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Zusammenfassung

Endothelzellen (EC) kleiden die Innenwande von Blutgefaen aus, stehen mit Blut und den umliegen-
den Geweben in direktem Kontakt und missen deshalb eine Fille von Signalen verarbeiten kdnnen.
Durch Fehlinterpretation solcher Signale kénnen EC die Ausbildung von krankhaften Zustdnden be-
glnstigen, wenn z.B. aufgrund von Verwirbelungen im Blutstrom die lokale Sezernierung inflammato-
rischer Botenstoffe die verstarkte Migration von Makrophagen in das darunterliegende Gewebe be-
wirkt und Atherosklerose ausgeldst. Ferner kdnnen EC von entartetem Gewebe gleichsam uberlistet
werden, indem sie durch den lokalen O,-Mangel und die Freisetzung von Wachstumsfaktoren - ahn-
lich wie bei der Wundheilung - dazu angeregt werden, versorgende Adern in Tumorgewebe einsprie-
3en zu lassen. Die gezielte Manipulation von EC zu therapeutischen Zwecken ist somit aufgrund der
besonderen Funktionen dieses Zelltyps ein medizinisch bedeutsames Ziel.

Die Aufgabenstellung vorliegender Arbeit war die Entwicklung eines Expressionssystems, welches
Therapiegene in Endothelzellen zur Angiogenesehemmung wirksam werden lassen soll. Zu diesem
Zweck wurden replikationsinaktive Adenoviren konstruiert, die fur die Expression von gentherapeuti-
schen Proteinen eingesetzt werden kdnnen. In den hergestellten Transfervektor-Konstrukten wurde
das TEToff-Expressionssystem bestehend aus zwei getrennten Komponenten eingesetzt:

e Das erste Konstrukt exprimiert den Tetracyclinrezeptor tTA unter der Kontrolle von Promotoren,
von denen bekannt ist, dass sie bevorzugt in EC wahrend der Angiogenese aktiv sind. Aus die-
sem Grund wurden die Promotoren der VEGF-Rezeptoren 1 und 2 (Flk-1, Flt-1) ausgewahlt; als
Kontrolle kam der hCMV-Promoter zum Einsatz.

o Die Expressionskassette fiur das Reportergen EGFP im zweiten Konstrukt wird durch die Bindung
des tTA-Proteins an das TRE-Element kontrolliert.

Die Expressionskassetten wurden mittels der Transfervektoren in Adenoviren eingefiihrt. Fir das er-
stellte System konnte gezeigt werden, dass die Signale des Flk-1-Promoters durch das TEToff-
System amplifiziert werden kénnen. Es ist ferner moglich Gber Titration mit Doxycyclin die Starke der
Expression stufenlos bis auf die Hintergrundaktivitat zu regeln. Die im Verlauf der Arbeit aufgebauten
Vektoren und Techniken sind Schritte in Richtung der Konstruktion eines Vektorsystems, das nach
Einbau von therapeutischen Genen zur Hemmung der Tumorangiogenese Verwendung finden soll.



1. Einleitung

1.1. Endothelzellen, Vermittler zwischen Blut und Gewebe

Die komplexen Gewebe in Vertebraten missen jederzeit ausreichend mit Nahrstoffen und O, versorgt
werden, damit sie ihren Aufgaben im Organsystem des Kérpers gerecht werden kénnen [1]. Schon in
der zweiten Woche der Schwangerschaft bilden humane Embryonen die ersten Blutgefae aus, um
das Vorantreiben einer raschen Entwicklung verschiedener Gewebetypen zu gewahrleisten, denn
Diffusion von lebensnotwendigen Gasen und Nahrstoffen reicht allein nicht aus, um vielzelligen Or-
gansystemen ihre weitreichenden Funktionen zu erméglichen: Jede Zelle des Koérpers ist daher nur
soweit vom Blutsrom entfernt, wie es die Diffusionskonstanten (~100-200um) der einzelnen Nahrstoffe
zulassen, die an und abtransportiert werden mussen [1]. Das im GefaRsystem zirkulierende Blut hat
jedoch nicht nur die Aufgabe, Bendtigtes anzuliefern und Reaktionsprodukte des Metabolismus wieder
abzufiihren, es erreicht durch das GefalRsystem nahezu alle Zellen und kann daher innerhalb weniger
Minuten Botenstoffe, die von einem Organsystem ins Blut sezerniert werden, + gleichmaRig im Korper
verbreiten (z.B.: Insulin des Pankreas, Adrenalin der Nebenniere, Interleukine der Immunzellen). Auf
diese Weise kann jede beliebige

d f Zelle des Organismus den Zu-

stand einer anderen mit Hilfe
des Gefallsystems durch Frei-
setzung einer Fille von Hormo-
nen verschiedenster Substanz-
klassen beeinflussen und die
Gesamtreaktionen des Orga-
nismus miteinander koordinie-
ren. Das Gefalsystem besteht
aus zumeist von glatten Muskel-
zellen umgebenen Roéhren mit
kollagenreicher Matrix und ei-
nem Innendurchmesser von
6um  (Kapillaren) bis 5cm
(Bauchaorta) [2]. Der von diesen
Réhren umschlossene Innen-
raum wird vollstandig von einem
einschichtigen Endothelium
d b ¢ e ausgekleidet. D_!e Endothglialzel-

len (EC) gehdéren somit zum

Abb. 1.1.1.: Histologischer Schnitt durch eine dickwandige Arterie und die Vena einzigen sessilen Zelltyp, der im

radialis (Gieson-Farbung): Normalfalle direkten und dauer-
a) Venenlumen haften Kontakt zum Blutstrom
b) Arterienlumen hat. Aufgrund dieser exponierten
c) Membrana elastica interna (Endothel) Lage besitzen die EC ein breites
d) Tunica media (glatte Muskelzellen) Funktionsspektrum, um auf die
e) Tunica adventitia (Kollagenfasern) . . ’
f)  univakuolares Fettgewebe Vielzahl Von_ Slgnglen aus dem
Blutstrom einerseits und dem
Entnommen aus [2] umliegenden Gewebe anderer-

seits reagieren zu kénnen.

1.1.1. Vielfaltige Funktionen

Endothelzellen reichen mit den durch sie ausgekleideten Gefallen in jedes Organsystem hinein. Sie
missen daher auch im jeweiligen Gewebetyp verschiedenartige Aufgaben erfiillen: Die mikrovaskula-
ren Kapillarsysteme der Lunge etwa stellen aufgrund des massiven Gasaustausches andere Anforde-
rungen an das Endothel als die Adern der Peripherie oder Herzmuskulatur. Auch die Fliel3geschwin-
digkeit, der Unterschied in der Sauerstoff- oder Kohlendioxydsattigung des Blutes in vendsen oder
arteriellen Gefallsystemen ist ausschlaggebend fur das differente Expressionsmuster von EC. Es ist
daher nicht verwunderlich, dass sich je nach Lokalisation auch verschiedene Subtypen dieser Zellart
herausgebildet haben. Damit kdnnen sie auf die verschiedenen Anforderungen im Geflige der Organ-
systeme bestmoglich reagieren. Trotz allem sind die EC insgesamt durch erstaunlich viele Gemein-
samkeiten zu einem Zelltyp zusammenzufassen:




1. Einleitung

Auskleiden nahezu aller GefaRinnenwande sowohl der blutfilhrenden Adern als auch der
Lymphgefalle in Form einer einschichtigen Intima. In adulten Organismen flihren von allen EC
(mit Ausnahme der an Wundheilungsprozessen beteiligten Gewebe) maximal 0,01% Zellteilungen
durch [1].

Sensitierung entziindlicher Prozesse im umliegenden Gewebe und Expression chemotakti-
scher Botenstoffe zur Rekrutierung von Makrophagen und neutrophilen Phagozyten. Das in die
Membran der EC inkorporierte E- und P-Selektin ermdglicht den Leukozyten im Bedarfsfall die
Adhasion an der Zellmembran und das als Rollen bezeichnete Herangleiten bis zum Ort der Infek-
tion. Dort kommt es durch die Wirkung des vermehrt gebildeten Vascular Endothelial Growth Fak-
tor (VEGF) sowohl zur Verminderung der Konvektivitat durch Proteinaseverdau der zwischen den
EC befindlichen tight junctions (VE-cadherin) als auch zur Lockerung der Kollagenmatrix, wobei
die durch den Platelet-Endothelial-Cell-Adhesion-Molecule (PECAM) vermittelte Verbindung der
EC zur Matrix geschwacht wird. Die Immunzellen hingegen produzieren verstarkt die membran-
stéandigen Integrine CR3 und LFA-1. Dadurch erhéhen sie die Adhasion an die am Ort der Ent-
zindung gebildeten Cellular Adhesion Molecules (CAMs) der Endothelzellen. Den Immunzellen ist
es so mdglich, den als Diapedese bezeichneten Durchtritt aus dem Blut oder der Lymphe in das
entziindliche Gewebe durchzufihren [1].

Sezernierung von Blutgerinnungsfaktoren: Im Normalfall halt die EC einen antikoagulativen
Zustand aufrecht. Bei Aktivierung durch TNFa oder VEGF werden jedoch verschiedene Faktoren
der Blutgerinnung u.a. auch Faktor VIII und Gewebsfaktor (TF) exprimiert [3].

Erkennen einer Reihe immunologisch relevanter Verbindungen: Hier sind nicht nur die ver-
schiedenen Botenstoffe wie TNFa, Interleukine, Interferone und Komplementbestandteile, son-
dern auch Immunglobuline, oxidierte Lipide und LPS zu nennen. Letzteres erzeugt besonders hef-
tige Reaktionen in EC, welche daraufhin in einen aktiven Zustand wechseln, der von Immunzellen
rasch erkannt wird. In dem Zusammenhang ist auch der septische Schock zu sehen: Dieser tritt
ein, wenn aufgrund einer massiven Infektion mit gramnegativen Mikroorganismen und deren Ver-
nichtung durch Immunzellen oder Komplement eine hohe Menge LPS freigesetzt wird. Dabei
kommt es Uber die Komplementfaktoren C3a und C5a zu einer generellen Aktivierung nahezu al-
ler EC mit einsetzender Zytokinsezernierung, Permeabilisierung von Kapillaren und Austritt von
Blut ins Gewebe (Hamorrhagie), Vasodilatation und Blutdruckabfall sowie Einleitung der Blutge-
rinnungskaskade mit einhergehender Thrombosenbildung. Die Symptome werden durch die er-
héhte Prostaglandinbildung weiter verstarkt. Dies flhrt sehr haufig zu einer lebensbedrohlichen Si-
tuation, die in den meisten Fallen tddlich verlauft. Die Gabe von Antibiotika kann wegen der da-
durch erweiterten Zerstérung der Mikroorganismen und der daraufhin freigesetzten Membranbe-
standteile den Zustand verschlechtern, wenn nicht zuvor massiv mit Prostaglandinsynthesehem-
mern (Azetylsalizylate) behandelt wurde. Salyzylate erhdhen wiederum das Risiko einer Ha-
morrhagie. Das Verstandnis der Beteiligung der EC an der Immunantwort ist aus diesen Griinden
von grof3em Interesse.

Erfassen von O,-Mangelzustianden in unterversorgtem Gewebe. Endothelzellen leiten daraufhin
einen aktivierten Zustand ein, der die Kommunikationsbereitschaft mit dem umliegenden Gewebe
fordert und das Einsprief3en von neuen Gefalien durch EC in das Zielgewebe vorantreibt. Neben
der Notwendigkeit der Angiogenese wie sie etwa in der Wundheilung vorliegt, kbnnen hypertrophe
oder maligne Gewebe auf diese Art auch ihr unkontrolliertes Wachstum begulnstigen: Schnell-
wachsende Tumoren sind besonders aktiv in der Rekrutierung einsprieRender Endothelzellen,
weshalb die Anstrengungen in der medizinischen Forschung zunehmend auf die Inhibierung der
Angiogenese in pathogenen Situationen abzielen.

Reaktion auf bestimmte Zytokine in dhnlicher bzw. gleicher Weise. Dies ist eines der wichtigs-
ten Merkmale der EC, weshalb ihren verschiedenen, spezifischen Wachstumsfaktoren in der For-
schung besondere Aufmerksamkeit gewidmet wird.



1. Einleitung

1.2. Endothelspezifische Wachstumsfaktoren

Lange Zeit galt VEGF als einziger EC-spezifischer Wachstumsfaktor, dessen gefaf3bildende Funktion
bewiesen war [4, 5]. Andere Faktoren wie der Fibroblast Growth Factor (FGF) zeigten zwar deutliche
Effekte in verschiedenen EC-Assays, entfalten ihre Wirkung jedoch auf mehrere anderer Zelltypen [6].
In den Jahren zwischen 1990-2000 sind zusatzlich eine ganze Reihe sehr spezifisch wirkender Protei-
ne charakterisiert worden, die praferentiell auf EC wirken [7, 8]. Meist werden sie in der Angiogenese
(das EinsprieRen von Gefalden aus schon vorhandenen Adern ins Gewebe) oder der Vaskulogenese
(die Neubildung von Adern in embryonalem Gewebe) bendtigt. Neben diesen scheinen noch eine
Anzahl EC-unspezifischer Zytokine wie der Platelet Derived Growth Factor oder die Transforming
Growth Factor R-Familie, flr die Bildung von GefalRen wichtig zu sein, so wie eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren, Adhasionsmolekilen und Rezeptoren [9, 10]. In allen Fallen ist jedoch ein
besonders ausgewogenes Verhaltnis der einzelnen Faktoren zueinander nétig, um das Einsprie3en
der Adern ins Gewebe zu ermdglichen. Die Blockierung der Funktion auch nur eines Wachstumsfak-
tors kann die Ausbildung von Gefalien einschranken oder sogar verhindern [11]. In dieser Arbeit sind
vor allem die EC-spezifischen Wachstumsfaktoren von Bedeutung: Zur Generierung eines speziell in
EC wirksamen Vektors sollen Promotoren jener Gene genutzt werden, von denen bekannt ist, dass
sie nahezu ausschlieB3lich in EC aktiv sind [7, 12].
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Abb. 1.2.1.: Schematische Darstellung der Funktionen von VEGF, Ang1, Ang2 und Ephrin-B2 wahrend der Gefalibildung. Der
Vorgang beinhaltet Vaskulogenese (A), Remodulierung (B), Stabilisation und Reifung des GefaRes (C), Destabilisierung (D),
Rickbildung (E) and Einsprielen (F). Die angegebenen Wachstumsfaktoren sind den einzelnen Prozessen zugewiesen. Die
Expression von Ephrin-B2 zeichnet die Arterien vom friihesten Stadium der Entwicklung aus (nicht eingezeichnet).

Entnommen aus [11]
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1.2.1. Vaskulogenese, die Entstehung von Adern

Die Angioneogenese, also die Neubildung von Gefalien in bis dahin unversorgtem Gewebe, erfolgt
durch in-situ-Differenzierung von Angioblasten zu Endothelzellen. Diese formen daraufhin Tubuli, die
sich in weiterer Folge mit Kollagenfasern und glatten Muskelzellen umgeben und zu einem Netzwerk
zusammenschlieRen, aus dem sich auch die Aorta und die groRen Venen des Embryos herausbilden.
Solche relativ groRen GefalRe sind zunachst durch einen unregelmafigen Plexus miteinander verbun-
den, bis sie durch angiogene Remodulierung zur tubularen Struktur finden. In dieser Phase nehmen
die EC engen Kontakt zu den unterstiitzenden Muskelzellen, den Perizyten und der kollagendsen
Matrix auf. Die Vaskulogenese tritt besonders in der frihen und spaten Embryonalphase (ab der zwei-
ten Woche) in schnell wachsendem Gewebe auf und ist mit dem Ende der Organogenese (zweiter
Monat) weitgehend beendet. Trotzdem kommt es auch zur postnatalen Vaskularisierung z.B. in der
Netzhaut. Tumoren zeichnen sich dadurch aus, dass sie fur die Aktivierung des EinsprieRens von
GefalRen in ihre Masse ein dhnlich balanciertes Set an Zytokinen einsetzen, wie es in Embryonalge-
weben vorherrscht [13-15].

1.2.2. Angiogenese geht von vorhandenen EC aus

Das Einspriellen von Gefaflien in
Endothelial precursor minderversorgte Regionen kenn-
zeichnet die Angiogenese der
differenzierten Gewebe. Dabei
kommt es bei den im Umfeld
existierenden Kapillaren zur
teilweisen  Destabilisierung der
GefalRwande durch VEGF, so dass
Endothelzellen  austreten  und
proliferieren kénnen [11]. Auch
freie EC aus dem Knochenmark
kénnen eine Neubildung von
Gefallsystemen herbeifihren [16,
17]. Die sich ausbildenden Tubuli
reifen durch  Einwirkung von
Angiopoietin 2 zu belastbaren A-
dern heran. VEGF als Signal allein
reicht nicht aus, um das Spriel3en
neuer Gefale zu ermdglichen.
Zusatzlich missen Stress-Signale
aus dem umliegenden Gewebe die
Endothelzellen fur diesen Prozess
vorbereiten. Dies kann durch
niedrigen pH, Inflammationen,
mechanischen Druck proliferieren-
der Zellen, Hypoglykdmie und vor
allem durch Hypoxie, wie es bei

Abb. 1.2.2.l.: Verschiedene Formen der Angiogenese durch endotheliale
Vorlauferzellen, Einwachsen von Gefalistrangen in vorhandene Gefale, . .
Einsprieien von Adern in unterversorgtes Gewebe und Lymphangiogenese.  VWundheilungsreaktionen oft der
Uber die abfiihrenden LymphgefaRe werden haufig metastasierende Tumor-  Fall ist, hervorgerufen werden [9,

zellen in andere Gewebe verschleppt. 18]. Bei vielen oberflachlichen
Entnommen aus [1] Verletzungen scheint oft keine
Unterversorgung an 0O,

vorzuliegen, die Produkte des Metabolismus werden jedoch nicht in ausreichendem Mal} abgefiihrt,
wobei die Akkumulation von Metaboliten den EC auch als aktivierendes Signal dienen kénnte. Viele
Krankheiten erzeugen durch massive extrazellulare Ablagerungen hypoxischen Stress und damit er-
hoéhte Bereitschaft zur Angiogenese, wie z.B. Diabetes [19, 20], die Plaquebildung durch Alzheimer
und Vasokonstriktion bei Asthma etc. Hypoxie induziert eine Reihe von HIFs (Hypoxie-induzierte
Transkriptionsfaktoren), die als Hauptschalter fiir die Expression verschiedener Proteine dienen, wel-
che bei der GefaRbildung bendtigt werden: VEGF, Nitratoxidsynthase (NOS), PDGF, Ang2, etc. [21].
Nicht nur das EinsprieRen von Gefalien, auch das Einwachsen eines interstitiellen Gewebestranges in
ein vorhandenes Blutgefal® und dessen Teilung in zwei unabhangige Adern ist Teil der Angiogenese
[22]. Hypoxie ist nicht nur ein Angiogenese-Stimulator, es fiihrt auch zur Reorganisation von vorhan-
dene Gefalen: Sauerstoffunterversorgung der Lunge fihrt zum irreversiblen Verlust von Kapillaren
und zur Verdickung vorhandener Gefalke mit verstarkter Muskulatur, was lebensbedrohlichen Gefafk-
Uberdruck in der Lunge zur Folge hat [23].
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Chronische Inflammationen sind der Anlass zur UbermaRigen Gefaflbildung: Aktivierte Monozyten,
Makrophagen, Mastzellen und Blutplattchen setzen eine Vielzahl angiogener Faktoren frei, von denen
neben den schon bekannten TGF-B1, TNFa, Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), Insuline-Like-
Growth-Faktor (IGF-1) und Monozyten-Chemotaxis-Protein (MCP-1) die wirksamsten darstellen [24-
26]. Haematopoietische Zellen wiederum sind in der Lage durch Freisetzung von Platelet-Factor-4 und
Thrombospondin die proteolytische Konversion von Plasminogen zu Angiostatin und Kollagen XVIII zu
Endostatin zu ermdglichen: Angiostatin und Endostatin sind potente Inhibitoren der Gefaf3bildung
durch Einleitung der Apoptose von EC [27, 28]. Bezeichnend ist, dass die meisten Inhibitoren der Ge-
faRkbildung auch die Apoptose einleiten kénnen, wahrend Angiogenesefaktoren potente Uberlebens-
faktoren fur EC sind [1].

1.2.3. Der vaskulare Wachstumsfaktor VEGF

> 100 um a Urspringlich wurde VEGF wegen
. der Fahigkeit zur Permeabilisier-

ung von Gefalken auch Vaskularer
Permeabilitdtsfaktor genannt [4,
29]. VEGF ist jedoch ein Zytokin
mit  bemerkenswert  vielfaltiger
Funktion, denn EC, die mit VEGF
behandelt werden, zeigen ver-
starkte Tendenz zur Proliferation,
Migration und Uberleben langer
[30]. Unter der Einwirkung dieses
_ Zytokins lésen sich die tight
. junctions zwischen den Endo-
HIF-Ta .H|F_1[5 thelzellen und ermdglichen den
i A Ubertritt von Leukozyten ins

e S| Gewebe.  AuBerdem  zeichnet
i H?E ! VEGE VEGF auch eine vasodilatative
Survival / Ang2 Wirkung wahrend entzindlicher
apoptosis ng?_ﬂ Reaktionen [4, 29] aus. Dass
VEGF auch der Angiogenese

dient, wurde erst durch Studien an
Abb. 1.2.3.1.: Hypoxie fuhrt zur Aktivierung des Hypoxic-Induced-Factor Mausmodellen bestétigt nachdem

(S?;Eé,réjtérntjobn?;nc:}fal-l|JFS§I[E1-]Sequenz die Expression der Angiogenesefaktoren VEGF-s_i_gnalleitunngefizi__ente
knock-out-Mause schon im frihen

Embryonalstadium wegen fehlender Gefalibildung abstarben [31, 32]. Auch in Wundheilungsprozes-
sen ist das Vorhandensein von VEGF unerlasslich, um ein korrektes Einwachsen von Gefallen zu
ermoglichen. Aufgrund der Homologie zu VEGF konnten noch wenigstens vier weitere Vertreter von
endothelialen Wachstumsfaktoren gefunden werden: Zuerst konnte PIGF aus der Plazenta isoliert
werden, welcher im Zusammenhang mit Wundheilung in adulten Organismen steht [8, 33]. Weiter
werden zum urspringlichen Zytokin VEGF-A, das durch alternatives Spleien in die Isoformen Aqgs
und Aq2; zu unterteilen ist, die Vertreter B,C und D gezahlt [5]. Zusatzlich wurde das viral kodierte
VEGF-E charakterisiert, das in seiner Effektivitat auf EC mit VEGF-A vergleichbar ist [34]. Trotz der
groRen Homologie ist ihre Wirkung nur ahnlich: Von den bisher drei VEGF-Rezeptoren kann jeder
VEGF-Vertreter maximal zwei bedienen [5]. Auf diese Weise werden Uberlappende Wirkungen auf die
EC erzielt, wobei jene von VEGF-A am effektivsten sind. Fur eine geregelte Funktion ist die Dosierung
in ortlicher und zeitlicher Hinsicht von gréfter Bedeutung, wenn ein strukturelles Chaos durch ungere-
gelte Gefalkbildung vermieden werden soll [11]. k.o.-Mause mit fehlenden Allelen von VEGF-A zeigen
den selben Phanotyp wie jene mit disruptierten VEGFR-2-Rezeptor, bei denen schwache bis keine
Gefalbildung in der Embryonalentwicklung festgestellt werden kann [10, 31]. Auch die Disruption nur
eines VEGF-A-Allels bewirkt ein vorzeitiges Absterben des Embryos aufgrund zu geringer Gefalbil-
dung [31, 32]. Geringere Schwankungen in der Dosis von VEGF-A kénnen zu schweren Fehlbildun-
gen des Fotus oder zum Abort flihren [35, 36]. Die postnatale Inhibierung von VEGF-A durch Injektion
der I6slichen Form seines Rezeptors fihrt zu schweren Stérungen in der Ausbildung der Wachstums-
fugen des Skeletts [37, 38], des corpus luteum [39] oder der Vaskularisierung der Retina [20, 33, 40].
In alteren Individuen mit abgeschlossener Vaskularisierung zeigen Ausfalle von VEGF-A weniger
traumatische Effekte, weshalb angenommen wird, dass dieser Wachstumsfaktor nicht fiir die andau-
ernde Instandhaltung des Gefaldsystems benétigt wird [11]. Auch zu hoher O,-Partialdruck kann die
VEGF-A-gesteuerte Ausbildung von Gefalten in wachsendem Gewebe behindern. Es kann sogar der
Ruckzug von Adern aus hyperoxischem Gewebe beobachtet werden. Sinkt dann der O,-Druck wieder
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1. Einleitung

auf den Normalwert, kommt es zur Uberexpression von VEGF im jetzt hypoxischen Gewebe, was
Ubermafiges und chaotisches Einsprief3en von unbelastbaren, haemorrhagischen Gefalien zur Folge
hat [41, 42]. Dies wurde bei Friihgeburten beobachtet, die mit erhéhtem pO, im Atemgas versorgt
wurden, was zum Funktionsverlust der noch nicht vollstandig entwickelten Retina fiihrte [20, 43]:
VEGF braucht alle bei der Angiogenese beteiligten Faktoren in einem besonders ausbalancierten
Verhaltnis, um seine eigentliche Funktion erfillen zu kdnnen [7].

