF enthal-
ten, welches ebenfalls fir die Aufrechterhaltung des pluripotenten Status in Callithrix
jacchus ES Zellkulturen verwendet wird (Fleischmann et al., 2009). In den dermalen

Fibroblasten des Weillblschelaffen konnte keine der untersuchten Proteine nachge-
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wiesen werden. Die Zellen der ES Zelllinie cjes001 bildeten alle untersuchten Proteine
(Daten nicht gezeigt). Demnach haben diejenigen untersuchten Zellen, die sowohl die
Proteine NANOG als auch TRA-1-60 produzierten (Abb. 14 B und C), ihren

fibroblastoiden Zustand hin zu einem pluripotenten Status verandert.

Expression pluripotenzassoziierter Oberflaichenmolekiile

Fur die weitere Charakterisierung der transduzierten Zellen wurde die Expression der
vier Oberflachenmolekile SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 und TRA-1-60 durchflusszyto-
metrisch gemessen. Fur diese Messung wurden die YMEFs vor der Antikdrperfarbung

mit Hilfe von Feeder Removal MicroBeads (vgl. Kapitel 2.2.6) entfernt.

ESML ¢j Medium
+rhLIF +rhLIF+bFGF +rhLIF+CM auf yMEFs auf yCallifibs
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Abb. 15: Expression pluripotenzassoziierter Oberflaichenmolekiile in unter-
schiedlichen Medien

Tag 70 nach Transduktion mit hOKSM_dTomato. Die Kolonien wurden in ESML-
Medium mit unterschiedlichen Zusétzen (rhLIF, rhLIF+bFGF oder rhLIF+CM(cjes001))
und mit ¢j Medium auf unterschiedliche Stromazellen kultiviert. Die Expression der plu-
ripotenzassoziierten Oberflaichenmolekiile wurde durchflusszytometrisch gemessen

und ausgewertet. Die Isotypenkontrollen sind grau, die spezifische Farbung schwarz
dargestellt.
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Bei allen Kulturbedingungen war der Anteil an SSEA4 exprimierenden Zellen hoch
(Abb. 15). Der Anteil an positiven Zellen war dabei im ESML+rhLIF-Medium mit 98%
am hochsten und mit der SSEA4-Expression der cjes001 Zellen vergleichbar (vgl. Abb.
7). Bei Kolonien, die in ¢j Medium kultiviert wurden, war der Anteil der SSEA4 exprimie-
renden Zellen nur dann erhdht, wenn die Zellen mit yMEFs ko-kultiviert wurden. Die
Ko-Kultivierung auf yCallifibs fihrte zur geringsten Zunahme an SSEA4" Zellen. Aller-
dings wurden unter dieser Kulturbedingung auch die anderen Oberflachenmarker ahn-

lich schwach exprimiert.

Im ESML-Medium — unabhéangig von den diversen Zusatzen - war der Anteil der expri-
mierenden Zellen am héchsten: So exprimierten im rhLIF+CM(cjes001)-Medium
46% der Zellen SSEA3, im rhLIF-Medium 35% TRA-1-81 und im rhLIF+bFGF-Medium
12% TRA-1-60. Allerdings konnte unter keiner Kulturbedingung ein mit den ES Zellen
vergleichbar hoher Anteil an TRA-1-60 exprimierenden Zellen erzielt werden (vgl. Abb.
7). Da die Expression der dTomato-Fluoreszenz durchflusszytometrisch gemessen
werden konnte (Daten nicht gezeigt), konnte davon ausgegangen werden, dass der
Expressionsvektor nicht abgeschaltet wurde. Dies und das Fehlen einer ausreichend
hohen TRA-1-60-Expression lielien den Schluss zu, dass die Zellen nicht vollstandig

zu iPS Zellen reprogrammiert waren.

Transkription ausgesuchter pluripotenzassoziierter Gene

Mittels gRT-PCR wurde die Transkription ausgesuchter Gene in den transduzierten
Zellen mit der in ES Zellen verglichen. Dabei wurden Primer verwendet (vgl. Tab. 10),
die nur endogen an die nicht translatierte Sequenz und nicht an die CDS der ektop
eingebrachten vier Faktoren POU5F1 (kodiert OCT4), KLF4, SOX2 und MYC banden.
Zusatzlich zur Expression der Yamanaka-Faktoren wurden auch die Transkripte von
LIN28A, NANOG, DNMT3B und ZFP42 (kodiert REX1) untersucht.

Es wurden Ausgangszellen (dermale Fibroblasten in Passage 3), Zellen der ES Zellli-
nie cjes001 (Passage 91) und reprogrammierte Zellen (Tag 64 nach Transduktion), die
in unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (¢j Medium und
ESML+rhLIF+bFGF), analysiert (vgl. Abb. 16). Da sowohl die ES Zellen als auch die
reprogrammierten Zellen zuvor mit yMEFs ko-kultiviert wurden, wurden diese fur die
gRT-PCR vor der RNA-Isolierung durch Feeder Removal MicroBeads aus der Kultur
entfernt (vgl. Kapitel 2.2.6).
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cjes001 (P91)
Il Fibroblasten (P3)
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Relative Genexpression

POUSF1 KLF4 SOox2 myc LIN28A NANOG DNMT3B ZFP42

Abb. 16: Endogene Transkription von pluripotenzassoziierten Genen in den
reprogrammierten Zellen

Die relativen Transkript-Mengen von POU5SF1, KLF4, SOX2, MYC, LIN28A, NANOG,
DNMT3B und ZFP42 wurde mittels gqRT-PCR ermittelt. Die Expression der untersuch-
ten Gene wurde (ber die Haushaltsgene GAPDH und RPL13A normalisiert. Die Ex-
pressionshéhen sind relativ zu der Expression in ES Zellen gezeigt, die auf 1 gesetzt
wurden. Die dargestellfen Werte sind die aus Triplikaten gebildeten arithmetischen
Mittelwerte (+/- SD).

Die Expression von MYC und ZFP42 war in den ES Zellen und den Fibroblasten &hn-
lich hoch. Die anderen Gene wurden in den Fibroblasten geringer exprimiert als in den
Zellen der ES Zelllinie. Die bona fide iPS Zellen beider Kulturmedien exprimierten
SOX2, MYC und ZFP42 ahnlich stark wie die ES Zellen. Vergleicht man die reprog-
rammierten Zellen im ESML+rhLIF+bFGF-Medium mit den Fibroblasten, zeigt sich,
dass die Expression von DNMT3B und NANOG induziert wurde. Allerdings wurden die
untersuchten Gene nicht so stark exprimiert wie in den ES Zellen. Daraus lasst sich

schlieen, dass die hOKSM-transduzierten Zellen nur partiell reprogrammiert waren.

3.3 Einfluss von DNA-Methylierung auf die Reprogrammierungs-

effizienz

Bei der Reprogrammierung von somatischen Zellen werden mehrere metastabile Sta-
dien durchlaufen (Brambrink et al., 2008; Stadtfeld et al., 2008a; Hansson et al., 2012;
Polo et al., 2012). Dabei wird nur ein geringer Teil der Zellen vollstandig reprogram-
miert. Haufig wird die Weiterentwicklung Uber einen intermediaren Status hinaus blo-
ckiert (Hanna et al., 2009). Durch Zugabe des Methyltransferase-Inhibitors 5-Azacytidin
(5-AZA) konnen teilreprogrammierte Zellen der Maus aber vollstandig zu iPS Zellen
uberfuhrt werden (Mikkelsen et al., 2008).

3.3.1 Einfluss von 5-Azacytidin auf die mit hOKSM teilreprogrammierten
Callithrix jacchus Zellen
Um zu Uberprufen, ob 5-AZA auch teilreprogrammierte Zellen des WeilRblschelaffen in

vollstandig reprogrammierte iPS Zellen Uberfuhren kann, wurde der Inhibitor zu partiell

reprogrammierten Zellen (vgl. Kapitel 3.2.2, Tag 94 nach Transduktion) hinzugegeben.
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Dabei wurde 5-AZA zweimal hintereinander fir je 48 h in das Kulturmedium der piPS
Zellen gegeben. Anschliefend wurden die Zellen weitere vier Wochen kultiviert. Das
Cytidin-Analogon, das im Gegensatz zum Cytosin aufgrund seines Stickstoffatoms
nicht methyliert werden kann, wurde bei jeder Zellteilung in die genomische DNA ein-
gebaut. Nach mehreren Reifezyklen wurde die statistische Wahrscheinlichkeit erhoht,
dass die pluripotenzassoziierten Promotoren durch die Entfernung der Cytosin-

Methylierung wieder aktiviert wurden.

3.3.2 Charakterisierung teilreprogrammierter Zellen nach Demethylierung

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Pluripotenzanalyse nach der Verwen-
dung von 5-AZA dargestellt.

Morphologie der Kolonien

114 Tage nach Beginn der Reprogrammierung und 20 Tage nach zweimaliger Zugabe
von 5-AZA wurden die Kolonien hinsichtlich ihrer Morphologie begutachtet (Abb. 17).

5-AZA
[uM]
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+rhLIF
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[ @ o b 2 ;

Abb. 17: Morphologie der Kolonien nach Zugabe von 5-AZA
Kolonien in (A-C): ¢j Medium; (D-F): ESML+rhLIF; (G-1): ESML+rhLIF+bFGF, mit 0 uM,
0,5 uM und 5 uM 5-AZA, Mal3stabsbalken = 100 um, 100x Vergréf3erung

Eine Zugabe von 5-AZA im ¢j Medium zeigte keinen Einfluss auf die Morphologie der
Kolonien. Die Kolonien waren grof3, rund und flach und die einzelnen Zellen waren zu
erkennen. (Abb. 17 A-C). In den ESML-Medien waren die Kolonien ohne 5-AZA klein,
kompakt und rund. Die einzelnen Zellen waren nicht zu erkennen (Abb. 17 D und G).
Durch Zugabe von 5-AZA wurden die Kolonien zwar gréRer, verloren aber an Kompak-
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theit (Abb. 17 E,F und H,I). Alle Zellen exprimierten weiterhin das dTomato Reporter-
gen.

Die beobachteten morphologischen Veranderungen nach der Zugabe von 5-Azacytidin

lassen keinen konkreten Schluss Uber die Wirksamkeit des verwendeten Inhibitors zu.

Expression von pluripotenzassoziierten Oberflichenmolekiilen

121 Tage nach Transduktion und 27 Tage nach der zweifachen Zugabe von 5-AZA

wurde die Expression von pluripotenzassoziierten Oberflachenmolekilen gemessen.
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Abb. 18: Expression der Oberflachenmolekiile nach Zugabe von 5-AZA

(A) Expression der Oberflichenmolekiile am Beispiel von in ESML+rhLIF kultivierten
Zellen ohne und mit 5-AZA. Gezeigt ist jeweils die Expression des untersuchten Ober-
flachenmolekiils gegen die Expression von dTomato. (B) Zusammenfassung aller
durchflusszytometrisch ermittelten Daten. Gezeigt ist der Anteil der positiven Zellen fiir
die untersuchten Oberflachenmolekiile. dunkelgrau: Anteil der dTomato positiven Zel-
len, hellgrau: Anteil der dTomato negativen Zellen

69



Ergebnisse

Da ein Grofteil der Zellen unabhangig von der Zugabe des Inhibitors das dTomato
Reporterprotein exprimierte (Abb. 18 A), war Kkein Silencing des lentiviralen
Reprogrammierungsvektor erfolgt. Weiterhin war zu beobachten, dass die Zugabe von
5-AZA nicht dazu fuhrte, dass der Anteil an Zellen, die die untersuchten Oberflachen-
molekile exprimierten, anstieg. Zwar stieg durch die Zugabe von 5 pM 5-AZA im ¢j und
ESML+rhLIF-Medium der Anteil an SSEA4 exprimierenden Zellen insgesamt an (Abb.
18 B, a)), jedoch blieb die Anzahl der Zellen gleich, die kein dTomato exprimierten.
Ebenso verhielt es sich bei den GCTM-2 exprimierenden Zellen in den ESML Medien
(Abb. 18 B, b)). Dass die Zugabe von 5-AZA wahrscheinlich nicht dazu beitragt, teilrep-
rogrammierte Callithrix jacchus Zellen in iPS Zellen zu Uberfihren, wurde vor allem
hinsichtlich der TRA-Oberflachenmolekile deutlich: Diese wurden in allen Medienbe-
dingungen nur bei unter 3% der gemessenen Zellen exprimiert. Zumeist konnte jedoch

gar keine Expression ermittelt werden.

3.4 Aktivierung oder Inhibierung von Signaltransduktionswegen

Eine andere Strategie, partiell reprogrammierte Zellen in den pluripotenten Status zu
Uberflhren, ist die Manipulation von Signaltransduktionswegen, die flr die Aufrechthal-
tung des Pluripotenzstatus wichtig sind (Kapitel 1.2.3). Daher wurden der Agonist des
Whnt-Signaltransduktionswegs CHIR99021 (Silva et al, 2008), der MEK-Inhibitor
PD325901 (Silva et al., 2008; Lin et al., 2009; Zhang et al., 2011) und die beiden
ALKS5-Inhibitoren RepSox (Ichida et al., 2009) und SB431542 (Lin et al., 2009; Zhang
et al., 2011) verwendet. Letzterer inhibiert dariiber hinaus auch ALK4 und ALK7 (Inman
et al., 2002).

3.4.1 Einfluss manipulierter Signaltransduktionswege auf mit hOKSM
teilreprogrammierte Callithrix jacchus Zellen

Die piPS Zellen des WeilRbuschelaffen (vgl. Kapitel 3.2.2) wurden mit CHIR99021,

PD325901, SB431542 und RepSox behandelt. Die Zugabe erfolgte ab Tag 88 nach

Transduktion bei jedem Medienwechsel fur insgesamt 28 Tage (Konzentrationen vgl.

Tab. 12).

3.4.2 Charakterisierung teilreprogrammierter Zellen nach Manipulation

von Signaltransduktionswegen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Pluripotenzanalyse (Morphologie und Ex-

pression der Oberflachenmolekule) dargestellt.
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Morphologie der Kolonien

102 Tage nach Beginn der Reprogrammierung und 14 Tage nach taglicher Zugabe der
Reagenzien wurden die Kolonien in den unterschiedlichen Kulturmedien hinsichtlich

ihrer Morphologie begutachtet.

wio CHIR PD SB

ESML B¢
+rhLIF

ESML |
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+bFGF {8

Abb. 19: Morphologie der Kolonien nach manipulierter Signaltransduktion
Kolonien in (A-E): ESML+rhLIF-Medium, (F-K): ESML+rhLIF+bFGF-Medium, (A und
F): ohne Zusatz, (B und G): mit Wnt-Signaltransduktionsweg-Agonist, (C und H): mit
MEK-Inhibitor, (D und 1): mit TGFB-Inhibitor (ALK4, ALK5 und ALK7) und (E und K): mit
ALKbS-Inhibitor. Mal3stabsbalken = 100 um, 100x Vergré3erung

Durch Zugabe der Inhibitoren wurden die kompakten und kleinen Kolonien unspezi-
fisch groRer (Abb. 19 E und K). Durch die Zugabe von RepSox wurden sie fast ganz-
lich zerstort. Da entweder keine morphologischen Veranderungen oder nur negative
Modifikationen (bei RepSox) zu beobachten waren, lasst sich keine konkrete Aussage

zur Wirksamkeit der verwendeten Inhibitoren und Agonisten treffen.

Expression pluripotenzassoziierter Oberflichenmolekiile

An Tag 115 nach Transduktion wurde die Expression der Oberflachenmolekile
SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 und TRA-1-60 durchflusszytometrisch gemessen. Die
Stromazellen (YMEFs) wurden mit Hilfe der Feeder Removal MicroBeads aus der Kul-
tur entfernt. AnschlieRend wurden die Ergebnisse mit denen von unbehandelten piPS
Zellen verglichen (Abb. 20).
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Abb. 20: Expression der Oberflaichenmolekiile nach manipulierter Signal-

schwarz: spezifische Farbungen

transduktion
Tag 115 nach Transduktion, 28 Tage unter Einfluss unterschiedlicher Inhibitoren und
Agonisten. Ermittelt wurde die Expression der untersuchten Oberflachenmolekiile
SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 und TRA-1-60 in ESML+rhLIF (A) und ESML+rhLIF +bFGF
(B) und unter Zugabe unterschiedlicher Reagenzien; hellgrau: Isotypenkontrollen;
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Durch Zugabe der Inhibitoren wurde zwar der Anteil an SSEA4 und SSEA3 exprimie-
renden Zellen aber nicht der Anteil an TRA" Zellen erhéht. Unter Einfluss von RepSox
war der Anteil an SSEA4*-, SSEA3"*- und TRA-1-81" Zellen im ESML+rhLIF-Medium
deutlich erhdht. Allerdings wurde die Koloniestruktur durch den Einsatz von RepSox
zerstort (vgl. Abb. 19).

3.5 Reprogrammierung von Mausfibroblasten mit dem polycistro-
nischen Vektor hOKSM

Da die primaten Zellen mit hOKSM nur partiell reprogrammiert wurden, wurden in einer
weiteren Versuchsreihe Fibroblasten aus den Schwanzspitzen von Mausen (fail tip
fibroblasts; TTFs) und embryonale Mausfibroblasten (MEFs) transduziert, um zu zei-

gen, dass eine Reprogrammierung mit hOKSM grundsatzlich maéglich ist.

3.5.1 Reprogrammierungsprozess

Die Reprogrammierung der Mauszellen erfolgte analog zur Reprogrammierung der
Callithrix jacchus Zellen (vgl. Abb. 9 und Abb. 28).

Tag 0 2 4 ~8 ~14 ~21

Transduktion Ermitteln der Beginn der
von Transduktions- Ko-Kultivierung
Fibroblasten effizienz auf MEFs

Ermitteln des
Pluripotenzstatus

Arbeits-
schritte:

erste Kolonien Stilllegung des
sichtbar integrierten Vektors

Abb. 21: Zeitstrahl der Reprogrammierung mit hOKSM (Maus)

Nachdem die Zellen transduziert wurden, wurden sie ab Tag 4 mit yMEFs ko-kultiviert
und expandiert, so dass nach etwa 21 Tagen ausreichend Kolonien fiir die
Pluripotenzanalysen vorhanden waren.

