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1 Einleitung

1.1 Embryonale Stammzellen und Pluripotenz

Stammzellen haben im Gegensatz zu differenzierten Zellen das Potenzial zur
Selbsterneuerung und kénnen in einen oder mehrere Zelltypen differenzieren. Im Organismus
findet man in einigen Organen wie z. B. dem Blut, der Haut oder dem Gehirn sogenannte
multipotente Stammazellen, d. h. aus diesen Zellen kdnnen sich verschiedene Zelltypen des
entsprechenden Keimblatts entwickeln. Das Vermogen, keimblattubergreifend in alle
Zelltypen des Organismus differenzieren zu konnen, wird als Pluripotenz definiert. Kommt
die Fahigkeit hinzu, durch Selbst-Organisation einen ganzen Organismus ausbilden zu
kdnnen, spricht man von Totipotenz (Solter 2006).

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) lassen sich aus der pluripotenten inneren Zellmasse der
Blastozyste abgeleiten (Abb. 1). Zum ersten Mal ist dies 1981 bei der Maus (Evans und
Kaufman, 1981; Martin 1981) und 1998 beim Menschen (Thomson et al., 1998) gelungen.
Die innere Zellmasse differenziert in der embryonalen Entwicklung in zwei unterschiedliche
Zell-Linien. Zum einen in das extraembryonale Endoderm, welches sich weiter zu
extraembryonalen Geweben entwickelt; zum anderen in den Epiblast, welcher das primitive
Ektoderm ausbildet, woraus schliellich der Embryo entsteht. Das primitive Ektoderm hat eine
epitheliale Morphologie (Gardner & Rossant, 1979) und bereits an Entwicklungspotenzial
verloren, da sich diese Zellen u. a. nicht mehr in extraembryonale Linien entwickeln kdnnen.
Man spricht hier von ,.eingeschrankter” Pluripotenz (Niwa 2007).

Die Regulation des Pluripotenzerhalts in ES-Zellen erfolgt tber vernetzte Faktoren und
Signalwege, die in zwei Gruppen eingeteilt werden kdénnen: extrinsische und intrinsische
Faktoren (Abb. 2). Extrinsische Faktoren sind meist Zytokine und Hormone. Die Gruppe der
intrinsischen  Faktoren beinhaltet hauptsédchlich  Transkriptionsfaktoren. In diesem
Zusammenhang spielen auch epigenetische Faktoren eine wichtige Rolle, z. B. Chromatin-
assoziierte Molekile wie die Polycomb group Repressor-Proteine (Boyer et al., 2006; Lee et
al.,, 2006) und die Modifizierung von DNA bzw. Histonen durch Methylierung bzw.
Azetylierung.
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Abb. 1: Herstellung von ES-Zellen und Uberpriifung der Pluripotenz.

Nach einigen Teilungsrunden entwickelt sich aus der fertilisierten Eizelle die Blastozyste. Diese besteht aus dem
Trophektoderm und der inneren Zellmasse (IZM). Ersteres entwickelt sich weiter in extra-embryonales Gewebe
wie die Plazenta und letzteres in alle Zellen des Embryos. Werden die Zellen der IZM unter geeigneten
Bedingungen kultiviert, z. B. mit LIF (murine ES-Zellen) oder mit Fitterzellen (murine und humane ES-Zellen),
kénnen sie sich kontinuierlich selbst erneuern. Diese aus der IZM abgeleiteten Zelllinien werden als ES-Zellen
bezeichnet. Die Pluripotenz kann bei murinen ES-Zelllen Uber die Injektion in eine Blastozyste gezeigt werden. Es
bildet sich eine chimare Maus, in welche sich die injizierten Zellen integrieren und zu samtlichen Zelllinien des
Korpers differenzieren, einschlieBlich der Keimzellen. Fir humane ES-Zellen kommt diese Methode aus
ethischen und rechtlichen Griinden nicht in Frage. Stattdessen wird anhand der Entstehung von Teratomen in
immundefizienten M&usen die Bildung verschiedener Gewebe aus den drei Keimblattern nachgewiesen.
Adaptiert von Nishikawa et al. (2007)

1.2. Extrinsische Faktoren zum Pluripotenzerhalt

Zur Aufrechterhaltung der Pluripotenz von ES Zellen in der Zellkultur sind verschiedene
extrinsische Faktoren erforderlich. Urspriinglich wurden murine ES-Zellen auf einer Lage von
murinen embryonalen ,,Fitterzellen®* (mouse embryonic fibroblasts, MEFs) kultiviert. Diese
Zellen konditionieren das Medium mit l6slichen Faktoren und versorgen die ES-Zellen so mit
den nétigen Stimulanzien. Vor fast 20 Jahren wurde dann LIF (leukemia inhibitory factor) als
wichtigster der extrinsischen Faktoren identifiziert (Smith et al., 1988; Williams et al., 1988).
Fur viele ES-Zelllinien ist bei entsprechender LIF-Stimulation keine Ko-Kultur mit
Futterzellen notwendig. So wurden z. B. die ersten genetischen Veranderungen die tber die
Keimbahn weitergegeben wurden, mit MEF-frei kultivierten ES-Zellen durchgefiihrt (Hooper
et al., 1987; Thompson et al., 1989). LIF ist ein Mitglied der IL6 Zytokin-Familie und bindet
direkt an den LIF-Rezeptor (LIFR), welcher daraufhin mit seiner zytoplasmatischen Doméne
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Abb. 2: Zusammenhang zwischen extrinsischen und intrinsischen Pluripotenz-Regulatoren
Membranstandige Rezeptoren geben Signale von extrinsischen Faktoren wie LIF und BMP4 weiter an die
intrinsischen Faktoren Stat3, Oct4, Sox2 und Nanog. Ob Nanog auch direkt durch einen extrinsischen Stimulus
reguliert wird, ist derzeit noch unklar. Die Bindung von LIF an den LIF-Rezeptor (LIFR) fihrt zu einer
Trimerisierung mit Glycoprotein-130 (gp130). So kann die Nicht-Rezeptor Janus Tyrosin Kinase (JAK)
rekrutiert werden, die zusammen mit der Antiphospho-Tyrosin Immunreaktive Kinase (TIK) den
zytoplasmatischen Teil von LIFR/gp130 phosphoryliert. Die phosphorylierten Stellen dienen wiederum als
Andockstellen fiir Proteine mit SH2-Doméanen, darunter auch Stat3, welches phosphoryliert wird und als Dimer
in den Kern gelangt. Im Zellkern verursachen Stat3, Oct4, Sox2 and Nanog Anderungen in der Genexpression,
die zu einem ES-Zell-Ph&notyp fihren.

GAB1, GRB2-associated binding protein-1; GSK3, glycogen synthase kinase-3; Id, inhibitor of differentiation,
JAK, Janus Kinase; MEK, mitogen-activated protein kinase (MAPK) and extracellular signal regulated kinase
(ERK) protein kinase; SMAD, similar to mothers against decapentaplegic homologue; SHP2, SH2-domain-
containing protein tyrosine phosphate-2; WNT, wingless type protein.

Adaptiert von Boiani und Schéler (2005)

den Transmembran-Rezeptor gp130 rekrutiert, um einen trimeren Komplex zu bilden. Danach
erfolgt die Phosphorylierung, Dimerisierung und Kerntranslokation von Stat3 (signal
transducer and activator of transcription). Es liel? sich zeigen, dass allein die Aktivierung von
Stat3 ausreichend ist, um die Selbsterneuerung von ES-Zellen aufrecht zu erhalten (Matsuda
etal., 1999).

Weitere wichtige extrinsische Faktoren sind BMP4 bzw. BMP2 (bone morphogenetic
proteins) und das BMP-verwandte GDF6 (growth and differentiation factor-6). Jeder dieser
Faktoren kann das normalerweise in der ES-Zellkultur erforderliche fotale Kalberserum
(FKS) ersetzen, sodass darin sogar einzelne ES-Zellen kultiviert bzw. neue ES-Zelllinien
generiert werden konnen (Ying et al., 2003). Die BMP/GDF-Funktion inhibiert die neurale
Differenzierung embryonaler Stammzellen, da BMP-stimulierte ES-Zellen unter LIF-Entzug
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in eine nicht-neurale Richtung differenzieren. Werden dagegen ES-Zellen ausschlie3lich mit
LIF stimuliert, ist in Abwesenheit von Serum oder BMP/GDF die Fé&higkeit zur
Selbsterneuerung stark eingeschrénkt und die ES-Zellen beginnen in eine neurale Richtung zu
differenzieren. Bei der Stimulation mit BMP/GDF spielt die Induktion sogenannter Id-
Proteine (inhibitors of differentiation) eine entscheidende Rolle. Gezeigt wurde dies u. a.
dadurch, dass mit einer Uberexpression von ld1, 1d2 oder 1d3 die Notwendigkeit einer
BMP/GDF Stimulation umgangen wird (Ying et al., 2003).

Whnt (wingless type) Proteine unterdriicken ebenfalls die neurale Differenzierung von ES-
Zellen (Aubert et al., 2002). Der wnt-Signalweg scheint zumindest an einer kurzzeitigen
Aufrechterhaltung von Pluripotenz bei murinen und humanen ES-Zellen beteiligt zu sein
(Sato et al., 2004).

Des Weiteren gibt es Hinweise auf alternative extrinsische Faktoren, die bislang noch nicht
identifiziert wurden. So haben im Maus-Embryo bei der Etablierung und Aufrechterhaltung
von Pluripotenz Mutationen an LIF, am LIF-Rezeptor oder Stat3 keine Auswirkung, obwohl
der LIF-Rezeptor in der inneren Zellmasse exprimiert wird (Nichols et al., 1996) und dieser
Rezeptor beim Pluripotenzerhalt in vitro eine wichtige Rolle spielt.

Normalerweise konnen Mause ber mehrere Wochen die Einnistung eines Embryos
verzogern und dabei die Pluripotenz der inneren Zellmasse aufrechterhalten, wenn der
derzeitige Nachwuchs noch gesdugt wird. Doch Mutationen an gpl30 fihren dazu, dass
Embryonen innerhalb von sechs Tagen den Epiblast verlieren und keinen Fotus mehr
generieren kénnen (Nichols et al., 1996). Somit scheint auch in vivo eine gp130-vermittelte
Signalwirkung zur Stabilisierung pluripotenter Zellen erforderlich zu sein. Diese muss aber
auf alternativem Weg induziert werden, da mutierte Komponenten des LIF/Stat3-Signalwegs
keinen Phénotyp in den frihen Embryonalstadien erzeugen.

Die Fahigkeit von LIF-defizienten ES-Zellen, sich in Anwesenheit eines neutralisierenden
gp130 Antikorpers selbst erneuern zu kénnen, deutet ebenfalls auf einen weiteren Signalweg
zur Aufrecherhaltung der ES-Zellidentitéat hin. Die verantwortliche Aktivitat wurde als ESRF
(ES cell self-renewal factor) bezeichnet und wird, wie auch LIF, von differenzierenden ES-
Zellen sekretiert. ESRF konnte im konditionierten Medium einer parietales-endodermartigen
Zelllinie detektiert werden, die aus ES-Zellen abgeleitet wurde (Dani et al., 1998).

Die Sekretion von LIF aus Ftterzellen scheint zwar die Hauptursache zu sein, welche den
undifferenzierten Status fordert, doch konnen auch ES-Zellen mit homozygot deletierten LIF-
Rezeptor-Allelen auf Fitterzellen noch Kolonien bilden, wenn auch mit deutlich verminderter



Einleitung 12

Effizienz (Chambers 2004). Dies deutet ebenfalls auf einen LIF-unabh&ngigen Mechanismus

hin, der die Selbsterneuerung embryonaler Stammzellen unterstutzt.

1.3 Intrinsische Pluripotenzfaktoren

Intrinsische  Pluripotenzfaktoren sind Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitdt durch
extrinsische Signale und/oder interne autoregulatorische Netzwerke kontrolliert werden. Zu
den wichtigsten Vertretern gehdren Oct4, Sox2 und Nanog. Diese drei Proteine bilden ein
Transkriptionsfaktoren-Netzwerk zur Selbsterneuerung von humanen (Boyer et al., 2005) und
murinen (Loh et al., 2006) ES-Zellen aus. Die drei Faktoren sind untereinander so verschaltet,
dass jeder Faktor sich selbst und die anderen reguliert. Oct4, Sox2 und Nanog ko-okkupieren
dartiber hinaus auch die Promotoren vieler anderer Transkriptionsfaktoren, von denen viele
entwicklungsrelevante Homeoproteine sind. Somit stabilisiert eine Triade aus
Transkriptionsfaktoren den Erhalt der Pluripotenz (zur Ubersicht siehe Niwa, 2007).

1.3.1 Oct4

Oct4 gehort zu einer Familie DNA-bindender Proteine, welche an die Oktamer-Sequenz
ATGCAAAT binden. Oct4 ist bereits in der unbefruchteten Eizelle nachweisbar und die
Expression setzt sich fort bis hin zur inneren Zellmasse der Blastozyste. Im angrenzenden
Trophektoderm dagegen ist Oct4 herunterreguliert. Die Expression von Oct4 wird im pra-
bzw. postimplantierten Embryo tber den Epiblast hinweg aufrechterhalten, bleibt dann aber
auf die primordialen Keimzellen beschrankt. Oct4-defiziente Blastozysten sehen duf3erlich
normal aus, es ist aber nicht mdglich ES-Zellen aus ihnen abzuleiten, man erhélt nur
trophektodermale Zellen (Nichols et al., 1998). ES-Zellen bei denen Oct4-cDNA unter
Tetracyclin-Kontrolle kontrollierbar ist, differenzieren zu trophektodermalen Zellen nachdem
Oct4 runterreguliert wurde (Niwa et al., 2000). Dies zeigt, dass Oct4 essentiell fir den Erhalt
der Pluripotenz von ES-Zellen ist.

Wird Oct4 dagegen zu ca. 50% Uber dem Wildtyp-Niveau exprimiert, zeigt sich, dass ein
signifikanter Anteil der Zellen differenziert und endo- bzw. mesodermale Marker auspragt. In
diesem artifiziellen Zustand scheint ein Kooperationspartner in limitierter Menge vorzuliegen,
der zusammen mit Oct4 ES-Zell-spezifische Transkriptionsvorgange reguliert. Entzieht man
Wildtyp ES-Zellen LIF, so wird Oct4 innerhalb weniger Tage abgeschaltet und die Zellen
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differenzieren. Die Differenzierung kann auch nicht mit einer Tetracycline-induzierten Oct4-
Expression gestoppt werden. Das bedeutet, dass Oct4 nur zusammen mit einem oder
mehreren gp130-regulierten Faktoren die Pluripotenz aufrechterhalten kann.

1.3.2 Sox2

Sox2 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine essentielle Rolle bei der Transkription von Oct4-
Zielgenen spielt (Niwa et al., 2001). Sox2 und Oct4 haben z. B. nebeneinanderliegende
Bindestellen im Enhancer-Bereich vieler Gene und stimulieren auf synergistische Weise
deren Transkription (Ambrosetti et al., 2000). Als Beispiele sind zu nennen: Fgf4 (Yuan et al.,
1995), Utf1 (Nishimoto et al., 1999), Fbx15 (Tokuzawa et al., 2003), Nanog (Kuroda et al.,
2005; Rodda et al., 2005) und Leftyl (Nakatake et al., 2006). Sox2” Embryos sind an Tag 3,5
noch normal entwickelt, doch an Tag 6 fehlen Oct4-positive Zellen (Avilion et al., 2003).
Lasst man in der Zellkultur die innere Zellmasse auswachsen, fehlen pluripotente Zellen, doch
lassen sich Zellen des Trophektoderms und des primitiven Endoderms nachweisen. Die
Runterregulation (knock-down) von Sox2 in ES-Zellen induziert die Differenzierung in
verschiedene Zelllinien, darunter Trophektoderm (Ivanova et al., 2006), was die funktionelle
Bedeutung dieses Faktors fir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz beweist. Allerdings
zeigen sehr aktuelle Ergebnisse, dass Sox2-Defizienz durch Oct4-Uberexpression
kompensiert werden kann (Masui et al., 2007). AulRerdem wurde in der Studie gezeigt, dass
Sox2 fur die Aktivierung der Oct4/Sox2-Enhancer-Bereiche entbehrlich ist, aber notwendig
zu sein scheint, um Transkriptionsfaktoren zu aktivieren, die Oct4-Expression beeinflussen.
Es wird von den Autoren daher angenommen, dass die wesentliche Rolle von Sox2 in der

Pluripotenzerhaltung darin besteht, die Oct4-Expression aufrechtzuerhalten.

1.3.3 Nanog

Der Transkriptionsfaktor Nanog wurde vor kurzem unabhéngig von zwei Gruppen entdeckt
(Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003). Nanog ist wie Oct4 ein Homeo-Protein, doch
liegt die Homologie der Nanog-Homedoméne im Vergleich zu anderen murinen
Homeodomadnen bei hochstens 50 %. Nanog-Expression ist auf sehr wenige Zelltypen
begrenzt, darunter befinden sich auch ES-Zellen. In der Mausentwicklung startet die
Expression von Nanog im Morulastadium und grofRe Transkriptmengen findet man ebenfalls
in der frihen Blastozyste. Doch bereits vor der Implantation lasst die Expression nach,
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womdéglich um eine unkontrollierte Proliferation der Zellen zu verhindern. Nanog-Expression
bleibt nach der Einnistung des Embryos nur auf bestimmten Zellen des Epiblasts und spéter
auf primordiale Keimzellen beschrankt (Chambers et al., 2003).

Aus der inneren Zellmasse von Nanog-defizienten (Nanog”) Embryonen lassen sich nur
primitives endodermartige Zellen gewinnen. Wird Nanog in ES-Zellen ausgeschaltet, nehmen
Nanog™-Zellen die typisch abgerundete Morphologie von Zellen des parietalen Endoderms an
(Mitsui et al., 2003). Nanog-Expression in aggregierten ES-Zellen in Suspensionskultur
verhindert ebenfalls die Differenzierung in das primitive Endoderm (Hamazaki et al., 2004).
Die Aufrechterhaltung des ES-Zellstatus durch Nanog scheint also in einem Zusammenhang
mit in der Unterdriickung von GATAG-AKktivitat zu stehen.

Dartiber hinaus gibt es Berichte, dass die Funktion von Nanog nicht nur in der Inhibition der
Differenzierung in das primitive Endoderm liegt, sondern dass das Protein auch neuronale
Differenzierung inhibiert (Ying et al., 2003), die ansonsten durch den Entzug von BMP oder
Serum ausgel6st wird. Zusatzlich gibt es Hinweise, die zeigen, dass Nanog die Mesoderm-
Spezifikation zurlckfuhren kann, indem es brachyury reprimiert, welches fir den
mesodermspezifischen T-box Transkriptionsfaktor T kodiert. T aktiviert seinerseits die
Expression von Nanog, sodass eine negative Rickkopplung an der Ausbalancierung von
Selbsterneuerung und mesodermaler Differenzierung beteiligt ist (Suzuki et al., 2006). Somit
kann Nanog abhdngig von den jeweiligen Kulturbedingungen die Differenzierung ins
primitive Endoderm und die neuronale sowie mesodermale Differenzierung blockieren.

Im Gegensatz zu Oct4 und Sox2 scheint die Uberexpression von Nanog fiir den
Pluripotenzerhalt forderlich zu sein. ES-Zellen mit loxP-flankiertem konstitutiv aktivem
Nanog-Expressionskonstrukt konnten fur 8 — 9 Tage (2 Passagen) bei klonaler Dichte (100
Zellen/cm?) in Anwesenheit eines LIF-Inhibitors (Vernallis et al., 1997) kultiviert werden.
Danach wurden diese Zellen in LIF-haltigem Medium expandiert, die Nanog-
Expressionskassette Uber Cre-Rekombination entfernt, und in Blastozysten injiziert. Der
daraus resultierende Nachwuchs zeigte zwar hohen Chimdarismus (Chambers et al., 2003),
doch konnte nicht gezeigt werden, dass die so behandelten Zellen zur Keimbahn der M&use
beitragen konnen. Da parallel behandelte Wildtyp-ES-Zellen vollstandig differenziert sind,
liegt der Schluss nahe, dass Nanog in Abwesenheit von LIF die Pluripotenz dieser Zellen
aufrechterhalten hat. Diese Aktivitdt von Nanog ist unabhéngig von Stat3-Aktivierung und
dartiber hinaus induziert Stat3 selbst nicht die Expression von Nanog (Chambers et al., 2003).
So scheinen Stat3 und Nanog unabhdngig voneinander ihre Funktion auf ES-Zellen

auszuuben.
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Die Kombination beider Faktoren, Nanog-Uberexpression und LIF/Stat3-Stimulierung, hat
einen synergistischen Effekt auf die Selbsterneuerung von ES-Zellen. So werden unter diesen
Bedingungen mehr undifferenzierte Kolonien gebildet und es entstehen stark kompaktierte
Kolonien. (Chambers et al., 2003). Nanog erfordert die kontinuierliche Anwesenheit von
Oct4, da sonst die Zellen in die trophektodermale Richtung differenzieren. Da ES-Zellen
durch Nanog-Uberexpression auch ohne LIF weiterhin pluripotent bleiben und weiterhin Oct4

exprimieren, scheint Nanog die Oct4-Expression beeinflussen zu kénnen.

1.4 Protein-Transduktion

Eine Strategie zur funktionellen Charakterisierung eines Proteins ist neben der Deletion (loss
of function) die Uberexpression des entsprechenden Gens (gain of function). Um dies zu
erreichen, gibt es verschiedene Methoden, die vorwiegend auf dem Transfer von
Nukleinsduren basieren: chemische oder elektrisch induzierte Transfektion, Mikroinjektion
sowie verschiedene virale Vektorsysteme (Abb. 3, links und mitte). Die Gemeinsamkeit
dieser unterschiedlichen Ansétze liegt darin, die genetische Information des Proteins in die

Zelle zu bringen, damit diese das gewunschte Protein exprimieren kann. Bei vielen der

Abb. 3: Konzepte zum Einbringen biologisch aktiver Proteine in Zellen.

Um biologisch aktives Protein (hier: X) in Zellen zu bringen gibt es verschiedene Methoden, die meist auf dem
Transfer von Nukleinséuren basieren: chemische oder elektrisch induzierte Transfektion und verschiedene
virale Vektorsysteme. Als Alternative zu den o. g. Techniken bietet sich die sogenannte Protein-Transduktion
an. Dazu wird eine Protein-Transduktionsdoméne (PTD) an das Protein X fusioniert, um eine Zellpermeabilitat
zu vermitteln. Das Protein wird meist rekombinant hergestellt, ins Medium gegeben und kann in nahezu jede
Zelle eindringen.
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genannten Techniken treten Limitierungen auf, wie eine schlechte Transfizierbarkeit von
priméren Zellen, geringe Transfektionsraten, toxische und andere unerwiinschte
Nebeneffekte, die durch chemische oder physikalische Stimuli verursacht werden. Dartber
hinaus besteht das Risiko permanenter genetischer Modifikationen durch insertionale
Mutagenese. Bevor der biologische Effekt analysiert werden kann, mussen solche Zellen
meist erst selektiert, bzw. isoliert werden, die tatsachlich das Protein ausreichend exprimieren.
H&ufig haben dann nach langerer Kultur die vormals positiven Zellen die Expression des
Proteins reduziert oder gar eingestellt. Daruber hinaus lasst sich meist die Expressionsstarke
schlecht regulieren, bzw. es gibt bei vielen konditionalen Systemen im nicht-induzierten

Zustand Probleme mit Hintergrundaktivitaten des Proteins, welches von Interesse ist.

1.4.1 Protein-Transduktionsdomanen

Eine Alternative zu den o. g. Techniken ist die sogenannte Protein-Transduktion (Abb. 3,
rechts). Hier wird eine Protein-Transduktionsdoméne (PTD) an das gewunschte Protein
fusioniert, um eine Zellpermeabilitat zu vermitteln. Das Protein wird meist rekombinant
hergestellt, ins Medium gegeben, und kann in nahezu jede Zelle eindringen, sodass eine
Selektion unndtig ist (Ubersicht bei Dietz und Bahr 2004; Patsch und Edenhofer, 2007).

Die Maoglichkeit der Zell-Manipulation mittels Protein-Transduktion ist erst wenige Jahre
bekannt, doch sind schon vielfaltige Arbeiten zu dieser Thematik verdffentlicht worden. Zu
Proteinen, die von Natur aus Zellmembranen Uberwinden kénnen gehdren pflanzliche und
bakterielle Toxine (Falnes und Sandvig, 2000), Wachstumsfaktoren (Jans und Hassan, 1998),
Homeoproteine (Prochiantz, 2000) sowie virale Proteine (Frankel und Pabo, 1988; Green und
Lowenstein, 1988; Elliott und O’Hare, 1997). Bei vielen dieser Proteine wurde eine Protein-
Transduktionsdomane (PTD) oder sogenannte cell penetrating peptides (CPPs) identifiziert,
die fur die Transduktion essentiell sind. Die bekanntesten PTDs sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Das 16-Aminoséuren-Peptid Antp, welches aus der dritten Helix der Homeo-Doméne des
Antennapedia Proteins stammt, wurde u. a. fur die Internalisierung von Inhibitorpeptiden in
Nervenzellen verwendet (Théodore et al., 1995; Hall et al., 1996). Die Anwendung dieser
PTD ist aber beschrankt, da Antp beim Transport von Peptiden mit mehr als 100
Aminosauren (AS) offensichtlich versagt (Ubersicht bei Derossi et al., 1998).

VP22 ist das Tegument Protein des Herpes Simplex Virus Typ 1. Das basische Protein hat
eine GroRe von 38 kDa und wurde u. a. dazu genutzt, griin-fluoreszierendes Protein (GFP)
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(Elliott und O’Hare, 1997) und p53 (Phelan et al., 1998) in Zellen einzuschleusen.
Beschrieben wurde auch, dass VP22 interzelluldr transportiert wird, da VP22-Proteine aus
transfizierten Zellen in nicht-transfizierte Zellen gelangen kénnen. Anhand einer C-terminalen
Deletionsmutante wurde ein basisches, fur die Transduktion essentielles Peptid von 34 AS
L&nge identifiziert (Elliott und O’Hare, 1997).

Die prominenteste PTD ist TAT, ein 11-Aminoséure-langes, basisches Peptid vom
Transaktivatorprotein TAT des HIV-1 (Murriel und Dowdy, 2006). Erste Arbeiten zu dieser
PTD zeigten, dass das HIV-TAT-Protein (HIV-transactivator of transcription) in Zellen
eindringt, und Transkription induzieren kann (Frankel und Pabo, 1988; Green und
Loewenstein, 1988). Nachfolgende Studien identifizierten eine basische Region des Tat-
Proteins, welche fir die Membrangangigkeit verantwortlich ist (Fawell et al., 1994). Diese
basische Region (TAT), welche die Aminsdurereste 48-57 des HIV-Tat-Proteins umfasst,
wurde an den rekombinant hergestellten CDK-Inhibitor p27""* fusioniert (TAT-p27""h),
welcher die Migration von Zellen induzierte (Nagahara et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich die TAT-PTD verwendet, da es zu dieser
Doméne die weitaus meisten erfolgreichen Berichte mit zellpermeablen Proteinen gibt (Dietz
und Bahr, 2004).

PTD Aminoséaure-Sequenz Frachtmolekile Referenz

Antp RQIKIWFQNRRMKWKK Proteinkinase-C-Inhibitor Théodore et al., 1995
Phospholipase-Cy-Antagonist Hall et al., 1996

VP22 DAATATRGRSAASRPTE GFP Elliot & O’'Hare, 1997

RPRAPARSASRPRRPVE* p53 Phelan et al., 1998

TAT YGRKKRRGRRR CDK-Inhibitor p27<** Nagahara et al., 1998
Eisenkugelchen (40nm) Lewin et al., 2000
Liposome Torchilin et al., 2001

Tabelle 1: Die bekanntesten PTDs und ihre erstmaligen Anwendungen

Zu jedem Peptid sind Beispiele fur Frachtmolekile aufgefiihrt, die durch Fusion mit der PTD transduzierbar
wurden. Basische Aminoséuren sind fett hervorgehoben. *Fur die Transduktion essentieller Bereich des VP22-
Proteins

GFP, green fluorescent protein

1.4.2 Mechanismus der PTD-vermittelten Protein-Transduktion

Der Mechanismus der Protein-Transduktion ist noch nicht vollstindig aufgekléart.

Urspriinglich wurde vermutet, dass eine direkte Membranpenetration stattfindet. Triebkraft
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hierfir sollte der energetisch hohen Zustand des denaturiert aufgereinigten TAT-
Fusionsproteins sein (Nagahara et al., 1998; Bonifaci et al., 1995). Das Fusionsprotein wirde,
der Theorie zufolge, nach dem Membrantransfer von molekularen Chaperonen im
Zytoplasma riickgefaltet und biologisch aktiv werden (Nagahara et al., 1998). Heute geht man
davon aus, dass die zellulare Aufnahme Uber Makropinozytose, einer Form der Endozytose
erfolgt (Wadia et al., 2004)(Schematische Darstellung in Abb. 4).

Als Initialschritt gilt die Bindung an die Zelloberflache Uber elektrostatische Wechselwirkung
mit den basischen PTDs. Hierbei ist die Guanidin-Gruppe der Arginine ein essentielles
Strukturelement der PTDs zur Protein-Transduktion (Wender et al., 2000). Das
polyanionische Heparansulfat (HS) der extrazelluldren Proteoglykanmatrix spielt dabei eine
Schlisselrolle fir die Bindung des PTD-Fusionproteins (Console et al., 2003; Tyagi et al.,
2001). HS-Proteoglykane sind Bestandteile der extrazellularen Matrix von vielen
Séugerzellen.

Die Aufnahme des PTD-Fusionsproteins erfolgt tber Makropinozytose und ist unabhangig

Abb. 4 Schematische Darstellung des Transduktionsmechanismus von Proteinen

1.) Als Initialschritt gilt die Bindung basischer PTDs an die saueren Heparansulfat-Proteoglykane der
Zelloberflache Uber elektrostatische Wechselwirkungen. 2.) Nach Bindung an die Zelloberfliche werden die
Fusionsproteine lber Makropinozytose internalisiert. Makropinozytose ist unabhangig von der Rezeptor-
vermittelten oder Clathrin-/Caveolae-abhéngigen Form der Endozytose. Die Makropinosomen entwickeln sich
daher nicht weiter zu Lysosomen, wie es bei anderen endozytotischen Vesikeln der Fall ist. 3.) Die mit PTD-
Fusionsproteinen beladenen Makropinosomen ordnen sich h&ufig perinukleér an. Es ist moglich, dass sie Uber
das Endoplasmatische Retikulum und den Golgiapparat abgebaut werden (Caron et al., 2004). 4.) Der
Mechanismus Uber den die PTD-Fusionsproteine aus den Makropinosomen in das Zytoplasma gelangen, ist
allerdings noch unklar. Mehr als 99 % der aufgenommenen TAT-Fusionsproteine verbleiben in den
Makropinosomen und werden nicht freigesetzt (Kaplan et al., 2005).