1.2.3.1. VEGF-Rezeptoren sind membransténdige Tyrosinkinasen

Die Spezifitat der Wirkung von VEGF kommt aufgrund der in EC exprimierten VEGF-Rezeptoren zu-
stande. Diese binden das Protein und leiten das Signal in das Zytosol weiter: Die VEGF-Rezeptoren
1-3 sind daher auch geeignete Marker fur die Identifizierung von Endothelzellen. Die Wirkung dieser
Rezeptoren ist jeweils stark verschieden. Sie entfalten ihre Aktivitdt durch die Autophosphorylierung
von Tyrosinen, die im zytoplasmatischen Anteil des Rezeptors zu finden sind.
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Abb. 1.2.3.1.1.: Schematische Darstellung der drei Familien der vaskularen Wachstumsfaktoren und der Interaktion mit ihren
Rezeptoren. a, VEGFs; b, Angiopoietine; ¢, Ephrine. Die fir die Angiogenese und Vaskularisierung besonders wichtigen Fak-
toren sind in rot gehalten. In b, zeigen “+” oder “-“ an ob das spezielle Angiopoietin den Tie2-receptor aktiviert oder inhibiert,
ein “?* heilt, dass eine potentielle Interaktion noch nicht experimentell bestatigt werden konnte. In ¢, werden nur jene Vertreter
der grofRen Ephrin-Liganden Familie dargestellt, die sich in der GefaRbildung als wirksam erwiesen haben.

Entnommen aus [11]

VEGFR-1 (oder Flt-1) bindet PIGF, VEGF-A+B und scheint die Aktivitat von VEGF-A4g5 zu inhibieren.
Mausmodelle haben gezeigt, dass fehlendes VEGFR-1 zu Supervaskulation mit ungeordneter Struktur
fuhrt, wahrend VEGFR-1 ohne Tyrosinkinasedomane keinen Einfluss auf die Gefafbildung nimmt [12,
44]. VEGFR-1 kénnte auch als VEGF-Fanger die Wirkung des Proteins abfangen und so das Signal
schwachen. Trotz allem wird er auch fur GefalRentwicklung und -reifung sowie fir die Umgestaltung
bestehender Gefalistrukturen in adulten Organismen in Zusammenhang mit PIGF bendtigt. Mausmo-
delle mit fehlendem VEGF-B zeigten eine Verkleinerung des Herzens, was auf Defekte in der Bildung
kardiovaskularer Strukturen schliel3en lasst [45].

VEGFR-2 (oder Flk-1) ist hauptsachlich fiir die Proliferation von EC und die Permeabilitat des Endo-
thels verantwortlich. Die Tyrosine, die im Zuge der Aktivierung autophosphoryliert werden befinden
sich an den Positionen 951, 996, 1054 und 1059 [46, 47]. VEGFR-2 ist Teil eines multimeren Rezep-
torkomplexes, der die Zellbindungsproteine VE-cadherin, 3-Catenin und die PI3-Kinase enthalt. Ver-
kirztes VE-Cadherin ohne die Bindungsstelle fiir 3-Catenin vermindert die Komplexformierung und
verhindert die Aktivierung der PI13-Kinase, was das VEGF-vermittelte Uberleben von EC deutlich ver-
mindert. VEGFR-2 steht in diesem Komplex im direkten Zusammenhang der Apoptoseregulation in
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EC [48]. Einer seiner Hauptfunktionen ist jedoch die Verarbeitung angiogener Signale: k.o.-
Mausmodelle mit VEGF-2 ohne Tyrosinkinasefunktion zeigen einen beinahe voélligen Ausfall der Ge-
falBbildung. Der Rezeptor bindet VEGF-Aygs, A121, C und E [34, 49]. Im Komplex mit dem Neuropilinre-
zeptor-1 werden Signale von VEGF-A4g5 und A4,1 unterschiedlich verarbeitet [50].

VEGFR-3 (oder FIt-4) ist jener Rezeptor, der insbesondere fur die Ausbildung von LymphgefaRen
gebraucht wird [51]. Er bindet VEGF-C und D. Transgene Uberexpression von VEGF-C flihrt zur
lymphatischen Hyperplasie [52].

1.2.3.2. Angiopoietine beglinstigen die Strukturierung von Adersystemen

Die wichtigsten Partner fir VEGF sind die Angiopoietine, von denen bisher vier Isotypen bekannt sind.
Sie binden an die vorrangig im Endothelium exprimierten Tie1+2 Rezeptoren, wobei die Funktion von
Tie1 noch nicht klar definiert werden konnte [53-57]. In der Maus sind die Wirkungen von Ang1 und
Ang? funktionell einander entgegengerichtet, genauso wie jene von Ang3 und Ang4 [58, 59]. Uber die
Effekte von Ang3+4 auf das Endothelium ist bisher noch wenig bekannt. Die Wechselwirkungen des
Tie2-Rezeptors mit Ang1+2 sind hingegen schon gut erforscht [11].

1.2.3.2.1. ANGIOPOIETIN 1 STABILISIERT DIE GEFARWANDE

In Mausmodellen wurde dargestellt, dass durch Fehlen des Ang1 oder des Tie2-Rezeptors die Vasku-
logenese zunachst ohne auffallige Missbildungen durchgefiihrt werden kann. Spater kommt es wah-
rend der Reorganisation der bestehenden Gefalisysteme vor allem der Kardiovaskulatur ohne Ang1-
Signal zu Problemen in der Verbindung zwischen Endokardium und dem darunterliegenden Myokar-
dium. Auch die Bildung von Trabeculae und die Restrukturierung von Aderanlagen zu grofen und
kleinen Gefallsystemen scheint durch fehlendes Ang1 gestort zu sein [60-62]. Ultrastrukturaufnahmen
von Gefalsystemen zeigen, dass die EC bei Mangel an Ang1 nur schwache Verbindung zu den da-
runterliegenden unterstiitzenden Zellen aufnehmen kénnen [60]. Die unterstiitzenden Zellen der Ge-
faBwande gelten als die wichtigsten Produzenten von Ang1. Solche Ergebnisse zeigen, dass Ang1
wahrscheinlich weniger eine instruktive Funktion fiir die Neuorganisation von Gefallen hat, sondern es
erlaubt den EC aufgrund erhohter Bereitschaft flir andere Signale vielmehr, Umstrukturierungen in
optimaler Weise im Zusammenwirken mit den Wandzellen durchfiihren zu kénnen. Transgene Uber-
expression von Ang1 bewirkt supervaskuléare Strukturen, die durch erhéhte Durchmesser der Gefale
gekennzeichnet sind. Im Gegensatz dazu fiihrt VEGF-Uberexpression zu einer erweiterte Anzahl der
Blutgefalle. Dies zeigt, dass Ang1 fir die Erweiterung von Gefalien und nicht fur das Einsprie3en von
Adern in unversorgtes Gewebe benétigt wird. Bei gleichzeitiger Uberexpression von Ang1 und VEGF
kommt es nicht zur Normalisierung der Gefafibildung, sondern zur Supervaskulierung, die sowohl in
Gefalzahl als auch im Durchmesser der Adern inkrementiert von den Normalwerten abweicht [63].
Bezeichnend ist, dass in der embryonalen Situation die Ang1-Expression immer auf die VEGF-
Expression folgt, damit neugebildete GefalRe durch die Einwirkung von Ang1 reifen und funktionell
werden kénnen. Wahrend Uberexpression von VEGF allein zu unreifen und haemorrhagischen Ge-
falRsystemen fiihrt [63, 64], starkt die Uberexpression von Ang1 die GefaBwande und macht sie relativ
unempfindlich gegen die Einflisse von VEGF oder anderer inflammatorischer Signale [63]. Dies ist auf
die Neigung von EC zur verstarkten Kontaktaufnahme mit Perizyten und Kollagenmatrix unter Ang1-
Einfluss zurGckzufihren [63]. Die Verwendung von Ang1 als Therapeutikum z.B. bei Ischadmie oder
Infiltrationen des Gehirns kénnte das Risiko von Odemen und einhergehender Apoplexie stark ver-
mindern ohne eine sofortige Restrukturierung von Gefallen befiirchten zu muissen [63]. Wie Experi-
mente an erwachsenen Mausen deutlich gemacht haben, bleibt nach Verabreichung adenoviraler
Ang1-Expressionsvektoren die Stabilitat des Gefallsystems auch wahrend starker inflammatorischer
Signale gewahrleistet. Ang1 ist daher ein vielversprechender Wirkstoff zur Bewaltigung von Krankhei-
ten, die durch haemorrhagische Veranderungen in Organen zu lebensbedrohlichen Zustanden fiihren
kénnen.

1.2.3.2.2. ANGIOPOIETIN 2 STEUERT POSTNATALE GEFARSTRUKTURIERUNG

Aufgrund seiner ausgepragten Homologie und seiner gleichen Affinitdt zum Tie2-Rezeptor konnte
Ang2 charakterisiert und geklont werden [58]. Je nach Zustand der EC ist Ang2 in vitro dazu befahigt,
die Aktivitat des Rezeptors entweder zu stimulieren oder zu inhibieren. Transgene Uberexpression
von Ang2 in Embryonen resultiert in den gleichen Defekten, wie sie in Ang1- und Tie2-disruptierten
Mausen gefunden werden kénnen [65]. Die Rolle von Ang2 lasst sich somit unter bestimmten Bedin-
gungen in vivo als Ang1-Tie2-Antagonist umschreiben. In adulten Mausen wird Ang2 wahrend der
Neuorganisierung von GefalRen z.B. beim Einsprieen in oder dem Riickzug aus gesunden oder ent-
arteten Geweben exprimiert [58, 65-69]. Dies legt nahe, dass Ang2 eine Schlisselposition zur Desta-
bilisierung in Zusammenhang mit Reorganisation von GefalRen z.B. in Ovarien zukommt [65].
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Wahrend Ang1 die Umstrukturierung von GefaRen unterdriickt, treibt die Uberexpression von Ang2
diesen Vorgang wieder an. Die durch Ang2 destabilisierten Gefalde leiten je nach Zytokinangebot ent-
weder ihre Regression oder ein weiteres Spriel3en ein. In Retinamodellen neugeborener Mause konn-
te nachgewiesen werden, dass bei fehlendem Ang2 weder ein Gefalrlickzug noch das Einwachsen
von Adern aus der hyaloiden Vaskulatur stattfindet [11]. Zusatzlich zu seiner Funktion als Ang1-
Antagonist wird Ang2 fur die Entwicklung der Aortenwénde bendtigt, da diese sich in Mausen mit
Ang2-Defizit nur unvollkommen entwickeln [11].

1.2.3.3. Ephrine steuern die Entwicklung und Fusionierung von Arterien und Venen

Obwohl die Ephrine zunachst im Nervensystem entdeckt wurden, zeigten k.o.-Studien in Mausen ihre
Funktionen in der Vaskularisierung von Geweben auf [7, 70-72]. Die Ephrine umfassen eine grof3e
Anzahl an Vertretern, von denen in der GefalRentwicklung bislang nur Ephrin-A1, B1 und B2 Bedeu-
tung zugemessen wird. Ebenso zahireich wie ihre Liganden sind die Eph-Rezeptoren, jedoch nur
EphA2, B2-4 kommen bislang fur die Erfullung ihrer Funktionen in der Angio- und Vaskulogenese in
Frage. Ephrine missen, bevor sie die Tyrosinkinaseaktivitat ihrer Rezeptoren aktivieren kénnen, mit
der Membran der EC in Kontakt treten [7, 71]. Mause mit fehlender Expression von Ephrin-B2
und/oder EphB4 zeigen schwere Defekte in der friihen GefaRstrukturierung, welche Ahnlichkeit zu
Ang1- oder Tie2-k.0.-Mausen zeigen [72, 73]. Die wahrend der Gefalbildung beobachtete Verteilung
der Expression von Ephrin-B2 in arteriellen Endothelien und dem Rezeptor EphB4 in vendsen Endo-
thelien ist deshalb bemerkenswert, weil dadurch anscheinend nicht nur die Differenzierung, sondern
auch die Fusionierung von Arterien und Venen gesteuert wird [72, 73]. Wahrend der weiteren Embry-
onalentwicklung bleibt Ephrin-B2 als Marker der arteriellen Endothelien erhalten, obwohl sich die Ex-
pression auch auf die umliegenden Perizyten und die glatten Muskelzellen ausweitet, wahrscheinlich,
um die muskuldren Arterienwande ausbilden zu kénnen [11]. Angiogenese in adulten Organismen,
z.B. in der uterinen Schleimhaut oder in Tumoren, zeigen die Wiederaufnahme einer hohen Expressi-
on von Ephrin-B2 in neugebildeten Arterien. Damit wird die These eingeschrankt, die besagt, dass
Angiogenese nur von vendsen oder undifferenzierten GefalRen ausgehen kann [11].

1.3. Angiogenese in Tumoren

Jedes Gewebe gibt bei
Unterversorgung mit O, oder 4% of total surface area Abb. 1.3.1.: Die in Tumoren

Tumour

einwachsenden Gefale sind
undicht und enthalten neben
Endothelzellen auch Tumor-
zellen, die durch den Blut-
strom in gesunde Organe
des Korpers verschleppt
werden und dort Metastasen
ausbilden. Die Ausbildung
der Gefalwand und der
glatten Muskulatur ist un-
vollstdndig und Ilasst keine

Nahrstoffen Signale in die
Umgebung ab, welche die
umliegenden Gefalle zur
Neubildung von Adern veranlasst.
Dies ist giiltig fir gesundes Gewebe
wie flir maligne Zellverbande [74-
76]. Eine GroRRzahl von Tumoren
entsteht durch das Heranwachsen
einer geringen Zellmenge zu einer

groRRen, relativ. ungeordneten ECE & ¥ 25% of perimeter ﬁ‘:apt"’” der Blutversorgung
Masse. Die Diffusionskonstanten R ;‘106'5 ‘:""OU’ i '
erlauben dem Tumor nur eine T gmparamy T Entommen aus [1]

limitierte Audehnung zu erreichen, 14% of vessels are like this

die nur dann Uberschritten werden

kann, wenn die entarteten Kdrperzellen in der Lage sind, die richtigen Signale an die in der Nahe be-
findlichen EC abzugeben [77-80]. Tumoren Uberleben deshalb, weil sie die Fahigkeit zur Stimulierung
der Angiogenese nicht verloren haben. Dies konnte gezeigt werden, indem man Mausen Tumorzellen
in avaskulare Strukturen unterhalb der Haut transplantierte, die dann beim Heranwachsen die Angio-
genese eingeleitet haben [11]. Viele metastasierende Tumorenarten bilden noch weit aggressivere
Strategien zur Besiedelung von gesundem Gewebe aus, indem sie sich direkt an Kapillaren festsetz-
ten und versuchen mit den Epithelien zu kooperieren [66, 69, 81, 82]. Die Verteidigungsstrategie ge-
gen solche gut versorgten Metastasen [65, 66] ist die Sezernierung von Ang2 durch die Epithelien und
der damit verbundene Riickzug der Gefalke aus der Tumormasse [11]. Dabei bildet sich ein sekundar
hypoxischer Tumor, der entweder eine Angiogenese erzwingen kann oder von der Versorgung abge-
schnitten wird und abstirbt. Die Gegenstrategien der EC sind haufig auch fur den Rickzug der Gefalle
aus gesunden Geweben aufgrund verstarkter Ang2-Produktion verantwortlich.
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Abb. 1.3.1l.: Modell der Angiogenese in Tumoren. a, Angiogenese-Modell eines avaskuléaren Tumors im Vergleich zu b, Reiniti-
ierung der Angiogenese nach Gefaliregression: Die Zuordnung der vaskularen Wachstumsfaktoren und ihrer Expressionsmus-
ter zu den einzelnen Stufen der Tumorentwicklung ist angedeutet. Entnommen aus [11]

In Regionen der Tumorbildung Iasst sich sowohl verstarkte Ang2- als auch eine erhéhte VEGF-
Expression feststellen. Ang2 gilt daher als allgemeiner Tumormarker, der die Entwicklung der meisten
krebsartigen Geschwiire anzeigt, denn Ang2 wird nicht vom Tumor, sondern in befallenen Gefalen
sezerniert [11]. Die durch Ang2 destabilisierten Gefalle gehen ohne VEGF-Signal durch apoptotische
Vorgange zugrunde. Der unversorgte Tumor gibt daher VEGF fiir das Einspriel3en von Gefalken an
die Umgebung ab: Ang2-Expression gefolgt von VEGF-Signalen ist ein beinahe sicheres Zeichen flr
die Entwicklung maligner Zellverbande [1]. Durch die dauernde Produktion von Ang2 als
Gegenmalinahme der EC und das VEGF-Signal der Tumoren sind die einsprieBenden Gefalle im
Tumor sowohl unfertig als auch hamorrhagisch. Vielfach ist das Endothelium nur unvollstandig
ausgebildet und wird durch Tumorzellen teilweise ersetzt, die auf diese Weise leicht in den Blutstrom
verschleppt werden kénnen, um an anderer Stelle Kolonien zu bilden [83]. Es ist nicht klar, ob
Tumorzellen in das GefalBlumen einwachsen, oder ob sie die Funktion von Endothelzellen imitieren
(vaskulare Mimikry). Das GefaRsystem in Tumoren ist strukturlos und chaotisch. Es ist Gbermafig
verzweigt und weist unregelmaflige Aderdurchmesser auf, wodurch es zu Verwirbelungen und
Stromungsumkehrungen kommt [84]. Dies erzeugt unterversorgte, saure Regionen im Tumor, was die
Epithelien zu weiterer angiogener Aktivitat verleitet [85]. Auch die muskulare Kontrolle der Gefalie
oder deren Verfestigung durch Perizyten ist unvollstandig oder fehlt véllig. Damit ist eine Anpassung
solcher Gefale an wechselnde Bedingungen unmaoglich [40, 86]. Die Ultrastruktur von TumorgefalRen
ist ahnlich abnormal: Offnungen in der GefaRwand, endotheliale Fenster, Vesikelbildung und
transzelluldre Lécher, geschwachte Zell-Zell-Verbindungen, unvollstdndige Basalmembranen sind nur
einige Defekte, die in der Regel auftreten [29, 87, 88]; ihre Auspragung ist abhangig von der Art der
Tumoren und deren Wirtsorgane, da letztere verschieden differenzierte Stromazellen aufweisen, die
unterschiedliche angiogene Signale abgeben [87, 89]. Dies alles flhrt zu selektiven Bedingungen, in
denen sich Tumorzellen mit hdherer Malignitdt durchsetzen und die Aggressivitat der sich daraus
entwickelnden Metastasen steigert. Die solchermalien selektive, klonale Expansion bevorzugt jene
Zellen, die die Fahigkeit zur Apoptose vollig verloren haben [90]. Die vom Tumor sezernierten
Zytokine verandern die Expression von Adhasionsmolekilen auf den Endothelien, weshalb
Immunzellen nur schwer an die Tumorgefalie binden und den Zellverband infiltrieren kbnnen [91-93].

10



1. Einleitung

Das Modell fiir die mit Adern kooperierenden Tumoren wurde dadurch bestatigt, dass die Blockierung
von VEGF oder VEGFR-2 z.B. durch AK oder I6slichen VEGFR-2 in vielen, jedoch nicht in allen Fallen
zur Regression von Tumoren flihrt [94]. Trotzdem ist die Repression von VEGF in Tumoren ein viel-
versprechender Ansatz im Kampf gegen Krebs. Einige Tumoren sind jedoch in der Lage von VEGF
auf die Expression anderer, ahnlich wirkender Proteine wie bFGF, Granulocyte-Makrophage-Colony-
Stimulating-Faktor (GM-CSF) oder IGF-1 umzuschalten und damit einer wirksamen Beka&mpfung
durch VEGF-Inhibitoren zu entkommen. Bestrahlungen von Tumoren hat aufgrund des erhohten
Stresses oft einen Anstieg von Angiogenese-Signalen im Tumor zur Folge, was unerwinschte Ne-
beneffekte haben kann. Interferone hingegen inhibieren unabhangig solcher Stress-Signale das
Wachstum von neoplastischen Zellverbanden. Besonderes Augenmerk wird auch auf jene Molekile
gelegt, die hauptsachlich wahrend der Tumorangiogenese zu finden sind, wie NO (vasodilatativ),
Zyklooxygenase (COX-2), Thrombospondin-2 (TSP-2) und die wahrend der Abwehr von Tumoren
gebildeten Angiogeneseinhibitoren [1]. Ahnlich wie die BlutgefaRbildung ist in malignen Zellverbanden
auch die Lymphangiogenese beeintrachtigt. Innerhalb der Tumormasse sind wenig bis keine Lymph-
gefalde vorhanden, an der Peripherie sind stark vergrof3ert [95]. Es ist moglich, dass der schnellwach-
sende Tumor die neu gebildeten Lymphgefale aufgrund ihrer Labilitat einfach zusammenpresst [96],
dagegen wachsen an seiner Peripherie aufgrund tbermafiger Expression von VEGF-C die Lymphge-
fale zu stark an [97]. Durch die mangelnde Abfuhr von GefaRflissigkeit kommt es zu einem Gewebs-
Uberdruck im Tumor, der die Verabreichung von Wirkstoffen Gber den Blutstrom erschwert [98]. Tumo-
ren kdnnen in einer Jahre andauernden Phase ohne Wachstum bestehen. Die systemische Konzent-
ration von Angiogenesehemmern kann jene der Stimulatoren Ubersteigen und somit auch das Wachs-
tum von Metastasen verhindern. Dieses Phanomen fiihrte zur Erforschung und Entdeckung von An-
gio- und Endostatin sowie anderer Angiogenesehemmer [27]. Die Entdeckung dieser Faktoren war ein
wichtiger Schritt fur die Entwicklung von Wirkstoffen, die darauf aufbauen, Tumorwachstum durch die
Inhibierung seiner Versorgung zu stoppen [99, 100].