Nach Transduktion von 10° Fibroblasten mit einer MOl von 5 wurde die Transduktion-
seffizienz ermittelt. Ab Tag 2 wurden 2 mM VPA ins Medium gegeben. Nach 4 Tagen
wurde mit der Ko-Kultivierung der Mauszellen auf yMEFs begonnen (ES Zell Medium:
15% (“/,) FBS, 2 mM L-Glutamin, 1 x Pen/Strep, 1,5x10* mM Monothioglycerole, LIF,
in Knockout™ DMEM). Nach etwa 14 Tagen wurde in den ersten Zellen der
Reprogrammierungsvektor stillgelegt. Aufgrund der schnellen Zellteilung konnten die
Zellen alle 3-4 Tage in hohen Raten (1:15-1:20) passagiert werden, so dass drei Wo-
chen nach Beginn der Reprogrammierung mit den ersten Pluripotenzanalysen begon-

nen werden konnte.
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3.5.2 Charakterisierung hOKSM-transduzierter Zellen aus der Maus

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Pluripotenzanalysen der mit hOKSM

transduzierten Mausfibroblasten dargestellt.

Morphologie der Kolonien

Die ersten iPS Zellkolonien der Maus bildeten sich bereits 8 Tage nach Transduktion.

Abb. 22: Morphologie der Mauszellen und Kolonien

(A) isolierte TTFs (Tail Tip Fibroblasten — Schwanzspitzen Fibroblasten) Tag 9, (B) aus
den TTFs generierte IPS Zellen (Tag 40) und zum Vergleich (C) ES Zellen vom Black6
Mausstamm. MalB3stabsbalken = 100 um, 100x Vergré3erung

Unter morphologischen Gesichtspunkten ahnelten die isolierten Mausfibroblasten den
primaten Fibroblasten (vgl. Abb. 10). Die Maus iPS Zellen (Abb. 22 B) waren den mES
Zellen (Abb. 22 C) morphologisch ahnlich. Im Gegensatz zu den ES Zellen des Weil3-
blschelaffen waren diese weder flach noch grof3 (vgl. Abb. 3 A) sondern kompakt und

dreidimensional. Die fur mES Zellen typische shiny border war sehr gut zu erkennen.

Aktivitédt der Alkalischen Phosphatase

Fur die Charakterisierung der reprogrammierten Zellen wurde die Expression der Alka-

lischen Phosphatase Aktivitdt nachgewiesen.

miPSCs’

Abb. 23: Alkalische Phosphatase Farbung von Zellkolonien der Maus

Positive AP Féarbung der (A) Maus ES Zellen und (B) iPS Zellen auf yMEFs. Mal3-
stabsbalken = 100 um, 200x Vergré3erung

Sowohl die ES Zellen aus dem Mausstamm Black 6 als auch die generierten iPS Zel-
len aus den isolierten TTFs waren violett gefarbt. Dies liel} auf eine hohe enzymatische
Aktivitat der AP schlielRen.
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Nachweis pluripotenzassoziierter Proteine mittels Inmunfluoreszenz

Zur weiteren Charakterisierung wurden die Proteine Oct4, Sox2, Nanog, Lin28 und

Sseal immunhistochemisch nachgewiesen. Die DNA wurde mit DAPI gefarbt.

dTomato Pluripotenzmarker DNA

Abb. 24: Immunhistochemische Detektion pluripotenzassoziierter Proteine

Tag 38 nach Transduktion mit hOKSM_dTomato. Die Kolonien wurden mit Priméaranti-
kérpern gegen Oct4, Sox2, Nanog, Lin28 und Ssea1 geférbt. AnschlieBend wurden die
gebundenen Antikérper mit Sekundérantikbpern detektiert, die mit DyLight™ 657 kon-
jugiert waren. Die DNA wurde mit DAPI geférbt. PC = Phasenkontrast.
MafRstabsbalken = 100 um, 400x Vergré3erung

In den iPS Zellen der Maus konnte das dTomato Protein nicht mehr detektiert werden
(Abb. 24, zweite Spalte von links). Demnach war die Reprogrammierungskassette still-
gelegt. Die endogene Genexpression der Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und
Nanog sowie das RNA-bindende Protein Lin28 und das Oberflachenantigen Ssea1
konnten in allen Zellen nachgewiesen werden, was auf eine erfolgreiche Reprogram-

mierung hindeutete.
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Gerichtete hamatopoetische Differenzierung

Fur die gerichtete hamatopoetische Differenzierung wurden die iPS Zellen von den
YMEFs getrennt und zunachst in einem Methylcellulose-Medium (beschrieben in
Carotta et al. 2004) tUber EBs (Embryoid Bodies — embryonale Hohlkérper) flr 6 Tage
differenziert. Daraufhin wurden die EBs (Abb. 25 B) mit Hilfe von 5 x Trypsin-EDTA
dissoziiert und zusammen mit OP9 Zellen in hamatopoetischem Differenzierungsmedi-
um gerichtet differenziert (verwendete Zytokine und Chemikalien: mSCF (100 ng/ml),
mIL-3 (2 ng/ml), mIL-6 (5 ng/ml) FIt3-L (10 ng/ml), IGF-1 (40 ng/ml), Dexamethason
(1 M) (Lesinski et al., 2012)). Die Zellen der dissoziierten EBs bildeten Suspensions-
zellen (Abb. 25 C). Nach 5 Tagen wurden die Zellen durchflusszytometrisch auf die
Expression von CD41 (Marker der frithen Hamatopoese) und den pan-
hamatopoetischen Marker CD45 analysiert. Rund 10% der Zellen waren positiv flr
CD41 und etwa 3% positiv fur CD45 (Daten nicht gezeigt).

Abb. 25: Gerichtete hamatopoetische Differenzierung der iPS Zellen

Héamatopoetische Differenzierung (iber EB Formierung (A) Ko-kultivierte iPS Zellen aus
der Maus, 100x Vergré3erung, (B) Tag 6 EB in Methylzellulose, 160x Vergré3erung,
(C) Suspensionszellen ko-kultiviert mit OP9 Zellen, 160x Vergré3erung, Mal3stabsbal-
ken = 100 um

Somit konnte gezeigt werden, dass Mausfibroblasten im Gegensatz zu den Weil3bu-

schelaffenzellen mit hOKSM vollstandig reprogrammiert werden konnten.

3.6 Einfluss der stochiometrischen Verteilung der Reprogram-

mierungsfaktoren

Aus anderen Forschungsarbeiten ist bekannt, dass innerhalb eines polycistronischen
Vektors die Anordnung der Gensequenzen der Transkriptionsfaktoren entscheidend fiir
die Qualitat der generierten iPS Zellen ist. Carey et al. vertauschten die Position von
Sox2 und Kif4 auf einem polycistronischen Vektor (Reihenfolge: 5'-OSKM-3* anstatt 5'-
OKSM-3) und generierten so iPS Zellen unterschiedlicher Qualitaten (Carey et al.,
2011). Demnach kénnte die stdchiometrische Verteilung der Transkriptionsfaktoren

auch die Reprogrammierung von Callithrix jacchus Zellen beeinflussen.
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Deshalb wurden die endogenen Transkriptmengen von POU5SF1 (kodiert OCT4), KLF4,
SOX2 und MYC innerhalb der Callithrix jacchus ES Zelllinie cjes001 und der hES Zell-

linie H1 gemessen und miteinander verglichen (Abb. 26).
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Abb. 26: Relative Transkriptmengen in den ES Zellen im Bezug zu POU5F1

Die Expression der Transkripte POU5SF1, KLF4, SOX2 und MYC wurden in ES Zellen
des WeiBbiischelaffen cjes001 (A) und in Zellen der humanen ES Zelllinie H1 (B) mit-
tels gRT-PCR ermittelt. Die Expression wurde relativ zu POUSF1 dargestellt. Die ge-
zeigten Werte sind die aus Triplikaten gebildeten arithmetischen Mittelwerte +/- SD.

Bei den primaten ES Zellen wurde POU5SF1 im Vergleich zu KLF4, SOX2 und MYC
hoch exprimiert. In den hES Zellen hingegen war die Expression von SOX2 und MYC
am hoéchsten. Zur Aufrechterhaltung des pluripotenten Status wird in den beiden Sys-
temen also eine andere stéchiometrische Verteilung der Transkriptionsfaktoren bendé-
tigt. Moglicherweise bedarf es demnach fir eine vollstandige Reprogrammierung der
primaten Zellen einer anderen Verteilung der Yamanaka-Faktoren. Damit sich das st6-
chiometrische Verhaltnis der Faktoren zueinander von selbst einstellen kann
(Papapetrou et al., 2009; Tiemann et al., 2011), wurden die Transkriptionsfaktoren im

weiteren Versuchsverlauf auf separaten Vektoren in die Zelle eingebracht.

3.7 Entkoppelte Transduktion von Callithrix jacchus Zellen mittels
separater Reprogrammierungsvektoren

Fir die Reprogrammierung mit separaten Vektoren wurden vier bicistronische

lentivirale Vektoren verwendet, die jeweils die humane CDS eines Transkriptionsfak-

tors und die CDS eines Reportergens kodierten (vgl. Abb. 27). Mit Hilfe dieser Vekto-

ren wurden bereits erfolgreich Mausfibroblasten reprogrammiert (Tiemann et al., 2011).
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Abb. 27: Schematischer Aufbau der bicistronischen lentiviralen Reprogram-
mierungsvektoren

Jeder lentivirale Reprogrammierungsvektor kodiert die humane CDS eines Transkripti-
onsfaktors (OCT4, KLF4, SOX2, MYC) und eines Reportergens (eGFP, cerulean,
dTomato, venus), die durch eine IRES-Sequenz getrennt sind.

3.7.1 Reprogrammierung mit 4 separaten lentiviralen Vektoren
Die Reprogrammierung der primaten Fibroblasten mit den 4 separaten Vektoren (4TF)

erfolgte analog zur Reprogrammierung mit hOKSM (vgl. Abb. 9 und Abb. 21).

Tag 0 3 ~5 7 ~12 ~28

Arbeits- Transduktion Ermitteln der

T dukti Beginn der Ermitteln des
schritte: H tf'sonbl ¢ ransduktions- Ko-Kultivierung Pluripotenzstatus
autfibroblasten effizienz auf MEFs
erste Kolonien erneute Bildung
sichtbar von Kolonien

Abb. 28: Zeitstrahl der Reprogrammierung mit 4 separaten Vektoren

Nachdem die Zellen transduziert wurden, wurden sie ab Tag 7 mit yMEFs ko-kultiviert
und expandiert, so dass nach etwa 28 Tagen ausreichend Kolonien fiir die
Pluripotenzanalysen vorhanden waren.

An Tag 3 nach Transduktion wurde die Transduktionseffizienz ermittelt (vgl. Abb. 29).
Die ersten Kolonien bildeten sich nach ungefahr finf Tagen (vgl. Abb. 31). Ab dem
siebten Tag wurde mit der Ko-Kultivierung auf yMEFs und im Medium ESML+rhLIF
begonnen. Anhand Reporterproteine konnte sowohl durchflusszytometrisch als auch
mikroskopisch ermittelt werden, welche lentiviralen Vektoren in der Zielzelle exprimiert
wurden (Weber et al., 2011).
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OCT4_eGFP

Quelle: commons.wikimedia.org/wiki/File:
Additive_RGB_Circles-48bpp.pns; Shlomital; Zugriff 21.05.2014
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Abb. 29: Transduktionsnachweis mit Hilfe additiver Farbmischung

(A) Darstellung der additiven Farbmischung anhand eines Farbkreises. (B) Vierfach
transduzierte Fibroblasten an Tag 3, Mal3stabsbalken = 100 um, 200x Vergrél3erung,
(C) Durchflusszytometrische Ermittlung der vierfach transduzierten Zellen an Tag 3.
1-3: Ausschluss von Zelldebris und -aggregaten durch stufenweise Definition von Re-
gionen, 4: Darstellung der OCT4_eGFP/MYC_venus exprimierenden Zellen, 5: Darstel-
lung der OCT4_eGFP" und/oder MYC _venus® Zellen, die ebenfalls SOX2_dTomato
und KLF4_cerulean exprimierten. (In diesem Beispiel 5% der Zellen.)

Durch die Uberlagerung der Fluoreszenzen erschienen die vierfach transduzierten Zel-
len weild (Abb. 29 B). Da bei den bicistronischen Vektoren die Sequenzen des Faktors
und des Fluoreszenzproteins durch eine IRES-Sequenz getrennt waren, exprimierten

beispielsweise grun fluoreszierende Zellen zusatzlich das Protein OCT4.

Mikroskopisch konnte zwischen den einzelnen Fluoreszenzproteinen eindeutig unter-
schieden werden, da fur die Detektion des eGFP Signals der Filtersatz 38 (Anregung:
BP470/40, Emission: BP525/50), fir das cerulean Signal der Filtersatz 47HE (Anre-
gung: BP436/25; Emission: BP480/40), fir das dTomato Signal der Filtersatz 43 (An-
regung: BP545/25, Emission: BP605/70) und flr das venus Signal der Filtersatz 46
(Anregung: BP500/20, Emission: 535/30) verwendet wurden.

Zur Ermittlung der Transduktionseffizienz wurde die Expression der Fluoreszenzprotei-
ne durchflusszytometrisch gemessen: 5% der Zellen exprimierten drei der vier Trans-
kriptionsfaktoren (Abb. 29 C). Allerdings konnte aufgrund des verwendeten Filtersatzes
(LP502 und BP 530/30) nicht zwischen der Fluoreszenz von eGFP (Emission 507 nm)

und venus (Emission 528 nm) unterschieden werden.

3.7.2 Charakterisierung der vierfach transduzierten primaten Zellen
Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Pluripotenzanalysen der mit den sepa-

raten lentiviralen Vektoren transduzierten Weiltblschelaffenzellen dargestellt.
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Morphologie der Kolonien

Bereits 5 Tage nach Transduktion bildeten sich erste Kolonien. Die nachfolgende Ab-

bildung zeigt die typische Koloniemorphologie der vierfach transduzierten Zellen.

OCT4_eGFP

SOX2_dTomato

Abb. 30: Morphologie der vierfach transduzierten Zellen
Kolonien nach vierfacher Transduktion an Tag 31. MalBstabsbalken = 100 um,
100x VergréBerung

Ein grolRer Teil der Zellen formierte kompakte und runde Kolonien, die sich deutlich von
den Stromazellen abgrenzten. Dabei zeigten sie eine groBe Ahnlichkeit mit den ES
Zellen des WeilRbuschelaffen (vgl. Abb. 3 A)

Expression der lentiviralen Reportergene

Abbildung 31 wird zeigt die erfolgreiche Expression der verschiedenen Reportergene.

Abb. 31: Koloniebildung nach Vierfach-Transduktion
Tag 4 nach Transduktion: einfach und mehrfach transduzierte Zellen; Tag 7: erste Ko-
lonien. Mal3stabsbalken = 100 um, 200x Vergré3erung

An Tag 4 konnten einfach- und mehrfachtransduzierte Fibroblasten detektiert werden.
An Tag 7 bildeten sich Kolonien (Abb. 31). Dabei wies die obere blauliche Kolonie eine
weniger starke Expression von dTomato und venus auf. Bei der nahezu wei3en Kolo-
nie (unten im Bild) wurden hingegen alle vier Expressionsvektoren in das Genom inte-

griert.
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Aktivitédt der Alkalischen Phosphatase

Die transduzierten Zellen wurden auf die enzymatische Aktivitat der Alkalischen Phos-

phatase untersucht.

Abb. 32: Alkalische Phosphatase Farbung der vierfach transduzierten Kolonien

Tag 32 nach Transduktion. Positive AP Férbung der (A) cjes001 Kolonie und (B) der
bona fide iPS Zellkolonien. Mal3stabsbalken = 100 um, 200x Vergré3erung

Die mit den separaten Vektoren transduzierten Zellen und die primaten ES Zellen zeig-
ten eine erhdhte Expression der Alkalischen Phosphatase (Abb. 32). Demnach hatten

die vierfach transduzierten Zellen ihren fibroblastoiden Zustand verlassen.

Transkription ausgesuchter pluripotenzassoziierter Gene

Zur Analyse der endogenen Expression ausgewahlter pluripotenzassoziierter Gene
wurden Zellen der ES Zelllinie cjes001 (Passage 91), Hautfibroblasten (Passage 3)
und vierfach transduzierte Zellen (28 Tage nach Transduktion) via qRT-PCR analysiert.

15 -
E=E cjes001 (P91)

Il Fibroblasten (P3)
E3 bona fide iPSCs (d28 p.t.)

Relative Genexpression

POUSF1 KLF4 sox2 mMyc LIN28A  NANOG DNMT3B  ZFP42

Abb. 33: Vergleichbare endogene Expression von KLF4

Tag 28 nach Transduktion: Die relativen Transkript-Mengen von POU5F1, KLF4,
SOX2, MYC, LIN28A, NANOG, DNMT3B und ZFP42 wurde mittels gqRT-PCR ermittelt.
Die Expression der untersuchten Gene wurde Uber die Haushaltsgene GAPDH und
RPL13A normalisiert. Die Expressionshéhen sind relativ zu der Expression in den
cjes001 Zellen gezeigt, die auf 1 gesetzt wurde. Die dargestellten Werte sind die aus
Triplikaten gebildeten arithmetischen Mittelwerte +/- SD.

Die Expression von KLF4 in den reprogrammierten Zellen war mit der in den ES Zellen
vergleichbar. Die Expression von SOX2 war in den putativen iPS Zellen fiinfmal héher
als in den Fibroblasten, aber nur halb so hoch wie in den ES Zellen. Die Expression
von POUSF1 war in den reprogrammierten Zellen ebenfalls hoher als in den Fibroblas-

ten und geringer als in den cjes001 Zellen (rund ein Zehntel).
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Da POUS5F1 gering und LIN28A, NANOG, DNMT3B und ZFP42 nicht exprimiert wur-

den, waren die Zellen nicht vollstandig reprogrammiert.