Adaptiert von Patsch und Edenhofer (2007)
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von der Rezeptor-vermittelten oder Clathrin-/Caveolae-abhdngigen Form der Endozytose
(Wadia et al., 2004). Die Bildung der ca. 1 um groRen endozytotischen Membranvesikel
(Makropinosomen) ist temperaturabhéngig (Kaplan et al., 2005) und die Makropinosomen
entwickeln sich nicht weiter zu Lysosomen, wie dies bei anderen endozytotischen Vesikeln
der Fall ist. Die Beobachtung, dass sich mit PTD-Fusionsproteinen beladene
Makropinosomen perinukledr anordnen, spricht dafiir, dass sie tber das Endoplasmatische
Retikulum und den Golgiapparat abgebaut werden (Caron et al., 2004). Neuere Befunde
zeigen, dass die zelluldare Aufnahme, in Abhédngigkeit von der PTD und der GroRe des
Frachtmolekuls, parallel zur Makropinozytose auch Uber alternative endozytotische
Mechanismen erfolgt (Nakase et al., 2004; Tinnemann et al., 2006).

Wie die PTD-Fusionsproteine aus den Makropinosomen in das Zytoplasma gelangen, ist
allerdings unklar. Die Identifizierung und Charakterisierung dieses Prozesses wirde
womadglich helfen, die Transduktion effizienter zu machen, da hier der limitierende Schritt der
PTD-vermittelten Transduktion vorliegt. Es verbleiben ndmlich mehr als 99 % der
aufgenommenen TAT-Fusionsproteine in den Makropinosomen und werden nicht freigesetzt
(Kaplan et al., 2005). Eine Strategie zum Aufbruch der Makropinosomen ist die Ko-
Transduktion mit dem fusogenen Peptid dTAT-HA2 (Wadia et al., 2004). Hiermit konnte die
Menge an intrazelluldr freigesetztem TAT-Fusionsprotein erhoht werden. Das aus d-
Aminosduren aufgebaute dTAT-HA2 Peptid besteht aus einer TAT-PTD und den N-terminal
gelegenen 20 Aminosauren des Hemagglutininproteins (HA2) des Influenzaviruses. HA2 ist
ein gut charakterisiertes pH-sensitives, fusogenes Peptid, das bei niedrigem pH in der Lage ist
Lipidmembranen zu destabilisieren (Skehel et al., 2001; Han et al., 2001).

1.4.3 Anwendung der Protein-Transduktion bei der Cre Rekombinase

Die Cre Rekombinase ist ein zentrales Werkzeug in der modernen Sdugetiergenetik, da sie zur
konditionalen Mutagenese in vitro und in vivo nutzbar ist. Um Cre alternativ zu den tblichen
Gentransfermethoden in Zellen einzubringen, wurde von uns (Peitz et al., 2002) und anderen
(Jo et al., 2001; Joshi et al., 2002, Will et al., 2002) die Methode der Protein-Transduktion
angewendet. Bei Jo et al. (2001) wurde dazu die hydrophobe Protein-Transduktionsdomane
»MTS* (membrane translocation sequence) zusammen mit einem NLS verwendet. Wir
konnten dagegen zeigen, dass die MTS nicht nur keinen forderlichen Einfluss auf die Protein-
Transduktion  hat, sondern sich  durch entfernen der MTS-Doméne die
Rekombinationseffizienz sogar anheben lasst. Ferner haben wir durch die Verwendung der
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basischen PTD , TAT* die Transduktionseffizienz um eine GréRRenordnung steigern kdnnen
(Peitz et al., 2002). Zellpermeable Versionen von Cre induzierten die Rekombination loxP-
modifizierter Allele in einer Vielzahl von kultivierten Zellen, wie Fibroblasten, primére B-
und T-Zellen sowie murinen (Peitz et al., 2002) und humanen ES-Zellen (Nolden et al.,
2006). Zur Transduktion von Cre in murinen ES-Zellen wurde ein 1:1 Gemisch aus PBS und
DMEM verwendet, welches aber ein fiir die ES-Zellkultur untypisches und ungeeignetes
Medium ist. So war zu Beginn der vorliegenden Arbeit unklar, ob in herkémmlichem, FKS-
haltigem ES-Zellmedium die Transduktion in ES-Zellen mit gleicher Effizienz durchfuhrbar
ist. Darlber hinaus war fraglich, ob eine Behandlung mit Cre-Protein aus bakterieller Quelle
nicht mit der Keimbahn-Kompetenz muriner ES-Zellen interferiert. Diese Fragestellung
basiert auf grundsétzlichen Bedenken gegeniiber der Verwendung von Cre in Zellen, da
verschiedene Studien zeigten, dass Cre-Aktivitat toxische Effekte verursacht, z. B. erhéhten
Zelltod (Baba et al., 2005), Wachstums-Inhibition bei verschiedenen Fibroblastenlinien und
HeLa Zellen (Pfeifer et al., 2001; de Alboran et al., 2001) und dariber hinaus chromosomale
Aberrationen in priméren Fibroblasten (Loonstra et al., 2001; Silver und Livingston, 2001)
und postmeiotischen Spermatid-Zellen (Schmidt et al., 2000).

1.5 Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollte eine transduzierbare Variante des Homeobox-Proteins
Nanog hergestellt und analysiert werden, um dessen Aktivitat konditional kontrollierbar zu
machen. Diese Methode stellt eine Alternative zu einem, im Arbeitskreis durchgefuhrten,
genetischen gain-of-function-Ansatz dar. Erkenntnisse zur Protein-Transduktion sollten
anhand des etablierten transduzierbaren Cre Proteins (HTNCre; Peitz et al., 2002) vertieft
werden.

Es sollte untersucht werden, welche Faktoren Einfluss auf die Transduktion haben. So galt es
z. B. zu klaren, inwiefern FKS die Transduktion von Proteinen beeinflusst. Dartiber hinaus
sollte Uberpruft werden, ob die Protein-Transduktion unter normalen Kulturbedingungen eine
geeignete Methode zur konditionalen Manipulation von ES-Zellen ist. Fur diese
Untersuchungen diente die bereits etablierte transduzierbare Cre Rekombinase (HTNCre;
Peitz et al., 2002) als Modellprotein, da Rekombinaseaktivitaten nach erfolgter Transduktion
leicht nachweisbar sind. Es galt weiterhin zu analysieren, inwieweit die Cre-Transduktion die
Pluripotenz bzw. die Keimbahn-Kompetenz beeinflusst.
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Das transduzierbare Nanog-Protein sollte so beschaffen sein, dass es unter physiologischen
Bedingungen stabil ist, und in einer Konzentration vorliegt, die fur eine biologische Aktivitat
ausreichend ist. Diese Nanog-Aktivitat sollte anhand unterschiedlicher ES-Zelllinien
demonstriert werden konnen. Hierbei sollte gepriift werden, inwieweit es moglich ist, die
Pluripotenz in Abwesenheit von LIF aufrechtzuerhalten. Das verbliebene Entwicklungs-
potential sollte Uber Methoden wie Markerfarbungen und Differenzierungsanalysen in vitro
und in vivo untersucht werden. Als zusétzlicher Beleg der Funktionalitat sollten weitere
biologische Funktionen von Nanog mit dem transduzierbaren Protein charakterisiert werden.
Dazu sollte ebenfalls der Synergismus von Nanog und LIF/Stat3 néher analysiert werden.
AbschlieBend sollte geklart werden, ob das mit murinem Nanog etablierte

Transduktionssystem auch in humanen ES-Zellen Funktionalitét zeigt.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien, Gerate und biologisches Material

2.1.1 Chemikalien

Alle benutzten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma,
Fluka (beide Taufkirchen) und Roth (Karlsruhe) bezogen. Lésungen wurden mit
entionisiertem Wasser aus einer Reinstwasseranlage der Firma Millipore (Eschborn)
angesetzt. Alle Losungen wurden nach dem Ansetzen durch eine 0,2 um Membran filtriert.

2.1.2 Gerate

Gerate Hersteller

Bakterienschittler

innova 44 New Brunswick Scientific (NUrtingen)
innova 4300 New Brunswick Scientific (NUrtingen)
EB KS-15 Johanna Otto GmbH (Hechingen)
Inkubationshaube TH 15 Johanna Otto GmbH (Hechingen)

Chemielumineszenzdetetion
ChemiDocXRS BioRad (Miinchen)

Elektrophorese

Standard Power Pack P25 Biometra (Gottingen)
Powerpack 200 BioRad (Miinchen)
Agagel Mini Biometra (Gottingen)
Agagel Midi-Wide Biometra (Gottingen
Agagel Maxi Biometra (Gottingen)
Protean 111 Mini Gel System BioRad (Miinchen)

Elektroporationsgerét
Gene-Pulser 11 BioRad (Miinchen)
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FACS
FACSCalibur

Inkubator
Heracell

Mikroskope
Axiovert 25
Axiovert 135

pH-Meter
CG840

Photometer
BioPhotometer

Schittler
ROTO-SHAKE Genie
VORTEX-2 Genie

Sonikator
SONOPLUS HD 2070

Sterile Werkbank
Herasafe

UV-Transilluminatoren
GelVue GVM20
Gel Doc EQ

Waagen
LA310S
BL610

Becton-Dickinson (Mountain View, USA)

Heraeus (Hanau)

Zeiss (GOttingen)
Zeiss (GOttingen)

Schott (Mainz)

Eppendorf (Hamburg)

Scientific Industries (New York, USA)
Scientific Industries (New York, USA)

BANDELIN electronic (Berlin)

Heraeus (Hanau)

SYNGENE (Cambridge, GB)
BioRad (Miinchen)

Sartorius (Gottingen)
Sartorius (Gottingen)
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Zentrifugen
5416 R
5415 D
Biofuge pico
Megafuge 1.0R
RC5B plus
RC26 plus

2.1.3 Enzyme

Restriktionsendonukleasen

Taq Polymerase

GoTag Polymerase

(beide Polymerasen fur analytische PCRs)
High Fidelity PCR Master Mix

(fir Klonierungsarbeiten)

M-MLV Reverse Transkriptase,
RNase H Minus,

Punkt Mutante

Benzonase

Lysozym

T4 DNA Ligase

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)

2.1.4 Antikorper

Fir Zellfarbungen:

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Heraeus (Hanau)
Heraeus (Hanau)
Thermo (Waltham, USA)
Thermo (Waltham, USA)

NEB (Frankfurt)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Promega (Mannheim)

Roche

Promega (Mannheim)
Novagen (Darmstadt)
Sigma (Munchen)
NEB (Frankfurt)
Roche

Anti-Oct4 (Kaninchen IgG, 1:400, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
Anti-SSEA-1 (Maus IgM, 1:80; Hybridoma Bank),

Biotin anti-Maus IgM (1:200, DAKO)
FITC-Avidin (1:200)

Cy3 Ziege anti-Kaninchen 1gG (1:400, Jackson Immuno Research).
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Fir Western Blots:

Anti-Nanog (1 : 2000, Chemicon)

Anti-Cre (1 : 2000, Babco)

Anti-penta-His Antikorper (1 : 1000, Qiagen)
Stat3 (1 : 1000, Cell Signaling Technology)
P705Stat3 (1 : 1000, Cell Signaling Technology)

Sekundare Antikorper

anti-rabbit (1 : 5000, Cell Signaling Technology)

anti-mouse (1 : 5000, Cell Signaling Technology)

2.1.5 Bakterienstamme

DHb5a (Gibco BRL, Karlsruhe)

Bakterienstamm fiir Klonierungen

BL21(DE3) (Novagen, Darmstadt)

lon- und ompT-Proteasen defizienter BL21-Stamm mit T7 RNA-Polymerase.

BL21 (DE3) GOLD (Stratagene)

lon- und ompT-Proteasen defizienter BL21-Stamm mit T7 RNA-Polymerase, welcher durch

eingefligte Mutationen eine ca. 100 fache hohere Transformierbarkeit aufweist.

BL21 (DE3)pLacl (TUNER) (Novagen, Darmstadt)

LacYZ Deletionsmutante von lon- und ompT-Proteasen defizientem BL21-Stamm. Die

Permease-Mutantion (LacY) erlaubt eine einheitliche Aufnahme von IPTG. Dieser Stamm

wurde fiir Expressionen von HTNCre benutzt.
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2.1.6 Zelllinien

CV1-5B (Kellendonk et al., 1996)

Eine Zell-Linie aus Fibroblasten der grinen Meerkatze. Sie enthdlt ein einzelnes, stabil im
Genom integriertes Cre-Reporterkonstrukt. Dieses Transgen enthélt ein offenes Leseraster des
[-Galaktosidasegens. Nur nach cre-vermittelter Rekombination, bei der auch ein loxP-
flankiertes Neomycinresistenzgen ausgeschnitten wird, kann die Expression von f-

Galaktosidase stattfinden.

COS-7

Die Zdllinie COS-7 wurde aus Nierengewebe von Grinen Meerkatzen (Cercopithecus
aethiops) gewonnen. Es handelt sich um eine etablierte Fibroblasten-Zélllinie, die aus Zell-
Stammsammlungen bezogen werden kann und héaufig in zellbiologischen Experimenten
eingesetzt wird. Die Zellen wurden stabil mit einer Mutante des SV40-Virus transformiert

und produzieren daher das sogenannte T-Antigen.

ES Zell-Linien

Oct4-GiP (Ying et al., 2002)

Transgene, hybride ES-Zelllinie (129 X MF1). Regulatorische Sequenzen des murinen Oct4
Gens kontrollieren in dieser Linie die Expression eines GFP und eines Proteins, welches
Puromycin-Resistenz vermittelt. Nur pluripotente Zellen und Zellen der Keimbahn sind daher

positiv fir GFP und resistent gegen Puromycin.

C57B/L6
Wild Typ ES-Zelllinie

ECAT7
RF8 ES-Zellen mit LacZ Knock-In im Lokus von ECAT7 (Shinya Yamanaka et al.,

unpubliziert)



Material und Methoden 27

2.2 Molekularbiologie

2.2.1 Praparation von Plasmid-DNA

Folgende Kits wurden zur Aufreinigung von Plasmiden nach Herstellerprotokoll benutzt:

Mini-Kit (Amersham)
Mini-Kit von Eppendorf (mit diesem Kit lassen sich deutlich langere Leseweiten beim

Sequenzieren erzielen)

Maxi-Kit (Qiagen)
GroRere Plasmid-Mengen wurden mit dem nach Herstellerprotokoll prépariert.

2.2.2 Elektrophorese im Agarosegel

Mit der Agarosegel-Elektrophorese werden DNA-Fragmente der Lange nach aufgetrennt und
sichtbar gemacht. Das negativ geladene Phosphatriickrat der DNA verhalt sich in einem
elektrischen Feld so, dass es sich mit einer Geschwindigkeit umgekehrt proportional zum
Logarithmus ihres Molekulargewichtes im Gel zur Anode bewegt. Durch Zugabe des
interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid kann die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht
werden. Die Grolle der DNA-Fragmente ermittelt man, indem man parallel definierte
L&ngenstandards auftragt und im Gel mitlaufen I&sst.

0,5 -2 % m/v (je grolRer das Fragment, desto hoher der Prozentgehalt) Agarose (Gibco BRL,
Karlsruhe) wurden durch Aufkochen in 1 x TAE geldst und vor Zugabe von 1:10.000
Ethidiumbromid (finale Konz. = 1 pg/ml) handwarm abgekihlt. Die schlieflich handwarme
Agaroselosung wird in eine Gelkammer mit Taschenkamm gegossen, wo sie durch weiteres
Abkuhlen aushértet. Das Gel wird in eine Elektrophoresekammer mit 1 x TAE gelegt und die
DNA mit 1/10 Ladepuffer in die Taschen gegeben.

1x TAE: 10 mM Tris pH 8,0
1 mM EDTA
10 x Ladepuffer: 100 mM Tris pH 8,0

30 % Glycerin
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Spatelspitze Bromphenolblau (dunkelblau)
Spatelspitze Xylenxyanol (hellblau)

2.2.3 Quantifizierung von DNA

Eine DNA-LOsung unbekannter Konzentration wurde in einem Photometer bei einer
Wellenldnge von 260 nm quantifiziert.

Dabei entspricht eine OD,s von 1 einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml. Durch
Bestimmung der OD bei 280 nm kann man iber den Quotienten OD,g,/OD g, die Reinheit der
DNA bestimmen. Ein Verhdltnis von 2 entspricht einer reinen DNA-L6sung, wobei eine
Erniedrigung des Quotienten auf Kontamination durch Proteine hindeutet, da verschiedene
aromatische Aminosauren wie DNA bei 280 nm absorbieren.

2.2.3 Isolierung von DNA-Fragmenten

Zur lIsolierung von DNA-Fragmenten nach einem Restriktionsverdau wurde die DNA in
einem Agarosegel der GrolRe nach aufgetrennt. Unter langwelligem UV-Licht wurde die
erwartete Bande sichtbar gemacht und mit einer Skalpellklinge ausgeschnitten. Um die DNA
aus dem Agaroseblock zu isolieren, wurde das Aufreinigungskit QIAquick (Qiagen, Hilden)
nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.2.4 DNA-Sequenzierung

Die wéhrend der Arbeit genutzte automatischen DNA-Sequenzierung beruht auf dem Prinzip
der Abbruchmethode durch fluoreszenzmarkierte Nukleotide.

Die Nukleotide werden am 3'OH-Ende mit einem fir jedes Nukleotid spezifischen
Fluoreszenz-Farbstoff markiert, in einer bestimmten Konzentration mit nichtmarkierten
Nukleotiden gemischt und in den Reaktionsansatz zur Polymerisierung eingesetzt. Wenn nun
ein markiertes Nukleotid in den Strang eingebaut wird, kann die Synthese nicht fortgefihrt
werden, da das ndchste Nukleotid nicht mit dem 3"OH-Ende des vorangegangenen verknupft
werden kann. Gegen Ende der Reaktion wird die Wahrscheinlichkeit immer groRer, dass ein
langerer Strang synthetisiert wird, da schon eine gewisse Menge an markierten Nukleotiden
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verbraucht ist. Die Reaktionsprodukte werden in einem Automaten aufgetrennt. Ein
Laserstranl des Sequenzierautomaten liest aus der Abfolge der fluoreszenzmarkierten
Abbruchbanden die Sequenz.

Die Sequenzierreaktionen und Analysen wurden extern im Analyselabor der ZMMK in Kdln
durchgefuhrt. Es wurden daher zur Sequenzierung eines Plasmids lediglich 150 — 300 ng
hochreine DNA und Primer in einem VVolumen von 6 pul vorgelegt.

2.2.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Diese Art der Konzentrationsbestimmung von Proteinen beruht auf dem Prinzip, dass die
saure Coomassie Brilliant Blue Losung ihr Absorbtions-Maximum nach Bildung von
Komplexen mit Proteinen von 465 nm nach 595 nm verschiebt. Bel einer geeigneten Protein-
und Farbstoffkonzentration ist die Absorption bel 595 nm zum Proteingehalt nahezu
proportional. Mit Hilfe von Proteinldsungen bekannter Konzentration kann so eine Eichkurve
erstellt werden. Als Proteinstandard wurde BSA verwendet. Der Test wurde in 1 ml-
Einmalkivetten durchgefihrt, wobei die Extinktion nach 10 min Inkubation bel 595 nm
bestimmt wurde. Die Probenmenge wurde so gewéhlt, dass die OD595 zwischen 0,1 und 0,2
lag. Daraufhin wurde der Wert mit der Anfangssteigung der Eichkurve verrechnet und so die

Proteinkonzentration der Ausgangsl ésung bestimmt

2.2.6 SDS-PAA-Gelelektrophorese und Coomassie-Farbung

Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE) werden die
aufzutrennenden Proteine zunachst mit SDS denaturiert und Disulfidbricken mit p-
Mercaptoethanol reduziert. SDS lagert sich an die Polypeptidketten und verleiht dem
Komplex eine negative Ladung. Die Zahl der SDS-Molekdile ist der Lange einer Peptidkette
anndhernd proportional. So werden die Proteine aufgrund ihres nahezu konstanten Ladungs-
Masse-Verhdltnisses in  dem porésem Polyacrylamidgel ihrem Molekulargewicht
entsprechend aufgetrennt.

Bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese werden zwei unterschiedlich hoch vernetzte
Polyacrylamidgele mit unterschiedlichen pH-Werten (bereinander geschichtet. Das obere,
weitmaschige Sammelgel dient zu Konzentrierung der Proteine. Im darunter liegenden

engmaschigen Trenngel werden die Proteine ihrem Molekulargewicht entsprechend
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aufgetrennt. Durch den unterschiedlichen Vernetzungsgrad und die pH-Diskontinuitét erhalt
man so besonders scharfe Banden im Trenngel. Diese Methode diente u. a. der
Quantifizierung der Expression der rekombinanten Proteine und zur Abschéatzung der
Reinheit von Proteinpraparationen.

2 X Probenpuffer: 6 % SDS
20 % Glycerin
1 Spatelspitze Bromphenolblau
6 % p-Mercaptoethanol

Herstellung des SDS-Gels

Zunadchst wurde das Trenngel gegossen und vor der Polymerisierung mit Isopropanol
uberschichtet. Dann wurde der Isopropanol entfernt und das Sammelgel Gber das Trenngel
geschichtet. Vor dem Auspolymerisieren des Sammelgels wurde ein Kamm bis auf 0,5 cm an
das Trenngel eingesteckt. Das Gel wurde in eine Laufkammer eingespannt und mit 1 x
Laemmli-Puffer Gberschichtet und anschlieend wurden die im Probenpuffer fir 3 — 5 min
aufgekochten und zentrifugierten Proteinproben in die Geltaschen geladen. Die
Elektrophorese wurde bei 200 V fiir 45 min mit einer Mini-PROTEAN 111 cell (BIO-RAD,
Minchen) durchgefihrt.

Sammelgel (2 ml): 1,4 ml H,0O
0.33 ml 30 % Acrylamidldsung
0,25ml 1 M Tris (pH 6,8)
0,02 ml 10 % SDS
0,02 ml 10 % APS
0,002 ml TEMED

Trenngel (12%ig, 5 ml): 1,7 ml H,0
2,0 ml 30 % Acrylamidlésung
1,3ml 1,5M Tris (pH 8,8)
0,05 ml 10 % SDS
0,05 ml 10 % APS
0,002 ml TEMED
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10 x Laemmlipuffer (1 1): 30,3 g Tris
144,2 g Glycin
10g SDS

Anférben von Proteinen in SDS-PAGE-Gelen

Die PAGE-Gele wurden 3 x 5 Minuten in dest. H,O gewaschen um das SDS zu entfernen.
AnschlieBend wurde das Gel fur mindestens eine Stunde oder iber Nacht in einer kolloidalen
Coomassie-Férbelosung (Gel Code Blue Stain Reagent, PIERCE) behandelt. Zum Entféarben
wurde das Gel fir mindestens eine Stunde oder tUber Nacht mit dest. H,O inkubiert. Mit dem

Gel Dry System (Invitrogen) wurde das Gel luftgetrocknet und konserviert.

2.2.7 Western-Blot

Die zu analysierende Proteinprobe wurde per SDS-PAGE aufgetrennt und auf einer semi-dry
blot Apparatur (Biometra) auf eine Nitrocellulose-Membran (NC-Membran) transferiert.
Dazu schichtet man drei in Western-Transferpuffer getrankte Filterpapiere (Whatman)
blasenfrei Ubereinander auf die Apparatur gefolgt von der Transferpuffer-befeuchteten NC-
Membran, auf diese wiederum das Gel und schliellich legt man nochmals drei in
Transferpuffer getrankten Filterpapiere auf den Stapel. Der Deckel wird vorsichtig auf den

Stapel gedrickt. Dann wird ein Strom angelegt, der proportional zur GroRe des Gels

berechnet ist (1,5 mA/cm? Gel). Die Proteine wandern im Strom zur Anode hin und bleiben
an der Membran h&ngen. Die Dauer des Transfers lag zwischen 15 und 35 min, anschlie3end
wurde die Membran direkt weiterverwendet. Um unspezifische Bindung von Antikorpern
(AK) zu verhindern, wurde die NC-Membran fir mind. 45 min bei RT in Blockierlésung
inkubiert. Daraufhin wurde der primére AK flr 45 min bei RT zugegeben. Um ungebundene
primére AK zu entfernen, wurde dreimal fir 5 min mit TBS-T gewaschen. Dann wurde der
Blot mit dem zweiten, Peroxidase-gekoppelten Antikérper fir 30 min inkubiert und
anschlief’end dreimal mit TBS-T und einmal mit TBS fur 5 min gewaschen. Die Peroxidase-
Aktivitdt des sekundaren Antikorpers wurde durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht.
Dazu wurde das SuperSignal West Pico Chemilumineszenz Substrat (PIERCE) nach Angaben
des Herstellers verwendet. Bei schwachen Signalen wurde zur Verstarkung das Substrat in der
~femto*“-Variante benutzt. Die Signale wurden mit der CCD-Kamera eines ChemiDoc XRS
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Systems (Bio-Rad) eingefangen und vom Programm QuantityOne (Version 4.5.2; Bio-Rad)
als TIFF-Dateien gespeichert.

Western-Transferpuffer : 5 % (v/v) 10 x Laemmlipuffer
10 % (v/v) Methanol
mit H,O auffillen

TBS: 150 mM NacCl
10 mM Tris-ClI
pH 7,5

TBS-Tween: 150 mM NaCl
0,05 % (v/v) Tween 20
20 mM Tris-ClI
pH 7,5

TBS-Tween/Triton: 150 mM NaCl
0,01 % (v/v) Triton X-100
0,05 % (v/v) Tween 20
20 mM Tris-ClI
pH 7,5

,»otrippen* eines Western-Blots

Um die spezifische Bindung unterschiedlicher AK an Proteinen zu testen, ist es mdglich vor
der Inkubation mit einem zweiten primaren AK den ersten priméren AK zu entfernen
(,,Strippen* der Membran). Das Entfernen des ersten primdren AK ist notwendig, da dieser

die Bindung eines weiteren AK verhindern kann.

Man wascht zuerst den Blot kurz in PBS inkubiert ihn dann fir 30 min bei 50 °C unter
gelegentlichem Schwenken in einem Stripping-Puffer. Danach wird der Blot zweimal in
grofRen Volumina PBS-T und einmal in PBS bei RT gewaschen. AnschlieBend kann der Blot

wie nach einem Proteintransfer behandelt werden.



Material und Methoden 33

Stripping-Puffer: 2 % SDS
62,5 mM Tris-Cl, pH 6,7
frisch zugeben:
100 mM p-Mercaptoethanol (100 % entspricht 14,1 M)

2.2.8 RT-PCR

Die RNA aus Zellen wurde mit dem SV Total RNA Isolation System (Promega) nach
Herstellerangaben isoliert. Die RNA wurde anschlie3end mit wurde mit dem Enzym M-MLV
Reverse Transkriptase, RNase H Minus, Punkt Mutante (Promega) nach Herstellerangaben zu
cDNA umgeschrieben, nur die Synthese-Temperatur wurde von 42°C auf 48°C angehoben.

Die PCR Reaktion wurden mit der GoTaq Polymerase (Promega) durchgefiihrt.

Verwendete Primer

Oct4-F: 5’- AGTGGAAAGCAACTCAGAGGG
Oct4-R: 5’- GGTTCTCATTGTTGTCGGCTT
Nanog-F: 5’- AGGGTCTGCTACTGAGATGCTCTG
Nanog-R: 5’- CAACCACTGGTTTTTCTGCCACCG
Rex-1-F: 5- CGTGTAACATACACCATCCG
Rex-1-R: 5’- GAAATCCTCTTCCAGAATGG
GATAG-F: 5’- GCAATGCATGCGGTCTCTAC
GATAGB-R: 5’- CTCTTGGTAGCACCAGCTCA
TTR-F: 5’- CTCACCACAGATGAGAAG
TTR-R-:5’- GGCTGAGTCTCTCAATTC

GAPDH-F: 5’-ACGACCCCTTCATTGACCTCAACT
GAPDH-R: 5’-ATATTTCTCGTGGTTCACACCCAT
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2.2.9 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Analysen wurden mit einem FACSCalibur Gerdt (BD Biosciences)
durchgefuhrt. Die Daten-Analyse erfolgte mit der CellQuest Acquisition Software (BD
Biosciences).

2.2.10 Southern-Blot

Mit der Southern Blot Hybridisierung kénnen spezifisch Nukleotid-Sequenzen unter DNA-
Fragmenten nachgewiesen werden, die Uber Gelelektrophorese aufgetrennt wurden.

Auftrennen und Blotten der genomischen DNA

Genomische DNA wurde 24 — 48 h mit 100 U des entsprechenden Restriktionsenzyms bei 37
°C verdaut und anschlieBend in einem 0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
Das Gel wurde unter UV-Licht zusammen mit einem Lineal photographiert und anschlie3end
20 min in 0,25 M HCI depuriniert. In dieser Zeit wurde der Kapillartransfer vorbereitet, d. h.,
es wurde uber eine Wanne mit 0,4 M NaOH eine Glasplatte gelegt. Auf diese wurden mehrere
Lagen im NaOH-getrankte Whatmanpapier (mit Kontakt zum Reservoir) als Unterlage fur das
Gel platziert. Auf das Gel wurde die Nylonmembran (Hybond N+, Amersham) gelegt und
blasenfrei geglattet. Die Membran wurde mit einem weiteren angefeuchteten Whatmanpapier
abgedeckt. Als Triebkraft fiir den Transfer wurden zuletzt zwei Pdckchen trockenes
Apurapapier auf den Stapel gelegt und mit einer Glasplatte und einem leichten Gewicht (ca.
500 g) fixiert. Nach 14 — 20 h wurde der Blot abgebaut, die Membran eine Minute in 2 x SSC
gewaschen und zwischen zwei Whatmanpapieren direkt fir 20 — 30 min bei 80 °C inkubiert,

um die DNA kovalent mit dem Nylonmaterial zu fixieren.

Radioaktive Markierung
Die Membran mit der fixierten genomischen DNA wurde mit 2 x SSC angefeuchtet, mit
einem dlnnen Plastiknetz auf der DNA-Seite eingerollt (zur gleichméligen Verteilung der
Ldsungen) und in eine Hybridisierungsréhre gegeben. In die Réhre wurde 25 ml einer auf 70
°C vorgewarmten Prahybridisierungslosung gegeben und die Membran wurde fiir mind. 4 h
bei 65 °C prahybridisiert.
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Herstellung der radioaktiven Sonde:
Reaktionsansatz (25 pl): x ul Templat (50 ng)
4 ul Random Nonamer Primer
mit H,O auf 16,5 ul auffillen
zus. 3 min aufkochen, dann unverzuglich 3 min auf Eis geben
2,5 ul dNTP’s (alle Nukleotide, auBer ATP)
2,5 ul Bca Best Puffer
2,5 ul o-**P-markiertes ATP (= 2,5 uCi)

1 ul Bca-Polymerase (Klenow-Fragment; Takara)

Der Reaktionsansatz wurde 30 — 60 min bei 56 °C inkubiert und durch Zugabe von 100 ul TE
die DNA-Polymerase-Reaktion abgestoppt. Der Ansatz wurde dann auf einer mit TE-Puffer
aquilibrierten Zentrifugationssdule mit Sepharosematrix (MicroSpin S-200HR, Pharmacia)
durch GréRenausschlusschromatographie von tberschiissigem radioaktivem ATP und anderen
freien Nukleotiden befreit. Die im Durchfluss enthaltende markierte Sonde wurde nun kurz
fir 3 min im kochenden Wasserbad denaturiert und unverziglich im Eisbad fur 3 min
abgekuhlt, damit sie nicht renaturiert. Die radioaktive Sonde wurde der
Prahybridisierungsldsung zugesetzt und die Membran in dieser Losung fiir 12 — 16 inkubiert.