Organsystem Abnormale Gefallbildung
Blutgefalle a) Atherosklerose, Haemangiom, Haemangioendothelom
c) GefaRmissbildung
Haut a) Warzen, pyogenisches Granulom, Kaposi Sarkom, keloides

Narbengewebe, allergisches Odem, Neoplasmen
¢) Schuppenflechte mit AdervergréRerung, Magen- und Darmge-
schwiire

Uterus, Ovarien, Plazenta

a) Dysfunktionale Monatsblutung durch Kontrazeptiva, follikulare Zys-
ten, Hyperstimulation der Ovarien, Endometriose, Neoplasmen

b) Plazentale Insuffizienz

c) Gestose

Peritoneum, Pleura

d) Respiratorischer Stress, Aszites, peritoneale Sklerotisierung bei
Dialysepatienten, intraabdominale Verwachsungen nach chirurgi-
schen Eingriffen, Metastasierung

Herz- und Skelettmuskulatur

a) Uberlastung, Hypertrophierung
b) Ischamische Herz- und Muskelerkrankungen

Fettgewebe

a) Fettsucht

Knochen, Gelenke

a) Rheumatische Arthritis, Gelenksentziindung, Knochen und Knor-
pelschwund, Osteomyelitis, Pannus, Osteophyt, Knochenkrebs
b) Aseptische Nekrosen, schlecht verheilende Frakturen

Innere Organe, Gehorsystem, Epithelien

a) Inflammatorische und infektiése Prozesse (Hepatitis, Pneumonie,
Nephritis), Asthma, Nasalpolypen, Transplantationen, gestorte Leber-
regeneration, Krebs

b) Lungentiiberdruck, systemischer Uberdruck

c¢) Lungeniberdruck, Diabetes

Cerebrum, Innervierung, Augen

a) Retinopathie bei Friihgeborenen, diabetische Retinopathie, choroi-
dale und intraokulare GefalBmissbildungen, Leukodermie, Krebs
b) Schlaganfélle, vaskuldre Demenz, Alzheimer’sche Krankheit

Endokrine Organe

a) Schilddriisenentziindung, -vergréerung, Pankreatitis
b) Pseudozysten der Schilddriise

Lymphgefale a) Metastasen, Stérungen der Lymphgefalibildung
b) Lymphddem
Haematopoese a) HIV generiertes Kaposi Sarkom, Blutkrebsarten

Tabelle 1.3.1.: Eine Auswahl von krankhaften GefaRbildungssituationen: a) Supervaskular, b) hypovaskular, c) abnormale Or-
ganisation, d) vermehrte Gefalibildung und/oder Permeabilitat. Entnommen aus [1]
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1.4. Signalwege und induzierte Gene: Vom VEGF-Rezeptor zu EGR-1 und NFAT
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Abb. 1.4.1.: Fir die Entwicklung einer pluripotenten Stammzelle Uber aktivierte EC bis zum fertigen GefaR bezieht eine
Grofzahl verschiedener Transkriptionsfaktoren ein. EGR-1 wird in der Signaltransduktion der aktivierten EC gebraucht.

Entnommen aus [101]

Angiogene und inflammatorische Signalweiterleitung in der Zelle konvergieren u.a. in der Induktion
des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors EGR-1. Diese Uberlappende Antwort beider Reizleitungswege
erklart moglicherweise Phanomene der Angiogenese, die durch chronische Entziindungsreaktionen
ausgeldst werden. Der gemeinsamen Antwort stehen noch separierte Signalverarbeitungswege ge-
genuber, von denen VEGF den Transkriptionsfaktor NFAT bzw. der Tumor Nekrose Faktor (TNF-a.)
den Nuclear Factor of k-B-Cells (NF«B) aktiviert [49]. Die Hauptinduktoren inflammatorischer Antwort-
reaktionen in EC sind z.B. TNFa, Interleukin-1 (IL-1) und der bakterielle Membranbestandteil LPS
[101-103]. Wahrend die VEGF-Rezeptoren (ber ihre Tyrosinkinasedomanen die Signaltransduktion
vermitteln, wird die TNF-rezeptor-induzierte Reizweiterleitung ber zytoplasmatische Adaptoren ab-
gewickelt, die mit den funktionellen Domanen des TNFR interagieren. Die verschiedenen TNF-
Rezeptoren besitzen innerhalb eines Molekiils oft mehrere Doméanen. Eine der wichtigsten ist die so-
genannte Death-Domain, die letztendlich fur die mogliche Einleitung der Apoptose verantwortlich ist
[49]. Die Death-Domain von TNFR-1 bindet das TNFR-1 Associated Death Domain Protein (TRADD),
was entweder in der Aktivierung des NF«kB-Pfades oder der Apoptose resultiert: Die Gabelung erfolgt
durch die Anlagerung von TRADD an den TNFR Associated Faktor 2 (TRAF-2). Dies fuhrt zur Expres-
sion von NF«B, wahrend die Anlagerung von TRADD an das Fas Associated Protein With Death Do-
main (FADD) die Apoptose vorantreibt. Sowohl die angiogenen als auch die inflammatorischen Signa-
le sind befahigt die Expression des Tissue Factor (TF) in Gang zu setzen. Somit scheint TF in Zu-
sammenhang mit der Angiogenese und wahrend entzindlicher Reaktionen mehrere Funktionen zu
erfullen [104-107].

Der TF, ein Transmembran-Glykoprotein, dient als hochaffiner Rezeptor und essentieller Kofaktor der
Plasma-Serin-Protease VII/Vlla und spielt eine zentrale Rolle in der Aktivierung der extrinsischen Ko-
agulierungskaskade der Blutgerinnungsfaktoren. TF wird konstitutiv in relativ hoher Menge im Gewebe
gebildet, um undichte GefalRe bei Austreten von Blutflissigkeit verschlieBen zu kénnen. EC erhalten
im Normalfall einen antikoagulativen Zustand bis zu ihrer Aktivierung ein. In vielen krankhaften Situati-
onen, die angiogene oder inflammatorische Reize hervorrufen, wird von EC auch TF gebildet, was zu
lebensbedrohlichen Gefalverschlissen fihren kann [3].

VEGF-A TNFa Abb. 1.4.1.: Das
VEGF-Signal wird
durch einen Rezeptor
mit Tyrosinkinasekativi-
tat verarbeitet und fiihrt
letztlich zur Expression
des Transkriptionsfak-
tors EGR-1. Der TNFa-
Rezeptor-1  assoziiert
an seiner Death-
Domain den
TRADD/TRAF-2-

Komplex und fiihrt Gber

EGR-1 gene °n|: B EGR-1 die Aktivierung von
NFxB in Kombination
TF gene mit EGR-1 zur Expres-

sion von TF.

Entnommen aus [49]
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1. Einleitung

Dies zeigt beispielhaft die durch EGR-1 kontrollierte Expression von Genen, die einerseits durch
VEGF, andererseits durch TNFa induziert werden kénnen. Die distinkten Signale aus dem VEGFR-
und dem TNFR-Pfad tberschneiden sich an einem MAP-Kinasemodul, das sich aus der Extracellular-
Signal Regulated Kinase (ERK) und MEK zusammensetzt. Der TNFR aktiviert Gber TRADD und TRAF
die MEKK-1, die dann die im VEGF-Signalweg liegenden MEK-1/2 phosphoryliert. Eine zweite Uber-
schneidung der Signalwege wirkt vom VEGF-Pfad auf den TNF-Pfad Uber die Phospholipase-Cy
(PLC): Durch die PLC-vermittelte Freisetzung von Ca*"-lonen ins Zytosol wird die Kinase Calcineurin
induziert, wodurch es zur Aktivierung des am unteren Ende der Kaskade liegenden Nuclear Factor
Activated in T-Cells (NFAT) ! kommt, der durch Zusammenwirken mit EGR-1 die Expression von TF
reguliert [49, 108-110]. NFAT regelt in EC aber auch die Expression einer Reihe weiterer Gene, wie
GM-CSF und IL6 nach Stimulation mit lonomycin und PMA [108], aber auch IL-8 nach Histaminbe-
handlung [109]. EGR-1 wiederum wird zusatzlich Uber den stressinduzierten Janus-Kinase-Weg (JNK)
sowie Uber p38 induziert [111]. Hier wird deutlich, dass angiogene, inflammatorische und stressindu-
zierte Signale sich ineinander verschranken und im Uberschneiden inrer Wirkung ahnliche Resultate
oder Krankheitsbilder hervorrufen kénnen. Damit verandert die Manipulierung eines Signalpfades
auch die von ihm beeinflussten Kaskaden anderer Signaltransduktionswege, weshalb der Einsatz
eines therapeutisch wirksamen Agens ein Blindel von Nebenwirkungen erzeugt und dadurch nur allzu
oft den erhofften Erfolg wieder zunichte macht. Dies wird deutlich, wenn man in Betracht zieht, wie
viele Signalleitungsproteine durch VEGF aktiviert werden: PLC-y, PI-3-Kinase, Focal Adhesion Kinase
und die Act/protein Kinase B werden durch den VEGF-Signalleitungsweg + direkt beeinflusst [112-
114]; zusammenhangend damit wird iber PLC nicht nur der Ca™"-Influx ins Zytosol gehoben, sondern
auch die Umsetzung von Inositolphosphat gesteigert.

1.4.1. NFAT und EGR-1 sind noétig fiir die Expression des TF

Trotz Phosphorylierung des MEK/ERK-Moduls
durch viele mitogen-aktivierte Proteinkinasen
wird die Expression des TF bei weitem nicht
von allen Wachstumsfaktoren induziert, deren

PIp 4= PIP 4 PI Rezeptoren eine zytosolische Kinasedomane
Pl - aufweisen, auch wenn die EGR-1 Konzentrati-

coP.D @ ' on dadurch gesteigert wird [49]. Der Epidermal

<™ X Growth Faktor (EGF) steigert die EGR-1-

Expression um ein vielfaches, ist jedoch nicht
in der Lage, den TF zu aktivieren. In Kombina-

P

[
Q tion mit VEGF oder TNFa ist EGF sehr wohl in
m,@ @ der Lage, die Expressionsrate des TF zu erho-

v hen [49]. Dies weist darauf hin, dass die Induk-

f D) tion des TF durch VEGF und TNFa durch Sig-

? v nalpfade ermdglicht wird, die sich ab einem

Q von EGF unbeeinflussbaren Punkt in mindes-

\. v tens zwei unterschiedliche Wege gabeln. Die-

\ ser Gabelungspunkt liegt beim VEGFR schon

sehr frih in der Signalleitungskette. Die durch

PLC-y hervorgerufene Bildung von Ino-

sittriphosphat (IP3) sorgt fur die Entleerung der

Abb. 1.4.1.L: Wahrend das VEGF-Signal ab IP3 in zwei ~ C@-Speicher im endoplasmatischen Retikulum

verschiedenen Signalwege gabelt, die NFAT und EGR-1  (ER) einerseits und die Aktivierung von DAP

aktivieren, fiihrt der EGF-Weg direkt von Raf liber MEK/ERK andererseits. Der Gabelungspunkt liegt also

ZU EGR-1. beim IP3 und die Weiterleitung des VEGF-

Entnommen aus [49] Signals lauft einerseits Uber Calcineurin zu

NFAT, andererseits uber DAP und Ca-

aktiviertes PKC zur Phosphorylierung von Raf und weiter zu MEK1/2 und ERK1/2, was letztendlich

EGR-1-Aktivierung bedingt. EGF hingegen aktiviert Raf + direkt ohne eine Ca-Freisetzung zu bendti-

gen oder zu beeinflussen. Somit wird durch EGF nur EGR-1 aktiviert. VEGF zeichnet sich dabei durch

einen bifokalen Signalleitungsweg aus, der mit der Aktivierung von EGR-1 und der Translokation von

NFAT in den Nukleus endet. Beide regeln erst im Verein mit NFkB unter anderem die Expression von

TNFo und des TF. Studien an EC belegten den bifokalen Signalweg von VEGF indem sie zeigten,

dass nach EGF-Behandlung der intrazelluldre Ca*"-Level unverandert bleibt und somit weder die Ex-
pression von PLC-y noch die von PKC gesteigert wird [109, 112].

" NFxB und NFAT belegen uberlappende Bereiche in den von ihnen kontrollierten Promotoren.
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1. Einleitung

1.4.2. Die bedeutende Funktion von EGR-1 im VEGFE-Signalweg

EGR-1 ist ein zentraler Regulator fur Differenzierungsprozesse in vielen Zelltypen [115, 116]. AulRer-
dem dient dieser Transkriptionsfaktor als Antwortreaktion auf Gefaldrupturen, zeigt langanhaltende
Signale bei Atherosklerose und verschiedenen akuten oder chronischen Infektionen [117-119] und ist
an Wundgrenzen zu finden [120]. Bei Hypoxie in der Lunge kommt es zur PKCRII gesteuerten Uber-
expression von EGR-1 aufgrund langanhaltender VEGF- und TF-Signale von EC, Phago- und Mono-
zyten, was Fibrinablagerungen in den Lungenkapillaren hervorruft, die zu lebensbedrohlichen Kompli-
kationen fihren kénnen [121, 122]. Darlber hinaus scheint langanhaltendes EGR-1-Signal in Verbin-
dung mit Stenosen, Thrombosebildung und atherosklerotische Lasionen zu stehen. Es ist aus diesen
Griinden verstandlich, dass EGR-1 Uber ein Set von Inhibitoren kontrolliert werden muss, von denen
die wichtigsten Vertreter NAB1+2 sind, welche Uber einen Yeast Two Hybrid Screening identifiziert
werden konnten [123]. Die Inhibitoren binden EGR-1 durch direkte Interaktion an dessen konservierter
Region. Uberexpression von NAB2 kann die Aktivitat von EGR-1 véllig zum Erliegen bringen; die
VEGF- bzw. TNFa-induzierte TF-Expression wird so unterdrlckt [124].

1.4.3. Sind die Promotoren von VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (FIk-2) spezifisch fir EC?

VEGF wird von Zellen exprimiert, die unter hypoxischem Stress stehen: Die Unterversorgung mit O,
kann nur bewaltigt werden, wenn dieses Signal zusammen mit anderen metabolischen Stressfaktoren
von den EC dahingehend gedeutet wird, Angiogenese durchzuflhren, um GefalRe in die Nahe der
minderversorgten Region zu bringen und damit die Diffusionskonstante des O, von maximal 200pm zu
unterschreiten [8]. Es konnte gezeigt werden, dass viele Stresssignale die Gefalbildung beeinflussen,
jedoch ist bei keinem dieser Faktoren die Wirkung auf einen bestimmten Zelltyp beschrankt. Dies ist
gultig fur alle bis VEGF, welcher in seiner Funktion auf EC optimiert ist. Es ist nicht bekannt, das der-
art heftige Effekte, wie sie von VEGF in EC hervorgerufen werden, auch in anderen Zelltypen beo-
bachtet werden konnten, was den Schluss nahelegt, dass die VEGF-Rezeptoren auf EC beschrankt
sind [7]. Folglich sollten die Promotoren, die fir die Expression der VEGFR verantwortlich sind, auch
im selben MalRe spezifisch sein. Sie sind insoweit fiir die Entwicklung eines EC-spezifischen Expres-
sionssystems geeignet, wie sie ihre Funktion in EC ausflihren; sie werden nicht oder nur sehr be-
schrankt in anderen Zellen angesteuert. Die Promotoren von VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (Flk-2)
scheinen deshalb fir diese Aufgabe ideal zu sein: Sie kontrollieren die Expression jener EC-
spezifischen Rezeptoren, Gber die bislang am meisten bekannt ist und von denen auch eine Auswahl
geprufter Sequenzen zur Verfigung steht. Dartber hinaus sind die Sequenzen, welche die Promoto-
ren enthalten, £ leicht zu beschaffen. Diese Eigenschaften sind der Grund, der die Kontrollregionen
der VEGF-Rezeptoren zum Gegenstand dieser Arbeit macht.

1.5. Therapeutisch relevante Gene

Die Griunde fur GefaRerkrankungen, so viele auch bekannt sind, laufen fast immer im Signalverarbei-
tungssystem der EC zusammen. Die Endothelzelle ist daher auch der Kernpunkt fir Forschungsan-
satze, die das Ziel haben, gentherapeutische Strategien gegen Gefallerkrankungen zu entwickeln. Im
Zusammenhang mit EC treten eine Reihe Krankheitsbilder und Symptome auf:

¢ Inflammatorische Prozesse, metabolischer Stress, Hypoxie, Verletzungen, Tumorbildung, gene-
tisch bedingte Hyper- oder Hypovaskulierung, Asthma, Ischamie, Fehler in der Ausbildung der
Blutgerinnungskaskade, Hamorrhagie, Fehlbildungen der plazentalen Vaskulierung etc. sind nur
einige Komplikationen, die ihren Ursprung im Wechselspiel der Signalleitung zwischen Blut, Endo-
thel und Gewebe haben.

e Entweder ist ein Wachstums- oder Transkriptionsfaktor im Ubermal oder mangelhaft vorhanden
(z.B. VEGF, EGR-1), allergische Reaktionen sind nur Uber die Beeinflussung der EC denkbar
(z.B. durch Histamin), der septische Schock wird durch die Uberproduktion von immunkompeten-
ten Botenstoffen bewirkt und fihrt durch die dadurch hervorgerufene Uberproduktion von VEGF
und TF zu den bekannten, lebensbedrohlichen Symptomen, die nur lber die Einddammung der
Reaktion von Endothelien auf den inflammatorischen Stimulus bewaltigt werden kénnen.

Je nach Problemstellung sind verschiedene Genprodukte + geeignet in das endotheliale Regelsystem
einzugreifen, um eine Linderung der Symptome herbeizufihren. Gegen hamorrhagisches Fieber
scheint Angiopoietin-1 Wirkung zu versprechen. Die Behinderung der Signalleitungskaskade zu EGR-
1 kdnnte die Auswirkungen chronischer Inflammationen einddmmen. Es ist moglich, Thrombosebil-
dung durch die Expression l6slicher VEGF-Rezeptoren zu vermindern. Angiogenese in Tumoren wéare
durch das Einleiten von apoptotischen Signalen in aktivierten EC durch Angiostatin zu hemmen. Die
Méoglichkeiten sind vielféltig, doch nur die wenigsten kénnen zum Ziel fihren: Das Regelsystem der
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1. Einleitung

EC kann nicht ohne Folgen fir den Gesamtorganismus beeinflusst werden und so muss klar sein,
dass potente Faktoren auch enorme Nebenwirkungen zeigen werden. Daher muss die Entwicklung
gentherapeutischer Systeme in Richtung schnell wirkender, ein- und ausschaltbarer Konstrukte ge-
hen, die transient in die Zelle eingefihrt werden und nach der Behandlung folgenlos wieder aus dem
System entfernt werden kdnnen. Einige wenige Faktoren, die fur gentherapeutische Anwendungen in
Frage kommen, sind in der folgenden Liste zusammengefasst. Bestrebungen, den TF in Endothelzel-
len erhdht zu exprimieren, um z.B. die in der Tumorangiogenese beteiligten EC zu eliminieren, ist
wahrscheinlich ein ungeeigneter Ansatz: TF birgt als potenter Blutgerinnungsfaktor die Gefahr eines
generellen Aderverschlusses durch Blockierung der Kapillaren in sich, so dass Denkansatze in diese

Richtung nicht zielfihrend erscheinen.

Aktivatoren Funktion Inhibitoren Funktion
VEGF-Familie Stimulation der Angio- und | VEGFR-1, I8sliche VEGF- und PIGF-Fanger
Vaskulogenese, VEGFR und NRP-1
Permeabilitat, Adhasion
von Leukozyten
VEGFR, NRP-1 Verarbeitung der angioge- | Ang2 Ang1-Antagonist
nen Signale
Ang1, Tie2 Gefalstabilisierung, ver- TSP-1+2 Inhibieren EC-Migration,

mindern Permeabilitat

—Wachstum, -Adhasion
und -Uberleben

PDGF-BB und dessen
Rezeptoren

Rekrutierung der glatten
Muskelzellen

Angiostatin und andere
Plasminogen-Fragmente

Supprimieren Tumor-
Angiogenese

TGF-B, dessen Rezepto-
ren, Endoglin

Stimuliert die extrazellulare
Produktion der Gefallmatrix

Endostatin (Fragment aus
Kollagen XVIII)

Inhibiert EC-Migration und
-Uberleben

FGF, HGF, MCP-1

Stimulation der Angio- und
Arteriogenese

Vasostatin, Calreticulin

Inhibieren EC-Wachstum

Integrine

Rezeptoren fiir Makromole-
kile der GefaBmatrix und
Proteinasen (Zymogene)

Platelet-Faktor-4

Verhindert die Bindung
von bFGF und VEGF

VE-Cadherin, PECAM
(CD31)

Molekiile der endothelialen
tight junctions, VEGF-
Korezeptoren

TMPs, MMP-Inhibitoren,
PEX

Supprimieren krankhafte
Angiogenese

Ephrine

Regulieren die Spezifitat
von Arterien und Venen

Meth-1, Meth-2

Inhibitoren mit MMP-,
TSP,- und Desintegrin-
Domaéanen

Plasminogen Aktivatoren,
MMPs

Neuorganisation der Ge-
falmatrix, aktivieren durch
Verdau die Zymogene
verschiedener Wachstums-
und Gerinnungsfaktoren

IFN-a., B3, v, IP-10, IL-4, IL-
12, IL-18

Verhindern EC-Migration,
regulieren die bFGF-
Funktion herunter

PAI-1 Stabilisieren naszierende Prothrombin-2, Fragment | Supprimiert EC-Wachstum
Gefélle aus Antithrombin 11l

NOS, COX-2 Stimulieren Angiogenese Prolaktin (M, 16K) Inhibiert bFGF/VEGF
und Vasodilatation

AC133 Reguliert Angioblastendiffe- | VEGI Moduliert Zellwachstum
renzierung

Chemokine Vielfaltige Aufgaben in der | SPARC-Fragment Inhibiert Bindung und
Angiogenese Aktivitat von VEGF

1d1/1d3 Determinieren die Plastizi- | Osteopontin-Fragment Interferiert mit den In-

tat des Endothels

tegrin-Signalwegen

Maspin

Proteaseinhibitor

Canstatin, proliferinver-
wandtes Protein, Restin

Mechanismen unbekannt

Tabelle 1.5.1.: Auswahl der wichtigsten angio/vaskulogenisch wirksamen Proteine oder Wirkstoffe. Viele sind schon im klini-
schen Versuch. Enthommen aus [1]

1.6. Gentherapeutische Vektoren

Die Techniken der Gentherapie werden haufig als Manipulation der Genaktivitat in Geweben von
Mammaliern umschrieben. Sie dienen dazu, genetisch determinierte Krankheiten soweit zu beeinflus-
sen, dass ein Funktionieren des erkrankten Organs wieder gewahrleistet werden kann. Diese Manipu-
lation stlitzt sich zumeist auf das Einfiihren fremder DNA in erkrankte oder noch gesunde Zellen. Dies
kénnen ganze Expressionskassetten sein, die fehlende oder fehlerhafte Gene unterstiitzen oder er-
setzen sollen oder nur kurze Oligodeoxynukleotide (ODN), die als Antisense-DNA die Expression
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eines Gens durch Bindung an die mRNA blockieren sollen [125]. Doppelstrangige ODNs kénnen Bin-
dungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren simulieren und diese somit von ihren Zielsequenzen ablenken.
Daneben existiert noch die Einfuhr von Ribozymen, kurze RNA-Fragmente, die an ihrer Targetse-
quenz auf der mRNA als zerstérendes Enzym wirken [126]. Auch die Uberexpression von Genen in
gesunden Zellen zur Verbesserung des Gesamtzustandes eines Patienten (z.B. Ang1 zur GefalRstabi-
lisierung) gilt als gentherapeutische MalRnahme, obwohl damit kein Gendefekt im eigentlichen Sinne
ausgeglichen werden soll [127]. Die eingefiihrten Gene und/oder Kontrollelemente kdnnen entweder
nativ sein, aus fremden Organismen stammen oder fur spezielle Zwecke modifiziert worden sein. Soll
das Genprodukt bzw. die Kontrollfunktion nur intrazellular wirksam werden, so muss der Gentransfer
mit groRer Effizienz durchgefiihrt werden, damit eine wirksame Beeinflussung des gesamten Organs
stattfinden kann. Ist es dagegen erwiinscht ein Genprodukt zu sezernieren, reichen geringere Trans-
fereffizienzen aus, um das Genprodukt von einer kleinen Subpopulation manipulierter Zellen ausge-
hend auf das ganze Organ zu verteilen. Um bestimmte Genaktivitaten sichtbar zu machen, kénnen
auch Konstrukte in die Zellen eingefiihrt werden, die unter bestimmten Bedingungen visuelle, enzyma-
tische oder chemisch messbare Signale abgeben kénnen. Sollen sie in Organismen eingesetzt wer-
den, dirfen sie die Zellaktivitat nicht oder nur gering beeinflussen (z.B.: Lac-Z aus E.coli, Green Flou-
rescent Protein). Die Strategien zur Einfuhr genetischen Materials sind vielfaltig: So lassen sich Kalzi-
umsalzprazipitate von DNA herstellen, die von Zellen tber Pinozytose aufgenommen werden kénnen.
Elektroporation und Beschuss von Zellen mit DNA-ummantelten Partikeln sind Methoden, wie sie fur
in-vitro-Versuche durchaus Zweckmafig erscheinen, bei in-vivo-Experimenten aber ungeeignet sind.
Alle nichtviralen Prozeduren sind ab Verabreichung héherer Konzentrationen aufgrund ungeregelter
Aufnahme der DNA zytotoxisch. Die folgende Beschreibung sollen einen kurzen Uberblick tber die
gangigsten in-vivo-Verfahren liefern und erhebt keinesfalls Anspruch auf Vollstandigkeit.

