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Zusammenfassung

lll. Zusammenfassung

Mastzellen (MZ) gehdéren neben basophilen Granulozyten zu wichtigen Effektorzellen
bei IgE-vermittelten allergischen Reaktionen (z.B. allergisches Asthma) und sind als
Zellen des angeborenen und des erworbenen Immunsystems auch bei der Abwehr von
Pathogenen und in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen (z.B. Urtikaria)
involviert. MZ sind weiterhin in der Pathogenese von Mastozytose bedeutsam. MZ
stammen, wie alle hamatopoetischen Zellen, aus dem Knochenmark, zirkulieren als
Mastzellprogenitoren (MZP) im peripheren Blut und reifen im Gewebe (Haut,
Schleimhaute und Lungengewebe) vollstandig aus. Die nahere Charakterisierung dieser
Vorlauferzellen im peripheren Blut ist bislang nur unzureichend moglich. Die
Entwicklung der MZ aus hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) wird unter Anderem
durch das Zusammenspiel von Transkriptionsfaktoren (TF) mafgeblich bestimmt. Im
Mausmodell konnten in den letzten Jahren, auf der Suche nach den Entwicklungsstufen
der MZ, einige bedeutsame TF identifiziert werden. Fir das humane System sind bisher
nur wenige relevante TF identifiziet und bestatigt. Die bisher unzureichende
Charakterisierung der MZ-Vorlauferzellen erschwert experimentelle Studien daruber,
welche TF in den einzelnen Entwicklungsstufen der MZ bedeutsam und aktiv sind. Die
genetische Modifikation von humanen HSZ durch beispielsweise lentivirale Vektoren ist
eine Methode, die nahere Aussagen Uber die Differenzierung der MZ aus HSZ
ermdglicht. Die vorliegende Austestung relevanter TF mit zwei Gruppen lentiviraler
Viren konnte die TF GATA-3 und HMOX1 identifizieren, um aus humanen HSZ MZ zu
generieren. Diese Ergebnisse bestatigen den bereits bekannten Einfluss des GATA-3
auf die MZ Entwicklung. Das HMOX1 Protein konnte bereits in neoplastischen MZ von
Mastozytose Patienten nachgewiesen werden und kann durch die vorliegenden
Ergebnisse auch genutzt werden, MZ-Vorlauferzellen in der Pathogenese der

Mastozytose naher zu charakterisieren.



Zusammenfassung

lll. Abstract

Together with basophil granulocytes mast cells (MCs) are important effector cells in IgE-
mediated allergic reactions (e.g. allergic asthma). MCs belong to the innate and the
adapted immune system and contribute to the pathogenesis of urticaria and
mastocytosis. Most of the hematopoietic cells are released into the peripheral blood in a
mature developmental state. In contrast, MCs derive from stem cells within the bone
marrow, mast cell progenitors circulate in the blood stream and complete their
maturation within peripheral tissues such as the mucosa, skin and airways. The
differentiation of MCs out of hematopoietic stem cells is highly regulated by transcription
factors (TFs) and other substances like cytokines and growth factors. Over the last
decades some important TFs have been identified to play a role in the development of
MCs. Most of the knowledge is gained from mouse models and studies with murine
stem cells or murine MCs. To date, the search for MC progenitor cells in the human
system is less clarified. Successful studies about activity and significance of TFs during
MC development are hindered by the rudimental knowledge about MC progenitor cells
in the human system. The genetic modification of human hematopoietic stem cells is
one possibility to obtain new insights in the developmental process. The present study
identified GATA-3 and HMOX1 to drive MC differentiation in human CD34" stem cells.
The results were confirmed by two lentiviral vectors and proved the previous known
importance of GATA-3 in MC maturation. The HMOX1 protein was already found in
neoplastic cells from mastocytosis patients. Together with current results, HMOX1 can

be used to further characterize MC progenitor cells in the pathogenesis of mastocytosis.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Hamatopoetische Stammzellen (HSZ)

Im postembryonalen Knochenmark, im zentralen Blut und im Nabelschnurblut sind
hamatopoetische Stammzellen (HSZ) als Ursprung des humanen Blutsystems zu
finden. Im adulten Knochenmark finden sich neben den HSZ auch mesenchymale
Stammzellen und endotheliale Stamm - oder Vorlauferzellen. Wahrend sich aus den
HSZ alle Blutzellen bilden, differenzieren die mesenchymalen Stammzellen u.a. zu
Knorpel-, Fett-, Knochen- und Bindegewebe. Die endothelialen Progenitoren bilden die
Zellen der Blutgefalie [1]. Die Existenz von HSZ, als Ursprung der Hamatopoese, wurde
erstmalig 1961 von E. McCollough und J. Till [2] bestatigt. Sie bestrahlten Mause mit
Rontgenstrahlen und transplantierten anschlie3end Zellen aus dem Knochenmark. Aus
Zellkolonien in der Milz der Mause entwickelten sich daraufhin die verschiedenen
Blutzellen. 1988 schlielllich konnte . Weissmann [3] HSZ aus Mausen isolieren und den
endgultigen Beweis liefern, dass aus diesen Zellen myeloide- und lymphoide Zellen
entstehen konnen. Fur die ldentifizierung der HSZ wurde ein in-vivo-Nachweis, wie
nachfolgend beschrieben, durchgefuhrt. Werden Mause mit einer Rontgenstrahlung von
10 Gray behandelt, verlieren die HSZ die Fahigkeit Zellen des Blutes zu bilden. Eine
Repopulation des Knochenmarks ist durch die intravendse Gabe von HSZ maoglich. Die
Maus Uberlebt durch die transplantieren HSZ den Verlust der Blutzellen. Man kann
hieraus eine einzigartige Eigenschaft dieser Zellen ableiten, die Fahigkeit der HSZ zur
Repopulation und Selbsterneuerung. Auch konnte mit dieser Methode die Fahigkeit zur
Koloniebildung in der Milz untersucht werden und eine weitere Eigenschaft der HSZ
abgeleitet werden: die Multipotenz der Zellen. Aufgrund ihrer funktionellen
Eigenschaften wurden HSZ 1994 von Spangrude et al. [4] in drei Populationen
eingeteilt: die long term - hematopetic stem cells (LT-HSZ), die short term - hematopetic
stem cells (ST-HSZ) und die multipotential progenitors (MPP). Die bisher bekannten
molekularen Marker fur LT-HSZ, ST-HSZ und MPP sind in Tab. 1.1. aufgefuhrt.
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Tab. 1.1. Unterscheidung der HSZ aufgrund ihrer molekularen Marker. Diese Marker lassen
eine Unterteilung in drei Untergruppen zu, die long term-hematopetic stem cells (LT-HSZ),
die short term-hematopetic stem cells (ST-HSZ) und die multipotential progenitors (MPP).
(nach S. und M. Kihl: Stammzellbiologie, S. 107 [1])

Subpopulation LT-HSZ ST-HSZ MPP

Lin", Sca1”, Kit", Lin, Sca1”, Kit", FIt3", | Lin", Sca1”, Kit",
Oberflaichenmarker | FIt3,, CD34 Y N- CD34" FIt3*, CD34"
Cad’, Tie2"

Alle drei Populationen sind undifferenziert und tragen auf ihrer Oberflache keine der
typischen cluster of differentiation Marker (CD Marker), wie sie auf differenzierten
hamatopetischen Zellen wie z.B. Leukozyten zu finden sind, und werden daher als Lin
bezeichnet. Weiterhin exprimieren alle drei HSZ Untergruppen stem cell antigen 1
(Sca1) und den c-KIT Tyrosinkinaserezeptor (c-KIT bzw. CD117). Die Fms-like tyrosine
kinase 3 (FIt3) ist an der normalen Proliferation von hamatopoetischen Progenitorzellen
malfdgeblich beteiligt und wird von MPP exprimiert. Das Transmembranprotein CD34
wird als Marker fur HSZ genutzt und ist auch auf primitiven, aus dem KM entstandenen
Progenitorzellen nachzuweisen [5]. LT-HSZ weisen das grofite Potenzial zur Langzeit-
Repopulation auf und sind zusatzlich positiv fur das Zelladhasionsmolekil N-Cadherin
und den Tyrosinkinaserezeptor Tie2 [1]. Das Potenzial zur Selbsterneuerung ist bei den
ST-HSZ nur begrenzt, MPPs haben die Kapazitat zur Selbsterneuerung verloren [6]. Mit
den beiden einzigartigen Eigenschaften der Selbsterneuerung und Multipotenz, kénnen
aus den HSZ die verschiedenen Zelltypen des humanen Blutsystems entstehen [7]. Es
wird unterschieden in Myelo-, Erythro- und Lymphopoese. Wahrend die Ontogenese
vieler hamatopoetischer Zellen bereits beschrieben ist, ist die Entwicklung der humanen

Mastzellen aus HSZ bisher nur unvollstéandig bekannt (Abb. 1.1.).
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Abb. 1.1. Darstellung der normalen Hamatopoese im menschlichen Knochenmark und
lymphatischen Organen. Aus Langzeit-HSZ (LT-HSZ) entstehen Uber Kurzzeit-HSZ (ST-
HSZ) multipotente Progenitorzellen (MPP), die sich zu lymphatischen Progenitorzellen (CLP)
oder myeloischen Progenitorzellen (CMP) weiterentwickeln kénnen. CMP werden zu
Progenitorzellen flr Granulozyten-Makrophagen (GMP) oder Megakaryozyten-Erythrozyten
(MEP). Aus CLPs werden CD4 und CD8 positive T-Zellvorlaufer und Pro-B-Zellen, die weiter
zu B-Zellen ausreifen [8].

FUr das murine System existieren verschiedene Modelle, welche den Ursprung und die
einzelnen Entwicklungsstufen der MZ Differenzierung aus HSZ beschreiben (Abb. 1.2.).
Es existieren zwei grundlegende Theorien Uber die Vorlauferzellen der murinen MZ.
Mastzellprogenitoren (MZP) entwickeln sich direkt aus multipotenten oder myeloischen
Progenitorzellen (MPP oder CMP) oder aus bipotenten Vorlauferzellen (BMCP oder
Pra-BMP). Die Hypothese einer gemeinsamen Entwicklungsstufe koénnte die
Ahnlichkeiten der MZ und basophilen Granulozyten erklaren. Beide Zelltypen
exprimieren den hoch-affinen IgE Rezeptor FceRl und sind unter anderem als
Immunmodulatoren bei IgE-vermittelten, allergischen Reaktionen bekannt. Auch die
MZP im Blut von z.B. BALB/c Mausen sind bereits durch Oberflachenmarker
charakterisiert und werden als Lin", c-KIT"®" ST2*, Integrin R7"°", CD16/32"°" und
FceRI" beschrieben [9].
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Abb. 1.2. Dargestellt sind die unterschiedlichen Hypothesen der Entwicklung muriner MZ aus
HSZ im Knochenmark. Mastzellprogenitoren (MZP) entstehen aus multipotenten
Progenitorzellen (MPP) oder gemeinsamen myeloischen Progenitorzellen (CMP) des
Knochenmarks.  Auch ist eine Differenzierung  aus Progenitorzellen  der
Granulozyten/Monozyten (GMP) mdoglich. Nachfolgend entstehen aus diesen GMPs
entweder gemeinsame Progenitorzellen fir MZ und basophile Granulozyten (BMCP) in der
Leber oder eine weitere Vorstufe: die prabasophile Granulozyten/MZ Progenitorzellen (Pra-
BMP). Gemeinsam ist den Modelvorstellungen, das die endglltige Ausreifung der Zellen erst
im Blut (Basophile) bzw. in den Zielorganen (Mastzellen) vonstatten geht [8].

Die Entwicklung der MZ aus humanen HSZ, welche CD34 als hamatopoetisches

Vorlauferzellantigen exprimieren, wurde in der vorliegenden Arbeit naher untersucht.

1.2. Die Mastzelle (MZ)

Gemeinsam mit basophilen Granulozyten bilden die MZ die wichtigsten Effektorzellen
bei allergischen Reaktionen vom Typ 1. So sind MZ in die Pathogenese von allergischer
Rhinitis, atopischer Dermatitis und Asthma involviert. Des Weiteren sind MZ maf3geblich
fur Mastozytose und akute/chronische Urtikaria verantwortlich. Bei der Mastozytose
kommt es zu einer gesteigerten Anzahl an MZ in einem oder mehreren Organen [10].
Symptome wie Pruritus, Ulzera, Diarrh6e oder kognitive Symptome sind vor allem auf
die Effekte der freigesetzten MZ Mediatoren (z.B. Histamin) zurickzufuhren. Man

unterscheidet systemische und kutane Mastozytoseformen [10].
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MZ kdnnen neben diesen schadlichen, immunologischen Reaktionen auch protektive
Effekte fur den Organismus vermitteln. In einem Mausmodell der septischen Peritonitis
z.B. konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von MZ die Sterblichkeit der Mause, im
Vergleich zum Wildtyp, erhdhte [11, 12]. Viele weitere Beispiele zeigen, dass eine
Erhéhung der MZ Anzahl Vorteile bedeuten konnen, um Infektionen zu kontrollieren und
die Folgen zu bestimmen. Andererseits jedoch kdénnen MZ im Zuge eines

anaphylaktischen Schocks rasch zum Tod fuhren [8].

Eine Vielzahl an Rezeptoren auf der Zelloberflache der MZ beeinflussen und steuern
die Proliferation, Migration und Aktivierung der Zellen. Die wichtigsten Rezeptoren fur
die Regulation der Zellfunktionen sind der c-KIT Rezeptor und der hochaffine IgE
Rezeptor FceRlI [13]. Infolge der Sensibilisierung gegen Allergene wird spezifisches IgE
gebildet und FceRIl Rezeptoren auf MZ gebunden. Der erneute Antigenkontakt fuhrt zur
Aggregation der FceRI Rezeptoren durch Quervernetzung von antigenspezifischem IgE
und schlussendlich zur MZ Degranulation und zur Freisetzung praformierter
Mediatoren. MZ produzieren nach dieser durch IgE induzierten Aktivierung au3erdem

ein groRes Spektrum von Lipiden, Mediatoren und Zytokinen.

Generell unterscheidet man 4 Gruppen an sezernierten Produkten [14] der MZ, die je

nach Ausldser, pro-oder antiinflammatorisch sein kdnnen:

a) Vorgeformte, granulare Mediatoren: z.B. Histamin, Tryptase, Chymase,
Serotonin, Heparin, Hydrolasen, Cathepsin, Carboxypeptidasen, Peroxidase

b) Lipidmediatoren: z.B. LTB4, PGE>, PGD,, LTC4, PAF

c) Zytokine: z.B. IFN-a, IFN-3, IFN-y, TNF?, TGF-B, MIP-1a, VEGF, LIF, GM-CSF,
CP-1, IL1aq, IL-113, IL-3. IL-4, IL-5, IL-6, IL-6, IL-10, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13,
IL-15, IL-16, IL-18, [I-25

d) Antimikrobielle Peptide: z.B. Cathelicidine wie LL-37

Neben der Freisetzung von Histamin als wichtiger Aktivierungsmarker der MZ kann das
Enzym B-Hexosaminidase nach erfolgter Degranulation bestimmt werden. Das Enzym
B-Hexosaminidase spielt eine wesentliche Rolle in der Aufrechterhaltung der

Zellhomdostase und ist in Lysosomen nachweisbar. In MZ wurde B-Hexosaminidase in
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anderen Granula als in Lysosomen nachgewiesen und wird nach IgE vermittelter
Quervernetzung der FceRI Rezeptoren freigesetzt. Diese MZ Degranulation erfolgt
beispielsweise auch nach Kontakt mit Bakterien [15], bakteriellen Bestandteilen [16]
oder bakteriellen Toxinen [17, 18]. Die B-Hexosaminidase wird als nicht selektiver
Marker fur MZ Degranulation genutzt, die physiologische oder pathophysiologische
Rolle des Enzyms in MZ ist bisher weitestgehend unklar. Fukuishi et al. [19] haben
2014 B-Hexosaminidase in MZ naher untersucht und konnten eine Funktion bei der
Bekampfung spezifischer Bakterien (S. epidermidis) bestatigen, jedoch keine Relevanz

bei allergischen Reaktionen erkennen.

MZ entwickeln sich aus HSZ und reifen im Zielgewebe vollstandig aus [20-22]. Das
Uberleben der MZ im Gewebe und die vollstandige Differenzierung hangen stark von
der Expression von CD117 und dem Vorhandensein seines Liganden stem cell factor
(SCF) ab. Mause mit einer loss-of-function Mutation im Gen fir CD117 oder SCF
zeigen ein vollstandiges Fehlen von MZ [23]. Reife MZ sind meist in der Nahe von
BlutgefalRen, Nerven und Epithelien v.a. der Haut, der Atemwege und des
Gastrointestinaltrakts zu finden. MZ sind langlebig und kénnen durch erneuten Eintritt in

den Zellzyklus lokal proliferieren [24, 25].

Auch wenn die Ontogenese der MZ bisher nicht ausreichend beschrieben ist, ist heute
klar, dass TF malgeblich an deren Differenzierung aus HSZ beteiligt sind, da diese die

Genexpression direkt regulieren [26, 27].

1.3. Transkriptionsfaktoren (TF)

Die Differenzierung von MZ aus HSZ wird durch Anderungen im Genexpressionsmuster
reguliert. Regulatoren hierfur sind beispielsweise mikro-RNSs, Zytokine und TF [28]. TF
wirken aktivierend oder inhibierend auf die Transkription (lat.: transcriptio=Umschrift)
von Genen. Sie enthalten DNS Bindedomanen (z.B. helix-turn-helix-Domane, Zink-
Finger-Domane oder HMG-Box-Domane) uber die das Anheften an DNS Abschnitte
nahe eines zu regulierenden Gens moglich ist. Aktivierende TF besitzen zusatzlich zur
Domane fur die DNS Bindung spezifische Regionen, welche die Transkription durch
Interaktion mit Komponenten des basalen Prainitiationskomplexes stimulieren kénnen.

Dieser Komplex besteht aus der RNS Polymerase I, einem Promotor und einigen TF,
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welche die Positionierung und korrekte Bindung der RNS Polymerase koordinieren [29].
Inhibierende Faktoren hingegen kdnnen durch Interferenz mit der Aktivitat eines positiv
wirkenden Faktors dessen Effekt stéren. Diese Inhibition ist z.B. durch das Verhindern
der Bindung des aktivierenden Faktors mdglich oder durch direkte Interaktion mit dem

Faktor und die Blockierung der aktivierenden Domane.

Die Aktivitat der TF kann generell durch mehrere, nachfolgend aufgefihrte

Mechanismen beeinflusst werden:

- Regulation der Synthese
- Aktivierung (Ligandenbindung, Phosphorylierung, Interaktion mit anderen
Faktoren)

- Verfugbarkeit von Cofaktoren

Eine Regulation des Syntheseorts erfolgt beispielweise durch das Vorhandensein eines
TF in nur einem bestimmten Gewebe oder in nur einem Zelltyp (z.B. Myogener Faktor
3, welcher nur in Skelettmuskeln synthetisiert wird) [30]. Manche TF sind weiterhin nur
aktiv, wenn zuvor ein externer Stimulus wirkt. So wird z.B. nuclear factor for IL-6
expression (NFIL-63) als Reaktion auf eine Exposition mit IL-6 synthetisiert [31]. TF
konnen ebenfalls durch die Aktivierung von bereits vorhandenen TF reguliert werden.
Die NFIL-63-Synthese, induziert durch IL-6, wird erganzt durch die Aktivierung von NF
IL-6 und STAT-3, die bereits in unstimulierten Zellen inaktiv vorhanden sind [32]. Auch
durch Phosphorylierung kann ein TF reguliert werden. So wird in dem oben genannten
Beispiel STAT-3 durch eine Janus Kinase (JAK) phosphoryliert, kann somit

dimerisieren, in den Kern migrieren und die Genexpression aktivieren [33].

Anderungen der TF kénnen massive Auswirkungen haben und sich z.B. wie folgt

aullern:

- Zu Entwicklungsstorungen fuhren (z.B. Inaktivierung des Gens fiur CREB-
Binding-Protein (CBP) beim Rubinstein-Taybi Syndrom)
- Erkrankungen des Hormonhaushaltes férdern (z.B. mutierte Thyroid-Hormon

Rezeptoren verursachen mentale Retardation)
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- Krebsentstehung fordern (z.B. Mutation im Gen fur p53 beim Li-Fraumeni-

Syndrom)

Die durch TF beeinflusste Entwicklung humaner MZ aus HSZ steht im Fokus dieser
Arbeit, wobei bereits veroffentlichte Studien die Auswahl der zu testenden TF
bestimmten. Hierbei wurden TF ausgesucht, die nachweislich die Entwicklung der MZ
beeinflussen (z.B. TF der GATA-Familie; Spl1 Protoonkogen). Weiterhin wurden TF
gewahlt, die erst bei reifen MZ eine Rolle spielen (z.B. Myc associated zink finger
protein (MAZR)) oder einen Einfluss auf die Funktionalitdt der Zellen (z.B. STAT

Faktoren) haben.

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit ist, ob durch den Einfluss eines TF MZ aus
CD34" Sz differenzierbar sind. Von den nachfolgend ausfiihrlich beschriebenen TF war

bekannt, dass sie fur MZ Differenzierung oder Effektorfunktionen relevant sind.

1.4. Relevante TF fur MZ im murinen und humanen System

Bisher sind fur das humane System nur wenige TF bestatigt, die flr die MZ Entwicklung
und deren Funktion eine Rolle spielen. Das Wissen uber relevante TF stammt daher
vorranging aus Studien mit genmanipulierten Mausen bzw. Untersuchungen an
primaren, murinen MZ. Nachfolgend werden die TF naher erlautert, welche zur

Beantwortung der Fragestellung dieser Arbeit getestet wurden.

Der TF GATA-1 wurde fur die Entwicklung von murinen und humanen MZ als relevant
beschrieben. Im murinen System wird GATA-1 als Regulator mit der MZ Entwicklung in
Zusammenhang gebracht, da eine Unterexpression mit morphologisch abnormen,
unreifen MZ assoziiert ist [34]. Das GATA-1 Transkript lasst sich auch in humanen Haut
MZ nachweisen. Eine hohe Expression wird hier jedoch von Babina et al. [35] mit einem

niedrigen Entwicklungsgrad der Zellen in Zusammenhang gebracht.

Der TF GATA-2 wurde von Walsh et al. [36] in Kombination mit PU.1 als essenziell fur
die murine MZ Entwicklung beschrieben, als wichtiger Faktor fir das Uberleben und die

Proliferation von MZ Vorlauferzellen. Im Einklang mit diesen Ergebnissen wird GATA-2
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auch als eines der haufigsten Transkripte in humanen Haut MZ beschrieben [35].
Babina et al. [35] haben weitere TF gefunden, die in humanen MZ hoch exprimiert sind.
Dazu gehoren stem cell leukemia (SCL), ETS domain transcription factor 1 (ELF-1) und
das Fos Proto-Onkogen C-FOS. Auch die Expression des FceRI Rezeptors wird durch
die TF PU.1, GATA-1 und GATA-2 beeinflusst. Inage et al. zeigten, dass siRNS gegen
diese drei Faktoren das a-Transkript des FceRI Rezeptors in LAD2 und primaren
humanen MZ inhibiert und auch die IgE abhangige Degranulation verhindern konnte.
GATA-2 spezifische siRNS blockierte des Weiteren auch die Transkription der 3 Unter-
einheit [37]. Eine Verbindung von GATA-2 und STATS5 wurde 2015 von Li et al. [38]
beschrieben, dieser Signalweg spielt eine kritische Rolle in der MZ Entwicklung und
Aufrechterhaltung. Nachfolgende Untersuchungen von Li et al. [39] zeigten, dass
GATA-2 die Expression des Histamingens reguliert und weitere TF wie MITF und
BHLHE-40 beeinflusst. BHLHE-40 ist dabei nicht, wie MITF, an der IgE-abhangigen MZ
vermittelten Anaphylaxis beteiligt [39].

Der TF GATA-3 wurde zusammen mit GATA-1 und GATA-2 in MZ detektiert und
reguliert die Promotoraktivitat des Gens fur die MZ Carboxypeptidase A [40]. Weiterhin
fordert die Koexpression von HES-1 und GATA-3 die Differenzierung zu MZ in murinen
GMPs oder CMPs, wobei die Faktoren einzeln untersucht diesen Effekt nicht haben
[41].