Expression pluripotenzassoziierter Oberflichenmolekiile

Die Expression der Oberflachenmolekiile SSEA4, SSEA3, GCTM-2, TRA-1-81 und
TRA-1-60 wurde zu vier unterschiedlichen Zeitpunkten (d55, d60, d68 und d76) durch-
flusszytometrisch untersucht. Zusatzlich wurde die Expression der ektop eingebrachten

Fluoreszenzproteine analysiert (Abb. 34 B).
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-4 TRA-1-60
0
ds55 d60 d68 d76
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Abb. 34: Expression der Oberflichenmolekiile und Fluoreszenzproteine

(A) Durchflusszytometrisch gemessene Expression von SSEA4, SSEA3, GCTM-2,
TRA-1-81 und TRA-1-60 in reprogrammierten Zellen (iber die Zeit; (B) Expression der
Fluoreszenzproteine 76 Tage nach Transduktion

Uber den dreiwdchigen Untersuchungszeitraum wurde eine nahezu gleichbleibende
Expression der unterschiedlichen Oberflachenmolekiile ermittelt (Abb. 34). Wahrend
der Anteil an SSEA4 und SSEA3 exprimierenden Zellen abnahm, erhdhte sich der An-
teil an TRA-1-60" und TRA-1-18" Zellen. Allerdings wurden die TRA-Marker lediglich
von einem geringen Teil der Zellen exprimiert. Auch noch 76 Tage nach Transduktion
konnte die Expression der Fluoreszenzproteine detektiert werden. Somit wurden die

lentiviralen Vektoren nicht abgeschaltet.
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Einfluss von Hypoxie auf die Reprogrammierung mit 4 separaten lentiviralen Ex-

pressionsvektoren

Um eine spontane ungerichtete Differenzierung von hES Zellen zu verhindern, kénnen
diese unter hypoxischen Bedingungen (3% O,, 5% CO,) kultiviert werden (Ezashi et
al.,, 2005). Zudem koénnen MEFs unter Hypoxie effizienter reprogrammiert werden
(Yoshida et al., 2009). Deshalb wurden die reprogrammierten Weillbuischelaffenzellen
unter hypoxischen Bedingungen (3% O,, 5% CO.) und bei 37°C in gesattigter H,O At-
mosphare kultiviert. Dabei wurden Zellen des Weiltblischelaffen #15997 (5 Tage) ver-

wendet.
A B -
2 o
»
5 3
£ E
[=] [=]
Z Z
2 o
b3 3
Q Q
o o
> >
I I
(6]
w
[TH
cC . " - - s
.Q B0 800 800~ 800 8O0
x
5| w o o w p
E 73% 1% 23% 1%
£ ] @ o

o 10t 10

SSEAM4— " SSEA3———+ GCTM-2———  TRA-1-81———  TRA-1-60 ——

Hypoxie

26% 1% 4% 0% 2%

SSEA4———+  SSEA3

10 3

GCTM-2———  TRA-1-81———  TRA-1-60 ——

Abb. 35: Einfluss hypoxischer Kulturbedingungen auf die Reprogrammierung

(A) Tag 15 nach Transduktion. Sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie Bildung
von morphologisch &hnlichen Kolonien; Mal3stabsbalken = 100 um; 100x Vergrée-
rung; (B) Tag 49 nach Transduktion: Zellpopulation in FSC vs. SSC unter Normoxie
und Hypoxie. (C) Tag 49: Anteil an positiven Zellen fiir die getesteten Oberflachenmo-
lekiile unter Normoxie und Hypoxie

Nach etwa 10 Tagen bildeten sich erste Kolonien (Abb. 35 A). Bei der
durchflusszytometrischen Messung zeigte sich, dass die unter hypoxischen Bedingun-
gen kultivierten Zellen gréf3er waren als die normoxisch kultivierten Zellen (Abb. 35 B).
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Die Messung der Expression der unterschiedlichen Oberflachenmoleklle ergab, dass
ein hoherer Anteil der unter normoxischen Bedingungen kultivierten Zellen SSEA4
exprimierte als hypoxisch kultivierte Zellen (Abb. 35 C). Dies gilt, wenn auch in geringe-
rem Male, ebenso fir GCTM-2 exprimierende Zellen. Allerdings konnte bei den
hypoxisch kultivierten Zellen ein héherer Anteil an TRA-1-60" Zellen gemessen wer-
den. Demnach hatte eine Verminderung des Sauerstoffdrucks keine positiven Auswir-

kungen auf den 4TF-Reprogrammierungsprozess.

3.8 Einfluss von Stochiometrie und Epigenetik

Scheinbar ist die Uberexpression der vier verwendeten Transkriptionsfaktoren nicht
ausreichend, um somatische Zellen des Weil3buschelaffen vollstandig zu reprogram-
mieren. Deshalb wurde der DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5-Azacytidin zur Manipula-

tion des Chromatinstatus zu den Zellen gegeben (vgl. Kapitel 3.3).

ds/PO d12/P1 d2s8/P3

d22/P2

Abb. 36: 4TF transduzierte Zellen ohne Zusatz von 5-AZA

In der Uberlagerung aller Fluoreszenzen (merge) ist zu erkennen, dass sich die
Spannbreite der unterschiedlichen Farbnuancen im Laufe der Zeit verringerte und sich
die Fluoreszenz der Kolonien in einem schmalen Farbbereich einpendelte; Mal3stabs-
balken = 100 uym, Tag 5, 12 und 22: 100x Vergr6Berung, Tag 28 und 33:
160x VergroBBerung

Ohne Zugabe von 5-AZA spielte sich die additive Farbmischung der Fluoreszenzen in
einem schmalen Farbbereich ab (Abb. 36). Demnach wurden die ektop eingebrachten
Faktoren in allen Zellen in einem &ahnlichen Verhaltnis zueinander exprimiert. Um die
Variation der Expressionsverhaltnisse und somit die Wahrscheinlichkeit eines fir die
Reprogrammierung optimalen stdchiometrischen Verhaltnisses der Transkriptionsfakto-

ren zu erhdéhen, wurde 5-AZA zu den Zellen gegeben.
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3.8.1 Einfluss von DNA-Methylierung auf die Reprogrammierungs-

effizienz mit vier separaten Expressionsvektoren
Um zu testen, ob die WeilRbuschelaffenzellen (#15997) durch eine Kombination von
unabhangigen Reprogrammierungsvektoren und einem DNA-Methyltransferase-
Inhibitor vollstandig reprogrammiert werden kénnen, wurden 10 Tage nach Transdukti-
on zwei Mal 5-AZA fir 48 Stunden ins Medium hinzugefligt. Dabei wurden zwei ver-
schiedenen Konzentrationen (0,5 uM und 5 pM) verwendet. Zudem wurden die Zellen
sowohl unter normoxischen (20% O,, 5% CO.,) als auch hypoxischen (3% O,, 5% CO,)
Bedingungen kultiviert.

3.8.2 Charakterisierung der vierfach transduzierten Zellen nach Demethy-

lierung

Im nachfolgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Plurioptenzanalyse nach der

Verwendung von 5-AZA unter Normoxie und Hypoxie dargestellt.

Morphologie der Kolonien

49 Tage nach Beginn der Reprogrammierung und 37 Tage nach zweimaliger Zugabe

von 5-AZA wurden die Kolonien hinsichtlich ihrer Morphologie begutachtet.

S0X2_dTomato MYC_venus

Abb. 37: Morphologie der vierfach transduzierten Kolonien nach Zugabe von 5-AZA

Beispielhalte Darstellung von mit 5-AZA behandelten Kolonien. Tag 49 nach Transduk-
tion und zweifacher Zugabe von 5 uM 5-AZA. Mal3stabsbalken = 100 um, 100x Ver-
gréBerung

Dabei bildeten sich sowohl kompakte als auch weniger kompakte Kolonien, die sich

zum Teil in der Zusammensetzung der sichtbaren Fluoreszenzproteine unterschieden.

Expression der lentiviralen Reportergene

Nach Zugabe von 5-AZA zeigten die mikroskopischen Aufnahmen der Kolonien veran-

derte Farbspektren.
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5-AZA
Ml

1. Mal 5-AZA

2. Mal 5-AZA

Abb. 38: Zugabe von 5-AZA erweitert das Farbspektrum der Kolonien

(A) Tag 17 nach Transduktion und erster Zugabe von 5-AZA. (B) Tag 21 nach Trans-
duktion und zweite Zugabe von 5-AZA fiir 48 h. Mal3stabsbalken = 100 um, 100x Ver-
gréerung

Nach der ersten Zugabe von 0,5 uM 5-AZA erschien ein Teil der Kolonien nicht mehr
gelbgrin, sondern orange oder blau. Die zweite Zugabe des Inhibitors flhrte zu einer
weiteren Vergroflerung des Farbspektrums: Neben weilllichgelben Kolonien bildeten
sich auch orange, blau und rot fluoreszierende Kolonien. Demnach tragt die Zugabe
von 5-AZA dazu bei, die stéchiometrische Verteilung der Transkriptionsfaktoren in den

Zellen zu variieren.

Aktivitédt der Alkalischen Phosphatase

Zum Nachweis der enzymatischen Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase wurden

normoxisch und hypoxisch kultivierte und mit 5-AZA behandelte Zellen gefarbt.
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5-AZA
]

Normoxie

Hypoxie

Abb. 39: Erhodhte Alkalische Phosphatase Aktivitat nach Zugabe von 5-AZA

Tag 90 nach Transduktion mit 0 uM, 0,5 uM und 5 uM 5-AZA unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen. Mal3stabsbalken = 100 um, 200x VergréBerung

Sowohl unter normoxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen bildeten sich
kompakte Kolonien. Allerdings begannen die Kolonien unter Hypoxie an den Randern
ungerichtet zu differenzieren. Die kompakten Kolonien waren unabhangig von den Kul-
turbedingungen lila-violett gefarbt, was auf eine erhdhte Aktivitat der AP hindeutete.
Die Zugabe von 5-AZA (in verschiedenen Konzentrationen) schien keinen Einfluss auf

die AP-Aktivitat zu haben.

Expression pluripotenzassoziierter Oberflaichenmolekiile

10 Tage nach Transduktion der Callithrix jacchus Zellen wurde der DNA-
Methyltransferase-Inhibitor 5-AZA in verschiedenen Konzentrationen und Intervallen zu
den Zellen gegeben (0,5 pM und 5 pM; vier bzw. sechs Mal fur 48 h). AnschlieRend
wurde die Expression der Oberflachenmolekile SSEA4, SSEA3, GCTM-2, TRA-1-81

und TRA-1-60 durchflusszytometrisch gemessen.
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5-AZA
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Abb. 40: Einfluss von 5-AZA auf die Expression von Oberflachenmolekiilen
(normoxisch)

Tag 61 nach Transduktion. Durchflusszytometrische Analyse mit und ohne Einfluss von
5-AZA in unterschiedlichen Konzentrationen: 4- bzw. 6-mal 0,5 uM sowie 4-mal 5 uM
flir je 48 h.

Die Zugabe des Inhibitors zu den normoxisch kultivierten bona fide iPS Zellen flhrte zu
keinem gréReren Anteil an Zellen, die die untersuchten Oberflachenmolekile expri-
mierten (vgl. Abb. 40). Bei der Zugabe von 5 uM 5-AZA stieg der Anteil an SSEA4"
Zellen lediglich von 56% auf 64%. Wurde eine geringere Konzentration des Inhibitors
verwendet, war der Anteil an SSEA4 exprimierenden Zellen sogar geringer. Die ande-
ren Oberflachenmolekdle, vor allem die TRA-Marker, wurden nur von einem kleinen
Teil der mit 5-AZA behandelten Zellen exprimiert.
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5-AZA
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Abb. 41: Einfluss von 5-AZA auf die Expression von Oberflachenmolekiilen
(hypoxisch)

Tag 83 nach Transduktion. Durchflusszytometrische Analyse mit und ohne Einfluss von

5-AZA in unterschiedlichen Konzentrationen: 4-mal 0,5 uM und 4-mal 5 uM fiir je 48 h.

Ahnlich wie bei den normoxisch kultivierten bona fide iPS Zellen zeigte der Inhibitor
auch bei den hypoxisch kultivierten Zellen keinen Effekt auf die Oberflachenexpression
(vgl. Abb. 41). Zwar konnte der Anteil an SSEA4" Zellen von 24% auf 30% gesteigert
werden, dieser Effekt konnte bei der Expression der anderen Oberflachenmolekile

jedoch nicht beobachtet werden.

Transkription ausgesuchter pluripotenzassoziierter Gene

Zur weiteren Charakterisierung der mit 5-AZA behandelten Zellen wurden diese via

gRT-PCR auf die Transkription unterschiedlicher Gene untersucht.
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Abb. 42;: Keine erhohte Expression der pluripotenzassoziierten Faktoren
nach Zugabe von 5-AZA (normoxisch)

Tag 47 nach Transduktion. Die relativen Transkript-Mengen von POUSF1, KLF4,
SOX2, MYC, LIN28A, NANOG und DNMT3B wurden mittels gRT-PCR ermittelt. Die
Expression der untersuchten Gene wurde (ber die Haushaltsgene GAPDH und
RPL13A normalisiert. Die Expressionshéhen sind relativ zur Expression in cjes001
Zellen gezeigt, die auf 1 gesetzt wurde. Die dargestellten Werte sind die aus Triplikaten
gebildeten arithmetischen Mittelwerte +/- SD.

Die normoxisch kultivierten und nicht mit 5-AZA behandelten Zellen zeigten eine ver-
gleichsweise hohe Expression von KLF4 und MYC (Abb. 42). Die mit 5-AZA kultivierten
Zellen zeigten hingegen eine reduzierte Expression von KLF4 und MYC. Die Expressi-
on von SOX2 und DNMT3B wurden nur in geringem Malie detektiert. Die weiteren
analysierten Gene wurden weder in den unbehandelten noch in den mit 5-AZA kulti-
vierten Zellen induziert. Demnach wurde die unter Normoxie durchgefiihrte Reprog-

rammierung durch die Zugabe des Inhibitors nicht befordert.
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Abb. 43: Ahnlich hohe Expression von KLF4 nach Zugabe von 5-AZA
(hypoxisch)

Tag 49 nach Transduktion. Die relativen Transkript-Mengen von POUSF1, KLF4,
SOX2, MYC, LIN28A, NANOG und DNMT3B wurden mittles qRT-PCR ermittelt. Die
Expression der untersuchten Gene wurde (ber die Haushaltsgene GAPDH und
RPL13A normalisiert. Die Expressionshbhen sind relativ zu der Expression in Callithrix
jacchus ES Zellen gezeigt, die auf 1 gesetzt wurde. Die dargestellten Werte sind die
aus Triplikaten gebildeten arithmetischen Mittelwerte +/- SD.

POUSF1

Unter hypoxischen Bedingungen induzierte die Zugabe von 5-AZA die Expression von
KLF4 und MYC. Diese lagen nach Zugabe von 0,5 uM 5-AZA naher am Vergleichswert
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1 als bei der Zugabe von 5 yM. Alle anderen Gene wurden, unabhangig von der Kon-
zentration des Inhibitors, jedoch nicht induziert. Demzufolge zeitigte die Zugabe von 5-

AZA auch unter Hypoxie keine positive Wirkung auf den Reprogrammierungsprozess.

3.9 Transduktion der Callithrix jacchus Zellen mit LIN28A

Die bisherigen Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Verwendung der vier
Yamanaka-Faktoren nicht ausreichte, um Callithrix jacchus Fibroblasten vollstandig zu
reprogrammieren. Allerdings kdnnen zur Reprogrammierung auch andere Faktoren
verwendet werden. So wurden humane Fibroblasten mit den Faktoren OCT4, SOX2,
NANOG und LIN28 in iPS Zellen transformiert (Yu et al., 2007). Besonders LIN28 ist
fur die Reprogrammierung fetaler Leberzellen des Weiltblschelaffen unverzichtbar
(Tomioka et al., 2010). Deshalb wurde LIN28A sowohl nach erfolgter 4TF-Transduktion
nachtraglich in die teilreprogrammierten Zellen transduziert (Kapitel 3.9.1) als auch
gemeinsam mit den Yamanaka-Faktoren zur Transduktion der primaten Zellen ver-
wendet (Kapitel 3.9.2).

3.9.1 Einfluss von LIN28A auf partiell reprogrammierte Zellen

Nach der zusatzlichen Transduktion der 4TF-transduzierten, teilreprogrammierten Zel-

len mit dem LIN28A-Expressionsvektor wurde diese charakterisiert.

Morphologie der Kolonien/Expression der lentiviralen Reportergene

Abbildung 44 zeigt sowohl die Kolonien der 4TF-transduzierten als auch die der zu-

satzlich mit LIN28A transduzierten Zellen.
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Abb. 44: Transduktion teilreprogrammierter Zellen mit LIN28_dTomato

Tag 151 nach Transduktion und 14 Tage nach der zusétzlichen Transduktion mit
LIN28_dTomato. Mal3stabsbalken = 100 um, 200x Vergré3erung

Unabhangig von der Art und Weise der Transduktion bildeten sich runde, kompakte
Kolonien, die sich deutlich von ihrer Umgebung abgrenzten. Eine erfolgreiche Trans-
duktion mit dem LIN28A-Expressionsvektor konnte allerdings mikroskopisch nicht er-
mittelt werden, da die Expressionsvektoren, die LIN28A und SOX2 exprimierten, beide

dTomato kodierten.
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Expression pluripotenzassoziierter Oberflachenmolekiile

Die vierfach transduzierten Zellen sowie die nachtraglich mit LIN28A transduzierten
teilreprogrammierten Zellen wurden an drei Tagen auf die Expression von SSEA4,
SSAE3, GCTM-2, TRA-1-81, TRA-1-60 und E-Cadherin hin untersucht (Abb. 45).
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Abb. 45: Nachtragliche Transduktion mit LIN28A erhdht Anteil an Oberfla-
chenmarker exprimierenden Zellen

Tag 137 nach Transduktion. Durchflusszytometrische Messung von vierfach und zu-
sétzlich mit LIN28 transduzierte Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

Nach viermonatiger Kultivierung exprimierten alle vierfach transduzierten sowie alle
nachtraglich mit dem LIN28A-Expressionsvektor transduzierten Zellen SSEA4. Aller-
dings exprimierte ein hoherer Anteil an LIN28A-transduzierten Zellen GCTM-2 (73%),
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TRA-1-81 (17%) und E-Cadherin (100%). Demnach wirkt sich die zusatzliche Trans-

duktion mit LIN28A positiv auf den Reprogrammierungsprozess aus.

3.9.2 Reprogrammierung mit 5 separaten lentiviralen Vektoren

Die somatischen Fibroblasten des Weiliblschelaffen wurden zudem mit allen funf
bicistronischen lentiviralen Expressionsvektoren direkt transduziert (5TF) und sowonhl

unter normoxischen als auch hypoxischen Bedingungen kultiviert.