1.6.1. Direkte Aufnahme von DNA

Einige Zelltypen, vor allem Muskelzellen, sind in der Lage, frei geldste DNA direkt durch Pinozytose
aufzunehmen. Direkte intramuskuldre Injektion von Plasmid-DNA resultiert in Transfektionsraten, die
in etwa bei jenen liegen, wie sie bei in-vitro-Transfektionen von Fibroblasten zu finden sind (max. 10%
Effizienz / ug DNA auf 10° Zellen). Die Transfektion bleibt transient, obwohl monatelange Expression
von eingeflihrten Genen beobachtet werden konnte. Aufgrund der transversalen Tubuli der Myofibril-
len, die in direktem Kontakt zur extrazellularen
Matrix stehen, persistiert die eingefihrte DNA
lange genug auf den Zelloberflachen, so dass sie
effizient aufgenommen werden kann. Fir die
meisten Anwendungen, in denen durch flieRende
Medien die DNA in stédndiger Bewegung ist (z.B.
bei Injektion von DNA in das BlutgefaRsystem), DNA in Lipésomenhiille  Liposom mit Virusprotein (Virosom)
kénnen mit diese Methode keine Resultate erzielt
werden [128]. Aullerdem ist die GrolRe des Plas-
mides auf maximal 4-6kB beschrankt. Fir die U-
berwindung dieser Probleme mussen aggressive-
re MaBnahmen zur Adhasion der Genpakete an
die Zelloberflachen und zum Eintritt durch die
Membranen eingesetzt werden.

Kationische Lipide stabilisieren die DNA

1.6.2. Lipidvermittelter Gentransfer

Eine Moglichkeit die Aufnahmebereitschaft von
Zellen fir DNA zu erhéhen ist die Umhillung des 7d M
genetischen Materials mit einer Lipidschicht. Die

Lipidhdille kann mit der apolaren Membran Kontakt Polyamin-Konjugate inkorporieren {iber Endosome
aufnehmen und ihren Inhalt in das Zellinnere ab- : it Virushiille gekoppelt
geben. Dies erfolgt unter Laborbedingungen mit
einer Effizienz von ca. 30% transfektierter Zellen /
5 . .

Hg DNA berechnet auf 10” Zellen bei Ladekapazi-  app, 1.6.2.1.: Liposomenhiillen erhéhen die Effizienz der
taten von maximal 10 Kilobasen. Die Herstellung Aufnahme von DNA um ein Vielfaches. Virosomen sind mit
solcher Liposomen ist in der Regel nicht mit gro-  viralen Fusionsproteinen ausgestattet (z.B. Influenza Ha-
Rem Aufwand verbunden. da deren Bildung ther- magglutinin) und kénnen so auch rigide Zellmembranen

d isch G t ’ folat. Die Aufnah b Uberwinden. Die mit poly-L-Lysinen konjugierte DNA kann
m(_) ynamls__c en \sese _Zen olgt. '_e Uthahmebe- Gber Koppellung an Virushiillen an die entsprechenden
reitschaft fir Zellen wird durch die Verwendung  Rezeptoren der Zielzellen binden und so die Aufnahme von
von kationischen Lipiden, Lipopolyamiden und groBen DNA-Fragmenten jenseits der 10kB-Grenze ermdg-
kationischen Polypeptiden noch erhoht [129]. Ins-  lichen. Entnommen aus [129]
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gesamt bleibt bei all diesen Modifikationen das Prinzip gleich: Die Lipidhille und die Membran sollen
bei Kontakt miteinander verschmelzen und dabei die DNA in das Zytosol abgeben. Mehr als haufig
sind aufgrund rigider extrazellularer Ablagerungen oder glykosylierter Oberflachenproteine solche
Transportmittel nicht in der Lage, bis zur Membran vorzudringen, weshalb nur die wenigsten Liposo-
men ihre Aufgabe wirklich erfillen kdnnen. Au3erdem ist es nicht mdglich, sie fir einen spezifischen
Zelltyp zu konzipieren [127]. Diese Probleme werden teilweise Gberwunden, wenn das Liposom mit
viralen Fusionsproteinen ausgestattet wird. Die Kombination von Hullproteinen (HN- und F-Protein)
aus dem HVJ-Virus (japanischer hdmagglutinierender Virus) mit Liposomen fuhrt zur Bindung an Sia-
linsdure- Reste der Zellmembran und ermdglicht somit eine erhdhte Aufnahme in alle Zelltypen. Die
Effizienz kann dabei um 50% gesteigert werden, gemessen an konventionellen Methoden.

1.6.3. Rezeptorvermittelte Aufnahme von Konjugaten

~ P RN s NN GroRe Genpakete jenseits der 20kB-
: Ligand conjugate Grenze sind in vivo meist sehr schlecht

in Zellen einzufihren. Wird die anioni-
sche DNA mit kationischen Polyaminen
konjugiert kommt es zu kompakten
Transferpaketen, die aufgrund der im
Vergleich zur freien DNA leicht erhdhten
Lipophilie von Polyaminen mit Membra-
nen Kontakt aufnenmen kénnen. Uber
Ligand conjugate Endosome releasing agent DA hinding complex \QQQ PeptiderCken Sind an SOlChe POlyamine
Liganden gekoppelt, die dem Konjugat
nicht nur eine erhdhte Verweildauer an
der Membran erméglichen, sondern bei
internalisierenden  Rezeptoren  (z.B.:
Clathrin) auch die Aufnahme des geneti-
() CompectDri, compiex schen Materials Uber die Coated Pits
garantieren [130]. Daruber hinaus ist es
mdglich, Uber den Liganden eine gewis-
Abb. 1.6.3.l.: Die einzelnen Schritte der Konjugatbildung umfassen S? Ze“Sp_eZIfItat festzulegen. Addltl_lonal
die kovalente Bindung des Liganden und eventuell eines endo-  kOnnen Virusfragmente oder leere Hillen
sombrechenden Enzyms an das Polyamin und die ionische Konjuga- ~ mit dem Konjugat gekoppelt werden,
té?]rt\n(ifnsn::r?(;rsjzcing]Tells mehrerer solcher Komplexe mit der DNA. welche so die Aufnahme vermitteln oder
diese deutlich erleichtern [127,128]. Die

Transfektion bleibt auch hier transient.

Cell specific ligand DA binding element

+ +

DA hinding complex
DA (nucleic acid)

1.6.4. Adenovirale Vektoren
Rekombinante, replikationsinaktive Adenoviren haben als Vektoren mehrere Vorteile:

1. Die Ladekapazitat flr genetisches Material betragt je nach verwendeten Viruskonstrukt zwischen
maximal 6 oder 10kB.

2. Die Infektionswahrscheinlichkeit liegt in vitro bei nahezu 100%, in vivo bei bis zu 60% aller in
Reichweite liegender Zellen.

3. Auch Zellen, die sich nicht in Teilung befinden, kénnen transfiziert werden - ein Zustand, der fur
die meisten Zellen in adulten Organismen gilt.

4. Der Adenovirus ist ein bekanntes und weit verbreitetes System fir in-vivo- und in-vitro-
Transfizierungen, so dass entsprechende Konstruktions-Kits mit Packaging-Zell-Linien zur Verfu-
gung stehen.

Limitierend ist die starke Immunantwort bei Verabreichung der Partikel. Fir eine ausreichende Infekti-
on von Korperzellen mit insgesamt 1kg Masse sind zumindest 10" Plague Forming Units notig. Dem-
entsprechend hoch fiele eine nicht unterdriickte Immunantwort aus.

Die Transfizierung bleibt transient fur maximal 2 Wochen bestehen, da infizierte Zellen durch das Im-
munsystem erkannt und ausgerdumt werden. Infektionen des Endotheliums kénnen durch die Gefal-
wande abgefangen werden, wenn der Virus nicht intravends verabreicht wird. Auch atherosklerotische
Ablagerungen beeintrachtigen die Infektionseffizienz des Virus [127].
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1.6.5. Adenovirus-assoziierter Virus

Der AAV ist ein unselbstandig replizierender Parvovirus, der bislang noch mit keiner Erkrankung des
Menschen in Verbindung gebracht werden konnte [131]. Er kann eine breite Palette von Zielzellen
infizieren und etabliert eine latente Infektion durch Integration in das Genom der infizierten Zelle. Dies
fihrt zum stabilen Gentransfer, wie es auch fiir Retroviren der Fall ist. Dabei tritt das Problem auf,
dass die Integration ins Genom ungeregelt erfolgt. Die Deregulierung von Onkogenen und die Trans-
formierung von gesunden Zellen zu Krebszellen ist somit mdglich, wenn auch unwahrscheinlich. Ob-
wohl der AAV in Teilung befindliche Zellen effizienter transduziert, besitzt er die Fahigkeit, sowohl in
vivo als auch in vitro die sich nicht teilenden Zellen zu infizieren. Die Ladekapazitat des AAV ist mit
4kB sehr begrenzt. Das Viruspraparat muss vor dem Einsatz von Helferviren gereinigt werden, soll
eine Replikation im Organismus vermieden werden. Die Effizienz von AAV in der Infektion von Endo-
thelien ist noch nicht determiniert. Stabile Infektionen mit Gber 60 Tagen andauernder Expression sind
bei direkter Injektion von Viruspraparat in das Myokard von Mausen beobachtet worden [132]. Im all-
gemeinen erfolgt die Expression des transgenen Materials erst zwei bis vier Wochen nach der Infekti-
on, wobei nicht klar ist, warum es zu dieser Verzégerung kommt [127].

1.6.7. Retrovirale Vektoren

Retroviren zeichnen sich durch ein Genom aus, das als RNA-kodiert vorliegt. Nach Einschleusen des
Virus wird die RNA mittels im inneren des Kapsides vorhandener reverser Transkriptase in DNA um-
geschrieben und stabil ins Erbmaterial der Wirtszelle integriert. Rekombinante, replikationsinaktive
Retrovirensysteme auf Basis des Malony Murine Leukemia Virus (MMLYV) sind haufig genutzte Werk-
zeuge fur den Gentransfer in kultivierten Gefaf3en. Die Nutzung dieser Systeme in vivo ist wegen nied-
riger Infektionsraten stark eingeschrankt, da sie vor allem in Teilung befindliche Zellen zur Infektion
bendtigen. In Gefallkulturen wurde gezeigt, dass neben Endothelien auch die glatten Muskelzellen
und die Perizyten transduziert werden konnten [133]. Die Dauer der Expression von eingefiihrten Ge-
nen liegt bei bis zu 5 Wochen in vivo, dann werden die meisten infizierten Zellen durch das Immunsys-
tem eliminiert. Die Integration von Retroviren ist ungeregelt und schafft so die Moglichkeit einer Onko-
genaktivierung durch Zerstérung regulatorischer Sequenzen bei der Integrierung ins Wirtsgenom,
auch wenn dieses Risiko als niedrig einzustufen ist. Die Ladekapazitat liegt wie beim Adv bei maximal
10kB, je nach verwendetem Konstrukt [127].

1.7. Der Adenovirus als bevorzugtes Gentransfersystem

In dieser Arbeit werden murine Promotersequenzen in humane Endothelzellen eingebracht. Ein Re-
portergenkonstrukt soll ermdéglichen, die Aktivitat der Promotoren der murinen VEGF-Rezeptoren Flt-1
und Flk-1 auszutesten. Um moglichst eindeutige Aussagen machen zu kénnen, muss die Transdukti-
onsrate sehr hoch sein und die erzeugten Vektoren sollen nicht nur in vitro, sondern auch in Mausmo-
dellen Verwendung finden kénnen. Der Adenovirus sollte diese Anforderungen in gentigender Weise
erfillen:

e Seine Ladekapazitat ist bei Adv-Vektoren der ersten Generation mit 5,2kB ausreichend.

o Die Infektionshaufigkeit liegt bei Kulturzellen und entsprechend hoher Dosierung (100 MOI) bei
nahezu 100%.

e Adv-Vektoren kénnen auch in vivo eingesetzt werden.

o Die eingeflihrte DNA ist transient wirksam, eine unerwiinschte Wechselwirkung mit dem Wirtsge-
nom kann so ausgeschlossen werden; die Resultate werden dadurch + unverfalscht sein.

o Einmal erzeugte Vektoren sind leicht weiterzuvermehren.

Die Nachteile liegen einerseits im komplexen Arbeitsvorgang von der Konstruktion des Transfervek-
tors bis hin zum fertigen Viruspartikel, andererseits in der Humanpathogenizitdt von Adv, was die
Handhabung wahrend der Experimente stark erschwert.

1.7.1. Beschreibung und Atiologie

Die Adenoviridae sind eine Familie unverhillter, kubischer bzw. ikosaedrischer DNA-Viren mit einem
Durchmesser von 60-100 nm. Das Kapsid besteht aus 252 Kapsomeren, die das Genom, eine linear-
doppelstrangige DNA mit ca. 50 Genen und 36kB Lange, umfassen. Der Virus weist eine Bindungsaf-
finitdt zum retikuloendothelialen System auf, was ihn zur Infektion von EC pradestiniert. Die Untertei-
lung der Familie wird in die Genera Mastadenovirus (ca. 80 Serotypen, davon 32 humanpathogene
Typen in den Subgenera A-E) und Aviadenovirus (v.a. Gefligelviren) vorgenommen. Sie infizieren
Nagetiere, Hihner und Primaten. Die Ubertragungswege sind Schmier- und Trépfcheninfektion sowie
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iatrogen (Glaukomuntersuchung, Tonometer, Korneatransplantation). Der Zelleintritt erfolgt Gber die
owf3s.5-Integrine [134, 135]. Die leichte Verbreitung der Adenoviridae verursacht weltweit endemische
(v.a. Typen 1, 2, 5 u. 6) und epidemische (v.a. Typen 3, 4, 7, 7a, 14 u. 21) sowie sporadisch akute
Infektionen des Respirationstrakies meist mit leichten (haufig inapparenten) Verlaufen und Neigung
zur Latenz. Einige humanpathogene Typen (v.a. 12, 18, 31) sind bei Versuchstieren onkogen. Kilini-
sche Symptome sind eine akute respiratorische Erkrankung (v.a. durch Typ 4 u. 7) und ein Pharyngo-
konjunktivalfieber (v.a. durch Typen 3, 7 u. 7a), beide mit anginadhnlichem Verlauf und Verlust an
Epithelzellen; Keratoconjunctivitis epidemica (Typ 8, meist gutartiger Verlauf). Auf Adv sind bei massi-
ver Infektion auch atypische Pneumonien (Typen 1-4, 7, 14 u. 21, meist gutartiger Verlauf) zurtickzu-
fuhren, seltener Lymphadenitis, Gastroenteritis u.a. Die Diagnose kann uber Viruskultur auf 293-Zellen
aus Rachenspulwasser oder Stuhl vorgenommen werden, serologischer Antikbrpernachweis ist mog-
lich und weist auf insgesamt 49 verschiedene Serotypen hin, die aufgrund ihrer Fahigkeit der
Zelltransduktion, GC-Gehalt und Eigenschaften der Hamagglutinierung in 6 Subgruppen unterteilt
werden [136]. Die Therapie ist nur Gber Symptombekdmpfung vorzunehmen. Prophylaktisch werden
Adv durch Chlorierung in Schwimmbadern bekampft. Poly- u. monovalente Impfstoffe werden bisher
nur in Endemiebereichen eingesetzt [2]. Im Bereich der Entwicklung von gentherapeutischen Vektoren
sind bisher ausschlielich die Vertreter der Serotypen 2 und 5 zum Einsatz gekommen, weil iber sie
am meisten betreffend Struktur, Genomorganisation und Verhalten bei Infektionen bekannt ist [136].

1.7.2. Kapsidstruktur

Das adenovirale Kapsid ist Ubli-
cherweise ein 20-flachiger Icosae-
der mit 12 Kanten. Die Flachen set-
zen sich aus dem Kapsidprotein
Hexon zusammen, das aus drei
105kD UE zusammengesetzt ist.
Die Hexons sind trapezoid-férmig
und enthalten drei Schleifen, die aus

dem Kapsid herausragen [137]. Sie Abb. 1.7.2.1.: Die Struktur des Adenovirus-Kapsides. Links die dreidimen

. . . . L .1.7.2.1.: Di uktu virus- ides. Li i idi -
sind die V?rlablen Epitope, dle_ In sionale Reprasentation und rechts ein vereinfachter Querschnitt mit ange-
den verschiedenen Serotypen diffe-  zeigter Positionierung der Kapsidproteine und des Genoms. Entnommen
rieren und an denen die AK anset-  aus[137]

zen [138]. Die Hexonen werden

durch die Hilfsproteine llla, VI, VIII und IX stabilisiert. Die Kanten werden durch Penton gebildet, einen
Komplex aus fiinf Base-Proteinen und drei Kopien von Fiber. Jedes Penton-Kapsomer bindet an 5
Hexon-Kapsomere. Die Fiberproteine bilden drei Domanen aus: Die Basis-, die Schaft- und die am
Ende des Schafts befindliche Knopf-Domane, wobei letztere aus dem Kapsid herausragt und mit dem
Corsackie-Adeno-Virus-Rezeptor (CAR) der Zielzelle interagiert. Dies ermdglicht das Andocken von
Penton mit den Integrinen, gefolgt von der Internalisierung des Partikels. Die DNA ist um das histo-
nahnliche Kernprotein VII geschlungen und das Terminal-Protein schitzt die Enden vor Verdau nach
Freisetzung des Genoms ins Zytosol.

terminal protein

i \penton base
| |—— hexon

1.7.3. Replikation

E1A protein Abb. 1.7.3.l.: Das 35935 bp umfassende Genom des

Adenovirus Serotyp 5 ist vollstandig bekannt. Es ist in

L 100 gleich lange Abschnitte geteilt, auf die sich die

. / ® ® Positionsangaben zu den kodierten Genen stltzen.

Early transcripts Detailierte Transkriptionskarten nehmen bezug auf
7T = Y verschiedene Zeitpunkte nach der Infektion und teilen

Genome  die exprimierten Gene in friihe (E) und spate (L) Klassen

...... L1 L2 B i _L5> ein. Die Indexnummer zeigt die Reihenfolge auf, in

Late transcripts Tripartite denen die Gene abgerufen werden. Uberlappende Gene

leader machen Manipulationen am Genom sehr schwierig:

Einige kénnen nicht deletiert werden, ohne damit teilwei-

Map units se andere zu beschadigen. Die Adv-Vektoren der ersten
0 10 20 0 40 5 6 70 & 9 100 Generation, die heute noch am weitest verbreiteten
- f e Vektoren fiir in-vitro-Transduktionen, weisen Deletionen
o 18,000 236000 in der E1-Region auf, was sie replikationsinaktiv macht.

B N Entnommen aus [137]
ase pairs

Der adenovirale Replikationszyklus wird am besten fir den Serotyp C verstanden. Die Knopfdoméane
des Schaftes am Penton des Adv-Kapsides bindet an die Zelloberflache iber den CAR, gefolgt von
der Interaktion der RDG-Sequenz des Penton-Basisproteins mit den Integrinen. Die Kontaktaufnahme
steigert die Effizienz der Aufnahme, ist daflir aber nicht essentiell [134]. Der Eintritt in die Zelle erfolgt
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Uber clathrin-vermittelte Pinozytose [139]. Nach der Internalisierung des Virus wird das Endosom
schnell aufgeldst und der Virus entlang von Mikrotubuli an den Kern transportiert, an dessen Membra-
ne er in Porennahe innerhalb einer Stunde bindet [140-142]. Hier wird die DNA zusammen mit dem
terminalen Protein in den Nukleus eingeschleust, wahrend das Kapsid im Zytosol verbleibt. Im Wildtyp
des Adenovirus wird das E1A-Gen sofort nach der Injektion des viralen Genoms in den Kern transkri-
biert [136]. Durch alternatives SpleilRen der Pra-mRNA werden die mRNAs fur die beiden unterschied-
lichen E1A-Proteine gebildet. Dieses Protein kontrolliert die Expression der Wirtsgene, die fur die
Replikation des adenoviralen Genoms bendtigt werden. Sie bilden durch Komplexierung anderer
Wirtsfaktoren jene Transkriptionsfaktoren, die die Aktivierung der anderen friihen Gene des Virus ein-
leiten. Zusétzlich bindet E1A das Retinoblastoma-Protein (Rb), das im Normalfall die Zelle am Eintritt
in die Synthesephase hindert und wirkt somit deregulierend auf den Zellzyklus ein. Das kurz darauf
gebildete E1B-Protein blockiert die Einleitung der antiviralen Apoptose durch Interaktion mit p53 gera-
de so lange, dass eine erfolgreiche Virusproduktion durchgefiihrt werden kann. Das 55kDa-Protein
E1B komplexiert am Ende der friihen Phase mit E4-Proteinen, um die Spate-Phase-Gene aktivieren
zu konnen, welche etwa sechs Stunden nach Infektion ihre Tatigkeit zur Produktion der selbstassemb-
lierenden Kapsidkomponenten aufnehmen [136]. Die E4-Region ist besonders fiir die selektive Ex-
pression der viralen Gene verantwortlich, ist daher ein essentieller Bestandteil des Adenovirusgenoms
und bietet deshalb nur wenig Mdglichkeiten zur Manipulation [143]. Die Virionen setzen sich im Nuk-
leus zusammen, was einen Transport der Kapsidproteine in den Zellkern nétig macht. Interessant ist

Al O die immunsuppressive Wirkung des E3-gp-19kDa-Proteins.
vector, Plasma membrane Es verhindert die durch den Major Histocompatibility
CAR @avg“ Complex Class Il (MHC-II) durchgefiihrte Antigenprasenta-

Sorting tion an der Zelloberflache. Die infizierte Zelle bleibt somit

orsome B endosome unerkannt fiir die zytotoxischen T-Zellen [144]. Andere
» Spleil-Varianten von E3-Proteinen verhindern die Apopto-
Mlcrotub'es . se beispielsweise durch Behinderung des durch TNFa initi-
ierten Signalweges [145]. Der Promoter der E3-Region

Nuclear bendtigt die E1-Produkte zur Aktivierung. Bei replikations-
/"me"“"a"e /m inaktiven, E1-defizienten-Viren kann diese obsolet gewor-
pore dene Region dazu genutzt werden, fremdes Genmaterial in

Gonos come die Zielzellen zu transportieren. Die E2-Region-Proteine

KFh Host kodieren fur drei Produkte, die direkt an der DNA-
genome Replikation des Virus beteiligt sind, ohne Komplexbildung
mit Wirtsproteinen eingehen zu missen: Die virale DNA-
Abb. 1.7.3.1L.: Infektionsweg von Adenoviren. P0|ymerase_j em_ emzelStra_ngb'r_'dendes F?rOtem (SSDB_P)
Der Kontakt wird an der Knopfdomame des  und das praterminale Protein. Die Adenoviren haben eine
Virus und dem CAR hergestellt. Darauf folgt  Strategie ausgebildet, die es ihnen ermdglicht auch die
eine integrinvermittelte Aufnahme des Virus  Enden des Genoms zu replizieren, indem Nukleinsaurean-
durch ein Coated Pit. Der Virus entkommt aus ile d inal P . d 5_Ende d .
dem Endosom durch kapsidgekoppelte Be-  (€il€ des terminalen Proteins an das 5-Ende des einen
freiungsmechanismen. An den Mikrotubuli ~ oder anderen Stranges binden und so die Funktion eines
gelangt er in die Nahe einer Kernpore, durch  Primers flr den Start der DNA-Synthese Ubernehmen. Die
die das genetische Material eingeschleustund  DNA-Strange des viralen Genoms, die an der Replikation
aktiviert wird. Enthommen aus [136] . . . . .
teilnehmen sind in einer anderen Region des Zellkerns zu
finden als jene, die fur die Transkription bendtigt werden [146]. Die Verpackung des Genoms in das
Kapsid wird durch DNA-Sequenzen nahe der E1-Region gesteuert. Fir die Erstellung von Adenovi-
rusvektoren ist von Interesse, dass jene Konstrukte, die von der normalen Viruslange um mehr als 5%
abweichen, deutlich weniger effizient als das Wildtyp-Genom verpackt werden [143].