Auch STAT-Proteine, die uUber den Jak-STAT-Signalweg an Zellproliferation und
Homeostase beteiligt sind, wurden als relevant flr die MZ Funktionen beschrieben [42].
Eine Studie mit Phospholipase C defizienten Mausen als Model flr atopische Dermatitis
(AD) zeigte eine Erhdhung der MZ Zahl in der Haut der Mause. Diese Erh6hung wurde
auf eine gesteigerte STAT5b Aktivitat zurtckgefuhrt. Die PLC-B3-Expression von MZ
korreliert negativ mit der phosphorylierten Form von STATS5b. Die vermehrte Anzahl an
MZ in Lasionen von AD Patienten ist wohl die hohen Level an phosphoryliertem
STATSb zuruckzufuhren. Die Regulation von STAT5b in MZ erscheint daher wichtig fur
die Pathogenese von AD [43]. Auch konnte 2006 von Barnstein et al. [44] gezeigt
werden, dass STATS5b eine regulatorische Wirkung auf die IgE-vermittelte
Zytokinproduktion hat. STATSb defiziente Mause reagierten mit erniedrigter IL-6- und
IL-13-Produktion nach IgE-vermittelter systemischer Anaphylaxie. In MZ aktivieren die
Zytokine IL-3 und SCF STAT5a und STATSb in vivo und in vitro [45] als wichtige
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Regulatoren fiir Zellentwicklung und Uberleben. Ein knockout des STAT5a Gens in
Mausen fuhrte zu gesteigerter Apoptose und reduzierter Expression des B-cell
lymphoma-extra large Gens (BCL-XL) [46]. Studien mit siRNS gegen STAT5a oder
STATSb bestatigten den Einfluss von STAT5b auf die Produktion und Regulation der
IgE-induzierten Zytokine IL-13 und MIP-1a [47]. Ein weiterer Faktor aus der Familie der
STAT - Faktoren ist STAT4. Das STAT4 Protein wurde 2005 von Kataoka et al. [48] in
connective tissue type mast cells (CTMCs), nicht aber in mucosal mast cells (MMCs)
bei Mausen nachgewiesen. Der Faktor induzierte eine Verschiebung des
Zytokinmusters von T-Helferzellen zu einer Th1-Immunantwort durch Hochregulation
von Interferon-y (IFN-y) und IL-18Ra. Ein weiterer Faktor der in der vorliegenden Studie
untersucht wurde ist JAK2. Transgene Mause, welche die JAK2V617F Mutation
aufweisen, zeigen den Phanotypen der Polyzythaemia vera [49], eine seltene
myeloproliferative Erkrankung, bei der Patienten haufig auch an Pruritus (Juckreiz)
leiden. Jin et al. konnten in der Haut von Prurituspatienten eine massive Ansammlung
von MZ beobachten. In vitro kultivierte MZ der Patienten zeigten, bei normaler
Morphologie der Zellen, eine gesteigerte Proliferation und Wachstumsvorteile

gegenuber Kontroll-MZ durch eine Resistenz vor Zelltod [49].

Far die TF STATSb, JAK2 und GATA-2 sind bereits Mutationen bekannt, die fur die
vorliegende Studie genutzt wurden. Die in der vorliegenden Arbeit genutzten
Mutationen Y665F und N642H im STATS Gen wurden von Rajala et al. 2013 [50] in
mononukledren Zellen von Patienten mit T-Large Granular Lymphocyte-Leukamie
entdeckt. Diese Mutationen sind aktivierend und steigern die Transkription des STAT5b
durch Erhéhung der Phosphorylierung. Im Zuge eines Screenings bei Down-Syndrom
Patienten, welche haufig an akuten Leukamien leiden, wurde die gain-of-function
Mutation R683G im JAK2 Gen gefunden. Diese fuhrt unabhangig von
Wachstumsfaktoren zu einer grundsatzlichen Aktivierung des JAK/STAT Signalwegs
und somit zu einer Uberproduktion an Blutzellen [51]. Fir den TF GATA-2 wurden in
DNS Proben von Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie zwei neue Mutationen
in der kodierenden Region des Gens gefunden. Eine der Mutationen (L359V) fuhrt
dabei zu einer gesteigerten Aktivitat des GATA-2 [52] und wurde fur die vorliegende
Studie genutzt.

10
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Die mutierten Sequenzen der TF STATS5b und GATA-2 wurden genutzt, da bereits eine
Relevanz fur die MZ Entwicklung beschrieben wurde und um die Expression der Gene
in den CD34" SZ zu gewahrleisten. Da JAK2 die generelle Produktion von Blutzellen

fordert, wurde der TF auf seine Wirkung speziell auf die Produktion von MZ untersucht.

Weiterhin wurde der Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) als TF ge-
testet. Dieser wurde im murinen System von Calero-Nieto et al. [53] und Kitamura et al.
[54] als wichtig fur die Entwicklung von normalen MZ beschrieben. Lee et al. [55]
konnten 2010 eine Splicevariante des MITF, das MITF-A, in MZ beschreiben, die aus
humanen CD34" Zellen generiert wurden. Insgesamt existieren mindestens 9 Isoformen
des MITF, unter Anderem auch das MZ spezifische MITF-MC [56]. Murakami et al.
konnten mit ihrer Studie weiterhin bestatigen, dass in murinen MZ die MITF Isoformen
A, E, H, J und M exprimiert werden [56]. In der vorliegenden Studie wurde die MITF-MC
Isoform genutzt. Fur das murine System wurde von Morii et al. MAZR als direkter
Partner von MITF gefunden [57]. Simultane Transfektion mit MAZR und MITF aktivierte
das Gen flir mouse mast cell protease 6 (MMCP-6). MCP-6 ist eine 3-Tryptase, welche
nach Aktivierung der MZ freigesetzt wird und eine Rolle in der Pathogenes von Asthma
und andere allergischen Erkrankungen in Mausmodellen haben soll [58]. Eine weitere
Studie mit murinen, MAZR defizienten MZ aus dem Knochenmark zeigte, dass MAZR
alleine als Repression der Transkription dient und eine eher geringere Rolle bei der
Regulation der frihen und spaten Effektorfunktionen als Reaktion auf FceRI Stimulation
spielt [59]. Ein weiterer Faktor ist das antiapoptotisch wirkende Molekil BCL-XL,
welches 2014 von Wang et al. [60] als férdernd fiir das Uberleben von MZ im murinen
und auch humanen System beschrieben wurde. Hierbei wirkt es Uber die 1L-33/ST2
Achse und kann somit zu einer Vermehrung der MZ wahrend inflammatorischer
Prozesse fuhren. Die membrangebundene Form des ST2, der Rezeptor flr das
proinflammatorische Zytokin IL-33, aktiviert den MyD88/NF-kB Signalweg und steigert
so die Funktionen von Mastzellen, regulatorischen T-Zellen und den innate lymphoid
cells type 2 [61]. Auch Mekori et al. konnten 2001 bestatigen, dass die Apoptose
humaner MZ durch die Proteine B-cell lymphoma 2 (BCL-2) und BCL-XL reguliert wird.
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass SCF die BCL-2- und BCL-XL- assoziierte
Apoptose unterdriickt und somit ein wichtiger Uberlebensfaktor fiir MZ ist [62]. Da sich
allergische Reaktionen zu wiederkehrenden Zeiten zeigen untersuchten Baumann et al.

[63] das Vorhandensein einer biologischen Uhr in MZ, als wichtige Effektorzellen bei

11
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Allergien. Die Existenz und Funktionalitat der zirkadianen Uhr in MZ konnte bestatigt
werden. Als ein regulatorisches Gen dieser zirkadianen Uhr [64] wurde in der
vorliegenden Arbeit der TF NR1D1 untersucht.

Die beschriebenen TF wurden z.B. durch die Verwendung von siRNS [37],
Mausmodellen [44, 57] oder quantitativer Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion [35] als wichtige Faktoren fur die MZ Entwicklung bestatigt. Eine weitere
Moglichkeit relevante TF zu untersuchen, besteht darin, die TF-kodierenden Gene
durch lentivirale Vektoren direkt in das Genom der HSZ zu integrieren. Diese Methode
wurde in der vorliegenden Arbeit angewendet. Die Gensequenzen der oben
beschriebenen TF (GATA-1, -2 und -3, BHLHE-40, PU.1, HES-1, STAT5b und STAT4,
JAK2, MITF, MAZR, BCL-XL, NR1D1) wurden hierfur von der Firma Thermo Fischer
Scientific synthetisch hergestellt. Zusatzlich wurden nachfolgende TF hergestellt, fur die

ein direkter Einfluss auf MZ oder ihre Entwicklung bisher nicht beschrieben ist:

-  HMOX1 konnte in neoplastischen MZ von Mastozytose Patienten nachgewiesen
werden [65].

- REPRIMO ist ein Tumorsuppressorgen, welches die Reparatur und Apoptose
von geschadigter DNS reguliert [66, 67].

Des Weiterem wurde eine Kombination aus jeweils vier TF synthetisch hergestellt, die
bereits in der frihen Entwicklungsphase der MZ eine Rolle spielen. Die Konstrukte
GATA-2-PU1-HES1 und MITF-GATA-1-PU1 wurden dabei jeweils mit dem Faktor BCL-

XL kombiniert, welcher als antiapoptotischer Uberlebensfaktor bekannt ist.

Die insgesamt hergestellten 17 TF wurden fur die vorliegende Studie in zwei lentivirale
Zielvektoren ligiert und nach Generierung lentiviraler Partikel durch Infektion in das
Genom von HSZ Ubertragen. Das Ziel war die Ausdifferenzierung der HSZ zu MZ durch

den Effekt eines TF bzw. durch die Kombination von vier TF.

12
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1.5. Lentivirale Expressionssysteme fiur den Gentransfer in HSZ

Der Gentransfer in HSZ kann generell durch virale oder nicht-virale Systeme erfolgen.
Als Techniken fur den nicht-viralen Weg unterscheidet man die chemische (z.B.
Lipofectamin) und mechanische (Elektroporation) Ubertragung von Plasmiden, welche
das Zielgen enthalten [68]. Die genetische Manipulation von HSZ wird durch die
schlechte Effizienz des Gentransfers erschwert. Als Ursache hierflr wird beispielsweise
die durch Elektroporation verursachte Apoptose der HSZ beschrieben [69] oder
toxische Effekte des Lipofectamins, welche mit der Zeit zu einem sukzessiven Verlust
der transfizierten Zellen fihren [68]. Virale Methoden basieren auf dem viralen DNS-
Ruckgrat von beispielsweise Retro - oder Lentiviren, welche das zu Ubertragende

Zielgen enthalten.

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob sich CD34" SZ durch den Einfluss eines TF zu
MZ ausdifferenzieren lassen, wurden in der vorliegenden Arbeit lentivirale
Expressionssysteme verwendet. Die genetische Modifikation von HSZ durch solche
lentiviralen Vektoren steht im Fokus der Wissenschaft, um z.B. hamatologische
Erkrankungen zu behandeln oder die humane Hamatopoese naher zu untersuchen. Da
Lentiviren (bekanntester Vertreter ist das Humane Immundefizienz Virus (HIV)) als
Besonderheit auch nicht-proliferierende Zellen infizieren kdnnen, werden sie
zunehmend in der Gentherapie eingesetzt [70]. Seitdem die ersten, auf HIV-1
basierenden, lentiviralen Vektoren entwickelt wurden, die nicht-teilende Zellen in vitro
und in vivo infizieren konnten [71], erfolgte eine fortwahrende Optimierung. Letztendlich
sollten nur die fur Verpackung und Freisetzung der lentiviralen Partikel essenziellen
Gene des HIV-1 Genoms genutzt werden. In Abbildung 1.3. ist das komplette Genom
des HI-1 Virus dargestellt. HIV-1 besitzt neben den Strukturgenen gag, pol und env die
regulatorischen Gene rev und tat, welche fur die virale Replikation notwendig sind. Das
Zusammenspiel von tat und rev ermdoglicht die Expression der Strukturgene und die
Produktion neuer Viruspartikel. Dull et al. konnten 1998 [72] zeigen, dass die trans
wirkende Funktion des tat Elements entbehrlich ist, wenn ein Teil des vorgelagerten
LTR im Transfervektor durch konstitutiv aktive Promotersequenzen ersetzt wird. Somit
ist die Expression des Transferplasmid nicht langer von einer tat Aktivierung abhangig,
und es sind nur noch drei (gag, pol und rev) anstelle von neun HIV-1 Genen notwendig,

um lentivirale Partikel zu produzieren.
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Abb. 1.3. Aufbau des retroviralen Genoms (HIV-1). Das gruppenspezifische Antigen (gag),
die Polymerase (pol) und die Hulle (env) bilden die verhaltnismaRig groRten Gene und
werden von den LTRs (long terminal repeats) begrenzt. Zusatzlich sind die viralen Proteine
R (vpr) und U (vpu) und das Produkt des viv Gens fir die virale Infektiositat enthalten. Der
Transaktivator (tat), der Regulator der viralen Expression (rev) und der Negativ-Regulator
(nef) steuern des Weiteren die Transkription der Viren [73].

Drei Generationen lentiviraler Verpackungssysteme wurden (aufbauend auf dem HIV-1
Genom) bereits entwickelt, wobei die dritte Generation des Systems zu Beginn dieser
Arbeit die grolitmdgliche Sicherheit bot. Die Aufteilung (Abb. 1.4.) in ein Expressions-
system mit vier Plasmiden (zwei Verpackungsplasmide (gag/pol/ und rev), ein
Hullprotein (env) und ein Transferplasmid) minimiert weiterhin die Mdglichkeit, dass sich
teilungsfahige Viren durch Rekombination bilden. Die Gefahr des zufalligen Einbaus
des Provirus in das Genom des Wirts wurde durch die Entwicklung sogenannter Selbst-
inaktivierender (SIN) Transfervektoren bewaltigt, denen die viralen Sequenzen fur
Enhancer und Promotor fehlen [74]. Die Selbstinaktivierung basiert auf einer Deletion in
der U3 Region des 3' long terminal repeat (LTR) der DNS, die zur Produktion der
viralen RNS verwendet wird. Diese Deletion wird wahrend der reversen Transkription
auf den 5° LTR der proviralen DNS Ubertragen. Das Auflésen der Aktivitat der LTRs
wahrend der Transkription verhindert die Produktion von sogenannten replication-
competent lentivirus (RCLs) in den transduzierten Zellen [75]. Weiterhin wird auch das
Risiko der Insertionsmutagenese, welche durch den zufalligen Einbau eines DNS

Fragments eine Mutation eines Gens erzeugt, minimiert.
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Einleitung
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Abb. 1.4. Dargestellt sind die Bestandteile des lentiviralen Expressionssystems der dritten
Generation. Die Komponenten sind hier auf vier Plasmide aufgeteilt. Der Transfervektor (1)
enthalt den selbst-inaktivierenden 3’ LTR (SIN-LTR), das rev response element (RRE), das
Whoodchuck Hepatitis Virus Post-Transcriptional Element (WPRE) und das W-Element (psi).
In dieser Abbildung wird der CMV Promotor genutzt, dieser ist durch z.B. den EF-1a, PGK
oder CAG Promotor austauschbar. Das Verpackungsplasmid (2) enthalt die gag und pol
Gene und ebenfalls das RRE Element. Durch das rev Plasmid (3) wird der Transport in den
Zellkern von RRE enthaltenden Plasmiden gewahrleistet. Das Hdllplasmid (4) kodiert als
Alternative zur HIV-1 Hille das Glykoprotein des Vesikularen Stomatitis Virus (VSV)
(modifiziert nach [76]).

Die einzelnen Komponenten der verwendeten lentiviralen Expressionssysteme werden

im Methodenteil anhand der eingesetzten Vektoren naher erlautert.

1.6. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Generierung von MZ aus humanen CD34"
HSZ durch die Wirkung eines TF oder einer TF Kombination. Im Hauptfokus der Arbeit
stand hierbei die Frage, ob durch den Effekt einzelner TF die MZ Entwicklung aus
humanen HSZ mdoglich ist und ob die Ergebnisse mit den Studien im murinen System
korrelieren. Nach erfolgter Infektion der humanen CD34" HSZ, mit jeweils einem TF
oder der kombinierten TF, wurden die Zellen daher nach zwei oder drei Wochen auf die
Expression von mastzellspezifischen Markern hin Uberprift. Weiterhin wurde die
Effizienz dieser Gen-ubertragung durch Messung des fluoreszierenden Markers
analysiert und die Funktionalitat der Zellen durch Messung von mastzellspezifischen
Granula untersucht. Zudem sollte die Studie klaren, ob der Einfluss der TF die MZ
Entwicklung, im Vergleich zu IL-3/SCF kultivierten PSCMCs, beschleunigt. Hier war

auch von Interesse, ob sich die Anzahl an ausdifferenzierten MZ erhoht.
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2. Material

2.1. Zellen und Zelllinien

Tab. 2.1. Zellen und Zelllinien

Material

Zellen Herkunft Referenz

293FT Schnell wachsende Variante der HEK [77]
(human embryonic kidney cells) 293 Zellen

CD34" SZ Isoliert aus humanen, autologen [78]
Stammzellkonzentraten

HT1080 Humane Fibrosarkom Zelllinie [79]

LAD2 Differenziert aus Mastozytose Patienten [80]

One Shot Top10/Stbl3 E. coli Chemisch kompetente E. coli Zellen [81]

SeAx Zelllinie von Patienten mit Sézary Syndrom | [82]

2.2. Plasmide

Tab. 2.2. Plasmide

Plasmide Funktion Hersteller

CS-CA-RfA-IRES2-Venus Zielvektor RIKEN

CS-CA-GFP Kontrollvektor RIKEN

CS-CDF-EG-PRE Kontrollvektor RIKEN

MITF, STATS5b, GATA-1, JAK2, Eingangsvektoren Thermo Fischer Scientific

BCL-XL, BHLHE40, STAT4,

PU.1, MAZR, REPRIMO, HES-1,

HMOX1, NR1D1, GATA-2, ,

MITFGATA1PU1BCLXL,

GATA2PU1THES1BCLXL

MDLg/pRRE Verpackungsvektor Addgene

pCMV-VSV-G Hullvektor Addgene
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pENTRS/EF1ap
pLenti6.4/R4R2/V5-Dest
pRSV-Rev

Material

Eingangsvektor Thermo Fischer Scientific

Zielvektor Invitrogen

Regulatorischer Vektor | Addgene

2.3. Zellkulturmedien und Zusiatze

Tab. 2.3. Zellkulturmedien und Zusatze

Produkt Hersteller

CD34" Expansionszusatz STEMCELL Technologies
Fetales Kalberserum Gibco

Humanes Lipoprotein STEMCELL Technologies

LB Agar

LB Medium

L-Glutamin

Natrium Pyruvat

Penicillin und Streptomycin
RPMI-1640

SFEM |

Thermo Fischer Scientific
Thermo Fischer Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck Biochrom

STEMCELL Technologies

2.4. Puffer, Reagenzien und Chemikalien

Tab. 2.4. Puffer, Reagenzien und Chemikalien

Produkt Hersteller

Agarose Biozym

Aceton Sigma-Aldrich

Blasticidin Thermo Fischer Scientific
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich
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EDTA

Ethanol (100%)

Geneticin (G418)

Gentamicin

5000 IE Heparin

Humanes Serumalbumin (20%)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure

Hydroxyethylstarke 6%
IgE
lonomycin

4-Methylumbelliferyl-R3-D-
glucuronid-hydrat

Natrumdodecylsulfat
Perchlorsaure
o-Pfthaldialdehyd

Piperazin-N,N’-bis(2-ethansulfon
Saure)

Phosphatgepufferte Salzsaure
PicoGreen

Privigen

Sytox Green
TRIS-Acetat-EDTA Puffer
Triton X-100

Trypanblau

Trypsin EDTA
Verdinnungsmedium
Vitronectin

Xylol

Hollborn & Séhne
Herbeta

Thermo Fischer Scientific
Biochrom

Ratiopharm

Baxter

Biochrom

Fresenius Kabi
Millipore
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

RefLab
RefLab
RefLab
RefLab

Sigma-Aldrich

Thermo Fischer Scientific

CSL Behring

Thermo Fischer Scientific
AppliChem

Sigma-Aldrich

Merck-Millipore

Lonza

RPMI-1640 mit 5000 |IE Heparin
Thermo Fischer Scientific

Roth
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2.5. Zytokine

Tab. 2.5. Zytokine

Material

Produkt Hersteller

CD34" Expansionszusatz STEMCELL Technologies
(FIt3-L, TPO, IL-6, IL-3, SCF)

IL-3 Biolegend

SCF Miltenyi

2.6. Restriktionsenzyme

Tab. 2.6. Restriktionsenzyme

Enzym Hersteller

EcoRV Thermo Fischer Scientific
Xhol Thermo Fischer Scientific
Apal Thermo Fischer Scientific

2.7. Antikorper

Tab. 2.7. Antikérper

Produkt Fluorophor Klon Hersteller
Anti-Human-CD117 PE 104D2 Biolegend
Anti-Human-CD34 APC 561 Biolegend
Anti-Human-IgE Kein Marker MHE-18 Biolegend
Anti-Human-Fc epsilon Rezeptor | APC AER-37 Biolegend
IgG2b kappa Isotyp APC MPC-11 Biolegend
IgG1 kappa Isotyp PE RMG1-1 Biolegend
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2.8. Kommerzielle Kits

Tab. 2.8. Kommerzielle Kits

Material

Produkt Hersteller
EasySep Human CD34 Positive Selection Kit STEMCELL Technologies
Effectene Transfektionsreagenz Quiagen

Gateway LR Clonase Il Enzym Mix

Thermo Fischer Scientific

PureYield Plasmid MAXIprap System Promega

PureYield Plasmid MINIprap System Promega

RLA 210 Histamin KIT RefLab

RLA 216 Kalibrations KIT RefLab

RLA 700 Reagenz KIT RefLab

2.9. Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.9. Verbrauchsmaterialien

Produkt Model Hersteller
Einmalkanulen 0,3x12 mm Braun

Omnifix Einmalspritzen 20 ml Braun
Petrischalen 94 x 16 mm Greiner Bio-one
Polystyrolréhrchen 5 ml Corning
Reaktionsgefale 1,5ml, 2 ml Eppendorf
Roéhrchen 50 mi Falcon

Sterile Einmalfilter 40 pm, 100 ym Falcon

Sterile serologische Pipetten 5ml, 10 ml, 25 mi Falcon
Mikrotiterplatte 96-Well Greiner Bio-one
Mikrotiterplatte (schwarz) 96-Well Corning
Objekttrager SuperFrost Sarstedt
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Material

Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000 ul | Sarstedt
Pipettenspitzen mit Filter 1000 pl Biozym
Zellkulturflaschen 175 cm? Sarstedt
Zellkulturflaschen 75 cm? Falcon
Zellkulturplatten flr Suspensionszellen | 6-Well, 12-Well Falcon
Zellkulturplatten fur Gewebekultur 6-Well, 12-Well Falcon
Zellschaber 2-Positionen-Klinge Sarstedt
2.10. Zusatzliche Materialien

Tab. 2.10. Zusatzliche Materialien

Produkt Hersteller

EasySep Magnet STEMCELL Technologies
Autoklavierbarer Zellfilter Sigma-Aldrich

2.11. Gerate

Tab. 2.11. Gerate

Gerat Model Hersteller
CO; Inkubator Heracell150 Thermo Fischer Scientific
Durchflusszytometer MACS Quant Miltenyi
Durchlichtmikroskop CKX 41 Olympus
Geldokumentation Quantum ST5 Vilber
Histamin Messung Histareader 501 RefLab
Kamera DP 27 Olympus
UV-Spektralphotometer BioSpectrometer Eppendorf
Neubauer Zahlkammer 0,1 mm Marienfeld
Pipetten 0,1 pl, 10 pl, 100 pl, 1000 pl | Eppendorf
Pipetus 100-240 Volt Hirschmann
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Sicherheitswerkbank
Mikrotiterplatten Leser

BIOWIZARD (BSK 6 MP)
Victor X5

Material

Kojair Tech Oy Antair
Perkin Elmer

Vortexer REAX1 Heidolph

Wasserbad Typ 103 GFL

Zentrifugen 5810 R Eppendorf

2.12. Zusatzliche Gerate im S2 Labor

Tab. 2.12. Zusatzliche Gerate im S2 Labor

Gerat Model Hersteller

CO; Inkubator Heracell 150i Thermo Fischer Scientific
Durchflusszytometer Calibur BD Biosciences
Durchlichtmikroskop VisiScope 100 VWR
Fluoreszenzmikroskop EVOS Thermo Fischer Scientific

Sicherheitswerkbank
Zentrifuge

Herasafe KS
Megafuge 16R

2.13. Software zur Datenanalyse

Tab. 2.12. Software zur Datenanalyse

Thermo Fischer Scientific
Thermo Fischer Scientific

Programm Verwendung Hersteller

NEBcutter Darstellung der Schnitt- New England BioLabs
stellen fur Restriktions-
enzyme

FlowJo Auswertung durchfluss- Treestar
zytometrischer Messungen

Prism Statistische Auswertung GraphPad

SnapGene Viewer Darstellung von Plasmiden GSL Biotech
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Material

2.14. Hersteller und Vertreiber

Tab. 2.14. Hersteller und Vertreiber

Hersteller Vertreiber

Addgene Addgene, LGC Standards, Teddington, UK
AppliChem AmmliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Baxter Baxter, Unterschleif3heim, Deutschland

BD BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
Behring CSL Behring, Marburg, Deutschland
BioLegend BioLegend, San Diego, CA, USA

Braun B Braun AG, Melsungen, Deutschland
Biozym Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland
Corning Corning, New York, USA

Eppendorf Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
GraphPad GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA

Greiner Bio-One
Heraeus

Hollborn & Sohne

Invitrogen
Koyair Tech Oy

life technologies
Marienfeld

Merck
Miltenyi

Perkin Elmer
Qiagen
Ratiopharm

RefLab

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Dr. K. Hollborn & Séhne GmbH & Co. KG, Leipzig,
Deutschland

Invitrogen AG, Carlsbad, CA, USA
Koyair Tech Oy, Vilppula, Finnland

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Marienfeld GmbH & Co. KG, Kodnigshofen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland

Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Kopenhagen, Danemark
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RIKEN
ROTH

Sarstedt
Sigma-Aldrich

Stemcell

Thermo Fischer Scientific

Vilber

Material
RIKEN, Japan
Carl ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht-Rommelsdorf,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

STEMCELL Technologies, Vancouver, Kanada

Thermo Fischer Scientific Inc., Walldorf, Deutschland

Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell, Deutschland
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Methoden

3. Methoden
3.1. Methoden fiir Zellkultur

3.1.1. Herstellung der Master- und Arbeitszellbank der 293FT-,
HT1080- und SeAx-Zellen

Das Benutzen einer Zelllinie Gber mehrere Zyklen erfordert das Herstellen einer Master-
und Arbeitszellbank (MZB und AZB). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde fir die
virusproduzierenden 293FT-Zellen, die zur Virustitration genutzten HT1080-Zellen und
die als Kontrolle genutzten SeAx-Zellen jeweils eine MZB und AZB hergestellt. Die
gefrorenen Originalzellen wurden hierfir soweit expandiert, bis 15 T175 Flaschen
konfluent bewachsen waren. Dies entsprach einer Zellzahl von ca. 20 x 10° Zellen pro
Flasche. Die Zellen wurden jeweils mit 10 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
gewaschen, dann mit je 2 ml kalter Trypsin/EDTA- Ldsung vom Boden der
Zellkulturflasche geldst, vereint und nach Zugabe von 5 ml fetalem Kalberserum (FCS)
abzentrifugiert (100 x g, 8 min, 4 °C). Es erfolgte das Resuspendieren in kaltem Einfrier-
medium (90% FCS, 10% DMSO). Die Zellen (ca. 1 x 10°) wurden zu je 1 ml/Kryo-
réhrchen in einem Gefrierbehalter bei -80 °C eingefroren. Mit diesem Behalter ist die
Konservierung von Zellen durch eine Kuhlrate von -1 °C/Minute optimiert. Nach zwei
Tagen wurden diese Zellen als MZB bei -140 °C eingefroren und ein Réhrchen erneut
in Kultur genommen. Es erfolgte erneut die Expansion auf 10 T175 Flaschen und das
Einfrieren in Kryoréhrchen nachdem die Zellen zu 90% konfluent waren. Diese Zellen

wurden als AZB bei -140 °C fur die weitere Benutzung aufbewahrt.