Prahybridisierungslosung: 1 M NaCl
50 mM Tris-Cl pH7,5-8
10 % Dextransulfat
1% SDS
250 pg/ml sonifizierte DNA aus Lachsspermien

Detektion radioaktiver Signale
Nach erfolgter Hybridisierung wurde die Membran (abhangig von der Starke mit der die
Sonde bindet) mit 2 x ,1 x und 0,5 x SSC + 0,1 % SDS bei 65 °C gewaschen um unspezifisch
hybridisierte DNA-Sonde zu entfernen. Die Membran wurde in eine Folie eingeschweilt und
die Detektion erfolgte bei — 80 °C durch einen Biomax MS Film (Kodak). Der Film wurde
maschinell entwickelt.
20 x SSC: 3 M NaCl

0,3 M NasCitrat

pH 7,0
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2.2.11 Klonierung der Expressionsplasmide

H6-TAT-NLS-Flpe

Fur die Klonierung des H6-TAT-NLS-Flpe-Plasmids wurde aus dem publizierten Vektor
pTriEX-HTNCre (Peitz et al., 2002) mit Hindlll und Xhol ein Fragment herausgeschnitten
und der Restvektor mit einem PCR-Amplifkat von Flpe ligiert. Das PCR-Produkt wurde
zuvor mit Hindlll und Sall geschnitten und konnte so gerichtet in den linearisierten Vektor
eingefligt werden. Der resultierende Vektor wird als pTriEx-HTNFIpe bezeichnet.

Verwendete Primer fur Flp-Amplifikat:
5’-Primer: 5’-TTAAGCTTGCCCAAGAAGAAGAGGAAGGT
3’-Primer: 5’-AAAGTCGACTAGGGCGCGCCTATGCGTCTATTTATGTAGGATGAAAG

Nanog-Plasmide

Die genetische Information fir die Peptid-Anhange der unterschiedlichen Nanog-
Fusionsproteine wurde tber PCR-Primer an die Nanog cDNA angehéngt. Die Primer wurden
so entworfen, dass sich das Start-ATG in die Ncol-Schnittstelle des parentalen pTriEx1.1
Plasmids integrieren lie3. Der C-terminale Bereich des rekombinanten Proteins wurde Uber
die Xhol Schnittstelle in den Vektor eingefiigt.

Verwendete Primer:

H6-TAT-NLS-Nanog

5’-Primer: 5 TCAGTAAGCTTGAAGAAGAAGAGGAAGGTGAGTGTGGGTCTTCCTGG
3’-Pimer: 5’TCAGTCTCGAGTCATATTTCACCTGGTGGAG

H6-TAT-Nanog
5’-Primer: 5’CTGAAACTAGTGTGGGTCTTCCTGGTCC
3’-Primer: 5 TCAGTCTCGAGTCATATTTCACCTGGTGGAG

TAT-NLS-Nanog-H6
5’Primer:CTGAACCATGGGCGCTCGCAAGAAACGTCGCCAACGTCGCCGTCCGCCT
AAAAAAAAGAGGAAAGTGAGTGTGGGTCTTCCTGGTC
3’Primer:5’CATGCTCGAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGACCGCCTATTTCACCTG
GTGGAGTCAC
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TAT-Nanog-H6
5:CTGAACCATGGGCGCTCGCAAGAAACGTCGCCAACGTCGCCGTCCGCCTAGTG
TGGGTCTTCCTGGTCC
3’Primer:5’CATGCTCGAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGACCGCCTATTTCACCTG
GTGGAGTCAC

NLS-Nanog-TAT-H6
5’Primer:CTGAACCATGGGCGCTAAAAAAAAGAGGAAAGTGAGTGTGGGTCTTCCT
GGTC
3’Primer:CATGCTCGAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGACCGCCAGGCGGACGGCG
ACGTTGGCGACGTTTCTTGCGTATTTCACCTGGTGGAGTCAC

Nanog-TAT-H6

5’Primer: CTGAACCATGGGCGCTAGTGTGGGTCTTCCTGGTCC
3’Primer:CATGCTCGAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGACCGCCAGGCGGACGGCG
ACGTTGGCGACGTTTCTTGCGTATTTCACCTGGTGGAGTCAC

Gateway-Klonierung

Bei dem Gateway-System (Invitrogen) handelt es sich um eine effiziente
Klonierungstechnologie, die auf dem sequenzspezifischen Rekombinationssystem des Phagen
A beruht. Es wird zuerst ein Eingangsvektor hergestellt von dem ausgehend das Gen von

Interesse in alle gewuinschten Expressionsvektoren kloniert werden kann.

Schematische Darstellung der Gateway-Strategie
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Die Klonierung besteht im Wesentlichen aus drei Schritten:

1. Herstellung eines attB-PCR-Produkts

Das Gen von Interesse muss zuerst mit attB-Rekombinationsstellen versehen werden. Diese
bestehen aus 25 Basenpaaren und werden durch eine PCR mit Primern, an das zu
exprimierende Gen fusioniert.

2. Erzeugung eines Entry-Vektors

Im zweiten Schritt besteht wird das im sogenannten Donor-Vektor enthaltenen ccdB-Gen
gegen das PCR-Produkt ausgetauscht. Das ccdB-Gen codiert ein fir herkémmliche
Klonierungsstdmme toxisches Genprodukt. Das Rekombinationsprodukt wird transformiert
und nur solche Bakterien tberleben, die VVektoren ohne ccdB-Gen tragen. Zusammen mit der
Antibiotika-Resistenz wird eine doppelte Selektion durchgefuhrt was die Grundlage fur eine
hohe Klonierungseffizienz ist. Die entstandenen Klone sind meist zu 99 % positiv fur eine
erfolgreiche Intergration des Gens von Interesse.

3. Erzeugung des Expressions-Vektors

Der dritte Schritt besteht aus der Reaktion zwischen dem Eingangsvektor und dem Ziel-
Vektor zur Herstellung des Expressionsvektors. Der Ziel-Vektor enthélt ebenfalls das ccdB-
Gen. Um erneut eine doppelte Selektion zu ermdglichen, tragt der Ziel-Vektor eine andere
Antibiotika-Resistenz als der Eingangsvektor. Auch hier tragen nach der Selektion mehr als
99 % der Klone den gew(inschten Expressionsvektor.

Verwendete Primer zur Herstellung des attB-PCR-Produkts fur TAT-Nanog:
5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGAAAACCTGTATTTCCAGGGCC
CTAGGAAGAAACGTCGCCAACGTCGCCGTCCGCCTAAAAAGAAACGTAAAGTGA
CTAGTGTGGGTCTTCCTGGTCC

3’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTACTCGAGTTAGTGATGGTGATG
GTGATGACCGTCGACTATTTCACCTGGTGGAGTCAC

Verwendete Donorvektoren:

pDestl6; pTH1; pTH2; pTH3; pTH5; pTH6; pTH7; pTH8; pTH10; pTH18 (Hammarstrém et
al., 2002; Woestenenk et al., 2003).

Die Klonierungsreaktionen wurden wie vom Hersteller (Invitrogen, Carlsbad) empfohlen

durchgefunhrt.
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2.3 Praparation rekombinanter Proteine

2.3.1 Proteinexpression

HTNCre und HTNFIpe

Im Folgenden wird eine typische Protein-Expression im Malistab von 6 Liter Kulturvolumen
beschrieben.

Von einer Glycerin-Kultur oder von einer Agarplatte wurden ca. 150 ml LB mit 1 % Glukose
und 50 ug/ml Carbenicillin (beim TUNER BL21 (DE3) pLacl Stamm zusétzlich: 34 pg/ml
Choramphenicol) mit dem Expressionsstamm angeimpft und tber Nacht bei 37 °C unter
Schitteln inkubiert. 6 Liter auf 37 °C vorgewarmtes TB-Medium mit 1 % Glukose, 100 ug/ml
Ampicillin  (und ggfs. 34 pg/ml Choramphenicol) wurden auf drei sterile 5-Liter-
Erlenmeyerkolben mit Schikane verteilt, 1 : 50 mit der Ubernachtkultur angeimpft und bei 37
°C mit 125 U/min geschdittelt. Bei einer ODgoo vVon 1,5 wurde die Protein-Expression mit 0,5
mM IPTG induziert. Nach ca. 2 h Induktion wurden die Bakterien bei 4 °C mit 6000 g fiir 15
min abzentrifugiert, der Uberstand wurde vollstandig abgegossen, das Pellet im
Trockeneis/Ethanol-Bad eingefroren (10 min) und bei — 20 °C gelagert.

Nanog-Proteine

Zur bakteriellen Uberexpression, wurden Ubernachkulturen (LB mit 0.5% Glucose und 50
ug/ml Carbenicillin) mit frisch transformierten BL21 (DE3) GOLD Zellen (Stratagene)
angeimpft und Uber Nacht bei 30°C im Schikanekolben kultiviert. Am ndchsten Tag wurden
Expressionskulturen (TB mit 0,5% Glucose und 100 pg/ml Ampicillin) 1 : 50 mit den
Ubernachtkulturen angeimpft, bei 37°C im Schikanekolben kultiviert und bei einer ODggo VON
1,5 mit 0,5 mM IPTG fir 1h induziert. Die Pellets wurden eingefroren und bei -20°C

aufbewahrt.

2.3.2 Native Affinitats-Chromatografie von HTNCre

Das tiefgefrorene Bakterienpellet wurde in 10 ml Phosphatpuffer (PTB) pro Liter
Expressionskultur resuspendiert. Zu dieser homogenen Suspension wurde Lysozym (Sigma-
Aldrich) mit einer finalen Konzentration von 1 mg/ml gegeben. Die Losung wurde fir 15 — 30

min bei RT auf einem Magnetriihrer geriihrt bis sie viskos wurde. Zur Viskositatssenkung



Material und Methoden 40

wurde die Endonuklease Benzonase (Novagen) im Verhaltnis 1:1000 (v/v) hinzu gegeben und
fiir 15 — 30 min bei RT geruhrt. Der Ansatz wurde auf Eis gekihlt und sonifiziert (1,5 min mit
einem Zyklus von 5 Sekunden bei 45 % Leistung). Danach wurde ein gleiches VVolumen an
TSB (tataric salt buffer) hinzu gegeben und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Der Puffer verhindert,
dass das HTNCre spéater im Glycerinstock prazipitiert. Anschliefend wurde das Zelllysat in
einer Ultrazentrifuge (SS34 Rotor, Kendro) fir 30 min mit 30.000 g bei 4°C pelletiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig in 50 ml FalcongefaRe tiberfiihrt und mit 2 ml Nickel-Agarose-
Matrix (Ni-NTA, Qiagen) pro Liter Expressionskultur versetzt und fir 30 — 60 min bei 4°C
vorsichtig geschiittelt. Ab diesem Zeitpunkt wurde die Praparation im Kihlraum bei 4°C
durchgefiihrt. Nach der Inkubation wurde die Suspension auf eine 20 ml S&ule (Biorad)
gegeben, deren Fritte die Nickel-Agarose-Matrix zuriickhélt. Es folgten zwei Waschschritte
mit Waschpuffer in einem fiinffachen VVolumen des Saulenbetts. Eluiert wurde das HTNC mit
Elutionspuffer in einem zwei- bis dreifachen Volumen des Sdulenbetts. Kam es aufgrund noch
ungeltsten Proteins zu einer Tribung des Eluats wurde bis zur Klarung der Ldsung weiterer

Elutionspuffer zugegeben. Das Eluat wurde bis zur Dialyse auf Eis gelagert.

10 x PTB (Phosphatpuffer): Waschpuffer:

500 mM Na,HPO, 500 mM NacCl

50 mM Tris 1xPTB

pH 7.8 10 mm Imidazol
TSB (Tartrat-Puffer): Elutionspuffer:

2 M Natrium-Tartrat 500 mM NaCl
1xPTB 1xPTB

20 mM Imidazol 250 mM Imidazol

2.3.3 Native Affinitats-Chromatografie von HTNFIpe

Das tiefgefrorene Bakterienpellet wurde in 10 ml Lysepuffer pro Liter Expressionskultur
resuspendiert. Zu dieser homogenen Suspension wurde Lysozym (Sigma-Aldrich) mit einer

finalen Konzentration von 1 mg/ml gegeben. Die Losung wurde fir 15 — 30 min bei RT auf
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einem Magnetruhrer gerlhrt bis sie stark viskos wurde, so dass sie einer Gallerte glich. Zur
Viskositatssenkung wurde die Nuklease Benzonase (Novagen) im Verhéltnis 1:600 (v/v)
zugegeben und fur 15 — 30 min bei RT gerlhrt. Der Ansatz wurde mit dem gleichen VVolumen
NaCl-Puffer vermischt und 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde fir 2 min mit einem Zyklus
von 5 Sekunden bei 50 % Leistung auf Eis sonifiziert. Anschlielend wurde das Zelllysat in
einer Zentrifuge (SS34 Rotor, Kendro) fur 30 min mit 30.000 g bei 4°C pelletiert. Die I6sliche
Fraktion (klarer Uberstand) wurde vorsichtig in 50 ml FalcongefaRe tiberfiihrt, mit 1 ml einer
Nickel-Agarose-Matrix (Ni-NTA, Qiagen) pro 10 ml Lysepuffer versetzt und fir 30 — 60 min
bei 4°C vorsichtig geschwenkt. Die nachfolgenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C
durchgefiihrt. Nach der Inkubation wurde die Suspension auf eine 20 ml S&ule (Biorad)
gegeben, deren Fritte die Nickel-Agarose-Matrix zuriickhélt. Es folgten zwei Waschschritte
mit vierfachen Volumen des Séulenbetts wobei das Sdulenbett der Hélfte des verwendeten
Volumens an Ni-NTA entspricht (50%ige Suspension). Mit dem vierfachen Sdulenbett-
Volumen Elutionspuffer wurde das rekombinante Flpe-Protein eluiert. Bei Tribungen der
Eluatfraktion durch unvollstdndig gelostes Protein wurde bis zur Kl&rung weiterer

Elutionspuffer zugegeben. Das Eluat wurde bis zur Dialyse auf Eis gelagert.

Lysepuffer (10 x PTB) Elutionspuffer:
500 mM Na;HPO, 750 mM NaCl

50 mM Tris 1xPTB

pH 7.8 250 mM Imidazol

NaCl- Puffer:

2 M NacCl
1xPTB(s.0.)
20 mM Imidazol

Waschpuffer:
500 mM NaCl
1xPTB

10 m Imidazol
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2.3.4 Native Affinitats-Chromatografie von Nanog-Proteinen

Zur Aufreinigung wurden die eingefrorenen Bakterien eines Liters Expressionskultur in 20 ml
Lysepuffer aufgenommen. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefihrt. Nach
vollstandigem Resuspendieren wurde die Suspension fur den Zellaufschluss 20 min mit
Lysozym (1 mg/ml final) und anschlieRend zur Senkung der Viskositdt mit Benzonase
(unspezifische Nuklease (Novagen), 25 U/ml final) behandelt. Unl6sliches Material im Lysat
wurde durch einen Zentrifugationsschritt (35.000 g, 30 min, 4°C) entfernt. Der l6sliche
Uberstand wurde dann 1 h mit 1 ml Ni-NTA Suspension (slurry) (Qiagen) pro Liter initialer
Bakterien-Kultur inkubiert. Das S&dulenmaterial wurde in eine Plastiksédule (Econo-Pac, Bio-
Rad) gegossen und zweimal mit 4 Bettvolumina Waschpuffer gewaschen. Zum Eluieren des
Proteins wurden 8 Bettvolumina Elutionspuffer auf die Sdule gegeben.

Lysepuffer: 5 mM Imidazol, 500 mM NaCl, 50 mM Na;HPO4 5 mM Tris, pH 7,8
Waschpuffer: 10 mM Imidazol, 500 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,4 5 mM Tris, pH 7,8
Elutionspuffer: 250 mM Imidazol, 500 mM NaCl, 50 mM Na;HPO4 5 mM Tris, pH 7,8

2.3.5 Uberfuihrung von HTNCre in Glyzerinpuffer

Zum Pufferaustausch wurden die Proteine bei 4°C im Kihlraum dialysiert. Alle verwendeten
Glasgerate sowie Medien wurden vorgekuhlt. Es wurde ein Dialyseschlauch mit einer
mittleren Ausschlussgrofle von 5 kDa (Roth, Karlsruhe) auf die erforderliche GroRe
zurechtgeschnitten und kurz mit MPW und dann mit Dialysemedium durchgespiilt. Das zu
dialysierende Volumen wurde in den Schlauch geflllt und dieser in ein Becherglas mit
Dialysemedium gegeben. Dialysiert wurde meist gegen einen 50 — 100-fachen Uberschuss an
Dialysemedium. Dabei wurde zweimal nach mindestens einer Stunde das Medium gewechselt
und der letzte Dialyseschritt wurde Uber Nacht durchgefuhrt. Zur Beschleunigung der
Diffusionsvorgénge wurde das Dialysemedium mit einem Magnetrihrer gemischt.

Die Eluatfraktion mit HTNCre wurde zun&chst fir 5 min bei 5000 g und 4°C zentrifugiert, um
den Elutionspuffer von Prézipitaten zu befreien. AnschlieRend wurde dieser Gber Nacht gegen
einen Hochsalzpuffer dialysiert. In diesem ist HTNCre bis zu einer Konzentration von 4

mg/ml 16slich. Danach wurde das Dialysat des Hochsalzpuffers zweimal gegen einen 50 %igen
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Glycerinpuffer dialysiert. Der erste Dialyseschritt dauert einige Stunden und der zweite
Dialyseschritt tber Nacht. Die Dialyse gegen den Glycerinpuffer konzentriert die HTNCre-
Losung um den Faktor 3,5 auf. Der Glycerinstock wird bei — 20°C gelagert. Die L6sung wird

zur Transduktion direkt ins gewiinschte Medium gegeben und dann sterilfiltriert.

Hochsalzpuffer:
600 mM NaCl
20 mM HEPES
pH 7,4

Glycerinpuffer:
500 mM NacCl

50 % (v/v) Glycerin
20 mM HEPES

pH 7,4

2.3.6 Uberfiihrung von HTNFIpe in stabilisierenden Puffer

Die Eluatfraktion mit HTNFIpe wurde zun&chst fir 5 min bei 5000 g und 4°C zentrifugiert,
um den Elutionspuffer von Prézipitaten zu befreien. Der Zentrifugationsschritt dient dem
Abtrennen von unloslichen Bestandteilen. Der erste Dialyseschritt erfolgte gegen das
hundertfache Volumen an FCB-Puffer flir mindestens eine Stunde. Es wurde ein zweites Mal
gegen das hundertfache VVolumen an FCB-Puffer dialysiert, diesmal Uber Nacht. Am Folgetag
wurde das Dialysat (Ober Ultrafiltration konzentriert und dazu in 15 ml
Ultrafiltrationseinheiten (10.000 MWCO, Vivascience) uberfuhrt. Diese Filter besitzen eine
Membran, welche Molekiile bis zu einer GroRe von 10 kDa passieren ldasst. Durch
Zentrifugation mit 3500 U/min bei 4°C (Heraeus Megafuge 1.0R) wurde die Ultrafiltration des
Puffers beschleunigt. Das Volumen wurde um 80 % reduziert und die Konzentration des
rekombinanten Flpe-Proteins um den Faktor 5 erhoht, sodass final die Konzentration meist
100 — 120 puM betrug. Die Stocklosung wurde sterilfiltriert (0,2 um), in Kryoréhrchen
allquotiert und bei —80°C eingefroren. Die LOsung wird zur Transduktion direkt ins

gewiinschte Medium gegeben, zentrifugiert und dann die Protein-Konzentration mit Bradford-
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Reagenz bestimmt.

FCB (Flp concentration buffer):
2mM NaCl

I1mMDTT

1mMEDTA

5 % (v/v) Glycerin

50 mM HEPES

pH 7,4

2.3.7 Herstellung des Nanog-TAT Transduktionsmediums

Ablauf der Herstellung des Mediums zur Nanog-Proteintransduktion

Die eluierte Fraktion mit Nanog-TAT-Protein wurde zweimal fur mindestens 1 h gegen PBS
und anschlieBend Uber Nacht gegen K.O.-DMEM (Invitrogen) dialysiert. Die ersten beiden
Dialyseschritte kénnen auch gegen K.O.-DMEM erfolgen, doch PBS ist eine preisgunstigere
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Alternative. Nach der Dialyse wurde das Dialysat zentrifugiert (30 min, 6000 g, 4°C) und
steril filtriert (0,2 pm). AnschlieBend wurde es im Verhéltnis 1 : 1 mit zweifach-
supplementierten Medium (Zusammensetzung: s. u.) gemischt und fir 2 h bei 37°C im
Wasserbad inkubiert um die maximal mogliche Nanog-TAT-Konzentration bei 37°C
einzustellen. Das Medium wurde dann wieder zentrifugiert und steril filtriert um es von
Préazipitaten zu befreien. Schliel3lich wurde die FKS-Konzentration auf 5 % final eingestellt.
Das so fertig gestellte Medium hatte eine Konzentration von ca. 100 nM. Es wurde bei 4°C

gelagert und fir maximal zwei Wochen verwendet.

Zweifach-supplementiertes Medium (100ml)

94 ml Advanced DMEM (Invitrogen)

2ml  FCS

1ml ITS-Supplement (Invitrogen)

2ml L-Glutamin (Stocklésung: 200 mM)

1 ml nicht-essentielle Aminoséuren (Invitrogen)
0,2 ml B-Mercaptoethanol (Stocklosung: 100 mM)

2.3.8 Herstellung des LIF-Inhibitors

Der LIF-Inhibitor hLIF-05 (Vernallis et al., 1997; Expressionsvektor wurde freundlicherweise
zur Verfugung gestellt) wurde von COS-7 Fibroblasten hergestellt und ins Medium sekretiert.
Dazu wurden 6 konfluente T75 Flaschen mit COS-7 Zellen trypsinisiert und in 3,2 ml HBS
Puffer aufgenommen. Aliquots von 800 ul wurden mit 120 ug Plasmid elektroporiert (200 V,
500 pFd). Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurden die Zellen mit je 10 ml Medium
versetzt und in 15 cm-Platten ausgesét in denen bereits 20 ml Medium vorgelegt wurde. Am
néchsten Tag wurde das alte Medium durch 25 ml frisches ersetzt. Nach 3 weiteren Tagen
wurde das mit hLIF-05 konditionierte Medium steril filtriert und in Aliquots bei - 80°C
eingefroren. Der Aktivitatstest wird im Ergebnisteil beschrieben.
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2.3.9 Herstellung und Ansetzen von dTAT-HAZ2

Die Herstellung des Peptid dTAT-HA2 wurde von der Firma Invitrogen durchgefiihrt. Das
Peptid besteht aus D-Aminosauren und hat folgende Aminosauresequenz:
RQRRKKRGGDIMGEWGNEIFGAIAGFLG

Das lyophilisierte Peptid wurde in Reinstwasser mit 1 mM DTT aufgenommen und auf eine
Konzentration von 500 puM eingestellt. Die Losung wurde sterilfiltriert und bei — 80°C

eingefroren.

2.4 Immunhistochemie und Farbungen
2.4.1 Immunhistochemie

Fur Immuno-Farbungen von Embryoid-Koérperchen wurden in Paraffin eingebettete Schnitte
in einem Farbeautomaten (DakoCytomation) nach Herstellerangaben mit folgenden
Antikorpern gefarbt: Maus Anti-Cytokeratin  (Chemicon), Maus Anti-a-Desmin and
Kaninchen Anti-Human o-1-Fetoprotein (beide von DakoCytomation). Zur Visualisierung der
Antikorperbindung wurde das EnVision System (DakoCytomation) mit HRP-konjugierten
sekundaren Antikorpern gegen Maus und Kaninchen benutzt mit Diaminobenzidin (DAB) als
Chromogen. Fir Immuno-Férbungen wurden die Zellen zuerst fir 10 min bei RT mit
Paraformaldehyd fixiert und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Fir Doppelfarbungen
wurden die fixierten Zellen sukzessive mit folgenden Antikdrpern behandelt: anti-SSEA1
(Maus IgM, 1:80; Hybridoma Bank), Biotin anti-Maus IgM (1:200, DAKO) in Kombination
mit FITC-Avidin, anti-Oct4 (Kaninchen IgG, 1:400, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), Cy3
Ziege anti-Kaninchen 1gG (1:400, Jackson Immuno Research). Zur intrazelluldaren Farbung
wurde 0,1 % Triton zu den Antikorper-Losungen gegeben. Die DNA des Zellkerns wurde mit
DAPI angefarbt. Zum Nachweis von Alkaline Phosphatase Aktivitdt wurden das Alkaline
Phosphatase Substrate Kit 111 (Vector Laboratories, Inc.) nach Herstellerangaben benutzt (gibt
blaues Reaktionsprodukt). In einigen Experimenten wurde die Alkaline Phosphatase Aktivitat
mit dem Alkaline Phosphatase Detection Kit (Chemicon) nachgewiesen (rotes
Reaktionsprodukt).
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2.4.2 X-Gal-Farbung

Die p-Galaktosidase wird wegen ihrer unkomplizierten Handhabung und ihrem eindeutigem
Nachweis in vielen Systemen als Reporterprotein genutzt.

Das Enzym setzt ein synthetisches Substrat (X-Gal, 5-Bromo-4-Chloro3-Indoyl-3-D-
Galaktosid) zu einem blauen Farbstoff um, der in den Zellen leicht zu erkennen ist. Beim
Transgen der Fibroblasten ist an das Enzym noch ein NLS (Kernlokalisierungssignal)
fusioniert. Dadurch wird der Grof3teil des Enzyms im Zellkern aufkonzentriert, sodass sich
ausschlie3lich der Zellkern blau angefarbt.

Auf die fixierten und gewaschenen Zellen wurde frisch angesetzte X-Gal-Farbeldsung
gegeben und fir 24 h bei 37 °C inkubiert.

X-Gal-Farbeldsung: 5 mM Kz(Fe"'(CN))
5 mM Ky(Fe'"(CN)e)
2 mM MgCl,

1 mg/ml X-Gal (Stocklésung in DMSO, ¢ = 40 mg/ml)
gelost in PBS

2.5 Zellkultur

2.5.1 Fibroblasten

CV1-5B-, COS-7-Fibroblasten und murine, embryonale Fibroblasten (MEFs) wurden in
folgendem Medium kultiviert: DMEM (high glucose) mit 10% FCS, 1% nicht-essentielle
Aminosauren, Natrium Pyruvat, 2 mM L-Glutamin. Die Zellen wurden alle 3 — 4 passagiert
und alle 2 Tage das Medium gewechselt.

2.5.2 Murine embryonalen Stammzellen

Embryonale Stammzellen der Maus wurden in mit Gelatine beschichteten Zellkulturschalen
kultiviert. Die Kultur-Medien hatten folgende Zusammensetzung: Basalmedium mit 15%
FCS, 1% nicht-essentielle Aminosauren, Natrium-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin and 100 M -
Mercaptoethanol and 1000 U/ml LIF (Chemicon). Als Basamedium diente DMEM (high

glucose) oder KnockOut DMEM (beide von Invitrogen). Fur serumreduzierte Kulturen wurde
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Advanced DMEM (Invitrogen) mit 5% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 xM pB-Mercaptoethanol
and 1000 U/ml LIF genutzt. Fur serumfreie Kulturen wurde N2B27 Medium (Ying et al.,
2003) nach folgender, modifizierter Zusammensetzung benutzt: DMEM-F12 und
Neurobasalmedium (1:1 Mischung) supplementiert mit: 1 x B27, 50 pg/ml BSA (Fraktion V),
100 ug/ml Apo-Transferrin, 25 ug/ml Insulin, 6 ng/ml Progesteron, 16 ug/ml Putrescin, 30
nM Natrium-Selenit, 2 mM Glutamin, 150 M Monothioglycerin, 10 ng/ml BMP-4 und 1000
U/ml LIF.

Die Zellen wurden alle 2 — 4 Tage mit Trypsin (Invitrogen) oder Trypsin-dhnlichem Enzym
(TrypLE, Invitrogen) abgelost, vereinzelt und auf neue Kulturplatten ausgesat. Zur
Cryokonservierung wurden die Zellen mit in einer Mischung aus 90% FKS mit 10 % DM SO

versetzt und langsam in einer Styropor-Box eingefroren.

2.5.3 Humane embryonalen Stammzellen

Das Kulturmedium der humanen ES-Zellen wurde téglich erneuert. Alle drei bis sechs Tage
wurden die humanen ES Zellen passagiert. Hierzu wurde zundchst das Medium abgenommen,
und die Zellen wurden fir 45 Minuten mit 1mg/ml Kollagenase 1V (0,5ml pro Well) bei 37°C
inkubiert. Anschlieend wurde die Kollagenase mit 1ml hES Zellmedium pro Well verdinnt,
und die Kolonien wurden von der Zellkulturplatte abgespult oder vorsichtig mit der Spitze
einer 5ml-Zellkulturpipette abgekratzt. Die Zellsuspension wurde fur 3 Minuten bei 800rpm
abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 1 ml humanes ES-Zellmedium
aufgenommen. Die hES Zellaggregate wurden mit einer 1000 pl-Eppendorfpipette
resuspendiert, bis nur noch kleine Aggregate sichtbar waren. Die Zellen wurden im Verhéltnis
1:1 bis 1:3 in hES Zellmedium auf mitotisch inaktivierte Fibroblasten ausplattiert. Nach
spatestens einer Woche wurden die humanen ES-Zellen wieder umgesetzt.

Kulturmedium fir humane ES-Zellen:
20% Knockout-Serum Replacement
1% Nicht-essentielle Aminoséuren
1mM L-Glutamin

0,1mM 2-Mercaptoethanol

4ng/ml FGF-2

gel6st in Knockout-DMEM
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Konditioniertes Medium

50 ml humanes ES-Zellmedium mit 4ng/ml FGF-2 pro 10° mitotisch inaktivierte Fibroblasten
Nach 24 h Inkubation im Inkubator bei 37°C, 5% CO, erfolgt die Abnahme und Filtration des
Mediumiberstands. Die Lagerung findet bei -20°C statt. VVor Gebrauch erneute Zugabe von
4ng/ml FGF-2.