Morphologie der Kolonien/Expression der lentiviralen Reportergene
Sowohl die vierfach als auch die funffach transduzierten Zellen formten unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen Kolonien, die sich deutlich von den

Stromazellen abgrenzten. (Abb. 46).
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Abb. 46: 4TF- und 5TF-transduzierte Zellen unter Normoxie und Hypoxie

Tag 7 nach Transduktion. 4TF: OCT4, SOX2, KLF4 und MYC, 5TF: OCT4, SOX2,
KLF4, MYC und LIN28. Mal3stabsbalken = 100 um, 200x Vergré3erung

Die funffach transduzierten Zellen bildeten kompaktere Kolonien als die 4-TF-
transduzierten Zellen aus. Die mikroskopische Analyse zeigte, dass alle Zellen die un-
terschiedlichen Reporterfluoreszenzgene exprimierten. Eine erfolgreiche Transduktion
mit LIN28A konnte wie in den Versuchen zuvor mikroskopisch nicht nachgewiesen
werden, da die Expressionsvektoren, die LIN28A und SOX2 exprimierten, beide
dTomato kodierten (s. untere Bildreihe).
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Aktivitédt der Alkalischen Phosphatase
Zur weiteren Charakterisierung der putativen iPS Zellen wurde die Expression der Al-

kalischen Phosphatase bestimmt.

4TF __STF

Normoxie

Hypoxie

Abb. 47: Expression Alkalischer Phosphatase bei 4TF- und 5TF-transduzier-
ten Zellen

Tag 18 nach Transduktion. Kulturbedingungen: hypoxisch/normoxisch, 4TF: OCT4,
SOX2, KLF4 und MYC, 5TF: OCT4, SOX2, KLF4, MYC und LIN28. MaR3stabsbalken =
100 um, 100x Vergrél3erung

Sowohl die 4TF- als auch die 5TF-transduzierten Zellen zeigten unter normoxischen

und hypoxischen Bedingungen eine erhdhte Expression der Alkalischen Phosphatase.

Expression pluripotenzassoziierter Oberflaichenmolekiile

Die putativen iPS Zellen, die mit Hilfe einer Uberexpression von 4 bzw. 5 Faktoren ge-
neriert wurden, wurden durchflusszytometrisch auf die Expression von SSEA4, SSEAS3,
GCTM-2, TRA-1-81, TRA-1-60 und E-Cadherin untersucht. Dabei wurden die sowohl
normoxisch als auch hypoxisch kultivierten Zellen an drei unterschiedlichen Tagen ge-

messen.
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Abb. 48: Durchflusszytometrische Messung der Expression von
Pluripotenzmolekiilen bei 4TF- und 5TF-transduzierten Zellen

16, 35 oder 45 Tage nach Transduktion. Kulturbedingungen: normoxisch/hypoxisch.
(A) Messung an drei unterschiedlichen Zeitpunkten; (B) Expression von E-Cadherin in
den reprogrammierten Zellen (d45/46), den Fibroblasten und den Zellen der ES Zellli-
nie cjes001.

Die durchflusszytometrischen Messungen zeigten, dass ein groRer Anteil der putativen
iPS Zellen SSEA4 exprimierten (vgl. Abb. 48 A, erstes Diagramm). Der héchste Anteil
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an SSEA4 exprimierenden Zellen wurde allerdings bei den vierfach transduzierten Zel-

len, die unter Normoxie kultiviert wurden, gemessen (rund 80%).

Der Anteil an E-Cadherin exprimierenden Zellen war in den 5TF-transduzierten Zellen
sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie hoher als in den 4TF-transduzierten
Zellen. Der héchste Anteil an E-Cadherin exprimierenden Zellen (rund 75%) wurde in
den 5TF-transduzierten Zellen unter Hypoxie gemessen. Zum Vergleich: Uber 90% der
ES Zellen aber nur 3% der unbehandelten Fibroblasten exprimierten E-Cadherin (vgl.
Abb. 48 B). Die anderen Oberflachenmolekule wurden nur von einem sehr geringen
Teil der 4TF- bzw. 5TF-Zellen exprimiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass die 5TF-Transduktion mit LIN28A keinen positiven Ein-

fluss auf den Pluripotenzstatus der transduzierten Callithrix jacchus Zellen hatte.

3.10 Transkriptomanalyse der teilreprogrammierten primaten Zellen

Um die Transkriptome der unterschiedlich kultivierten Callithrix jacchus piPS Zellen mit
denen der Hautfibroblasten und der ES Zellen zu vergleichen, wurde im
Transkriptomanalyselabor (TAL) in Géttingen eine RNA-Seq durchgeflihrt. Dabei wur-
den die aus der RNA transkribierten cDNA-Sequenzen gegen das teilsequenzierte und
noch nicht vollstandig zugeordnete Genom des Weiliblschelaffen abgeglichen. Die
einzelnen identifizierten Transkripte wurden daraufhin gezahlt und Uber interne Stan-
dards normalisiert (DESeq). Anhand derjenigen Gene, die die starkste Varianz aufwie-

sen (oberes Terzil), wurde eine Hauptkomponentenanalyse erstellt (Abb. 49).

piPS (ESML+rhLIF)
[ |

50 = Fibroblasten
piPS (¢j Medium)

[ ]
piPS (ESML+rhLIF+bFGF)

piPS (ESML+rhLIF+CM)

-50 1

Component 2 (31,11%)

-100-

]
cjes001

'1 50 T T T T T
-50 0 50 100 150

Component 1 (35,20%)

Abb. 49: Hauptkomponentenanalyse im Rahmen einer Transkriptomanalyse

Tag 64 nach Transduktion mit hOKSM_dTomato. Gemeinsame Analyse der cjes001
Zellen (P91), der Fibroblasten (P3) und der teilreprogrammierten Zellen in unterschied-
lichen Kulturmedien.
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Der Vergleich der Transkriptome zeigte eine hdhere Ahnlichkeit zwischen den piPS
Zellen und den Zellen der ES Zelllinie als zwischen den Fibroblasten und den ES Zel-
len (vgl. Abb. 49, Component 1). Dass sich die piPS Zellen auf kleinem Raum gruppier-
ten, zeigte ihre  Ahnlichkeit zueinander. Allerdings waren die im
ESML+rhLIF+CM(cjes001)-Medium kultivierten piPS Zellen den ES Zellen am ahn-
lichsten (vgl. Abb. 49, Component 2).

Mit Hilfe der gezahlten Transkripte konnte zudem eine HeatMap erstellt werden, in der
die 50 Gene, die zwischen den Zellen der ES Zelllinie und den Fibroblasten am unter-

schiedlichsten exprimiert wurden, aufgefuhrt wurden (vgl. Abb. 50).

Zelltyp: cjes001 Fibroblasten piPSCs

Medium: ESML ¢j Medium cj Medium ESML+rhLIF ESML+rhLIF ESML+rhLIF
+bGFG +bFGF +CM(cjes001)

Abb. 50: Unterschiede in der Genexpression zwischen ES Zellen und Fibrob-
lasten: Die 50 Top-Gene

Tag 64 nach Transduktion. Im Zuge der Transkriptomanalyse wurden 50 differentiell

exprimierte Gene ermittelt. Diese wurden mit den hOKSM-transduzierten Zellen in un-

terschiedlichen Kulturmedien verglichen. Haufig gezéhlte Transkripte erscheinen gelb,

selten gezéhilte erscheinen blau.
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Die HeatMap zeigte, dass die pluripotenzassoziierten Gene NANOG, LEFTY2 sowie
NLRP7 in den in ESML+rhLIF+bFGF und ESML+rhLIF+CM(cjes001) kultivierten piPS
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Zellen ahnlich hoch exprimiert waren wie in den ES Zellen. Die Expression der weite-
ren mit Pluripotenz assoziierten Gene UTF1, TDGF und CDH3 war in den piPS Zellen

niedriger als in den ES Zellen.

Wahrend die Expression von UTF1 einen ersten Hinweis auf potenziell pluripotente
Zellen gibt (Galonska et al., 2014), ist NLRP7 an der differentiellen, maternalen DNA-
Methylierung beteiligt (Mahadevan et al., 2014). P-Cadherin wiederum wurde als ein
weiterer Zelloberflachenmarker zur ldentifizierung pluripotenter Zellen definiert (Kolle et
al., 2009). Daruber hinaus konnten Hough et al. zeigen, dass vollstandig pluripotente
Zellen TDGF exprimieren (Hough et al., 2009). Das Zusammenspiel von Lefty-1 und
Lefty-2 steuert zudem das Verhaltnis von Selbsterneuerung und Differenzierung in ES
Zellen der Maus (Kim et al., 2014).

Mit Hilfe der RNA-Seq konnten also einige pluripotenzassoziierte Gene in den partiell
reprogrammierten Zellen des Weillbuschelaffen ermittelt werden. Allerdings konnte
durch die RNA-Seq kein Schlisselfaktor ausgemacht werden, mit dessen Hilfe eine
vollstandige Reprogrammierung der Callithrix jacchus Zellen mdglich ware. Auch eine
Hoch- oder Runterregulation von Gengruppen, die beispielsweise Uber bestimmte Sig-
naltransduktionswege zusammenhangen und in die man gezielt eingreifen konnte,

konnte nicht ermittelt werden.

Fur die Analyse wurden die Transkripte nur gegen das teilsequenzierte Genom des
Callithrix jacchus abgeglichen. Zwar wurde das Genom eines weiblichen Weillbuischel-
affen inzwischen vollstandig entschlisselt (Worley et al., 2014), allerdings sind noch
nicht alle Gene hinsichtlich ihrer Funktionen analysiert. Wenn diese Analysen abge-
schlossen sein sollten, kdnnten aus einem Abgleich der vollstandigen Genomdaten mit

den aus der RNA-Seq erhaltenen Daten weitere Erkenntnisse gewonnen werden.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, iPS Zellen aus somatischen Zellen des Callithrix jacchus zu
generieren. Dafur wurden unterschiedliche Reprogrammierungsstrategien verfolgt, die

allesamt zu stabil partiell reprogrammierten (piPS) Zellen fihrten.

Diese piPS Zellen wiesen unterschiedliche Merkmale von Pluripotenz auf — je nachdem
welches Vektorsystem flr die Expression der Reprogrammierungsfaktoren verwendet
wurde, in welchen Medien die Zellen kultiviert wurden, unter welchem Sauerstoffparti-
aldruck die Kultivierung erfolgte oder welche Small Molecules ins Medium zugegeben

wurden, um die DNA Methylierung oder Signaltransduktion zu verandern.

Einfluss der diversen lentiviralen Vektorsysteme auf die Reprogrammierung

Die Verwendung eines lentiviralen Vektors, von dem die kodierenden Regionen der
humanen Transkriptionsfaktoren OCT4, KLF4, SOX2 und MYC polycistronisch tran-
skribiert und anschlieRend mittels 2A-Esterasen ko-translational separiert wurden, ge-
wahrleistet eine Expression der Transkriptionsfaktoren in einem stabilen stéchiometri-
schen Verhaltnis. Zudem konnte mit der Verwendung eines polycistronischen Vektors
eine hoéhere Transduktionseffizienz erreicht werden als bei der Verwendung der sepa-
raten Vektoren (vgl. Kapitel 3.2.1 und Kapitel 3.7.1), da bei diesen nur wenige Zielzel-
len von allen Vektoren transduziert werden konnten. Zudem musste bei der Verwen-
dung separater Vektoren eine wesentlich héhere MOI (multiplicity of infection) einge-
setzt werden, um alle Reprogrammierungsfaktoren in die gleiche Zelle einzubringen,
wodurch das Insertionsmutageneserisiko deutlich erhdht wird. Ein weiterer Vorteil des
in dieser Arbeit eingesetzten polycistronischen Vektors ist, dass er flankierende FRT-
Sites aufweist, die eine fast vollstdndige Exzision mittels der Flp-Rekombinase ermoég-
lichte (Voelkel et al., 2010). Zudem wurde hOKSM innerhalb unserer Arbeitsgruppe zur
Reprogrammierung von primaren Zellen des Menschen (Nabelschnur-
Venenendothelzellen und Hautfibroblasten) und der Maus (MEFs und Hautfibroblasten)
(vgl. Kapitel 3.5) bereits erfolgreich eingesetzt. Doch obwohl die Hautfibroblasten des
Callithrix jacchus nach gleichem Protokoll wie die Zellen des Menschen und der Maus
behandelt wurden und auch die ersten Phasen der Reprogrammierung zu durchzulau-
fen schienen (vgl. Kapitel 3.2.2), konnten sie trotzdem nicht zu vollstandig induzierten
pluripotenten Stammzellen reprogrammiert werden.

In der bis dato einzigen Verodffentlichung zur Reprogrammierung von WeilRblischelaf-
fenzellen mit dem hier ebenso verwendeten polycistronischen lentiviralen Vektor wurde
gezeigt, dass mit Hilfe dieses Vektors und eines ganzen Panels an Small Molecules in

einem chemisch definierten Medium (mTeSR™, Stemcell Technologies) Knochen-
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marks-MSCs des Weillblschelaffen vollstdndig reprogrammiert werden konnten
(Wiedemann et al., 2012). Allerdings wurde dabei eine im Vergleich zu den mitgefuhr-
ten ES Zellen deutlich geringere Transkriptmenge von OCT4, SOX2 oder LIN28 ge-
messen. Zudem dauerte der Reprogrammierungsprozess sehr lange. Erst nachdem
die Zellen uber 20 Passagen in Kultur gehalten wurden, war ihre Morphologie mit der
der Weillbuschelaffen ES Zellen vergleichbar. Da die Zellen alle 7-10 Tage passagiert
wurden, bedeutete dies, dass der Beginn der Reprogrammierung bereits tiber 6 Mona-
te zurick lag, bevor die Zellen charakterisiert wurden. Dariber hinaus wurde die Ex-
pressionskassette erst nach 64 Passagen (ca. 1 V2 Jahre) stillgelegt. Im Vergleich dazu
wurde der Vektor in Zellen aus der Maus nach etwa 12 Tagen (Theunissen und
Jaenisch, 2014) und in humanen Zellen nach zirka 21 Tagen (Maherali und
Hochedlinger, 2008) still gelegt. Die Transduktion mit hOKSM hatte also auch bei Wie-

demann et al. keine ausreichend effiziente Reprogrammierung zur Folge.

Deshalb stellte sich die Frage, ob der verwendete polycistronische Vektor geeignet ist,
Weillbuschelaffenzellen effizient zu reprogrammieren. Moéglicherweise wird zur Rep-
rogrammierung von Callithrix jacchus Zellen ein anderes stéchiometrisches Verhaltnis
der Transkriptionsfaktoren bendétigt als zur Generierung humaner iPS Zellen, da die
Stochiometrie der Transkriptionsfaktoren in humanen ES Zellen und ES Zellen des
Weillbuschelaffen unterschiedlich ist (vgl. Abb. 26). Demnach ware es von Vorteil, die
Transkriptionsfaktoren voneinander entkoppelt in die Zielzellen einzubringen, so dass
sich das stochiometrische Verhaltnis der Faktoren zueinander von selbst einstellen
kann (Papapetrou et al., 2009; Tiemann et al., 2011). Dass die Reihenfolge der Trans-
kriptionsfaktoren auf dem Vektor von besonderer Bedeutung fir die Reprogrammie-
rung ist, konnten Carey et. al zeigen. Nachdem sie bei der Reprogrammierung von
Mausfibroblasten die Position von Sox2 und Kif4 auf einem polycistronischen Vektor
(Reihenfolge: 5-OSKM-3‘ anstatt 5-OKSM-3) vertauschten, wiesen die mit OSKM
transduzierten Zellen eine héhere Chimarbildungsrate auf (Carey et al., 2011). Dass
Carey et al. nur mit dem Expressionsvektor OSKM sogenannte ,all-iPSC Mice* erzeu-
gen konnten, war vor allem darauf zurlickzuflihren, dass bei der Verwendung dieses
Vektors die Expression von Poubf1 und Kif4 héher als die Expression von Sox2 und
Myc war. Der Vektor OKSM fuhrte dahingegen zu einer héheren Expression von Sox2
und Myc. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich flr die endogenen Transkriptionsfakto-
ren SOX2 und MYC ein ahnlicher Befund (vgl. Abb. 16). Demnach sind OCT4 und
KLF4 fur die Aktivierung und Aufrechterhaltung der autoregulatorischen Schleife in iPS
Zellen ausschlaggebend.

Da das stdchiometrische Verhaltnis der Transkriptionsfaktoren auf polycistronischen

Vektoren aber festgelegt ist, wurden die somatischen Zellen des Wei3blschelaffen in
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weiteren Versuchen mit separaten Vektoren transduziert, die OCT4, KLF4, SOX2 und
MYC kodierten.

Dabei waren bereits nach 28 Tagen ausreichend Zellen fiir eine Charakterisierung vor-
handen. Die beschleunigte Koloniebildung kann dabei durch eine vermehrte Integration
des Onkogens Myc in das Genom erklart werden, da bei einer Reprogrammierung mit
Myc stets mehr Kolonien gebildet werden (Nakagawa et al., 2008). Die Ergebnisse
dieser Arbeit belegen allerdings nicht, dass eine sich selbst einstellende stéchiometri-
sche Verteilung der Transkriptionsfaktoren zu besseren Reprogrammierungsergeb-
nissen fuhrt, da lediglich partiell reprogrammierte Zellen generiert werden konnten (vgl.
Kapitel 3.7.2). Zwar wurde eine Reprogrammierung von Fibroblasten neugeborener
WeilRblUschelaffen mit vier separaten lentiviralen Vektoren beschrieben (Wu et al.,
2010), allerdings missen die Ergebnisse in Frage gestellt werden, da die generierten
iPS Zellen nur mit den Zellen einer humanen ES Zelllinie (I6 oder auch TEO6) (Amit
und ltskovitz-Eldor, 2002) und nicht mit Zellen einer Callithrix jacchus ES Zelllinie ver-
glichen wurden. Zudem wurde das Differenzierungspotential der Zellen nur in vivo
durch einen Teratom Assay nachgewiesen. Allerdings wurden die putativen iPS Zellen
nicht in vitro, z. B. Uber eine EB-Formierung, differenziert. Zudem wurden die Fibrob-
lasten drei Mal hintereinander mit allen vier Vektoren transduziert. So konnte maogli-
cherweise eine ausreichend hohe Expression der Transkriptionsfaktoren gewahrleistet

werden, allerdings wurde so auch das Insertionsmutageneserisiko erhoht.