3.1.2. Subkultivierung der Zelllinien

Die humanen Zelllinien 293FT und HT1080 wurden alle 2-3 Tage mit einer
Trypsin/EDTA- Lésung behandelt. Hierfir wurde das verbrauchte Kulturmedium
entfernt, einmal mit PBS gewaschen und im Anschluss mit jeweils 2 ml Trypsin/EDTA-
Lésung fur 2 min bei RT inkubiert. Die nicht bereits geldsten Zellen wurden mit einem
Zellschaber vorsichtig vom Boden der Zellkulturflasche geldst, wobei jeweils nur 1/3 der
Zellen zur Erhaltung der Kultur weiterverwendet wurden. Die restliche Zellsuspension

wurde mit PBS aufgeflllt, abzentrifugiert (200 x g, 3 min, RT) und anschlieend mit
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20 ml Kulturmedium neu eingesat. Die Zelllinie SeAx wurde alle 3-4 Tage 1:10 verdunnt

und das Medium durch Zentrifugation (200 x g, 3 min, RT) gewechselt.

3.1.3. Isolierung und Expansion von CD34" Zellen

Die CD34" wurden nach Schmetzer et al. [78] aus gefrorenen, autologen Stammzell-
konzentraten isoliert. HierfUr wurden die Konzentrate langsam bei 37 °C im Wasserbad
aufgetaut und anschlieBend durch die Zugabe von 15 ml HSA (Stockldésung: 20%),
50 ml Hydroxyethylstarke-Ldosung (Stocklésung: 6%) und 40 ml Verdinnungsmedium
vorsichtig Uber 30 min bei konstanten Schwenkbewegungen verdunnt. Die aufgetauten
Zellen wurden anschlieBend durch einen 60 pym Metallfilter gegeben, um die toten
Zellen zu entfernen. Nach Aufteilung auf 50 ml Réhrchen erfolgte eine 10-mindtige
Zentrifugation bei 120 x g und RT. Die in einem Rohrchen vereinten Zellpellets wurden
anschlie3end ein zweites Mal durch 100 um Einmalfilter gegeben und nachfolgend mit
200 pl humanem IgG (Firma Privigen) fur 15 min und bei Raumtemperatur geblockt.
Der Zugabe von 200 ul CD34-Antikérpern (Firma STEMCELL) (15 min, RT) folgten flr
10 min 100 pl magnetische Partikel (Firma STEMCELL). Die positive Selektion wurde
mittels EasySep Magneten durchgefuhrt, jeweils 2 ml Zellsuspension fur je 5-minutige
Inkubationen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS (wiederum 5 min Inkubation pro
Waschschritt) konnten die Zellen mit Trypanblau angefarbt und in einer Neubauer
Zahlkammer gezahlt werden. Es folgte die Bestimmung der Reinheit mittels
durchflusszytometrischer Analyse durch Farbung des CD34" Rezeptors auf den
isolierten Zellen. Im Schnitt wurde, wahrend der Arbeit, mit dieser Methode eine
Reinheit von 84% CD34" Zellen (n=10, SD=9,8%) erreicht. Die Zellen wurden
abschlieRend mit SFEM Medium auf 1 x 10%/ml eingestellt und mit je 100 ng/ml IL-3
und SCF (nachfolgend alle 2-3 Tage 20 ng/ml IL-3 und SCF) in Kultur genommen.
Zusatzlich wurden 10 pl LDL/mlI Medium in die Kultur gegeben. Frisch isolierte
CD34*-Zellen wurden zu 50.000/ml SFEM Medium mit CD34 Expansionszusatz fir eine
Woche kultiviert. Der Expansionszusatz enthalt unter anderem FIt3L, SCF, IL-3, IL-6

und TPO, um selektiv die Expansion von CD34" Zellen zu fordern.
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3.1.4. Bestimmung der Blasticidin Sensitivitit der CD34" Zellen

Die Arbeitskonzentration von Blasticidin fur Saugetierzelllinien liegt zwischen
1-10 pg/ml. Um CD34" Stammzellen erfolgreich unter Zugabe von Blasticidin zu
selektionieren, wurde zunachst die optimale Konzentration bestimmt, um die Zielzellen
zu téten. Hierfir wurden die CD34" Zellen jeweils mit verschiedenen Konzentrationen
an Blasticidin kultiviert. Die CD34" Stammzellen wurden mit 0, 2, 4, 6, 8 oder 10 pg/ml
Blasticidin in CD34 Expansionsmedium inkubiert. Nach 3 Tagen wurde die Menge an
lebenden Zellen mittels Propidiumiodid (PI) Farbung im Durchflusszytometer bestimmt.
Fur die Farbung wurden jeweils 100 ul Zellen in PBS mit 100 ul kalter Pl Lésung
(1:1000 in PBS) vermischt und sofort gemessen. Hierbei konnte flr die weiteren
Experimente eine Arbeitskonzentration von 10 ug/ml (n=2) ermittelt werden, da bei

dieser Konzentration 50% der Zellen Pl positiv und somit tot waren.

3.1.5. Bestimmung der Blasticidin Sensitivitat der HT1080 Zellen

Fur die spatere Titrierung der Blasticidin-resistenten Viren wurde fur die HT1080 Zellen
die Blasticidin Sensitivitat bestimmt. Hierfir wurden konfluent gewachsene HT1080
Zellen in T175 mit jeweils 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung flir 2 min bei RT inkubiert. Die
nicht bereits geldsten Zellen wurden mit einem Zellschaber vorsichtig vom Boden der
Zellkulturflasche geldst und in 50 ml Roéhrchen uberfuhrt. Die Zellen wurden mit PBS
aufgefullt, abzentrifugiert (200 x g, 3 min, RT) und anschlieBend zu je 1 ml in eine
6-Well Platte eingesét (ca. 2 x 10° Zellen/Well). Die Zellen wurden fiir 2 Tage weiter
kultiviert, wobei das Medium jeden Tag ersetzt wurde. AnschlieRend wurde das Medium
alle 2-3 Tage mit 0, 2, 4, 6, 8 oder 10 pg/ml Blasticin-enthaltendem Medium ersetzt.
Nach 12-14 Tagen Selektion erfolgte die Farbung der antibiotikaresistenten Kolonien
der HT1080 Zellen mittels Crystal Violett Farbeldsung. Hierzu wurden die Platte 2x mit
PBS gewaschen, anschlieBend fur 20 min mit jeweils 1 ml Crystal Violett gefarbt und
wiederum 2x mit PBS gewaschen. Das Auszéahlen der Kolonien erfolgte makroskopisch.
Es wurde eine Konzentration von 4 ug/ml (n=3) Blasticidin ermittelt, bei der keine

adharenten und Blasticidin-resistenten HT1080-Zellen mehr zu erkennen waren.
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3.1.6. Zellzahlung

Die Zellzihlung der CD34" Zellen, 293FT Zellen, HT1080 Zellen und SeAx Zellen
erfolgte mit der Neubauer-Zahlkammer. Das Zahlgitter besteht aus 3 x 3 GroRquadraten
mit je 1 mm Kantenlange was einem Gesamtvolumen von 1 mm? entspricht. Weiterhin
ist das zentral gelegene Groldquadrat in 5 x 5 kleinere Quadrate unterteilt, welche eine
Flache von 0,04 mm? haben. Die Zellen wurden fur die Zahlung resuspendiert um das
Vorliegen von Einzelzellen zu Gewahrleisten. Dann wurden 20 ul Zellen mit 20 pl
Trypanblau fir die Lebend/Totfarbung vermischt und anschlieBend 20 pl auf die
Zahlkammer gegeben. Fur die Zahlung der Zellen wurden jeweils 4 grole Eckquadrate
ausgezahlt und aus der Summe der Mittelwert gebildet. Dieser wurde mit dem Faktor
10.000 multipliziert, zusatzlich wurde der Verdlinnungsfaktor 2 miteinbezogen, um die
Zellzahl pro ml zu erhalten. Die Zellen wurden verwendet, wenn mindestens 80%

Vitalitat vorlag.

3.1.7. Messung der B-Hexosaminidase Aktivitat

Die Uberprifung der Funktionalitat der Zellen erfolgte durch IgE-basierte Aktivierung
der Zellen und nachfolgender Messung der Freisetzung an [R-Hexosaminidase.
Physiologisch wird das Enzym R-Hexosaminidase, in MZ Granula lokalisiert, nach
Quervernetzung der FceRI Rezeptoren durch IgE in das umliegende Gewebe
freigesetzt. Als typischer Marker fur MZ Degranulation [19] wurde dieser in der
vorliegenden Arbeit auch fur die generelle Aktivierbarkeit der Zellen herangezogen. Fur
die Messung wurden 2000 Zellen/Ansatz in Wells einer 96-Well Platte pipettiert, in die
zuvor erwarmter Tyrodes Puffer vorgelegt wurde. Nach einem Zentrifugationsschritt
(220 x g, 3 min, RT) wurde das Uberschiussige Medium entfernt und die Zellen in IgE
(final 4 pg/ml)-haltigem Tyrodes Puffer resuspendiert. Nach einer 1-stindigen
Inkubation bei 37 °C und einem Zentrifugationsschritt (220 x g, 3 min, RT) wurden die
Zellen mit anti-IgE (final 10 pg/ml) oder lonomycin (final 1 uM) oder nur Tyrodes Puffer
wiederum fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Erneut wurde abzentrifugiert, der Uberstand in
eine neue 96-Well Platte Uberfuhrt und bei -80 °C eingefroren. Die Zellpellets wurden
durch Zugabe von H;O lysiert und fur die Messung des intrazellularen [B-Hexo-
saminidase Gehalts bei -80 °C eingefroren. Firr die Messung wurden die Uberstande

und lysierten Zellpellets aufgetaut und je 50 pl in die Wells einer schwarzen 96-Well
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Rundbodenplatte Uberfuhrt. Pro Ansatz wurden 50 pl 4-Methylumbelliferyl-R-D-
glucuronid-hydrat (final 1 pM) Ldsung hinzupipettiert. Nach einer einstindigen
Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion mit einer Na,CO3-NaHCOs3-Losung (pH 10.7)

gestoppt und die Fluoreszenz bei 535/40 nm gemessen.

3.1.8. Messung des Histamingehalts

Fir die weitere funktionelle Uberpriifung der Zellen wurde der Histamingehalt in den
unter Kapitel 3.1.7. generierten Zelliberstanden gemessen. Der flr die Messung
verwendete Histareader 501 wurde initial gespult (mit destilliertem H>O und Detergenz)
und somit kalibriert. Im Anschluss wurde zunachst eine 96-Well Kalibrationsplatte (RLA
216) fur die Messung vorbereitet. Je 50 pl PIPES Puffer wurden pro Well hinzugegeben
und fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Platte wurde anschlieBend zehnmal mit
destilliertem H,O gewaschen, Uberschissiges Wasser wurde entfernt und je 75 pl
Coupling Reagenz (1 g o-Pfthaldialdehyd (OPA) gelost in 100 ml Methanol) pro Well
hinzupipettiert. Nach 10-minutiger Inkubation wurde je 75 ul Stopp Reagenz (HCIOy,
0,59%) pro Well hinzugegeben. Die Kalibrationsplatte wurde anschlielend nach
Vorgaben des Herstellers mit dem Histareader 501 gemessen. Auf einer Histaminplatte
(RLA 210) wurde in den Reihen A und B 1-12, sowie in den Reihen 1 und 2 A-H je 50 pl
PIPES Puffer verteilt. Die restlichen Wells wurden mit je 25 pl PIPES Puffer gefullt. Zu
den 25 yl PIPES Puffer wurden je 25 pl aufgetauter Zelliberstand hinzugegeben und
fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Einem Waschschritt (zehnmal mit destilliertem H,O) folgte
das Inkubieren mit je 175 ul Natriumdodecylsulfat (SDS) fur 30 min bei 37 °C. Die Platte
wurde erneut gewaschen ((zehnmal mit destillietem H,0), Uberschussiges Wasser
wurde entfernt und je 75 pl Coupling Reagenz (1 g o-Pfthaldialdehyd (OPA) geldst in
100 ml Methanol) pro Well hinzupipettiert. Nach 10-minatiger Inkubation wurde je 75 pl
Stopp Reagenz (HCIO4, 0,59%) pro Well hinzugegeben. Die Messung erfolgte nach

Vorgaben des Herstellers mit dem Histareader 501.
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3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. Herstellung der TF enthaltenden Eingangsvektoren

Die Eingangsvektoren, die verschiedene TF enthalten, wurden von der Firma Thermo
Fischer Scientific wie nachfolgend beschrieben synthetisch und Codon-optimiert
hergestellt. Durch die experimentelle Strategie der Codon-Optimierung sollte
sichergestellt werden, dass die Proteinsynthese der einzelnen TF durch das
Translationssystem der CD34" SZ optimal ablaufen kann [83]. Fiir die Faktoren MITF,
STAT5b, GATA-1, JAK2, BCL-XL, BHLHE40, STAT4, PU.1, MAZR, REPRIMO,
HMOX1, NR1D1, GATA-2 und HES-1 wurden die aus synthetischen Oligonukleotiden
und/oder PCR Produkten gewonnenen Genfragmente in den pMK-RQ
(Kanamycinresistenz) kloniert, mit der sfil/sfil Klonierungsstelle. Die beiden grof3en
Vektoren, mehrere TF enthaltend, MITF-GATA-1-PU1-BCLXL und GATA-2-PU1-HES1-
BCLXL wurden in den pMA Uber die Klonierungsstellen Kpnl und sacl kloniert. Das
synthetische Gen fir GATA-3 wurde in den pMS-RQ (Spectinomycin Resistenz) Uber
die Sfil und Sfil Klonierungsstellen in den Vektor kloniert. Die Plasmid-DNS wurde aus
transformierten E. coli K12 isoliert, gereinigt und die Konzentration mit UV
Spektroskopie gemessen. Die finalen Vektoren wurden zur Uberpriifung sequenziert.
Jeweils 5 pg Plasmid-DNS wurde von der Firma zur Verfligung gestellt. Die DNS wurde

je in 50 pl destilliertem Wasser gelost.

3.2.2. Komponenten zur Herstellung der Transfervektoren

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ubertragung der Gene fiir 17 TF durch lentiviralen
Gentransfer untersucht mit dem Ziel aus humanen CD34" HSZ MZ zu generieren. Fir
die Testung der 17 TF mussten zunachst die Transfervektoren hergestellt werden. Es
werden hierfUr zwei verschiedene Zielvektoren (pLenti6.4/R4R2/V5-Dest und CS-CA-
Rfa-IRES2-Venus) verwendet. Der Zielvektor pLenti6.4/R2R4/V5-DEST wurde hierbei
mit den TF enthaltenden Eingangsvektoren und dem EF1-a Promotor (zweiter
Eingangsvektor) rekombiniert. Der zweite Zielvektor, CS-CA-Rfa-IRES2-Venus, wurde

nur mit den TF enthaltenden Eingangsvektoren rekombiniert.
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Eingangsvektor pENTR™5/EF1ap als Promotor

Als Promotor fur die erfolgreiche Expression der TF in CD34" SZ wurde der
PpENTR™S5/EF1ap genutzt. Dieser enthalt die a-Untereinheit des humanen
Elongationsfaktor 1 als Promotor, welcher bereits in vielen Saugerzelltypen,
Stammzellen und primaren Zellen zu einer starken Expression fuhrte [84, 85]. Das
kodierte EF1-a Enzym katalysiert die GFP-abhangige Bindung von Aminoacyl-tRNS an
Ribosomen. Im Gegensatz zu dem humanen CMV Promotor, welcher in einigen
Zelllinien durch Methylierung [86] oder Histon Deacetylierung [87] herabreguliert wird,
wird mit dem EF1-a Promotor eine dauerhafte Expression des Zielgenes erreicht. Die
enthaltenen attL4 und attR7 Rekombinationsstellen erlauben die Kombination mit
entsprechenden Zielgenen und dem Gateway Zielvektor pLenti6.4/R2R4/V5-DEST um
Transfervektoren zu generieren. Nachfolgend (Abb.3.1.) ist die Plasmidkarte des
pENTR™S5/EF1ap abgebildet.

(3785) DrdlI
(3689) BeiVI
(3573) ApaLl
(3478) AIWNI__

BspQI - Sapl (111)
Pvull (174)

(FrnB T2 termina tor

/ BbsI (437)

N _AhdI (549)
_~_Ncol (581)
< __PsiI (661)

Mfel (765)
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(2975) PFIMI — / BsaAl (1014)

(2728) BsmBI
(2712) AsiSI - Pvul

(2637) Sspl

(2369) Nrul —
Brev
(2130) EcoRV
(2121) Eagl - NotI
(2106) Xbal
(2096) EcoRI ~ / \ . BsaI (1902)
(2047) Ndel \ HindIII (1928)

(1945) BsrGI Bell* (1933)

Abb. 3.1. Plasmidkarte des pPENTR™S5/EF1ap (Invitrogen).

Dralll (1730)

Eingangsvektoren fur die Transkriptionsfaktoren

Fir das Ubertragen der TF Gene auf CD34" SZ (ber lentivirale Vektoren, mussten die
entsprechenden DNS Fragmente zunachst in Standardvektoren kloniert werden. Diese
Gensynthese wurde von der Firma Thermo Fischer Scientific durchgefuhrt und wurde in
Kapitel 3.2.1. erlautert. Die Plasmidkarten der einzelnen Eingangsvektoren sind im
Anhang abgebildet. Zusatzlich zu verschiedenen Schnittstellen, fur Restriktionsenzyme,

der Antibiotikaresistenz und dem ColE1-Replikationsursprung enthalten diese
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Eingangsvektoren jeweils die affL1 und affL2 Stellen fur die L/R Multisite Gateway

Rekombination.

Erster Zielvektor pLenti6.4/R2R4/V5-DEST (pLenti)

Der pLenti Zielvektor (Abb. 3.2.) wurde genutzt, um gleichzeitig den gewlnschten
EF1a-Promotor und die TF Eingangsvektoren mittels der Multisite Gateway® Technik in
den Vektor zu klonieren. Dieser enthalt im Anhang aufgefuhrte Modifikationen, um ein

sicheres und erfolgreiches Arbeiten zu gewahrleisten.

‘‘‘‘‘‘‘‘‘
KfIT (1706)

Hpal (1936)
———{lac UV5 promoter
EcoRI (2396)
Pasl (2628)
BStZ171 (2931)

TspMI - Xmal (3265)
Smal - Srfl (3267)

BfuAl - BSpMI (3511)
PstI (3522)

——— PaeR7I - PspXI - Xhol (3679)

(6484) DraIIl —
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(6043) AvrII
(5996) Sfil /

svaoeri /
V40 poly(A) signal .
S\ BStBI (3702)
Vstag
| MiuI (3746)
Pfol (4045)

BSD
EM7 promoter) , |
(4889) PmIT
(4624) Spel

pLenti6.4/ R4R2/V5-DEST
8922 bp

Abb. 3.2. Plasmidkarte des pLenti6.4/R4R2/V5-DEST (Invitrogen).

Die Multisite Gateway Rekombination wird durch die enthaltenen Rekombinationsstellen
attR2 und attR4 mdglich. Somit kann das Zielgen, hier die TF Sequenzen, von einem
Eingangsvektor kloniert werden. Das zwischen den Rekombinationsstellen befindliche
ccdb Gen wird hierbei ausgetauscht und erlaubt die negative Selektion. Durch die
ubertragene Ampicillin Resistenz kdnnen nur erfolgreich transformierte E. coli Zellen auf
dem Selektionsmedium wachsen. Die spatere Selektion der transduzierten Zielzellen
wird durch die Blasticidin Resistenz [88] des pLenti moglich. Des Weiteren enthalt der
Vektor die Verpackungssequenz W [89], den RSV Promotor fur die tat unabhangige
Produktion der viralen mRNS [72] und das RRE fur den Rev-abhangigen nuklearen
Export nicht gesplicter viraler mRNS [90].
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Zweiter Zielvektor CS-CA-Rfa-IRES2-Venus (pVenus)

Die TF Eingangsvektoren wurden, wiederum Uber die Gateway Rekombination,
weiterhin in den Zielvektor pVenus kloniert (Abb. 3.3.). Uber die enthaltenden attR

Regionen ist eine Rekombination mit attL Regionen der TF Eingangsvektoren maoglich.

rrrrrrr

(CAP binding site)
lac promoter)_\

\
BGH poly(A) signal——\\
(8735) Pmel” _~\\

'BSmBI (5044)

S (s691)
BsaBI* (5704)

CS-CA-RfA-IRES2-Venus
12,744 bp

Abb. 3.3. Plasmidkarte des CS-CA-Rfa-IRES2-Venus (RIKEN).

FUr hohe Level an Genexpression ist der synthetisch erzeugte CAG Promotor [91]
bereits enthalten. Dieser besteht aus einem Enhancer Element des Zytomegalievirus,
dem Promotor des beta-aktin Genes (Huhn) und dem Akzeptor des beta-globulin Genes
(Kaninchen). Weitere wichtige Komponenten des pVenus sind im Anhang aufgelistet.
Durch die eingeflgte interne ribosomale Eintrittststelle (IRES) Sequenz kann die
Produktion von Proteinen unabhangig von zellularen Faktoren ablaufen. Weiterhin ist
die Produktion von zwei Proteinen aus einer mMRNS maoglich, eine Modifikation die bei
lentiviralen Systemen der 3. Generation eingefigt wurde. Somit ist sowohl die
Expression des Gens fur das Venusprotein, welches unterhalb der IRES Sequenz
lokalisiert ist, als auch die Expression des Transgens (oberhalb der IRES Sequenz)

gewahrleistet.

3.2.3. Komponenten fur Struktur und Verpackung der lentiviralen Partikel

Das Plasmid pMDLg/pRRE (Abb. 3.4.) enthalt nur die kodierenden Sequenzen fir die
Gene gag und pol des HIV-1 Genoms. Zusatzlich wurde die RRE Sequenz des HIV-1,
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direkt nach der pol kodierenden Sequenz, hinzugefugt, um die Bindung des REV
Proteins zu ermdglichen.
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o
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Abb. 3.4. Plasmidkarte des pMDLg/pRRE (Addgene).