1.7.4. Aufbau von Adenovirusvektoren der Ad expression plasmid Detail of expression cassette
ersten Generation polyA site Splici;g signals

Trotz milder Atiologie sind manipulierte
E1°-Adv aufgrund ihrer Fahigkeit zur
Replikation mit einem gewissen Risiko
behaftet. Sie kénnen vom Ort der Wirkung
durch Verschleppung in andere Organe + }
gelangen, auf andere Wirte (bergehen 28s3  Viral backbone (restriction fragment of viral DNA) . .
und in immundefizienten Organismen

durch h?XﬁeSSIV-e Ve.rmehrung er Iebensr; Abb. 1.7.4.1.: Die Konstruktion eines Adenovirusvektors der ersten
_bedro ichen S'tuat'or_]en vor allem nac Generation: Durch homologe Rekombination wird der Transfervek-
intravendser Verabreichung flihren. Um  tor mit der Expressionskassette an das Virusgenom gekoppelt.

dies zu umgehen, sind schon sehr friih  Entnommen aus [137]

gy

0355 3328 5780
A A
o - 1l 7/, N Transgene  CMV promoter

-
Expression cassette X Homologous recombination

]
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Adenovirensysteme entwickelt worden, in denen die E1A-Region deletiert worden ist. Zur Replikation
dieser Konstrukte, miissen sie in eine Packaging-Zell-Line eingebracht werden. Immortale 293-Zellen
sind beispielsweise durch die Infektion embryonaler Nierenzellen mit Ad5 entwickelt worden. In diesen
Zellen ist der seltene Fall einer stabilen Integration von 11 adenoviralen Genomeinheiten (~4kB) inklu-
sive des E1-Anteils eingetreten [147, 148]. Um nennenswert groRe Genfragmente in das Virusgenom
einbringen und verpacken zu kdnnen, muss die E1-Deletion noch durch die Entfernung von nicht es-
sentiellen E3-Anteilen erweitert werden. Der so konstruierte Virus kann damit bis zu 6kB Fremdmate-
rial aufnehmen und in infektidse, replikationsinaktive Partikel verpacken. Fir die Konstruktion des
Vektors werden nun zwei Plasmide gebraucht:

1. Transferplasmid: Bestehend aus Adenovirusanteilen ab Bp 0-355 und 3328-5780. Dazwischen
liegt eine Polycloning-Site mit Expressionskassette, die zum Einklonen von Fremdgenen geeignet ist.
Diese Anteile sind eingefasst in ein Plasmidriickgrad, das die selektive Vermehrung dieses Vektors in
E.coli ermdglicht.

2. Rekombinationsplasmid: Umfasst den Hauptteil des viralen Genoms von Bp 2888 — 35935. Auch
dieser Anteil wird von einem Plasmid getragen, das die selektive Vermehrung und Praparation des
Genoms in E.coli ermdglicht.

Uber die homologen Bereiche von 3328-5780 wird aufgrund eines zwar seltenen, aber wegen der
Anzahl der eingesetzten Plasmide durchaus wahrscheinlichen Rekombinationsereignisses der Trans-
fervektor mit der Expressionskassette an das Virusgenom gekoppelt. Dieses Ereignis findet in der
Helferzell-Linie 293 statt, welche durch die enthaltene E1-Region den rekombinanten Virus aktivieren
und replikationsinaktive Viruspartikel bilden kann [149]. Die aus dem Zell-Lysat gewonnenen Viruspar-
tikel werden durch Ultrazentrifugation auf CsCIl-Gradienten gereinigt. Hierbei kénnen Partikel mit bis
zu 10" PFU / Praparation erzielt werden [150, 151].

1.8. Fragestellung

Das Augenmerk wird bei der Entwicklung von gentherapeutischen Systemen auf Ort, Zeitpunkt, Spezi-
fitat und Art der Wirkung gelenkt. Daraus ergeben sich flr das hier vorgestellte virale System mehrere
Fragen, die darlber entscheiden kdnnen, inwieweit das System fiir weiterfiihrende Experimente bis
hin zum mdglichen klinischen Einsatz geeignet ist:

1) Sind die eingesetzten Promotoren der VEGF-Rezeptoren 1+2 (Flt-1 und Flk-1) im Adenovirus-
system funktionell und aktivierbar? Kénnen die Signale soweit verstarkt werden, dass sie wenigs-
tens das 10fache der Hintergrundaktivitat des Reportergens Gbersteigen? Wie ist die Hintergrund-
aktivitat des TEToff-Systems zu bewerten? Eine zu hohe Aktivitat kdnnte den Einsatz von toxi-
schen Proteinen zu gentherapeutischen Zwecken mit diesem System in Frage stellen.

2) Ist das TEToff-System durch Zugabe von Doxycyclin zuverldssig abschaltbar, so dass auch die
Signale eines starken Promoters bis auf die Hintergrundaktivitat heruntergeregelt werden kénnen?
Kann die Aktivitdt des TEToff-Systems Uber Titration mit Doxycyclin geregelt werden? Dies ware
bei gentherapeutischen Versuchen wiinschenswert, bei welchen z.B.. toxische Genprodukte einen
gewissen Wert nicht tGberschreiten dirfen.

3) Wie hoch muss der PFU-Titer der Adenoviren fir eine vollstdndige Infektion einer gewissen An-

zahl von EC angesetzt werden, damit eine ausreichende Expression des Reportergens stattfinden
kann.

21



2. Ergebnisse
Dieses Kapitel liegt in mehrere Abschnitte unterteilt vor:

1.

abrwd

6.

2.1.
Die
rale
vor

Zunachst wird die Konstruktion und Klonierung der einzelnen Expressionskassetten (Flk-1-tTA,
FIt-1-tTA und TRE-EGFP) in die Transfervektoren behandelt: 2.1.1. — 2.1.3.

Der Vorbereitung der Transfervektoren wird ein eigener Abschnitt gewidmet: 2.1.4..

Anschliel3end werden die Transfervektoren evaluiert: 2.1.5.

Dieser Punkt beschreibt die Suche nach weiteren Promotoren und mdglichen Therapiegenen: 2.2.
Die evaluierten Transfervektoren werden genutzt, um die Expressionskassetten in das Genom der
Adenoviren durch Rekombination einzufiihren: 2.3.

Die daraus entwickelten Adenoviren werden schlief3lich auf ihre Funktionalitat getestet: 2.4.

Konstruktion der Transfervektoren

Transfervektoren dienen der Uberfiihrung der konstruierten Expressionskassetten in das adenovi-
Genom. Zu diesem Zweck wurden die endothelzellspezifischen Promotoren von Flk-1 und Flt-1
das tTA-Element, dass an eine SV40-PolyA-Sequenz gekoppelt wurde in passende Vektoren

subkloniert, um sie dann mit geeigneten Schnittstellen auszuschneiden und im Transfervektor zur
funktionellen Kassette zu assemblieren. Der Tetracyclinrezeptor aktiviert das TRE auf dem konstruier-

ten
des
rige

Reporterplasmid. Als Reportergen wurde EGFP verwendet, da es sich durch einfache Detektion
Signals sowohl in der Zelle, als auch im Zellextrakt auzeichnet. Das tTA-Element und der zugeh6-
TRE-Promoter wurden aus vorhandenen, neurotropen Transfervektorkonstrukten, pAE1-CAG-

tTA(nls) und pAE1a-TRE?, isoliert (2.1.4.)

2.1.1. Konstruktion der Flk-1-Promoter-Enhancer-Kassette

pSK-II-Flk-1-Promoter P K-1-TA-C

Sac| Kpn | —940bp  Hind Il Eco Bl Smal Spe |

pSE-I-FIk-1-Enhancer

fk-1-Promoter bee | Sphl Pual

Eco Al Eco Rl

Eca B0 Pst| Bam HI - Kbal

Balll Ozl Sacl Sall Pstl Hind Il

| 940bp  Hind Il Eco Bl
Eco Bl Eco Bl Fpn p  Hin o [Bam HiBal 1]

fk-1-Promater
piF7i Eco Bl Smal H o 10k EamHI Spe | Nof | Spe | Bam HI 2,3k
Balll () Sacl Eco ll L1 TiElemert [ P | | k- 1-Enhancer
I snal soep || l_
Pst] Hba | #bal Hba| Shol
[Bam Hi/Bl 1]
Sacl bpnl Sdlbp Hind Il EcoBl Smal BamHl  10kb  BamHl | SpelMotl SpelBamHi 2.3k 5l
Al k- 1-Promoter | 1 | fukement [ ol | ] | | B 1 Enhancer | -
el
1 smal ke ||
m— o fl Eco B Pstl #bal #bal Hbal el -IJ' pLE1:pIE
al
Bam HI
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Abb. 2.1.1.1.: Konstruktionsschema fiir pAE1sp1B-Flk-1-Promoter(940Bp)-tTA-PolyA(nls)
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Das vereinfachte Konstruktionsschema zeigt, wie der Transfervektor pAE1sp1B-Flk-1-tTA-polyA-
Enhancer zum funktionellen Vektor assembliert wurde:

1. Subklonierung des Flk-1-Promoters und des Enhancers in pSK-II

2. Subklonierung von tTA-polyA in pSK-II

3. Verdau von pSK-II-Flk-1-Promoter und pSP73 mit Kpnl und Xbal.

4. Klonierung des FIk-1-Fragmentes (~1kB) in pSP73: pSP73-Flk-1-Promoter.

5. Verdau von pSK-II-tTA-PolyA(nls)-O1 mit Pstl und Xbal: Befreiung des tTA-Fragmentes

6. Verdau von pSK-lI-FIk-1-Enhancer mit Xbal und Xhol: Befreiung des 2,3kB-Enhancers.

7. Verdau von pSP73-Flk1 mit Pstl und Xhol.

8. 3-Wegligierung des ~1,5kB-tTA-PolyA-Fragmentes und des ~2,3kB-Enhancers mit pSP73-Flk1.
9. Verdau von pSP73-Flk-1-Kassette und pAE1sp1B mit Clal und Xhol.

10. Klonierung der Flk-1-Kassette in pAE1sp1B: Transfervektor pAE1sp1B-Flk-1-Promoter-Kassette

2.1.1.1. Subklonierung des Kpnl-Hindlll-Flk-1-Promoterfragmentes aus VR83 in pSK-Il

Die Plasmide VR83 und Flk144 wurden vom Kerckhoff Institut / Bad Nauheim / Deutschland bezogen.
Beide enthalten sowohl den Flk1-Promotor als auch den zugehdrigen Enhancer. Sie lagen kloniert im
pGL2 Vector von Stratagene vor und wurden wie unter 4.2.1.3. in E.coli vermehrt und prapariert
(4.3.5.). Um die Plasmide zu identifizieren, wurden sie mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Hindlll
auf ihr Insert Gberprift (4.1.2.).

Der Kontrollverdau wurde folgendermalien interpretiert:

o VR83 zeigt eine Bande bei ca. 1kB und wurde somit positiv identifiziert.
o Flk-144 zeigte eine starke Bande bei etwa 700Bp und galt somit als positiv identifiziert.

Um erweiterte Planungsmdglichkeiten zu schaffen wurde das gréRere Promoterfragment aus VR83
zundchst in pSK-II subkloniert. Zu diesem Zweck wurde eine pSK-Il Praparation in einem 10ul Ansatz
mit Kpnl und Hindlll umgesetzt. Die Bande des linearisierten Vektors wurde ausgeschnitten und die
enthaltene DNA eluiert. (4.1.7.). Um das Promoterfragment aus dem Vektor V83 zu befreien wurde
das Plasmid zunachst in einem 10pl-Ansatz in Puffer-L mit Kpnl umgesetzt. Danach wurde der Ansatz
auf einen 20ul umfassenden Verdau in Puffer B aufgeflllt und Hindlll zugeflgt. Der Gesamtansatz
wurde auf einem 0,8%igen low-melt-Agarosegel aufgetrennt und die ausgeschnittene 940Bp-
Promoterbande extrahiert (4.1.7.). Die Ligation wurde mit einem 3-fach molekularen Uberschuss an
Promoterfragment wie unter 4.1.8. durchgefihrt.

Abb. 2.1.1.21: 4ul davon wurden in 50ul elektrokompetenten E.coli-Zellen (XL1-blue)
Kontrollverdau eingesetzt (4.2.2.2.). Zur Identifizierung der positiven Klone wurde die Trafo
von pSK-Il-Flk- - guf einer IPTG-Xgal-LB-Amp-Platte selektioniert (4.3.1.). Die weillen
:"rr]‘;'lt”’;zgt 32‘: Kolonien wurden fiir eine Plasmid-Minipraparation herangezogen (4.3.3.).
Flk-1-Promoter- Die Praparationen wurden einem Kontrollverdau mit Kpnl und Hindlll
fragment  bei  unterzogen: Dies zeigt, dass das Promoterfragment in pSK-Il kloniert

~1kB. werden konnte.

2.1.1.2. Verarbeitung des Enhancerelements von Flk-1

Der Flk-1-Promoter ist nur funktionell in Verbindung mit seinem Enhancer, der aus dem ersten Intron
des Flk-1-Genes isoliert wurde (Breier et al.). Die Orientierung dieses Elementes ist dabei ohne Be-
deutung. Analog zur Subklonierung des Promoterfragmentes von Flk-1 wurde auch der Enhancer in
pSK-II kloniert, um die Mdglichkeiten wahrend der folgenden Konstruktionsvorgdnge zu erweitern. Im
wesentlichen verlief diese Subklonierung wie jene unter 2.1.1.2., jedoch wurden pSK-Il und VR83 in
einem Schritt mit Sal-l und BamHI in Puffer-B umgesetzt. Der Ligationsansatz wurde wie unter
2.1.1.2. durchgefiihrt. 2ul der Ligation wurden in 100pl
Abb. 2.1.1.3.L: Die Gelelektropho- che_misch kompetente . XL1-blue von St_ratagene
rese auf einem Trenngel zeigt das  (Epicureian) zur Trafo eingesetzt (4.2.1.2.). Einige der
Enhancerfragment (untere Bande)  angewachsenen Kolonien wurden fir eine Mi-
nach Verdau von pSK-ll-Enhancer-  njpraparation herangezogen (4.3.3.). Der Kontrollverdau
(Flk-1). mit Sal-l und BamHI zeigte, dass die untersuchten pSK-
Plasmide das Enhancerfragment aufgenommen hatten.
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2. Ergebnisse

2.1.1.3. Assemblierung der Flk-1-tTA-Expressionsskassette

Die Klonierungskassette fur Flk-1-tTA-PolyA(nls)-Enhancer sollte in pSP73 assembliert werden, da
dessen Polylinker geeignet war, die Kassette fur die Insertion in pAE1sp1A mit den passenden
Schnittstellen auszustatten. Die Fragmente mussten jedoch nacheinander in pSP73 eingefiigt werden,
weil sie dadurch die bendtigten Schnittstellen fir die Klonierung aus pSK-Il in das Konstrukt importie-
ren konnten. Die fertige Kassette stellte die Expression des Tetracyclinrezeptors (tTA) unter die Kon-
trolle des Flk-1-Promoters, dessen Signal durch den Enhancer verstarkt wurde. Das Poly(A)-Element,
das dem tTA-Element nachgeschaltet war, hatte die Aufgabe, das 3'-Ende der mRNA zu schitzen
und die Halbwertszeit der gebildeten mRNA im Zytosol zu erhdhen.

2.1.1.3.1. SUBKLONIERUNG DES FLK-1-PROMOTERFRAGMENTES IN PSP73

Der Flk-1 Promoter wurde zunachst aus pSK-II-Flk-1 durch Verdau mit Kpnl und Xbal befreit. Gleich-
zeitig wurde das Empfangerplasmid pSP73 mit den selben Enzymen umgesetzt. Die Ansatze wurden
auf einem 0,8%igen Trenngel2 gereinigt und die enthaltenen DNA-Fragmente wie unter 4.1.7. eluiert.

Zur Vorbereitung der Kassettenkonstruktion wurde der Flk-1-
Promoter in pSP73 in die Schnittstellen Kpnl und Xbal ligiert
(4.1.8.). Die Ligation wurde in E.coli-XL1-blue fiir eine Hitzeschock-
Trafo (4.2.1.2.) eingesetzt. Die sich entwickelnden Klone wurden flr
eine Miniprap genutzt (4.3.4.), die im Anschluss fiir einen Kon-
trollverdau mit ECoRV herangezogen wurde, wobei gezeigt werden
konnte, dass der pSP73-Vektor den Flk-1-Promoter enthielt.

Abb. 2.1.1.3.1.1.:
EcoRV-Verdaue
von pSP73-Flk1
zeigen die erwar-
teten Banden.

2.1.1.3.2. KONSTRUKTION DER FLK-1-EXPRESSIONSKASSETTE IN PSP73-FLK1
Um tTA-PolyA(nls)-O1 (2.1.4.2.1.) und den Flk-1-Enhancer in pSP73 zur funktionellen Kassette zu-
sammenzusetzen, mussten diese erst aus pSK-Il befreit werden. Die Konstruktion konnte nur in einer
3-Wegligierung durchgefiihrt werden. Der Vorteil einer solchen Ligierung ist jedoch, dass hochwach-
sende Klone mit grof3er Sicherheit alle eingesetzten Fragmente in der korrekten Orientierung enthal-
ten.

Vorbereitung:
e Linearisierung von pSP73-Flk1mit Pstl und Xhol

o Befreiung von tTA-PolyA(nls)-O1 mit Pstl und Notl
e Befreiung des Flk-1-Enhancers mit Xhol und Notl

Abb. 2.1.1.3.2.1.: Kontrolle der

Eluat links): Enh :
Die Ansatze wurden auf ein 0,8%iges Trenngel aufgetragen, tTX?peof;,/X?pgp?):g_ﬂE_1a_ncer
anschlieBend wurden die Banden des linearisierten Promoter-Vektors
(~3kb), tTA-PolyA (~1,5kB) und des Enhancers (~2,3kB) ausgeschnit-

Abb.  2.1.1.3.2.I
ten, eluiert (4.1.7.) und auf 1%iger Agarose kontrolliert. bb 3

Kontrollverdau  von
pSP73-Flk-1-
Kassette mit EcoRl,
Xbal und Xhol. Das
Bandenmuster zeigt
den 2,4kB-
Restvektor, den
2,3kB  Enhancer ,
das 1,5kB tTA-polA-
Fragment und den
~1kB Flk-1-
Promoter.

Die Ligation wurde so durchgefiihrt, dass die Molekilzahl der in pSP73-
FIk-1 einzusetzenden Fragmente jene des Tragerplasmides jeweils um
Faktor 10 Uberstieg (4.1.8.).

Die Ansatze wurden in 100ul einer Suspension aus chemisch
kompetenten E.coli-XL1-blue eingesetzt (4.2.1.2.). Mehrere der
angewachsenen Kolonien wurden fiir eine Miniprap (4.3.4.) eingesetzt.
Die erhaltenen Eluate wurden mit Verdau durch Clal und Xhol auf die
~4,8kB umfassende Flk-1-Kassette Uberprift, wodurch die Flk-1-
Kassette bestatigt werden konnte.

2 Im Verlauf der Vektorkonstruktion konnte deutlich gemacht werden, dass die Exposition von Trenngelen auf UV-Licht (280nm)
in nur wenigen Sekunden DNA-Fragmente unbrauchbar machen kann. Die Wahrscheinlichkeit der Schadigung scheint dabei
exponentiell mit der Gr6Re des Fragmentes anzusteigen. Die Anleitung zum sicheren Ausschneiden von Banden auf UV-Licht
findet sich im Kapitel 4.1.4.
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2. Ergebnisse

2.1.1.4. Konstruktion von pAE1-Flk-1(Promoter)-tTA-PolyA(nls)-O1-Enhancer

In diesem Schritt wurde die Flk-1-Expressionskassette mit pAE1 zum fertigen Transfervektor ligiert.
Die 4,8kB umfassende Kassette wurde zunachst durch einen Clal-Xhol-Verdau aus pSP73 befreit und
der Transfervektor pAE1sp1B mit den gleichen Enzymen linearisiert.

Abb. 241.1.4.1: Links: Der Kontroll Die Ligation wurde fur einen 5x molekula-
verdau aus der Miniprap von  T€n Uberschyss der FIk-1-Kz.asse’fte zu
PAE1sp1B-Flk-1(Promoter)-tTA- pAE1 ausgerichtet (4.1.8.). Die Ligation
PolyA(nls)-O1 mit EcoRI, Xhol und  wurde in E.coli vermehrt (4.2.1.2.) und die
Xbal zeigt alle in der Konstruktion 5y 5chsenden Klone fiir eine Plasmidpra-
verwendeten Fragmente: ~6,4kB . .
PAE1, 2.3kB Enhancer, 1,5kB {TA-  Paration (4.3.4.- 4.3.5) vel_’arbeltet. Zur
PolyA(nls)-O1 und ~1kB Flk-1- Kontrolle wurden Verdaue mit EcoRI, Xhol
Promoter. Rechts: Auch die Mi- und Xbal durchgefihrt, die alle

dipraparationen zeigen das korrekte  yenwendeten Fragmente sichtbar machten.
Bandenmuster.