2.5.4 Embryoidkérper und Teratombildung und Blastozysten-Injektion

Oct4-GiP ES Zellen wurden fiir 12 Passagen LIF-frei in der Anwesenheit des LIF-Inhibitors
hLIF-05 und Nanog-TAT kultiviert. Kontroll-Zellen ohne Nanog-TAT differenzierten
innerhalb von vier Passagen und stellten die Proliferation ein. Zwei Tage vor Aggregation der
Zellen wurde 1ug/ml Puromycin zur Kultur gegeben um andifferenzierte Zellen zu entfernen.
Die Zellen wurden dann vereinzelt und die Suspensionskulturen wurden fiir 2 Wochen in LIF-
freiem ES Zellmedium in Petri-Schalen kultiviert. Fir die Teratom-Bildung wurden die
Zellen wie oben beschrieben behandelt, nur dass die Zellen fir Zellen fiir 11 Passagen ohne
LIF mit Nanog-TAT behandelt wurden. Danach wurde zu diesem Medium LIF wieder
gegeben um die Zellen zu expandieren um 1 x 10° Zellen in eine SCID-beige Maus zu
injizieren. Nach 8 Wochen wurden das entstandene Teratom aus der Maus entfernt, mit 4%
PFA fixiert und mit Hematoxylin und Eosin zur histologischen Untersuchung geféarbt. Zur
Herstellung chimérer Mduse wurden die Oct4-GiP ES Zellen fur 8 Passagen ohne LIF, aber
mit LIF-Inhibitor und Nanog-TAT kultiviert. Kontrollkulturen sind auch in diesem Fall
innerhalb der ersten 4 Passagen differenziert. Nach der 8. Passage wurden die Zellen in
normalem ES Zellmedium expandiert und in C57BL/6 Blastozysten injiziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Genetische Manipulation mit transduzierbarer Cre Rekombinase

Zur Etablierung eines transduzierbaren Nanog-Proteins wurden zunéchst weitere Erkenntnisse
zur Protein-Transduktion in ES-Zellen gewonnen. Hierzu wurde eine zellpermeable Cre
Rekombinase (Peitz et al., 2002) verwendet, da sich nach erfolgter Transduktion die
biologische Aktivitdt einer Rekombinase (ber Methoden wie Southern-Blots oder
Reportergen-Aktivierung zuverl&ssiger nachweisen l&sst, als die Aktivitdt eines
Transkriptionsfaktors wie Nanog. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war noch unklar, ob die
uberwiegend mit Fibroblasten etablierte Protein-Transduktion effizient mit ES-Zellen in
herkdmmlichem, FKS-haltigem ES-Zellmedium durchfiihrbar ist. Dariber hinaus musste
geklart werden, ob eine Behandlung mit rekombinantem Cre-Protein die Pluripotenz bzw.
Keimbahn-Kompetenz muriner ES-Zellen beeinflusst.

3.1.1 Verbesserte Praparation des transduzierbaren Cre Proteins

Das rekombinante Cre-Fusionsprotein HTNCre (Peitz et al., 2002) besteht neben der Wildtyp-
Cre Rekombinase, aus einem N-terminalen 6 x Histidin-tag (H6), einer TAT-Domé&ne und
einem Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal; NLS)(Abb. 5a).

Die sechs Histidine ermdglichen eine einfache Nickel-lonen-Affinitatschromatografie, und
die NLS-Sequenz soll den Zugang des bakteriellen Proteins zum Zellkern eukaryotischer
Zellen erleichtern. Das TAT-Peptid ist eine stark basische Protein-Transduktionsdomane mit
dessen Hilfe das Protein effizient in Zellen translozieren kann (siehe Einleitung). Durch die
beschriebenen Anhénge erhéht sich das Molekulargewicht des Fusionsproteins von ca. 38
kDa (Wildtyp Cre) auf ca. 43 kDa. Das vorgestellte Konstrukt H6-TAT-NLS-Cre wird im
Folgenden mit HTNCre abgekurzt.

Die Expression und Aufreinigung von HTNCre ist bereits beschrieben (Peitz et al., 2002),
doch im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde das Préparationsprotokoll fur HTNCre
optimiert. Zuvor musste fur nahezu jedes einzelne Experiment HTNCre-Protein frisch
prapariert werden, was mit betrachtlichem Aufwand verbunden war, da das Protein gegen
Basalmedien dialysiert werden musste, um toxisches Imidazol des Chromatographie-Puffers
zu entfernen, und um die Osmolaritat der Losung auf physiologisches Niveau zu bringen.
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Abb. 5: Aufbau und Reinigung des transduzierbaren Cre-Fusionsproteins HTNCre

a) Aufbau von HTNCre (Peitz et al., 2002). b) Das gezeigte Konstrukt wurde in E. coli transformiert, die
Expression induziert, die l6sliche Proteinfraktion einer Ni-(Il)-Affinitdtschromatographie unterzogen und das
Eluat in einen lagerfahigen Glyzerinpuffer tUberfihrt. Fraktionen des Reinigungsverlaufs wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie angefarbt. In jede Spur wurden 2,5 pyl Probe aufgetragen.
H6, sechs Histidine zur Nickel-lonen-Affinitdtschromatographie; NLS (nuclear localization signal des Simian
Virus 40 large-T antigens), fiir verbesserten Import des Proteins in den Zellkern; TAT, basische Protein-
Transduktions-Doméne, verstarkt Zellpermeablitét; RL, Rohlysat (Gesamtprotein); U, unldsliche Fraktion; L,
lésliche Fraktion; DF, S&aulen-Durchfluss; W, Waschfraktion; E, Elutionsfraktion (120 pM); GS, Glyzerinstock
(450 pM)

Dabei ging zusatzlich mehr als die Halfte des gereinigten Proteins durch Prézipitation
verloren. Zur Umgehung verlustreicher Dialyseschritte und zur vereinfachten Lagerung wurde
das Protein in einen gepufferten, 50%igen Glyzerinstock tberfuhrt. In Abb. 5b ist eine
charakteristische Aufreinigung des Proteins aus bakteriellem Lysat zu sehen. Man sieht in der
Fraktion des Eluats (120 uM) und des konzentrieren Glyzerinstocks (450 puM) auf der
erwarteten Laufhéhe von ca. 43 kDa eine dominante Bande, wohingegen unter- und oberhalb
dieser Bande nur schwache Doppelbanden zu erkennen sind (Laufhéhen ca. 30 bzw. ca. 70
kDa). Western-Blot-Analysen mit einem anti-Cre-Antikdérper zeigten, dass nur die dominante
Bande von dem Antikorper detektiert wird (Peitz et al., 2002). In dem Glyzerinstock liegt das
Cre-Protein nun hochkonzentriert (200 — 450 uM) bei - 20°C in flussigem Zustand vor und ist
unter diesen Bedingungen nach eigenen Beobachtungen mindestens 3 Jahre lagerféhig. Die
fur das jeweilige Experiment bendtigte Proteinmenge kann exakt entnommen und in das
entsprechende Zellkultur-Medium nahezu verlustfrei verdiinnt werden. Nach erfolgter
Sterilfiltrierung lasst sich das Medium mit dem verdiinnten Protein sofort verwenden. Durch
das optimierte Praparationsprotokoll wurde die Anwendung der Cre-Transduktion deutlich

vereinfacht und somit routinetauglicher.
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3.1.2 Charakterisierung der Cre-Protein-Transduktion mit Cre-Reporterfibroblasten

Um vereinfacht die Cre-Protein-Transduktion charakterisieren zu kdnnen, wurden etablierte
Reporter-Fibroblasten verwendet (Kellendonk et al., 1996). Bei diesen Zellen handelt es sich
um die CV1-5B-Linie welche sich von Nierenzellen der griinen Meerkatze (Cercopithecus
aethiops) ableitet (Jensen et al., 1964) In diese Zellen wurde eine Kopie eines lacZ-basierten
Cre-Reporter-Transgens stabil integriert. Der schematische Aufbau dieses Konstruktes ist in
Abb. 6a dargestellt. Durch Cre-vermittelte Rekombination wird das Neomycin-Resistenzgen
deletiert (d. h. das Neomycin-Phosphotransferase-Gen) und das neu entstandene Leseraster
ermoglicht die Transkription des LacZ-Gens, welches fir das 3-Galaktosidase-Enzym kodiert.
Dieses Enzym wurde zur Anreicherung im Zellkern mit einem Kernlokalisationsignal (NLS)
versehen. Der Nachweis der Rekombination in einer Zelle kann nun indirekt tber eine X-Gal-
Farbereaktion erbracht werden. In Abb. 6b. findet man beispielhaft X-Gal-gefarbte
Reporterzellen nach einer Inkubation von 0,5 pM HTNCre fur 16 h im Vergleich mit
unbehandelten Kontrollzellen. Man sieht deutlich, dass in der Kontrollpopulation keine blau

Abb. 6: Korrelation von Phéno- und Genotyp der Cre-Reporter-Fibroblasten

a) Aufbau des Reporterkonstruktes der Cre-Reporter-Fibroblasten (Kellendonk et al.,1996). Ein loxP
flankiertes Neomycin-Resistenzgen (flox) mit einer poly-Adenylisierungsstelle (pA) verhindert die
Transkription des NLS-LacZ-Gens. Nach Cre-vermittelter Deletion (del) wird das NLS-LacZ-Gen
transkribiert. b) Die Fibroblasten wurden fiir 16 h mit 0,5 yuM HTNCre behandelt, und nach weiteren 24 h
unter Standard-Bedingungen mit X-Gal auf 3-Galaktosidase-Aktivitat gefarbt. c) Die Reporterzellen wurden
wie in b) behandelt, die genomische DNA mit EcoRI verdaut und mit einer LacZ-Sonde eine Southern-Blot-
Hybridisierung durchgefiihrt. Gezeigt ist der Rontgenfilm des Experiments.
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gefarbte Zelle erkennbar ist. Bei den HTNCre-behandelten Zellen haben dagegen fast alle
Zellen einen blau gefarbten Kern, das Zytoplasma ist stets ungefarbt. Eine Southern-Blot-
Analyse gleichartig transduzierter Zellen zeigt, dass der Phénotyp der Reporterzellen mit dem
Genotyp korreliert (Abb. 6¢). Bei den unbehandelten Zellen ist nur eine Bande bei 5,8 kb fur
das loxP-flankierte Allel sichtbar. Bei den mit HTNCre behandelten Zellen dagegen ist auf
dieser Hohe kein Signal zu erkennen, sondern nur bei einer GrolRe von 3,6 kb, was dem
deletierten Lokus entspricht.

3.1.3 Zusatzliche Proline an der TAT-PTD erhdhen Transduktionseffizienz

Die in der Literatur beschriebene Protein-Transduktionsdomane TAT hat meist folgende
Aminosdure-Sequenz: YGRKKRRGRRR. Beim Wildtyp-Protein HIV transactivator of
transcription, aus welchem die TAT-Domaéne isoliert wurde, schlief3en sich C-terminal der
TAT-Sequenz noch zwel Proline an, die einen Einfluss auf diese Sekundarstruktur des Peptids
haben und seine Trand okations-Eigenschaften beeinflussen kdnnten. Daher wurde seinerzeit
bei dem Konstrukt HTNCre die TAT-Doméne mit den beiden Prolinen versehen (Peitz,
2002). Um den tatséchlichen Einfluss der Proline auf die Transduktion beurteilen zu kénnen,
wurde eine Variante des HTNCre Proteins hergestellt bei der die beiden Proline entfernt
wurden. Dieses Protein wurde als HT*NCre bezeichnet. Die beiden Cre-Varianten wurden
anhand der Cre-Reporter-Fibroblasten miteinander verglichen. In Abb. 7 ist die graphische
Quantifizierung des Experiments zu sehen, bei dem steigende Cre-Konzentrationen fur 16 h
zu den Zellen gegeben wurden. Bel 0,25 M ist zwar die Rekombinationsrate mit 1,6 %
(HT*NCre) bzw. 3,7 % (HTNCre) generell noch gering, doch die Variante ohne Proline zeigt
bereits eine um ca. 50 % reduzierte Effizienz. Deutlicher wird der Unterschied mit der

doppelten Menge an Cre-Protein (0,5 uM). Bel dieser Konzentration fuhrt das HTNCre-

Abb. 7: Erhdhte Transduktionseffizienz
durch zusétzliche Proline in der TAT-
PTD

Vergleich zweier TAT-Varianten fusioniert
an Cre. Bei der Version ,TAT* fehlen die
zwei Proline des TAT-Wildtyp-Proteins.
CV1-5B Reporter-Fibroblasten wurden fir
16 h wie im Diagramm angegeben
behandelt. Die Zellen wurden dann fir 24
h unter Standard-Bedingungen weiter
kultiviert, mit X-Gal gefarbt und der Anteil
3-Galaktosidase-positiver Zellen ausge-
zahlt. (n =3)
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Protein mit den zusétzlichen Prolinen bei fast allen Zellen zur Rekombination, wohingegen
HT*NCre nur bei knapp der Halfte der Zellen Rekombination vermitteln kann.

3.1.4 Steigerung der Transduktions-Effzienz mit dem fusogenen Peptid dTAT-HA2

Im Verlauf dieser Doktorarbeit erschien eine Publikation, in welcher berichtet wurde, dass
durch eine Ko-Transduktion mit dem fusogenen dTAT-HAZ2 Peptid makropinozytotische
Einschliisse aufgebrochen werden und die Menge an intrazellular freigesetztem TAT-
Fusionsprotein erhoht werden kann (Wadia et al., 2004). Das dTAT-HAZ2 Peptid ist eine
Fusion aus einer TAT-PTD und den N-terminalen 20 Aminosduren einer Untereinheit des
Hemagglutininproteins (HA2) vom Influenzavirus. HA2 ist ein gut charakterisiertes pH-
sensitives, fusogenes Peptid, das bei niedrigem pH Zelllipidmembranen destabilisiert. Dieses
chemisch synthetisierte Peptid wurde auf seine Funktionalitdt hin untersucht. Dazu wurde
eine nicht-sattigende Bedingung mit einer HTNCre-Konzentration von 0,2 uM gewahlt,
welche nach einer 16-stiindigen Inkubation bei weniger als 1 % der Reporter-Fibroblasten zur
Rekombination flhrt. Zu dem HTNCre-haltigen Medium wurden steigende Konzentrationen
des Peptids zugegeben (zwischen 1 und 10 puM)(Abb. 8). Die Zugabe von 1 bzw. 2,5 uM
dTATHAZ2 erhohte die Effizienz um einen Faktor von ca. 2 bzw. 4. Eine weitere Erh6hung
auf 5 bzw. 7,5 uM fiihrte zur Rekombination in 16 % bzw. 19 % der Zellen. Im Vergleich zu
den Kontroll-Zellen konnte bei einer Konzentration von 10 uM eine Steigerung um den
Faktor 60 erzielt werden (ca. 55 % Rekombination). Bei Konzentrationen tber 5 uM konnte
beobachtet werden, dass die Zellen in den untersuchten Kulturschalen weniger dicht
gewachsen sind als bei geringeren dTAT-HA2-Mengen.

Abb. 8:

Erhdhung der Protein-Transduktionseffi-
zienz mit dTAT-HA2

Das fusogene Peptid dTAT-HA2 soll durch
Aufbruch makropinozytotischer Einschliisse
die Menge an intrazellular freigesetztem TAT-
Fusionsprotein erhéhen (Wadia 2004). Um
die Funktionalitdit des Peptids zu testen,
wurden davon steigende Konzentrationen bei
konstanter HTNCre-Konzentration fur 16 h zu
den Cre-Reporter-Fibroblasten gegeben. Die
Zellen wurden dann fur 24 h unter Standard-
Bedingungen weiter kultiviert, mit X-Gal
gefarbt und der Anteil R-Galaktosidase-
positiver Zellen ausgezahlt. (n = 3)
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3.1.5 Stabilitat von HNTCre in der Zelle

Um zu analysieren, wie lange das Protein in den Zellen stabil ist, wurden CV1-5B Zellen fiir
eine Stunde mit 2 uM HTNCre behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten das
Gesamtprotein der Zellen prépariert. An der Zelloberflache haftendes Cre-Protein wurde
entfernt, indem die Zellen mit der Protease Trypsin behandelt und anschlieend noch mit
einer 0,5 % Heparinlosung gewaschen wurden. Diese Art der Behandlung entfernt zu mehr
als 95 % extrazellular gebundenes Protein (Kaplan et al., 2005). Die Lysate von je 2 x 10°
Zellen wurden mittels Western Blot unter der Verwendung eines anti-Cre Antikorper
analysiert (Abb. 9). Die Cre-spezifische Bande zum Zeitpunkt 0 h ist ohne den Heparin-
Waschschritt intensiver als bei der behandelten Probe. Bereits zum Zeitpunkt 1 h bzw. 2 h hat
sich das Signal fur Cre stark abgeschwécht, und reduziert sich gleichméRig weiter bis zum
Zeitpunkt 16 h, an welchem kaum noch Cre-Protein im Zelllysat detektierbar ist.

Abb. 9: Abbau von HTNCre nach der Transduktion

CV1-5B Reporterzellen wurden fir 1 h mit 2 yM HTNCre in PBS/DMEM behandelt, und zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Transduktionsende das Gesamtprotein der Zellen prapariert. An der Zelloberflache
haftendes Cre-Protein wurde mit einer Trypsininkubation und darauf folgendem Waschen mit einer 0,5%igen
Heparinlésung entfernt. Die Lysate von je 2 x 10° Zellen wurden mittels Western Blot unter der Verwendung
eines anti-Cre Antikérpers analysiert. K-, unbehandelte Zellen; K+, 20 ng HTNCre Protein; M, vorgefarbter
Protein-Marker
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3.1.6 Transduktion von Cre Protein in murine embryonale Stammzellen

Im Folgenden wurde die Cre-Protein-Transduktion mit embryonalen Stammzellen der Maus
charakterisiert. Dazu wurde zun&chst in Zusammenarbeit mit Dipl.-Biol. Simone Haupt im
eigenen Arbeitskreis die Z/EG ES-Zelllinie (Novak et al., 2002) verwendet, welche ein Cre-
abhéangiges Doppelreporter-Gen tragt. Ein ubiquitdrer Promotor steuert LacZ-Expression vor
und eGFP-Expression nach Cre-vermittelter Rekombination (Abb. 10 a). Die Zellen wurden

Abb. 10: Effiziente HTNCre-vermittelte Rekombination in Z/EG Reporter-ES-Zellen.

a) Schematische Darstellung des Z/EG Doppelreporterkonstrukts. Die Z/EG ES-Zelllinie (Novak et al., 2002)
trégt ein Cre-abhangiges Doppelreportergen. Ein ubiquitédrer Promotor steuert LacZ-Expression vor und eGFP-
Expression nach Cre-vermittelter Rekombination b) Validierung der Cre-Rekombination mittels Analyse der
Reportergen-Aktivitdten in Kontrollzellen und HTNCre-behandelter Zellen. Z/EG ES-Zellen wurden fir 5
Stunden ausgesét und in serumfreien PBS/DMEM Medium (1:1) fir 16 h mit 2 yM HTNCre behandelt. Nach
weiteren 48 h wurden die Zellen Uber Fluoreszenz-Mikroskopie und X-Gal Farbung analysiert. c)
Durchflusszytometrische Analyse HTNCre-behandelter Z/EG ES-Zellen. Die Zellen wurden fur 16 h mit
steigenden Konzentrationen HTNCre wie angegeben behandelt und nach weiteren 48 h analysiert. In jedem
Histogramm wird der Prozentsatz eGFP-negativer (links) und eGFP-positiver Zellen (rechts) wiedergegeben.
PK, Phasenkontrast; pA, poly-Adenylisierungsstelle.

(Durchgefiihrt in Zusammenarbeit mit Simone Haupt; Haupt et al., 2007)
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vor dem Experiment vereinzelt und auf MEF-Zellen ausgesat. Finf Stunden spater wurden
verschiedene Konzentrationen HTNCre in serumfreien Medium fir 16 h zu den ES-Zellen
gegeben. Die Mehrheit HTNCre-behandelter ES-Zellen zeigten bei einer Konzentration von 2
uM eGFP-Expression (Abb. 10b). Durchflusszytometrische Analysen zeigten eine strikte
Konzentrations-Abhangigkeit der Cre-Transduktion. Halbmaximale Aktivitat konnte mit einer
HTNCre-Konzentrationen von 1 uM erreicht werden und mehr als 90 % Rekombination mit
einer Konzentration von 2 uM (Abb. 10c) (Haupt et al., 2007).

Im Weiteren wurde die FKS-Abhangigkeit der Protein-Transduktion anhand der Reporter-ES-
Zelllinie MS4pAM (Zhang et al., 1996) analysiert, welche nach Cre-vermittelter
Rekombination R-Galaktosidase exprimiert (Abb. 11a). Es wurden verschiedene
Konzentrationen HTNCre (1 und 2 uM bzw. 5 und 10 uM) fir 16 h zu den Zellen gegeben.

Abb. 11: Hocheffziente Rekombination mit HTNCre in murine ES-Zellen

a) Aufbau des Reporterkonstruktes: Ein Transkriptionsstop ist loxP flankiert und verhindert die Transkription
des LacZ-Gens (flox). Nach Cre-vermittelter Deletion (del) haben die Zellen den Transkriptionsstop verloren,
und das LacZ-Gen kann abgelesen werden (Zhang et al., 1996). b) Die Reporterzellen wurden finf Stunden
nach dem Aussden in serumfreien PBS/DMEM oder ES-Zellmedium fir 16 h mit verschiedenen
Konzentrationen HTNCre behandelt, und nach 3 Tagen mit X-Gal auf R-Galaktosidase-Aktivitat gefarbt. Die
Pfeilspitzen markieren beispielhaft Kolonien, die nur teilweise gefarbt wurden, ungefarbte Kolonien sind mit
Pfeilen gekennzeichnet. Die Zahl der Kolonien die vollstandig oder teilweise blau (X-Gal-positiv) waren wurde
bestimmt, und ihr Anteil an der Gesamtzahl der Kolonien in den Diagramme wiedergegeben. (n = 3); pA, poly-
Adenylisierungsstelle; Skalierung, 100 pm
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Dazu wurden zwei verschiedene Medien verwendet: ein serumfreies DMEM/PBS-Gemisch (1
: 1) und herkdmmliches ES-Zellmedium mit 15 % FKS. Die Experimente wurden (ber die
Quantifizierung B-Gal positiver Kolonien ausgewertet, dabei wurden auch nur teilweise
gefarbte Kolonien mit einer ,Mosaikstruktur® als R-Gal-positiv eingestuft. Die mit
serumfreien Medium ermittelten Werte bestatigen die bei Z/EG-ES-Zellen erzielten
Rekombinationsergebnisse. So sind bei einer Konzentration von 1 uM in dem PBS-DMEM
Medium die Halfte der ES-Zellkolonien R-Gal-positiv. Bei 2 uM sind tber 90 % der ES-
Zellkolonien positiv gefarbt. Bei der Cre-Transduktion in ES-Zellmedium mit 15 % FKS wird
deutlich, dass die HTNCre-Konzentration um den Faktor 5 erhoht werden muss, um
Rekombinations-Resultate wie unter serumfreien Bedingungen erzielen zu koénnen (Abb.
11b).

3.1.7 Cre-Transduktion unter Erhalt der Proliferation und chromosomaler Stabilitat

Vor kurzem wurde berichtet, dass Cre-Aktivitat in Zellen toxische Effekte wie Wachstums-
Inhibition und chromosomale Aberrationen verursacht (Baba et al., 2005; de Alboran et al.,
2001; Loonstra et al., 2001; Pfeifer et al., 2001; Schmidt et al., 2000; Silver und Livingston,
2001). In diesem Zusammenhang wurde der Fragestellung nachgegangen, welche
Auswirkungen diesbeziiglich die HTNCre-Transduktion auf somatische und ES-Zellen hat.

Einfluss von HTNCre-Transduktion auf die Proliferation
Zunachst wurde das Proliferationsverhalten nach erfolgter Transduktion ndher analysiert.

Abb. 12: Unveréanderte Proliferation von Zellen nach Cre-Transduktion

a) ES-Zellen wurden fir 16 h mit 10 yuM HTNCre in ES-Zellmedium behandelt und zwei Tage spater
passagiert. Fur die folgenden 4 Passagen wurde die kumulative Zellzahl ermittelt. b) COS-7 Fibroblasten
wurden fir 16 h mit 0,5 yM HTNCre in PBS/DMEM behandelt und zwei Tage spater passagiert. Die Zellen
wurden subkonfluent kultiviert und die kumulative Zellzahl bestimmt.
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Abb. 13: Permanente Cre-Transduktion reduziert die Proliferation

a) CV1-5B Reporterzellen wurden einmalig fir 16 h mit 0,5 yM HNTCre behandelt oder fur drei Passagen
mit 5 yM HTNCre in Fibroblastenmedium mit 10 % FKS inkubiert. Anschlieend wurde mit X-Gal auf 3-
Galaktosidase-Aktivitat gefarbt. b) Zellen, behandelt wie in a), wurden subkonfluent kultiviert und die
kumulative Zellzahl bestimmt.

Frisch ausgesate ES-Zellen (Oct4-GiP; Ying et al., 2002) bzw. COS-7 Fibroblasten wurden
fir 16 h mit HTNCre behandelt (10 uM in ES-Zellmedium bzw. 0,5 uM in serumfreien
Medium). Nach weiteren zwei Tagen wurden die Zellen gesplittet und mit definierter
Zelldichte ausgesat. Fur die folgenden vier Passagen unter subkonfluenten Bedingungen
wurden die kumulativen Zellzahlen bestimmt (Abb. 12a,b). Weder bei den ES-Zellen noch
bei den Fibroblasten war ein Unterschied in der Proliferation festzustellen.

Das oben beschriebene Experiment wurde mit den CV1-5B Fibroblasten wiederholt, und auch
hier konnte nach einer Cre-Behandlungm die héchste Rekombinationeffizienzen induziert
(Abb. 13a), kein Proliferationsunterschied festgestellt werden (Abb. 13b). Zusatzlich wurden
die Zellen dauerhaft mit 5 uM HTNCre in Standard-Medium inklusive 10 % FCS kultiviert.
In diesem Fall wurden ebenfalls fast alle Zellen rekombiniert (Abb. 13a) doch war die
Proliferation im Vergleich zu Kontrollzellen drastisch verlangsamt: nach 3 Passagen lag die
kumulative Zellzahl mehr als 2 GroéRenordnung unter der unbehandelter Zellen.

Chromsomale Analyse Cre-transduzierter ES-Zellen

Um, eventuell durch HTNCre verursachte, chromosomale Verénderungen aufsplren zu
kdnnen, wurde eine umfassende Chromosomen-Analyse von HTNCre-transduzierten murinen
ES-Zellen durchgefihrt. Fir diese Untersuchung wurden praxisorientierte Transduktions-
Parameter gewahlt, die zu uUber 90 % Rekombinationseffizienz fiihren (siehe Abb. 11b,
Kapitel 3.1.6). Dazu wurden ES-Zellen fir 18 h mit 10 uM HTNCre in normalem ES-
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Abb. 14: Stabiler Genotyp von ES-Zellen nach HTNCre Transduktion

a) Murine ES-Zellen wurden fiir 18 h mit 10 yM HTNCre in normalem ES-Zellmedium behandelt, expandiert
und die Metaphasen-Chromosomen prapariert. Per Auge wurden einzelne Metaphasen untersucht und der
Karyotyp bestimmt. b) Multi-Farben Fluoreszenz in situ Hybridisierungs-Analyse (,Multi-FISH") unbehandelter
ES-Zellen bzw. ES-Zellen, die mit 10 yM HTNCre fir 18 h behandelt wurden. 30 solcher Multi-FISH Analysen
wurden jeweils durchgefuhrt und waren ohne Befund.

Zellmedium behandelt, expandiert und die Metaphasen-Chromosomen prapariert. Die
einzelnen Metaphasen wurden analysiert und zwei Kategorien zugeordnet: normale
Chromosomenzahl oder abnormale Anzahl. 90 % der ES-Zellen, die mit HTNCre behandelt
wurden hatten einen normalen Karyotyp, N = 40 (Abb. 14a). Nur 10 % der Metaphasen von
Cre-behandelten ES-Zellen waren aneuploid; in jedem dieser Félle fehlte ein Chromosom.
Die Metaphasen von unbehandelten Kontrollzellen zeigten einen &hnlichen Anteil normaler
Karyotypen (92 %). Um die Mdglichkeit auszuschlieRen, dass kleinere chromosomale
Umlagerungen mit der oben genannten Methode Ubersehen wurden, ist eine Multi-Farben
Fluoreszenz in situ Hybridisierungs-Analyse (,,Multi-FISH*) von der Firma Chrombios
(Raubling, Deutschland) durchgefuhrt worden (Abb. 14b). Alle 30 so untersuchten
Metaphasen Cre-behandelter ES-Zellen zeigten eine normale Chromosomen-Farbung ohne
detektierbare Aberrationen. Es wurden in Cre-transduzierten Zellen keine Chromatidbriiche
oder Translokationen beobachtet.
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3.1.8 Erhalt der Pluripotenz von ES-Zellen nach Cre-Transduktion

Als endgultiger Test auf mogliche Toxizitaten durch die Cre-Transduktion, sollte geprift
werden, ob HTNCre-behandelte ES-Zellen ihr vollstdndiges Differenzierungpotential, d. h.
ihre Pluripotenz, beibehalten und weiterhin zu Zellen der Keimbahn differenzieren kénnen.
Dieser Fragestellung wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Hubert
Schorle (Pathologie, Uniklinik Bonn) nachgegangen. Es wurden gefloxte ROSAbetaMER ES-
Zellen fur 18 h mit 10 uM HTNCre behandelt, expandiert und drei rekombinierte Klone in
Balb/c Blastozysten injiziert. Die resultierenden Nachkommen wurden mit Balb/c M&usen
verpaart. Zwei der drei parentalen Klone fuhrten zu chiméren Tieren von denen mehrere
100% Keimbahn-Transmission aufwiesen (Peitz et al., 2007).

Somit wurde gezeigt, dass sich die Cre-Transduktion in ES-Zellen mit normalem ES-
Zellmedium durchfiihren l&sst, und dass dabei maximale Rekombinationseffienzen erzielt
werden konnen. Es waren keine toxischen Nebeneffekte durch die Behandlung mit dem
HTNCre-Protein nachweisbar. Weder bei der Proliferation, noch beim Karyotyp der
behandelten ES-Zellen konnten Veranderungen festgestellt werden. Auch die Pluripotenz der

ES-Zellen blieb trotz stringenter Transduktionsbedingungen vollstandig erhalten.