Es konnten also weder mit dem polycistronischen lentiviralen Vektor noch mit den se-
paraten bicistronischen Vektoren vollstandig reprogrammierte iPS Zellen erzeugt wer-
den. Ein Grund daflir kdnnte sein, dass die Weillblschelaffenzellen aufgrund der un-
terschiedlichen Aminosauresequenzen nur mit primaten Transkriptionsfaktoren repro-
grammiert werden kdnnen. Allerdings stimmen die Aminosauresequenzen der Callithrix
jacchus Proteine mit denen der humanen Proteine, POU5F1, SOX2 und KLF4, Uber-
wiegend uberein (98,3%, 99,7% bzw. 99,4%). Bei den kritischen Domanen, die die
Aktivitdten der drei Transkriptionsfaktoren stellen, wird die Ubereinstimmung beson-
ders deutlich: Hier stimmen die Domanen der humanen als auch der primaten Faktoren
zu 100% Uberein (Wu et al., 2010). GemaRk der NCBI-Datenbank liegt die Uberein-
stimmung der Aminosauresequenzen zwischen den humanen Transkriptionsfaktoren
und denjenigen der Maus hingegen bei lediglich 86% (POU5F1), 96% (SOX2) bzw.
90% (KLF4). Trotzdem konnten die Mauszellen mit hOKSM erfolgreich reprogrammiert
werden (vgl. Kapitel 3.5). Demnach muissen die Proteine bezuglich ihrer Funktion so
stark konserviert sein, dass die Mausfibroblasten mit humanen Faktoren reprogram-
miert werden konnten. Fir die Reprogrammierung von Callithrix jacchus Zellen folgt

daraus entgegen der anfangs getroffenen Annahme, dass die Ubereinstimmung der
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Aminosauresequenzen zwischen den beiden Systemen keinen ausschlaggebenden
Punkt fur eine erfolgreiche Reprogrammierung mit humanen Transkriptionsfaktoren

darstellt.

Eine Transduktion mit den Yamanaka-Faktoren, unabhangig vom Vektorsystem, flihrte
also lediglich zu teilreprogrammierten Weillbischelaffenzellen. Im weiteren Verlauf der
Arbeit wurde deshalb versucht, eine vollstdndige Reprogrammierung der stabilen piPS
Zellen durch eine nachtragliche Transduktion mit dem LIN28A-Expressionsvektor zu
erzielen (vgl. Kapitel 3.9), da humane Fibroblasten mit einer Kombination aus OCT4,
SOX2, NANOG und LIN28 reprogrammiert wurden (Yu et al., 2007) und die LIN28-
Expression die Reifephase im Reprogrammierungsprozess unterstitzt (Tanabe et al.,
2013). Zudem konnten fetale Hepatozyten des WeilRbuschelaffen mit den Yamanaka-
Faktoren und dem RNA-bindenden Protein LIN28 erfolgreich reprogrammiert werden
(Tomioka et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit konnten die 4TF-reprogrammierten
piPS Zellen aber nicht in vollstandig reprogrammierte Zellen Gberflihrt werden, obwohl
die zusatzliche Transduktion mit LIN28A zunachst einen positiven Effekt auf die Ex-
pression der pluripotenzassoziierten Oberflachenmolekiile zeigte (vgl. Abb. 45). Z. B.
exprimierten alle Zellen spatestens an Tag 43 nach Transduktion das Oberflachenpro-
tein E-Cadherin, welches den Zell-Zell-Kontakt bei der iPS Zell-Bildung unterstitzt
(Chen et al., 2010) und bei der Reprogrammierung von Mauszellen Oct4 ersetzen kann
(Redmer et al., 2011). AulBerdem fungiert E-Cadherin im Maussystem als
Pluripotenzmarker (Chen et al., 2011). In dieser Arbeit zeigte sich, dass die E-Cadherin
exprimierenden Zellen aber nicht die spaten Pluripotenzmarker TRA-1-60 oder TRA-1-
81 im hohen MaRe exprimierten (vgl. Abb. 45). Demnach war die Uberfiihrung der
stabil partiell reprogrammierten Zellen in den pluripotenten Status durch eine nachtrag-
liche Transduktion mit LIN28A letztendlich nicht erfolgreich. Da die piPS Zellen zum
Zeitpunkt der nachtraglichen Transduktion bereits Uber 4 Monate in Kultur waren, wur-

de der Reprogrammierungsprozess maglicherweise nicht mehr von LIN28A unterstitzt.

Deshalb wurden die Fibroblasten des WeilRbuschelaffen in einer weiteren Versuchsrei-
he mit den Yamanaka-Faktoren und LIN28A direkt finffach transduziert. Im Anschluss
daran bildeten sich zunachst AP positive Kolonien (vgl. Abb. 47). Die
durchflusszytometrischen Messungen zeigten jedoch — auch Uber die Zeit — nur eine
Zunahme E-Cadherin exprimierender Zellen. Bei den TRA-Oberflachenmarkern konnte
hingegen keine erhdhte Expression festgestellt werden (vgl. Abb. 48). Demnach fuhrte
die 5TF-Reprogrammierung der Callithrix jacchus Fibroblasten lediglich zu stabil rep-

rogrammierten piPS Zellen.

Unabhangig von den verwendeten Vektorsystemen konnte in jeder Versuchsreihe be-

obachtet werden, dass der/die Expressionsvektor/en nicht stillgelegt wurde/n. Dem-
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nach wurden die retroviralen Vektoren wahrend des Reprogrammierungsprozesses
nicht de novo methyliert (Wernig et al., 2007). Eine solche Stilllegung ist jedoch eine
Grundvoraussetzung fur die spatere erfolgreiche Differenzierung (Okita et al., 2007).
Zellen, deren Reprogrammierungsvektoren weiterhin ektop exprimiert werden, weisen
in Teratom Assays grundsatzlich ein sehr schlechtes Tumorbildungspotenzial auf
(Brambrink et al., 2008). Warum der/die Reprogrammierungsvektor/en in den Callithrix

jJjacchus Zellen nicht stillgelegt wurden, konnte nicht geklart werden.

Es konnte ebenfalls nicht geklart werden, ob die verwendete Expressionshohe des
Vektors flr eine vollstdndige Reprogrammierung ausreichend war. So koénnte es sein,
dass die ektope Expression der transduzierten Transkriptionsfaktoren unabhangig vom
verwendeten Vektorsystem stets zu gering war, um das Pluripotenznetzwerk zu aktivie-
ren. Versuche im Maussystem hatten gezeigt, dass bei Zellen, deren Reprogrammie-
rungsprozess geblockt wurde, eine Steigerung der Expression von Poubf1, Kif4, Sox2
und Myc die Aufhebung von Blockaden bewirkt (Polo et al., 2012). Zudem konnte eine
unbalancierte oder unvollstandige Induktion der endogenen Pluripotenzgene dazu ge-

fuhrt haben, dass lediglich piPS Zellen generiert werden konnten.

Des Weiteren ist noch offen, inwieweit sich ein langerer Kultivierungszeitraum positiv
auf den Reprogrammierungsprozess auswirkt. Nishino et al. zeigten zwar, dass reprog-
rammierte Zellen ES Zellen immer ahnlicher werden, je langer sie in Kultur gehalten
werden, da sich das Methylom der iPS Zellen dem der ES Zellen angleicht (Nishino et
al., 2011). Die 4TF-reprogrammierten Zellen wurden deshalb mehr als ein halbes Jahr
kultiviert. Jedoch wurde dabei weder die Expression der Vektoren herunterreguliert
noch konnte ein hdherer Anteil an Zellen beobachtet werden, die pluripotenzassoziierte

Oberflachenmolekule exprimierten (vgl. Abb. 45, dritte Spalte von links).

Diesen Teil der Diskussion abschlieRend kann festgehalten werden, dass unabhangig
vom verwendeten Vektorsystem und der in die Zellen eingebrachten Faktoren stabile
piPS Zellen des Weillbuschelaffen generiert werden konnten. Demnach konnten in
weiteren Versuchsreihen mehr als funf oder andere Faktoren als die hier verwendeten
eingesetzt werden oder die Expression bestimmter Gene gezielt herunterreguliert wer-

den, um Callithrix jacchus Fibroblasten vollstandig zu reprogrammieren.

Beispielweise konnten fetale Hepatozyten des Weillbuschelaffen nur mit Hilfe von
sechs Faktoren (OCT4, KLF4, SOX2, MYC sowie zusatzlich LIN28 und NANOG) re-
programmiert werden (Tomioka et al., 2010). Hinsichtlich der Reprogrammierung mit
den Yamanaka-Faktoren beschrieben Tomioka et al., dass es ihnen hingegen nicht
moglich war, vollstandig reprogrammierte iPS Zellen aus adulten oder neugeborenen
Fibroblasten, fetalen Hepatozyten, sowie Knochenmarks-MSCs herzustellen. Zwar

konnten sie wie in dieser Arbeit Kolonien erzeugen, jedoch wurden die Vektoren in den
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Zellen ebenfalls nicht stillgelegt. Zudem konnte Liao et al. im humanen System zeigen,
dass durch die Verwendung von sechs anstelle von vier Faktoren die transduzierten
Zellen nicht nur schneller erste Kolonien (12 Tage bei 4TF, 7 Tage bei 6TF) sondern

auch deutlich mehr AP positive Kolonien bildeten (Liao et al., 2008).

Da inzwischen weitere Faktoren identifiziert werden konnten, mit denen Zellen repro-
grammiert werden kénnen, kénnte zur Reprogrammierung von Weillbuschelaffenzellen
auch eine andere Transkriptionsfaktor-Kombination verwendet werden. Z. B. konnten
durch die zusatzliche Expression von hTERT und SV40 mit den vier Yamanaka-
Faktoren humane Zellen vollstédndig reprogrammiert werden. Allerdings konnte die In-
tegration von hTERT und SV40 in den iPS Zellen nicht nachgewiesen werden. Park et
al. zeigten aber, dass die mit hTERT und SV40 transduzierten Zellen die mit den
Yamanaka-Faktoren transduzierten Zellen hin zu einer vollstdndigen Reprogrammie-
rung unterstitzen (Park et al., 2008). Zudem konnte bei der Reprogrammierung von
Mausfibroblasten nachgewiesen werden, dass der Faktor Nr5a2 mit Sox2 und Kif4
interagiert und Nanog aktivieren kann (Heng et al., 2010). Bei Tests mit dem Kernre-
zeptor Essrb (estrogen-related receptor beta) zeigte sich, dass der Transkriptionsfaktor
KIf4 durch diesen ersetzt werden kann und so Mausfibroblasten mit Oct4, Sox2 und
Essrb reprogrammiert werden konnten (Feng et al., 2009). Auch eine Verwendung des
Transkriptionsfaktors Glis1 (Gli-like transcription factor) ware moglicherweise vorteil-
haft, da dieser die Generierung von iPS Zellen im Mensch- und Maussystem férdert,
indem Glis1 sowohl die Faktoren Myc, Nanog, Lin28, Wnt, Essrb als auch die MET
unterstitzt (Maekawa et al., 2011). Daruber hinaus kann die autoregulatorische
Pluripotenzschleife auch mit unterschiedlichen Variationen der Faktoren Oct4, Esrrb,
Nanog, KIf4, Myc, Sall4, Lin28 und Dppa2 (developmental pluripotency associated 2)
aktiviert werden — wenn auch mit unterschiedlich hohen Effizienzgraden (Buganim et
al., 2012).

Allerdings unterstutzt nicht nur eine zusatzliche ektope Expression unterschiedlicher
Gene den Reprogrammierungsprozess. Auch eine gezielte Herunterregulierung sto-
render Faktoren konnte zur vollstdndigen Reprogrammierung von Callithrix jacchus
Zellen beitragen, da z. B. humane Zellen durch die gezielte Abschaltung von p53 mit
Hilfe von siRNA und der gleichzeitigen Expression von UTF1 und den vier Yamanaka-
Faktoren noch effizienter reprogrammiert werden kdnnen (Zhao et al., 2008). Auch in
Zellen der Maus konnte gezeigt werden, dass durch den knock down von p53 oder
seines Zielgens p21 (Cdkn1a) mittels shRNA und der ektopen Expression der vier
Yamanaka-Faktoren erfolgreich iPS Zellen generiert werden konnten (Kawamura et al.,
2009).
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Einfluss der verwendeten Medien auf die Reprogrammierung

Bei der Reprogrammierung mit dem polycistronischen lentiviralen Vektor zeigte sich,
dass die verwendeten ESML-Medien, unabhangig von den jeweiligen Zusatzen, den
Reprogrammierungsprozess eher unterstitzten als das ¢j Medium. Die im ¢j Medium
kultivierten Kolonien waren weniger kompakt (vgl. Abb. 13). Bei den
durchflusszytometrischen Messungen wurde sowohl bei der Verwendung des ¢j Medi-
ums mit YMEFs als auch mit yCallifibs ein geringer Anteil an Oberflachenmolekul ex-
primierenden Zellen festgestellt (vgl. Abb. 15). Die Auswertung der qRT-PCR Daten
ergab fur die im ESML- und im ¢j Medium kultivierten Zellen eine im Vergleich zur mit-
gefuhrten ES Zelllinie geringere Genexpression. Allerdings war die Expression der plu-
ripotenzassoziierten Gene bei den im ¢j Medium kultivierten Zellen geringer als bei
denen, die im ESML-Medium kultiviert wurden (vgl. Kapitel 3.2.2). Ein solches Ergebnis
wurde auch erwartet, da es sich beim ¢j Medium um ein Grundmedium handelt, wel-
ches zur Kultivierung von Fibroblasten verwendet wird und neben FBS keinerlei zu-

satzlichen Zytokine enthalt, die zum Erhalt des pluripotenten Status beitragen kénnten.

Bei der immunhistochemischen Analyse zeigte sich, dass nur die im
ESML+rhLIF+bFGF- oder ESML+rhLIF+CM(cjes001)-Medium kultivierten Zellen den
Pluripotenzmarker TRA-1-60 exprimierten (vgl. Abb. 16). Demnach kdnnte das Zytokin
bFGF, das in beiden Medien enthalten war, nicht nur fur die Aufrechterhaltung des plu-
ripotenten Status von Vorteil sein, sondern auch den Reprogrammierungsprozess un-
terstitzt haben. Fir hES Zellen konnte inzwischen nachgewiesen werden, dass bFGF
in hdheren Dosen den PI3K/AKT-Signaltransduktionsweg aktiviert (Singh et al., 2012),
was wiederum die GSK-3p inhibiert. Ebenso konnte vor kurzem gezeigt werden, dass
bFGF auch in den ES Zellen des Weil3buschelaffen denselben Signaltransduktionsweg
aktiviert (Nii et al., 2014). Allerdings zeigten die durchflusszytometrischen Analysen fir
die im ESML+rhLIF-Medium kultivierten Zellen den hdchsten Anteil an Oberflachen-
marker exprimierenden Zellen (vgl. Abb. 15 und 20 jeweils die erste Spalte). Zudem
wurde dieses Medium von der Gruppe um Sasaki bei der Kultivierung von Callithrix
jacchus ES Zellen erfolgreich eingesetzt (Sasaki et al., 2005). Deshalb wurde das
ESML+rhLIF-Medium im Rahmen der 4TF- und 5TF-Reprogrammierung verwendet.

Die spatere Analyse der Transkiptomdaten ergab hingegen, dass die im ESML-
Medium+rhLIF kultivierten Zellen die wenigsten Ubereinstimmungen mit den mitgefiihr-
ten ES Zellen aufwiesen (vgl. Abb. 49). Warum dieses Ergebnis derart von den Ergeb-
nissen der durchflusszytometrischen Messungen abweicht, konnte nicht abschlielend
geklart werden. Mdglicherweise ist diese Divergenz darauf zurickzufihren, dass bei
den durchflusszytometrischen Messungen vier einzelne Merkmale untersucht wurden,

wahrend bei der RNA-Seq das gesamte Transkriptom analysiert wurde. Es ware aller-
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dings auch mdglich, dass das Zytokin LIF nicht die ihm zugesprochene positive Wir-
kung auf den Reprogrammierungsprozess zeigte. Denn die in den mit rhLIF und bFGF
versetzten Medien kultivierten piPS Zellen zeigten eine insgesamt hdhere Ahnlichkeit
mit den ES Zellen als die in dem ,reinen® rhLIF-Medium kultivierten. Dass die piPS
Zellen, die in dem konditionierten ESML+rhLIF+CM(cjes001)-Medium kultiviert wurden,
ein dem der cjes001 Zellen ahnliches Transkriptom aufwiesen, wurde ebenso nicht
zwingend erwartet. Mdoglicherweise sezernierten die zur Konditionierung des
ESM+bFGF-Mediums verwendeten ES Zellen I6sliche Stoffe in das CM(cjes001)-
Medium, die nicht durch die Filtrierung (0,22 um, Zelluloseazetat) aus dem konditionier-
ten Medium entfernt werden konnten und die deshalb den Reprogrammierungsprozess
unterstitzten. Diese Vermutung wird von Untersuchungen von Rajasingh et al. ge-
stltzt. Sie konnten zeigen, dass Fibroblasten der Maus-Zelllinie 3T3 mit Hilfe von ES
Zellextrakten (oder Karzinom-Zellextrakten) zu multipotenten Zellen umprogrammiert
werden konnten (Rajasingh et al., 2008). Zudem kénnen 3T3 und die humane Zelllinie
293T mittels solcher Zellextrakte derart umprogrammiert werden, dass sie POU5F1
oder NANOG stark exprimieren (Taranger et al., 2005). Zudem konnten Zellen der Rat-
te zu piPS Zellen reprogrammiert werden, indem diese ausschlielich in mit Zellextrak-

ten versetztem Medium kultiviert wurden (Chang et al., 2010).

Einfluss von Hypoxie auf die Reprogrammierung

Bei Maus- und Menschenzellen wurde gezeigt, dass eine Reprogrammierung unter
hypoxischen Bedingungen zu einer erhdhten Reprogrammierungseffizienz fuhren kann
(Yoshida et al., 2009; Panopoulos et al., 2011). Zudem konnten ES Zellen, die bereits
begonnen hatten ungerichtet zu differenzieren, alleine durch den Einfluss von Hypoxie
zurlck in ihren pluripotenten Status gefuhrt werden (Mathieu et al., 2013). Deshalb
wurden die Callithrix jacchus Fibroblasten in dieser Arbeit unter hypoxischen Bedin-
gungen reprogrammiert. Allerdings flhrte dies nicht zu vollstandigen iPS Zellen. Die
durchflusszytometrischen Messungen ergaben hingegen, dass ein héherer Anteil der-
jenigen Zellen, welche unter normoxischen Bedingungen kultiviert wurden,
pluripotenzassoziierte Oberflachenmolekiile exprimierten (vgl. Abb. 35). Demnach wird
die Reprogrammierung von WeilRblschelaffenfibroblasten moéglicherweise nicht durch
die Absenkung des Sauerstoffpartialdrucks beférdert. Die Kultivierung unter

hypoxischen Bedingungen kénnte sogar gegenteilige Effekte zeitigen.