2.1.2. Konstruktion der Flt-1-Promoter-Kassette

Hine Il

[Bam HiEgl ] bec | tpal
52l Drall
Hndll 1. BamHl Spel BamHI 11k BamHl | Smal Eco AHind I EcolDﬂI
e fMicElemert | Poba]| | | 1 1 1]
=Y

Sma | G0k

|||
pbS

Pst| Eco B Cla | Xho |

SSO
Hind Il
pbS-it-1-Promoter pOET5p 1B
[am Hibal I
Sall 1 4b BamH Spel BamHI 10 BamH | Smal
] e I R ot
T 1-Promoter LTA-Elemert Py,
| tinan I | | I Hba | Bam HI
Sma | S00bp I I
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Abb. 2.1.2.1.: Konstruktionsschema fiir pAE1-Flt-1-Promoter(1,4kB)-tTA-PolyA(nls)

Das vereinfachte Konstruktionsschema zeigt, wie der Transfervektor pAE1sp1B-Flt-1-tTA-polyA-
Enhancer zum funktionellen Vektor assembliert wurde.

1. Subklonierung des Flt-1-Promoter in pSK-II

2. Subklonierung von tTA-PolyA in pSK-II

3. Verdau von pSK-II-Flt-1 mit Hindlll und Xbal: 1,4kb-Fragment isolieren.

4. Verdau von pSK-II-tTA-PolyA(nls)-Orientierung-2 mit Xbal und Kpnl: 1,5kB-Fragment isolieren.
5. Verdau von pBS mit Hindlll und Kpnl: Linearisierten Vektor isolieren.

6. Ligation von pBS mit den isolierten Fragmenten: pBS-Flt-1-Kassette.

7. Verdau von pBS-Flt-1-Kassette mit Hindlll und EcoRI: 3kB-Fragment isolieren.

8. Verdau von pAE1sp1B mit Sspl und EcoRI: Restvektor isolieren.

9. Verdau von pAE1sp1B mit Sspl und Hindlll: 600Bp-Fragment isolieren.

10. Ligation von pAE1-Restvektor mit dem 600Bp-Sspl-Hindlll-Fragment und der 3kB-Flt-1-Kassette.
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2. Ergebnisse

Die Plasmide pBF52 (9kb-Fragment) und pLZ23 (6,5kB-Fragment) vom Lawson Research Institute,
London enthalten jeweils Anteile des Flt-1-Promoters. Die Vorgangsweise entsprach zu Beginn jener
aus 2.1.1. Siehe dazu Methodikteil 4.2.1.3. und Anmerkungen. Von zwei der angewachsenen Klone
wurden Midipraparation der Plasmid-DNA durchgefiihrt wie unter 4.3.5. Um die Plasmide zu identifi-
zieren, wurde pBF52 mit Notl und pLZ23 mit Ncol auf das Insert Uberpruft (4.1.2.).

Der Kontrollverdau wurde folgendermal3en interpretiert:
o PBF52 wies die 9kB-Bande auf und galt daher als positiv identifiziert.
o PLZ23 zeigte die erwartete Bande bei ~3kB.

2.1.2.1. Subklonierung eines Flt-1-Promoterfragmentes in pSK-II

Da die gesamten 6,5kB des Flt1-Promoterfragmentes fur die Generierung eines Adv aufgrund seiner
GroRe ungeeeignet waren, wurde fir die Klonierung ein 1,4kB groRRes Hindlll-BamHI-Fragment des
Promoters verwendet. Dieses Fragment konnte in einen Hindlll-BamHI-Verdau des Vektors pSK-II
Uber eine einfache sticky-end-Ligierung in den Vektor kloniert werden. Nach Vermehrung des Kon-
struktes in E.coli konnte das Fragment aus der Polycloning-Site des Vektors befreit und in den adeno-
viralen Vektor eingefiigt werden. Siehe dazu auch 2.1.4.

2.1.2.1.1. KONSTRUKTION VON FLT-1-PSK-II

Auch hier wurden die Moéglichkeiten zur Konstruktion durch die Subklonierung des Promoterfragmen-
tes in pSK-Il erweitert. Dazu wurde in einem 10ul-Verdauansatz mit Puffer-B pLZ23 mit den Enzymen
Hindlll und BamHI umgesetzt und auf einem 1%igen Agarosegel auf das ~1,4kB-Fragment lberprift.
Parallel dazu wurde das Plasmid pSK-Il in einem 20ul Verdauansatz mit den gleichen Enzymen line-
arisiert. Die Gesamtansatze aller Verdaue wurden auf einem 1%igen Sea-Plaque-Agarosegel in mog-
lichst wenigen Slots aufgetragen und von Verunreinigungen befreit. Die Banden des linearisierten
Vektors und die 1,4kB-Bande des Flt-1-Promoterfragmentes wurden wie unter 4.1.7. eluiert. Die Liga-
tion wurde mit 10fach-molekularen Uberschuss von Promoterfragment zu Plasmid durchgefiihrt und
erfolgte wie unter 4.1.8.
Abb. 2.1.2.1.1.L.: Kon-

Danach wurde der Ligationsansatzes zur Trafo E.coli-XI1-blue-Zellen troliverdau  aus  den
Minipraparationen der

eingesetzt (4.2.1.2.). Diese wurden auf IPTG-Xgal-Platte selektioniert angewachsenen, posi-
(4.3.1.) Alle Kolonien blieben weifd und waren fiir eine Minipraparation tiven (weilen) gefarb-
(4.3.3.) geeignet. Zur Kontrolle wurden die Minipraparationen mit ten Klone von pSK-ll-
BamHI und Hindlll umgesetzt: Bei positiven Ligation sollte das ~1,4kB- Fit-1. Von links: 123-
. Marker, Kolonien 1 + 2.
Flt1-Promoterfragment vom ~3kB pSK-II getrennt werden (siehe Abb. Deutlich ist das 1 4kB-
21.21.1.1). Insert zu erkennen.

2.1.2.2. Subklonierung des Flt-1-Promoter-Fragmentes und des tTA-PolyA-Fragmentes in pBS

Um den Promoter von FIt-1 mit dem tTA-PolyA-Fragment zur funktionellen Expressionskassette zu-
sammenzusetzen, wurde das Plasmid pBS verwendet, weil das Insert durch diese Subklonierung mit
den passenden Schnittstellen fir die weiteren Schritte ausgestattet werden konnte. Die Assemblierung
selbst erfolgte als Dreiwegligation. Zunachst wurden die Plasmide pBS, pSKII-FIt-1 (aus 2.1.2.1.),
pSK-II-tTA-PolyA(nls)-1-02 (aus 2.1.4.2.1.) durch entsprechende
Verdau-reaktionen fir die Ligation vorbereitet:

e pSK-II-FIt-1 mit Hindlll und EcoRI
o 2ul pSK-II-tTA-PolyA(nls)-O2 mit Xbal und Kpnl
o 3ul pBS (1ug) mit Hindlll und Kpnl

Die Ansatze wurden anschlieRend auf ein 0,8%iges Trenngel
aufgetragen und wie unter 4.1.7. eluiert. Die Ligation wurde wie unter

Abb. 2.1.2.2.l.: Kontrollgel zur

.. . : Vorbereitung der Kassetten-
4.1.8. durchgefihrt. Diese wurde zur Trafo von E.coli-XL1-blue  konstruktin. Von links nach

eingesetzt. Der Ansatz wurde auf einer IPTG-Xgal-Platte selektioniert,  rechts: ABstEll-Marker, pBS,
wobei ausschlieBlich weille Kolonien anwuchsen, die fiir eine Miniprédp ~ PSK-II-Fit-1, PSK-II-TA-

(4.3.4.) geeignet waren. PolyA(nls)-02.
2.1.2.3. Konstruktion von pAE1-Flt-1-Promoter(1,4kB)-tTA-PolyA(nls)

Da nun alle Subkonstrukte vorhanden waren, konnte die Fertigung des Transfervektors in Angriff ge-
nommen werden. Die dabei bendtigten Schnittstellen Hindlll und EcoRlI in der poly cloning site von
pAE1sp1B liegen unmittelbar nebeneinander, weshalb aus pAE1sp1B mittels einer ~600Bp upstream
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2. Ergebnisse

der poly cloning site gelegenen Sspl-Schnittstelle und der
Abb. 21.2.3.: Von innerhalb der poly cloning site gelegenen Hindlll-
links: Die Eluate vom  Schnittstelle ein Fragment generiert wurde, das mit dem
zAE1'ReSt"ektor* durch Sspl-EcoRI-Verdau erzeugten pAE1-Restvektor
er Flt-1-Kassette .
und dem 600Bp- uUnd dem aus pBS-Il durch Hindlll-EcoRI-Verdau
Fragment sind deut-  befreiten Flt-1-tTA-PolyA-Fragment in einer 3-Weg-
lich auf der 1%igen [igierung zum vollstandigen Konstrukt assembliert werden
g%iiﬂf;eren 2 golite. Die Verdaue wurden mit low-melt-Agarose
' aufgetrennt und die Banden (~6kB Restvektor, ~600Bp
Fragment, ~3kB Flt-1-Kassette) eluiert (4.1.7.).

Der Ligationsansatz wurde wie unter 4.1.8. durchgefihrt und in in E.coli-

XL1-blue eingesetzt (4.2.1.2.). Die Klone wurden fir Minipraparationen 32:" Tze';t;/zé?égij
(4.3.4.) eingesetzt. Die Praparationen wurden mit Hindlll, BamHI und mit Hindlll, EcoRl
EcoRI umgesetzt. Die erwarteten Banden (6,5kB pAE1, 1,4KB Flt-1- und BamHI zeigt
Promoter, ~1kB tTA und ~500Bp PolyA) konnten die Expressionskas- das erwartete
sette bestatigen. Einer der Klone wurde fiir eine Midiprap genutzt Bandenmuster.
(4.3.5.).

2.1.3. Das Reporterkonstrukt pAE1-TRE-EGFP

Ein Reportergen kodiert fur ein Protein, das bei seiner Expression leicht durch eine ausgepragte En-
zymreaktion, Verfarbung oder Fluoreszenz erfasst werden kann. Der Vorteil visueller Reporter liegt
darin, dass eine erfolgreiche Aufnahme von DNA durch die Zielzelle bei entsprechenden Bedingungen
mit einfachen Mitteln nachweisbar ist. Die verwendete EGFP-Sequenz ist eine flir das Expressions-
system der Mammalier optimierte Version des GFP®. Die Méglichkeit der Visualisierung sollte hier zur
Darstellung der Effizienz der verwendeten murinen Promotoren (Flk-1 und Flt-1) genutzt werden. Dazu
wurde aus dem Plasmid pEGFP-N1 von Promega die EGFP-kodierende Sequenz in den Transfervek-
tor pAE1sp1A Uberfuhrt.

2.1.3.1. Konstruktion von pAE1sp1A-TRE-CMVmin-EGFP-PolyAsyao

SEp 75kp 33lEp
Hind Il Eco B decl  Bam HI Mool  Motl  ¥bal  BamH _(a]

TRE-HinCMll

pOE1spl1a

Beo Bl ¥bal e | EBac | Spel al

Abb. 2.1.3.1.1.: Die Fragmentverteilung des Reporterkonstruktes pAE1-EGFP

® GFP und seine Varianten sind aus 238 AS aufgebaut. Die Struktur des Enzyms lasst sich durch elf R -Faltblatter mit je 9 bis 13
Aminosduren beschreiben, die als R-barre/ um eine zentrale a-Helix gewunden sind. Der so enstehende Zylinder ist ca. 42 A
lang und hat einen Durchmesser von 24 A. Es wird angenommen, dass der Zylinder frei in der Zelle beweglich ist und nicht an
Zellbestandteile bindet. Das zentral kovalent gebundene Chromophor wird von modifizierten Aminosaureresten (Ser-
dehydroTyr-Gly) gebildet. Es weist zwei Absorptionmaxima, bei 295nm und bei 475nm auf. In EGFP wurde mittels einer Punkt-
mutation Ser65 gegen Thr ausgetauscht. Es resultiert ein Absorptionsmaximum bei 488 nm. Bei 508 nm kénnen die vom Chro-
mophor nach Anregung emmitierten Photonen detektiert werden.
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2. Ergebnisse

Das vereinfachte Konstruktionsschema zeigt, wie der Transfervektor pAE1sp1A-TRE-EGFP zum

funktionellen Vektor assembliert wurde.

Verdau von pEGFP-N1 mit Sal-l und BamHI: Linearisierten Vektor isolieren.
Gleicher Verdau von pAE1a-TRE*: TRE-CMV, 535Bp-Fragment isolieren.
Ligation von TRE-CMV in pEGFP-N1: pEGFP-TRE.

Verdau von pSK-II mit BamHI und Clal: Linearisierten Vektor isolieren.
Verdau von pAE1a-TRE*: SV40-PolyA, 470Bp-Fragment isolieren.

Verdau von pEGFP-TRE-CMV mit Sal-l und Notl: ~1,3kB-Kassette isolieren.
Verdau von pSK-1I-SV40-PolyA mit Notl und Clal: SV40-PolyA, ~470Bp-Fragment isolieren.
Verdau von pAE1sp1A mit Sal-I und Clal: Linearisierten Vektor isolieren.

1
2
3
4
5.
6. Subklonierung des PolyA-Fragmentes in pSK-II: pSK-1I-SV40-PolyA.
7
8
9.
1

0. Ligation von pAE1sp1A mit TRE-CMV-EGFP u. PolyA: pAE1sp1A-TRE-CMVmin-EGFP-PolyAsyao

Abb. 2.1.3.1.1l.: Links: Der Kontrollverdau
aus den Minipraps zeigt den Restvektor und
die 750Bp Bande des EGFP. Rechts:
Kontrolle der Eluate vor der Ligation. Von
links: A-BstEll-Marker, TRE-Element, SV40-
PolyA-Fragment, pSK-Il und pEGFP-N1.

Abb. 2.1.3.1.lll.: Von
links: A-BstEIl-
Marker, Kontrollver-
daue von pSK-lI-
PolyA, sowie
pEGFP-TRE weisen
ein Insert bei
~500Bp auf.

Das Plasmid pEGFP-N1 von Promega wurde im
methylierungsinaktiven E.coli DM-1-Stammes vermehrt
(4.2.1.3.) und die angewachsenen Klone wurden wie unter
4.3.4. fur eine Plasmid-Minipraparation verarbeitet. Ein
Verdau mit Xhol und Xbal bestatigte die Identitat von pEGFP-
N1: Die Kontrolle auf 1%iger Agarose zeigte eine 4,2kB
Restvektorbande und die erwartete, ~750Bp umfassende
EGFP-Bande. Die vorlaufige EGFP-Kassette bestehend aus
dem BamHI-Sal-I-Fragment von TRE-CMVmin und EGFP
wurde im Vektor pEGFP-N1 zusammengesetzt, der mit den
gleichen Enzymen linearisiert wurde. Das BamHI-Clal-
Fragment von SV40-PolyA, das fir die Stabilitdt der mRNA
im Zytosol sorgen soll, wurde hingegen in pSK-II kloniert.

Von den erstellten Subklonen ausgehend sollten die
Kassette und das PolyA in den Vektor pAE1sp1A eingeflugt
werden. Die Ligationen wurden wie unter 4.1.8. durchgefihrt.
AnschlieBend wurden E.coli XL1-Blue mit den Ansatzen
transformiert (4.2.1.2.).

Die Kolonien von pSK-1I-SV40-Poly-A und pEGFP-TRE
wurden flr eine Minipraparationen herangezogen (4.3.4.)
und jeweils durch einen Kontrollverdau mit Clal und BamHI

Uberprdft.

Die Assemblierung des Transfervektors wurde folgendermalfien vorbereitet:

o pAE1sp1A wurde mit Sal-l und Clal linearisiert.
o pSK-lI-PolyA wurde mit Notl und Clal umgesetzt.
e pEGFP-TRE wurde mit Sal-l und Notl verdaut.

Die Ansatze wurden anschlieRend auf
0,8%igem Trenngel aufgereinigt und die
entsprechenden Fragmente eluiert (4.1.7.)
und mit den so generierten Fragmenten
wurde ohne vorherige Bestimmung der
Konzentration der Eluate in einer 3-Weg-
Ligierung der Transfervektor pAE1sp1A-
TRE-CMVmin-EGFP-SV40-PolyA  erstellt
(4.1.8.) Die Ligation wurde fir eine Trafo
genutzt (4.2.1.2.). Die anwachsenden Klone
wurden fir eine Plasmidpraparation (4.3.4.-
4.3.5.) eingesetzt und einem Kontrollverdau
mit Sal-l, Notl und Clal unterzogen: Sie
zeigen das erwartete Bandenmuster.
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Abb. 2.1.3.1.IV.: Links: Der Kontroll-
verdau der Minipraparationen 1+2 mit
Sal-l, Notl und Clal von pAE1-TRE-
CMVmin-EGFP-PolyA zeigt die Bande
von pAE1 bei 6,4kB, die TRE-EGFP-
Bande bei ~1,25kB und das PolyA bei
~ 500Bp. Rechts: Kontrollverdau der
Midipraparationen 1+2 mit BamHI.
Praparation 1 zeigt die Restvektorban-
de und die 750Bp-EGFP-Bande.



2. Ergebnisse

2.1.4. Verarbeitung der gelieferten Transfer-Vektoren pAE1-CAG-tTA(nls) und pAE1a-TRE*

Eine Grundlage dieser Arbeit bildeten Plasmidkonstrukte, die in Form adenoviraler, neurotroper Vekto-
ren vorlagen [152]. Sie wurden konstruiert, um neurospezifische Transfizierung zu erméglichen. Mit-
tels des Promotors der Enolase (NSE) wurde speziell in Neuronalzellen ein Signal generiert, das mit-
tels des TETon/off-Systems von Clontech verstarkt wurde. Da die poly cloning site der verfliigbaren
Vektoren konstruktionsbedingt stark reduziert vorlag, musste das tTA-PolyA-Fragment aus dem Vek-
tor entfernt und in pSK-Il subkloniert, damit es fiir die Konstruktion der neuen, in 2.1.1. — 2.1.2. be-
schriebenen Transfervektoren genutzt werden konnte. Ferner wurde aufgrund der fehlenden polyclo-
ning site entschieden den Originalvektor von Microbix zur Konstruktion der Transfervektoren heranzu-
ziehen.

Die Plasmide pAE1-CAG-tTA(nls) und pAE1a-TRE*
Abb. 2.1.4.1.: Kontrollverdaus der  mssten zunéchst in den E.coli-Stamm XL1-blue mittels
Basis-Plasmide. Von links nach . . ..
rechts: 123-Marker, pAE1a-TRE dgs Hitzeschockverfahrens (4.2.1.3.) emgefuhr?_ werdgn.
(Hindlll-Verdau), pAE1-CAG-TA Die entstehenden Kolonien wurden far eine
(BamHI-Verdau). Die neurotropen  Plasmidpraparation angesetzt (4.3.2. - 4.3.5.). Zur
Transfervektoren  zeigen die  (Jperpriifung der Plasmide wurden die Praparationen mit
?nf’lfgeten Banden bei kB und  gen * jeweils entsprechenden  Restriktionsenzymen
T verdaut (4.1.2.) und auf charakteristische Fragmente

getestet. Die Plasmide wurden dadurch positiv

identifiziert.

2.1.4.1. Isolierung des tTA-Elements

Das tTA-Element kodiert fir die tetracyclinkontrollierte, transaktivierende Domane, welche im TET-
System den TRE-Promoter aktiviert. Die Expression des tTA sollte in vorliegender Arbeit durch die
Promotoren von Flk-1 und Flt-1 kontrolliert werden. Der durch das tTA aktivierte TRE-Promoter kon-
trolliert die Expression des Reportergenes. Die Expressionm des Reportergenes wird zwar durch das
zwischengeschaltete tTA verstarkt, ist aber proportional zur Aktivitat des zu analysierenden Promoters
im tTA-Plasmid. Um das tTA-Element mit der angehangten SV40-PolyA-Sequenz isolieren zu kénnen,
musste ein vollstandiger Bgl-lI- und anschlieRend ein partieller BamHI-Verdau an pAE1-CAG-tTA(nls)-
1 durchgefihrt werden.

Abb. 2.1.4.1.l.: Gelelektrophore-
se des vollstandigen Clal-BamHI-
Verdaus von pAE1-CAG-tTA(nIs).
Der linearisierte Restvektor (o-
berste Bande) und das tTA-
Element (unterste Bande bei
1,1kB) sind deutlich zu identifizie-
ren. Statt der in der Plasmidkarte
angegebenen 780Bp-Bande tritt

fur den hCMV-Promoter jedoch Abb. 2.1.4.1.11.: Links: Partieller, gradieller BamHI-Verdau des mit

ein ~1,8kB-Fragment auf. Von Bgl-ll linearisierten pAE1-CAG-tTA(nls) auf 0,8% low-melt-

links: A-BstEll-Marker, Verdaue. Agarose. Jeder Ansatz enthdlt 2ug des Vektors. Von links: A-
BstEll-Marker, 0,1U, 0,2U, 0,3U, 0,4U, 0,5U, 0,6U, 0,7U BamHI.
Die unterste Bande entspricht der Poly-A-Sequenz, die hier deut-
lich langer (ca. 550Bp) erscheint, als in der Vektorkarte angege-
ben. Rechts: Eluat aus den gelextrahierten Banden auf 1%iger
Agarose. Das ~1,5kB-Fragment ist eindeutig zu erkennen.

Durchfiihrung:

e Zunachst wurde ein vollstandiger Bgl-ll-Verdau von 14ug pAE1-CAG-tTA(nls) angesetzt: 20ul

Vektor-Praparation in 43ul Aquadest mit 7ul Puffer-B zuzuglich 14ul Bgl-ll-Enzym (84ul Gesamt-

volumen). Dieser Ansatz wurde 1h bei 37°C inkubiert.

Danach wurden diesem Verdau weitere 7l Puffer-B zugefugt.

Der Verdau wurde auf 7x 1ml MCT aliquotiert (je 12ul) und mit einer Verdiinnung von BamHI

(0,1U/ul) in steigender Menge versetzt (0,3U Ansatz 1 bis 0,9U Ansatz 7 in 0,1U-Schritten).

Diese Ansatze wurden 20min bei 37°C inkubiert.

e Um einen vollstdndigen Verdau durch BamHI zu verhindern, wurde das Enzym 20min auf 85°C
hitzeinaktiviert.

e Der Ansatz mit insgesamt 0,6U BamHI (= 0,3U Enzym / ug DNA) erreichte die hochste Ausbeute
an gesuchtem 1,5kB-Fragment, so dass ein partieller Verdau von 14ug pAE1-CAG-tTA(nls) mit
0,3U/ug DNA angesetzt wurde.
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2. Ergebnisse

Isolierung des tTA-Poly-A-Fragmentes:

e Der Ansatz wurde auf 0,8%iger low-melt-Agarose aufgetrennt.

o Die Banden des gesuchten 1,5kB-tTA-PolyA-Elements aus den einzelnen Ansatzen wurden aus-
geschnitten und in einem MCT vereinigt.

e Das Volumen der Agarose wurde auf 300ul geschatzt, aufgrund des grof3en Volumens in zwei
getrennten Spincolumns gereinigt und in 2x 30yl Eluationspuffer eluiert (4.1.7.).

¢ Die Eluate wurden vereinigt und die DNA wurde ethanolprazipitiert. Das Prazipitat musste nun fur
Klonierungszwecke in der Lésung des linearisierten Vektors aufgeldst werden, da die DNA-
Konzentration des Eluats zu gering gewesen ware, um fir Ligationsreaktionen verwendbar zu

sein.

2.1.4.2.1. SUBKLONIERUNG DES TTA-POLY-A-FRAGMENTES IN PSK-I

Abb. 2.1.4.2.1.l.: Verdau der
Praparationen von tTA-PolyA
mit EcoRI und BamHI: Die
Ansatze zerfallen in 3 Frag-
mente von 3kB, 1,1kB und
0,5kB GroRe (Orientierung 2),
die Ansatze 3, 5+7zerfallen in
2 Fragmente von 3,5kB und
1,1kB (Orientierung 1). Erkla-
rung siehe Text.