3.1.9 Herstellung eines serumreduzierten ES-Zellmediums

Da sich serumfreies PBS/DMEM (1:1), insbesondere in der Abwesenheit von Futterzellen,
zur langeren Kultur von ES-Zellen nicht eignet, wurden die Cre-Transduktionsversuche unter
Pluripotenzerhalt in normalem ES-Zellmedium mit Serum durchgefiihrt (siehe oben). In den
Versuchen wurde offensichtlich, dass sich FKS inhibierend auf die Protein-Transduktion
auswirkt. Diese Inhibition kann zwar durch eine Konzentrationserhéhung des zu
transduzierenden Proteins kompensiert werden, doch steigt so der préaparative Aufwand. Wie
im weiteren Verlauf dieser Arbeit deutlich wurde, ist solch eine MaBBnahme mit einem
schlechter l6slichen Protein wie dem transduzierbaren Nanog nicht moglich (siehe Kapitel
3.2.3). Um unter Erhalt der ES-Zellintegritit maximale Transduktionseffizienzen
gewdhrleisten zu konnen, wurde alternativ zum herkédmmlichen ES-Zellmedium ein
serumreduziertes Medium geschaffen. Zu diesem Zweck wurde eine DMEM-Variante
verwendet, die bereits mit Insulin, Transferrin und Selenit supplementiert ist (Advanced
DMEM, Invitrogen). Diesem Medium wurden steigende Konzentrationen FKS zugeflgt, und
sein Einfluss auf ES-Zelleigenschaften beurteilt. Dazu wurden die Zellen in klonaler Dichte
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Abb. 15: Reduktion von transduktions-inhibierendem FKS im ES-Zellmedium

Murine ES-Zellen (Oct4-GiP, zuvor in ES-Zellmedium mit DMEM und 15 % FKS kultiviert) wurden in klonaler
Dichte (60 ZeIIen/cmz) in unterschiedlichen Zellmedien mit verschiedenen FKS-Konzentrationen auf Gelatine
ausgesat und fir 6 Tage darin kultiviert. a) AnschlieBend wurden die Zellen auf AP-Aktivitat gefarbt (blaues AP-
Reaktions-Produkt), und b) der Anteil der undifferenzierten, gemischten und differenzierten Kolonien bestimmt.
c) Beispiele fur die vorgenommenen Kategorisierungen (hier mit rotem AP-Reaktions-Produkt).

AD, Advanced DMEM (DMEM supplementiert mit Insulin, Transferrin und Natrium-Selenit; Invitrogen); D,
klassisches DMEM (Invitrogen); KOD, KnockOut DMEM (fiir ES-Zellen optimiertes DMEM; Invitrogen)

(60 Zellen/cm?) in den Medien ausgesat und nach 6 Tagen auf Alkalische Phosphatase-
Aktivitdt gefarbt (Abb. 15a). Mit dieser Féarbung l&sst sich zuverldssig der
Differenzierungsstatus von ES-Zellen prifen, da eine starke Expression Alkalischer
Phosphatase ein Charakteristikum undifferenzierter ES-Zellen ist (Pease et al., 1990).
AnschlieBend wurde der Anteil der undifferenzierten, gemischten und differenzierten
Kolonien bestimmt (Abb. 15b,c). Als Kontrollmedien dienten herkdmmliches DMEM und ein
optimiertes DMEM fiur ES-Zellkultur (KnockOut DMEM, Invitrogen), beide mit der FKS-
Standardkonzentration von 15 %. Bei dem Vergleich zeigt sich, dass eine Konzentration von
5 % FKS in Advanced DMEM zu einem etwas hoheren Anteil an AP-positiven Kolonien
fihrt, als bei den beiden Standardmedien mit der dreifachen Menge FKS. Zudem wird auf der
Ubersichtsabbildung deutlich, dass die Kolonien im Advanced Medium mit 5 % FKS im
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Mittel einen groReren Durchmesser haben, als in den Kontrollmedien (Abb. 15a). Dieser
Medienvergleich wurde ebenfalls mit C57BL/6 ES-Zellen durchgefiihrt und fihrte zu sehr

ahnlichen Ergebnissen (nicht gezeigt).

3.1.10 Gesteigerte Transduktionseffizienz in serumreduziertem ES-Zellmedium

Um den Einfluss der FKS-Reduktion zu (berprifen, wurde die Protein-
Transduktionseffizienz in serumreduziertem Advanced ES-Medium (5 % FKS) mit der in
herkdmmlichem ES-Zellmedium (15 % FKS) verglichen. In den Medien wurden steigende
Cre-Konzentrationen fur 16 h zu den Cre-Reporterfibroblasten gegeben und die
Rekombination quantifiziert. (Abb. 16). Es zeigt sich, dass fur eine halb-maximale
Rekombinations-Effizienz Konzentrationen zwischen 1,5 und 2 pM im serumreduzierten
Advanced ES-Medium ausreichend sind. Im normalen ES-Medium ist fur dieselbe Effizienz

ungefahr die dreifache Menge HTNCre-Protein notwendig.

Abb. 16: Cre-Transduktionstest mit FKS-reduziertem ES-Zellmedium

Die Transduktion von HTNCre wurde mit dem serumreduzierten Advanced ES-Zellmedium (5 % FKS) und
herkdmmlichem ES-Zellmedium (15 % FKS) auf CV1-Reporterfibroblasten getestet. Das Protein wurde in den
jeweiligen Medien fur 16 h zu den Zellen gegeben. Diese wurden 24 h nach Ende der Transduktion auf R3-
Galaktosidase-Aktivitat gefarbt. a) Ubersichtsfoto des beschriebenen Experiments. b) Quantifizierung der R-
Gal-positiven Zellen. (n = 3)
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3.2 Etablierung eines transduzierbaren Nanog Proteins

3.2.1 TAT-Nanog mit N-terminalem H6-tag zeigt geringe Loslichkeit und Reinheit

Zur Herstellung eines transduzierbaren Nanog Proteins wurde basierend auf den Erfahrungen
mit den transduzierbaren Proteinvarianten von Cre und Flpe (Kapitel 3.4) analog ein Vektor
mit einem H6-Tag, einer TAT-Doméne sowie eine Kernlokalisationssequenz (NLS) am N-
Terminus hergestellt (H6-TAT-NLS-Nanog; Fig. 17a).

Abb. 17: Aufbau und Reinigung eines TAT-modifizierten Nanog-Fusionsproteins

a) Aufbau des rekombinant hergestellten Nanog-Fusionsproteins. b) Das gezeigte Konstrukt wurde in E. coli
exprimiert und die ldsliche Proteinfraktion einer Affinititschromatographie unterzogen. Fraktionen des
Reinigungsverlaufs wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie angeférbt. c)
Western-Blot-Analyse der Fraktionen der Protein-Reinigung mit anti-pentaHis-Antikdrper. Das Sternchen
markiert die Laufhéhe des vollstdndigen Proteins. In jede Spur wurden 2,5 ul Probe aufgetragen. H6, Sechs
Histidine; NLS (nuclear localization signal); TAT, Protein-Transduktionsdoméne; -I, Lysat nicht induzierter
Bakterien; RL, Rohlysat (Gesamtprotein); U, unldsliche Fraktion; L, l16sliche Fraktion; DF, S&ulen-Durchfluss;
W, Waschfraktion; E, Elutionsfraktion; M, Marker (GréRenstandard)

E.coli wurden mit dem Konstrukt transformiert, die Expression induziert und das
Bakterienlysat einer Affinitats-Chromatographie unterzogen. Die SDS-PAGE-Analyse und
ein Western Blot mit anti-pentaHis-Antikorper zeigte, dass das Protein exprimiert wurde und
dass es sich nur moderat anreichern liel. Die theoretische GroRe von H6-TAT-NLS-Nanog
betragt ca. 38 kDa. Die experimentell bestimmte GroRe des Volleldnge-Proteins betrug
dagegen ca. 50 kDa, obwohl zuvor mit der Sequenzierung des Expressions-Konstrukts der
korrekte Aufbau des Konstrukts bestéatigt wurde. Im Coomassie-Gel sind, im Gegensatz zu
den analog aufgebauten transduzierbaren Cre- und Flpe-Proteinen, mehrere tiberreprésentierte
Zusatzbanden zu sehen, insbesondere mit einer Laufhohe zwischen 60 und 70 kDa bzw. unter
30 kDa (Abb. 17b). Die kleineren Kontaminationen wurden in einem Western-Blot vom anti-
pentaHis-Antikorper erkannt, die gréfReren nicht (Abb. 17c). Zusammengefasst zeigte sich,
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dass das H6-TAT-NLS-Nanog-Protein im Vergleich zu HTNCre bzw. HTNFIpe deutlich

schlechter anzureichern ist.

3.2.2 Optimierung TAT-fusionierten Nanog-Proteins

Aufgrund der limitierten Anreicherung von H6-TAT-NLS-Nanog wurde versucht, ein Nanog-
Fusionsprotein mit verbesserten Aufreinigungs- und Loslichkeitseigenschaften zu generieren.
Dazu wurden verschieden Varianten des rekombinanten Proteins kloniert (Abb. 18a). Die
funktionellen Doménen wurden in ihrer Position variiert, und z. B. der H6-tag an den C-

Terminus verlegt, damit bei der Reinigung nur vollstandig translatierte Proteine an die Ni-

Abb. 18: Analytische Aufreinigung verschiedener TAT-fusionierter Nanog-Varianten

a) Aufbau der alternativen Nanog-Varianten. Die Doméanen wurden in ihrer Position variiert bzw. das NLS
entfernt. b) Die verschiedenen Konstrukte wurden in E. coli transformiert und die l8sliche Proteinfraktion des
Lysats einer Affinititschromatographie unterzogen. Eluat-Fraktionen der Reinigungen wurden mittels Western
Blot analysiert. Der linke Blot wurde mit anti-Nanog-Antikdrper, und der rechte Blot mit anti-pentaHis-Antikdrper
als primarem Antikérper behandelt. Laufunterschiede der Proteine sind einerseits auf die An- oder Abwesenheit
der NLS-Sequenz (ca. 1 kDa) zuriickzufiihren. Andererseits kdnnen die unterschiedlichen Ladungsverteilungen
an den Proteinen ebenfalls zu einem veranderten Laufverhalten im elektrischen Feld fihren. c) SDS-PAGE der
Eluatfraktion: Vergleich des urspriinglichen Konstrukts H6-TAT-NLS-Nanog mit den optimierten Konstrukten.
Das Dreieck markiert die Laufhéhe des Vollelange-Proteins. In jede Spur wurden 2,5 pl Probe aufgetragen. Das
Sternchen markiert das optimierte Konstrukt NLS-Nanog-TAT-H6, (,Nanog-TAT"), welches fir diese Arbeit
ausgewahlt wurde, um es in Zellkultur-Experimenten naher zu charakterisieren.
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Saulen binden konnen. Die Konstrukte wurden in E. coli transformiert und versucht, die
rekombinanten Proteine Uber Ni-(I1)-Affintatschromatographie anzureichern. Die jeweiligen
Eluatfraktionen wurden mit einem Western Blot analysiert (Abb. 18b). Hierzu wurden ein
anti-Nanog- sowie ein anti-pentaHis-Antikorper verwendet. Die Analyse der Blots zeigt, dass
bei Konstrukten mit C-Terminaler H6-Domdne die Antikdrper keine deutlichen
Kontaminationsbanden unterhalb des Vollelange-Proteins detektieren. Bei zwei Konstrukten
(TAT-NLS-Nanog-H6 und Nanog-TAT-HG6) gab es nur sehr schwache Signale mit dem anti-
Nanog-Antikorper. Bei zwei anderen Varianten (TAT-Nanog-H6 und NLS-Nanog-TAT-H6)
mit C-Terminaler H6-Domane gab es ein deutliches Antikorper-Signal, allerdings war es bei
der Eluatfraktion von NLS-Nanog-TAT-H6 deutlich starker. Um Kontaminationen zu
indentifizieren, die der AntikOrper nicht anzeigen kann, wurden die beiden letztgenannten
Konstrukte mittels SDS-PAGE-Analyse mit dem ursprunglichen Konstrukt (H6-TAT-NLS-
Nanog) verglichen (Abb. 18c). So wird deutlich, dass sich die beide neuen Varianten besser
anreichern lassen, und dass NLS-Nanog-TAT-H6 mit hoherer Ausbeute bzw. Reinheit zu
gewinnen ist. Es treten lediglich im hochmolekularen Bereich zwischen 60 — 70 kDa
Kontaminationen auf, die wahrscheinlich auf mitangereicherte bakterielle Proteine
zuriickzufuhren sind. Aufgrund der verbesserten biochemischen Eigenschaften wurde NLS-
Nanog-TAT-H6 flr die weitere Charakterisierung in der Zellkultur ausgewahlt. Im Folgenden
wird dieses Konstrukt verkuirzt als ,,Nanog-TAT“ bezeichnet.

Mit einem EMSA (electrophoretic mobility shift assay) konnte nachgewiesen werden, dass
rekombinantes Nanog-TAT spezifisch an DNA mit einer Nanog-Bindesequenz (Pan und Pei,
2005) bindet; Ergebnis von Dipl.-Biol. Bernhard Munst (in: Peitz et al.; unter Begutachtung).

Eine hochkonzentrierte Lésung zur Aufbewahrung wie bei HTNCre oder HTNFIpe, lief3 sich
bislang von Nanog-TAT nicht herstellen, da das Protein unabhdngig von der

Pufferzusammensetzung bei hoheren Konzentrationen zur Aggregation neigt.

3.2.3 Eigenschaften von Nanog-TAT unter Zellkulturbedingungen

Da Nanog kontinuierlich kultivierten Zellen zugefiihrt werden soll, wurde seine Stabilitat und
Loslichkeit unter Zellkultur-Bedingungen getestet. Das eluierte Protein wurde nach der
Chromatographie gegen DMEM dialysiert, um toxisches Imidazol zu entfernen, und um eine
physiologische Salzkonzentration einzustellen. Bei diesem Schritt fiel bereits ein groRer Teil
des Proteins aus. Das Dialysat wurde dann um fehlende Supplemente fiur die ES-Zellkultur
erganzt (siehe Material und Methoden). Die maximale Loslichkeit von Nanog-TAT in ES-
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Abb. 19: Eigenschaften von Nanog-TAT unter Zellkultur-Bedingungen

a) Nanog-TAT-Eluat wurde gegen DMEM dialysiert und das Dialysat mit Advanced ES-Zellmedium gemischt
und der FKS-Gehalt auf 5 % eingestellt. Dieses Medium wurde fiir eine, zwei oder 16 h bei 37°C inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert. Die l6sliche bzw. unlésliche Fraktion wurde mit einem Western Blot gegen Nanog-
Protein analysiert. b) Nanog-TAT-Medium wurde wie in a) beschrieben angesetzt (0 h, 4°C), und anschliel3end
durch zweistiindige Inkubation bei 37°C die maximale Ldéslichkeit eingestellt (Zeitpunkt 0 h, 37°C). Dieses
Medium wurde fir weitere 24 bzw. 48 h in Zellkultur-Kulturschalen mit und ohne Fibroblasten-Zellen inkubiert.
c¢) Vergleich der Stabilitdt von Nanog-TAT in serumhaltigen und serumfreien ES-Zellmedium (N2B27-Medium,;
Ying et al., 2003). d) Fibroblasten wurden fur 3 h mit Nanog-TAT-haltigem ES-Zellmedium (ca. 100 nM) oder
mit normalem ES-Zellmedium behandelt. AnschlieBend wurden Kernextrakte prapariert und Uber einen
Western Blot mit anti-Nanog-Antikdrper analysiert.

Zellmedium betragt ca. 500 nM bei einer Temperatur von 4°C und sinkt auf ca. 100 nM bei
37°C hauptséchlich aufgrund von Prézipitation. Nach dieser Anpassung an die hohere
Temperatur bleibt ungefédhr 50 % des Proteins nach 48 h in vitro erhalten bzw. nach 24 h,
wenn das Protein mit CV1-5B-Fibroblasten ko-inkubiert wird (Abb. 19a,b). Ein &hnlicher
Stabilitatstest wurde mit einem vollig serumfreien ES-Zellmedium gemacht, welches aus
definierten Komponenten besteht (N2B27-Medium; Ying et al., 2003)(Abb. 19c). In diesem
Medium stabilisiert sich Nanog-TAT allerdings nicht nach 2 h, sondern der Anteil an
I6slichem Protein sinkt weiter ab, was auf die Bildung von Prazipitaten zurlickzufuhren ist,
welche auch in der Kulturschale vorzufinden sind.

Um die Membranpermeabilitdt von Nanog-TAT zu uberprifen, wurde das Protein in ES-
Zellmedium fur 3 h zu CV1-5B-Fibroblasten gegeben und anschlieBend wurden die
Kernextrakte tber Western Blot mit anti-Nanog-Antikorper untersucht (Abb. 19d). Nur das
Kernlysat behandelter Zellen zeigte ein Signal, bei unbehandelten Zellen lieR sich kein Nanog

nachweisen.
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3.3 Biologische Aktivitat von Nanog-TAT

Nachdem die vorangegangenen Versuche gezeigt haben, dass Nanog-TAT an die Nanog-
Bindesequenz bindet, unter Zellkulturbedingungen hinreichend stabil ist und in den Zellkern
von Fibroblasten gelangen kann, wurde versucht, eine biologische Aktivitdt des Proteins
festzustellen. Da die genetische Uberexpression von Nanog einen relativ einfach zu
charakterisierenden Phénotyp induziert, ndmlich die Selbsterneuerung von ES-Zellen in
Abwesenheit von LIF-Stimulation (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003), wurde mit
diesem Zelltyp die Nanog-Proteintransduktion analysiert.

3.3.1 Aktivitatstest des LIF-Inhibitors hLIF-05

Da MEFs LIF sekretieren und so die Selbsterneuerung von ES-Zellen fordern (Chambers
2004), wurden die ES-Zellen fur Experimente mit Nanog-TAT ohne Futterzellen kultiviert.
Um zusétzlich auszuschliel’en zu kdnnen, dass endogenes LIF, sekretiert von ES-Zellen oder
differenzierenden Zellen, mit den Ergebnissen der Nanog-Transduktionsversuche interferiert,
wurde ein LIF-Inhibitor eingesetzt. Hierbei handelt es sich um eine antagonistisch wirkende
Variante des LIF-Proteins bei dem 9 Aminosduren substituiert wurden (hLIF-05; Vernallis et
al., 1997). Bei dieser Mutante ist die Affinitdt zum LIF-Rezeptor erhalten geblieben, aber die

Kolonien

Abb. 20: Aktivitatstest des LIF-Inhibitors hLIF-05

Der LIF-Inhibitor hLIF-05 (Vernallis, et al., 1997) wurde in transfizierten COS-7 Zellen exprimiert und ins
Medium sekretiert. Dieses konditionierte Medium wurde mit ES-Zellmedium verdiinnt, welches bereits 20
Einheiten (units) LIF/ml enthielt. Zum Vergleich wurde Standard-Medium wird mit 1000 Einheiten LIF/ml sowie
Medium ohne LIF eingesetzt. a) ES-Zellen wurden auf Gelatine in klonaler Dichte (50 — 100 ZeIIen/cmz) in
diesen Medien ausgeséat und nach 6 Tagen der Anteil der undifferenzierten, gemischten und differenzierten
Kolonien bestimmt. Zur Einteilung dieser Kategorien siehe Abb. 15, Kapitel 3.1.9. b) ES-Zellen wurden in
hoher Dichte (lO5 ZeIIen/cmz) fur 24 h mit 1000 Einheiten LIF/ml, ohne LIF bzw. ohne LIF mit LIF-Inhibitor
hLIF-05 (Verdiinnung 1 : 500) kultiviert. AnschlieRend wurde das Lysat von 2 x 10° Zellen tiber Western Blot
mit einem anti-phospho-Stat3 Antikdrper (Tyrosin 705) der Phosphorylierungsstatus von Stat3 untersucht
(oben). Die Proben wurden in einem weiteren Blot mit einem Antikdrper gegen Stat3 behandelt (unten).
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Affinitdt zur Signaltransduktionseinheit gp130 ist aufgehoben worden. Eine Hetero-
Oligomerisierung der drei Faktoren ist so nicht mehr moglich und der LIF/Stat3 Signalweg
wird nicht aktiviert. hLIF-05 blockiert auf diese Weise die Aktivitat aller bekannter LIF-
Rezeptorliganden (Vernallis et al., 1997; Chambers et al., 2003).

Der fiir hLIF-05 kodierende Vektor wurde in COS-7 Zellen transfiziert, damit die Zellen das
Protein in das Medium sekretieren. Um festzustellen, ob das konditionierte Medium eine LIF-
antagonisierende Wirkung hat, wurde es mit ES-Zellmedium verdinnt, das geringe Mengen
LIF enthielt (20 Einheiten (units) LIF/ml). In einem Zellkulturexperiment wurde getestet,
welche Verdinnung notwendig ist, um die Aktivitat der 20 Einheiten LIF/ml zu blockieren.
Hierzu wurden ES-Zellen auf Gelatine in klonaler Dichte (60 Zellen/cm?®) ausgesat, und nach
6 Tagen der Anteil der undifferenzierten, gemischten und differenzierten Kolonien bestimmt
(Abb. 20a). Mit 20 Einheiten LIF/ml ist im Vergleich zum Standard-Medium mit 1000
Einheiten der Anteil undifferenzierter Kolonien um 50 % reduziert. Die Zugabe der COS-7
Uberstande reduziert den Anteil undifferenzierter Kolonien weiter, bis bei einer Verdiinnung
von 1 : 500 das Niveau der LIF-freien Kontrolle erreicht ist und fast alle Kolonien vollstandig
differenziert sind. Um die Wirkung des Inhibitors zusétzlich auf molekularer Ebene zu testen,
wurde die Phosphorylierung von Stat3 analysiert. Hierzu wurden ES-Zellen in hoher Dichte
(10° Zellen/cm?®) filr 24 h mit 1000 Einheiten LIF/ml, ohne LIF bzw. ohne LIF mit LIF-
Inhibitor hLIF-05 (Verdinnung 1 : 500) kultiviert. Anschlieend wurde der
Phosphorylierungsstatus von Stat3 mittels Western Blot untersucht. (Abb. 20b) In der LIF-
entzogenen Kultur wurde eine schwache Phosphorylierung von Stat3 festgestellt. Diese
Hintergrundaktivierung kann aber durch die Zugabe des Inhibitors hLIF-05 nahezu
vollstandig blockiert werden. Folglich wurde in dieser Arbeit in allen LIF-freien ES-
Zellexperimenten der LIF-Inhibitor mit einer Verdinnung von 1 : 500 eingesetzt.

3.3.2 Differenzierungs-Inhibition muriner ES-Zellen durch Nanog-TAT

Versuche zur biologischen Aktivitat von Nanog-TAT mit Wildtyp-ES-Zellen

Zur Analyse einer biologischen Aktivitat von Nanog-TAT wurden zundchst Wildtyp ES-
Zellen (C57BL/6) verwendet, die auf Gelatine-beschichteten Platten kultiviert wurden. Unter
diesen Bedingungen differenzierten unbehandelte Kontrollzellen ohne LIF mit LIF-Inhibitor
innerhalb weniger Tage und entwickelten meist eine primitiv-endodermale Morphologie. So
war nach 3 Tagen LIF-Entzug keine undifferenzierte Kolonie mehr nachweisbar (Abb. 21a,

links unten). Selbst in der Anwesenheit von LIF war teilweise spontane Differenzierung zu



Ergebnisse 70

Abb. 21: Wirkung von Nanog-TAT auf Wildtyp-ES-Zellen (C57BL/6)

a) C57BL/6 ES-Zellen wurden in Medien, die der Beschriftung entsprechend supplementiert waren, auf
Gelatine ausgesat, und nach 3 Tagen wurden die Zellen im Phasenkontrast fotografiert. Die Konzentration von
Nanog-TAT betrug ca. 100 nM. Unter LIF-freien Bedingungen (inkl. LIF-Inhibitor) bildeten sich nur mit Nanog-
TAT kolonieartige Zellhaufen (schwarze Pfeilspitzen) b) C57BL/6 ES-Zellen wurden in normalem ES-Medium
mit LIF ausgeséat und nach 24 h wie angegeben behandelt. Die Konzentration von Nanog-TAT betrug ca. 100
nM. Die Zellen wurden nach weiteren 3 Tagen fixiert und auf Alkalische Phosphatase-Aktivitat gefarbt.
Auffallend sind die stark angeférbten und kompaktierten Kolonien (weil3er Pfeil) in Anwesenheit von Nanog-
TAT und LIF. AP, Alkalische Phosphatase; Skalierung, a) 50 ym, b) 100 ym

beobachten (Abb. 2l1a, links oben). Dagegen wiesen Nanog-TAT-behandelte Zellen
(Konzentration von Nanog-TAT: ca. 100 nM) in der Abwesenheit von LIF eine deutlich
reduzierte Differenzierung auf, sodass sich unter diesen Bedingungen teilweise
undifferenzierte Kolonien ausbilden konnten. Dariiber hinaus fuihrte die Kombination von
Nanog-TAT und LIF dazu, dass die spontane Differenzierung der ES-Zellen im Vergleich zur
Kontrolle nahezu vollstandig unterbunden wurde (Abb. 21a).

Ein Charakteristikum von undifferenzierten ES-Zellen ist eine starke Expression von
Alkalischer Phosphatase (Pease et al., 1990). In einem &hnlich angesetzten Experiment wie in
Abb. 21a) l&sst sich zeigen, dass die undifferenzierte Morphologie mit erhdhter Aktivitét der
Alkalischen Phosphatase in den ES-Zellen korreliert (Abb. 21b). Hier wurden die Zellen in
normalem ES-Zellmedium ausgeséat und anschlieBend mit Nanog-TAT behandelt. Es fallen
insbesondere die stark angefarbten und kompaktierten Kolonien (Abb. 21b, weil3er Pfeil) in
Anwesenheit von Nanog-TAT und LIF auf.

Zur Quantifizierung des morphologischen Effekts von Nanog-TAT wurden die Zellen in
klonaler Dichte auf Gelatine ausgesdt und fur 5 Tage mit dem Protein behandelt.
AnschlieBend wurde der Anteil der undifferenzierten, gemischten und differenzierten
Kolonien bestimmt (Abb. 22). Auch bei diesem Experiment zeigte sich, dass Nanog-TAT
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Abb. 22: Quantifizierung der Differenzierungs-Inhibition von Nanog-TAT auf Wildtyp-ES-Zellen

C57BL/6 ES-Zellen wurden auf Gelatine in Medium mit LIF ausgesat (500 Zellen pro Vertiefung einer 12-
Lochplatte) und nach 5 h zu den angegebenen Medien gewechselt. 5 Tage spéater wurde der Anteil der
undifferenzierten, gemischten und differenzierten Kolonien bestimmt. Zur Einteilung dieser Kategorien siehe
Abb. 15, Kapitel 3.1.9. Die Konzentrationen von Nanog-TAT sind unter der Abszisse angegeben. TAT-HA2
wurde mit 5 yM eingesetzt.

konzentrationsabhdngig inhibierend auf die spontane Differenzierung wirkt. So stieg der
Anteil undifferenzierter ES-Zellen in der Anwesenheit von Nanog-TAT von 60 % (Kontrolle)
auf tber 95 %. Auch bei LIF-Entzug ist ein Differenzierungs-inhibierender Effekt messbar.
Die LIF-entzogene Kontrollkultur ist hier vollstdndig differenziert, und der Anteil gemischter
ES-Zellkolonien stieg unter Nanog-TAT-Behandlung von 0 % (Kontrolle) auf ca. 25 %. Es
konnten allerdings selbst mit der maximal moglichen Konzentration von 100 nM keine
undifferenzierten Kolonien mehr gefunden werden. Um die Transduktionseffizienz zu
erh6hen und eine Steigerung des Nanog-induzierten Effekts zu erzielen, wurde das
Experiment parallel mit 5 uM TAT-HAZ2 durchgefiihrt (Abb. 22). Interessanterweise steigerte
in Anwesenheit von LIF allein die Zugabe des Peptids den Anteil undifferenzierter Kolonien
von 60 % (Kontrolle) auf Uber 80 %. Die Supplementierung mit Nanog-TAT steigerte den
Anteil auf 100 %, d. h. es konnte keine spontane Differenzierung mehr festgestellt werden. In
der Abwesenheit von LIF fuhrte die Peptidzugabe zu einem minimalen Anteil von
Mischkolonien. Mit der Zugabe von Nanog-TAT konnte dieser Anteil kaum erhoht werden,
doch bei einer Konzentration von 100 nM konnten vereinzelt undifferenzierte Kolonien
gefunden werden. Das Mischen von Nanog-TAT und TAT-HA2 erwies sich allerdings als
problematisch, da es zur Bildung von Prézipitaten kam, die sich auf den Boden der
Kulturschale festsetzen und einen storenden Einfluss auf das Zellwachstum ausubten.
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Charakterisierung von Nanog-TAT mit Oct4-Reporter-ES-Zellen

Im Folgenden sollte einerseits sichergestellt werden, dass die Nanog-TAT-induzierte
Inhibition der Differenzierung embryonaler Stammzellen nicht auf eine ES-Zelllinie
beschrankt ist, und andererseits sollte diese Aktivitat naher charakterisiert werden. Zu diesem
Zweck wurde die gut etablierte ES-Zelllinie Oct4-GiP (Ying et al., 2002) verwendet. Oct4-
GiP-Zellen verfligen Uber ein Transgen mit regulatorischen Sequenzen des Oct4-Promotors,
welche die Expression von GFP und einem Puromycin-Resistenzgen kontrollieren. Die
Expression beider Gene korreliert miteinander, da sie tber eine IRES-Sequenz (internal
ribosomal entry side) verbunden sind. Das Transgen soll aufgrund der Oct4-
Promotorelemente nur in pluripotenten Zellen und Zellen der Keimbahn aktiv sein (Ying et
al., 2002; Yeom et al.,, 1996). Zur Entfernung spontan-differenzierter Zellen und zur
Standardisierung der Ausgangsbedingungen, wurden die Zellen mindestens eine Woche vor
jedem Experiment mit Puromycin kultiviert. Nach LIF-Entzug differenzierten die Zellen
innerhalb von 2 — 4 Passagen vollstandig und konnten nicht weiter expandiert werden. Nur
wenn Nanog-TAT zu den Zellen gegeben wurde, formten sich wiederholt bei jeder Passage
kleine, einschichtige Kolonien (Abb. 23). Wurde diesen Nanog-transduzierten Zellen Nanog-

TAT wieder entzogen, differenzierten sie nach 3 — 4 Passagen, wenn sie nicht mit LIF

Abb. 23: Effekt von Nanog-TAT auf Oct4-GiP-Zellen (129 x MF1)

a) Oct4-GiP ES-Zellen (Ying et al., 2002) wurden auf Gelatine in den angegebenen Medien ausgesét und nach
3 Passagen im Phasenkontrast fotografiert. Hier wurde zusatzlich als Kontrolle ein Nanog-Protein ohne
Homeodomane (hergestellt von Dipl.-Biol. Bernhard Minst aus unserer Arbeitsgruppe) mitgetestet. Die
Konzentration beider Proteine betrug ca. 100 nM. Bei den LIF-entzogenen Kulturen sind in Anwesenheit von
Nanog-TAT kleine, vorwiegend einschichtige Kolonien zu erkennen (schwarze Pfeilspitze). In Anwesenheit von
LIF und Nanog-TAT haben die Zellen eine kompaktierte Morphologie (weiBer Pfeil). Skalierung, 50 ym
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stimuliert wurden. Dieser biologische Effekt konnte nicht mit einem Kontrollprotein
(NanogAHD) induziert werden. NanogAHD wurde von Dipl.-Biol. Bernhard Miinst aus
unserer Arbeitsgruppe zu Verfugung gestellt und enthdlt weder Homeo- noch
Transduktionsdoméne. Bei Zugabe von Nanog-TAT und LIF zusammen bildeten sich wieder
bevorzugt kompakte, undifferenzierte Kolonien, die sich zum Teil von der Kulturschale
ablosten. Bei NanogAHD-behandelten Zellen lielen sich diese Morphologien nicht
beobachten (Abb. 23).