Einfluss von Small Molecules auf die Reprogrammierung

Grundsatzlich wird der fur die Reprogrammierung notwendige Chromatinstatus und
das flr eine effiziente Reprogrammierung optimale Verhaltnis der Signaltransduktions-

wege durch die Uberexpression der Transkriptionsfaktoren erreicht. Durch die Zugabe
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von Small Molecules kdnnen diese Prozesse unterstitzt werden. Z. B. kann die
Reprogrammierungseffizienz bei humanen Zellen durch den Einsatz von PD0325901
(MEK-Inhibitor) und SB431542 (TGFB-Inhibitor) um den Faktor 200 erhéht werden (Lin
et al., 2009). Im Maussystem wird durch die Verwendung von CHIR99021 (GSK-3[3-
Inhibitor) und PD0325901 (2i-Bedingungen) eine stabile Expression von Poubf1 und
Nanog gewahrleistet (Silva et al., 2008). Der Einsatz des DNA-Methyltransferase-
Inhibitors 5-Azacytidin erhéht ebenso die Effizienz bei der Reprogrammierung von Zel-
len der Maus und des Menschen (Huangfu et al., 2008a). Mit der Zugabe von Small
Molecules wird der Reprogrammierungsprozess aber nicht nur unterstitzt, durch ihre
Verwendung kann auch auf den Einsatz von Transkriptionsfaktoren verzichtet werden.
So kann z. B. durch den Einsatz des TGFf-Inhibitors E-616452 (RepSox) bei der Rep-
rogrammierung von MEFs auf Sox2 verzichtet werden (lchida et al., 2009). Mit BIX-
01294  (Histon-Methyltransferase-Inhibitor) und BayK8644  (Aktivator von
Calciumkanalen) konnten zudem iPS Zellen ohne Sox2 und Myc generiert werden (Shi
et al., 2008a; Shi et al, 2008b). Durch die Zugabe von AMI-5 (Arginin-
Methyltransferase-Inhibitor) konnte auf drei Transkriptionsfaktoren verzichtet und ledig-
lich mit Oct4 reprogrammiert werden (Yuan et al., 2011). Hou et al. konnten sogar zei-
gen, dass sowohl embryonale als auch adulte Mausfibroblasten nur mit Hilfe von Small
Molecules reprogrammiert werden kénnen. Die so chemisch induzierten iPS Zellen
wurden dabei mit Hilfe von CHIR, RepSox, VPA, FSK (cAMP Agonist), DZNep (Histon-
Methylase-Inhibitor), TTNPB (synthetischer Retinsdure-Rezeptor Ligand) und
Tranylcypromin (Inhibitor der Lysin-spezifischen Demethylase 1) erzeugt (Hou et al.,
2013). Dartber hinaus ist es ebenso mdglich, stabile piPS Zellen mit Hilfe von Small
Molecules vollstandig zu reprogrammieren. So konnten piPS Zellen der Maus mit Hilfe
der 2i-Bedingungen (GSK-3p-Inhibitor und MEK-Inhibitor) zu vollstandigen iPS Zellen
gewandelt werden (Fussner et al., 2011). Zudem konnte die DNA-Methylierung pluripo-
tenzassoziierter Promotoren durch den Einbau des Cytidin-Analogons 5-AZA in die
DNA verhindert werden, um so eine vollstandige Reprogrammierung zu erzielen
(Mikkelsen et al., 2008).

Die in der vorliegenden Arbeit mit dem polycistronischen lentiviralen Vektor hOKSM
partiell reprogrammierten Zellen wurden aufgrund dieser Voriberlegungen mit 5-AZA
behandelt (vgl. Kapitel 3.3). Allerdings exprimierten diese auch nach der Zugabe von
5-AZA  weiterhin kein TRA-1-81 oder TRA-1-60; zudem wurde der
Reprogrammierungsvektor weiterhin exprimiert (vgl. Abb. 18). Somit zeitigte die Deme-
thylierung der Cytosine durch die Zugabe von 5-AZA keinerlei positive Folgen, obwohl
das Cytidin-Analogon grundséatzlich eine Methylierung verhindern musste. Eventuell

wurde 5-AZA zu spat zu den piPS Zellen hinzugefugt, so dass die regulatorische
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Schleife der Selbsterneuerung nicht mehr angesto3en werden konnte. Deshalb wurde
5-AZA in den nachfolgenden Versuchen zu einem friheren Zeitpunkt (10 Tage nach
Transduktion) verwendet (vgl. Kapitel 3.8). Die Zugabe von 5-AZA zu den 4TF-
reprogrammierten Zellen fuhrte ebenfalls nicht zu vollstandig reprogrammierten Zellen.
Allerdings veranderte sich nach Zugabe des DNA-Methyltransferase-Inhibitors die Ver-
teilung der Transkriptionsfaktoren, was anhand der Farbzusammensetzung der Zellen
mikroskopisch beobachtet werden konnte. Ohne die Verwendung von 5-AZA bildete
sich nach der Transduktion relativ schnell ein sehr enges Farbspektrum aus (vgl. Abb.
30), was darauf hindeutete, dass die Verteilung der Transkriptionsfaktoren in den Zel-
len ahnlich war. Durch die Zugabe von 5-AZA stellten sich in den einzelnen Zellen ver-
schiedene Verhaltnisse der Faktoren ein, was anhand des erweiterten Farbspektrums
deutlich wurde (vgl. Abb. 38). Im Gegensatz zu der im Vorfeld getroffenen Annahme,
dass sich bei einer solchen differenten Verteilung genau diejenige Verteilung einstellt,
die fur eine vollstandige Reprogrammierung vonnéten ist, konnten keine vollstandig
reprogrammierten Zellen generiert werden (vgl. Abb. 42). Demnach wirkt sich die Zu-
gabe von 5-AZA in einem frihen Stadium des Reprogrammierungs-prozesses nicht

positiv aus.

Um die mit dem polycistronischen Vektor erzeugten piPS Zellen in den pluripotenten
Status zu Uberfihren, wurden in weiteren Versuchen Small Molecules zu den Zellen
gegeben, um so fir die Reprogrammierung bedeutsame Signaltransduktionswege zu

manipulieren.

Da die Inhibition des TGFB-Signaltransduktionswegs die MET unterstiitzt (Chen et al.,
2012), wird der Reprogrammierungsprozess durch die Zugabe eines TGFB-Inhibitors
wie RepSox befdrdert. Dies konnte durch die Ergebnisse in dieser Arbeit belegt werden
(vgl. Abb. 20). Allerdings ist es Uberraschend, dass die Zugabe des anderen hier ver-
wendeten TGFB-Inhibitors SB im ESML+rhLIF-Medium ohne zugesetztes bFGF zu
einer geringen Rate an Oberflachenmarker exprimierenden Zellen fuhrte. Denn
schliellich inhibieren sowohl RepSox als auch SB gezielt die ALK5, wobei SB daruber
hinaus noch ALK4 und ALK?7 inhibiert (Inman et al., 2002; Gellibert et al., 2004). Die
Zugabe des MEK-Inhibitors PD in das ESML-Medium ohne bFGF flhrte zu keinerlei
Veranderungen. Nach der Kultivierung im mit bFGF versetzten Medium konnte hinge-
gen ein erhohter Anteil an Oberflachenmarker exprimierenden Zellen gemessen wer-
den. Wahrend in humanen ES Zellen bFGF sowohl die MEK/ERK-Signalkaskade als
auch den PI3K/AKT-Signaltransduktionsweg aktiviert (Levenstein et al., 2006), wird bei
ES Zellen des WeilRbluschelaffen nur der PI3BK/AKT-Signaltransduktionsweg tber bFGF
angestoflien. Allerdings wird der MEK/ERK-Signaltransduktionsweg auch in Abwesen-

heit von bFGF aktiviert (Nii et al., 2014). Also muss diese Kaskade uber ein anderes
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Mitogen, welches z. B. im Serum vorhanden ist, aktiviert werden. Nie et al. konnten
zudem zeigen, dass PD in Kombination mit bFGF vor allem die Expression von end-
odermalen und mesodermalen Genen verminderte. Demnach kénnte PD die Expressi-
on von bestimmten linienspezifischen Genen verringern und so einen Beitrag zur Auf-
rechthaltung des pluripotenten Status leisten. Die Aktivierung des Wnt-
Signaltransduktionswegs Uber den Inhibitor CHIR bewirkte im Medium ohne bFGF ei-
nen héheren Anteil an Oberflachenmolekiile exprimierenden Zellen. Dahingegen zeigte
sich im mit bFGF versetzten Medium nur eine geringere Verbesserung (vgl. Abb. 20).
Sowohl tber CHIR als auch Uber bFGF wird die Expression von Stat3 reguliert. Das
Protein Stat3 tragt dazu bei, dass pluripotenzassoziierte Gene exprimiert werden (Hao
et al., 2006). Da Stat3 bereits durch die Aktivierung von Lif Uber den Stat/Jak-
Signaltransduktionsweg aktiviert wird, hatte eine zusatzliche Aktivierung tber bFGF
erwartungsgemal den Anteil an Oberflachenmolekiile exprimierenden Zellen erhdéhen
sollen. Inwieweit die zusatzliche Inhibition von GSK-3B den Reprogrammierungspro-
zess von Weilbluschelaffenzellen tatsachlich unterstitzen kann, ist nicht weiter be-
kannt. Moglicherweise ist der Einfluss von GSK-3 sehr gering bzw. nicht nachweisbar,
da weder mit Hilfe der 2i- (GSK-33- & MEK-Inhibitor) (Silva et al., 2008) noch der 3i-
Bedingungen (GSK-3p & MEK & TGFB-Inhibitor) (Li et al., 2009) Zellen reprogrammiert

werden konnten (Wiedemann et al., 2012).

Insgesamt lasst sich festhalten, dass die piPS Zellen durch die Manipulation von
Signaltransduktionswegen mithilfe von Small Molecules nicht in den pluripotenten Sta-
tus Uberfihrt werden konnten. So zeigte die Inaktivierung des TGFB-
Signaltransduktionswegs uUber RepSox erhohte Messwerte. Der Anteil der Oberfla-
chenmolekile exprimierenden Zellen erreichte hier zwar Uber 60% fir die SSEA-
Marker, die TRA-Marker wurden lediglich von rund 10% der Zellen exprimiert (vgl. Abb.
20). Daruber hinaus wurde die Koloniestruktur durch die Zugabe von RepSox fast voll-
standig zerstort (vgl. Abb. 19). Daher wurde der Ansatz, Inhibitoren im Reprogrammie-

rungsprozess einzusetzen, im Folgenden nicht weiter verfolgt.

Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Im Zuge dieser Forschungsarbeit konnten verschiedene piPS Zelllinien stabil repro-
grammiert werden. Diese wiesen zwar einige typische Merkmale pluripotenter Stamm-
zellen auf (vgl. dazu Kapitel 1.1.1), dennoch konnten wichtige Pluripotenzmarker wie
die Expression von TRA-Oberflachenmolekullen nicht nachgewiesen werden. Zudem
konnten hinsichtlich der Expression pluripotenzassoziierter Transkripte zum Teil deutli-
che Unterschiede zwischen den partiell reprogrammierten und den ES Zellen beobach-
tet werden. Allerdings war dies — wenn auch nicht in dieser Deutlichkeit — zu erwarten.

Denn schliel3lich gleichen sich iPS Zellen und die entsprechenden ES Zellen weder auf
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molekularer Ebene noch auf genetischer (Chin et al., 2009; Chin et al., 2010) oder epi-
genetischer Ebene (Doi et al., 2009; Bock et al., 2011) jemals vollstandig. Daruber hin-
aus muss auch bedacht werden, dass selbst ES Zellen (Cahan und Daley, 2013) oder
iPS Zellen (Chin et al., 2010; Yamanaka, 2012) untereinander viele genetische und
epigenetische Variationen zeigen. Die Variationen unter den iPS Zellen kdnnen dabei
auf verschiedene Ursachen wie die verwendete Reprogrammierungsmethode oder das
verwendete ,Material (Zelltyp, Alter des Spenders, Differenzierungsgrad der Zelle,
Erkrankung) zurlickgefiihrt werden. Dies wiederum beeinflusst, wie gut sich iPS Zellen
in die unterschiedlichen Zellen der drei Keimblatter differenzieren lassen (Polo et al.,
2010; Kim et al., 2011). Je nach Verwendungszweck der reprogrammierten Zellen
mussten deshalb geeignete Ausgangszellen und Methoden fir die iPS Zell-

Generierung ausgewahlt werden.

Nach neuesten Erkenntnissen spielt auch das alternative Splei3en eine nicht zu unter-
schatzende Rolle im Reprogrammierungsprozess. Die entsprechenden Ursache-
Wirkungs-Zusammenhange konnten bisher aber noch nicht hinreichend geklart wer-
den. Fest steht jedoch, dass durch das alternative SpleiRen das Pluripotenznetzwerk
reguliert werden kann. So kénnen die verschiedenen Isoformen von FOXP1, die wah-
rend des alternativen SpleiRens gebildet werden, pluripotenzassoziierte Gene wie
POU5F1, NANOG, NR5A2 und GDF3 regulieren. Darlber hinaus reprimieren sie
gleichzeitig Gene, die fir die Differenzierung von ES Zellen notwendig sind (Gabut et
al., 2011). Zudem wurden im Maussystem viele RNA-bindende Proteine ermittelt, die
als Spleil’-Regulatoren dienen. So kénnen z. B. U2af1 und Srsf3 den Reprogrammie-
rungsprozess unterstitzen (Ohta et al., 2013). Darlber hinaus konnten Han et al. zei-
gen, dass auch eine negative Regulation des alternativen SpleiRens die Aufrechterhal-
tung des pluripotenten Status in ES Zellen unterstitzt. Denn diese garantiert, dass die
Gene MBNL1 und MBNL2 sowohl in mES als auch hES Zellen nur in geringem Mal3e
exprimiert werden, so dass die entsprechenden regulatorischen Proteine keine Zelldif-

ferenzierung beférdern kénnen (Han et al., 2013).

Ahnlich aktuell sind die Beobachtungen, dass post-translationale Modifikationen von
Proteinen mdéglicherweise den Reprogrammierungsprozess beeinflussen. Die auf ver-
schiedene Weise, wie Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung, Sumoylierung
oder Ubiquitinierung, modifizierten Proteine regulieren die Expressionslevel und die
Aktivitat von Pluripotenzfaktoren und gewahrleisten so eine Balance zwischen Pluripo-
tenz und Differenzierung (Cai et al., 2012; Wang et al., 2014). Beispielsweise gibt es
Anzeichen daflir, dass das Ubiquitinin-Proteasom-System regulatorisch in das

Pluripotenznetzwerk von mES Zellen eingreifen kann. Die beiden Deubiquitinierungs-
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Enzyme Psmd14 und E3 Ligase Fbxw7 scheinen demnach essentiell fur die Pluripo-

tenz in mES und miPS Zellen zu sein (Buckley et al., 2012).

Da Variationen unter iPS Zellen auch auf verschiedene Ursachen wie die verwendete
Reprogrammierungsmethode oder das verwendete ,Material“ zurickgefuhrt werden
kénnen, kénnte das Alter des Spenders/tiers ein fir eine erfolgreiche Reprogrammie-
rung bedeutsamer Faktor sein. So konnte das Team um Sasaki lediglich fetale Weil3-
buschelaffenzellen reprogrammieren (Tomioka et al., 2010). Weiter konnte gezeigt
werden, dass auch humane fetale Zellen effizienter reprogrammiert werden konnen als
neonatale Zellen, die wiederum bessere Ergebnisse zeitigten als adulte Zellen (Park et
al., 2008). In anderen Versuchen konnte anhand der Reprogrammierung von
6 Wochen, 6 Monate oder 14 Monate alten Mauszellen gezeigt werden, dass die Zellen
des 14 Monate alten Versuchstiers die geringste Proliferationsaktivitdt und

Reprogrammierungseffizienz aufwiesen (Wang et al., 2011).

Zudem konnen Zellen, die einen geringeren Differenzierungsgrad aufweisen, besser
reprogrammiert werden als Zellen, die in hohem Male ausdifferenziert sind (Eminli et
al., 2009). So war schon hinsichtlich des somatischen Zellkerntransfers bekannt, dass
Differenzierungs- und Methylierungsstatus von besonderer Bedeutung sind (Blelloch et
al., 2006). Kim et al. konnten zeigen, dass bei der Reprogrammierung von Mauszellen
neurale Stammzellen effizienter in iPS Zellen umgewandelt werden konnten, als dies
bei Blutzellen oder dermalen Fibroblasten der Fall war (Kim et al., 2010). Ahnliches
zeigten auch die Untersuchungen der Gruppe von Jaenisch: Bei Zelltypen mit einem
hohen Differenzierungsgrad, wie z. B. terminal differenzierten B-Zellen, mussen be-
stimmte Gene, hier Pax5, zunachst herunterreguliert werden, um den Grad der Diffe-
renzierung zu verringern, bevor sie schlieBlich reprogrammiert werden kénnen (Hanna
et al., 2008).

Der Erfolg des Reprogrammierungsprozesses ist zudem vom gewahlten Zelltyp ab-
hangig. Z. B. konnten humane Keratinozyten (Aasen et al., 2008), humane CD34"
Blutzellen (Loh et al., 2009), neuronale Stammzellen des Menschen (Kim et al., 2008)
und der Maus (Kim et al., 2009b), sowie humane Knochenmark-MSCs (Park et al.,
2008), humane Fettstammzellen (ASC; adipose tissue derived stem cells) (Sun et al.,
2009), HUVECs des Menschen (Panopoulos et al., 2011) und Magenepithelzellen und
Hepatozyten der Maus (Aoi et al., 2008) erfolgreich reprogrammiert werden. Darlber
hinaus wurden sekundare iPS Zellen aus den unterschiedlichsten Geweben der Maus
generiert: Nierenzellen, Nebennierenzellen, Muskelzellen, Keratinozyten und Neuro-
spharen (Wernig et al., 2008). Sekundére iPS Zellen sind dabei iPS Zellen, die aus
Zellen generiert wurden, die bereits die Reprogrammierungsvektoren induzierbar im

Genom enthielten. Diese wurden durch die Zugabe von Aktivatoren wie z .B.
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Diskussion

Doxycyclin aktiviert, um so den Reprogrammierungsprozess zu initiieren. Bei der Her-
stellung von sekundaren iPS Zellen zeigte sich, dass Keratinozyten wesentlicher effizi-
enter reprogrammiert werden konnten als Fibroblasten. Wahrend die reprogrammierten
Fibroblasten noch Wochen nach Aktivierung der Reprogrammierungskassette eine
transgene Expression der ektop eingebrachten Transkriptionsfaktoren zeigten, wurden
die Faktoren in den Keratinozyten bereits nach 10 Tagen stillgelegt (Maherali et al.,
2008). Grund dafir kdnnte sein, dass es sich bei den Keratinozyten um epitheliale Zel-
len handelt, die im Gegensatz zu Fibroblasten, welche mesenchymalen Ursprungs
sind, nicht die MET durchlaufen (Li et al., 2010; Samavarchi-Tehrani et al., 2010).