Als Hdullprotein fur die viralen Partikel wurde das Plasmid pCMV-VSV-G (Abb. 3.5.)
verwendet. Dieses exprimiert das Glykoprotein G des vesikularen Stomatitis Virus
(VSV-G) unter Kontrolle des CMV Promoters.
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Abb. 3.5. Plasmidkarte des pCMV-VSV-G (Addgene).

Das VSV-G interagiert mit Phospholipiden in der Zellmembran der Zielzellen und férdert
die Fusion der viralen Membran mit der zellularen Membran. Ein Rezeptor auf der
Zelloberflache fur VSV-G wird nicht bendtigt, die kodierende Sequenz ersetzt das HIV-1
Gen fur env. Fur die erfolgreiche Generierung lentiviraler Partikel ist zusatzlich das

Plasmid pRSV-Rev (Abb. 3.6.) notwendig. Dieses kodiert fur das Protein REV welches
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an RRE (rev response element) bindet und somit den Export der RNS aus dem Nukleus

ermoglicht.
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Abb. 3.6. Plasmidkarte des pRSV Rev (Addgene).

3.2.4. Kontrollvektoren CS-CDF-EG-PRE und CS-CA-GFP

Fir die Kontrolle der Transduktion wurden die Vektoren CS-CDF-EG-PRE und CS-CA-
GFP der Firma RIKEN genutzt. Der CS-CDF-EG-PRE wurde fur die Ansatze der TF im
pLenti genutzt, da dieser ebenso den EF1-Promotor aufweist. Fur die Ansatze der TF
im pVenus wurde der CS-CA-GFP verwendet, welcher auch den CAG-Promotor enthalt.
Anhand der GFP-Expression beider Vektoren konnten wahrend der Etablierung 5-10%
infizierte CD34" SZ gemessen werden. Die Abb. 3.7. zeigt die Plasmidkarten beider

Vektoren.
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Abb. 3.7. Plasmidkarten des Kontrollvektoren CS-CDF-EG-PRE und CS-CA-GFP (RIKEN).

3.2.5. Multisite Gateway LR Rekombination

Als Klonierungsmethode zur Herstellung der lentiviralen Transfervektoren plLenti-TF
wurde die Multisite Gateway LR Rekombination verwendet (Invitrogen). Hier wird die
sequenzspezifische Rekombinationsfahigkeit des Bakteriophagen Lambda genutzt [92].
Fir die Gateway Technologie wurden einzelne Komponenten des Lambda
Rekombinationssystems modifiziert, wodurch das System eine hohe Effizienz und

Spezifitat hat [93]. Schematisch fur die pLenti-TF zeigt Abbildung 3.8. die Multisite

Gateway LR Rekombination.
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Eingangsvektoren attL4-Promotor-attR1 &< attL1-Gen-attL.2
(PENTR5/EF 1ap)
Zielvektor attR4-ccdb-attR2

(pLenti6.4/R4R2/V5-Dest)

Transfervektor attB4-promotor-attB1-Gen-attB2

Abb. 3.8. Darstellung der Multisite Gateway LR Rekombination zur Generierung der
Transfervektoren pLenti-TF. Die Klonierung kann durch die att Seiten der Vektoren
stattfinden. Hier reagieren attL und aftR Seiten zu neuen aftB Seiten. Dadurch ist es moglich,
zwei Eingangsvektoren gleichzeitig (Zielgen und den gewlnschten Promotor) in den
Zielvektor zu klonieren und Expressionsvektoren zu generieren (Modifiziert nach Invitrogen
2010).

Die Multisite Gateway LR Rekombination wird durch den Enzym Mix LR Clonase Il plus
katalysiert. Hierbei findet in vitro die Rekombination zwischen attL Regionen der
Eingangsvektoren (Promotor und TF enthaltende Vektoren) und attR Regionen der Ziel-

vektoren statt, wodurch attB Regionen-enthaltende Transfervektoren generiert werden.

Fir die Herstellung der Transfervektoren pVenus-TF wurde das Enzym LR Clonase
genutzt. Es findet wiederum eine Rekombination zwischen den aftL und attR Regionen
statt. Da der Zielvektor pVenus bereits den gewinschten CAG Promotor enthalt, fand
hier nur die Rekombination zwischen den TF enthaltenden Eingangsvektoren und dem

Zielvektor statt.

In einem 0,5 ml Reaktionsgefal® wurden pro Ansatz 10 fmol der Eingangsvektoren
(Promotor und TF oder nur TF) und 20 fmol des Zielvektors (pLenti oder pVenus)
eingesetzt und mit TE Puffer, pH 8.0, auf 8 ul aufgefullt und gemischt. Die LR Clonase
oder LR Clonase Il plus wurde auf Eis aufgetaut und nach zweimaligem Vortexen
jeweils 2 yl zu den Ansatzen gegeben. Eine Durchmischung der Probe erfolgte durch
auf- und ab- pipettieren. Flr die Negativkontrollen wurde LR Clonase oder LR Clonase
Il plus weggelassen. Ein Abstoppen der Reaktion erfolgte am Folgetag, nach Inkubation
bei Raumtemperatur, durch Zugabe von je 1 ul Proteinase K und 10-minutiger
Inkubation bei 37 °C. Jeweils 3 ul der Ansatze wurden sofort flr die Transformation von

One Shot Top10 chemisch kompetenten E. coli Zellen verwendet. Die Ansatze fur die
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grolRen TF 4 und 11 mussten vor der Multisite Rekombination linearisiert werden. Sie
wurden hierfur mit dem Restriktionsenzym Xhol 10 min bei 37 °C inkubiert und
anschlielfend 10 min bei 95 °C gekocht. Anschlielend erfolgte die Multisite Gateway

LR Rekombination wie bereits beschrieben.

3.2.6 Transformation chemisch kompetenter E. coli

Die Transformation chemisch kompetenter E. coli (Top10 oder Stbl3) erfolgte in
vereinfachter Form nach dem Protokoll von Hanahan [94]. Nach 30-minitigem Auftauen
der Zellen auf Eis wurden entweder 1 pl Plasmid oder 3 pl LR Ligationsmix zu je 50 pl
Zellsuspension gegeben, wobei vorsichtig gerthrt und nicht gemixt wurde. Die Zellen
inkubierten fur 30 min auf Eis und wurden anschlieRend einem Hitzeschock bei 42 °C
fur 30 Sekunden im Wasserbad unterzogen. Weiteren 2 min Inkubation auf Eis folgte
die Zugabe von je 250 pl S.O0.C. Medium. Die einzelnen R&hrchen wurden
anschlief3end fur 60 min bei 300 rpm und 37 °C geschuttelt. Danach erfolgte das sterile
Ausplattieren der Ansatze auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektions-

antibiotikum und die Inkubation Uber Nacht E. coli bei 37 °C im Brutschrank.

3.2.7. Anzucht von E. coli

E. coli Zellen wurden nach erfolgter Transformation auf LB Agar mit 100 pg/ml
Ampicillin Uber Nacht kultiviert. Die Anzucht fir die Isolation der Plasmid-DNS erfolgte
dann in 3 ml oder 100 ml (fur Mini- oder Maxi Plasmid Praparation) LB Medium mit je

100 pg/ml Ampicillin.

3.2.8. PureYield™ Plasmid MINI- und MAXIprap System

Fir die Herstellung der Transfervektoren wurde durch MAXI Praparation gereinigte
Plasmid DNS genutzt. Zuvor wurden MINI Praparationen der Plasmid-DNS fur die
Zielvektoren (pLenti oder pVenus) und Eingangsvektoren (Promotor und TF enthaltend)
hergestellt und diese durch Restriktionsenzymverdau auf korrekte Ligation gepruft. Aus
den korrekten Klonen wurde im Anschluss eine MAXI Praparation durchgefihrt. Die
Isolierung von Plasmid DNS aus E. coli Zellen basiert auf der Kombination der

alkalischen Lyse mit DNS Extraktion, welche bereits 1979 von Birnboim und Doly [95]
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beschrieben wurde. Es wurde das PureYield™ Plasmid MINI- bzw. MAXIprap System
von Promega fur die Reinigung der Plasmid-DNS genutzt. Fir eine MAXIlprap Isolation
wurde zunachst eine Vorkultur (3 ml LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin) des E. coli
Stocks (Agarplatte oder MINIprap Kultur) angesetzt (Uber Nacht, 37 °C, 250 rpm). Am
Folgetag wurden jeweils 100 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 1:1000
verdunnte E. coli Vorkultur unter gleichen Bedingungen inkubiert. Ein zusatzlich im
System enthaltener Waschschritt entfernt Uberschissige Proteine, RNS und
Verunreinigungen durch Endotoxine. Bei Endotoxinen handelt es sich um
Lipopolysaccharide (LPS), die in der Aulenmembran von Gram negativen Bakterien,
wie E. coli, vorkommen. Es wurden jeweils 2 ml bzw. 100 ml Bakteriensuspension
verwendet und die Reinigung der Plasmid DNS mit den Lésungen und dem Protokoll
des Herstellers durchgefihrt. Die DNS wurde im letzten Schritt mit jeweils 30 pl bzw.
1500 pl Nuklease freiem Wasser eluiert und fur spatere Versuche bei -20 °C
eingefroren. Zur Messung der DNS Konzentration und Reinheit wurde ein
Spektralphotometer genutzt. Das Verhaltnis der Extinktion der Probe bei 260 nm und
280 nm (A2s0/280) ermoglicht eine Aussage uber die Reinheit der DNS. Der Wert sollte
zwischen 1,8 und 1,9 liegen. In der vorliegenden Arbeit wurde durch MAXI Praparation
gereinigte Plasmid DNS mit einem Verhaltnis A 2s01280 unter 2,0 fur die finalen

Experimente genutzt.

3.2.9. Testverdau der Plasmid-DNS mit Agarosegelelektrophorese

DNS Molekule kénnen durch Elektrophorese in einem Agarosegel nach ihrer Grolde
aufgetrennt werden. Die pordse Polysaccharidstruktur des Agarosegels ermdglicht die
Separation der DNS-Molekile nach ihrer GroRe. Hierbei kdnnen kleinere, negativ
geladene Molekule die Agarose schneller zur positiv geladenen Elektrode passieren als
langere Molekulle. Die zurlckgelegten Abstande sind umgekehrt proportional zu dem
log1o Wert des Molekulargewichts. Somit kann die Grol3e des linearen DNS Fragments
aus dem Vergleich mit einem DNS Marker bekannter DNS Langen bestimmt werden.
Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse der Plasmid-DNS genutzt, um
Transformanten mit korrekten Plasmiden zu bestimmen. Es wurden jeweils 1%ige
Agarosegele fur die Testverdaue genutzt. 200 ml TAE Puffer wurde mit 2 g Agarose
versetzt und aufgekocht. Nach kurzem Abkuhlen wurde die Flussigkeit mit 5 pl

PicoGreen versetzt. Fur die Analyse der Testverdaue wurden jeweils 1 ng DNS mit 1 pl
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der Restriktionsenzyme EcoRV oder Xhol und Apal versetzt und inkubiert (10 min,
37 °C). Die Ansatze wurden anschlielend zusammen mit einem DNS Marker (1 kb oder
2 kb) auf das erstarrte Gel aufgetragen und fur 90 min bei einer Spannung von 60 V
aufgetrennt. Anhand der FragmentgroRe des DNS Markers (in bp) und der Distanz im
Gel (in cm) konnte eine Standardkurve inklusive Gleichung erstellt werden. Die
resultierende Gleichung wurde genutzt, um die Grol3e der Banden flr die einzelnen TF
zu berechnen und so die Richtigkeit der Klonierung zu bestatigen (siehe Ergebnis
Kapitel 4.1.).

3.3. Virologische Methoden

3.3.1. Vergleich der DNS Menge fiir die Transfektion

Fiar die Transfektion der 293FT Zellen wurde die optimale DNS Menge getestet. Es
wurden 293FT Zellen in 75 cm? Flaschen mit 4, 8 und 20 ug DNS (n=2) transfiziert und
nach 48 h die GFP positiven Zellen im Durchflusszytometer bestimmt. Fir 4 ug wurden
2,3% (SD=0,2%) GFP positive Zellen gemessen, fir 8 ug DNS 20,5% (SD=9,3%) und
fur 20 ug 18,4% (SD=4,9%). Ausgehend von diesem Ergebnis wurde weiterhin mit 8 ug
DNS gearbeitet.

3.3.2. RetroNektin und Vitronectin fir Virus-Zell-Bindung

Bereits 1996 zeigten Hanenberg et al. [96], dass die eher schlechte Effizienz des
Gentransfers bei hamatopetischen Zellen durch das Verwenden von Fibronektin-
Fragmenten erheblich gesteigert werden konnte. Die Co-Lokalisation zwischen Virus
und Zielzellen auf den Fibronektinpeptiden ermdglicht einzigartige Ligand/Rezeptor
Interaktionen. RetroNektin ist ein rekombinantes Peptid, bestehend aus verschiedenen
Fibronektin-Fragmenten, die entweder das Virus oder die Zelloberflache binden. Das
Peptid enthalt drei funktionelle Domanen: ein RGDS (Arg-Gly-Asp Aminosauren) Motiv
fur die Bindung an VLA-5 Integrinrezeptor auf Zelloberflachen, eine Heparin-Bindungs-
Domane fur die Bindung viraler Partikel und die CS-1 Sequenz fur die Bindung des
VLA-4 Integrinrezeptors. Durch diese Strukturen wird die rdumliche Nahe zwischen
Virus und Zielzelle ermdglicht und die Frequenz des Gentransfers erhoht. Vitronectin
(Abb. 2.9.) ist ein 75 kDa Glykoprotein und enthalt ebenfalls eine RGD Domane als
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Bindungsstelle fir membrangebundene Intergrine und eine Heparinbindungsstelle fur
Viruspartikel. Die wahrend dieser Arbeit durchgefuhrten Transduktionen von HT1080
zeigte eine bessere Effizienz bei Vitronectin (20,7% (SD=2%, n=4) als mit RetroNektin

13,1% (SD=1,4%, n=2), so dass weiterhin mit Vitronectin gearbeitet wurde.

3.3.3. Transiente Transfektion zur Generierung lentiviraler Partikel

Diese Methode ist ein effektiver Weg, DNS in eukaryotische Zellen zu transferieren. In
Kombination mit einem Enhancer Reagenz und einem DNS-kondensierenden Puffer
(EC Buffer) wird das Effectene Reagenz genutzt, um hohe Transfektionsraten zu
erreichen (Abb. 3.9.). Die 293FT Zellen (praselektiert mit G418 und unter 20 Passagen)
wurden am Tag vor der Transfektion trypsiniert und in entsprechende Platten/Flaschen
zu 1 x 10% /ml in RMPI Medium eingesét. Zum Zeitpunkt der Transfektion waren die
293FT Zellen zu 70-90% konfluent. Die Transfektion mit Effectene wurde in T75
Zellkulturflaschen mit 8 yg Gesamtmenge DNS durchgefuhrt. Fur die Virusherstellung
wurden 1,2 ug pCMV-VSV-G, 2,4 ug pMDLg, 1,2 ug pRSV-Prev und 3 ug Transfer-
plasmid verwendet. In einem Reaktionsgefald wurden in 300 pl EC Buffer die DNS und
32 pl Enhancer durch 5 Sekunden vortexen gemischt und fur 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden 64 ul Effectene hinzugegeben, wiederum kurz durch vortexen
gemischt und fur 20 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurde das Kulturmedium
aus den Platten/Flaschen verworfen. Die DNS-Effectene Komplexe wurden
tropfchenweise auf die Zellen gegeben, anschlieliend mit je 2 ml RPMI fur Transfektion
und 20 mM HEPES bei 37 °C inkubiert. Nach 6 Stunden wurde das Medium gewechselt
und nun mit komplettem RMPI weiter kultiviert. Nach insgesamt 48 Stunden erfolgte die
Ernte der Viren durch Zentrifugation (2000 x g, 15 min, 4 °C) und das Aliquotieren flr
den -86 °C Stock, um wiederholtes Auftauen und Einfrieren zu vermeiden. Mit dieser
Methode konnten bei den Vorversuchen (n=3) im Schnitt 79,1% (SD=23,3%) der 293FT
Zellen transfiziert werden. Die anschlieBende Titrierung der Viren ergab durchschnittlich

einen Titer von 2,5x 107 (n=3).
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Transfektion
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Abb. 3.9. Die transiente Transfektion der 293FT Zellen erfolgte mit dem Effectene Reagenz.
Zuvor wurden die Plasmide mit dem Enhancer vermischt, so dass sich Komplexe bilden.
Diesen Komplexen wurde das Effectene Reagenz beigemischt. Entstandene Mizellen aus
DNS und Effectene wurden auf die 293FT Zellen gegeben. Nach 48 h wurden die lentiviralen
Partikel durch Zentrifugation geerntet, aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. Dargestellt ist
die Transfektion mit dem Zielvektor plLenti/6.4R4R2/V5-Dest und den drei weiteren
Komponenten pCMV-VSV-G, pRSV-Rev und pMDLg.

3.3.4. Transduktion der CD34" Zellen

Die Isolation der CD34- Zellen erfolgte wie beschrieben (Kapitel 3.1.3.) am Vortag der
Transduktion. Die Zellen wurden Uber Nacht in SFEM Medium mit 10 ng SCF [97]
inkubiert, um die Transduktionseffizienz zu erhéhen. Fir die Transduktion wurden 12-
Well Platten mit Vitronectin (5 pg/ml) beschichtet (2 h, RT) und anschlieend mit 2%
HSA in PBS fiir 30 min bei RT geblockt. Pro Ansatz wurden 1 x 10° oder unverdiinnte
Viren frisch aufgetaut, in je ein 12-well gegeben und fur 2 h bei 2000 g und 32 °C
zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Spinokulation. Jeweils 50.000 CD34" (MOI von
20) in SFEM wurden pro Ansatz hinzugegeben und wiederum zentrifugiert (1,5 h, 800 x
g, 32 °C). Nach der Zentrifugation wurde je 1 ml frisches SFEM Medium/Well hinzu-
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gegeben und fur 48h bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden dann in Expansions-
medium mit/ohne 10 pg/ml Blasticidin Gberfuhrt und fur sieben Tage weiterkultiviert. Die
Zellen wurden anschlieend in frisches SFEM Medium Uberfuhrt und fur weitere sieben
bzw. 14 Tage kultiviert. Schematisch ist die Transduktion in Abb. 3.10. dargestellt.

Transduktion

Infektion der Stammzellen und Einbau

Lentivirale Partikel Native CD34* Stammzellen des Zielgens

: ST AN\ . mRNS
‘e Y’ V) ST *. Virale DNS

eingebaut in

\ ‘ A I 5 : ! i das Genom der
o i CD34 Zellen

D

/" Virale DNS
" Virale RNS

Abb. 3.10. Die Transduktion der CD34" Zielzellen erfolgte in 12-well Platten, die zuvor mit
Vitronectin beschichtet wurden und mit PBS/HSA geblockt wurden. Die Infektion der
Stammzellen mit den lentiviralen Partikeln erfolgte anschlielRend durch Spinokulation.

3.3.5. Titration

FUr die Bestimmung der Multiplizitdt der Infektion (MOI) wurden die Viren nach der
Ernte titriert. Hierfur wurden am Vortag HT1080 Zellen trypsiniert und in 6-well Platten
eingesat, so dass zum Zeitpunkt der Transduktion eine 25-30%ige Konfluenz zu sehen
war. Der Virusuberstand wurde am Tag der Transduktion aufgetaut und eine 10-fach
serielle Verdiinnungsreihe von 10™" bis 10 in jeweils 1 ml Gesamtvolumen angesetzt.
Nach dem Entfernen des Kulturmediums wurden die einzelnen Verdinnungen auf die
entsprechenden Wells gegeben. Zusatzlich wurden je 6 ug/ml Polybrene zugesetzt um

die Transduktionseffizienz zu erhéhen. Nach Inkubation tUber Nacht bei 37 °C erfolgte
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am Folgetag ein Mediumwechsel, anschlieRend wurden die Zellen in jeweils 2 ml
Kulturmedium erneut Uber Nacht inkubiert. Schlief3lich wurde dem Kulturmedium
4 pg/ml Blasticidin (siehe Kapitel 3.1.5.) zugesetzt, um eine Selektion der HT1080 zu
beginnen. Das Blasticidin-haltige Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Nach 12-14
Tagen Selektion erfolgte die Farbung der antibiotikaresistenten Kolonien mittels Crystal
Violett Farbelosung. Hierzu wurden die Platten 2x mit PBS gewaschen, anschlieend
fur 20 min mit jeweils 1 ml Crystal Violett gefarbt und wiederum 2x gewaschen. Das

Auszahlen der Kolonien erfolgte makroskopisch.

3.4. Durchflusszytometrische Farbung

FUr die ndhere Analyse der Zellen wurden mittels fluorophor-konjugierten Antikérpern
bestimmte Oberflachenrezeptoren, insbesondere die mastzellspezifischen Marker
CD117 und FceRI, angefarbt. Die Zellen (0,2 x 10°) wurden hierfir einmal mit PBS
gewaschen (200 x g, 3 min, RT) und anschlieend in je 200 yl PBS aufgenommen. Je
100 pl der Zellsuspension wurde auf Rohrchen fur die Farbung verteilt. Es erfolgte die
Zugabe von Fc-Block und Antikérpern bzw. Isotypen. Nach einer 20-mindtigen
Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und schliellich in je
250 pl PBS aufgenommen und gemessen. Die Farbkombinationen, die flr die Messung

der finalen Ergebnisse genutzt wurden, sind in Tab. 3.1. aufgelistet.

Tab. 3.1. Kombination der Antikérper und Fluorochrome der durchflusszytometrischen Analysen

Zellen ‘ Antikérper gegen ‘ Kombination der Flurochrome
Stammzellen CD34, CD45 APC, FITC
Mastzellen, PSCMCs CD117, FceRI APC, PE
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3.5. Methoden der Histologie

3.5.1. Herstellung von Diinnschichtpraparaten (sog. Cytospins)

Um die Morphologie der Zellen besser beurteilen zu kdnnen, wurden Cytospins
angefertigt. Es wurden ca. 2.000 Zellen aus der Kultur entnommen, einmal mit PBS
gewaschen (200 x g, 3 min, RT) und schlieBlich in je 160 yl PBS aufgenommen. Um die
Haftung der Zellen auf dem Objekttrager (OT) zu erhdhen, wurde zunachst PBS in die
beiden Réhrchen des Cytospin-Einsatzes gegeben. Nach Zentrifugation (200 x g, 3 min,
RT) wurden jeweils 80 pl der Zellsuspension in die Rdhrchen pipettiert. Nach einer
Zentrifugation von 7 min bei 200 x g und RT, wurden die Filterpapiere vorsichtig entfernt
und die OT uber Nacht getrocknet. Die Zellen wurden am Folgetag fur 1 h bei -20 °C in

Aceton fixiert und mindestens eine weitere Stunde getrocknet.

3.6. Statistische Auswertung

Die Messwerte sind als Mittelwerte bzw. Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
Fir die statistische Auswertung wurde das Programm Graph Pad Prism (7.0 fur MAC
OS X) verwendet. Die Datensatze mit n=5 bzw. n=3 wurden durch Verwendung des
Mann-Whitney-U-Tests analysiert. Der Mann-Whitney-U-Test wird fur unabhangige
Stichproben verwendet, genauer ob es einen Unterschied der zentralen Tendenzen
dieser unabhangigen Stichproben gibt. Er stellt das nichtparametrische Gegenstlck
zum t-Test fur unabhangige Stichproben dar und findet bei kleinen Stichproben, wie in
der vorliegenden Studie, Anwendung. Differenzen der Messwerte wurden mit *p<0.05
und **p<0.01 als statistisch signifikant beurteilt. Werte mit p<0.05 wurden als nicht-

statistisch signifikant (n.s.) klassifiziert.
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4. Ergebnisse

4.1. Eingangsvektoren fur TF konnen erfolgreich in Zielvektoren kloniert werden

Durch die Multisite Gateway Klonierung wurden jeweils 17 verschiedene Transfer-
vektoren hergestellt. Die Rekombination erfolgte zwischen dem Promotor
pENTR™5/EF1ap und den Eingangsvektoren fur die einzelnen TF mit dem Zielvektor
pLenti. Fir den Zielvektor pVenus erfolgte die Rekombination mit den Ein-
gangsvektoren fur die einzelnen TF. Die Klonierungen wurden durch enzymatischen
Kontrollverdau mit den Restriktionsenzymen EcoRV oder Xhol und Apal Uberprift. In
der Abb. 4.1. und 4.2. sind die Agarosegelbilder des Testverdaus der pLenti-TF mit den
Restriktionsenzym EcoRYV dargestellt. Die pLenti-TF 4 und 11 wurden zunachst mit dem
Restriktionsenzym Xhol linearisiert und anschlieBend mit EcoRV geschnitten

(Abb. 4.2.).
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Abb. 4.1. Kontrollverdau der Transfervektoren: Eingangsvektoren fur TF 1, 2, 3, 5,6, 7, 8, 9,
10, 12, 13, 14, 15, 16 und 17 mit dem Eingangsvektor pENTR™5/EF1ap im Zielvektor
pLenti. Die zu erwartenden Banden sind in der Tab. 4.1. aufgelistet. Der Kontrollverdau
erfolgte mit jeweils 1 ng DNS und dem Restriktionsenzym EcoRV (10 min bei 37 °C) und die
anschlie®ende Auftrennung mit einem 1% Agarosegel fur 1,5 h bei 60 V.
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Abb. 4.2. Kontrollverdau der Transfervektoren: Eingangsvektoren fur TF 4 und 11 mit dem
Eingangsvektor pENTR™S5/EF1ap im Zielvektor pLenti. Die zu erwartenden Banden sind in
der Tab. 3.3.4. aufgelistet. Vor der Multisite Gateway Rekombination erfolgte hier die
Linearisierung der Vektoren durch Inkubation mit Xhol/ (10 min bei 37 °C). Der Kontrollverdau
erfolgte mit jeweils 1 ng DNS und dem Restriktionsenzym EcoRV (10 min bei 37 °C) und
anschlieRender Auftrennung mit einem 1%igen Agarosegel fur 1,5 h bei 60 V.