3.3.3 Proliferation LIF-entzogener ES-Zellen in Anwesenheit von Nanog-TAT

Um zu Uberprifen, ob Nanog-TAT bei anderen ES-Zellen ebenfalls einen Proliferationseffekt
induziert, wurde die Proliferation von drei verschiedenen ES-Zelllinien untersucht: Oct4-GiP,
(Ying et al., 2002); C57BL/6, (Inzuchtlinie) und RF8 (Meiner et al., 1996). Die Zellen wurden
fir mindestens 14 Tage LIF-entzogen und mit Nanog-TAT Kkultiviert. Bei jeder Passage
wurde die Zellen gezéhlt und die kumulative Zellzahl bestimmt (Abb. 24a-c). In allen drei
Fallen fuhrte die Zugabe von Nanog-Protein zu einer fortgesetzten Proliferation, wéahrend die
unbehandelten Kontrollzellen nicht weiter expandiert werden konnten. Unterschiede sind
lediglich in der Proliferationsdynamik festzustellen. Die Oct4-GiP-Zellen proliferierten am
schnellsten im Nanog-Medium, die RF8-Zellen hingegen sind am schwéchsten expandiert.
Hier betrug die Verdopplungszeit der Population ungefahr eine Woche, bei den Oct4-GiP und
C57BL/6 Zellen dagegen ca. 2 — 3 Tage.

Abb. 24: Proliferation von Nanog-TAT behandelten ES-Zellen unter LIF-Entzug

Drei unterschiedliche ES-Zelllinien wurden fiir mehrere Passagen ohne LIF mit Nanog-TAT kultiviert. Bei jeder
Passage wurde die Zellen gezahlt und die kumulative Zellzahl ermittelt. a) Oct4-GiP ES-Zellen (129 x MF1); b)
C57Bl/6 Zellen; ¢) RF8 Zellen (129 x TerSv).



Ergebnisse 74

3.3.4 Durchflusszytometrische Analyse Nanog-TAT-behandelter Oct4-GiP ES-Zellen

Zur genaueren Charakterisierung der Nanog-TAT-behandelten, LIF-entzogenen ES-Zellen
und zur Bestimmung des Anteils Oct4-positiver Zellen, wurden Oct4-GiP Zellen
durchflusszytometrisch analysiert. Dazu wurde tiber mehrere Passagen der Expressionsstatus
des Oct4-Transgens anhand der GFP-Fluoreszenz erfasst. Vor Beginn des Experiments
wurden differenzierte Zellen mit Puromycin gegenselektiert. Die Zellen wurden dann fir
mehrere Passagen ohne LIF mit oder ohne Nanog-TAT kultiviert und die GFP-Fluoreszenz in
der Population mittels FACS-Analyse bestimmt (Abb. 25). Bei Passage 2 ist kein
wesentlicher  Unterschied zwischen  Nanog-TAT-behandelten und  Kontrollzellen
auszumachen. In der Kontrollkultur sind ungefdhr ein Viertel mehr GFP-positive Zellen.
Zwischen Passage 2 und Passage 5 war die Zellzahl fir eine FACS-Analyse zu gering, bzw.
die Kontrollzellen sind differenziert und konnten nicht weiter expandiert werden. Bei den
hoheren Passagezahlen (5 — 7) hat sich bei den Nanog-TAT-behandelten Zellen eine
Population mit hoher GFP-Intensitat angereichert. So betrug bei Passage 7 der Anteil GFP-
positiver Zellen 87 % (Abb. 25).

Abb. 25: FACS-Analyse von Nanog-TAT behandelten Oct4-GiP ES-Zellen unter LIF-Entzug

Oct4-GiP ES-Zellen (Ying et al., 2002) tragen ein Transgen mit einer regulatorischen Sequenz des Oct4-
Promotors welche die Expression von GFP und einer Puromycin-Resistenz reguliert. Vor Beginn des
Experiments wurden differenzierte Zellen Uber Puromycin-Selektion entfernt. Die Zellen wurden dann von
Passage 2 bis 7 ohne LIF mit oder ohne Nanog-TAT kultiviert, und die GFP-Fluoreszenz in der Population
mittels FACS-Analyse bestimmt. Die Prozentzahl in den Histogrammen gibt den Anteil an GFP-positiven Zellen
an. Schwarz, Oct4-GiP Zellen; grau, C57BI/6 wt Zellen

n.b., nicht bestimmbar (Zellen haben Proliferation eingestellt); P, Passagenzahl
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3.3.5 Immunhistochemische Marker-Analyse

Fur die weitere Charakterisierung der LIF-frei expandierten Nanog-TAT Kulturen wurden sie
bei Passage 8 (entspricht etwa einem Monat Kultur) auf die Anwesenheit verschiedener
Pluripotenzmarker geféarbt (Abb. 26). Die fiir die Nanog-TAT-Behandlung charakteristischen,
einschichtigen Kolonien waren positiv fiir die ES-Zellmarker SSEA-1 (Solter und Knowles,
1978; Gooi et al., 1981), Oct4 (Nichols et al., 1998) und Alkalische Phosphatase (Pease et al.,
1990) (Abb. 26 — d). Darlber hinaus zeigten die Zellen eine intensive GFP-Fluoreszenz,
wobei morphologisch differenziert erscheinende Zellen tatsachlich GFP-negativ waren (Abb.
26e, f, Pfeilspitze).

Abb. 26: Charakterisierung von Nanog-TAT behandelten ES-Zellen

Oct4-GiP ES-Zellen wurden fur 8 Passagen mit Nanog-TAT in LIF-freiem Medium kultiviert. Kontrollzellen
ohne Nanog-TAT sind in diesem Zeitraum vollstandig differenziert. a) — d) Die Zellen wurden auf die
Pluripotenzmarker SSEA-1, Oct-4 und Alkalische Phosphatase gefarbt. e) Phasenkontrast einer typischen
Kolonie. f) Fluoreszenzbild der Kolonie aus e). Die differenzierte Zelle (wei3e Pfeilspitze) zeigt keine GFP-
Fluoreszenz. AP, Alkalische Phosphatase; Skalierung, alle 50 ym, nur AP: 25 ym

3.3.6 In vitro-Differenzierung Nanog-TAT-behandelter ES-Zellen

Um das Entwicklungspotential der Nanog-TAT-behandelten ES-Zellen zu prifen, wurde
getestet, inwieweit sie in einem Differenzierungsmodell noch Zellen aller drei Keimblatter
ausbilden zu konnen. Hierzu wurden Oct4-GiP ES-Zellen benutzt, die 12 Passagen mit
Nanog-TAT in LIF-freiem Medium kultiviert wurden. Unbehandelte Kontrollzellen sind in
diesem Zeitraum vollstdndig differenziert. Die Zellen der Nanog-TAT-Kultur wurden in
Suspension aggregiert und die Zellhaufen bildeten innerhalo wvon 14 Tagen
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Abb. 27: Pluripotenzanalyse von Nanog-TAT behandelten ES-Zellen

Oct4-GiP ES-Zellen wurden fiir 12 Passagen mit Nanog-TAT in LIF-freiem Medium kultiviert. Kontrollzellen
ohne Nanog-TAT sind in diesem Zeitraum vollstandig differenziert. a) — c) Die Zellen wurden in
Suspensionskultur aggregiert, und die entstandenen Embryoid-Kérperchen wurden nach 2 Wochen auf die
drei Keimblattmarker Alpha-1-Fetoprotein (AFP; Endoderm), Desmin (Mesoderm) und Cytokeratin (CK;
Ektoderm) gefarbt. d) — f) Oct4-GiP ES-Zellen wurden fir 8 Passagen mit Nanog-TAT in LIF-freiem Medium
kultiviert. Die Zellen wurde dann wieder mit LIF versetzt und expandiert. Nach Injektion in immundefiziente
SCID-beige Méause (106 Zellen/Tier) konnten Tumore (Teratome) isoliert werden. Bei der histologischen
Charakterisierung lieBen sich verschiedene Strukturen wie Drusengewebe (Endoderm), Knorpelgewebe
(Mesoderm) und primitives Neuroepithel (Ektoderm) identifizieren. Die relevanten Strukturen sind mit einem
Pfeil gekennzeichnet. Skalierung, 200 pm

Embryoidkorperchen (EBs) aus. Schnitte dieser EBs lieRen sich positiv farben auf die drei
Keimblattmarker Alpha-1-Fetoprotein (AFP; Endoderm), Desmin (Mesoderm) und
Cytokeratin (CK; Ektoderm) (Abb. 27a - c).

3.3.7 Differenzierungspotential in vivo

Teratombildung

Eine Maoglichkeit zum Pluripotenznachweis in vivo ist die Teratombildung. Hierzu werden
ES-Zellen in immundefiziente SCID-beige Mause injiziert, und die gebildeten Tumore
(Teratome) werden auf die Anwesenheit von differenziertem Gewebe untersucht. Nach
Injektion von pluripotenten Zellen sollten sich représentative Strukturen aller drei Keimbléatter
nachweisen lassen. Das Differenzierungspotential Nanog-TAT-behandelter Oct4-GiP ES-
Zellen sollte auch auf diese Weise Uberprift werden. Dazu wurden die ES-Zellen nach 8
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Passagen ohne LIF und mit Nanog-TAT wieder in LIF-haltiges Medium gegeben, expandiert
und anschlielend in SCID-beige Mé&use injiziert. Bei der histologischen Charakterisierung der
Teratome liel3en sich verschiedene differenzierte Strukturen, wie Drusengewebe (Endoderm),
Knorpelgewebe (Mesoderm) und primitives Neuroepithel (Ektoderm), finden (Abb. 27d - f).

Blastozysten-Injektion

Mit dem letztlich aussagekraftigsten Versuch zum Pluripotenznachweis, der Blastozysten-
Injektion, sollte geklart werden, inwieweit Nanog-TAT das Potential der Zellen erhélt, sich an
der Entwicklung eines ganzen Organismus beteiligen zu konnen. Dazu wurden Oct4-GiP-
Zellen fir 8 Passagen in Abwesenheit von LIF mit Nanog-TAT Kkultiviert, anschlieRend
wieder in normalem LIF-supplementierten ES-Zellmedium expandiert und in C57BL/6
Blastozysten injiziert. Aus dieser Injektionsrunde mit 120 transferierten Blastozysten sind 19
Nachkommen hervorgegangen (Abb. 28a,b). Die Schwanzspitzen der Mduse wurden uber

Abb. 28: Blastozysten-Injektion von Nanog-TAT behandelten ES-Zellen

Oct4-GiP ES-Zellen wurden fiir 8 Passagen mit Nanog-TAT in LIF-freiem Medium kultiviert. Anschliel3end
wurden die Zellen wieder in normales ES-Zellmedium inkl. LIF Uberfihrt und expandiert. a) Aus einer
Injektionsrunde der Zellen in C57BI/6 Blastozysten sind 19 Nachkommen hervorgegangen. Drei der vier
Chiméaren waren fertil (alle Mannchen), doch konnten keine Keimbahn-Transmission festgestellt werden b) Die
Schwanzspitzen der Nachkommen wurden Uber PCR genotypisiert; hierbei wird ein Teil des GFP-Gens
amplifiziert. Als Kontrolle dienten die injizierten ES-Zellen. ¢) Nachdem die Nachkommen keine Keimbahn-
Transmission zeigten, wurden Organe einer reprasentativen Maus (#18) genotypisiert. Als Positiv-Kontrolle
dienten die injizierten ES-Zellen, als Negativ-Kontrolle C57BI/6 ES-Zellen. In alle Reaktionen wurden 100 ng
genomische DNA als Templat eingesetzt. Das Sternchen markiert die erwartete Laufhthe (702 bp) des
korrekten PCR-Amplifikats. d) Praparierte Maus vor Organentnahme fiir PCR-Analyse in b). Die Art der
Fellfarbung war bei allen Chiméren sehr &ahnlich. Oct4-GiP-abgeleitete Gewebe bilden weilfes Fell aus.
Schwarzes Fell leitet sich aus Zellen der C57BI/6-Blastozyste ab.
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eine PCR genotypisiert die ein Teil des GFP-Gens amplifiziert. Als Kontrolle dienten die
injizierten  ES-Zellen. Nachdem  die  positiv-typisierten ~ Nachkommen  bei
Verpaarungsversuchen keine Keimbahn-Transmission zeigten, wurden bei einer
représentativen Maus jeweils zwei Gewebetypen pro Keimblatt genotypisiert (Abb. 28c). Als
Positiv-Kontrolle dienten die injizierten ES-Zellen, als Negativ-Kontrolle C57BL/6 ES-
Zellen. Zur Standardisierung wurde in allen PCR-Ansédtzen 100 ng genomische DNA als
Templat eingesetzt. In allen entnommenen Geweben, mit Ausnahme der Leber, konnte die
Anwesenheit des GFP-Transgens festgestellt werden. Insgesamt waren die Produktmengen
der PCR aber relativ schwach im Vergleich zur Positivkontrolle, insbesondere bei Proben des
Gehirns und der Hoden. Am meisten PCR-Produkt bildet sich bei der Dinndarm-Probe. Der
geringe Chimérismus spiegelte sich auch in der weitgehend schwarzen Fellfarbe des
untersuchten Tieres wider. Die Art der Fellfarbung war allen Chiméren sehr &hnlich.
Schwarzes Fell leitet sich aus Zellen der C57BL/6-Blastozyste ab und Oct4-GiP-abgeleitete
Haarfollikel bilden weil3es Haar aus (Abb. 28d).

3.3.8 Synergismus von Nanog-TAT und LIF

Wie oben bereits beschrieben, sieht man bei ES-Zellen auf morphologischer Ebene einen
kombinatorischen Effekt von LIF- und Nanog-TAT-Behandlung (siehe Kapitel 3.3.2). Im
Folgenden wurde der moglicherweise synergistischen Wirkung von Nanog-TAT und LIF
weiter nachgegangen. So wurde der Einfluss beider Faktoren auf die Proliferation von ES-
Zellen ber mehrere Passagen getestet. Im Vergleich zu den Kontrollzellen war die Zellzahl
bei jeder Passage im Durchschnitt ca. 25 % hoher (Abb. 29a). Ein Merkmal von murinen ES-
Zellen ist, dass man mit den Zellen klonal arbeiten kann, d. h. eine einzelne Zellen bildet
wieder eine neue Kolonien aus. Um den Einfluss von Nanog-TAT auf die Klonbildungs-
Effizienz zu testen, wurden Oct4-GiP ES-Zellen in An- oder Abwesenheit von LIF fir 3
Passagen mit bzw. ohne Nanog-Protein behandelt. AnschlieBend wurden aus den so
vorinkubierten Zellen eine Einzelzell-Suspension gemacht und in klonaler Dichte (60
Zellen/cm?®) in LIF-haltigem ES-Zellmedium ausgesat. Mit Puromycin wurde dann gegen
Oct4-negative Zellen selektiert. Nach 6 Tagen wurde die Zahl der gebildeten Kolonien ins
Verhaltnis zu der Menge an ausgesaten Zellen gesetzt und so die Klonbildungseffizienz
bestimmt (Abb. 29b). In Abwesenheit von LIF konnten sich nur noch aus Nanog-TAT
behandelten Zellen Kolonien bilden (Effizienz: ca. 1,5 %). Ohne Nanog-Protein hat sich aus

den LIF-entzogenen Zellen keine einzige Kolonie mehr formen kénnen. In der Anwesenheit
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Abb. 29: Synergistische Wirkung von Nanog-TAT und LIF

a) Oct4-GiP ES-Zellen wurden mit Nanog-TAT und LIF kultiviert. Die mittlere Expansionsrate (Teilungsrate)
wurde ermittelt und mit unbehandelten Zellen verglichen. (n = 4) b) Oct4-GiP-Zellen wurden fiir 3 Passagen in
An- bzw. Abwesenheit von Nanog-TAT und LIF kultiviert und darauf in klonaler Dichte (60 Zellen/cmz) in
normalem ES-Zellmedium mit Puromycin ausgesat. Nach 6 Tagen Selektion auf Oct4-positve Zellen wurden
die ES-Zellkolonien ausgezahlt und die Klonbildungsrate errechnet. (n = 3) c) Oct4-GiP ES-Zellen wurden fiir 4
Passagen mit Nanog-TAT und LIF kultiviert und Uber eine FACS-Analyse mit unbehandelten Kontrollzellen,
sowie nicht-fluoreszierenden ES-Zellen (C57BIl/6) verglichen. d) Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz
lebender Zellen (n = 9). e) Quantifizierung lebender Zellen (Propidiumiodid-negativ) pro erfasstem
Zahlereignis. (n = 9).

von LIF lag die Klonbildungsrate bei ca. 12 %. Mit Nanog-TAT war der Anteil gebildeter
Kolonien mit ca. 15 % um ein Viertel hoher als bei der Kontrolle. Um zu testen, ob sich der
kombinatorische Effekt auch auf die Oct4-Promotor-regulierte GFP-Fluoreszenz auswirkt,
wurden  Oct4-GiP  ES-Zellen nach 4 Passagen mit LIF und Nanog-TAT
durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 29c). Die Intensitaten der GFP-Fluoreszenz Nanog-
behandelter Zellen ist etwas homogener und weniger gestreut als bei Kontrollzellen, welche
ohne Puromycin kultiviert wurden. Der Anteil GFP-positiver Zellen bleibt nahezu gleich,
unabhéngig ob die Zellen mit Puromycin selektiert oder mit Nanog-Protein behandelt wurden
(Abb. 29d). Allerdings zeigt die Quantifizierung lebender Zellen (Propidiumiodid negative
Zellen), dass ohne Puromycin-Selektion 10 — 15 % weniger lebende Zellen zur GFP-Analyse
erfasst werden. Dieser Verlust vitaler Zellen kann durch Zugabe von Nanog-TAT wieder
vollstandig kompensiert werden (Abb. 29e).
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3.3.9 Aktivitat von Nanog-TAT ist unabhangig vom JAK/Stat3 Signalweg

Um die Differenzierung von Maus-ES-Zellen zu verhindern, muss durch LIF-Zugabe der
JAK/Stat3 Signalweg aktiviert werden (Ubersicht bei Chambers, 2004). Zur Untersuchung,
ob bei der Selbsterneuerung der ES-Zellen unter Nanog-TAT-Einfluss dieser Signalweg eine
Rolle spielt, wurde die Nanog-TAT Aktivitat in Anwesenheit des spezifischen JAK-Inhibitors
D6665 (Thompson et al., 2002) gestestet. Oct4-GiP ES-Zellen wurden in klonaler Dichte in
Nanog-TAT-Medium ausgesét, dem 0,1 bzw. 0,3 uM JAK-Inhibitor sowie LIF zugegeben
wurde. Nach 5 Tagen wurden die Zellen auf AP-Aktivitdt gefarbt und der Anteil der
undifferenzierten, gemischten und differenzierten Kolonien bestimmt. (Abb. 30a). In den
Kontrollen reduziert sich der Anteil undifferenzierter Kolonien in der Anwesenheit vom
Inhibitor von ca. 40 % auf 2 % mit 0,1 pM bzw. auf 0 % mit 0,3 pM. Selbst Mischkolonien
sind bei der hoheren Inhibitor-Konzentration nur vereinzelt vorhanden (ca. 10 %). Nanog-
TAT dagegen ermdglicht bei der geringeren Inhibitor-Konzentration die Ausbildung von
mehr undifferenzierten Kolonien als bei der Kontrolle ohne Inhibitor. Selbst bei der héheren
Inhibitor-Konzentration ermoglicht das Protein noch die Bildung von fast 20 %
undifferenzierter Kolonien. Um auszuschlieBen, dass Nanog-TAT-Praparationen nicht auf
anderem Wege zur Stat3-Phosphorylierung fiihren, wurde der Phosphorylierungsstatus von
Stat3 bei Anwesenheit von Nanog-TAT geprift. Hierzu wurden ES-Zellen in hoher Dichte
fir 24 h mit 1000 Einheiten LIF/ml, ohne LIF bzw. mit LIF-Inhibitor hLIF-05 kultiviert.
Zusétzlich wurden Zellen mit LIF-Inhibitor und Nanog-TAT inkubiert. AnschlieRend wurden

die Zellen lysiert und Uber Western Blot der Phosphorylierungsstatus von Stat3 untersucht

Abb. 30: Nanog-TAT Aktivitat ist unabh&ngig vom JAK/Stat3 Signalweg

a) Oct4-GiP ES-Zellen wurden in klonaler Dichte in Medium mit 100 nM Nanog-TAT, LIF und dem JAK-
Inhibitor D6665 (Thompson et al., 2002) ausgesat. Nach 5 Tagen wurden die Zellen auf AP-Aktivitat geféarbt
und der Anteil der undifferenzierten, gemischten und differenzierten Kolonien bestimmt. b) ES-Zellen wurden
in hoher Dichte (lO5 ZeIIen/cmz) fir 24 h wie beschriftet kultiviert. AnschlieRend wurde das Lysat von 2 x 10°
Zellen Uber Western Blot mit einem anti-phospho-Stat3 Antikdrper (Tyrosin 705) der Phosphorylierungsstatus
von Stat3 untersucht (oben). Die Proben wurden in einem weiteren Blot mit einem Antikdrper gegen Stat3
untersucht (unten). L, mit LIF; 0, ohne LIF; I, LIF-Inhibitor; Ng-T, Nanog-TAT
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(Abb. 30b). Das Antikorper-Signal ist in Anwesenheit von LIF am starksten und schwécht
sich durch hLIF-05-Zugabe so stark ab, dass sich das Signal kaum von Hintergrund abhebt.
Dieser negative Phosphorylierungszustand wird durch die Anwesenheit von Nanog-TAT-

Protein im Medium nicht verandert.

3.3.10 Inhibition der endodermalen Differenzierung durch Nanog-TAT

Um zu uberprifen auf welchem Wege, Nanog-TAT die Differenzierung von ES-Zellen
inhibiert, wurden Oct4-GiP ES-Zellen aggregiert und fir 4 Tage in An- oder Abwesenheit
von Nanog-TAT bzw. LIF kultiviert (Abb. 31a). Auf morphologischer Ebene induzierte die
Behandlung mit Nanog-TAT-Protein eine gleichmaiigere Oberflache der Aggregate. Auch
hatten die Aggregate im Schnitt einen geringeren Durchmesser und keine dunkle Zyste im
Inneren, wie man es bei den aus unbehandelten Zellen abgeleiteten Kontrollen beobachten
konnte. Um Verdnderungen der Aggregate auf Transkriptionsebene zu untersuchen, wurde die
Expression von Pluripotenz- und Endoderm-assoziierten Gentranskripten der Aggregate
erfasst (Abb. 31b). Bei den Pluripotenzmarkern Rex-1, Oct4 und Nanog geht ohne LIF-
Stimulation Ubereinstimmend die Transkription deutlich zuriick. Durch Zugabe von Nanog-
TAT lasst sich diese Reduktion ganz (Oct4, Nanog) oder teilweise (Rex-1) kompensieren. In
Anwesenheit von LIF sind nur geringe Transkriptionsunterschiede zwischen den analysierten

Proben zu finden. Allerdings ist das Transkriptions-Niveau von Nanog bei der Kombination

Abb. 31: Nanog-TAT unterdriickt die Differenzierung von ES-Zellen

a) Oct4-GiP Zellen wurden in Suspensionskultur in den angegebenen Medien aggregiert und nach 4 Tagen
fotografiert. b) Von den Aggregaten wurde RNA prapariert und Uber RT-PCR die Expression von
Pluripotenzfaktoren (Rex-1, Oct4, Nanog) sowie endodermalen Markern (GATA6 und TTR) untersucht.

adh., adhéarent kultiviert; Ng-T, Nanog-TAT; TTR, Transthyretin. Skalierung, 200 pm
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von LIF und Nanog-TAT starker als bei den in Suspension oder adh&rent kultivierten
Kontrollzellen. Die Expression der endodermalen Marker GATA-6 und Transthyretin (TTR)
ist nur in den LIF-entzogenen Aggregaten nachweisbar (Abb. 31b). Doch bei Zugabe von
Nanog-TAT ist die Transkription dieser Gene in den Aggregaten deutlich reduziert.

3.3.11 Nanog-TAT reduziert die Differenzierung humaner ES-Zellen

Humane ES-Zellen werden in der Regel auf MEF-Zellen kultiviert, welche das Medium mit
weitgehend  unbekannten  Faktoren zur  Pluripotenzerhaltung konditionieren. In
herkdmmlichen Medien kénnen humane ES-Zellen ohne MEFs kultiviert werden, wenn das
Medium zuvor von MEFs konditioniert wurde (Xu et al., 2001) oder durch Zugabe hoher
Konzentrationen von bFGF (Xu et al., 2005), durch die Kombinationen von bFGF mit Noggin
(Xu et al.,, 2005; Wang et al., 2005) oder durch TGF-[3/Aktivin/Nodal-Signalmolekile
(Beattie et al., 2005; James et al., 2005; Vallier et al., 2004).

Um zu testeten, ob sich mit murinem Nanog-TAT in humanen ES-Zellen dhnliche Ergebnisse
erzielen lassen wie bei Maus-ES-Zellen, wurden humane H9.2 ES-Zellen (Amit et al., 2000)
fir 4 Tage ohne MEFs in unkonditioniertem Medium kultiviert (Abb. 32a). Die Zellen
wurden anschlieBend auf Alkalische Phosphatase-Aktivitat gefarbt. Unbehandelte Zellen sind
unter diesen Bedingungen nicht weiter proliferiert, und die verbliebenen Zellen zeigten nur
noch geringe AP-Aktivitat. Dagegen bildeten sich in Nanog-TAT-behandelten Kulturen AP-
positive Kolonien. Diese waren allerdings deutlich kleiner, und enthielten mehr
andifferenzierte Zellen als Kolonien, die in konditioniertem Medium gewachsen sind. In
einem weiteren Versuch wurden die Zellen fir eine Woche unter den oben genannten
Bedingungen kultiviert. AnschlieBend wurden die verbliebenen Zellen abgel6st und in
Standardmedium auf MEFs passagiert. Aus den Passagen der unbehandelten Zellen konnten
sich keine Kolonien mehr entwickeln; dies war nur mit Kulturen moglich, die mit Nanog-
TAT inkubiert wurden. Um zu testen, ob die Zellen nach dieser transienten Nanog-TAT-
Inkubation weiterhin Pluripotenzmarker exprimieren, wurden sie mit Oct4-spezifischen
Antikorpern gefarbt (Abb. 32b) und zusétzlich durchflusszytometrisch die Expression des
Pluripotenz-assoziierten Oberflachenmarkers Tra-1-60 untersucht (Abb. 32c). Die Kolonien
waren bis auf kleinere Randbereiche alle positiv fur Oct4. Auch den Marker Tra-1-60 pragten
fast alle untersuchten Zellen aus, die Intenstitat der Antikdrper-Farbung fiel etwas geringer

aus als bei unbehandelten Kontrollzellen.
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Abb. 32: Nanog-TAT unterdriickt die Differenzierung von ES-Zellen

a) Humane ES-Zellen (H9.2; Amit et al.,, 2000) aus MEF-freier Kultur wurden auf Laminin-beschichtete
Kulturschalen transferiert und in den angegebenen Medien fiir 4 Tage Kkultiviert. Die Zellen wurden
anschlieBend auf Alkalische Phosphatase-Aktivitat gefarbt. b) Humane ES-Zellen (H9.2) wurden fir 7 Tage
wie in a) beschrieben kultiviert, und anschlie@end auf MEF-Zellen mit normalem humanem ES-Zellmedium
passagiert. Die Kontrollzellen bildeten keine ES-Zellkolonien mehr aus. Die Zellen aus der Nanog-TAT-Kultur
bildeten dagegen Kolonien, welche weiter expandiert wurden. Die expandierten Zellen wurden mit Antikbrpern
auf Oct4-Expression bzw. c) auf Tra-1-60 Expression untersucht. Die Spezifitdt der Oct4-Farbung wird deutlich
an ungefarbten, differenzierten Zellen (weil3e Pfeilspitze).

Schwarze Flache: expandierte Zellen nach Nanog-TAT Behandlung; graue Linie: unbehandelte Kontrollzellen;
graue Flache: Sekundéar-Antikérper-Kontrolle.

UM, unkonditioniertes humanes ES-Zellmedium ohne FGF-2; KM, konditioniertes humanes ES-Zellmedium mit
FGF-2; Ng-T, Nanog-TAT. d-f) Die expandierten hES-Zellen aus b) wurden in immundefiziente SCID-beige
Mause injiziert (1,5x106 Zellen/Tier) woraufhin sich Tumore (Teratome) ausbildeten. Bei der histologischen
Charakterisierung lief3en sich verschiedene Strukturen wie primitives Neuroepithel (Ektoderm), Knorpelgewebe
(Mesoderm) und Driisengewebe (Endoderm) identifizieren. Die relevanten Strukturen sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet.