Auch wenn die Callithrix jacchus Fibroblasten in der vorliegenden Arbeit nicht zu voll-
stdndig induzierten Zellen reprogrammiert werden konnten, stellen die generierten
stabilen piPS Zellen ein interessantes Modell zur weiteren Erforschung des Repro-
grammierungsprozesses von Weillblschelaffenzellen dar. Denn anhand dieser kénnen
transkriptionelle und epigenetische Veranderungen, die eine Zelle durchlauft, bevor sie

den pluripotenten Status erreicht, optimal identifiziert werden.

Allerdings koénnen die erzeugten piPS Zellen fur den therapeutischen Einsatz nicht
verwendet werden, auch wenn sich stabile piPS Zellen in Effektorzellen differenzieren
lassen (Matsui et al., 2012). Es besteht die Moglichkeit, dass die weiterhin transiente
Expression der Reprogrammierungsfaktoren eine Tumorbildung begunstigt (Ohnishi et
al., 2014). Demnach ist es fur die therapeutische Anwendung unabdingbar, Callithrix
Jacchus Zellen vollstandig reprogrammieren zu kénnen, da der WeiRblschelaffe bisher
das einzige transgene Primatenmodell mit Keimbahntransmission darstellt. Daraus
folgt, dass weitergehende Forschungsanstrengungen unternommen werden missen,
um mehr Uber die Expression von Transkriptionsfaktoren, die Wirkung von
Signaltransduktionswegen und die Bedeutung von Histonmodifikationen in ES oder

piPS Zellen des Weilibiischelaffen zu erfahren.

Mit der inzwischen vollstandigen Entschlisselung des Callithrix jacchus Genoms
(Worley et al., 2014) ist es zukinftig mdglich, die bei der RNA-Seq generierten cDNA-
Sequenzen besser gegen das Genom abgleichen zu kénnen. Allerdings sind trotz voll-
standiger Sequenzierung noch nicht alle Genfunktionen bekannt. Somit wird es noch
einige Zeit in Anspruch nehmen, mit Daten aus der RNA-Seq neue HeatMaps und
Hauptkomponentenanalysen zu erstellen. Auf diesem Wege konnte vielleicht derjenige
Schlisselfaktor gefunden werden, mit dem Weillblschelaffenzellen effizient und voll-

standig reprogrammiert werden kénnen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Da iPS Zellen in jeden Zell- oder Gewebetyp differenziert werden kdnnen, der fur eine
autologe Transplantation bendtigt wird, waren induzierte pluripotente Stammzellen in
der regenerativen Medizin von gro3em Nutzen. Daher ist es sinnvoll, zur Erforschung
der Generierung (und spateren Differenzierung) von iPS Zellen Tiermodelle einzuset-
zen, die naher mit dem Menschen verwandt sind als das Ublicherweise verwendete
Mausmodell. Deshalb war es Ziel der vorliegenden Arbeit, adulte Hautfibroblasten des
Weillbuschelaffen (Callithrix jacchus) in iPS Zellen zu Uberfliihren. Da zu Beginn der
Forschungsarbeiten keine Veroéffentlichungen zur Reprogrammierung von Callithrix
jJacchus Zellen vorlagen, wurden die verwendeten Methoden aus etablierten Praktiken
in der Forschung an Menschen- und Mauszellen abgeleitet und dem Affenmodell an-
gepasst. Dabei wurden unterschiedliche lentivirale Methoden und Reprogrammierungs-
bedingungen getestet. Die Zellen wurden einerseits mit einem polycistronischen Vek-
tor, der die cDNA der humanen Yamanaka-Faktoren OCT4, KLF4, SOX2 und MYC ko-
exprimierte, transduziert. Andererseits wurde der Reprogrammierungsprozess mit se-
paraten Vektoren initiiert, mit Hilfe derer die genannten Faktoren einzeln in die Zelle
eingebracht wurden. Weitere Ansatze wurden unter Hinzunahme eines LIN28A-
Expressionsvektors durchgefuihrt. Zur Unterstitzung des Reprogrammierungspro-
zesses wurden sogenannte Small Molecules zu den Zellen gegeben, die epigenetische
Blockaden beseitigen oder Signaltransduktionswege aktivieren oder inhibieren.
Allerdings konnten nur partiell reprogrammierte Zellen (piPS) generiert werden, die
auch durch die Verwendung von Small Molecules nicht in vollstandige iPS Zellen lber-
fuhrt werden konnten. Die generierten Kolonien zeigten allerdings Charakteristika pluri-
potenter Zellen. So exprimierten sie die Alkalische Phosphatase und wurden positiv
auf SSEA3- und SSEA4-exprimierende Zellen getestet. Dabei exprimierten aber nur
wenige Zellen die Marker TRA-1-81 oder TRA-1-60. Die Analyse der endogenen pluri-
potenzassoziierten Transkripte in den piPS Zellen mittels gRT-PCR zeigte hingegen,
dass diese Gene auf ein hdheres Level als in den Fibroblasten induziert wurden. Aller-
dings wurde je nach Methode nur eine mit ES Zellen vergleichbare Expression von
SOX2, MYC und ZFP24 oder KLF4 gemessen; die Hochregulation von POUSF1 war
dabei stets unzureichend. Zudem wurde der retrovirale Vektor in den piPS Zellen nicht
stillgelegt. Die Hauptkomponentenanalyse (PCA), die auf einer globalen Transkriptom-
analyse aufbaut, zeigte, dass die piPS Zellen eine miteinander vergleichbare Genex-
pression aufwiesen. Im Vergleich zu ES Zellen zeigten sie zwar deutliche Unterschie-
de, ihre Transkriptome waren diesen aber ahnlicher als denen der Hautfibroblasten.
Auch wenn die somatischen Weillbuschelaffenzellen nicht vollstandig reprogrammiert
werden konnten, koénnen die generierten piPS Zellen fur die Identifizierung
transkriptioneller und epigenetischer Veranderung sowie aktiver und inhibierter Signalt-
ransduktionswege wahrend der unterschiedlichen Stadien des Reprogrammierungs-
prozesses eingesetzt werden. Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnte in
weiteren Forschungen versucht werden, Keratinozyten mit sechs Faktoren auf separa-
ten Vektoren zu transduzieren. Die epithelialen Zellen kdnnten mdglicherweise effizien-
ter reprogrammiert werden, da sie die MET nicht durchlaufen. Auch wenn der polycist-
ronische Vektor zu besseren Reprogrammierungsergebnissen flhrte, kdnnen mit sepa-
raten Vektoren mehr als vier Faktoren in die Zellen transduziert werden.
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6 Summary

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are attractive for regenerative medicine because
they can be differentiated towards any somatic cell type and tissues needed for autolo-
gous transplantation. It would be desirable to test the medical applicability of this notion
in a relevant animal model system which is more closely related to humans than the
commonly used mouse model is. Thus the non-human primate common marmoset
(Callithrix jacchus) is a suitable choice. The major aim of this thesis was to reprogram
dermal fibroblasts of the marmoset monkey towards iPSCs. Because the conditions for
reprogramming marmoset cells were ill-defined at the beginning of this research pro-
ject, different lentiviral approaches and reprogramming conditions were used. Thus the
somatic cells were transduced with a polycistronic vector, co-expressing the cDNAs for
human OCT4, KLF4, SOX2 and MYC (Yamanaka factors). Furthermore the repro-
gramming process was initiated with separate vectors, each coding a Yamanaka factor
together with a different fluorescence protein. In further approaches these were addi-
tionally combined with a LIN28A-expression vector. To overcome possible epigenetic
roadblocks due to remaining DNA-methylation or to activate or inhibit signaling trans-
duction pathways, which are supportive for pluripotency, small molecules were added
to the cells.

However, the marmoset skin fibroblasts could not be fully reprogrammed with all the
different approaches. Even the use of various small molecules did not yield to fully re-
programmed cells. Indeed the obtained colonies showed some hallmarks of pluri-
potency. They expressed alkaline phosphatase and stained positive for the
pluripotency markers SSEA3 and SSEA4, but they were mostly negative for TRA-1-81
and TRA-1-60 expression. Analysis of endogenous pluripotency associated gene tran-
scription by qRT-PCR showed that these genes were significantly induced above levels
of unmanipulated fibroblasts. However, depending on the approach, only SOX2, MYC
and ZFP24 or KLF4 expression was comparable between the partial iPSCs (piPSCs)
and marmoset embryonic stem cells (ESC). Beyond that especially the up regulation of
POUSF1 expression was insufficient. Noteworthy, they also failed to silence retroviral
vector expression, a phenomenon normally observed during successful pluripotency
induction in human and mouse cells. Furthermore, global transcriptome measurements
by RNA-seq and subsequent principle component analysis (PCA) revealed that the
generated piPS cells showed comparable gene expression among each other but still
different from marmoset ESCs. However, they were much more similar to the ESCs
than to the skin fibroblasts indicating their partially reprogrammed state.

Thus piPSCs are not fully reprogrammed they are very powerful to identify transcrip-
tional and epigenetic changes as well as active and inhibited signal transduction path-
ways during the different stages of the reprogramming process. However, the findings
of the piPSC analyses will certainly help to find better ways for an efficient and com-
plete reprogramming of somatic marmoset cells. One could consider transducing
kerationcytes with six factors on six separate vectors. The epithelial cells could possibly
be reprogrammed more efficiently, because they do not have to pass the MET. Alt-
hough the polycistronic vector led to better results, only separate vectors are suitable to
transduce cells with more than four factors.
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8 Anhang
Plasmidkarten
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Anhang
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Anhang
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Anhang

pPRRL.PPT.SF.IRES.dTomato.wPRE.FRT

4,500 2000
v ]

» U5

7.886
i

pRRL.PPT.SF.IRES.dTomato.wPRE.F...
7,886 bp

1 .5|OO

ampR: Ampicillin Resistenz; CMV: Promotor des Cytomegalievirus; dGag: deleted
Group Specific Antigen (deletiertes gruppenspezifisches Antigen); ERAV 2A: 2A
Esterase des equinen Rhinovirus 1; FRT: Flp recombinase recognition site (Erken-
nungsstelle der Flip-Rekombinase); IRES: internal ribosomal entry site (interne
ribosomale Eintrittsstelle); ORI: origin of replication (Replikationsursprung); pA:
Polyadenylierungssignal; PBS: primer binding site (Primerbindestelle); PPT: polypurin
tract (Polypurintrakt); PTV A: Esterase des porcinen Teschovirus; rev: regulator of ex-
pression of virion proteins (Virion Expressions Regulator); RRE: rev responsive ele-
ment (Bindestelle fur rev); RSV: Promoter des Rous-Sarkom-Virus; RU5: repetitive
Sequenz am U5 (Nahe des 5 Ende); SFFV: Promoter des spleen focus forming virus;
SIN: self-inactivating (selbstinaktivierend); TAV 2A: 2A Esterase des Thosea asigna

virus

130



Danksagung

Danksagung

Zuerst mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. med. Peter Horn daflir bedanken, dass ich
diese Arbeit am Institut fir Transfusionsmedizin schreiben konnte. Ebenso bedanke ich
mich bei Ihnen daflr, dass Sie mir den Forschungsaufenthalt in Japan erméglicht und

die Rolle des Erstpriifers dieser Arbeit gerne Gibernommen haben.

Weiterhin gilt mein besonderer Dank meinem Betreuer Dr. Hannes Klump. Vielen lie-
ben Dank, dass ich in zahlreichen und zeitintensiven Meetings von Deinem umfangrei-
chen und fundierten Wissen profitieren konnte. Zudem habe ich von Dir (hoffentlich)
vieles Uber das wissenschaftliche Schreiben und Argumentieren lernen konnen. Dafur

mdchte ich mich ganz herzlich bei Dir bedanken.

Des Weiteren danke ich Prof. Dr. Rudiger Behr vom DPZ in Géttingen fur die Hautbi-
opsien der Weillbuschelaffen sowie Dr. Erika Sasaki, CIAE Kawasaki, flr die Callithrix
Jjacchus ES Zelllinie. Aulerdem danke ich Dr. Axel Schambach und Dr. Eva Warlich,

Hochschule Hannover, fur die Reprogrammierungsvektoren.

Vielen lieben Dank auch an alle Mitarbeiter des Instituts — vor allem flir das angeneh-
me Arbeitsklima. Besonders mochte ich mich bei Susanne und den Doktoranden der
AG Giebel bedanken! Ohne die tatkraftige Hilfe von Anna, André und Stefan hatte ich

das Mikroskopieren und FACSen nie so schnell erlernt.

Mein besonderer Dank gilt aber vor allem den ,,Grindungsmitgliedern® der AG Klump,
meinen Essener Madels: Antje, Corinna, Kristin und Nadine. Euch mdchte ich nicht nur
fur Eure Hilfsbereitschaft und den guten Zusammenhalt danken. Ihr habt mich genau
dann aufgebaut, wenn dies dringend nétig war. Ich habe mich sehr gefreut, dass lhr da
wart und auch in Zukunft da sein werdet! Vielen lieben Dank auch den Madels aus Her-
ten, Dortmund und Aachen. lhr wisst einfach, wie man mir wieder ein Lacheln auf die

Lippen zaubert. lhr alle seid die besten Freundinnen, die ich mir vorstellen kann.

Mit absoluter Selbstverstandlichkeit danke ich auch meinen Eltern. Durch Euch bin ich
erst zu dem Menschen geworden, der ich heute bin und sein mdchte. lhr habt mir die-
sen Weg uberhaupt erst ermdglicht! Vielen lieben Dank, dass ihr mich stets bestarkt

habt und immer fiir mich da wart.

Mein grofter Dank gilt allerdings meinem Partner Andre! Hier gibt es nicht viel zu sa-
gen, weil jedes Wort ein Wort zu wenig ware! Ich kenne einfach keinen lieberen und
kliigeren Menschen als Dich. Wer, wenn nicht Du, hatte sich als Fachfremder mir zu-
liebe in die Tiefen der Weilbuschelaffenzellenreprogrammierung gefressen, obwohl er

sich viel lieber mit Wahlprogrammdebatten oder Wahlerwanderung beschaftigt?

131



Lebenslauf

Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Griinden des Datenschutzes nicht enthalten.

132



Eidesstattliche Erklarung

Eidesstattliche Erklarung

Erklarung:

Hiermit erklare ich, gem. § 6 Abs. 2, f der Promotionsordnung der Math.-Nat. Fakultaten
zur Erlangung des Dr. rer. nat., dass ich das Arbeitsgebiet, dem Thema ,Reprogrammie-
rung von somatischen Zellen des Weibuischelaffen (Callithrix jacchus) in den plu-
ripotenten Status“ zuzuordnen ist, in Forschung und Lehre vertrete und den Antrag von
Melanie Zuk beflrworte.

Essen, den

(Prof. Dr. med. Peter A. Horn)

Erklarung:

Hiermit erklare ich, gem. § 7 Abs. 2, ¢ und e der Promotionsordnung der Math.-Nat. Fakul-
taten zur Erlangung des Dr. rer. nat., dass ich die vorliegende Dissertation selbststandig
verfasst und mich keiner anderen als der angegebenen Hilfsmittel bedient habe und alle
wortlich oder inhaltlich Gbernommenen Stellen als solche gekennzeichnet habe.

Essen, den
(Melanie Zuk)

Erklarung:

Hiermit erklare ich, gem. § 7 Abs. 2, d und f der Promotionsordnung der Math.-Nat. Fakul-
taten zur Erlangung des Dr. rer. nat., dass ich keine anderen Promotionen bzw. Promo-
tionsversuche in der Vergangenheit durchgefuhrt habe, dass diese Arbeit von keiner ande-
ren Fakultat abgelehnt worden ist, und dass ich die Dissertation nur in diesem Verfahren
einreiche.