Aus der Fragmentgrofle des DNS Markers (bp) und der Distanz dieser Fragmente im
Gel (cm) wurde eine Standardkurve erstellt. Abb. 4.3. zeigt die Kurve mit
entsprechender Gleichung und BestimmtheitsmaR R? fiir den Testverdau der pLenti-TF.
Die Gleichung wurde verwendet, um die Fragmentgrofde der einzelnen TF zu

berechnen und die erfolgreiche Klonierung zu Uberprufen.
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Abb. 4.3. Darstellung der errechneten Standardkurve aus der FragmentgroRe des DNS
Markers (in bp) und der Distanz im Gel (in cm). Die Gleichung aus der potentiellen
Trendkurve wurde genutzt um die FragmentgroBen der pLenti-TF zu berechnen. Das
Bestimmtheitsmall R2 liegt bei 0,99 und ist somit geeignet, die abhangige Variable y
vorherzusagen.

Nachfolgend aufgefihrt sind die aus der Standardkurve fir den Kontrollverdau der

pLenti-TF errechneten Banden nach Auftrennung durch Agarosegele (Tab. 4.1.).
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Tab. 4.1. Darstellung der Gréfle (bp) der einzelnen pLenti-TF und die errechneten Banden (bp)
nach dem Kontrollverdau mit dem Enzym EcoRV

Transkriptions- Banden nach GesamtgroRe
faktor Testverdau mit (bp)
EcoRV

1 MITF 7023, 2359 9382
2 STAT5b 7023, 3949 10972
3 GATA-1 7023, 2163 9186
4 GATA2PU1HES1BCLXL 7023, 3572, 1592 12187
5 JAK2 7023, 2584, 900 10507
6 BCL-XL 7023, 1701 8724
7 BHLHEA40 7023, 2163 9186
8 STAT4 7023, 3143 10166
9 PU.1 7023, 1990 9013
10 MAZR 7023, 3143 10166
11 MITFGATA1PU1BCLXL 7023, 2359, 2023 11405
12 REPRIMO 7023, 1740 8763
13 HMOX1 7023, 2359 9382
14 NR1D1 7023, 3277 10300
15 GATA-2 7023, 2584 9607
16 HES-1 7023, 1740, 581 9344
17 GATA-3 7023, 2109 9132

Unter Verwendung der Standardkurve wurden die einzelnen FragmentgrofRen
berechnet. Die GesamtgroRe der Transfervektoren entspricht nahezu der zuvor durch

Analyse der vollstandigen DNS Sequenzen errechneten Fragmente mittels NEBcultter.

FUr die Analyse mittels enzymatischen Kontrollverdaus wurden pro Plasmid mehrere
Klone getestet. Die Abbildungen 4.1. und 4.2. zeigen jeweils den Kontrollverdau des
Plasmids, welches flr die weiteren Experimente genutzt wurde. Die erfolgreiche
Klonierung aller pLenti-TF konnte durch die Kontrollverdaue bestatigt werden.
Ausgehend von diesem Ergebnis und der Verifizierung der Reinheit der Plasmid-DNS
durch Messung des Verhaltnisses A260/280 (1,8-1,9), konnten die generierten
Transfervektoren flr die nachfolgenden Experimente genutzt werden. Die Kontroll-
verdaue fur die pVenus-TF sind im Anhang dargestellt. Bei TF 1 wurde, auch nach drei-
maligem Wiederholen, eine zusatzliche Bande bei 1800 bp vermerkt. Bei TF 3 ist die
Bande bei ca. 2000 bp sehr schwach auszumachen. Die Auftrennung bei TF 4 ist
schlecht zu erkennen, wobei die Ursache hierfur in der VergroRerung auf eine
einheitliche GroRe der Gelbilder liegt. Banden ab ca. 500 bp sind teilweise sehr

schwach und somit schlecht auszumachen.
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4.2. CD34" SZ kénnen erfolgreich mit Kontrollvektoren transduziert werden

Die sichere und effektive genetische Modifikation von HSZ mit lentiviralen Partikeln
steht im Fokus der Gentherapie [98]. Eine erfolgreiche Transduktion ist von vielen
Aspekten, wie Reinheit der Zellen und Toxizitat der Vektoren, abhangig. Die
Kontrollvektoren CS-CDF-EG-PRE oder CS-CA-GFP wurden in der vorliegenden Arbeit
genutzt, um die Transfektion und Transduktion zu etablieren und z.B. einen eventuellen
toxischen Einfluss der Vektoren auf die Zellen zu untersuchen. Die GFP Expression
wurde sowohl mikroskopisch als auch durch Analyse am Durchflusszytometer
bestimmt. Die Abbildung 4.4. zeigt 293FT Zellen vor der Transfektion und SeAx bzw.
CD34" Zellen in Kultur vor der Transduktion mit lentivitalen Partikeln. 293FT Zellen
transfiziert mit dem CS-CDF-EG-PRE (a und b) oder CS-CA-GFP (c) nach 48 h in
Kultur und vor Ernte der lentiviralen Partikel sind in Abbildung 4.5. dargestellt. Zur
Etablierung der Transduktion wurden SeAx Zellen genutzt. Abbildung 4.6. zeigt SeAx
Zellen nach Transduktion mit dem Kontrollvektor nach 48 h (a und b) und nach 7 (c)
Tagen. Nach 48 h in Kultur sind erfolgreich transduzierte CD34" SZ nach Analyse der
GFP Expression im Durchflusszytometer (Abb. 4.7.a) und im Mikroskop (Abb. 4.7.c)
abgebildet. Flur die Verlaufskontrolle ist weiterhin die GFP Expression nach zwei
Wochen in Kultur (Abb. 4.7.b) dargestellit.
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SeAx Zellen in Kultur CD34* Zellen in Kultur

Abb. 4.4. Dargestellt sind 293FT Zellen vor der Transfektion und SeAx bzw. CD34" Zellen in
Kultur vor der Transduktion mit dem Kontrollplasmid CS-CDF-EG-PRE oder CS-CA-GFP in
10-facher (293FT Zellen und SeAx Zellen) bzw. 40-facher (CD34" Zellen) VergrdRerung.
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Abb. 4.5. 293FT Zellen transfiziert mit dem Kontrollplasmid CS-CDF-EG-PRE (a und b) oder
CS-CA-GFP (c) nach 48 h Inkubation in 10-facher VergréRerung.
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Abb. 4.6. SeAx Zellen transduziert mit dem Kontrollplasmid CS-CDF-EG-PRE (a und b) 48 h
und nach 7 Tagen (c) in Kultur in 10-facher VergréRerung.
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Abb. 4.7. CD34" SZ transduziert mit dem Kontrollplasmid CS-CDF-EG-PRE nach 48 h (a und
¢) und zwei Wochen (b) in Kultur in 40-facher VergrofRerung.

Nach erfolgter Etablierung der Transfektion und Transduktion war es mdglich, lentivirale
Partikel, die fur die TF kodieren, Uber Infektion von 293FT Zellen zu generieren und
CD34" SZ zu infizieren. Zunachst wurden die Titer der generierten lentiviralen Partikel
bestimmt, um weitergehend ein optimales Verhaltnis zwischen CD34" SZ und Viren zu

finden.

4.3. TF-ubertragende lentivirale Partikel konnen HT1080 und 293FT Zellen

infizieren

Die lentiviralen Partikel pLenti-TF wurden, wie im Methodenteil (Kapitel 3.3.3.)
beschrieben, in 293FT Zellen generiert und die Titer durch Selektion mit Blasticidin Uber
einen Zeitraum von 12 Tagen bestimmt. Nach Farbung mit Crystal Violett konnten die
resistenten Kolonien ausgezahlt werden und so die Transduktionseinheiten (TU/ml)
berechnet werden. Lentivirale Partikel mit einem Titer ab 10° wurden fiir die Versuche
genutzt. Die Abb. 4.8. zeigt die Titer der pLenti-TF.
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Abb. 4.8. Darstellung der Virustiter der pLenti-TF nach Infektion von HT1080 Zellen der
Verdiinnungsstufen 107-10®. Die Titrierung erfolgte Gber 12 Tage durch den Zusatz des
Selektionsantibiotikums Blasticidin. Abschlieend wurden die resistenten Kolonien mit
Crystal violett angefarbt und zur Bestimmung der TU/ml ausgezahlt. Beispielhaft sind die
resistenten Kolonien fir den TF 12 in einer 6-Well Platte im Verhaltnis 1:1 nach 12 Tagen
Inkubation mit Blasticidin abgebildet. Hier konnten bei der Verdiinnungsstufe 10° 15 resis-
tente Kolonien bestimmt werden, was einem Titer von 1,5 x 10" Transduktionseinheiten pro
ml entspricht.

Ein Titer von mindestens 10° konnte fiir die TF 2, 10 und 16 auch nach mehrmaliger

Wiederholung (n=4) der Transfektion von 293FT Zellen nicht erreicht werden.

FUr die Titrierung der lentiviralen Partikel pVenus-TF wurden 293FT Zellen mit den
generierten lentiviralen Partikeln infiziert. Die Titer ergaben sich durch mikroskopische
Bestimmung der YFP-positiven 293FT Zellen nach 48 h Kultivierung. Hierbei wurde flr
TF 6 und TF 16 ein Titer von 10° TU/ml erreicht, alle weiteren Viren konnten 293FT
Zellen der Verdinnungsstufen 10* oder 10° infizieren (Abb. 4.9.). Auch nach
mehrmaliger Wiederholung (n=3) der Transfektion konnten keine héheren Titer erreicht
werden. Fur die nachfolgenden Versuche mit den pLenti-TF wurden die frisch isolierten
CD34* SZ mit einer MOI von 20 (z.B. 50.000 Zellen mit 1 x 10° lentiviralen Partikeln)
infiziert. Die lentiviralen Partikel der pVenus-TF, welche einen geringeren Titer als 10°

aufwiesen, wurden unverdinnt genutzt.
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Abb. 4.9. Darstellung der Virustiter der pVenus-TF nach Infektion von 293FT Zellen der
Verdiinnungsstufen 10™'-10°. Die YFP positiven 293FT Zellen wurden mittels Fluoreszenz-
mikroskopie nach 24 h identifiziert. Beispielhaft fir den TF 6 ist die Verdiinnungsstufe 10 in
4-facher VergroRerung abgebildet, der Titer entspricht 10° Transduktionseinheiten pro ml.

4.4. Die Infektion von CD34" SZ mit TF im pLenti fiihrt zu doppelt-positiven Zellen

fur mastzellspezifische Marker

Um die Relevanz der einzelnen TF fur die Entwicklung von MZ aus CD34+ SZ zu
Uberprifen, wurden die Uber Nacht mit SCF inkubierten SZ mit den lentiviralen Partikeln
infiziert. Hierbei wurden die SZ mit jeweils nur einem Faktor pro Ansatz transduziert. Die
Ansatze wurden nach einer und nach zwei Wochen im Durchflusszytometer auf die
Expression der mastzellspezifischen Marker CD117 und FceRI analysiert. Die Zellen
wurden wahrend der Kultivierung Uber das Selektionsantibiotikum Blasticidin
selektioniert. Nach einer Woche in Kultur waren bei allen Ansatzen < 1% aller Zellen
doppelt positiv fur CD117 und FceRI. Mit IL-3/SCF kultivierte PSCMCs sind nach einer
Woche zu 2% + 0,4% positiv fur beide Marker.

Ausgehend von diesem Ergebnis fiihrte die Infektion der CD34" SZ nach einer Woche
nicht zu einer héheren Anzahl an MZ in der Kultur. Hierbei wurde die statistische
Signifikanz gegen PSCMCs getestet. Die pLenti-TF, auRer pLenti-REPRIMO, JAK2 und
BHLHE-40, zeigten eine signifikant erniedrigte doppelte Expression der
mastzellspezifischen Marker CD117 und FceRIl im Vergleich zu IL3/SCF-kultivierten
PSCMCs.

53



Ergebnisse

Nach einer Woche Infektion mit pLenti-BHLHE-40 waren 14,2% + 18,8% der Zellen
positiv fur FceRIl, der héchste Wert im Vergleich zu PSCMCs (10,2% + 6,3%) und
MOCK (1,2% * 1,3%) transduzierten CD34" SZ. Mit pLenti-MITF transduzierte CD34"
SZ waren zu 6,0% + 2,1% positiv fur den Oberflachenrezeptor CD117, im Vergleich zu
PSCMCs (6,4% + 4,4%) und MOCK (3,8% * 1,2%) transduzierten CD34" SZ. In
Abb. 4.10.a sind die positiven Zellen (in %) fur beide Marker (CD117/FceRl) in
aufsteigender Reihenfolge dargestellt. In Abb. 4.10.b und c sind die Werte der einzel-
positiven Zellen fur die Marker CD117 und FceRlI in der Kultur abgebildet.
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Abb. 4.10.a-c CD34" SZ kultiviert fir eine Woche nach Infektion mit lentiviralen Partikeln
pLenti-TF. Nach einer Woche in Kultur sind 2 + 0,4% der PSCMCs doppelt positiv flr die
mastzellspezifischen Marker CD117 und FceRI (n=5) im Vergleich zur MOCK (1,1% % 1,2 %,
n=5). Dargestellt sind Mittelwerte und Einzelwerte aus funf unabhangigen Experimenten,
geordnet nach aufsteigender Anzahl an % positiver Zellen fir die jeweiligen Marker. Fur die

statistische Analyse wurde der Mann-Whitney-U-Test fir

nicht-parametrische Daten

verwendet. Es wurden alle pLenti-TF gegen PSCMCs getestet. * p<0.05, ** p<0.01. Die
Beschriftung flr b und ¢ entspricht der Abb.a.

Bei Betrachtung der 17 pLenti-TF infizierten CD34" SZ nach zwei Wochen in Kultur,
dargestellt in Abbildung 4.11.a, konnten bei den pLenti-TF GATA-2, BHLHE-40, GATA-
3 und HMOX1 infizierten CD34" SZ 3,2%-5% doppelt positive Zellen fir CD117 und
FceRI gemessen werden. Im Vergleich haben 7,9% £ 4,9% der PSCMCs und 1,1% %
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1,3% MOCK transduzierte Zellen beide Oberflachenrezeptoren (CD117 und FceRI)
exprimiert. Bei den pLenti-TF REPRIMO, BHLHE-40, HMOX1 und GATA-3 lag der
prozentuale Anteil (9-13%) an Zellen, die nur den FceRI Rezeptor exprimieren,
hingehen deutlich iber dem Messwert (5% + 4,7%) der PSCMCs (Abb. 4.11.c). Bei den
pLenti-TF STAT4 und MITF infizieten CD34" SZ konnten &hnlich hohe Werte
(13,5% bzw. 9%), wie bei PSCMCs (16,8%), fir den Rezeptor CD117 im Durchfluss-
zytometer gemessen werden (Abb. 4.11.b). Fur pLenti-HMOX1 (ca. 1 kb) wurden
prozentual die meisten doppelt positiven Zellen fur CD117/FceRl gemessen (4.11.a).
Auch konnte fiir pLenti-HMOX1 der hdchste Virustiter (7 x 10’ TU/ml) erzielt werden
(Abb. 4.8.).

Ausgehend von diesem Ergebnis flihrte die Infektion der CD34" SZ auch nach zwei
Wochen nicht zu einer hdéheren Anzahl an MZ in der Kultur. Hierbei wurde die
statistische Signifikanz gegen PSCMCs getestet. Die Halfte der pLenti-TF zeigten eine
signifikant erniedrigte doppelte Expression der mastzellspezifischen Marker CD117 und
FceRl im Vergleich zu IL3/SCF-kultivierten PSCMCs (Abb. 4.11.a). Die andere Halfte
der TF sind statistisch nicht signifikant (n.s.) Fur die pLenti TF GATA-3 und HMOX1
wurde der hdchste prozentuale Anteil an CD117/ FceRI* aller infizierten Zellen
gemessen (3,7% bzw. 5%). Auch wurden hier bei einem Experiment die insgesamt
hochsten Werte detektiert (11% bzw. 17,5%). Exemplarisch sind die Dotplots der

durchflusszytometrischen Analyse dieses Experiments in Abb. 4.13. dargestellt.
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Abb. 4.11.a-c CD34" SZ kultiviert fir zwei Wochen nach Infektion mit lentiviralen Partikeln
aller pLenti-TF und Analyse auf die Expression von CD117 und FceRI. 7,9% = 4,9% der
PSCMCs sind doppelt positiv fur die mastzellspezifischen Marker CD117 und FceRI (n=4) im
Vergleich zur MOCK Kontrolle (1,1% = 1,3%, n=5). Die pLenti-TF GATA-2, BHLHE-40,
GATA-3 und HMOX1 fuahrten nach zwei Wochen im Durchschnitt zu 3 - 5% Zellen mit

mastzellspezifischen Markern.

Dargestellt sind Mittelwerte und Einzelwerte aus finf

unabhangigen Experimenten, geordnet nach aufsteigender Anzahl an % positiver Zellen fur
die jeweiligen Marker. Fir die statistische Analyse wurde der Mann-Whitney-U-Test fur nicht-
parametrische Daten verwendet. Es wurden alle pLenti-TF gegen PSCMCs getestet
* p<0.05. Die Beschriftung flr b und c entspricht der Abb. a.

In Abbildung 4.12. wurden die Daten aus Abb. 4.11.a in Abhangigkeit der Groe der TF
dargestellt. FUr den kleinsten pLenti-TF REPRIMO konnten im direkten Vergleich zum
groRten pLenti-TF MITFGAT1PU1BCLXL keine erhéhte Anzahl an CD117/FceRI" Zellen
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detektiert werden. Eine Korrelation zwischen Grol3e des Inserts und Anzahl an doppelt
positiven Zellen flr die mastzellspezifischen Marker CD117 und FceRI konnte in der

vorliegenden Studie nicht festgestellt werden.
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Abb. 4.12. CD34" SZ kultiviert fiir zwei Wochen nach Infektion mit lentiviralen Partikeln der
pLenti-TF. Aus CD34" SZ, die mit den gréRten Inserts (MITFGAT1PU1BCLXL (4664 bp) und
GATA2PU1THES1BCLXL (4196 bp)) infiziert wurden, sind 2,6%% * 1,4% aller Zellen nach
zwei Wochen positiv fur die mastzellspezifischen Marker CD117 und FceRIl. Bei den
Ansatzen mit wesentlich kleineren TF wie HMOX1 (1088 bp) und GATA-3 (1556 bp) konnten
nach zwei Wochen 5% + 7,2% bzw. 3,7% + 4,2% Zellen gemessen werden, die CD117 und
FceRI auf ihrer Oberflache exprimieren. Dargestellt sind Mittelwerte und Einzelwerte aus finf
unabhangigen Experimenten, geordnet nach GroRe der Inserts.

In der Abbildung 4.13. ist die durchflusszytometrische Analyse fur die Expression von
CD117 und FceRI der Zellen nach zwei Wochen in Kultur als Dotplots fur die pLenti-TF
MITF, GATA2PUTHES1BCLXL, HMOX1, GATA-3 und Kontrollen dargestellt. Ebenso
wie bei PSCMCs (Abb. 4.13.f) sind bei HMOX1 (Abb. 4.13.c) und GATA-3 (Abb. 4.13.d)
infizierten CD34" SZ drei Zellpopulationen zu erkennen. Diese drei Zellpopulationen
sind bei MITF- und GATA2PU1HES1BCLXL-infizierten Zellen nicht auszumachen. Es
ist das Experiment mit den hochsten Messwerten fir CD117/ FceRI nach Infektion der
Zellen mit pLenti-HMOX1 und GATA-3 abgebildet.
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Abb. 4.13. CD34" SZ kultiviert fir
GATA2PU1HES1BCLXL (b), HMOX1 (c), GATA-3 (d) oder MOCK (e) nach durchfluss-
zytometrischer Analyse auf die mastzellspezifischen Marker CD117 und FceRI. Im Vergleich
sind MOCK infizierte Zellen (e) und IL3/SCF-kultivierte PSCMCs (f) dargestellt. Diese waren
nach zwei Wochen zu 2,8% doppelt positiv fur CD117/FceRI. Die Abbildung zeigt Dotplots
des Experiments (aller finf Ansatze) mit den hdchsten Messwerten fir CD117/FceRI bei
pLenti-HMOX1 (17,5%) und GATA-3 (10,9%) infizierten Zellen.
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Zusammenfassend betrachtet war die prozentuale Anzahl
Durchflusszytometer positiv fur CD117/FceRI gemessen wurde, bei allen Ansatzen
niedriger als bei IL-3/SCF kultivierten PSCMCs. Fir die nahere Analyse wurden
zusatzlich die absoluten Zellzahlen der Gesamtkultur (Abb. 4.14.a) und die absolute
Anzahl doppelt positiver Zellen fir CD117 und FceRI (Abb. 4.14.b) herangezogen.
pLenti-MITF kultivierte Zellen wiesen nach zwei Wochen die hdchste absolute Zellzahl
auf (22 x 10° Zellen/ml). Fiir pLenti-HMOX1 und pLenti-GATA-3 infizierte Zellen wurden

an Zellen,

Ergebnisse

(a),

die im
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Werte von ca. 10 x 10° Zellen/ml gemessen. Die daraus detektierte Zellzahl > 100
doppelt positiver Zellen fir CD117 und FceRI konnte fur die pLenti-TF MITF, GATA-1
und GATA-3 gemessen werden. Dies entspricht z.B. bei MITF einem prozentualen
Anteil von 0,5% an CD117/FceRI* Zellen der Gesamtkultur.
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Abb. 4.14. Die absoluten Zellzahlen sind nach zwei Wochen in Kultur fir alle Ansatze der
pLenti-TF dargestellt (a), im Vergleich zu MOCK infizierten CD34" SZ und PSCMCs. Die
héchste Zellzahl wurde bei pLenti-MITF generierten Zellen (22 x 10° Zellen/ml) erreicht.
Weiterhin ist die Anzahl doppelt positiver Zellen fir CD117 und FceRI dargestellt (b). Hier
konnte bei pLenti-GATA-3 infizierten Zellen der hochste Wert (128 Zellen/ml) gemessen
werden. Fir die pLenti-TF MITF, GATA-1 und BHLHE-40 wurden > 100 Zellen/ml detektiert,
bei allen weiteren TF lag die Zellzahl darunter. Es sind die Mittelwerte + SD aus flnf
unabhangigen Experimenten dargestellt (a), geordnet nach aufsteigender Zellzahl. Diese
Reihenfolge wurde fir (b) beibehalten. Fir die statistische Analyse wurde der Mann-
Whitney-U-Test flr nicht-parametrische Daten verwendet. Es wurden alle pLenti-TF gegen
PSCMCs getestet. * p<0.05, ** p<0.01.

Durch das Fehlen eines fluoreszierenden Markers im Genom der lentiviralen Partikel
konnte eine Differenzierung zwischen transduzierten und nicht-transduzierten Zellen
nicht erfolgen. Fur die weitere Untersuchung der Fragestellung, ob eine Differenzierung
von MZ aus CD34" SZ durch einen TF mdglich ist, wurden die Gene fiir die einzelnen
TF in den Vektor pVenus kloniert. Die anschlielfiend generierten lentiviralen Partikel
enthalten zusatzlich die Sequenz fur ein YFP fluoreszierendes Protein, welches
zusammen mit dem Gen fUr die einzelnen TF in das Genom der Zielzellen integriert

wird.
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4.5. Die Anzahl an YFP positiven Zellen nimmt wahrend der dreiwdchigen

Kultivierung nach Transduktion mit pVenus-TF ab

Fir die Uberprifung der Transduktionseffizienz wurden die CD34" SZ mit lentiviralen
Partikeln der pVenus-TF infiziert. Die Sequenz flr das YFP fluoreszierendes Protein
wird dabei zusatzlich zu den TF in das Genom der Zielzellen integriert, so dass eine
Analyse der erfolgreich transduzierten Zellen im Durchflusszytometer mdglich ist. Eine
Uberprifung der Zellen erfolgte nach 24 h und nach drei Wochen Kultivierung.
Far die pVenus-TF MITF (12,2% £ 11%) HES-1 (7% % 5,2%), und BCL-XL (5,7% %
2,2%) konnten nach 24 h Kultur die hochsten YFP-Werte gemessen werden. Bei MOCK
(ohne TF, aber mit YFP Marker) transduzierten CD34" SZ wurden 5 + 1% YFP-positive
Zellen detektiert. Die Werte fur die weiteren TF lagen nach 24 h Infektion zwischen 0,3-
4,7% (Abb. 4.15.a). Die Werte fur PSCMCs sind zusatzlich eingeflgt, um eine mdgliche

Autofluoreszenz der Zellen auszuschlief3en.
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Abb. 4.15. Dargestellt ist die YFP Expression der CD34+ SZ nach 24 h Infektion mit
lentiviralen Partikeln der pVenus-TF (a) und nach drei Wochen in Kultur (b). Nach 24 h
waren 5% £ 0,9% der MOCK transduzierten CD34+ SZ positiv fir YFP, nach drei Wochen
2,3% £ 0,6% der Zellen. Die maximale YFP Expression nach 24 h Infektion wurde bei dem
Faktor pVenus-MITF (12,2% £ 11%) gemessen, diese verringerte sich nach drei Wochen auf
3,2% £ 2,2% YFP positive Zellen. Es sind die Mittelwerte £ SD aus vier (a) bzw. zwei (b)
unabhangigen Experimenten dargestellt, geordnet nach aufsteigender YFP Expression.