Skalierung, a) 100 ym, b+d-f) 200

Als finaler Test auf die Pluripotenz wurden die Zellen in immundefiziente SCID-beige Mduse
injiziert, woraufhin sich Tumore (Teratome) ausbildeten. Bei der histologischen
Charakterisierung lieBen sich verschiedene Strukturen wie primitives Neuroepithel

(Ektoderm), Knorpelgewebe (Mesoderm) und Drisengewebe (Endoderm) identifizieren
(Abb. 32d - f).
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3.3.12 Versuch zur Loslichkeitsverbesserung von TAT-fusioniertem Nanog

Parallel zum oben beschriebenen Ansatz, bei dem Domaéanenpositionen variiert worden sind,
wurde eine alternative Strategie verfolgt, um die Loslichkeit und somit die Ausbeute von
rekombinanten Proteinen zu steigern. Ziel war, Uber die Schaffung einer Vektorplattform die
unter minimalem Klonierungsaufwand ein leichtes Austauschen von Fusionspartnern erlaubt,
die Loslichkeit von rekombinantem Nanog zu verbessern. Hierzu wurde mit Hilfe des
Gateway-Systems (Invitrogen) TAT-modifiziertes Nanog genetisch mit verschiedenen
Proteinen oder Proteindoménen fusioniert, von denen berichtet wurde, dass sie zur erhghten
Loslichkeit beitragen (Braun et al., 2002, Hammarstrom et al., 2002; Woestenenk et al.,
2003.). Die Fusionspartner lassen sich im Zuge einer Chromatographie mit Hilfe einer oder
mehrerer Proteasen abspalten (Abb. 33a). Es wurden folgende Proteine mit Nanog fusioniert:
Gb1 (B1 Domaéne des Streptokokken-Proteins G (Huth et al., 1997), Z-Doméne von Protein A
(Nilsson et al., 1987), Trx (Thioredoxin; LaVallie et al. 1993), GST (Glutathion-S-
Transferase; Smith und Johnson 1988), MBP (Maltosebindeprotein; Bedouelle und Duplay
1988) und NusA (Faktor aus E.coli zur Termination der Transkription; Davis et al., 1999)
(Abb. 33b). Die Vektoren der Fusionsproteine wurden in E. coli transformiert und einer
Expressionsanalyse unterzogen (Abb. 33c,d). Als Negativkontrolle diente das Lysat nicht-
induzierter Bakterien und als Positvkontrolle wurde HTNCre verwendet, da sich dieses
Protein sehr gut exprimieren lasst. Im Vergleich mit nicht-induziertem Lysat fallt im
Coomassie-gefarbten Gel auf, dass bei mehreren Fusionskonstrukten uberreprasentierte
Banden erscheinen, doch nur bei zwei entspricht die Laufhdhe der errechneten GrélRe von 95
bzw. 53 kDa: NusA- und Trx+ (Position 3 bzw. 8 im Gel bzw. der Tabelle). Bestétigt wurde
dieser Befund mit einem Western Blot unter Verwendung eines anti-Nanog-Antikorpers
(Abb. 33d). Nur bei den beiden genannten Fusionspartnern gibt es auf der Ho6he des
Vollelange-Konstrukts ein starkes Signal. Bei allen anderen Fusionsproteinen sind nur sehr
schwache Signale mit korrekter Laufhohe auf dem Blot auszumachen. Das Konstrukt mit der
Trx+-Fusion zeigte die starkste Induktion, und daher wurde versucht, dieses Protein
aufzureinigen. Proben des Ni-(I1)-Chromatographie-Verlaufs sind auf einem SDS-Gel
aufgetragen (Abb. 33e). Auf der Hohe des Gesamtproteins (mit einem Sternchen markiert)
konnte nur eine sehr schwache Proteinbande festgestellt werden, ansonsten tiberwiegen stark
andere Proteine mit einer GrofRe um 70 bzw. 30 kDa. In der unléslichen Fraktion des Lysates
ist dagegen auf der Hohe des Volleldnge-Proteins eine dominante Bande zu sehen. Demnach

bleibt festzuhalten, dass zwar die meisten Fusionsproteine in voller L&ange exprimiert werden,
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Abb. 33: Ansatz zur Verbesserung der Lo&slichkeit TAT-fusionierten Nanog-Proteins mit
Partnerproteinen

a) Schematischer Aufbau des Expressionvektors. Ausgehend von einem zu klonierenden Donor-Vektor lassen
sich mit dem Gateway-System (Invitrogen) viele unterschiedliche Doméanen genetisch an Nanog fusionieren.
b) Verwendete Fusionsdoménen zur Léslichkeitsverbesserung (Details siehe Text). ¢) Induktionstest: Die
unterschiedlichen Fusions-Konstrukte (Nummerierung wie in b)) wurden in E. coli transformiert und die
Expression durch IPTG-Zugabe induziert. Nach 3 h Induktion wurden Proben genommen, in SDS-
Probenpuffer lysiert und Uber SDS-PAGE analysiert. -l, nicht-induzierte Bakterien (mit Nanog-TAT-
Expressionplasmid transformiert); N, Rohlysat Nanog-TAT-exprimierender Bakterien; C, Rohlysat HTNCre-
exprimierender Bakterien. d) Die Proben aus c), in gleicher Reihenfolge, wurden Uber einen Western Blot mit
anti-Nanog-Antikdrper analysiert. ) Das Konstrukt mit Trx+ zeigte unter den getesteten Fusionsproteinen die
starkste Expression. Es wurde daher versucht dieses Konstrukt tber eine native Affinitdtschromatografie
anzureichern. Fraktionen der Chromatografie wurden tber SDS-PAGE analysiert. Die erwartete Laufhéhe des
Vollelange-Proteins ist mit einem Sternchen markiert. P1 und TEV, Schnittstellen fur Proteasen; U, unldsliche
Fraktion; L, l6sliche Fraktion; DF, Saulen-Durchfluss; W, Waschfraktion; E, Elutionsfraktion; M, Marker

doch ist die Expressionsleistung zu schwach fur praparative Zwecke. Das einzige Konstrukt
welches sehr effizient exprimiert wird, liegt dagegen uberwiegend in unléslicher Form vor.
Daher wurde weiterhin am Nanog-TAT-Protein zur Charakterisierung der Nanog-
Proteintransduktion festgehalten.
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3.4 Herstellung einer transduzierbaren Flpe-Rekombinase

Um mit einer weiteren transduzierbaren Rekombinase das Anwendungsspektrum
konditionaler Mutagenese zu erweitern, und um zu testen, ob neben Cre auch andere Proteine
in ES-Zellen tranduzieren konnen, wurde am Beginn dieser Doktorarbeit eine
membrangéngige Flpe Rekombinase entwickelt. Anhand einer ES-Zelllinie mit Flp-
Reporterkonstrukt sollte die Flpe-Transduktion in ES-Zellen untersucht werden.

3.4.1 Praparation und Charakterisierung transduzierbarer Flp Rekombinase

Das Flpe-Fusionprotein ist analog zur transduzierbaren Cre Rekombinase entworfen worden.
Das rekombinante Protein besteht neben Flpe, einer thermostabileren Variante von Flp
(Buchholz et al., 1998), aus einem N-terminalem His-tag (H6), einer TAT-Doméne und
einem Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal; NLS) (Abb. 34a).

Abb. 34b zeigt anhand eines Coomassie-gefarbtem SDS-PAGE-Gels eine charakteristische
Aufreinigung des Proteins aus bakteriellem Lysat. Man sieht in der Elutionsfraktion auf der
erwarteten Laufh6he von ca. 53 kDa eine dominante Bande. Unter- und oberhalb dieser

Abb. 34: Aufbau und Reinigung des transduzierbaren Flp-Fusionsproteins HTNFIpe

a) Aufbau des rekombinant hergestellen Flp-Fusionsproteins. b) Das Protein wurde in E. coli exprimiert und
Uber Affinititschromatographie angereichert. Fraktionen des Reinigungsverlaufs wurden ber SDS-PAGE
aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie angefarbt. In jede Spur wurden 2,5 uyl Probe aufgetragen. H6,
Sechs Histidine; NLS (nuclear localization signal); TAT, Protein-Transduktions-Doméne; RL, Rohlysat; U,
unlosliche Fraktion; L, losliche Fraktion; DF, Saulen-Durchfluss; W, Waschfraktion; E, Elutionsfraktion; M,
Marker (GroRenstandard)
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Bande sind nur sehr schwache Doppelbanden (Laufhohen ca. 30 bzw. ca. 70 kDa) zu
erkennen. Im Gegensatz zu HTNCre war das Protein im Standard-Reinigungspuffer mit 500
mM NacCl instabil und neigte binnen 24 Stunden zur Prézipitation. Mit einer Erhohung der
NaCl-Konzentration auf 2 M ist die Losung jedoch lagerfédhig und das Protein kann weiter
konzentriert werden (100 — 150 pM). Dieses Proteinkonzentrat ldsst sich ohne
Aktivitatsverlust oder Proteinprézipitation einfrieren und anschlielend wieder auftauen. Es
wird fur Zellkultur-Experimente lediglich mit Medium verdiinnt, sodass, &hnlich wie bei der
Glyzerinstocklosung von HTNCre, aufwendige und verlustreiche Dialyseschritte umgangen

werden kdnnen.

3.4.2 Flpe-Transduktion in murine ES-Zellen

Die Flpe-Protein-Transduktion wurde an embryonalen Stammzellen der Maus getestet. Dazu
wurde eine Flpe-Reporter-ES-Zelllinie verwendet, die innerhalb der Arbeitsgruppe entwickelt
wurde (Dipl.-Biol. Daniela Kesseler, unpubliziert). Diese Zellen exprimieren nach Flpe-
vermittelter Rekombination 3-Galaktosidase (Abb. 35a).

Die Zellen wurden vor der Flpe-Transduktion vereinzelt und auf MEF-Zellen ausgesat.
Wenige Stunden danach, wurde das Protein fur 1 oder 2 Stunden mit einer Konzentration von
1 oder 2 uM in serumfreiem Medium zu den Zellen gegeben (Abb. 35b). Die Auszéhlung der
blauen Kolonien ergab, dass mit 1 uM nach ein- oder zweistundiger Inkubation fast 3 bzw.
8% der Kolonien teilweise oder ganz 3-Galaktosidase-positiv waren. Eine Konzentration von
2 uM fir eine Stunde steigerte die Rekombinations-Effizienz auf 21 %. Bei doppelt so langer
Inkubation sank der Anteil positiver Kolonien auf ca. 12 %. Unter letzterer Bedingung waren
auch massive Protein-Prézipitate auf den Zellen zu beobachten, welche sich nachteilig auf das
Wachstum der Zellen auswirkten.

Die Arbeiten an HTNFIpe wurden von Dipl.-Biol. Christoph Patsch im Arbeitskreis
fortgefiihrt. Im Weiteren wurden u. a. gemeinsam die Transduktionsbedingungen von
HTNFIpe in ES-Zellen optimiert, sodass Rekombinations-Effizienzen von ca. 50% erreicht
werden konnten. In Zusammenarbeit mit Prof. Andreas Zimmer (Universitdt Bonn) konnten
wir inzwischen zeigen, dass auch nach HTNFIpe-Transduktion und Rekombination die
Keimbahn-Kompetenz von ES-Zellen erhalten bleibt (Patsch, Peitz et al., Manuskript in
Vorbereitung). Folglich konnten wir anhand von HTNFIpe als weiterem transduzierbaren
Protein zeigen, dass die Protein-Transduktion eine Methode ist, welche sich zur Manipulation

von ES-Zellen eignet.
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Abb. 35: Rekombination mit HTNFlpe in murine ES-Zellen

a) Aufbau des Reporterkonstruktes: ein Transkriptionsstop ist FRT flankiert und verhindert die Transkription
des LacZ-Gens. Nach Flp-vermittelter Rekombination wird die Stopkassette deletiert, und das LacZ-Gen
gelangt unter die Kontrolle des konstitutiv aktiven Promotors (Daniela Kesseler, unpublizierte ES-Zelllinie). b)
Die Reporterzellen wurden funf Stunden nach dem Aussden in serumfreien PBS/DMEM eine oder zwei
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen HTNFIpe behandelt, und mit X-Gal auf B-Galaktosidase-Aktivitat
geféarbt. In den Diagrammen ist der Anteil ganz oder teilweise blau geféarbter Kolonien wieder gegeben. (n = 3);
TK, Thymidin-Kinase; pA, poly-Adenylisierungsstelle; Skalierung, 100 pm
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4. Diskussion

4.1 Optimierung der Transduktions-Effizienz

In dieser Arbeit wurde zur Optimierung der Protein-Transduktion in ES-Zellen die Cre-
Transduktion als Modellsystem verwendet. Dabei hat sich der Einsatz von Reporterzellen,
insbesondere der CV1-5B-Fibroblasten als sehr nitzlich erwiesen, da der mit X-Gal leicht
nachweisbare Phanotyp sowohl qualitativ als auch quantitativ mit dem Genotyp der Zellen
ubereinstimmt. So konnte zum Beispiel der inhibitorische Einfluss von FKS auf die
Transduktion gezeigt werden. Dieser Faktor ist von grofler Relevanz, wenn man mit
transduzierbaren Proteinen begrenzter Loslichkeit arbeitet, da sich in diesen Féllen die
Protein-Konzentration zum Ausgleich der Inhibition nicht beliebig erh6hen l&sst. Die Ursache
der Inhibition durch Serum ist schwer zu identifizieren, da es sich bei FKS um ein sehr
heterogenes Gemisch von Proteinen und niedermolekularen Substanzen handelt. Denkbar ist,
dass wie HTNCre einige dieser Molekule sehr basisch sind, und daher eine unspezifische
Affinitdt zu den sauren Heparansulfat-Proteoglykanen der Zelloberflache haben. Da die
Bindung an diese Zelloberflachenmolekiile VVoraussetzung fur die Protein-Transduktion ist
(Console et al., 2003; Tyagi et al., 2001), wirde in diesem Fall eine kompetitive Hemmung
der Protein-Transduktion vorliegen. Zu dieser Annahme passt der Befund, dass sich durch
Konzentrationserh6hung der membranpermeablen Cre-Proteine die Inhibition der
Internalisierung aufheben l&sst und ihre Aktivitat in den Zellen wieder nachweisbar wird.

Des Weiteren ist es moglich, dass Proteasen im FKS das transduzierbare Protein abbauen.
Ergebnisse von Yu et al. (2003) und eigene Beobachtungen deuten darauf hin, dass durch den
Einsatz des Protease-Inhibitors Leupeptin die inhibitorische Wirkung von FKS reduziert, aber
nicht aufgehoben werden kann. Eine systematische Analyse dieser Befunde ist jedoch noch
nicht durchgefiihrt worden. Durch die Uberpriifung weiterer Protease-Inhibitoren lieRe sich
maoglicherweise ein bestimmter Protease-Typ eingrenzen, bzw. die Inhibition weiter
minimieren.

Es wurde weiter gezeigt, dass neben dem Medium auch der Aufbau der Transduktionsdomane
ein kritischer Faktor bei der Protein-Transduktion ist. So haben die zwei Proline, welche beim
Wildtyp-Protein  HIV-Tat der TAT-Domane folgen, einen starken Einfluss auf die
Transduktions-Effizienz. Da Prolin in vielen Proteinen als sogenannter ,,Helixbrecher* wirkt,
konnten zwei Proline eine verdnderte Sekundarstruktur des Peptids verursachen. Diese

Anderung kénnte eine verbesserte Interaktion mit den transduktions-relevanten Strukturen auf
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der Zelloberflache bewirken und so den Transduktionsprozess effizienter machen. Denkbar ist
auch, dass die Strukturdnderung Interferenzen mit dem Fracht-Protein bzw. interagierenden
Partnerproteinen minimiert.

Die Freisetzung der Proteine aus den pinosomalen Vesikeln ist offenbar bei der Protein-
Transduktion ein limitierender Schritt. Uber 99 % der Frachtproteine verbleibt in den
Vesikeln und gelangt nicht ins Cytosol (Kaplan et al., 2005). Es ware daher duferst hilfreich,
den Anteil des freigesetzten Proteins erhdéhen zu konnen. Bei Versuchen mittels Ko-
Transduktion des fusogenen Peptids dTAT-HA2 die Transduktions-Effizienz zu steigern,
konnten unter nicht-sattigenden Bedingungen die Rekombinationsereignisse mit 10 pM
dTAT-HA2 um das 60fache angehoben werden. Bei dieser Konzentration reduziert sich
allerdings deutlich die Zelldichte, was als Anzeichen flr Zelltoxizitat zu werten ist. Da das
verwendete dTAT-HAZ2 entsprechend der Original-Publikation (Wadia et al., 2004) aus D-
Aminosduren aufgebaut ist, kdnnte moglicherweise ein verzogerter oder blockierter Abbau in
den Zellen zur Toxizitat beitragen. Ob ein, finanziell deutlich gunstigeres, Peptid aus L-
Aminosduren weniger toxisch ist, werden Vergleiche zeigen missen. Bei HTNFIpe konnte
mit dem Peptid innerhalb des Arbeitskreises ebenfalls eine Verbesserung der Transduktion
erzielt werden (Dipl.-Biol. Christoph Patsch, personliche Mitteilung). Eine genaue
Quantifizierung der Transduktionssteigerung steht zurzeit noch aus.

Dagegen konnte die Transduktions-Aktivitdt von Nanog-TAT mit dTAT-HA2 nur wenig
verstarkt werden. Mdoglicherweise wurde durch die beobachtete Préazipitation die
Konzentration l6slichen Nanog-TAT-Proteins bzw. dTAT-HA2-Peptids so weit abgesenkt,
dass dieser Verlust durch das Peptid nicht ausgeglichen werden konnte. Somit scheint die
Anwendbarkeit des dTAT-HA2 Peptids gewissen Limitationen zu unterliegen und muss daher
fiir jedes Protein individuell gepruft werden.

4.2 Protein-Transduktion in embryonale Stammzellen

Die Proteintransduktion in murine ES-Zellen war zu Beginn der vorliegenden Arbeit noch
nicht hinreichend analysiert, daher schienen eingehende Untersuchungen notwendig zu sein,
um eine optimale Nanog-Proteintransduktion in ES-Zellen zu gewahrleisten zu kénnen. Bei
Vergleichen mit Fibroblasten fiel auf, dass bei der Transduktion von ES-Zellen mit HTNCre
eine mindestens vierfach hohere Proteinkonzentration notig ist, um vergleichbare

Rekombinationseffizienzen zu erreichen. Dieses Phdnomen kann damit erklart werden, dass
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ES-Zellen eine deutlich kleinere Zelloberflache haben als Fibroblasten. Ein weiterer Grund
konnte die unterschiedliche Ausstattung der Zellen mit Membranproteinen insbesondere der
transduktions-relevanten Heparansulfat-Proteoglykane sein. So sind Heparansulfate in ES-
Zellen ungewohnlich gering sulfatiert (Johnson et al., 2007), was in einer geringeren
Wechselwirkung mit den basischen Transduktions-Domanen resultieren konnte, sodass der
initiale Schritt zur Internalisierung geschwécht wird.

Eine Gemeinsamkeit von Fibroblasten und ES-Zellen ist die Abhangigkeit der
Transduktionseffizienz vom FKS-Gehalt. Bei der Standard-Konzentration von 15 % FKS
muss bei ES-Zellen, im Vergleich zum serumfreien Medium, die Menge an HTNCre um den
Faktor 5 erhoht werden, um maximale Rekombinationsraten zu erzielen.

Mehrere Gruppen haben berichtet, dass Cre-Aktivitdt toxische Effekte induziert, wie
Wachstums-Inhibition bei verschiedenen Fibroblastenlinien und HeLa Zellen (Pfeifer et al.,
2001; de Alboran et al., 2001) und dartber hinaus chromosomale Aberrationen in priméaren
Fibroblasten (Loonstra et al., 2001; Silver und Livingston, 2001). Bei den diesen Studien
wurde die Cre-Aktivitdt wurde Uber virale Transduktion oder Uber ein posttranslational
kontrollierbares System (Loonstra et al., 2001) reguliert. In eigenen Untersuchungen wurde
daher analysiert, ob ES-Zellen nach der Behandlung mit dem Cre-Protein normal weiter
proliferieren. Selbst nach HTNCre-Behandlungen, die zu hochsten Rekombinations-
effizienzen flhren, wiesen weder ES-Zellen noch COS-7 oder CVV1-5B-Zellen eine verénderte
Wachstumsdynamik auf. Eine Analyse der Stabilitdt von Cre in Zellen zeigte, dass nach
Beendigung der Protein-Inkubation binnen weniger Stunden der tberwiegende Teil des Cre-
Proteins abgebaut wurde oder sich durch Zellteilung verdiinnt hat.

Aufgrund der oben erwdhnten Berichte zur Genotoxizitat stellt sich die Frage, ob eine
HTNCre-Behandlung, die in einer fast vollstandigen Rekombination loxP-modifizierter Allele
resultiert, nicht zu chromosomalen Schaden und dem Verlust der Keimbahnféhigkeit von ES-
Zellen fuhrt. Die Analyse von ES-Zell-Metaphasen zeigte, dass durch die HTNCre-Inkubation
der Karyotyp der Zellen nicht verandert wurde. Kleinere chromosomale Verénderungen, wie
z. B. Translokationen oder Verkurzungen, konnten selbst mit der aufwendigen multi-FISH-
Analyse nicht beobachtet werden. In einer Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Hubert Schorle (Pathologie, Universitdt Bonn) konnte schliellich gezeigt werden, dass
Zellen, die mit hohen Konzentrationen HTNCre behandelt wurden, weiterhin
keimbahngéngig bleiben (Peitz et al., 2007). Eine hohe Rekombinations-Effizienz unter
Erhalt der Keimbahnkompetenz ist bei der Manipulation von ES-Zellen von grolem Vorteil.
So kann z. B. nach homologer Rekombination eines Transgens die Selektionskassette entfernt
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werden, und die einzelnen Klone kénnen ohne weitere Analyse in die Blastozyste injiziert
werden. Als weitere interessante Anwendungsgebiete fur die Cre-Transduktion und die
Rekombinasen-Transduktion allgemein bieten sich der Rekombinase-vermittelte Kassetten-
Austausch (recombinase mediated cassette exchange, RMCE) oder die vollstdndige
Entfernung loxP-flankierter Transgene bzw. Virengenome aus infizierten Zellen an (Sarkar et
al., 2007).

Als Ergdnzung zu den Mdoglichkeiten der Cre-Transduktion, wurde auch die Flpe
Rekombinase als transduzierbares Protein etabliert. Dieses Protein ist fur die Maus-Genetik
ebenfalls von groBem Interesse, da sich mit ihm die Selektions- bzw.
Manipulationsmoglichkeiten an ES-Zellen erweitert lassen. Wenn auch die biochemischen
Eigenschaften des Proteins bezuglich der Loslichkeit und der Stabilitat etwas ungiinstiger als
bei HTNCre sind, so lassen sich auch mit diesem Protein ES-Zellen erfolgreich manipulieren.
Nach einer weiteren Optimierung der Transduktionsbedingungen konnte im Arbeitskreis die
Rekombinations-Effizienz weiter auf ca. 50% gesteigert werden. Zudem wurde in
Zusammenarbeit mit Prof. Andreas Zimmer (Universitdt Bonn) gezeigt, dass ES-Zellen auch
nach Transduktion von HTNFIpe weiterhin keimbahnfahig bleiben (Patsch, Peitz et al.,
Manuskript in VVorbereitung).

Die bisher diskutierten Experimente zeigen, dass bei der Protein-Transduktion mit
entsprechender Protein-Konzentration und geeignetem Medium die transduzierbaren Proteine
in den Uberwiegenden Anteil einer ES-Zell-Population eindringen kénnen. Darlber hinaus
lasst sich die Aktivitat des jeweiligen Proteins zeitlich sehr gut kontrollieren. Somit stellt die
Protein-Transduktion eine Alternative zu den klassischen Gen-Transfermethoden dar, um
biologische Aktivitdten in ES-Zellen einzubringen.

4.3 Herstellung eines transduzierbaren Nanog-Proteins

Das initial klonierte TAT-Nanog-Konstrukt leitet sich im Aufbau her von HTNCre und
HTNFIpe ab. Anders als bei den beiden Rekombinasen, fielen in der biochemischen Analyse
Kontaminationen auf, die Uberwiegend kleiner als das Gesamtprotein waren. Anhand der
Western-Blot-Analysen wurde deutlich, dass es sich um Proteine handelt, die sowohl von
einem anti-Nanog-Antikorper als auch von dem anti-pentaHis-Antikorper erkannt werden.
Vermutlich wurden bei der Affinitdtschromatographie unvollstandig synthetisierte Proteine
mit angereichert, die auf vorzeitige Translationsabbruiche zurlickzufiihren sind. Die Abbriche
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koénnen durch seltene Codons verursacht werden, fur die es in E. coli keine oder nur wenige
tRNAs gibt (Misra und Reeves, 1985). So befindet sich z. B. AGG, eines der seltensten
Codons von E. Coli (Chen und Inouye, 1994), dreimal in der Wildyp-Sequenz von Nanog.
Des Weiteren sind auch proteolytische Prozesse als Ursache verkirzter Proteine denkbar, die
Zugabe von Protease-Inhibitoren wéhrend der Aufreinigung brachte allerdings keine
Verbesserung. Da auf den H6-tag die TAT-Domaéne folgt, liegt ein Gemisch von vermutlich
inaktiven, aber potentiell transduzierbaren Proteinen vor. Die trunkierten Proteine liegen
zudem in der Uberzahl vor, daher besteht beim Einsatz dieses Gemisches die Gefahr, dass
uberwiegend inaktive bzw. unvollstdindige Proteine in die Zellen transduzieren. Die
Abbruchfragmente konnten auf die biologische Wirkung des vollstdndigen Proteins sogar
negativ wirken. Der biologische Effekt des Volleldnge-Proteins wirde so maskiert. Daher
wurden alternative Konstrukte geschaffen, welche den H6-tag am C-Terminus tragen, um
auszuschlieBen, dass unvollstandig translatierte Proteine mit angereichert werden. Zusatzlich
wurden die Positionen der Transduktionsdomdnen und des NLS variiert und der Einfluss
dieser Anderungen auf die Exprimierbarkeit und Loslichkeit der Proteine bewertet. Selbst
geringe Variationen zeigten einen starken Einfluss auf die Eigenschaften der Proteine. Unter
den getesteten Versionen hatte das Konstrukt NLS-Nanog-TAT-H6 (kurz ,,Nanog-TAT*) die
gunstigsten Eigenschaften in Bezug auf Reinheit und Ausbeute. Wie bei den meisten anderen
Varianten lag allerdings auch hier der tberwiegende Teil des synthetisierten Proteins als
unlosliche Aggregate (inclusion bodies) in den Bakterien vor. Weitere Ansatze zur Erhéhung
des Anteils I6slichen Proteins in unserer Arbeitsgruppe, wie das Andern der
Expressionstemperatur und Testen verschiedener Expressionsstamme, fuhrten zu keiner
Verbesserung. Ferner liel® sich mit denaturierender Aufreinigung die Reinheit von Nanog-
TAT deutlich erhéhen. Doch in seiner hochreinen Form ist das Protein in zellvertraglichen
Puffern nicht 16slich (Dipl.-Biol. Bernhard Miinst, Diplomarbeit) und fir Versuche mit Zellen
nicht verwendbar. Somit stabilisieren vermutlich die in der Standard-Eluatfraktion zu
findenden Verunreinigungen Nanog-TAT und ermdglichen auf diese Weise den Einsatz des
Proteins in der Zellkultur. Sollte es gelingen, die Stabilisatoren zu identifizieren, lieRen sie
sich woma@glich gezielt zur Stabilisierung schlecht I6slicher Proteine einsetzen.

In der Literatur gibt es viele Beispiele, in denen durch systematisches Testen verschiedener
Fusionspartner wie MBP, GST oder NusA zuvor schwer l6sliche Proteine sehr gut in Lésung
gebracht und unldsliche Aggregate stark reduziert wurden (Braun et al., 2002, Hammarstrém
et al., 2002; Woestenenk et al., 2003.). Allerdings konnte im Fall von Nanog bei den Fusionen

meist leider keine gute Expression der Fusionskonstrukte erzielt werden. Der Befund, dass bei
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nahezu allen Protein nur der Fusionspartner, aber nicht das darauf folgende Nanog-Protein
hergestellt wird, kann zur Annahme verleiten, dass durch Fehler in den
Expressionskonstrukten das Protein nicht vollstdndig translatiert werden kann. Gegen diese
Vermutung spricht, dass sémtliche Konstrukte sequenziert wurden und im Western-Blot fur
alle Varianten mit einer Ausnahme (NusA+) geringe Mengen an vollsynthetisierten
Konstrukten nachweisbar waren. So muss es einen anderen Grund fir den Mangel an
Volleldnge-Proteinen geben. Es ist unwahrscheinlich, dass seltene Kodons im Nanog-Partner
h&ufig zu Translationsabbrichen fuhren, da in denselben Bakterien Nanog-TAT sehr gut
exprimiert wird. Ein denkbares Szenario wére, dass viele der Fusionspartner tatsachlich die
Loslichkeit von Nanog in den Zellen erhohen, und dass es aufgrund toxischer Effekte des
Fusionsproteins in E.coli zu einer Selektion gegen l6sliche Konstrukte mit vollstandiger
Lange kommt. Interessanterweise wird ndmlich das Fusionsprotein mit , Trx+* in groRen
Mengen als VVolleldnge-Protein gebildet, doch liegt es in unltslichen Aggregaten vor und l&sst
sich unter nativen Bedingungen nicht aufreinigen.

Die Variante Nanog-TAT stellt zurzeit das Optimum in Bezug auf Reinheit und L&slichkeit
dar. Bei 4°C liegt die maximale Loslichkeit bei ca. 500 nM und sinkt bei einer Temperatur
von 37°C auf ca. 100 nM ab. Konzentrationen dieser Gréfienordnung sind bei anderen
transduzierbaren Proteinen zur Induktion spezifischer biologischer Effekte ausreichend
gewesen (Nagahara et al., 1998, Asoh et al., 2002; Krosl et al., 2003). Darlber hinaus deutet
die Fahigkeit, bei einem EMSA an die Nanog-Bindesequenz binden zu konnen, an, dass
Nanog-TAT in einer nativen Faltung vorliegt. Somit wurde dieses Konstrukt fur die weitere
Charakterisierung eines transduzierbaren Nanog-Proteins ausgewéhlt.

Um Nanog-TAT in groBem Malistab in der Zellkultur einsetzen zu kénnen, ware eine weitere
Erhohung der Loslichkeit bzw. der Protein-Ausbeute hilfreich. So sind zurzeit fir 80 mi
Nanog-TAT-Medium, mit einer Konzentration von ca. 100 nM, zehn Liter bakterielle
Expressionskultur notwendig. Ein alternativer Aufbau des Nanog-Proteins kénnte hierbei zum
Erfolg fihren. So zeigte ein Fusionsprotein aus dem N-terminalen Teil von Nanog und der
viralen Transaktivierungsdomane VP16 (Sadowski et al., 1988) in NIH3T3 Zellen eine
starkere Transaktivierung des pluripotenz-assoziierten Gens Rex-1 als Wildtyp-Nanog (Shi et
al., 2006). Solch eine Nanog-Variante wére eine interessante Alternative zu den bisher
getesteten Proteinen, da ein grundlegend verandertes Konstrukt eine verbesserte Loslichkeit
in Bakterien aufweisen kdnnte, welches vielleicht auch weniger toxisch ist. Dartiber hinaus
lieRe sich moglicherweise der Anteil 16slichen Proteins mit alternativen Expressionssystemen,

wie Hefezellen oder Baculo-Virus-infizierten Insektenzellen (Sf9- bzw. Sf21) erh6hen.
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4.4 Optimierung des ES-Zellmediums fir die Nanog-Transduktion

Mit Hilfe der transduzierbaren Cre-Rekombinase konnte der Einfluss von FKS auf die
Transduktionseffizienz gezeigt werden. Da klassisches ES-Medium 15 % FKS enthélt, wurde
versucht, den Serum-Gehalt auf ein Minimum zu senken, um maximale Nanog-
Transduktionseffekte zu erreichen. Dazu wurde eine spezielle DMEM-Variante (Advanced
DMEM, Invitrogen) verwendet, die bereits mit ITS (Insulin, Transferrin und Selenit)
supplementiert ist. Mit diesem Medium reichten bereits 5 % FKS aus, um die Bildung
Alkalische-Phosphatase-positiver Kolonien, zumindest auf dem Niveau von herkdmmlichem
ES-Medium, aufrechtzuerhalten. Vermutlich sorgt die Supplementierung mit ITS fir den
geringeren FKS-Bedarf, da diese Komponenten ansonsten (ber das Serum zugefuhrt werden
mussten. So macht sich der Mangel weiterer, fir die ES-Zellkultur wichtiger Faktoren, erst
bei niedrigeren Serumkonzentrationen durch Differenzierungsprozesse bemerkbar. Auch bei
langeren Kulturphasen in dem serumreduzierten Advanced DMEM ES-Zellmedium war keine
erhdhte spontane Differenzierung der ES-Zellen feststellbar. Unter Nutzung des
Transduktions-Systems mit HTNCre und den CV1-5B Reporterfibroblasten wurde der Effekt
der Serumreduktion auf die Protein-Transduktion getestet. Im serumreduzierten ES-
Zellmedium war die Inhibition auf die Protein-Transduktion im Vergleich zum
herkdmmlichen ES-Zellmedium ca. um den Faktor 3 reduziert. Somit wurde ein Medium
etabliert, welches die Bedurfnisse von ES-Zellen und die Anforderungen der Protein-
Transduktion ausbalanciert. In Anlehnung an den Namen des Basalmediums wird dieses
Medium als ,,Advanced ES-Medium* bezeichnet.