Um die Mdoglichkeiten der Klonierung in
die Polylinker  von adenoviralen
Transfervektoren zu erweitern, wurde
das tTA-Element aus 2.1.4.2. in einen
mit BamHI verdauten pSK-Il einkloniert.
Der Vektor wurde zuvor
dephosphoryliert, um Religation zu
behindern (4.1.5.). Die Bande des
Vektors wurde mittels Phenolextraktion

prapariert (4.1.4.). Der Ansatz wurde wie
unter 4.1.8.1. beschrieben ligiert. Danach wurden E.coli XL1-blue mit der Ligation transformiert
(4.2.1.2.) und die angewachsenen Kolonien wurden flir eine Miniprap herangezogen (4.3.4.). Durch
einen Verdau mit EcoRI und BamHI sollte abgeklart werden, in welcher Orientierung das Insert vorlag
(4.1.2.): Es enthalt eine BamHI-Schnittstelle an seinem 5°-Ende, sowie nach etwa 1,1Kb in 3'-
Richtung. Am 3’-Ende wurde durch die Ligation des Bgl-ll-Endes an die kompatible BamHI-Site die
Schnittstelle inaktiviert. Liegt nun das Fragment so vor, dass sein 5-Ende in Richtung EcoRI zeigt,
wirde der EcoRI-BamHI-Verdau 2 Fragmente generieren: Das Restplasmid mit dem PolyA-Anteil (ca.
3,5Kb) und dem tTA (1,1kB). Dies wurde als Orientierung 1 bezeichnet. Liegt das Insert in umgekehr-
ter Orientierung 2 vor, so wurde der gleiche Verdau das 1,1kB-tTA-Fragment, das 500Bp-Poly-A-
Fragment und das 3Kb-Restplasmid freisetzen. Der Verdau zeigte, das die Plasmide pSK-II-tTA-PolyA
sowohl in der Orientierung 1 als auch in der Orientierung 2 vorlagen.

2.1.5. Verifizierung der konstruierten Transfervektoren

Die in 2.1.1. — 2.1.3. erstellten Transfervektorkonstrukte mussten vor der Generierung der daraus
rekombinierten Adenoviren validiert werden. Ein GroBteil der Uberprifung der Konstrukte wurde mit-
tels PCR und Sequenzierung durchgeflhrt. Die Primer wurden so erstellt, dass damit die Inserts so-
wohl amplifiziert als auch die einzelnen zur Konstruktion verwendeten Fragmente bestatigt werden
konnten. Die Oligos wurden anhand der Sequenzen4 von pAE1sp1A+B und dem tTA-Fragment com-
putergestitzt generiert und bei MWG-Biotech angefordert.

Oligo 1: pDE0280-0298HDM: 5 -CGGGAAAACTGAATAAGAG-3’ (52,4°C Schmelztemperatur)

Insertgrenze pAE1 und Promoter in Richtung 3°-OH

Oligo 2: pDE10437-0419HDM: 5 -ATTCTTTCCCACCCTTAA-3’ (52,4°C Schmelztemperatur)
Insertgrenze pAE1 und Kassette in Richtung 5°-OH

Oligo 3: HDMtTA806-829: 5-TCCACTTAGACGGCGAGGAC-3" (61,4°C Schmelztemperatur)
Grenze zwischen tTA und SV50-PolyA in Richtung 3°-OH
Oligo 4: HDMtTA176-159 5-ATCTCAATGGCTAAGGCG-3’ (53,7°C Schmelztemperatur)

Grenze zwischen tTA und Promoter in Richtung 5°-OH

2.1.5.1. Verifizierung des Flk-1-Konstruktes

Die einzelnen Fragmente der Expressionskassette wurden schon durch Verdaureaktionen beschrie-
ben (2.1.1.4.). Durch die GroRe der Flk-1-Kassette von ~5kB war eine Amplifikation des Inserts aus
dem Transfervektor relativ problematisch:

* Die Sequenzen wurden auf der Website von Microbix bzw. Promega zur Verfigung gestellt.
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2. Ergebnisse

1. Die Polymerase brauchte mehr Zeit, um
Abb. 2.1.5.1.1.: PCR aus pAE1-FIk- 5kB zu ampIIfIZIeren‘

1-Kassette. Links: Programmierung . .
mit 60°C Primerannealing- 2. Lange Elongationszeiten machten un-

Temperatur und 2min Elongations- spezifische Amplifikate durch False-
zeit. Die unspezifischen Banden Priming mdglich.
sind zahlreich, die ~5kB-Bande 3 Dje Primerannealingtemperatur musste

{;e:’o‘g’;zmrﬂgﬁﬂngS'ggtsbagycl':f:hrt;; deshalb zur Erhéhung der Spezifitat an-

den angepassten Werten zeigt eine gepasst werden (im allgemeinen deutlich
Minimierung  der  unspezifischen héher als der vom Supplier vorgeschla-

Banden und eine starke Amplifizie- gene Nominalwert).
rung des Inserts.

Die PCR wurde, wie unter 4.4.1. fir einen 50ul Ansatz mit dem Biotherm-PCR-Kit beschrieben, durch-
geflhrt.

2.1.5.1.2. SEQUENZIERUNG VON PAE1SP1B-FLK-1-KASSETTE

Die einzelnen Fragmente der Expressionskassetten in den Transfervektoren mussten durch Sequen-
zierungen bestatigt werden. Die fur die Sequenzreaktionen eingesetzten Oligos sind die gleichen, wie
sie schon fir die PCRs eingesetzt wurden. Die Vorgangsweise wird unter 4.4.2. beschrieben. Die
Sequenzen waren deutlich und klar erkennbar, jedoch konnten die Fragmentgrenzen der Inserts nicht
ausgelesen werden. Die Fragmente an sich wurden jedoch einwandfrei identifiziert. Parallel wurden
auch die Sequenzreaktionen fir den Transfervektor pAE1-Flt-1-Kassette durchgefihrt (2.1.5.2.1.):

_Oligo 1 2 3 4 1 2 3 4
Konstrukt Flk-1 Flk-1 Flk-1 Flk-1 Flt-1 Flt-1 Flt-1 Flt-1
Ergebnis | Vektoranteil | Mit Mac- tTA- Promoter | Vektoranteil | k.A. tTA- Flt-1-

und Promo- | Vector Element | Erkannt | und Promo- Element | Promoter
ter erkannt | Enhancer | erkannt ter Erkannt erkannt | Erkannt
erkannt

Tabelle 2.1.5.1.2.1.: Alle vorhandenen Fragmente der Expressionskassetten konnten tiber Datenbankvergleich (blast) einwand-
frei identifiziert werden. Der Enhancer war anhand der Sequenz AF153058 mittels Mac-Vektor zu bestatigen.

2.1.5.2. Verifizierung des Flt-1-Konstruktes

Die einzelnen Fragmente der Expressionskassette konnten durch Verdaureaktionen beschrieben wer-
den (2.1.2.4.). Das Insert von pAE1-Flt-1-Kassette lie3 sich nicht Gber die Oligos 1+2 amplifizieren.
Deshalb wurden zwei weitere Primer generiert, die innerhalb des Flt-1-Promoterfragmentes liegen
(Hindlll und BamHI-Fragment der Genbank-Sequenz mit der Acc.No.: AJ224863).

HindIII
AAGCTTGTAGAGAAATCAGAATTGGCTGGGGAAGTCCGCAGGTGAGCTTAGGCTCACAGCGGTCTTTCCCTTCTGCTAGACCATGAAGGAGAAA
Oligo 5
AGGAATCTCACTTGCCCT GGCTCAGAGGCT CCCGGT GCCCTAGT AGAGCT GCGGGT GGT GGT GGCCCAGACT BlEIIACEANICACEEAASI CA
GGT TGCGCAACCT TCCCTACCGGAGGT TTAGT CTAGT CCTTCAGGAAAAGCCT CTGGT CCCATTTAGGAGCCATTTTATCACGGGTATCTGGCA
GGTTCTATTGAGGCTATTTTTCAAACCT GCAGTATTTACAGCGACAAGACT GGGCT GCT CCCEEGAGGECCEEGACGACT TCAGCCTTCCAGTI TA
Oligo 6
ATGGATCCATAATTGAGGAACAACGTCGAATTAGT GTCATCGT AAATGATCTAGTGTCTCAAGT TAATTTCACCCGT TTTTTGI TCCAAGAACA
TTCGAGT CAGTCATCTTGGCTAGCCGGCT TCCACCAAAAAGATTTGTTTTCCATCCAGCGT TTCAGACCTAGAGT TCAAGT TCTTGGCCCTTAC
AAGT TGCAGGAGCGTGTCTCACGCCTTGECTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTTTTAAGGTAACATGTI TATTCCTTGTTTTGCTTCTAGG
AAGCAGAGGGT TGAGGAAAT GGCT TGCECEGEGET GCAT TAAT GCAGCCGAAAAAGACACAGACT CCCTCCCT TGEGACCCGCECGECCCCGCCCT
CTTTCCGAAGGT GCCT GGCAAGGCGT CCGGT TCCCT CGGACGCT CCGGGT CCAAGT GCCT TAAGCGGAGGGT CTCTGGECGCCTTCCTTCCCTGT
CTGGCAACAGT CT GECGEEGET CAGGGACCGECEEGACCGECT CGEGAGAGGECT CGACT GCGCCT CGT TCCT CGGT GCCAGGGACACCGT CGCCG
GAGGCGCGECCAGCT TCCCTAGGATAAGACT TCCCGCCCCCEEEECAGEECEGET GCACT TAGACGGT CCCCTCCTCAGT TTCGGEGCGGT CACCA
GAGCTGAGTAAGCT CGGT GGAGGGAGCT GGGTAAGGAT TTCCT GAGAGCGAT GGECAGGAGGEGECT GGEGCAGCAGAGCACAGAGCAAGGACCC
TGAACCT GCGAACCT GT CCCECGACCCGCGECECCTAGCGCCACCGCACGCGCELT CTGECCCCCCEECTACCCGCCCT CGCCEECCCCCGCCCC
TCCGGGAGGAAGAAGAGEGT AGGT GCCGAGGCCGAT GAGGEGT GGCGEGACCCCT TGACGT CACT GGAAGGAGGT GCGEEEGT AGGAAGT GGCCT
GGGGAAAGGT TATAAAT CGCCCCCGCCCT CGGCTGCACT TCAGCGAGGT CCTTGAGAGGCT CEGAGCGCGGT GBCGGACACT CCCCEGAGGTAG
TGCTAGT GGTGGT GECTGCT GCTCGGAGCGEEGECT CCGGGEACT CAAGCGCAGCGECT AGCGGACGCGEGACGECGAGGATCC
BamHI

Abb. 2.1.5.2.1.: Fragment des murinen Flt-1-Promoters, wie es in den Transfervektor integriert worden ist

Oligo 5: FIt1200-1181HDM: 5-AGTTGCCTCATTCCTAAGAG-3" (55,4°C Schmelztemperatur)
Insertgrenze nach aufden in Richtung 5-"OH

Oligo 6: FIt1414-1432HDM: 5-CGTGGAATTAGTGTCATC-3" (54,5°C Schmelztemperatur)
Fragmentgrenzen Flt-1-Promoter und tTA(nls) in Richtung 3°-OH
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2. Ergebnisse

Die PCR wurde wie unter 4.4.1. fir einen 50ul Ansatz mit dem Biotherm-PCR-Kit beschrieben durch-
geflhrt.

Abb. 2.1.5.2.IL.:
Reaktion 1: Oligos 1+5 ?(/grl'_ (;i:kﬁ n-
. LAl -Ladder,
Reaktion 2: Oligos 6+2 PCR. Die Reak-
tion zeigt bei
Die Reaktion zeigte die erwartete Bande bei 250Bp. Bei der Sequenzie- ~250Bp die er-
rung der Virusextrakte konnten zusatzlich Oligo 2 und Oligo 3 verwertba- wartete Bande.

re Sequenzen generieren (Tabelle 2.1.5.1.2.1.).

2.1.5.2.1. SEQUENZIERUNG VON PAE 1SP1B-FLT-1-PROMOTER(1,4KB)-TTA-POLYA(NLS)

Zusatzlich zur PCR wurde eine Sequenzierung durchgefiihrt, um die einzelnen Fragmente (Flt-1-
Promoter und tTA) zu verifizieren. Die Reaktion wurde wie unter 4.4.2. durchgefiihrt: Mit dem Oligo 1
konnte Flt-1-Promoter eindeutig Uber eine Blast-Suche Uber eine Lange von 400 BP verifiziert werden.
Zur zweiten Sequenzierungsanalyse siehe auch 2.1.5.1.2.

2.1.5.3. Verifizierung des EGFP-Reporterkonstruktes

Die Kassette des Reporterkonstruktes ist verhaltnismafig klein, weshalb die Oligos 1+2 fiir eine Veri-
fizierung ausreichten. AuRerdem war das Konstrukt sowohl durch Verdaureaktionen als auch durch
Transfektionen in 293-Zellen bestatigt worden (siehe 2.1.3.1. und 2.3.1.). Die PCR wurde wie unter
4.4.1. fur einen 50ul Ansatz mit dem Biotherm-PCR-Kit beschrieben durchgefiihrt.

Abb. 2.1.5.3.1.: Links: Die optimierte PCR
mit Oligo 1+2 zeigt die erwartete ~1,7kB-
Bande aber kaum Nebenreaktionen.

Zur Kontrolle wurde 1ul einer solchen
PCR einem Kontrollverdau mit BamHI in
Puffer B unterzogen, der bei Kontrolle auf
1%iger Agarose das erwartete Banden-
muster zeigt: ~750Bp-EGFP, ~530Bp-
TRE-CMV und ~400Bp-SV40-PolyA. Auf-
grund der groRtenteils befriedigenden
Ergebnisse kann auf eine Sequenzierung
des Konstruktes verzichtet werden.

Rechts: Kontrollverdau mit BamHI aus
einer vorangegangenen PCR mit nicht
optimierten Parametern. Deutlich sind die
Banden bei ~750Bp und ~500Bp (beste-
hend aus dem TRE-CMV- und dem SV40-
PolyA-Fragment) zu erkennen. Rechts
daneben die unverdaute PCR mit zahlrei-
chen Nebenprodukten..
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2.2. Selektion weiterer Promotoren und potentieller Therapiegene

Parallel zur Konstruktion der Transfervektoren wurde eine Suche nach weiteren Promotoren und Gen-
produkten eingeleitet, die fir weiterfihrende Studien verwendung finden kdnnten. Dazu mussten ei-
nerseits Sequenzen geeigneter mRNAs (Expressed Sequence Tags = ESTs) gefunden werden, die
das Reportegen im TRE-Vektor ersetzen kdnnten, andererseits sollte fir eine mdgliche Isolierung von
Promotoren mittels geeigneter EST-Klone die genomische DNA durch Screening ermittelt und verifi-
ziert werden kénnen. Die Suche wurde auf Angiopoietin 2 und den Tissue-Factor (TF) eingeschrankt.
Sei schienen geeignet, das Reportergen EGFP bei weiterfihrenden Studien zur Inhibierung der Angi-
ogenese zu ersetzen: Wahrend Angiopoietin 2 als Inhibitor des proangiogenen Angiopoietin 1 einge-
setzt werden kénnte, ware mittels der Expression des TF innerhalb der Tumormasse ein Verschluss
der Adern durch Koagulation in den versorgenden Kapillaren méglich. Beides hatte die Unterbindung
der Versorgung des Tumors zur Folge. Von Angiopoietin 2 und TF ist zusatzlich bekannt, dass ihre
Promotoren durch die VEGF-induzierte Reizleitungskaskade aktiviert werden, was sie zu moglichen
Alternativen zu den Promotoren von Flk-1 und Flt-1 macht. Deshalb erstreckte sich die Suche nach
verwendbaren Sequenzen auch auf die genomischen Klone, welche die entsprechenden Promotoren
enthalten. Die Sequenzen der Gene wurden aus den zugehdrigen Publikationen und mit dem web-
gestutzten SRS-5-Programm ermittelt, wobei oft nur die cDNA-Sequenzen zur Verfiigung standen. Sie
wurden mit einer blast-Suche auf dem NCBI-Server gegen verschiedene Datenbanken auf ahnliche
Sequenzen untersucht, wobei einerseits ESTs andererseits auch genomische PAC- oder BAC-Klone
aus humanen Gen-Bibliotheken gefunden werden sollten.

2.2.1. Datenbanksuche nach cDNA und genomischer DNA des Tissue Factor (F3)

Die genomische Sequenz des TF war auf der NCBI-Datenbank zu finden. Mittels einer blast-Suche,
wurden ahnliche Sequenzen gesucht, um einerseits die fiir die Hybridisierung wahrend des Scree-
ningvorganges benotigten cDNA-Klone und andererseits einen Hinweis auf einen geeigneten PAC-
oder BAC-Klon zu erhalten. Die in den cDNA-Sequenzen enthaltene zytogenetische Lokalisationsbe-
schreibung (1p22 — p21) wurde dazu genutzt, den entsprechenden Contig zu ermitteln und daraus
Klone fiir ein PCR-Screening zu bestellen. Auf der Homepage des NCBI konnte bei den Human-
Genome-Ressources das Chromosom 1 grafisch dargestellt werden. Im gesuchten Areal wurde eine
EST-Mappe aufgerufen und die verschiedenen Namen der Sequence Tags (STS), die als Marker
genutzt werden konnten, als Liste angezeigt. Zunachst musste mit der Textsuche das Gen gefunden
werden, nachdem gesucht werden sollte (F3). Dann wurden die Namen der ESTs, die sich in mittelba-
rer oder unmittelbarer Nadhe des Gens befanden, ermittelt. Danach wurde zur Datenbank-Ressource
jener Organisation gewechselt, die sich mit der Sequenzierung des Chromosoms Nr. 1 beschéftigt.
Hier wurden in einem Suchsystem die Namen der ESTs eingegeben, worauf die zugehoérigen Contigs
und ihre PAC- oder BAC-Klone angezeigt wurden. Es wurde versucht jene Contigs zu ermitteln, die
eine Region des Chromosoms abdeckten, die mit groBer Wahrscheinlichkeit das gesuchte Gen ent-
hielt. Es konnten Sequenzen von cDNA-Klonen ermittelt werden, die durch ihre Accession-No. von
EMBL-NEW und GENBANK bei der Firma INCYTE aus der Bank No. CDNA-1401.1 ermittelt wurden.

Klon Vector Insertlange in Bp  Restriktionsenzyme
Al085165 pT7T3D (2,9kB) 1891 Notl, EcoRI
R21396 Lafmid BA (3,2kB) 1816 Notl, Hindlll

Tabelle 2.2.1.1.: Beschreibung der EST-Klone des TF

Gleich nach Zustellung der Klone wurden diese auf einzelne LB-Platten mit 50ug/ml Ampizillin ausge-
strichen. Aus den angewachsenen Kolonien wurden Minipraparation wie unter Punkt 4.3.3. im Metho-
dikteil beschrieben durchgefiihrt und Stocksuspension wie unter Punkt 4.3.2.1. hergestellt.

2.2.1.1. Analyse vorhandener TF-PAC-Klone

Genomische PAC-Klone, die bei vorangegangenen Hybridisierungsanalysen positiv auf den TF ange-
sprochen hatten, sollten fur weitere Analysen hernagezogen werden. Da sie nicht mehr lebensfahig
waren, wurden sie fir eine PCR mit den unter 2.2.1.2. beschriebenen Primern vorbereitet.

2.2.1.1.1. ERSTELLUNG VON SPEZIFISCHEN PRIMERN FUR DEN TF-PROMOTOR

Aus der in der EMBL-Genbank enthaltenen Sequenz mit der Acc.-Nr. J02846 wurde die Promoterregi-
on unter Beiziehung der Publikation [3] ausgeschnitten, identifiziert und die dafiir geeigneten Oligos
fur eine PCR erzeugt. Die Oligos der Promoterregion sollten méglichst weit upstream vom Transkripti-
onsstart liegen, da erfahrungsgemal die downstream generierten Oligos keine Ergebnisse lieferten.
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-799
-739
-679
-619
-559
-499
-439
-379
-319
-259
-199
-139
- 79
- 19
+ 42
+102

gaattctccc
gtcgtaccgg
ccgtggctga
gaggtgggca
agagggccct

gtgggcaaag
tctattaaat

cttccaaggc
agtcgcgggce
gtcctccagg
tgcagggtcc
gccgcccacce
gggcgggcge
gcggggcacc

ggcccagggce
tctcgececgece

agaggcaaac
gcgatgcctg
caccggcatt
ggccaagtat
gctcacagcc
catccgggaa
gttgtaaatg
gccctecectt
ctgggtgaat
gcagctccgce

gcgacggcaa
€gggggcggg
ggctccccaﬂ
gccttcagcece
aactggtaga

2. Ergebnisse

tgccagatgt
agccaactga
cccaccgcct
tcttgacctt
acacgtttac
atgccctececg
ccgectetee
tcctgccata
ccgggggcect
gctcggtggce
taccgggagg
gtgacccggg
cagaggcgcg
gactgcgagc
caacctcccc
CATG

gaggctgctc
ccctcagacc
ttctcctgtg
cgtggggtag
ttcgctgcag
ctgcccgagg
cactttatca
gacctgcaac
tgggggaccc
gcggtTGAAT
aggcggggca
c¢cgggggcgg
ggagagcgcg
tccececgecacce
agccccacgg

ttcctcagtce
tgtgagccga
cgacccgcta
aagaagccac
gtcccgagcet
ggagcccaga
ccaaatggaa
ccacctaagc
gggcaactag
cactggggtg
ggggtgtgga
ggagtcggga
ccgccggecce
ccctcgcecact
gcgccacgga

actatctctg
gccggtcaca
agggccccgce
cgtggctggg
tctgccccag
gcccgtgett
gggaagaatt
tgcacgtcgg
acccgcctge
agtcatccct
ctcgccgggg
ggagcggcgg
TTTATAgcgc
ccctctggcece
acccgctcga

Primer 1
PCR-Produkt

anti Primer 2

AP1

TATA

Transkript]

Translation

Abb. 2.2.1.1.1.1.: Ausschnitt aus der Sequenz des TF, EMBL-Genbank Acc.-Nr. J02846. Angemerkt sind die erste AP1-
Bindungsstelle, die Bindungsstelle fiir NFkB und die TATA-Box. Das Nukleotid des Transkriptionsstarts, A, wird mit 1 beziffert.
Die hier dargestellte Promoter-Sequenz reicht somit vom Nukleotid =799 bis +125

Um sicherzugehen, dass die entstehenden PCR-Produkte wirklich ein genomisches Fragment der
Promotorregion des TF enthalten, wurden die Oligos innerhalb der Promoter- und der gleich anschlie-
Renden Downstream-Region gesucht. Die vom Programm MacVector 6.5 ermittelten Oligos besitzen
folgende Eigenschaften:

:-604 5'-AGTATTCTTGACCTTCGTGGGGTAG-3" -579

e Oligo A

Oligoname : TF PROM 196-220 HDM

e OligoB

Oligoname : TF PROM 405-383 HDM
Zu erwartende Lange des PCR-Produktes: 210Bp
Optimale Annealingtemperatur des Primerpaares: MacVector: 58,1°C; rechnerisch: 64°C

e OligoC

Oligoname : TF ING 1170-1191 HDM

e OligoD

Oligoname : TF ING 1520-1521 HDM
Zu erwartende Lange des PCR-Produktes: 351Bp
Optimale Annealingtemperatur des Primerpaares: MacVector: 57,9°C; rechnerisch: 60°C

1-474 5-TTTGGTGATAAAGTGGGAGAGGC-3" -452

1 +371 5 -GCTTGAATGAACCGAGTCCGTC-3" +392

: 4621 5"-CAGCCCTTTTGGATTGCCTC-3" +601

2.2.1.2. PCR und Sequenzierung der mutmaflich positiven PAC-Klone

Die PCR wurde den Anweisungen unter 4.4.1. entspre-
chend durchgefihrt. Die Template-DNA wurde durch Ein-
stechen einer Okuliernadel in den Topagar der abgestor-
benen PAC-Klone in die Ansatze eingebracht (siehe auch
2.2.1.1). Diese wurden mit Proben aus den bereits vorhan-
denen PAC-Kolonien versetzt. Der Ansatz des Klons
C031075Q2 zeigte als einziger die erwartete Bande mit
200Bp Lange, welche fir eine Sequenzierung aufgereinigt
wurde. Dazu wurden die Reaktionsansatze vollstandig auf
ein 3%iges Agarosegel aufgetragen. Die Durchfiihrung
erfolgte nach Punkt 4.4.1. Der Ansatz 3 (C031075Q2) wies danach mit dem Primerpaar A + B ein
positives Ergebnis, denn die Amplifikation eines ca. 200Bp langen Fragmentes war als kontaminati-
onsfreie Bande sichtbar. Die Extraktion der enthaltenen DNA wurde wie unter Punkt 4.1.7. durchge-
fihrt. Um sicherzugehen, dass der Klon C031075Q2 die gesuchte DNA enthielt, wurde das amplifizier-
te DNA-Fragment wie unter Punkt 4.4.2. mit den Oligos A + B sequenziert. Es konnte Gber Computer-
gestltzte Analyse die generierte Sequenz eindeutig dem Tissue Factor zugeordnet werden, wie die
Abb. 2.2.1.2.11. darstellt.