Nach drei Wochen in Kultur lag die YPF Expression bei allen Ansatzen < 5%
(Abb. 4.15.b). Einzig fir pVenus-GATA-3 infizierte CD34" SZ konnte ein zweifacher
Anstieg des YFP Signals, von 2,6% auf 5% aller Zellen, vermerkt werden. Fir pVenus-
MITF infizierte CD34" SZ wurde bei 3,2% + 2,1% aller Zellen ein positives Signal fir

61



Ergebnisse

YFP gemessen, der Wert fiel damit 4-fach geringer aus, als nach 24 h Infektion. Auch
fur die Ansatze mit den pVenus-TF HES-1 (0,3%) und STAT5b (3%) wurden, im
Vergleich zur 24 h-Messung, weniger Zellen mit YFP Expression detektiert. Auch bei
den MOCK transduzierten CD34" SZ sank der Wert fir YFP von 5% auf 2,3%. Das
Protein fur YFP wird analog zu den TF exprimiert, so dass dessen Expressionsstarke

als Marker fir die Aktivitat der einzelnen TF betrachtet werden kann.

Die nachfolgenden Analysen der pVenus-TF wurden fur alle 17 TF bzw. TF-Kombi-
nationen durchgefuhrt, jedoch wurde die Darstellung der Ergebnisse auf 5 TF
beschrankt. Diese TF wurden nach vorheriger Prufung aller Daten (z.B. Konsistenz mit

pLenti-Ergebnissen) ausgewahlt.

4.6. Die Infektion mit pVenus-TF fuhrt zu doppelt positiven Zellen fir

mastzellspezifische Marker

Nach dreiwdchiger Kultivierung der Zellen wurden diese auf die mastzellspezifischen
Marker CD117 und FceRI hin analysiert. Die absoluten Zellzahlen wurden flr die nahere
Analyse herangezogen, um die Anzahl an Zellen, die mastzellspezifische Marker und
YFP exprimierten, weiter zu beschreiben. Die hochste Anzahl an YFP-positiven Zellen
konnte fur pVenus-MITF infizierte CD34" SZ gemessen werden, wobei die Halfte der
Zellen zusatzlich positiv fur CD117/FceRI waren (Abb. 4.16.a). Wie bereits unter Kapitel
4.5. beschrieben, nahm die Anzahl YFP positiver Zellen bei pVenus-MITF infizierten
Zellen nach drei Wochen stark ab, stellt jedoch bezogen auf alle Ansatze den hoéchsten
Wert da. Diese Abnahme bestatigt sich bei Betrachtung der absoluten Zellzahlen. Nach
24 h waren ca. 6000/ml Zellen positiv fir YFP, nach drei Wochen nur noch ca. 1000/m|
Zellen. Die Abnahme der absoluten Zellzahlen und einhergehend die Abnahme der YFP
positiven Zellen wurde bei allen Ansatzen beobachtet. Eine Ausnahme bildet der
Anstieg an YFP positiven Zellen bei pVenus-GATA-3 infizierten CD34" SZ (Kapitel 4.5.).
Die nahere Analyse der absoluten Zellzahlen zeigt jedoch, dass die Anzahl an YFP

positiven Zellen von ca. 1300 auf ca. 650 Zellen gesunken ist.
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Abb. 4.16. CD34" SZ kultiviert fir drei Wochen nach Infektion mit lentiviralen Partikeln
pVenus-TF HMOX1, GATA-1, GATA-3, GATA2PU1HES1BCLXL und MITF sind zwischen 35
und 56% doppelt positiv fir YFP und die mastzellspezifischen Marker CD117 und FceRI
(n=2). Drei Wochen mit IL-3/SCF kultivierte PSCMCs sind zwischen 30% und 40% (Abb.
4.17.9) doppelt positiv fir CD117 und FceRI. In Abbildung a sind die absoluten Zellzahlen/ml
Zellkultur fir YFP einzelpositive Zellen und YFP und CD117/FceRI doppelt positive Zellen
dargestellt, sortiert nach steigender doppelter Expression. Abbildung b zeigt nur
CD117/FceRI positive Zellen normiert auf YFP positive Zellen. Es sind Mittelwerte £ SD aus
2 unabhéangigen Experimenten gezeigt.

Die Zellen wurden auflerdem nach Normierung analysiert, um Unterschiede in den
absoluten Zellzahlen bei den einzelnen Ansatzen auszugleichen (Abb. 4.16.b). Bezogen
auf die doppelte Expression von YFP und CD117/FceRI konnte flur pVenus-GATA-1
infizierte CD34" SZ der héchste Wert gemessen werden (56,3% * 14,9%). Uber 50%
doppelt positive Zellen fur YFP und die mastzellspezifischen Marker wurden weiterhin
bei den pVenus-TF GATA2PU1HES1BCLXL, HMOX1 und MITF transduzierten Zellen
detektiert. Fir die pVenus-TF MITF, GATA2PU1HES1BCLXL, HMOX1 und GATA-3
und Kontrollen sind in Abb. 4.17.a-g exemplarisch Dotplots der Analyse auf CD117 und
FceRI dargestellt.
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Abb. 4.17. Dargestellt sind die pVenus-TF MITF (a), GATA2PU1HES1BCLXL (b), HMOX1
(c), GATA-3 (d) und MOCK (e) infizierten CD34" SZ nach drei Wochen in Kultur. Im
Vergleich zu MOCK infizierten Zellen (e) und mit Zytokinen kultivierten PSCMCs (g). Jeweils
dargestellt sind Dotplots der YFP positiven Zellen (a-f) und daraus resultierend die positiven
Zellen fur die Marker und CD117 und FceRI (a-e). Bei pVenus-GATA2PUTHES1BCLXL
generierten Zellen wurde mit 62,5% doppelt positiver Zellen der hochste Wert gemessen. Bei
den IL-3/SCF kultivierten PSCMCs waren nach drei Wochen 36,4% aller Zellen positiv fur
mastzellspezifische Marker. Gezeigt sind die Dotplots der durchflusszytometrischen Analyse

eines Experiments.

Um zu kontrollieren, ob die Transduktion mit lentiviralen Partikeln einen negativen
Einfluss auf die CD34" SZ haben, wurde die Viabilitit der Zellen Uberpriift und

weitergehend mikroskopische Aufnahmen der Zellen angefertigt.
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4.7. pVenus-HMOX1 und pVenus-MITF beeinflussen die Viabilitat der Zellen

Die weitere Charakterisierung der generierten Zellen erfolgte durch Bestimmung der
Viabilitat aller Zellen. Hierfur fand das Nukleinsaure-Farbemittel Sytox Green
Anwendung. Als fluoreszierendes Mittel kdnnen somit Zellkerne und Chromosomen
angefarbt werden, um die Anzahl toter Zellen einer Kultur darzustellen. Die Abb. 4.18.a
stellt die Gesamtzellzahl der Ansatze fur pVenus-TF GATA-3, HMOX1, GATA-1,
GATA2PU1THES1BCLXL und MITF dar. In Abb. 4.18.b sind die lebenden Zellen als

prozentualer Anteil dieser Gesamtzellkultur fir die entsprechenden Ansatze abgebildet.
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Abb. 4.18. Die Viabilitdt der pVenus-TF GATA-3, HMOX1, GATA-1, GATA2PU1THES1BCLXL
und MITF infizierten CD34" SZ wurde mit Sytox Green zur Anfarbung von Nukleinsauren im
Durchflusszytometer bestimmt. In Abbildung a sind die Gesamtzellzahlen der Kulturen
dargestellt. In gleicher Reihenfolge wie in (a) zeigt (b) die Ergebnisse der Sytox Green
Farbung. Es sind die Gesamtzellzahlen (a) und die Sytox Green negativen Zellen (b) als
Mittelwert £ SD aus zwei unabhangigen Experimenten abgebildet. Als Positivkontrolle fur die
Sytox Green Farbung wurden LAD2 Zellen verwendet.

Die Viabilitdt der mit lentiviralen Partikeln infizierten Zellen lag, fur die ausgewahlten
Faktoren, nach drei Wochen zwischen 67-78%. Ausnahmen bildeten die pVenus-
HMOX1 infizierten CD34" SZ mit 49% + 42% und die pVenus-MITF infizierten CD34"
SZ mit 62% = 12%. MOCK infizierte Zellen waren zu 91% + 6% Sytox Green negativ.

4.8. TF beeinflussen die Anzahl und GroRe der Zellen

Nach drei Wochen in Kultur unterschieden sich die TF infizierten CD34" SZ von frisch

isolierten und undifferenzierten CD34" SZ in der Zellzahl und in der Zellmorphologie.
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Im Vergleich ist anhand der Zellgrof3e und Granularitat eine Veranderung der Zellen zu
erkennen. Frisch isolierte CD34" SZ haben eine GréfRe von ca. 6,8 um, drei Wochen
kultivierte PSCMCs sind ca. 15,5 pm grol3. Alle, in Abb. 4.19. exemplarische gezeigten
Zellen, sind nach 3 Wochen in Kultur ca. doppelt so groR wie frisch isolierte CD34" SZ
und weisen granulare Strukturen im Zellinneren auf. Makroskopisch betrachtet, weisen
am ehesten pVenus-GATA-3 generierte Zellen, eine den PSCMCs ahnliche ZellgroRe
und Homogenitat auf. Die Kondensation des Chromatins der pVenus-GATA-3
generierten Zellen scheint jedoch weniger stark ausgepragt als bei den PSCMCs. Die
MOCK infizierten Zellen sind, im Vergleich zu den pVenus-infizierten Zellen, nicht
granuliert, zeigen aber Anzeichen von Pseudopodien (Scheinful3chen). Diese Plasma-
ausstulpungen sind ein Zeichen von Zelldifferenzierung und sind auch bei z.B. MITF-
generierten Zellen zu sehen. Die Infektion mit MOCK-Viren fuhrt demnach zu einer
unspezifischen Zelldifferenzierung, die im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht weiter
analysiert wurde. Vorhergehende Experimente zeigten, dass CD34" SZ ohne Zugabe
von Wachstumsfaktoren, wie z.B. Zytokinen, zu Zellen mit myeloischen Oberflachen-

markern differenzieren (Daten hier nicht gezeigt).

Die hochsten absoluten Zellzahlen (>15.000) wurden far MITF und
GATA2PU1THES1BCLXL gemessen. Diese Faktoren bzw. die Kombination der Faktoren
fuhrte hier zu einer Erhdohung der Zellzahlen, im Vergleich zu MOCK-transduzierten
Zellen. Niedrige Gesamtzellzahlen wurden fur die pVenus-TF GATA-3, HMOX1 und
GATA-1 generierten Zellen gemessen. Bei dem Ansatz mit GATA-1 wurden nach drei
Wochen weniger als 10.000 in den Kulturen gezahlt. Auf dem entsprechenden Bild
(Abb. 4.19.) sieht man Zellkonglomerate mit deutlich gréoReren, granulierter wirkenden

Zellen.

In Kapitel 4.7. wurde durch die Farbung mit Sytox Green der Anteil lebender Zellen in
der Gesamtkultur bestimmt. Die mit den Faktoren pVenus-HMOX1 und pVenus-MITF
infizierten Zellen zeigten eine schlechtere Viabilitdt im Vergleich zu den anderen
Ansatzen. Auch die mikroskopischen Aufnahmen fur p-Venus-HMOX1 und pVenus-
MITF zeigen das verstarkte Vorhandensein von Zellresten und unterstitzt die These

des Einflusses dieser Faktoren auf die Viabilitat der infizierten CD34" SZ.

66



Ergebnisse
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Abb. 4.19. Darstellung der pVenus-TF GATA-3, HMOX1, GATA-1, GATA2PUTHES1BCLXL
und MITF im pVenus generierten Zellen nach drei Wochen in Kultur. Die Ansatze mit
pVenus-GATA-1 und pVenus-GATA-3 zeigen nach drei Wochen in Kultur eine Erhéhung der
Zellzahl. Als Vergleich sind frisch isolierte CD34" SZ, MOCK infizierte CD34" SZ und mit
Zytokinen kultivierte PSCMCs abgebildet. Dargestellt sind mikroskopische Aufnahmen in 40-
facher Vergrofierung.

Neben der beschriebenen (Kapitel 4.6.) doppelten Expression von CD117 und FceRl ist
zu prufen, ob die Zellen nach IgE/anti-IgE Stimulation aktivierbar sind und die damit

einhergehende Degranulation durch Messung von freigesetzten Mediatoren gemessen
werden kann.
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4.9. Aus CD34" SZ generierte Zellen setzen B-Hexosaminidase nach Aktivierung

uber IgE frei

Zur Uberpriifung der Funktionalitat der aus CD34" SZ generierten Zellen wurden diese
zunachst mit IgE stimuliert oder in Puffer belassen. Nach Zugabe des anti-IgE konnte
der Gehalt an B-Hexosaminidase im Uberstand und im Zellpellet gemessen werden
(Abb. 4.20.). Das lonophor lonomycin wird hier genutzt, um die generelle Aktivierbarkeit
der Zellen zu testen. lonomycin kann Ca?* lonen durch Zellmembranen transportieren,
was zur Degranulation der MZ fihrt [99]. Neben B-Hexosaminidase wird hierdurch auch

z.B. Histamin freigesetzt.
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Abb. 4.20. Messung der B-Hexosaminidase Freisetzung (in %) nach Aktivierung der Zellen
Uber den IgE Rezeptor FceRI. Die Zellen wurden zuvor fur 1 h mit IgE beladen, gewaschen
und anschlieBend mit anti-IgE oder lonomycin aktiviert. Die Messung der Fluoreszenz nach
Umsetzung des Substrates 4-MUG entspricht der B-Hexosaminidase Aktivitat. Nach drei
Wochen in Kultur setzen PSCMCs 31,8% + 29,4% R-Hexosamindase nach Aktivierung tuber
FceRI frei, 50,1% = 41,1% nach Aktvierung tber lonomycin und 21,8% + 25,2% spontan.
LAD2 Zellen als Positivkontrolle setzen 29,9% + 16,8% B-Hexosaminidase nach Aktivierung
Uber FceRlI frei, 71,9% £ 16,9% nach lonomycin Zugabe und 5,9% £ 7% spontan frei. Nur bei
pVenus-GATA-1 generierten Zellen konnte eine niedrigere spontane Freisetzung an [3-
Hexosaminidase (18,6% + 6,2%) im Verhaltnis zur Aktivierung uber FceRI (23,8% + 4,6%)
und lonomycin (49,3% + 1%) gemessen werden. Dargestellt sind Mittelwert £ SD aus zwei
unabhangigen Experimenten, geordnet nach Hbhe der spontanen Freisetzung (ohne IgE
Beladung und anti-IgE Aktivierung).

Bei allen pVenus-TF generierten Zellen wurde eine spontane Freisetzung an B-Hexo-
saminidase von > 10% gemessen, im Vergleich zur Positivkontrolle mit LAD2 Zellen
(5,9%) und zu MOCK transduzierten CD34" SZ (10%). Nach anti-IgE Zugabe konnte
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bei LAD2 Zellen 30% B-Hexosaminidase im Uberstand gemessen werden und 72% der
Zellen waren insgesamt aktivierbar. Mit Zytokinen generierte PSCMCs konnten zu 32%
nach anti-Igg Gabe B-Hexosaminidase freisetzen, wobei maximal 50% aller Zellen nach
lonomycin degranulierten. Durch pVenus-GATA-3 generierte Zellen zeigten den
hdchsten Wert nach lonomycin Behandlung (58%), jedoch auch mit > 50% eine sehr
hohe spontane Freisetzung. Nach anti-Ige Gabe konnte bei pVenus-HMOX1
behandelten Zellen der maximale Wert von 59,7% bestimmt werden. Auch hier steht
diesem Ergebnis eine spontane Freisetzung von >50% gegenuber. Bei pVenus-TF
MITF und GATA2PU1HES1BCLXL generierten Zellen lag die allgemeine Aktivierbarkeit
der Zellen bei >50%, jedoch wiederum einhergehend mit einer sehr hohen spontanen
Freisetzung. Nur bei pVenus-GATA-1 generierten Zellen wurde fir die spontane
Freisetzung (19%) ein niedrigerer Wert als fiir die anti-IgE behandelten Zellen (24%)
gemessen. Maximal konnten hier 49% R-Hexosaminidase nach Stimulation mit
lonomycin gemessen werden. Eine ahnliche Verteilung der Messdaten konnte, nach

Aktivierung der Zellen, auch fur Histamin beobachtet werden.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression eines einzelnen
TF ausreicht um MZ aus CD34" SZ zu generieren. Die der Arbeit zugrundeliegende
Hypothese wurde durch bereits fur die MZ Entwicklung relevante TF im murinen und
humanen System bestimmt und geformt. Die gewahlten 17 TF wurden erstmals durch
lentivirale Vektoren verpackt, um MZ durch Transduktion von CD34" SZ zu generieren.
Mit der zuerst verwendeten Gruppe an TF kodierenden Viren (pLenti-TF) konnte die
experimentelle Durchfihrbarkeit bestatigt werden. Die Etablierung einer zweiten Gruppe
an TF (pVenus-TF) kodierenden Viren, welche einen fluoreszierenden Marker
enthalten, ermdglichte zusatzlich die Detektion von erfolgreich transduzierten Zellen.
Eine starke Heterogenitat der Zellen bei der Transduktionseffizienz und der Anzahl an
CD117/FceRI positiven Zellen konnte, wahrend der Kultivierung, beobachtet werden. In
beiden Gruppen an Viren konnten HMOX1 und GATA-3 als TF bestatigt werden, um
aus CD34" SZ MZ zu generieren. Jedoch fiihrten auch weitere TF, nach Infektion der
CD34" SZ, zur Entwicklung von MZ. Die méglichen Ursachen und Implikation dieser

Ergebnisse werden nachfolgend diskutiert.

Der Fokus liegt hierbei auf funf Faktoren: GATA-1, GATA-3, GATA2PUTHES1BCLXL,
MITF und HMOX1.

5.1. Diskrepanz bei Kontrollverdau der pVenus-TF

Die einzelnen Plasmide fur die pVenus-TF wurden, wie in Kapitel 4.1. beschrieben,
durch enzymatischen Kontrollverdau auf Richtigkeit hin Uberpraft. Bei dem TF 1 (MITF)
wurde, trotz mehrmaliger Wiederholung und der Praparation verschiedener Klone, eine
Bande bei ca. 1700 bp erkannt, welche nicht den erwarteten Banden entsprach.
Erwartet wurden Banden bei ca. 500 bp und ca. 1200 bp. Mdglicherweise war die
Schnittstelle fur das Enzym Apal durch Methylierung der Erkennungsschnittstelle durch
E. coli eigene Dcm Methylase [100] blockiert.

Weitere Kontaminanten wie Ethanol, zu hohe Salzkonzentrationen oder eine

Verunreinigung des Enzyms kdnnen soweit ausgeschlossen werden, da die gleichzeitig
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verdaute DNS anderer Plasmide korrekt geschnitten wurde. Da die weiteren erwarteten
Schnittstellen der Restriktionsenzyme bei TF 1 zu erkennen waren und die Gesamt-

groRe des Plasmids stimmte, wurde mit der isolierten DNS weitergearbeitet.

Bei weiteren pVenus-TF konnten Banden, die eine sehr ahnliche Grol3e haben, im Gel
nicht eindeutig von einander getrennt werden. So ist bei TF 6 nur eine der zwei
erwarteten Banden von ca. 900 bp sichtbar. Das Gleiche gilt fur TF 15, hier ist nur eine
Bande von ca. 1100 bp zu erkennen. Die Auftrennung der einzelnen Banden bei TF4 ist
weiterhin sehr schlecht zu erkennen. Dies ist vor allem durch die Vergro3erung der

Abbildung entstanden, um eine einheitliche GroRe der Gele zu gewahrleisten.

5.2. Die Infektion mit einem TF fiihrt zu MZ aus CD34" SZ

Die Entwicklung von MZ aus HSZ wird mafigeblich von der Aktivitat von TF bestimmt.
TF beeinflussen direkt die Genexpression und regulieren die zellulare Antwort auf

externe Stimuli, beispielsweise die IgE/anti-IgE Reaktion bei MZ.

Der Faktor HMOX1 fuhrte sowohl im pLenti als auch im pVenus zu MZ. Dieser TF wird
in Kapitel 5.8. der Diskussion ausfuhrlicher erértert und durch weitere Ergebnisse der

eigenen Arbeitsgruppe in einen wissenschaftlichen Kontext gesetzt.

Die TF der GATA Familie sind im murinen System, wie bereits in der Einleitung
ausgefuhrt, maflgeblich an der MZ Entwicklung beteiligt. Ein Vertreter der GATA-
Familie, GATA-3, konnte 2008 von Sakata-Yanagimoto et al. [41] als wichtiger Weg-
bereiter in der MZ Entwicklung bestatigt werden. CMPs und GMPs konnten nur durch
die Kombination aus Notch2 und HES-1/GATA-3 zu MZ differenzieren. In beiden
Gruppen an Viren konnten durch den alleinigen Einfluss von GATA-3 MZ generiert
werden. Die Ergebnisse liefern somit Anhaltspunkte, dass dieser TF auch im humanen

System essentiell fur die MZ Differenzierung ist.

Als weiterer TF der GATA-Familie wurde GATA-1 im murinen System als essentiell fir
die MZ Entwicklung bestatigt. Bei Mausen bewirkt eine niedrige GATA-1 Expression die

Bildung von morphologisch abnormalen und apoptotischen MZ Vorstufen im Binde-
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gewebe und der Peritonealflussigkeit [34, 101]. In der vorliegenden Arbeit fuhrte die
Infektion von CD34" SZ mit pVenus-GATA-1 zu iber 50% MZ (bezogen auf absolute
Zellzahlen) nach drei Wochen in Kultur. Die Infektion mit pLenti-GATA-1 fuhrte in der
vorliegenden Studie zu < 2% Zellen mit mastzellspezifischen Markern in der Gesamt-
kultur. Eine mdgliche Ursache fur die gegensatzlichen Ergebnisse kann in
unterschiedlichen Infektionsraten der pLenti- und pVenus-Viren liegen. Aufgrund der
Diskrepanz der Ergebnisse kann in der vorliegenden Studie der Einfluss von GATA-1
auf die MZ-Entwicklung weder bestatigt, noch verneint werden. Die mikroskopische
Aufnahme der pVenus-GATA-1 infizierten Zellen (Abb. 4.19.) zeigt groRere und starker
granulierte Zellen. Da der TF GATA-1 auch fur die Entwicklung von z.B. Mega-
karyozyten verantwortlich ist, kdnnte es sich um solche Vorlauferzellen handeln. Diese
Zellen wurden nicht naher charakterisiert, so dass hier nur eine Vermutung geaul3ert

werden kann.

GATA-2 wurde als letzter Vertreter der GATA-Familie verwendet. Dieser TF wurde
vorab mit einer Mutation (siehe Kapitel 1.4.) synthetisch hergestellt, welche die
Expression des TF fordert [52]. Da murine, embryonale SZ mit einem Mangel an GATA-
2 nicht zu MZ weiter differenzieren [102] kénnen, wurde durch die Uberexpression des
GATA-2 ein Anstieg an MZ in der Kultur erwartet. In beiden Gruppen an Viren wurde
nach Infektion mit GATA-2 nur eine geringe Anzahl an MZ detektiert. Der Faktor konnte
im Rahmen dieser Arbeit nicht als mafRgeblich fur die MZ Entwicklung aus humanen
CD34" SZ bestatigt werden.