Essen, den

(Melanie Zuk)

133



	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Stammzellen
	1.1.1 Pluripotente Stammzellen
	1.1.2 Molekulare Mechanismen von Selbsterneuerung und Pluripotenz pluripotenter Stammzellen in vitro
	1.1.2.1 Transkriptionsfaktoren
	1.1.2.2 Chromatinstatus
	1.1.2.3 Signaltransduktionswege

	1.1.3 Induzierte pluripotente Stammzellen

	1.2 Reprogrammierung somatischer Zellen in induzierte pluripotente Stammzellen
	1.2.1 Expression von Transkriptionsfaktoren
	1.2.2 Gezielte epigenetische Veränderungen
	1.2.3 Manipulation von Signaltransduktionswegen
	1.2.4 Kinetik des Reprogrammierungsprozesses
	(A) Stochastisches Modell (inkl. Szenario der beschleunigten Reprogrammierung), (B) Deterministische Modell, (C) Biphasisches Modell I, (D) Biphasisches Modell II. Modifiziert aus (Theunissen und Jaenisch, 2014)


	1.3 Der Weißbüschelaffe als Modellorganismus
	Gruppe von Weißbüschelaffen (Schatten und Mitalipov, 2009)
	(A) Embryonale Stammzellen der Linie cjes001, Maßstabsbalken = 100 µm, 100x Vergrößerung, (B) transgener Weißbüschelaffe (Sasaki et al., 2009)

	1.4 Zielsetzung der Arbeit

	2 Material und Methoden
	2.1 Material
	2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterial
	2.1.2 Chemikalien
	2.1.3 Medien, Medienzusätze und Zytokine für die Zellkultur
	2.1.4 Kulturmedien
	2.1.4.1 Zellkulturmedien
	2.1.4.2 Bakterienkulturmedium

	2.1.5 Puffer und Lösungen
	2.1.6 Gebrauchsfertige Reaktionssystem
	2.1.7 Antikörper
	2.1.8 Oligodesoxynukleotide
	2.1.9 Plasmide
	2.1.10 Computergestützte Datenverarbeitungsprogramme
	2.1.11 Bakterien
	2.1.12 Zelllinien, Primärzellen und embryonale Stammzellen
	2.1.12.1 Zelllinien
	2.1.12.2 Primärzellen
	2.1.12.3 Embryonale Stammzellen des Callithrix jacchus


	2.2 Zellbiologische Methoden
	2.2.1 Passagieren der HEK293T/17 und HT1080 Zellen
	2.2.2 Kryokonservieren und Auftauen der Zellen
	2.2.3 Isolierung von Fibroblasten aus Hautbiopsien und anschließende Kultivierung
	2.2.4 Kultivierung embryonaler Mausfibroblasten und anschließende Arretierung ihrer Teilungsaktivität
	2.2.5 Kultivierung von embryonalen und induzierten pluripotenten Stammzellen
	2.2.5.1 Gewinnung konditionierten Mediums von γMEFs
	2.2.5.2 Kultivieren und Passagieren von ES und iPS Zellen
	2.2.5.3 Kryokonservieren und Auftauen pluripotenter Kolonien

	2.2.6 Separation der Stromazellen
	2.2.7 Kalzium Phosphat Transfektion zur Herstellung retroviraler Vektoren
	2.2.8 Bestimmung von Virentitern
	2.2.9 Generierung von iPS Zellen
	2.2.9.1 Transduktion der Fibroblasten mit einem polycistronischen lentiviralen Vektor
	2.2.9.2 Transduktion der Fibroblasten mit mehreren bicistronischen lentiviralen Vektoren
	2.2.9.3 Einfluss auf Signaltransduktionswege und Chromatinmodifikationen durch Reagenzienzugabe

	2.2.10 Charakterisierung der iPS Zellen
	2.2.10.1 Alkalische Phosphatase Färbung
	2.2.10.2 Immunhistochemische Detektion von pluripotenzassoziierten Proteine


	2.3 Molekularbiologische Methoden
	2.3.1 Plasmidgewinnung mittels Escherichia coli
	2.3.1.1 Kultivierung von Escherichia coli XL-10 Gold
	2.3.1.2 Herstellung von transformationskompetenten Escherichia coli
	2.3.1.3 Transformation von Escherichia coli
	2.3.1.4 Präparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

	2.3.2 Genexpressionsanalysen
	2.3.2.1 Präparation zellulärer RNA
	2.3.2.2 Reverse Transkription zur Synthese komplementärer DNA
	2.3.2.3 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)
	Dargestellt wird der ΔCt-Wert des Pluripotenzgens SOX2 und des Haushaltsgens RPL13A in den Zellen der ES Zelllinie cjes001.
	Berechnung der Effizienz am Beispiel für das Gen GAPDH. (A) Amplifikationskurven mit den unterschiedlichen cDNA Konzentrationen, (B) Ermittelte Ct-Werte gegen den Logarithmus der eingesetzten cDNA




	3 Ergebnisse
	Links: In den einzelnen Unterkapiteln werden die Reprogrammierungsstrategien und die jeweiligen Ergebnisse der Charakterisierung präsentiert.
	Rechts: Weitere Unterkapitel des Ergebnisteils, in dem die Analysestrategie für die durchflusszytometrischen Messungen (3.1), die Reprogrammierung von Fibroblasten der Maus (3.5), das stöchiometrische Verhältnis der Reprogrammierungsfaktoren zueinande...
	3.1 Analysestrategie zur Auswertung durchflusszytometrischer Daten
	Exemplarische Darstellung anhand der Callithrix jacchus ES Zelllinie cjes001 (P75).
	(A-C) Ausschluss von Zelldebris und -aggregaten mit FSC-A vs. SSC-A (forward scatter area vs. side scatter area), sowie FSC-H vs. FSC-W und SSC-H vs. SSC-W (height – width). (D) Ausschluss der γMEFs mit CD29-PeCy7 vs. SSC-A. (E) dotplot-Darstellung de...

	3.2 Reprogrammierung von Fibroblasten des Callithrix jacchus mit dem polycistronischen lentiviralen Expressionsvektor hOKSM
	Lentiviraler polycistronischer Reprogrammierungsvektor, flankiert von LTR-Sequenzen mit FRT-Sites zur Entfernung des Vektors aus dem Genom. Abkürzungen: LTR: long terminal repeat; ΔU3: deletierte U3 Promotorregion, U3: einzigartiges 3‘-Ende; U5: einzi...
	3.2.1 Reprogrammierungsstrategie
	An Tag 5 wurde die Transduktionseffizienz ermittelt (Abb. 10). Nach circa 10 Tagen wurden erste Kolonien sichtbar (Abb. 11).
	(A) Phasenkontrast und überlagerte Fluoreszenz der transduzierten Fibroblasten, Maßstabsbalken = 100 µm, 100x Vergrößerung, (B) Durchflusszytometrische Bestimmung der Transduktionseffizienz. Die positiven Zellen sind im Histogramm mittels Region einge...
	(A) nicht transduzierte Zellen; (B) mit Kontrollvektor und (C) mit Reprogrammierungs-vektor transduzierte Zellen (Tag 10). Maßstabsbalken = 100 µm, 50x Vergrößerung

	3.2.2 Charakterisierung der hOKSM-transduzierten primaten Zellen
	Kolonien an Tag 50 nach Transduktion mit dem polycistronischen Vektor in (A) ESML+rhLIF auf γMEF, (B) ESML+rhLIF+bFGF auf γMEF, (C) ESML+rhLIF +CM(cjes001) auf γMEF, (D) ESML+rhLIF auf γCallifib, (E) cj Medium auf γCallifib, (F) cj Medium auf γMEF, Ma...
	(A) cjes001 Zelllinie als Positivkontrolle; Kolonien in (B) ESML+rhLIF auf γMEF, (C) ESML+rhLIF+bFGF auf γMEF, (D) ESML+rhLIF+CM(cjes001) auf γMEF, (E) cj Medium auf γCallifib, (F) cj Medium auf γMEF; (B-F) Tag 64 nach Transduktion, Maßstabsbalken = 1...
	Tag 64 nach Transduktion mit hOKSM_dTomato; Kolonien in (A) ESML+rhLIF auf γMEF, (B) ESML+rhLIF+bFGF auf γMEF, (C) ESML+rhLIF +CM(cjes001) auf γMEF, (D) cj Medium auf γMEF, (E) cj Medium auf γCallifib
	Die Kolonien wurden mit Primärantikörpern gegen OCT4, SOX2, NANOG und TRA-1-60 gefärbt. Die gebundenen Antikörper wurden mit Sekundärantiköpern, die mit Alexa Fluor®488 bzw. DyLight™ 488 konjugiert waren, detektiert. Die DNA wurde mit DAPI gefärbt. PC...
	Tag 70 nach Transduktion mit hOKSM_dTomato. Die Kolonien wurden in ESML-Medium mit unterschiedlichen Zusätzen (rhLIF, rhLIF+bFGF oder rhLIF+CM(cjes001)) und mit cj Medium auf unterschiedliche Stromazellen kultiviert. Die Expression der pluripotenzasso...
	Die relativen Transkript-Mengen von POU5F1, KLF4, SOX2, MYC, LIN28A, NANOG, DNMT3B und ZFP42 wurde mittels qRT-PCR ermittelt. Die Expression der untersuchten Gene wurde über die Haushaltsgene GAPDH und RPL13A normalisiert. Die Expressionshöhen sind re...


	3.3 Einfluss von DNA-Methylierung auf die Reprogrammierungseffizienz
	3.3.1 Einfluss von 5-Azacytidin auf die mit hOKSM teilreprogrammierten Callithrix jacchus Zellen
	3.3.2 Charakterisierung teilreprogrammierter Zellen nach Demethylierung
	Kolonien in (A-C): cj Medium; (D-F): ESML+rhLIF; (G-I): ESML+rhLIF+bFGF, mit 0 µM, 0,5 µM und 5 µM 5-AZA, Maßstabsbalken = 100 µm, 100x Vergrößerung
	(A) Expression der Oberflächenmoleküle am Beispiel von in ESML+rhLIF kultivierten Zellen ohne und mit 5-AZA. Gezeigt ist jeweils die Expression des untersuchten Oberflächenmoleküls gegen die Expression von dTomato. (B) Zusammenfassung aller durchfluss...


	3.4 Aktivierung oder Inhibierung von Signaltransduktionswegen
	3.4.1 Einfluss manipulierter Signaltransduktionswege auf mit hOKSM teilreprogrammierte Callithrix jacchus Zellen
	3.4.2 Charakterisierung teilreprogrammierter Zellen nach Manipulation von Signaltransduktionswegen
	Kolonien in (A-E): ESML+rhLIF-Medium, (F-K): ESML+rhLIF+bFGF-Medium, (A und F): ohne Zusatz, (B und G): mit Wnt-Signaltransduktionsweg-Agonist, (C und H): mit MEK-Inhibitor, (D und I): mit TGFβ-Inhibitor (ALK4, ALK5 und ALK7) und (E und K): mit ALK5-I...
	Tag 115 nach Transduktion, 28 Tage unter Einfluss unterschiedlicher Inhibitoren und Agonisten. Ermittelt wurde die Expression der untersuchten Oberflächenmoleküle SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 und TRA-1-60 in ESML+rhLIF (A) und ESML+rhLIF +bFGF (B) und unter...


	3.5 Reprogrammierung von Mausfibroblasten mit dem polycistronischen Vektor hOKSM
	3.5.1 Reprogrammierungsprozess
	Nachdem die Zellen transduziert wurden, wurden sie ab Tag 4 mit γMEFs ko-kultiviert und expandiert, so dass nach etwa 21 Tagen ausreichend Kolonien für die Pluripotenzanalysen vorhanden waren.

	3.5.2 Charakterisierung hOKSM-transduzierter Zellen aus der Maus
	(A) isolierte TTFs (Tail Tip Fibroblasten – Schwanzspitzen Fibroblasten) Tag 9, (B) aus den TTFs generierte IPS Zellen (Tag 40) und zum Vergleich (C) ES Zellen vom Black6 Mausstamm. Maßstabsbalken = 100 µm, 100x Vergrößerung
	Positive AP Färbung der (A) Maus ES Zellen und (B) iPS Zellen auf γMEFs. Maßstabsbalken = 100 µm, 200x Vergrößerung
	Tag 38 nach Transduktion mit hOKSM_dTomato. Die Kolonien wurden mit Primärantikörpern gegen Oct4, Sox2, Nanog, Lin28 und Ssea1 gefärbt. Anschließend wurden die gebundenen Antikörper mit Sekundärantiköpern detektiert, die mit DyLight™ 657 konjugiert wa...
	Maßstabsbalken = 100 µm, 400x Vergrößerung
	Hämatopoetische Differenzierung über EB Formierung (A) Ko-kultivierte iPS Zellen aus der Maus, 100x Vergrößerung, (B) Tag 6 EB in Methylzellulose, 160x Vergrößerung, (C) Suspensionszellen ko-kultiviert mit OP9 Zellen, 160x Vergrößerung, Maßstabsbalken...


	3.6 Einfluss der stöchiometrischen Verteilung der Reprogrammierungsfaktoren
	Die Expression der Transkripte POU5F1, KLF4, SOX2 und MYC wurden in ES Zellen des Weißbüschelaffen cjes001 (A) und in Zellen der humanen ES Zelllinie H1 (B) mittels qRT-PCR ermittelt. Die Expression wurde relativ zu POU5F1 dargestellt. Die gezeigten W...

	3.7 Entkoppelte Transduktion von Callithrix jacchus Zellen mittels separater Reprogrammierungsvektoren
	Jeder lentivirale Reprogrammierungsvektor kodiert die humane CDS eines Transkriptionsfaktors (OCT4, KLF4, SOX2, MYC) und eines Reportergens (eGFP, cerulean, dTomato, venus), die durch eine IRES-Sequenz getrennt sind.
	3.7.1 Reprogrammierung mit 4 separaten lentiviralen Vektoren
	Nachdem die Zellen transduziert wurden, wurden sie ab Tag 7 mit γMEFs ko-kultiviert und expandiert, so dass nach etwa 28 Tagen ausreichend Kolonien für die Pluripotenzanalysen vorhanden waren.
	(A) Darstellung der additiven Farbmischung anhand eines Farbkreises. (B) Vierfach transduzierte Fibroblasten an Tag 3, Maßstabsbalken = 100 µm, 200x Vergrößerung, (C) Durchflusszytometrische Ermittlung der vierfach transduzierten Zellen an Tag 3. 1-3...

	3.7.2 Charakterisierung der vierfach transduzierten primaten Zellen
	Kolonien nach vierfacher Transduktion an Tag 31. Maßstabsbalken = 100 µm, 100x Vergrößerung
	Tag 4 nach Transduktion: einfach und mehrfach transduzierte Zellen; Tag 7: erste Kolonien. Maßstabsbalken = 100 µm, 200x Vergrößerung
	Tag 32 nach Transduktion. Positive AP Färbung der (A) cjes001 Kolonie und (B) der bona fide iPS Zellkolonien. Maßstabsbalken = 100 µm, 200x Vergrößerung
	Tag 28 nach Transduktion: Die relativen Transkript-Mengen von POU5F1, KLF4, SOX2, MYC, LIN28A, NANOG, DNMT3B und ZFP42 wurde mittels qRT-PCR ermittelt. Die Expression der untersuchten Gene wurde über die Haushaltsgene GAPDH und RPL13A normalisiert. Di...
	(A) Durchflusszytometrisch gemessene Expression von SSEA4, SSEA3, GCTM-2, TRA-1-81 und TRA-1-60 in reprogrammierten Zellen über die Zeit; (B) Expression der Fluoreszenzproteine 76 Tage nach Transduktion
	(A) Tag 15 nach Transduktion. Sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie Bildung von morphologisch ähnlichen Kolonien; Maßstabsbalken = 100 µm; 100x Vergrößerung; (B) Tag 49 nach Transduktion: Zellpopulation in FSC vs. SSC unter Normoxie und Hypoxie...


	3.8 Einfluss von Stöchiometrie und Epigenetik
	In der Überlagerung aller Fluoreszenzen (merge) ist zu erkennen, dass sich die Spannbreite der unterschiedlichen Farbnuancen im Laufe der Zeit verringerte und sich die Fluoreszenz der Kolonien in einem schmalen Farbbereich einpendelte; Maßstabsbalken ...
	3.8.1 Einfluss von DNA-Methylierung auf die Reprogrammierungseffizienz mit vier separaten Expressionsvektoren
	3.8.2 Charakterisierung der vierfach transduzierten Zellen nach Demethylierung
	Beispielhalte Darstellung von mit 5-AZA behandelten Kolonien. Tag 49 nach Transduktion und zweifacher Zugabe von 5 µM 5-AZA. Maßstabsbalken = 100 µm, 100x Vergrößerung
	(A) Tag 17 nach Transduktion und erster Zugabe von 5-AZA. (B) Tag 21 nach Transduktion und zweite Zugabe von 5-AZA für 48 h. Maßstabsbalken = 100 µm, 100x Vergrößerung
	Tag 90 nach Transduktion mit 0 µM, 0,5 µM und 5 µM 5-AZA unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Maßstabsbalken = 100 µm, 200x Vergrößerung
	Tag 61 nach Transduktion. Durchflusszytometrische Analyse mit und ohne Einfluss von 5-AZA in unterschiedlichen Konzentrationen: 4- bzw. 6-mal 0,5 µM sowie 4-mal 5 µM für je 48 h.
	Tag 83 nach Transduktion. Durchflusszytometrische Analyse mit und ohne Einfluss von 5-AZA in unterschiedlichen Konzentrationen: 4-mal 0,5 µM und 4-mal 5 µM für je 48 h.
	Tag 47 nach Transduktion. Die relativen Transkript-Mengen von POU5F1, KLF4, SOX2, MYC, LIN28A, NANOG und DNMT3B wurden mittels qRT-PCR ermittelt. Die Expression der untersuchten Gene wurde über die Haushaltsgene GAPDH und RPL13A normalisiert. Die Expr...
	Tag 49 nach Transduktion. Die relativen Transkript-Mengen von POU5F1, KLF4, SOX2, MYC, LIN28A, NANOG und DNMT3B wurden mittles qRT-PCR ermittelt. Die Expression der untersuchten Gene wurde über die Haushaltsgene GAPDH und RPL13A normalisiert. Die Expr...


	3.9 Transduktion der Callithrix jacchus Zellen mit LIN28A
	3.9.1 Einfluss von LIN28A auf partiell reprogrammierte Zellen
	Tag 151 nach Transduktion und 14 Tage nach der zusätzlichen Transduktion mit LIN28_dTomato. Maßstabsbalken = 100 µm, 200x Vergrößerung
	Tag 137 nach Transduktion. Durchflusszytometrische Messung von vierfach und zusätzlich mit LIN28 transduzierte Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

	3.9.2 Reprogrammierung mit 5 separaten lentiviralen Vektoren
	Tag 7 nach Transduktion. 4TF: OCT4, SOX2, KLF4 und MYC, 5TF: OCT4, SOX2, KLF4, MYC und LIN28. Maßstabsbalken = 100 µm, 200x Vergrößerung
	Tag 18 nach Transduktion. Kulturbedingungen: hypoxisch/normoxisch, 4TF: OCT4, SOX2, KLF4 und MYC, 5TF: OCT4, SOX2, KLF4, MYC und LIN28. Maßstabsbalken = 100 µm, 100x Vergrößerung
	16, 35 oder 45 Tage nach Transduktion. Kulturbedingungen: normoxisch/hypoxisch. (A) Messung an drei unterschiedlichen Zeitpunkten; (B) Expression von E-Cadherin in den reprogrammierten Zellen (d45/46), den Fibroblasten und den Zellen der ES Zelllinie ...


	3.10 Transkriptomanalyse der teilreprogrammierten primaten Zellen
	Tag 64 nach Transduktion mit hOKSM_dTomato. Gemeinsame Analyse der cjes001 Zellen (P91), der Fibroblasten (P3) und der teilreprogrammierten Zellen in unterschiedlichen Kulturmedien.
	Tag 64 nach Transduktion. Im Zuge der Transkriptomanalyse wurden 50 differentiell exprimierte Gene ermittelt. Diese wurden mit den hOKSM-transduzierten Zellen in unterschiedlichen Kulturmedien verglichen. Häufig gezählte Transkripte erscheinen gelb, s...
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