Eine weitere Herausforderung war die limitierte Loslichkeit des Proteins, da es im normalen
ES-Medium und Advanced ES-Medium bei 37°C stark zur Bildung von Aggregaten neigt.
Eine genauere Untersuchung der Kinetik zeigte, dass nach den ersten 1 bis 2 Stunden
Inkubation die Prazipitation nicht fortschreitet und sich eine maximale Loslichkeit des
Proteins von ca. 100 nM einstellt. Diese Konzentration reduziert sich nach weiteren ein oder
zwei Tagen bei 37°C dann nur noch in geringem Malie. In Anwesenheit von Fibroblasten
reduziert sich die Konzentration des Proteins starker, was an Proteasen im Medium liegen
kann oder an einer Proteinaufnahme durch die Zellen. Die Untersuchung von Kernextrakten
behandelter Fibroblasten konnte tatsachlich zeigen, dass Fibroblasten Nanog-TAT in den
Zellkern aufgenommen haben.

Wie oben beschrieben wurde versucht, den FKS-Gehalt maglichst weit abzusenken, um das

Medium flr die Protein-Transduktion zu optimieren. VVor kurzem wurde sogar ein vollig
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serumfreies, aus definierten Komponenten bestehendes ES-Zellmedium publiziert (Ying et
al., 2003), welches fur die Protein-Transduktion als besonders attraktiv erschien.
Loslichkeitstests zeigten allerdings, dass dieses Medium ungeeignet fur die Nanog Protein-
Transduktion ist, da sich darin die Prazipitation von Nanog-TAT nicht nur verstérkte, sondern
sich auch nach zwei Stunden bei 37°C nicht stabilisierte. Unter Umstanden sind Bestandteile
des FKS fur eine Stabilisierung von Nanog-TAT essentiell. Somit ist zur Nanog-Transduktion
das serumreduzierte Advanced ES-Medium bislang am besten geeignet.

4.5 Veranderte Morphologie und Proliferation von ES-Zellen durch Nanog-
TAT

Um die zelluldre Funktion von Nanog zu charakterisieren, wurde Nanog-TAT zu ES-Zellen
gegeben. Dazu wurden initiale Versuche mit murinen Wildtyp-ES-Zellen (C57BL/6)
durchgefihrt. C57BL/6 Zellen werden in der Regel erfolgreich auf MEF-Zellen kultiviert.
Wenn diese ES-Zellen aber auf Gelatine-beschichteten Kulturschalen gehalten werden, bilden
sie einen grofRen Anteil spontan differenzierender Kolonien aus. Nach wenigen Tagen der
Inkubation mit Nanog-TAT konnten bereits deutliche Unterschiede zu den Kontrollzellen
festgestellt werden. Die Differenzierungsneigung von C57BL/6 konnte bei der Kombination
von LIF und Nanog-TAT nahezu vollstandig aufgehoben werden. In der Abwesenheit von
LIF induzierte Nanog-TAT den Erhalt undifferenzierter ES-Zellkolonien, und unterdriickte
die Ausbildung von primitiven endodermartigen Zellen, wie sie meist bei LIF-Entzug aus ES-
Zellen entstehen. Diese Beobachtung stimmt tberein mit publizierten Daten zur genetischen
Nanog-Uberexpression von anderen Gruppen (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003) und
mit Erfahrungen unserer eigenen Arbeitsgruppe (Dipl.-Biol. Dirk Winnemdller, personliche
Mitteilung). Auf die Unterdrickung der endodermalen Differenzierung durch Nanog-TAT
wird spater in der Diskussion naher eingegangen. Die Inhibition von
Differenzierungsprozessen konnte, neben der Morphologie, auch anhand der Aktivitét des ES-
Zellmarkers Alkalische Phosphatase bestatigt werden.

In Anwesenheit von Nanog-TAT und LIF wird durch die kooperative Steigerung der
Differenzierungsinhibition eine synergistische Wirkung beider Faktoren deutlich. Es lieR sich
nahezu keine andifferenzierte Kolonie in der gesamten Kulturschale finden. Dass es sich nicht
nur um ein morphologisches Phdanomen handelt zeigt die Tatsache, dass die Ko-Inkubation
von LIF und Nanog-TAT zu einer verstarkten Proliferation fuhrt. Diese Beobachtung wurde
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auch von Mitsui et al. (2003) bei einer transgenen Nanog-Uberexpression in Anwesenheit von
LIF gemacht. Daruber hinaus war die Klonogenitat LIF+Nanog-TAT-behandelter ES-Zellen
signifikant erhoht, d. h. der Anteil an Zellen mit Selbsterneuerungspotential ist durch die
Behandlung beider Faktoren angestiegen. Mdglicherweise wurde das
Selbsterneuerungspotential durch eine erhohte Vitalitdt der ES-Zellen gesteigert. Diese
Annahme wird durch die Befunde der durchflusszytometrischen Analyse von Oct4-GiP ES-
Zellen gestarkt. Hier wiesen LIF+Nanog-TAT-behandelte Kulturen einen durchweg hoheren
Anteil lebender GFP-positiver Zellen auf, als unbehandelte Kontrollen. Ob die Anzahl
pluripotenter Zellen in den ko-inkubierten Kulturen tatsachlich erhoht ist, kann man
vermutlich nur durch Blastozysten-Injektionen von ES-Zellen klaren, die fur mehrere
Passagen in An- oder Abwesenheit von Nanog-TAT Kkultiviert wurden. Anhand der
Chimarenqualitat und/oder der Keimbahngéngigkeit der Tiere sollten sich Unterschiede in der
Pluripotenz der injizierten Zellen widerspiegeln lassen.

Werden die Zellen in klonaler Dichte (60 Zellen/cm?) in Nanog-TAT-Medium ausgesét,
bleibt die synergistische Wirkung von LIF und Nanog-TAT bestehen, doch bei LIF-Entzug ist
der Pluripotenzerhalt, gemessen an der Morphologie und der Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase, abgeschwacht. Voéllig undifferenzierte Kolonien sind nach 5-tagiger Inkubation
nicht mehr nachweisbar, lediglich der Anteil gemischter Kolonien ist bei der hdchsten Nanog-
TAT-Konzentration erhoht. Da aufgrund der Vorversuche eine basale LIF-Aktivitat durch
Einsatz des Inhibitors hLIF-05 auszuschlieRen ist, scheinen andere para- oder autokrine
Stimulatoren bei hoherer Zelldichte den Effekt von Nanog-TAT zu unterstiitzen. Ein
maoglicher Kandidat hierfir ware ESRF (ES cell renewal factor; Dani et al. 1998), ein bislang
nicht naher identifizierter Faktor, der von differenzierenden ES-Zellen sekretiert wird. Es
wurde berichtet, dass sich in mit diesem Faktor konditioniertem Medium selbst LIF-Rezeptor-
defiziente ES-Zellen klonal expandieren lassen (Dani et al., 1998).

Mit einer weiteren ES-Zelllinie (Oct4-GiP; Ying et al., 2002) konnten Anderungen des ES-
Zellstatus alternativ verfolgt werden, da in diese Zellen ein transgenes Oct4-
Reporterkonstrukt integriert ist. Die Zellen wurden in hoherer Zelldichte kultiviert (5000
Zellen/cm?) und nach 3 bis 4 Passagen waren die Kontrollzellen ohne LIF vollstandig
differenziert. Auch in Gegenwart einer Deletionsmutante (NanogAHD) ohne TAT und
Homeodomane (Dipl.-Biol. Bernhard Munst, Diplomarbeit) konnten die Zellen nicht weiter
proliferieren. Nur die Zugabe von Nanog-TAT induzierte die Bildung von kleinen,
einschichtigen Kolonien. Anhand der Durchflusszytometrie-Daten wird ersichtlich, dass sich

nach einigen Passagen eine Population GFP-positiver Zellen durchsetzt. Es ist denkbar, dass
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nur ein kleiner Anteil der ES-Zellen in der Ausgangspopulation in der Lage ist, auf Nanog-
TAT zu reagieren bzw. genugend Protein fur einen biologischen Effekt aufnehmen zu
konnen. Dadurch konnten diese Zellen in Abwesenheit von LIF einen Wachstumsvorteil
erfahren, sodass sich eine proliferierende Population durchsetzt. Die Proliferation von Nanog-
TAT-behandelten ES-Zellen in Abwesenheit von LIF scheint ein allgemein gultiges
Ph&nomen zu sein, da es anhand von drei ES-Zelllinien mit jeweils unterschiedlichen

genetischen Hintergriinden gezeigt werden konnte.

4.6 LIF-unabhangiger Erhalt der Pluripotenz

ES-Zellen besitzen das Potential in sémtliche Gewebe bzw. Zelltypen des Organismus zu
differenzieren. Es wurden verschiedene Tests durchgefiihrt um herauszufinden, inwieweit
Nanog-TAT Dbei ES-Zellen das Entwicklungspotential wéhrend eines LIF-Entzugs
aufrechterhalten kann, bei dem die Kontrollzellen differenziert sind. Ein erster Hinweis auf
Pluripotenz ist die Auspragung von ES-Zell-spezifischen Markern wie Oct4, SSEA-1 und
Alkalischer Phosphatase, die auch bei den Nanog-TAT-behandelten LIF-entzogenen ES-
Zellen nachweisbar waren.

Die Bildung von Embryoidkorperchen (EBs) aus aggregierten ES-Zellen ist ein relativ
einfaches in-vitro-Modell zur Rekapitulation der initialen Differenzierungsprozesse in der
Embryonalentwicklung. Auch die LIF-entzogenen, mit Nanog-TAT kultivierten Oct4-GiP
ES-Zellen lieBen sich zur EB-Bildung anregen und bildeten innerhalb von zwei Wochen
Gewebe der drei Keimblattern, ohne zuvor wieder mit LIF in Kontakt gekommen zu sein. Zur
Bildung von Teratomen wurden die LIF-entzogenen ES-Zellen zuvor wieder in LIF-haltigem
Medium expandiert. Auch in den Teratomen konnten Gewebe aller drei Keimblatter gefunden
werden, was als weiteres Indiz fir den Erhalt der Pluripotenz zu bewerten ist.

Die Blastozysten-Injektion von Nanog-TAT-inkubierten Oct4-GiP Zellen flhrte zwar zu
chiméren Tieren, doch war der Grad des Chimarismus sehr gering. Dies zeigte sich schon in
der nur schwach verénderten Fellfarbe der Tiere. Oct4-GiP-abgeleitete Zellen waren zwar in
Organen aller drei Keimblatter tber PCR nachweisbar, unter anderem auch in den Hoden,
doch konnte bei den Verpaarungen der fertilen Chimdren mit C57BL/6 Mé&usen keine
Keimbahntransmission ~ nachgewiesen  werden.  Eine  routineméRig  arbeitende
Injektionsabteilung wirde vermutlich eine systematischere Pluripotenz-Analyse mittels
Blastozysten-Injektionen ermdglichen.
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In einem d&hnlichen Experiment wurden von Chambers et al. (2003) Nanog-
uberexprimierende ES-Zellen fir zwei Passagen bei klonaler Dichte ohne LIF kultiviert und
anschlielend mit LIF expandiert. Das Transgen wurde iber Cre-Rekombination entfernt und
die resultierenden Klone sind in Blastozysten injiziert worden. Der Nachwuchs zeigte einen
hohen Anteil an Fellfarben-Chiméarismus, doch konnte auch hier keine Keimbahngéngigkeit
der Zellen gezeigt werden. Der Nachweis ist bis heute nicht erbracht worden, ob Nanog ohne
LIF-Unterstutzung die Pluripotenz soweit aufrechterhdlt, dass die Zellen auch noch in die
Keimbahn eintreten kénnen.

Der geringe Beitrag der Oct4-GiP ES-Zellen zum Chimarismus kann verschiedene Griinde
haben. Zum einen kann es sein, dass die Zellen zu lange ohne LIF mit Nanog-TAT kultiviert
wurden. So betrug bei Chambers et al. (2003) die Zeit, in der Nanog allein die
Selbsterneuerung der ES-Zellen aufrechterhielt, acht bis neun Tage (zwei Passagen). Bei der
vorliegenden Arbeit hingegen konnte das Experiment Uber 30 Tage (acht Passagen)
fortgefuhrt werden und wurde dann zum Zweck der Analyse abgebrochen. Zum anderen ist
denkbar, dass die Zellen per se eine eingeschrankte Pluripotenz besitzen. Dagegen spricht,
dass die Zellen im Arbeitskreis von Prof. Austin Smith (Universitdt Cambridge), der diese
Zellen freundlicherweise zur Verfugung gestellt hat, bereits Keimbahntransmission gezeigt
haben (Dr. Jennifer Nichols, personliche Mitteilung). Da diesbeztiglich aber keine eigenen
Erfahrungen mit dieser Zellline vorliegen, muss in weiteren Analysen die Keimbahnfahigkeit
der aus dem Smith-Labor erhaltenen Zellen geklért werden. Im Zuge dessen gilt es auch den
Karyotyp vor und nach Nanog-Transduktion zu priifen.

Zur weiteren Klarung der Fragestellung zum Pluripotenzerhalt und der Keimbahngéngigkeit
sollten idealerweise keimbahnfahige ES-Zellen verwendet werden, die konstitutiv GFP
exprimieren und die fur einen kiirzeren Zeitraum (wie bei Chambers et al., 2003) unter LIF-
Entzug mit Nanog-TAT inkubiert werden. Falls auch auf diesem Weg keine
Keimbahntransmission erreichbar sein sollte, liele sich zumindest der Beitrag der Zellen zu
friheren Embryonalstadien einfacher untersuchen, bzw. es liel3e sich feststellen, ob die Zellen
bestimmte Organe oder Gewebetypen bevorzugt ausbilden.

Insbesondere bei diesen Untersuchungen, bei denen nur ein transienter gain-of-function-
Effekt erwinscht ist, wird der Vorteil der Protein-Transduktion klar, da man das Protein den
Zellen ganz einfach wieder entziehen kann, ohne aufwendig genetische Information aus den

Zellen entfernen zu mussen.
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4.7 Nanog-TAT-vermittelte Inhibition endodermaler Differenzierung

unabhangig vom JAK/Stat3 Signalweg

Die Analyse der molekularen Mechanismen des Pluripotenzerhalts zeigte, dass in
Anwesenheit eines JAK-Inhibitors Nanog-TAT die Bildung undifferenzierter Kolonien
induzieren kann. Ferner demonstrierte die Untersuchung des Phosphorylierungsstatus von
Stat3, dass weder Nanog-TAT noch potentiell ko-purifizierte bakterielle Faktoren Stat3
aktivieren. Somit wirkt Nanog-TAT auf einem alternativen Weg zum LIF/JAK/Stat3
Signalweg der Differenzierung von ES-Zellen entgegen. Diese lber Protein-Transduktion
gewonnenen Daten stimmen mit Ergebnissen von Chambers et al. (2003) Uberein, die zeigen,
dass durch genetische Nanog-Uberexpression Stat3 nicht aktiviert wird, und dass die Wirkung
von Nanog unabhangig von der JAK-AKtivitat ist.

Bei einem der ersten Differenzierungsprozesse in der Mausentwicklung bildet sich beim
Ubergang von der friihen zur spaten Blastozyste, vermittelt durch GATAG, das primitive
Endoderm. Diese Differenzierung wird bei einer Nanog-Uberexpression durch direkte oder
indirekte Inhibition von GATAG blockiert (Ubersicht bei: Niwa 2007). Mit transduzierbarem
Nanog-TAT wurde versucht, diesem Befund nachzugehen. Dazu wurden aggregierte ES-
Zellen als Modell zur Rekapitulation der frihembryonalen Praimplantations-Phase verwendet.
Die Nanog-TAT-behandelten ES-Zell-Aggregate hatten zumeist eine homogenere
Morphologie, als unbehandelte Kontrollzellen. Im Inneren der meisten Kontrollaggregate
bildete sich im Gegensatz dazu bereits innerhalb von 4 Tagen eine Zyste, was auf einen
beginnenden Differenzierungsprozess schlielen lasst. Auch auf der Transkriptionsebene
wurde deutlich, dass die endodermalen Marker GATAG und TTR in Nanog-TAT-behandelten
Aggregaten schwécher exprimiert wurden, als in den Kontrollen.

Diese Resultate stimmen mit einer im Lauf dieser Arbeit erschienenen Publikation berein,
welche die Aktivitat von Nanog in aggregierten ES-Zellen beschreibt (Hamazaki et al., 2004).
Eine vollstdandige Blockierung der endodermalen Differenzierung wie bei Hamazaki et al.
(2004) beschrieben, konnte bei den eigenen Experimenten nicht gefunden werden. Eine
wahrscheinliche Erklarungsmaoglichkeit ist, dass Nanog-TAT nur in die duBeren Zellen der
Aggregate gelangt und dort womadglich die GATAG-Expression verhindert, wahrend weiter
innen gelegene Zellen Differenzierungsprozesse starten konnen. So zeigen Experimente
unserer Arbeitsgruppe zur Cre-Transduktion an mehrschichtigen ES-Zellkolonien, dass die
Transduktionseffizienz mit der GroRe der Kolonien abnimmt (Dr. Thomas Wunderlich,
Dissertation 2004, Universitat zu Koln). Die durch Southern-Blot ermittelte Effizienz sinkt



Diskussion 101

von anfanglich Gber 95 % rekombinierter Allele bei Zugabe des Proteins zu frisch
vereinzelten ES-Zellen auf 50 % bei 3 Tage alten Kolonien. Mit einem GFP-Reporter lie
sich der Rickgang der Rekombinationsereignisse bestatigen, und dabei zeigte sich, dass die
GFP-positiven Zellen vermehrt am Rand der Kolonien zu finden sind.

Ein weiterer interessanter Befund an den Aggregaten ist die kooperative Aktivitat von Nanog-
TAT und LIF. So ist in Anwesenheit beider Faktoren die Expression der Pluripotenzmarker
am stérksten. Mit einer Dauerkultur unter diesen Bedingungen wird man klaren kénnen, ob es
maoglich ist, ES-Zellen dauerhaft undifferenziert in Suspensionskultur zu halten. Die Tatsache,
dass bei LIF-stimulierten Aggregaten die Nanog-Expression nur in der duf3eren Zellschicht
runterreguliert wird, im Inneren der Aggregate aber Aufrecht erhalten bleibt (Hamazaki et al.,
2004), ist eine gunstige Vorraussetzung fur diesen Versuchsansatz. Die duRere Schicht sollte
fiir das transduzierbare Nanog-Protein gut zu erreichen sein, sodass hier der Mangel an Nanog
ausgeglichen werden konnte.

4.8 Nanog-Transduktion in humane ES-Zellen

Uber die Funktion von Nanog in humanen ES-Zellen ist wenig bekannt. Wird Nanog-
Aktivitdt durch ein RNAIi-Experiment verringert (knock-down), differenzieren humane
Stammzellen sowohl in eine endodermale als auch in eine trophektodermale Richtung
(Hyslop et al., 2005). Die in dieser Arbeit an humanen ES-Zellen durchgefihrten gain-of-
function-Experimente mit Nanog-TAT legen eine pluripotenz-erhaltende Aktivitdt von
murinem Nanog in humanen ES-Zellen nahe, denn mit dem rekombinanten Protein konnte fiir
eine transiente Phase der pluripotente Charakter humaner ES-Zellen bewahrt werden. Die
Aktivitat des Proteins scheint reduziert zu sein, da die humanen ES-Zellen in dem Medium
kaum proliferieren und nur sehr kleine Kolonien ausbilden. Des Weiteren sind bislang auch
keine Dauerkulturen von humanen ES-Zellen in Nanog-TAT-haltigem Medium gelungen. Bei
der genetischen Uberexpression von humanem Nanog konnten dagegen humane ES-Zellen
MEF-frei in unkonditioniertem Medium Uber viele Passagen kultiviert werden unter Erhalt
der Pluripotenz (Darr et al., 2006). Allerdings konnte auch Nanog-TAT Uber einen begrenzten
Zeitraum von 7 Tagen bei einem Teil der Zellen pluripotente Eigenschaften erhalten, wie die
positiven Marker-Farbungen und die gebildeten Teratome zeigen. Ob humane ES-Zellen
tatséchlich das gleiche Entwicklungspotential wie murine ES-Zellen haben, muss im Lichte
kirzlich etablierter muriner Epiblasten-Stammzellen kritisch diskutiert werden, da diese
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Zellen eine morphologische und funktionelle Ahnlichkeit zu humanen ES-Zellen aufweisen,
ihr Entwicklungspotential nach Injektion in Blastozysten jedoch stark reduziert ist (Brons et
al., 2007; Tesar et al., 2007). Die Frage nach der Pluripotenz humaner ES-Zellen wird man
allerdings nicht abschlielend beantworten kdnnen, da eine Blastozysten-Injektion humaner
ES-Zellen als finaler Pluripotenznachweis aus ethischen und gesetzlichen Grinden
ausgeschlossen ist.

Die geringe Homologie zwischen humanem und murinem Nanog-Protein von nur 58 % (im
Bereich der Homeodomaéne: 87 %) ist eine mogliche Erklarung fir die schwache Aktivitat
von Nanog-TAT in humanen ES-Zellen. Chambers et al. (2003) konnten zeigen, dass
humanes Nanog in murinen ES-Zellen zwar funktionell ist, jedoch mit ca. 30fach schwacherer
Aktivitat. Die Uberexpression von humanem Nanog in murinen ES-Zellen konnte nur ca. 2,5
% LIF-unabh&ngige Kolonien induzieren, mit murinem Nanog dagegen ca. 80 %. Daten tber
Langzeitkulturen mit humanem Nanog in murinen Zellen sind bislang nicht publiziert
geworden. Die Verwendung von einem transduzierbaren humanen Nanog koénnte helfen, den

Aktivitatsunterschied der beiden orthologen Proteine Kklaren.

4.9 Ausblick

Eine Verbesserung der Pluripotenz von ES-Zell-Kulturen, insbesondere problematischer
Inzuchtlinien wie C57BL/6, wére eine mogliche Anwendung des in dieser Arbeit etablierten
Nanog-Protein-Transduktionssystems. Daruber hinaus konnte getestet werden, ob die
Etablierung einer Suspensionskultur mit ES-Zellen machbar ware.

Bei vielen Sdugetierspezies ist es zurzeit nicht méglich, ES-Zellen in Kultur zu nehmen. Mit
einem transduzierbaren Nanog-Protein kann vielleicht die Etablierung solcher ES-Zellen
gefordert werden. Erste Schritte hierzu wurden zusammen mit Prof. Pierre Savatier
(Universitat Lyon) unternommen, und vorlaufige Experimente deuten auf eine Funktionalitat
von Nanog-TAT an Zellen der inneren Zellmasse von Kaninchen-Blastozysten hin.

Dartiber hinaus lieBen sich moglicherweise auch funktionelle Interaktionen in Pluripotenz-
Netzwerken analysieren, indem man bestimmte Kandidatengene ausgeschaltet und versucht,
mit Nanog-TAT den Verlust zu kompensieren. Ein analoges Beispiel ware die Kompensation
von Sox2-Verlust durch Oct4-Expression (Masui et al., 2007).

Ein transduzierbarer Pluripotenzfaktor bietet den Vorteil, dass man auch an somatischen
Zellen sehr einfach seine Funktionalitat untersuchen kann. Es ist nicht n6tig transgene Linien
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zu etablieren, was bei priméren Zellen aufgrund von Seneszenz-Erscheinungen besonders
problematisch ist. In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass Nanog-TAT
in NIH3T3 und priméren Fibroblasten einen proliferationsfordernden bzw. transformierenden
Effekt hat (Peitz et al., unter Begutachtung).

Kirzlich wurde gezeigt, dass Nanog bei der Fusion von ES-Zellen mit somatischen Zellen
den Transfer von Pluripotenz auf den somatischen Fusionspartner fordert (Silva et al., 2006).
Auch bei solchen Reprogrammierungs-Experimenten ware der Einsatz eines transduzierbaren
Nanog-Proteins denkbar. In diesem Zusammenhang ertffnet ein aktueller Ansatz zur
Induktion von Pluripotenz in priméren Zellen mit den vier Faktoren Oct4, Sox2, c-myc und
KIf4 (Takahashi & Yamanaka, 2006; Okita et al., 2007; Wernig et al., 2007; Maherali et al.,
2007) weitere Anwendungsmaoglichkeiten. Es wadre interessant herauszufinden, ob Nanog-
TAT die Effizienz der Pluripotenz-Induktion steigern kann. Mit den transduzierbaren
Rekombinasen HTNCre bzw. HTNFIpe lieBen sich zudem maoglicherweise die zur
Reprogrammierung verwendeten viralen Vektoren bzw. die Kassetten zur Pluripotenz-
selektion entfernen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnten dazu ermutigen, die Protein-Transduktion analog auf
die vier oben genannten Faktoren anzuwenden. Ein, wenn auch ambitioniertes, Ziel ware die
Etablierung eines Pluripotenz-induzierenden Mediums mit transduzierbaren Repro-

grammierungsfaktoren.
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5 Zusammenfassung

Das Homeobox-Protein Nanog ist eine Schliissel-Determinante zur Selbsterneuerung und
Pluripotenzerhaltung von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen). Im Verlauf dieser
Dissertation wurde eine zellmembranpermeable Variante des Nanog-Proteins etabliert, um ein
Werkzeug zu schaffen, mit dem sich die Funktion des Proteins in pluripotenten und
differenzierten Zellen charakterisieren lasst. Bei der hierfir angewendeten Methode der
Protein-Transduktion wird keine genetische Information in Zellen transferiert, sondern
rekombinant hergestelltes Protein. Dieses ist genetisch mit der Protein-Transduktionsdoméne
TAT fusioniert, welche die Membranpermeabilitat vermittelt.

Grundlegende Erkenntnisse zur Protein-Transduktion in murine ES-Zellen wurden anhand der
transduzierbaren Cre Rekombinase HTNCre (His-TAT-NLS-Cre Fusionsprotein) gewonnen.
Dazu wurde zundchst das Préparationsprotokoll von HTNCre optimiert und eine
Aufbewahrungslésung etabliert, in welcher das Protein mit einer Konzentration von 200 —
450 uM stabil gelagert werden kann. Mit dieser Losung lasst sich das Ansetzen des
Transduktionsmediums stark vereinfachen, da die Ublichen Arbeitskonzentrationen zwischen
0,5 und 10 uM liegen, und das Protein ohne weitere Dialyseschritte in das Zielmedium
verdiinnt werden kann.

Anhand von Reporterzelllinien lieBen sich die mit HTNCre induzierten
Rekombinationsereignisse zuverldssig quantifizieren. So wurde gezeigt, dass die
Transduktion von HTNCre durch fotales Kélberserum (FKS) stark inhibiert wird. Aus diesem
Grund wurde ein serumreduziertes ES-Zellmedium entwickelt, mit dem die Transduktions-
Inhibition unter Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung von ES-Zellen deutlich verringert
werden konnte. Die Transduktions-Effizienz konnte ebenfalls durch den Einsatz des
fusogenen Peptids dTAT-HA2 gesteigert werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
Technik der Protein-Transduktion eine exakte Kontrolle iber den Zeitpunkt und das Ausmaf}
der Cre-Aktivtat erlaubt, und sich auf diese Weise die in der Literatur vielfach beschriebenen
Cre-induzierten Toxizitdten umgehen lassen. Nach der HTNCre-Behandlung von murinen
ES-Zellen war weder das Proliferationsverhalten verdndert, noch konnten chromosomale
Veranderungen festgestellt werden. Die Keimbahngéngigkeit der ES-Zellen blieb trotz der
HTNCre-Behandlung erhalten.

Analog zum Beispiel von Cre wurde eine membranpermeable Version der Flpe Rekombinase
geschaffen, mit der gezeigt werden konnte, dass die Anwendbarkeit der Protein-Transduktion
bei ES-Zellen nicht allein auf Cre beschrankt ist.
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Zur Herstellung einer zellmembrangéngigen Version des Transkriptionsfaktors Nanog wurde
unter mehreren Kklonierten Nanog-Varianten das rekombinante Fusionsprotein mit einer
optimalen Kombination aus Reinheit und Loslichkeit identifiziert (,,Nanog-TAT*). Nanog-
TAT induzierte bei murinen Wildtyp-ES-Zellen (C57BL/6) eine kompakte, weniger
differenziertere Morphologie als unbehandelte Kontrollzellen und verstérkte die fur ES-Zellen
charakteristische Alkalische Phosphatase (AP) Aktivitat, was ebenfalls auf eine Inhibition von
Differenzierungsvorgangen hinweist. Nanog-TAT erhielt unter Entzug des fur ES-Zellen
sonst essentiellen Zytokins LIF (leukemia inhibitory factor) die Selbsterneuerung von ES-
Zellen. Eine ES-Zelllinie, mit Reportertransgen unter Kontrolle von Promotorelementen des
Pluripotenzmarkers Oct4, reagierte vergleichbar auf Nanog-TAT und wurde fir bis zu 12
Passagen ohne LIF kultiviert. Der ES-Zellstatus dieser Zellen wurde mittels
durchflusszytometrischer Analysen und Farbungen auf spezifische Pluripotenz-Marker
analysiert. Die LIF-entzogenen Oct4-Reporter-ES-Zellen zeigten unter Nanog-TAT-
Behandlung weiterhin GFP-Fluoreszenz und lielen sich positiv auf Oct4, SSEA-1 und AP
farben. Ferner erhielt Nanog-TAT bei diesen Zellen das Potential in Embryoidkorperchen,
Teratomen und chiméren Tieren zu Geweben der drei Keimblatter differenzieren zu kdnnen.
Des Weiteren konnte eine synergistische Wirkung von LIF und Nanog-TAT festgestellt
werden. Diese manifestierte sich in einer erhdhten Proliferation, Klonierungseffizienz und
Viabilitat sowie einer homogeneren Fluoreszenz der Oct4-Reporter ES-Zellen. Der Effekt von
Nanog-TAT ist unabhéngig vom JAK/Stat3 Signalweg, wie durch die Selbsterneuerung
Nanog-TAT-behandelter ES-Zellen in Anwesenheit eines JAK-Inhibitors gezeigt wurde. Eine
direkte oder indirekte Phosphorylierung von Stat3 durch Nanog-TAT findet nicht statt. Es
wurde weiter gezeigt, dass Nanog-TAT auch bei humanen ES-Zellen inhibierend auf die
Differenzierung wirkt.

Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit ein System zum direkten Transfer biologisch aktiven
Nanog-Proteins zur Anwendungsreife gebracht und eingehend funktionell charakterisiert. Mit
dieser Technik lasst sich nun, unter Umgehung eines Gentransfers, die Rolle von Nanog in
ES-Zellen weitergehend analysieren, sowie seine potentiell forderliche Aktivitat bei der

Pluripotenz-Induktion in somatischen Zellen untersuchen.
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