Fur die Entwicklung von murinen MZ ist weiterhin der TF MITF von Kitamura et al. [57]
naher untersucht worden. Die doppelte Gendosis einer mutierten Form des MITF flhrte
zu phanotypisch abnormalen MZ in Mausen. Beim Menschen ist bisher beschrieben,
dass u.a. MITF-A die Transkription des Gens fur Tryptase [55] reguliert, ein Einfluss auf
die Entwicklung der Zellen aus HSZ ist bisher nicht bekannt. pVenus-MITF zeigte die
hdchste Transduktionseffizienz aller TF. Dies wird ausfuhrlicher in Kapitel 5.5. diskutiert.
Nach Infektion von CD34" SZ mit pVenus-MITF konnten nach 3 Wochen ca. 50% MZ
(bezogen auf absolute Zellzahlen) gemessen werden, die Infektion mit pLenti-MITF
fihrt nur zu ca. 1% CD117/ FceRI*. Ahnlich wie bei den Ansatzen mit GATA-1 kann hier
z.B. eine unterschiedliche Infektionsrate eine Ursache fiur die gegensatzlichen

Ergebnisse sein.
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Die Kombination der TF (MITF-GATA-1-PU1 bzw. GATA-2-PU1-HES1) war erfolgs-
versprechend. Wie in der Einleitung im Kapitel 1.4. ausfihrlich beschrieben, sind MITF
und GATA-1 essentielle Faktoren bei der normalen Entwicklung von MZ aus HSZ im
murinen System. Der TF PU.1 wirkt als Positivregulator auf GATA-1 ein [103], sodass
fur die vorliegende Studie beide TF zusammen exprimiert werden sollten. Das
Zusammenspiel der TF PU.1, GATA-1 und GATA-2 fordert weiterhin die Expression des
FceRI-Rezeptors auf MZ [37]. Dieses Zusammenwirken in Verbindung mit HES1,
welcher wiederum die MZ Entwicklung aus GMPs bzw. CMPs im murinen System
beglnstigt [104], sollte in einer weiteren Kombination getestet werden. Es konnten nur
nach Infektion mit pVenus-GATA-2-PU1-HES1-BCLXL relevante Ergebnisse gemessen
werden. Diese Ergebnisse geben einen ersten Hinweis darauf, dass die TF-
Kombination GATA-2/PU1 auch im humanen System die MZ Entwicklung aus HSZ
fordert, da GATA-2 alleine diesen Effekt nicht hatte.

Der Faktor MITF konnte somit weder einzeln noch in Kombination die Entwicklung von
MZ aus HSZ fordern. Die schwache Wirksamkeit des TF MITF kann durch die
verwendete Isoform MITF-MC erklart werden. In murinen MZ wurden bisher 6
Isoformen des MITF nachgewiesen (siehe Kapitel 1.4.). In der vorliegenden Studie
wurde nur die MITC-MC Isoform genutzt, da diese nur in MZ und Melanozyten
exprimiert wird. Die Wirksamkeit der anderen Isoformen auf die humane MZ

Entwicklung kann fur weiterfihrende Studien von Interesse sein.
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Abb. 5.1. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die TF GATA-3 und HMOX1
die Entwicklung der MZP aus humanen HSZ férdern. Fir die TF GATA-1 und MITF kdnnen
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Hinweise auf deren positiven Einfluss auf die
Differenzierung der MZ geben. Der TF GATA-2 konnte im Zuge dieser Arbeit nicht bestatigt
werden.

Zusammenfassend betrachtet konnten durch die TF GATA-3 und HMOX1 in beiden
Gruppen an Viren MZ aus CD34" SZ generiert werden. Die weiteren, teils wider-

spruchlichen Ergebnisse der TF Ubertragenden Viren werden nachfolgend diskutiert.

5.3. Die Infektion von CD34" SZ mit HMOX1 und GATA-3 im pLenti oder pVenus
fuhren zu MZ

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Transfervektoren als lentivirale,
HIV-1-basierte Vektoren genutzt, um die TF effizient zu Gibertragen und die CD34" SZ
ohne Zugabe von Zytokinen zu transduzieren [105-107]. Die Genexpression wird dabei
durch einen internen Promotor der lentiviralen Vektoren gesteuert. Die genutzten
Transfervektoren enthalten entweder den EF1a-Promotor (pLenti) oder den CAG-
Promotor (pVenus). Bei der frihen Entwicklung und Etablierung lentiviraler Vektoren fur
die Infektion humaner SZ wurde der Fokus zunachst auf den Cytomegalovirus (CMV)
und den Phosphoglycerate kinase (PGK) Promotor gesetzt. Es folgten der Chicken
actin combined with CMV enhancer (CAG) und der Elongationfactor-1a (EF-1a)
Promotor. Salmon et al. [108] haben die Effizienz der Promotoren CMV, PGK und EF-
1a bei der lentiviralen Transduktion von humanen CD34" aus Nabelschnurblut
untersucht. Nach 4 Tagen in Kultur zeigten sich klar abgegrenzte GFP* Populationen
bei den Zellen, die mit PGK oder EF-1a Promotor enthaltenden lentiviralen Vektoren
transduziert wurden. Bei CMV basierten lentiviralen Vektoren wurde nur ein geringer
Anteil an GFP" Zellen gemessen, verbunden mit einer starken Heterogenitat der GFP

positiven Zellen. Der EF-1a Promotor wurde in dieser Studie als sehr wirksam fur die
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Transduktion von HPCs (Human hematopetic precursor cells) beschrieben, im Gegen-
zug zeigte der CMV Promotor nur eine sehr niedrige Aktivitat in transduzierten HPCs.
Vorhergehende Ergebnisse [109-111], das CMV basierte lentivirale Vektoren die
Genexpression in HPCs nicht effizient regulieren, konnten somit bestatigt werden. Der
CAG und EF-1a Promotor wurde auch von Ramezani et al. [112] auf Effizienz bei der
lentiviralen Transduktion der humanen Hematopetic stem/progenitor cells (HSPC) Linie
KG1a untersucht. Auch hier konnten, im Vergleich zu CMV und PGK Promotor, fur CAG
und EF-1a Promotor basierte lentivirale Vektoren die hochsten GFP-Werte far

transduzierte Zellen gemessen werden.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden fur die vorliegende Arbeit zunachst
lentivirale Vektoren, die den EF-1a Promotor enthalten, verwendet. Hier konnten durch
Infektion mit den pLenti-TF HMOX1 und GATA-3 doppelt positive Zellen fur die
mastzellspezifischen Marker CD117 und FceRI generiert werden. Die durchfluss-
zytometrische Analyse der mit pLenti-TF HMOX1 und GATA-3 generierten Zellen zeigte
mehrere, voneinander abgrenzbare Zellpopulationen. Die Subpopulationen fiir FceRI”,
CD117" und CD117/FceRI" Zellen waren klar differenzierbar. Diese Entwicklung ist
auch bei IL-3/SCF kultivierten PSCMCs nach zwei Wochen zu sehen. Es ist demnach
davon auszugehen, dass die Infektion der CD34" SZ mit pLenti-HMOX1 und pLenti-
GATA-3 zu MZ fuhrte, wobei der prozentuale Anteil an generierten Zellen im
Durchschnitt niedriger (3,4% bzw. 4,6%) ausfiel als bei den PSCMCs (7,9%). In einem
Experiment konnten fiir pLenti-GATA-3 und pLenti-HMOX1 > 10% CD117/FceRI* Zellen
gemessen werden (Abb. 4.13). Die Anzahl an generierten PSCMCs lag bei diesem
Ansatz auch > 10%. Die CD34" SZ wurden von fiinf verschiedenen Spendern isoliert
und verwendet. Modglich ware, dass Faktoren im Zellkonzentrat oder aktivierende
Mutationen der Zellen die Entwicklung der CD34" SZ zu MZ begiinstigt haben. Hier
ware eine genauere Charakterisierung der Spenderzellen nétig, um etwaige individuelle
Einflusse weitestgehend auszuschlieRen. Im Umkehrschluss kann auch die durch
pLenti-TF initiierte Entwicklung der MZ durch ebensolche Faktoren oder Mutationen
gehemmt worden sein, wodurch kein TF zu einem signifikant besserem Ergebnis im
Vergleich zu PSCMCs gefuhrt hat. Die PSCMCs sind nur bedingt als Kontrollzellen
anzusehen, da die Wirkung der Zytokine als ,Wachstumsfaktoren® nicht mit einem
Eingriff in das genetische Programm einer Zelle gleichzusetzen ist (wie es durch TF
erreicht werden sollte). Ein direkter Kontrollansatz mit MZ die durch TF aus CD34" SZ
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differenziert wurden (z.B. durch eine Bibliothek an TF) war fur die vorliegende Studie

aus Kostengrinden nicht moglich.

Die absoluten Zellzahlen zeigen weiterhin, dass bei pLenti-HMOX1 76 Zellen und bei
pLenti-GATA-3 128 Zellen der Gesamtkultur (ca. 10.000 Zellen/ml) die Marker fur MZ
exprimierten. Im Vergleich zu 1135 Zellen der gesamt PSCMC-Kultur mit ca. 30.000
Zellen/ml (Abb. 4.14.). Die niedrigere Anzahl an CD117/FceRI" Zellen bestétigt sich
demnach sowohl als prozentualer Anteil, wie zuvor beschrieben, als auch als absoluter
Anteil an Zellen der gesamten Kultur. Die Ergebnisse der Experimente mit den pLenti-
TF untermauern die Hypothese, dass durch Aktivitdt eines TF MZ aus CD34" SZ
generiert werden kénnen, da 3-5% der Zellen durch pLenti-HMOX1 bzw. GATA-3 als
CD117/FceRI" detektiert wurden. Obwohl hier mit dem als sehr wirksam beschriebenen
EF-1a Promotor gearbeitet wurde ist davon auszugehen, dass die Transduktions-
effizienz der pLenti-TF gering ausfiel, was die niedrige Anzahl an MZ nach erfolgter

Kultivierung erklaren konnte.

Durch das Fehlen eines fluoreszierenden Markers im Genom des Transfervektors
pLenti konnten die erfolgreich transduzierten Zellen nicht als einzelne Population der
Gesamtzellen differenziert analysiert werden. Es wurden daher pVenus-TF, den CAG
Promotor enthaltend, generiert. Auch nach Infektion der CD34" SZ mit pVenus-TF
konnten fur HMOX1 und GATA-3 doppelt positive Zellen mit den mastzellspezifischen
Markern CD117 und FceRI detektiert werden. Weiterhin wurden flr die pVenus-TF
MITF, GATA2PU1HES1BCLXL und GATA-1 doppelt positive Zellen gemessen. Die in
Abbildung 4.16. dargestellten Ergebnisse zeigen die YFP positiven Zellen nach drei
Wochen Kultur und die sich daraus ergebende Population an CD117 und FceRI
positiven Zellen. Die Anzahl an doppelt positiven Zellen (32% und 40%) entspricht im
gezeigten Experiment ungefahr der Anzahl generierter PSCMCs (36%) nach drei
Wochen Kultur. Bei Betrachtung der absoluten Zellzahlen sind jedoch nur 75 Zellen
(pVenus-HMOX1) bzw. 150 Zellen (pVenus-GATA-3) im Durchschnitt YFP und
CD117/FceRI positiv, somit wiederum ein deutlich geringerer Anteil als bei den
PSCMCs (ca. 5,5 x 10° Zellen CD117/FceRI*).
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Zusammenfassend konnte mit beiden Gruppen lentiviraler Vektoren bestatigt werden,
dass die Infektion von CD34" SZ mit HMOX1 und GATA-3 zu MZ fiihrt, wenn auch in
deutlich geringerer Anzahl als bei der Vergleichskultur mit PSCMCs. Eine Ursache fur
die niedrigen Zellzahlen kann beispielweise die Stillegung des Promotors sein.
Xia et al. [113] haben 2007 in einer Studie die lentivirale Transduktion humaner und
muriner, embryonaler Stammzellen (ES) mit einem Transgen fur GFP mit verschiedene
Promotoren untersucht. Sie konnten eine starke Abhangigkeit zwischen der
Ausschaltung des Transgens und den verwendeten Promotoren feststellen. Bis zu 95%
des Transgens unter CMV oder CAG Promotor wurden inaktiviert. Ein Verlust an
Expression des Transgens wurde bei der Verwendung des EF-1a Promotors nicht
beobachtet. Bei der zweiten Gruppe an Viren, den CAG Promotor enthaltend, wurde bei
dem Groldteil der Ansatze eine Abnahme der YFP positiven Zellen beobachtet. Dies
wurde fur einen Verlust des Transgens sprechen. Dieser Diskussionspunkt wird in

Kapitel 5.4. noch einmal ausfuhrlicher behandelt.

Neben den verschiedenen, genutzten Promotoren kann auch die GrofRe der einzelnen
TF eine Auswirkung auf die Effizienz der Transduktion haben. Die Grofke der TF in der
vorliegenden Arbeit variiert stark. Es wurden TF mit einer Grofde von ca. 0,5 kb
(REPRIMO) bis maximal ca. 4,6 kb (MITFGAT1PU1BCLXL) verwendet. Eine effiziente
Verpackung der TF Sequenzen im pLenti ist bei einer Lange bis ca. 5 kb gewahrleistest,
da dieser Transfervektor eine Gro3e von 9 kb mit einer Genomlange (5’ LTR bis 3’ LTR)
von ca. 5 kb aufweist. Die Genomlange des Transfervektors pVenus betragt ca. 8 kb, so
dass auch hier das Einfugen der TF Sequenzen sichergestellt ist. Nachfolgend wird
eine mogliche Auswirkung der TF GroRe auf den Virustiter und die Anzahl an
generierten CD117/FceRI" Zellen diskutiert.

5.4. Es besteht kein Zusammenhang zwischen GroRe der TF und Virustiter oder

Anzahl an generierten Zellen mit mastzellspezifischen Markern

Die Ergebnisse zeigen, dass durch Transduktion von CD34" SZ mit einem TF, Zellen
mit mastzellspezifischen Markern generiert werden koénnen. Gegenuber [L-3/SCF
kultvierten PSCMCs konnte die Anzahl an CD117/FceRI positiven Zellen bei beiden
Gruppen an lentiviralen Vektoren nicht erhoht werden. Eine mogliche Erklarung hierfar

kann die zuvor erwahnte GrofRe der TF sein. Fir Retroviren wurde 1997 von Swanstrom
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und Wills [114] eine obere Grenze fur die effiziente Verpackung der Transgene
festgelegt. Demnach kdnnen retrovirale Partikel RNSs einschlieRen, welche gleich lang
oder kurzer als die provirale RNS des HIV1-Wildtyps (9,7 kb) sind. Ein direkter
Zusammenhang zwischen der GroRe der transduzierten DNS und dem erreichten
Virustiter konnte 2001 von Kumar et al. [115] bestatigt werden. Der Virustiter nahm mit
zunehmender GrofRe der Fremd DNS ab. Die Menge der RNS korrelierte demnach
positiv. mit dem Titer der lentiviralen Partikel. Als Ursache hierfur konnte, bei
ansteigender GroRe der transduzierten DNS, eine Abnahme der Vektor RNS in den
lentiviralen Partikeln festgestellt werden. Aufgrund dessen werden von Wissen-
schaftlern vorrangig lentivirale Vektorkonstrukte genutzt, bei denen der Provirus kleiner
als 10 kb ist.

Die Sequenzen der TF in der vorliegenden Arbeit variieren in ihrer Grof3e von 0,5 kb
(REPRIMO) bis 4,6 kb (MITFGAT1PU1BCLXL). Fir pLenti-HMOX1 (1 kb) konnte der
héchste Virustiter erzeugt werden (7 x 107). Kleinere TF, wie pLenti-BCLXL (0,9 kb) und
pLenti-REPRIMO (0,5 kb), lagen mit dem Virustiter unter diesem Wert. Auch bei den
lentiviralen Partikeln pVenus-TF wurden die hdchsten Titer nicht bei den kleinsten TF
gemessen. Nach Rekombination der grolRen TF Uber die attR7 und attR2 Seiten im
pVenus ist der als Provirus eingebaute Bereich zwischen 5’ LTR und 3’ LTR groRer als
10 kb. Da jedoch auch bei den deutlich kleineren TF niedrige Virustiter erzielt wurden,
kann der direkte Zusammenhang zwischen GroRe der transduzierten DNS und dem

Virustiter nicht bestatigt werden.

Bei der Analyse der Zellen, differenziert durch pLenti-TF, wurde zusatzlich eine
mogliche Korrelation zwischen GrolRe der TF und Anzahl an generierten Zellen mit
mastzellspezifischen Markern untersucht (Abb. 4.12.). Es wurden &hnlich viele
CD117/FceRI" Zellen bei dem grokten TF (MITFGAT1PU1BCLXL) und dem kleinsten
TF (REPRIMO) generiert (2,6% bzw. 2,2%). Fur den pLenti-HMOX1 (1 kb) wurde,
neben pLenti-GATA-3 (1,5 kb), insgesamt der hochste Wert fur Zellen mit mastzell-
spezifischen Markern gemessen (5% bzw. 3,7%). pLenti-GATA-2 (1,6 kb) lieferte
ahnliche Ergebnisse (3,2%), das ebenso Grolle pLenti-GATA-1 (1,4 kb) fuhrte jedoch
nur zu 1,7% MZ nach erfolgter Kultivierung. Die GroRe der TF korreliert demnach in der
vorliegenden Arbeit nicht mit der Anzahl an Zellen, die nach erfolgter Kultivierung

CD117 und FceRI exprimierten. Trotz adaquater Virustiter und TF GrolRe fiel,
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zusammenfassend gesehen, der prozentuale Anteil an CD117/FceRI" Zellen der
gesamten Kultur bei den Ansatzen mit dem Transfervektor pLenti eher gering aus. Eine
Erklarung hierfir ware, dass das Resistenzgen fir Blasticin in den CD34" SZ nur
schwach produziert wurde und daher nur ein geringer Anteil an erfolgreich

transduzierten Zellen in der Kultur Uberlebte.

Durch das Fehlen eines fluoreszierenden Markers konnte die Analyse nicht auf positiv
transduzierte Zellen begrenzt werden bzw. eine Aussage uber die Effizienz der
Transduktion gemacht werden. Das Vorhandensein des YFP-Markers im pVenus
machte es moglich, die Transduktionseffizienz zu analysieren und wird im

nachfolgenden Kapitel diskutiert.

5.5. Niedrige Transduktioneffizienz der pVenus-TF

Die effiziente Transduktion humaner CD34" HSC durch HIV-basierte Vektoren wurde
bereits vielfach untersucht und optimiert [107, 116, 117]. In der in Kapitel 5.3.
beschriebenen Studie von Salmon et al. [108] wurde unter Anderem auch die Stabilitat
der transduzierten Zellen wahrend der Kultur untersucht. Bei CD34" Zellen, infiziert mit
EF-1a enthaltenen lentiviralen Vektoren, blieb der Anteil an GFP* Zellen nach drei
Wochen in Kultur konstant und eine Proliferation um den Faktor 100 wurde beobachtet.
Wie bereits beschrieben konnten Xia et al. [113] in ihrer Studie die Ausschaltung des
Transgens unter CAG Promotor beobachten. Im Gegensatz steht eine Studie von
Alexopoulou et al. [118]. Hier wurde der CAG Promotor als bestandig fur die
Langzeitexpression von Transgenen wahrend muriner, embryonaler SZ Differenzierung

beschrieben.

Um die Effizienz und Bestandigkeit der lentiviralen Transduktion fur die verwendeten TF
mit CAG Promotor zu analysieren, wurden die Zellen zunachst 24h nach Infektion
durchflusszytometrisch auf YFP Expression untersucht. Der durchschnittlich hdchste
YFP-Wert wurde fur MITF (12%) gemessen. Fur die pVenus-TF HMOX1, GATA-1,
GATA-2 und GATA-3 wurden zwischen 1% und 2,6% YFP positive Zellen detektiert. Die
Ergebnisse veranschaulichen eine starke Heterogenitat in der Starke der
Transduktionseffizienz bei den einzelnen Ansatzen. Nach drei Wochen in Kultur wurde
fur die pVenus-TF HMOX1, GATA-3 und GATA2PU1-HES1BCLXL ein Anstieg YFP
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positiver Zellen festgestellt. Durch diesen Anstieg an YFP positiven Zellen, kann nicht

von einer generellen Stilllegung des CAG Promotors ausgegangen werden.

Des Weiteren kann die geringe Expressionsstarke mit ausbleibender Proliferation der
initial infizierten CD34" SZ erklart werden, diese sollte durch Zugabe des CD34
Expansionssupplements zu Beginn der Zellkultur erreicht werden. Die Expansion der
transduzierten CD34" SZ durch die Zytokine FIt3L, TPO und SCF wurde in der Studie
von Salmon et al. [108] Uber 7-14 Tage durchgefuhrt. Aufgrund der Herstellerangaben
wurden die Zellen in der vorliegenden Studie 7 Tage im Zytokin Mix zur Expansion
belassen. Somit sollte laut Hersteller eine 10-fache Proliferation der Zellen erreicht
werden. In Vorversuchen wurde die optimale Zellzahl pro ml Expansionsmedium auf
50.000 Zellen eingestellt. Wahrend dieser Etablierungsphase wurde ein Anstieg der
Zellzahlen um den Faktor 10-15 beobachtet. Durch das Einbeziehen der absoluten
Zellzahlen nach erfolgter Kultivierung sollte eine nahere Analyse des Zellwachstums
ermdglicht werden. In beiden Gruppen lentiviraler Vektoren wurde nach zwei bzw. drei
Wochen Kultur kein Anstieg der Gesamtzellzahl beobachtet. Einzig fur den Faktor
pVenus-MITF konnte in beiden Ansatzen ein leichter Anstieg auf ca. 60.000 Zellen in
der gesamten Kultur verzeichnet werden. Auf Zellproliferation bezogen, ist MITF bereits
sowohl als Inhibitor [119, 120] als auch mit férdernder Wirkung beschrieben [121, 122].
Da bei pVenus-MITF infizierten CD34" SZ jedoch die Anzahl an YFP positiven Zellen
nach drei Wochen Kultivierung um den Faktor vier abnahm, bezieht sich die

Proliferation nicht auf die erfolgreich transduzierten Zellen.

Zusammenfassend konnte nur fur drei Faktoren ein prozentualer Anstieg der positiv
transduzierten Zellen festgestellt werden, die Proliferation der Zellen weiterhin nur bei
einem Faktor. Beide Aspekte konnen die geringe Anzahl an CD117/FceRI positiven
Zellen nach drei Wochen in Kultur erklaren. Bereits 24 h nach erfolgter Transduktion
wurde nur ein geringer Prozentsatz an YFP positiven Zellen gemessen. Es kann sich
hier auch um teilweise falsch positive Zellen handeln, wodurch wiederum weniger
CD34" SZ durch Wirkung der TF ausdifferenzieren konnten. Dieses Phanomen der
Pseudotransduktion und der transienten Expression von nicht-integrierten Vektoren wird

nachfolgend diskutiert.
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5.6. Pseudotransduktion und transiente Expression von nicht-integrierten

Vektoren

Als Indikator fir die erfolgreiche Transduktion humaner CD34" SZ mit lentiviralen
Vektoren wird oftmals die Expression von Markerproteinen gemessen. Hierbei missen
artifiziell, positive Zellen im Durchflusszytometer bertcksichtig werden, wenn die
Messung zu frih nach erfolgter Transduktion erfolgt. Diese falsch positiven Zellen

kénnen durch zwei Mechanismen entstehen [123].

Bei der Pseudotransduktion wird das Markerprotein (z.B. GFP) durch sein
Vorhandensein im viralen Uberstand direkt Ubertragen und fiihrt so zu einem falsch
positiven Signal bei der durchflusszytometrischen Analyse. Diesem Phanomen geht
voraus, das die 293FT - Virus verpackenden Zellen bereits lentivirale Partikel produziert
haben, die nur das GFP Protein enthalten. In der Studie von Haas et al. wurde 24 h
nach der Transduktion eine geringe Anzahl an CD34" Zellen, infiziert durch GFP

enthaltende-Pseudo Vektoren, als positiv im Durchflusszytometer gemessen [123].

Als zweiten Mechanismus haben Haas et al. [123] die transiente Expression nicht-
integrierter Vektoren untersucht. Hierfiir wurden lentivirale Uberstande mit einem nicht
funktionellen Integrase Protein hergestellt. Virale Partikel ohne das entsprechende pol
Protein sollten nicht in das Genom der CD34" Zellen integriert werden kénnen. Nach
24 h wurden trotz fehlender Integrase einige GFP positive CD34" Zellen gemessen,
welche auch nach 10 Tagen in Kultur noch zu erkennen waren. Haas es al. [123]
schlossen daraus, dass die Integration in das Genom der Zielzellen nicht notwendig fur
die Expression des GFP Proteins ist oder das es einen weiteren Mechanismus der

Integration gibt, welcher Integrase-unabhangig von Statten geht.

Beide Phanomene kénnen in der vorliegenden Arbeit weitestgehend ausgeschlossen
werden. Durch die generell geringe Transduktionseffizienz der TF, ist der Anteil an
falsch positiven Zellen durch Pseudovektoren zu vernachlassigen. Die durchfluss-
zytometrische Analyse der Zellen auf die Expression von CD117/FceRl wurde drei
Wochen nach Beginn der Kultur durchgefihrt (Abb. 4.16.). Zu diesem Zeitpunkt ist nicht
mehr mit einer Expression von nicht-integrierten Vektoren oder Pseudovektoren zu

rechnen, da diese laut Haas et al. [123] nach 10 Tagen nicht mehr messbar war. Durch
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die Messung der CD117/FceRI positiven Zellen innerhalb der YFP-positiven Zellen kann
davon ausgegangen werden, dass es sich um erfolgreich transduzierte Zellen handelte.
Als Kontrolle wurde auch die mogliche YFP Expression der PSCMCs gemessen. Diese
zeigten eine unspezifische Fluoreszenz von ca. 2%, innerhalb dieser Zellpopulation

wurden jedoch keine CD117/FceRI positiven Zellen detektiert.

5.7. Hohe spontane Freisetzung an B-Hexosaminidase bei den generierten Zellen

Die Messung der p-Hexosaminidase wurde durchgefuhrt, um die allgemeine
Aktivierbarkeit der Zellen und im Besonderen die Freisetzung nach IgE/anti-IgE
Aktivierung zu analysieren. Als Positivkontrolle fur die Messung wurde die B-Hexo-
saminidasefreisetzung nach erfolgter Degranulation durch Aktivierung der
LAD2-Zellen gemessen. Die humane MZ Zelllinie LAD2 wurde von Kirshenbaum et al.
2003 auf zellularer und molekularer Ebene naher charakterisiert [80]. In dieser Studie
wurde unter Anderem die R-Hexosaminidasefreisetzung nach FceRI-Aggregation
gemessen und Werte von nahezu 40% Freisetzung detektiert. Die wahrend der
vorliegenden Studie generierten Messwerte spiegeln die zu erwartende Verteilung der
Werte untereinander wieder. Der hochste Wert wurde nach Behandlung mit dem
Stimulanz lonomycin gemessen. Dies spricht fur eine allgemein gute Aktivierbarkeit der
LAD2-Zellen und wird als Kontrolle wahrend des Assay mitgefihrt [124]. Die Messwerte
fur die IgE/anti-IgE spezifische Aktivierung der LAD2-Zellen liegt bei knapp 30%. Dies
entspricht u.a. den Ergebnissen von Pundir et al. [124] und Kirshenbaum et al. [80].
Auch bei humanen Hautmastzellen sind Werte von ca. 40% [p-Hexosaminidase-

freisetzung nach IgE-Sensibilisierung und FceRI-Aggregation [125].

Besonders relevant fur die Validitdt des Assay ist die Messung der spontanen
Freisetzung an 3-Hexosaminidase. Diese sollte maximal 5% betragen [80]. Im Vergleich
zu LAD2-Zellen wurden bei PSCMCs hohere Werte fur die spontane Freisetzung
(>20%) gemessen. Dieses Phanomen wurde auch an anderer Stelle bei generierten
PSCMCs im Labor beobachtet. Die Zellen scheinen generell sensibler mit
Degranulation auf Aktivierungsstimuli zu reagieren. Da die Werte nach lonomycin und

IgE/anti-IgE Behandlung hoher ausfielen, konnte die Messung ausgewertet werden.
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Fir die pVenus-TF GATA2PU1HES1BCLXL, MITF, HMOX1 und GATA-3 wurden
bereits bei der spontanen Freisetzung Werte Uber 30% flr B-Hexosaminidase
gemessen. Eine mdgliche Ursache fiir diese hohen Werte kann das Ubernehmen von
Zellen sein, welche bei der Entnahme der Zelliberstande mitgeflihrt wurden [126]. Auch
nach Behandlung der Zellen mit lonomycin oder IgE/anti-lIgE wurde bei pVenus-
GATA2PU1THES1BCLXL, MITF, HMOX1 und GATA-3 B-Hexosaminidase gemessen.
Jedoch konnen diese Werte durch die hohe spontane Freisetzung nicht als spezifisch

bezeichnet werden.

Nur bei pVenus-GATA-1 generierten Zellen zeigte sich eine Verteilung der Messwerte
wie bei IL-3/SCF kultivierten PSCMCs. Die hochsten Werte wurden jeweils fur
lonomycin behandelte Zellen gemessen. Zwischen 20% und 30% B-Hexosaminidase
konnten nach IgE/anti-IgE Behandlung detektiert werden. Die spontane Freisetzung an
B-Hexosaminidase war, wie bei PSCMCs, auch fur pVenus-GATA-1 infizierte Zellen
hoch, jedoch niedriger als die IgE/anti-IgE spezifische und allgemeine Aktivierbarkeit

der Zellen.

Zusatzlich wurde der Histamingehalt in den Zelliberstanden nach drei Wochen in Kultur

gemessen. Auch hier wurden hohe Werte bei nicht behandelten Zellen gemessen.

Sowohl B-Hexosaminidase als auch Histamin wurden in der gesamten Zellkultur
gemessen, da ein vorheriges isolieren der YFP-positiven Zellen praktisch nicht
umzusetzen war. Die unspezifische Freisetzung der MZ Mediatoren kann daher auch
durch die anderen, nicht ndher beschriebenen Zellen innerhalb der Kulturen verstarkt
worden sein. Die Freisetzung nach IgE/anti-IgE Behandlung jedoch ist nur bei MZ oder
basophilen Granulozyten beschrieben und kann als positives Ergebnis betrachtet

werden.

5.8. HMOX1 als neuer Faktor fur die MZ Entwicklung

Durch die lentivirale Transduktion der CD34" SZ mit dem TF HMOX1 konnten in beiden
Gruppen an Viren MZ generiert werden, die CD117 und FceRI exprimieren. Die
durchflusszytometrische Analyse der pLenti-HMOX1 generierten Zellen zeigte eine

starke Heterogenitat (Abb. 4.11.a) der einzelnen Ansatze. FUr alle Ansatze wurden
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eingefrorene lentivirale Partikel des selben Virusuberstandes verwendet, somit ist die
Varianz der Messwerte nicht durch die generierten Viren zu erklaren. Ursachlich kann
die Verwendung der Stammzellkonzentrate von verschiedenen Spendern sein. Die
Stammzellkonzentrate wurden Patienten als autologe Spenden fur eine mogliche
Stammzellspende entnommen. Die ndhere Krankheitsgeschichte dieser Patienten ist
nicht bekannt, kann aber durch z.B. Defekte in der Blutbildung zu genetisch defekten

SZ gefuhrt haben, wodurch die Entwicklung der MZ beeinflusst wurde.

HMOX1, auch bekannt als Hitzeschockprotein 32 (Hsp32) oder Ham Oxygenase 1
(HO-1), ist als Faktor fir das Uberleben und Wachstum von neoplastischen Zellen
bekannt [127]. Beispielsweise wirkt das Onkoprotein BCR-ABL in chronisch myeloischer
Leukémie positiv auf die Expression von HMOX1 in Leukamiezellen [128]. Auch das
Krankheitsbild der systemischen Mastozytose (SM) ist durch eine Anhaufung
neoplastischer Zellen, in diesem Fall MZ, gekennzeichnet. Fur die Behandlung von
Patienten mit einer aggressiver Form der SM oder MZ Leukadmie steht die
Identifizierung neuer therapeutischer Ziele in neoplastischen MZ im Fokus [129, 130].
Kondo et al. [65] konnten 2007 HMOX1 mRNS und das Protein in der MZ Zelllinie
HMC-1.2. und in angereicherten neoplastischen MZ nachweisen. Weiterhin konnten sie
einen Zusammenhang zwischen HMOX1 und der D816V-mutierten Form der
Tyrosinkinase c-KIT herstellen. Sowohl die mutierte Variante des c-KIT als auch der
Wildtyp c-KIT konnten die Promotor Aktivitat des HMOX1 und die HMOX1 mRNS
induzieren. Diese Expression von HMOX1 und die Zellproliferation der neoplastischen
NZ konnte erfolgreich mit Midostaurin (PKC412) gesenkt werden, welches sich gegen
die D816V-mutierte Form des c-KIT richtet. HMOX1 konnte mit dieser Studie als Faktor,
der das Uberleben der neoplastischen MZ fordert, bestatigt werden und wird als

Kandidat fur neue Therapieansatze weiter erforscht.

HMOX1 ist weiterhin als wichtiges Enzym des Ham Katabolismus bekannt. Es spaltet
Ham zur Generierung von Biliverdin, welches zu Bilirubin und Kohlenstoffmonoxid (CO)
abge-baut wird. CO ist ein Gasotransmitter, welcher von Endothelzellen im Zuge einer
lokalen Entziindung der Haut oder Schleimhaute produziert wird. In einem bisher nicht
veroffentlichten Nebenprojekt unserer Arbeitsgruppe wurde der Effekt von CO auf die
Degranulation, durch Messung der R-Hexosaminidase, von MZ untersucht. Es zeigte

sich, dass CO die Degranulation von MZ nach 24h Exposition, fordert. Der Einfluss von
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HMOX1 hat auch in der vorliegenden Arbeit die spontane Freisetzung von B-Hexo-
saminidase gefordert (Abb. 4.20.).

5.9. Limitationen, Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich durch den Einfluss eines TF MZ aus CD34"
SZ generieren lassen. Die getesteten 17 TF bzw. Kombinationen aus vier TF wurden

hierflr durch zwei verschiedene lentivirale Vektoren auf HSZ Gbertragen.

Wie bereits einleitend beschrieben ist die effiziente Ubertragung von Transgenen auf
humane HSZ je nach Methode mit Limitationen verbunden. Durch Elektroporation steigt
die Anzahl an apoptotischen Zellen [69]. Die nicht-virale Methode Uber Lipofectamin ist
durch eine niedrige Transfektionseffizienz der Transgene beschrieben [68]. Die
Ubertragung der TF durch lentivirale Vektoren wurde als Alternative zu diesen
Methoden fur die vorliegende Studie genutzt. Ein Vorteil dieser Methode ist die
Infizierbarkeit von ruhenden HSZ durch Lentiviren [110]. Auch wird, im Gegensatz zur
Elektroporation, die mechanische Aktivierung der CD34" SZ gesenkt und somit eine

frGhzeitige Differenzierung der Zellen verhindert.

Die genutzten lentiviralen Vektoren unterschieden sich unter Anderem in ihrer GroRRe
und durch den internen Promotor. Beide Promotoren wurden zuvor als sehr wirksam in
HSZ beschrieben. Die Ergebnisse zeigen eine Heterogenitat innerhalb der beiden
Gruppen an Viren. Ob die Wirksamkeit der Promotoren im genutzten System auch eine
Ursache fur die niedrige Transduktionseffizienz darstellt kann nur spekuliert werden.
Weitergehende Untersuchungen mit anderen Promotoren, wie beispielweise dem PGK

Promotor, kbnnen ndheren Aufschluss liefern.

Zu den Erkenntnissen diese Arbeit zahlt, dass die Ubertragung von TF durch lentivirale
Vektoren generell moglich ist. Durch die Wirkung der TF konnte jedoch die Anzahl an
MZ, im Vergleich zu PSCMCs, nicht erhdht werden. Als Ursache fur die geringen
Zellzahlen nach erfolgter Kultivierung der Zellen kann die Toxizitat der DNS angefuhrt
werden. Da bei MOCK transduzierten Zellen kaum apoptotische Zellen messbar waren,
ist eine Toxizitat der Lentiviren an sich auszuschliel3en. Die Expression der Transgene

scheint hier die Ursache fur die geringen Zellzahlen zu sein. Im Schnitt waren 30% der
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Zellen nach drei Wochen in Kultur apoptotisch, was die Hypothese des toxischen

Einflusses der DNS der Transgene unterstreicht.

Als limitierend fur den Erfolg der angewandten Methode kdnnen auch die technischen
Moglichkeiten im Labor herangezogen werden. Die Viren wurden nur durch
Zentrifugation der Virus produzierenden 293FT-Zellen gewonnen. Eine zusatzliche
Anreicherung der Viren durch Ultrazentrifugation konnte die Effizienz der HSZ Infektion
steigern. Des Weiteren war es nicht moglich die YFP-positiven Zellen, durch ein Zell-
sortierungsverfahren, aus der gesamten Zellkultur zu isolieren um nur diese Zellen
funktionell zu Uberprifen. So ist es beispielsweise nur zum Teil moglich eine Aussage
Uber die Funktionalitat der durch TF generierten Zellen zu machen. Die Uberprifung der
Proteinexpression in den CD34" SZ konnte aufgrund der sehr geringen Zellzahlen nach
zwei bzw. dreiwdchiger Kultur nicht durchgefuhrt werden. Hinzu kamen technische
Schwierigkeiten. Bei der Planung der TF Sequenzen wurde aus Kostengrinden auf
eine zusatzliche Markierung innerhalb der Sequenzen verzichtet. Nachtraglich kam die
Idee gegen ein kurzes Peptid, welches an jedem TF zu finden ist, ein Antiserum
herzustellen. Somit sollte beispielsweise im Western Blot-Verfahren ein Nachweis der
hergestellten Peptide moglich sein. Erste Versuche die Proteine in den 293FT Zellen
anzufarben, welche fur die Titration der pVenus-TF genutzt wurden, zeigte das
Vorhandensein von Proteinen und zusatzlich unspezifische Banden. Aufgrund der
Beendigung des S2 Projektes war es nicht mehr moglich, weitere Experimente
anzufertigen. Neben der hier angewandten Uberexpression eines TF ware auch das
gezielte Ausschalten der Gene fur TF eine Mdglichkeit, die Entwicklung der MZ aus
CD34" SZ naher zu untersuchen. So kdnnte man mRNS von TF, welche im murinen
System fur die frihe Entwicklung der MZ beschrieben wurden (MITF, GATA-1,...), durch

die Verwendung von siRNS blockieren und die Proteinexpression verhindern.

Nach Infektion der HSZ mit den TF HMOX1 und GATA-3 konnten in beiden lentiviralen
Systemen MZ detektiert werden. GATA-3 wurde bereits im murinen System in
Kombination mit dem TF HES-1 fur die Ausdifferenzierung von MZ aus GMPs oder
CMPs bestatigt. Die vorliegende Arbeit konnte auch fir das humane System eine

Relevanz fur die MZ Entwicklung bekraftigen.
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In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass HMOX1 die
Differenzierung von MZ aus HSZ fordert. Der Faktor HMOX1 war bisher als mdgliches
Ziel fur die Behandlung der Mastozytose bekannt. Erschwert werden weitere
Untersuchungen an MZ von Mastozytose Patienten durch die Verfigbarkeit der Zellen.
MZ sind in gesunder Haut lokalisiert, eine Isolation ist daher nur nach operativen
Eingriffen moglich, wenn auch gesundes Gewebe mit entfernt werden muss. Als
Alternative wurde in unserer Arbeitsgruppe ein Protokoll etabliert, um CD34" SZ aus
dem peripheren Blut von Patienten zu isolieren und diese zu MZ weiter zu
differenzieren. Der Einfluss von HMOX1 kdnnte mit dieser Methode bereits wahrend der
Ausdifferenzierung der peripheren CD34" SZ zu MZ untersucht werden, um diesen

Faktor fur eventuelle, neue Therapieansatze weiter zu charakterisieren.
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10. Anhang

Anhang

1. Plasmidkarten der 17 synthetisch hergestellten Eingangsvektoren fur die TF

(ThermoFischer Scientific)

KanR
KanR

Ball(4188)
BamHI(600)
Blli3334)
Nool(3318)

13ABZKFC_1-McMITF_pMK-RQ 13ABZKGC_2-Stat5h_pMK-RQ
4011bp 4863 bp

Col E1 origin
Col E1 origin

Xhol(2096

—Sfil(361)
- Ncol(483)

Col E1 origin

13ABZKVC_17-GATA2PU1Hes1BcIXL_pMA
6565 bp

Col E1 origin
SFI(4806)
Pacl(4593)
Kpnl(4585)

Xhol(4573)

13ABZKIC_4-JAK2_pMK-RQ
5898 bp

Sfi(4001)

BamHI(1026)
~Hindil(1119)

KanR
Neol(3049)

13ABZKHC_3-GATA1_pMK-RQ
3741bp

Col E1 origin

KanR

Bolll(2524)
Neol(2509) 13ABZKLC_7-Bcl-XL_pMK-RQ
3201 bp

HI!
Bamki(4313) Xholgaos) | 4-JAK2
17-GATA2PU1H EcoRI2363) Alell1206)
. 54[—1:’"“' 2028 Col E1 origin
i
Narl(4295

KanR Neol(483) KanR Nool(564) Narl(2864)

-BombI(402) Ncol(4054) BamHI(738) KanR -

e BamHI(B25)
Neol (3046)
3ABZKOC_10-Bhihed0_pMK-RQ e Nool@s23) Neal(783
" a738p 13ABZKRC_13-Stat4_pMK-RQ Ncol(1050)
4746 bp 15 bp 14-PU 1
—10-Bhihe40
Col E1 origin
Nol(1293) 13-Statd
Col E1 origin SH(2849) EccRI(1676) Ecob7I(2119)
—Xhol(1823)
s L Col E1 origin Sfi(1418)
Sfil(361)
l"(‘anldi ‘ " Hiooit4ed) Saci(383) S1i(361)
Ncol(3871) BamHI(E14) Narl(2378)
KanR -
Hindli(877) T
SISICUC LIS 15-reprim¢
BamHi(1g0r)  SAl2152) 13ABZKTC_15-reprimo_pMK-RQ
13ABZKQC_12-MAZR_pMK-RQ 13ABZKXC_13MCMITFGAT1PU1BeIXL_pMA Neol(2137) - zugp: -PM
4563 bp SFI(5074) SR(1834) P
Pacl(5061)
Col E1 origin % Bmﬁzﬁﬁl Xhol(g14)
Xhoi(5041) am Sflgaz)
B BamHI(4781)
Sfi(2068)

Xhol(2648)

-19MCMITFGAT1PU"

EcoT(163)
Col E1 origin
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—Sfil(361) —Sfil(381)
Narl(2915) —
KanR —

Baqlll(2689
Ncol(2674) /
13ABZKJC_5-GATA2_pMK-RQ

13ABZKPC_11-Hmox1_pMK-RQ
3942 bp

3366 bp

13ABZKNC_9-Nr1d1_pMK-RQ

11-Hm 4344 bp

) 7 Xhol(1451)
Col E1 origin " Shic1469)

Balll(2665)
Neol(2650) 7

13ABZKMC_8-Hes-1_pMK-RQ

3342 bp
> xaaazn Col E1 ur
\N=Sil(1445)

~_~Ncol(1809)
Z Xhol(1919)

Col E1 origin =
Sfil(1937)

2. Auflistung der auf dem pLenti enthaltenden Gene und Sequenzen
(Modifiziert nach Invitrogen, 2010)

Gene und Sequenzen Nutzen

RSV Promoter Ermdglicht eine tat-unabhangige
Produktion der viralen mRNS [72].

HIV-1 5°LTR Initiiert die reverse Transkription der

viralen mRNS und die Verpackung der
viralen Partikel [131].

5° Spleilddonor und 3‘-Spleilakzeptor Erhoht die Biosicherheit des Vektors, da
die Expression des Zielgens in den
transduzierten Zellen durch das Entfernen
der Verpackungssequenz W und RRE
(rev response element) Rev-unabhangig

stattfindet.

HIV-1 psi (W) Verpackungssignal Verpackung der viralen Partikel [89].

HIV-1 RRE Ermdglicht den Rev-abhangigen Export
ungesplicter viraler mMRNS aus dem Kern
[90].

Polypurin Teil des HIV (cPPT) Erhoht den viralen Titer [132].

attR4 und attLR2 Vom Bakteriophagen A adaptiertes
System, welches das Klonieren und die
Rekombination von Gateway
Eingangsvektoren erlaubt [92].

Chloramphenicol Resistenzgen Ermdglicht die Gegenselektion des
Plasmids.

ccdB Gen Die Negativselektion von E. coli wird
ermoglicht.

V5 Epitope Durch anti-V5 Antikérper wird das
Erkennen des rekombinanten

Fusionsproteins moglich [133].
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Woodchuck Posttranskriptionselement Erhéht die Expression des Transgens

(WPRE) [75].

mPGK Promoter Garantiert die Expression der
Selektionsmaker in vielen

Saugetierzellen.

EM7 Promoter

Prokaryoitischer ~ Promoter fur die
Expression der Selektionsmarker in E.
coli.

Blasticidin (bsd) Resistenzgen

HierGber erfolgt die Selektion der stabil
transduzierten Saugetierzellen [88].

AU3/HIV-1 3 LTR

Fir die Biosicherheit erfolgt die
Verpackung der viralen Partikel mit
Selbstinaktivierung des 5° LTR [72].

SV40 Polyadenylierungssignal

Ermoglicht das Beenden der
Transkription.

Bla Promoter

Das  Ampicillin
exprimiert.

Resistenzgen  wird

Ampicillin Resistenzgen

Erlaubt die Selektion in E. coli.

pUC- Replikationsursprung

Ermdglicht die Vervielfaltigung in hoher
Anzahl und Aufrechterhaltung in E. coli.

3. Auswahl der im pVenus enthaltenden

(Modifiziert nach RIKEN)

Gene und Sequenzen

Gene und Sequenzen

Nutzen

CAG

Promotor bestehend aus dem CMV
Enhancerelement, dem ersten nicht
translatierten Exon und dem 5’ Teil des
ersten Introns des beta-Aktin Gens von
Hihnern und dem 5 Teil des zweiten
Introns und dem 5’ Teil des dritten Introns
des beta-Globulin Gens von Kaninchen

RfA (reading frame cassette A)

Leserahmen far die Gateway
Rekombination, welcher die Chlor-
amphenicol Resistenz (Cm), das ccdb

Gen und die attR1 und attR2
Schnittstellen enthalt.
IRES2 (Encephalomyocarditis  virus Der IRES2 Sequenz folgt die YFP

inteRNSI ribosomal entry site) und Venus
(variant of vyellow fluorescent protein
(YFP)) gene

kodierende Sequenz. Somit wird das
Zielgen und YFP separat exprimiert, so
dass eine gegenseitige Beeinflussung
ausge-schlossen ist.

Ampicillin Resistenzgen

Erlaubt die Selektion in E. coli.

del U3

Deletion der Sequenzen fir Enhancer
und Promotor in der U3 Region
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4. Kontrollverdau pVenus-TF

Eingangsvektoren fir alle pVenus-TF. Die zu erwartenden Banden sind unter 6. aufgelistet.
Der Kontrollverdau erfolgte mit jeweils 1 ng DNS und den Restriktionsenzymen Xho/ und

14 15 16 17
— | | —
3

Apal und die Auftrennung mit einem 1%igen Agarosegel fur 1,5 h bei 60 V.

2 kb Marker 1 2 3 5
20000
10000 Aed
= 7000 Ca. 7400 bp s -
5000
-~ 4000 -
7, 3000
— 2000
L d — 1500
il — 1000 -—
e Ca. 1300 bp )
—
500
— 400
— 300
— 200
— 75

5. Abbildung der errechneten Standardkurve fur pVenus-TF

Die Kurve errechnet sich aus der FragmentgroRe des DNS Markers (in bp) und der Distanz
im Gel (in cm). Die Gleichung aus der potentiellen Trendkurve wurde genutzt um die
FragmentgroRen der pVenus-TF zu berechnen. Das BestimmtheitsmaR R? liegt bei 0,9 und
ist somit geeignet die abhangige Variable y vorherzusagen.

25000

20000

15000

10000

DNA Marker FragmentgroRe (bp)

y = 2E+06x1:95
5000 R? = 0,98449
0 .\J\'\I—r.
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Distanz im Gel (cm)
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6. Darstellung der GroRe (bp) der pVenus-TF und die errechneten Banden (bp)

nach dem Kontrollverdau mit den Enzymen Xhol und Apal.

Transkriptions- Banden nach Testverdau GesamtgroRe
faktor mit Xhol und Apal (bp)
1 MITF 7112, 1700, 1216, 969,849 11846
2 STAT5b 7112,2129,1053,961,849 12104
3 GATA-1 7112, 1790, 1589, 922, 849 12262
4  GATA2PU1THES1BCLXL | 7112, 3470, 2431, 1771, 1057, 849 16690
5 JAK2 7112, 3836, 1111, 1024, 849 13932
6 BCLXL 7112, 1179, 1032, 849 10172
7 BHLHE-40 7112, 1190, 957, 801, 849, 579 11488
8 STAT4 7112, 1752, 1075, 849, 948, 487 12223
9 PUA 7112, 1066, 984, 858, 849 10869
10 MAZR 7112, 1260, 1066, 992, 849, 533 11812
11 MITFGATA1PU1BCLXL 7112, 2509, 1800, 1130, 1024, 849 14424
12 REPRIMO 7112, 1066, 1003, 849, 528 10558
13 HMOX1 7112, 1088, 1012, 904, 849 10966
14 NR1D1 7112, 1663, 1130, 1084, 849 11838
15 GATA-2 7112, 1066, 976, 849, 533 11241
16 HES-1 7112, 1195, 1066, 849, 591 10813
17 GATA-3 7112, 1300, 1066, 976, 849 11303
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