Abb. 2.21.21.:
Gelelektrophorese der PCRs.
Eine Positive Amplifikation ist
bei ca. 200Bp auf Bahn 4 vom
Klon C031075Q2 erkennbar.
Die Amplifikation wurde ausge-
schnitten, extrahiert und fir
eine Sequenzierung vorberei-
tet. Von links nach rechts: 123-
Marker (10ul), PCR-Ansatze.
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Window Size = 30 Strand = Both Scoring Matrix:  DNA database matrix Window Size = 30 Strand = Both Scoring Matrix:  DNA database matrix
Min. % Score = 65 Jump = 1 Min. % Score = 65 Jump = 1
Hash Value = 6 Hash Value = 6

PCR-Produkt TF fxt
PCR-Produkt TF xt

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

01+1.Seq 02-2.Seq

Abb. 2.2.1.2.1l.: Dotplotts, erstellt mit dem MacVector 6.5 Befehl PustellDNA-Matrix: Die Sequenz des TF-Promotor aus J02846
wurde mit den Sequenzen des PCR-Fragmentes verglichen. Links: J02846 verglichen mit der durch den Vorwartsprimer A
ermittelten Sequenz. Rechts: J02846 verglichen mit jener Sequenz, die mittels des Rickwartsprimers B erhalten wurde. Die
Ubereinstimmung deutet in beiden Fallen darauf hin, dass der genomische Klon C031075Q2 tatsachlich den TF enthalt.

2.2.1.3.1. VERIFIZIERUNG DES TF-PROMOTERS IM GENOMISCHEN PAC-KLON

Aufgrund der in der oben beschriebenen Datenbanksuche konnte der PAC-Klon vom Ressourcen-
zentrum des Max-Planck-Institutes bestellt werden:

PAC-Bank RPCI1,3-5 (human, masc., anonym), Klon-Nummer RPCIP704C031075.

Nach Lieferung des im Topagars angewachsenen Klons wurde das enthaltene Plasmid wie unter
4.3.5. mit besonderer Bertlicksichtigung von 4.3.6. in einer Midiprap isoliert. Die Sequenzierung der
PAC-Klon-DNA wurde wie unter 4.4.2. beschrieben durchgefiihrt. Sowohl die Sequenz der Hin- wie
auch jene der Riickreaktion konnte dem TF-Promoter eindeutig zugeordnet werden. Der bestellte
PAC-Klon RPCIP704C031075 galt somit als positiv fir den TF-Promoter identifiziert.

2.2.2. Datenbanksuche nach Angiopoietin 2

Fir Ang2 (Angpt-2) wurden zugehotrige cDNA-Sequenzen, beschrieben durch ihre Genbank und
EMBL-NEW Accession Number, fiir die Hybridisierungen mit genomischen Sequenzen herangezogen.
Die in E.coli befindlichen cDNA-Klone wurden bei der Firma INCYTE aus der Klonbank No. CDNA-
1401.1 bestellt:

Klon Vector Insertlange in Bp  Restriktionsenzyme
Al491766 pCMV-SPORT6 (4,4kB) 2269 Sal-I, Notl
Al972163 pCMV-SPORT6 (4,4kB) ca. 2200 Sal-1, Notl

Tabelle 2.2.2.1.: Beschreibung der EST-Klone von Ang-2

Gleich nach Zustellung der Klone wurden mit diesen Minipraparationen wie unter 4.3.3. durchgefihrt.
AuBerdem wurden wie Ublich Stockkulturen in Glyzerin (4.3.2.1.) hergestellt.

Durch Restriktionsendonukleaseverdau nach 4.1.2. wurden die im
Abb. 2.2.21:  Vektor enthaltenen Inserts (siehe Tab. 2.2.2.1.) positiv auf einem
Von  links  1%igen Agarosegel identifiziert: Al491766-Klone ergaben Banden bei

nach rechts: - : : - _
1KB-Ladder. 4,3kB (Plasmidanteil) und ~2,3kB (Insert), Al972163-Klone ergaben

Al491766, Banden bei ~4,3kB (Plasmidanteil) und ~2,2kB (Insert). Angesichts
AI972163 mit  der Grole chromosomaler DNA ist die Wahrscheinlichkeit sehr
Not-l u. Sal-l  gering, dass vereinzelte genomische Klone das gesuchte Gen
verdaut). enthalten, auch wenn diese zusammen mehrere 100 kBP umfassen.

Es sollten daher in weiterer Folge alle dem Chromosom 8 oder
wenigstens dessen p-Arm zugeordneten Klone gescreent werden.

2.2.2.1. Sequenzierung der ESTs von Angiopoietin 2

Um die georderten Klone Al491766 und Al972163 anhand ihrer Sequenz zu verifizieren wurden mit
dem Programm MacVector 6.5 Oligoprimer ermittelt. Die Primer liegen in einem Bereich, der beiden
Sequenzen gemeinsam ist. Die GrolRe des entstehenden PCR-Produkts sollte unter 200Bp betragen,
um auch genomische Klone mit eventuell zahlreichen Introns zu identifizieren zu kénnen.
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tttttttttt gggatagkga
acagtgctca gaagaatgca
tttccagtta tttactgata
taaactgtca gtctgattct
cacaattatg gatgtttagg
aaagtttaca ggctctaatc

tgg*gaattc aggacatatg
gttccaagat ga*ctgtatt
aacttgcaca taacattctt
cagcctcggg Bttcatcttt
gtcttgettt ggtccgttaa
tggagcatgt gggtcccgtc

ggtatttaca
gtataacata
ggttgtgaca
gcataggtgt
gtgatgcaag
agcaccgagce

cagtgtataa
agtgttctgt
gcagcgtctg
tctgtctaat
tttaagtgat
acacgccct

Abb. 2.2.2.1.1.: Gemeinsamer Abschnitt der Sequenzen aus Genbank / Emblnew Al491766 (11-368) und Al972163 (1-359).
Vorwérts-Primer und Anti-Riickwérts-Primer sind kursiv gekennzeichnet, das entstehende PCR-Produkt ist fett ausgefiihrt. Die
Sequenz Al491766 enthélt bei ¥ ein g, AI972136 ein t. Bei § enthalt die Sequenz AI972163 ein

Das ermittelte Primerpaar weist folgende Eigenschaften auf:
Vorwarts-Oligo  : (169) 159 5-TTGGTTGTGACAGCAGCGTC-3" 178 (188)
Oligoname : ANG2 159-189 HDM

Riickwarts-Oligo : (280) 271 5'-CAAAGCAAGACCCTAAACATCC-3" 250 (259)
Oligoname : ANG2 271-250 HDM

Zu erwartende Lange des PCR-Produktes: 112Bp
Optimale Annealingtemperatur des Primerpaares: MacVector: 51,1°C, nach MWG: 55°C

Die Sequenzierung wurde wie unter 4.4.2. beschrieben durchgefihrt. Die generierten Sequenzen
waren ermdglichten die eindeutigen Zuordnung der Klone Al491766-1,2 und Al972136-1 zu Angiopoi-
etin-2. Mittels einer unter MacVector 6.5 entwickelten Dot-Plot-Matrix konnten die Sequenzen als ho-
molog zur Referenzsequenz Al491766 gewertet werden. Auch eine blast-Suche gegen die EMBL-
Datenbanken mit den ermittelten Sequenzen unterstiitzte dieses Ergebnis zufriedenstellend. Deshalb
sollten die verifizierten ESTs flir Hybridisierungen an einer genomischen PAC-Klon-Bibliothek zur
Detektierung der genomischen Sequenz von Angiopoietin-2 herangezogen werden.

2.2.2.2. Hybridisierung von PAC-Klon-Filtern

Zur vorbereitung der Hybridisierung der genomischen Klon-Bibliothek wurden die Inserts von Ang2 in
einem Verdauansatz mit den Enzymen Sal-lI und Notl aus ihren Plasmiden freigesetzt und extrahiert
(4.1.7.). Sechs PAC-Klon-Filter der Library RCPI 1,3-5 des Ressourcenzentrums wurden mit dem
Ang2-cDNA-Fragment aus Al491766 des Klons 1 hybridisiert. Dazu wurde das 2,2kB lange Fragment
wie unter 4.7.1. markiert. Die Hybridisierung der Filter wurde wie unter 4.7.2. durchgefuhrt. Der Filter
Nummer 5 zeigte nach 4h Entwicklung ein sehr starkes Signal, der Filter 2 nach 24h, so dass dadurch
die Koordinaten der Signale eindeutig ermittelt werden konnten. Mittels der Koordinaten konnten die
Ang-2-positiven PAC-Klone vom Ressourcenzentrum des Max-Planck-Institutes bestellt werden.

o Filter 2 (204.11.149): 2 Signale bei: o Filter 5 (104.24.244) 1 Signal bei:
1. Xa=1,y,=33 Xa=12, y,=52
Xb:3, yb:35 Xb:15, yb:53

Klon: RPCIP704J24124Q2 Klon: RPCIP704F22346Q2A
2. x,=151, y,=223

Xb=1 53, yb=225

Klon: RPCIP704D18123Q2A

2.2.2.3. Uberpriifung der gelieferten PAC-Klone

Nach Lieferung der im Topagar angewachsenen Klone wurde jeweils ein Glyzerin-Stock angelegt und
die Plasmide wie unter 4.3.5. unter besonderer Berucksichtigung von 4.3.6. mittels einer Midiprapara-
tion isoliert. Danach wurde die PAC-DNA einer Kontroll-PCR unterzogen (4.4.1.). Dabei konnten bei
allen Proben ein Fragment von ca. 200Bp amplifiziert werden, was mit entsprechend grofRer Sicherheit
als positives Merkmal fur einen Ang2-positiven Klon betrachtet wurde. Die genomische DNA aus der
Midipraparation der PAC-Klone wurde anschlieBend unter Berlcksichtigung der Anmerkungen zur
Verarbeitung von PAC-Klon-DNA fiir eine Sequenzierung vorbereitet (4.4.2.). Alle gelieferten Klone
sind zumindest durch eine PCR bestatigt worden. Aufgrund der Ergebnisse aus der PCR und aus der
Sequenzierung sind die PAC-Klone D18123Q2A und J24124Q2A zu 100% positiv flir Angiopoietin 2.
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2.3. Herstellung rekombinanter Adv

Die Rekombinierung der Transfer-
vektoren (pAE1) mit dem im Plas-
mid pJM175 enthaltenen Adv-
Genom Ubertragt die Expressions-
kassette in einen hocheffizienten
Vektor. Dieser ist nur in der huma-
nen Helferzellinie 293 fahig zu
replizieren und Viruspartikel zu
bilden. pJM17 allein ist ohne das
Rekombinationsereignis nicht in

| der Lage in der 293-Helferzellinie
Abb. 2.3.1.: Transfektionsstudien mit den Transfervektorkonstrukten. Links: effizient zu repIizieren. Die gebilde—
Flk-1-Konstrukt + EGFP-Reporter zeigt beinahe gleich starke Fluoreszenz ten Viruspartikel kénnen viele Ar-

wie links das Reportergenkonstrukt in Kotransfektion mit dem CMV-tTA- 7.
Kontrollvektor. ten humaner Kulturzellen effizient

infizieren und das vorhandene
Genmaterial in ausreichender Menge in die Zellen einfihren. Bevor die Transfervektoren aus 2.1.1.5.,
2.1.2.4. und 2.1.3.1. fir die Virenproduktion eingesetzt wurden, mussten sie auf ihre Funktion hin
Uberprift werden. Zu diesem Zweck wurden sie Uber eine Liposomentransfektion in 293-Zellen einge-
bracht (4.5.10.1.): 24h nach Transfektion konnte bei CMV-tTA + TRE-EGFP, sowie Flk-1-t{TA-
Enhancer + TRE-EGFP schon starke Fluoreszenz beobachtet werden. 48h nach Infektion bildete sich
bei FIt-1-tTA + TRE-EGFP bzw. bei der TRE-EGFP-Kontrolle eine Hintergrundfluoreszenz aus, die
optisch etwa 10% jener von CMV-tTA + TRE-EGFP entspricht. Die mit 1ug Dox / ml Medium versetz-
ten Kontrolltransfektionen zeigten nach 2 Tagen nur Hintergrundfluoreszenz an, was die Regulierbar-
keit des tTA-Elementes verdeutlicht. Ahnliche Transfektionsversuche mit HUVECs fiihrten zu keinem
Ergebnis, was den Schluss zuldsst, dass in Endothelzellen eine groliere Kopienzahl der einzelnen
Konstrukte eingefuhrt werden muss, um sie wirksam werden zu lassen. Dies ist jedoch nur Uber Infek-
tion mit Adenoviren moglich.

2.3.1. Kontrolle der praparierten Viren durch PCR ihrer Extrakte

Fir eine Uperpriifung des Inserts im fertiggestellten Adenovirus schien die Durchfiihrung einer PCR
am einfachsten realisierbar zu sein. Leider war es unmoglich eine PCR direkt mit unbehandelter Ade-
novirenpraparation durchzufiihren. Das Kapsid schien auch bei langen Denaturierungsschritten die
DNS vor der Polymerase abzuschirmen. Aus diesem Grund musste die im Virus enthaltene DNS
durch eine Phenolextraktion von Proteinen gereinigt werden. Die Problematik bestand darin, dass eine
ausreichende Freisetzung der viralen DNA erst ab der Maxipraparation durchgefiihrt werden konnte.
Die Entscheidung, ob ein Virus Gber PCR positiv oder negativ zu bewerten war, stellte sich daher erst
am Ende der Praparationen heraus. Zu diesem Zweck wurden unter Einhaltung aller Sicherheitsregeln
20ul einer Virusmaxipraparation mit 80ul TE aufgefillt und wie unter 4.1.5. beschrieben extrahiert. Die
Menge an extrahierter DNA war sehr klein und diente als Ausgangsmaterial fiir eine PCR (4.4.1. fur
einen 50ul Ansatz mit dem Biotherm-PCR-Kit). Siehe dazu auch 2.3.2.1., 2.3.3.1., 2.3.5.1. und 2.1.5.

2.3.2. Produktion von Adv-Flt-1-Promoter(1,4kb)-tTA(nls)

Die Bildung der Viruspartikel erfolgte Uber die Rekombination des Transfervektors pAE1sp1B-Flt-1-
Promoter(1,4kb)-tTA(nls)-PolyA-O2 mit dem das restliche Virusgenom enthaltende pJM17. Die mit
MEMao-Medium versorgten 293-Zellen sind in der Lage, eine grofde Anzahl Virionen freizusetzen. Die-
se mussen zur Bildung der Primarviren zunachst mit dem Transfervektor und dem Rekombinations-
vektor nach der CaPO;-Methode von Stratagene transfektiert werden (4.8.2.2.). Die Zellen, die mit
mehr als insgesamt 2ug DNA transfektiert worden sind, erschienen einen Tag nach dem Medium-
wechsel stark geschadigt, erholten sich jedoch soweit, dass am 5. Tag nach der Transfektion die Zel-
len resuspendiert und im Verhaltnis 1:3 bzw. 2:3 umgesetzt werden mussten. Die ersten Plaques der
Primarviren erschienen erst nach insgesamt 11 Tagen, so dass am Tag 12 nach der Transfektion die
Zellen geerntet werden konnten. Die Zellen aus den Wells mit den deutlichsten Plaques wurden im
Medium resuspendiert und in 2ml MCT uberfuhrt und wie unter 4.8.2.3. weiter verarbeitet. Das Lysat
wurde zur Vereinzellung der Viren in 96-Well-Platten eingesetzt (4.8.3.1.). Einer der Singleclones wur-
de danach im 6-Well vermehrt, bevor das Lysat zur Infektion von 293-Zellen in einer Kulturflasche
(4.8.4.) genutzt wurde. Am 4. Tag konnten die Zellen geerntet werden. 1ml des Flaschenlysates wurde
zur Infektion von 293-Zellen fiir eine Maxipraparation des Virus herangezogen. Vier Tage nach der
Infektion konnten die Zellen suspendiert und durch Freeze-Thawing lysiert werden. Die Viren wurden

® pJM17 erlaubt die Klonierung von bis zu 5,2kB Insert in den Transfervektor pAE1.
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durch Ultrazentrifugation im CsCl-Gradienten von Zellresten befreit, danach musste die Praparation
(~1ml) vor seinem Einsatz durch Dialyse (4. 8 6.) von stérenden Salzen gereinigt werden. Die Titer-
bestimmung (4.8.7.) wies das Praparat mit 10" PFU/ul aus.

2.3.2.1. PCR des Extraktes aus Adv-Flt-1-Promoter-t TA-PolyA

Wie aus vorigen Versuchen
ersichtlich, waren PCRs mit
diesem  Konstrukt relativ
schwierig durchzuflihren
(2.1.5.1.). Da der Promoter
durch Verdaureaktionen, PCR
und Sequenzierung schon mit
groRer Sicherheit im Trans-
fervektor bestimmt worden
war, sollte hier gezeigt wer-
den, dass der Virus das glei-
che Insert enthalt, wie der

Abb. 2.3.2.1.1.: Links: PCRs mit den

| DNA-Extrakten aus Adv-Flt-1 und dem

Transfervektor als Positivkontrolle. Nur
die Reaktionen mit Oligo 2 + 3 zeigen
ein korrektes Produkt von ~700Bp.
Rechts: BamHI-Verdau der positiven
PCRs. Gegeniiber der Unverdauten
reaktion sind die 500Bp- und 200Bp-
Fragmente (PolyA und Endregion des
tTA) deutlich zu erkennen. Die PCR
aus dem phenolextrahierten Viruspra-
parat und jene aus dem Transfervektor
sind identisch.

Transfervektor. Dazu musste zumindest eine PCR sowohl im Virus-DNA-Extrakt als auch im Transfer-
vektor ein korrektes Produkt liefern. Drei Reaktionen wurden mit verschiedene Kombinationen der
Oligoprimer 1 - 4 aus 2.1.5. angesetzt. Der Transfervektor wurde parallel als Positivkontrolle verarbei-
tet. Die Reaktionen 5 + 6 zeigten identische Produkte, was bewies, dass der Virus das Insert aus dem
Transfervektor enthalten musste. Die positiven PCRs wurden zusatzlich mit BamHI verdaut. Die kor-
rekten Produkte zerfielen in einen ~200Bp tTA-Rest und in das ~500Bp PolyA-Fragment.

2.3.3. Produktion von Adv-Flk-1-Promoter-tTA(nls)-Enhancer

Im wesentlichen erfolgte die Bildung der Primarviren wie unter 2.3.2. dargestellt. Dazu wurden 293-
Zellen aufgetaut und fiir eine rasche Aufzucht direkt in 16 Kulturflaschen (175cm Grundflache) mit
NCS-enthaltendem MEMa-Medium herangezogen. Die dichtgewachsenen Zellen wurden nach vier
Tagen auf 40 Petrischalen ausgeséat. Die abgesetzten Zellen wurden mit 700ul Flaschenlysat in 20ml
Medium infiziert (500ul / Petrischale). Wiederum vier Tage spater konnten die Zellen geerntet und
lysiert werden. Die Lysate wurden durch Ultrazentrifugation im CsClI- Gradlenten gereinigt und das
abgesaugte Viruspraparat (1,5ml) dialysiert (4.8.f.). Sein Titer war mit ca. 108 PFU/ul fir die Durchfih-
rung aussagekraftiger Experimente ungeeignet. Auch die wie unter 2.1.5.1. PCR zeigte nur beim
Transfervektor positive Ergebnisse, so dass eine fehlerhafte Rekombination der Kassette in die virale
DNA als wahrscheinlich angesehen werden musste. Eine PCR war mit dem DNA-Extrakt des Prépara-
tes nicht mdéglich.

2.3.4. Vermehrung des Kontrollvirus Adv-CMV-tTA

Ein von Dr. H. Holzmuller zur Vertgung gestelltes Viruspraparat wurde in 293-Zellen expandiert. Dazu
wurden 293-Zellen zunachst in 6-Wells infiziert. Nach 6 Tagen konnten die Zellen geerntet und die
Virusextrakte erstellt werden 200yl eines Lysates aus einem der 6-Wells wurde zur Infektion einer
Kulturflasche mit 175cm?® Grundflache in dessen Medium eingebracht. Nach drei Tagen waren zahlrei-
che Plaques zu beobachten, so dass am vierten Tag nach der Infektion die Zellen geerntet werden
konnten, um das Lysat zu erstellen (4.8.4.). 1ml dieses Lysates wurde in 20ml Medium verdunnt, wel-
ches zu 0,5ml auf 293-Zellen in 40 Petrischalen mit 15cm Durchmesser appliziert wurde. Nach vier
Tagen konnten die Zellen geerntet werden. Das daraus generierte Lysat wurde vor Gebrauch durch
zweimaliges zentrifugieren im CsCl-Gradienten verdichtet, aufgereinigt (4.8.5.) und dialysiert (4.8.6.).
Der Titer des Praparates wurde wie unter 4.8.7. mit 10" PFU/ul bestimmt.

2.3.5. Produktion des Reporters Adv-TRE-CMVmini-EGFP-SV40-PolyA

Im wesentlichen folgte die Bildung der Primarviren der unter 2.3.2. dargestellten Vorgangsweise. Nach
sieben Tagen waren lytische Plaques deutlich sichtbar, so dass die Zellen geerntet werden konnten.
Daraus wurde ein Lysat erstellt, welches zur Vereinzellung der Viruspartikeln genutzt wurde (4.8.3.).
Ein Singleclone wurde danach im 6-Well vermehrt, bevor 100u| des daraus gebildeten Lysates zur
Infektion von 293-Zellen in einer Kulturflasche mit 175cm? Grundflache eingesetzt wurden (4.8.4.).
Nach vier Tagen konnten die Zellen lysiert werden. Vor der Maxipraparation des Virus, sollte an den
Flaschenlysaten geprift werden, ob Adv-CMV-tTA und Adv-TRE-CMVmini-EGFP funktionell sind.
Dazu wurden dem Medium der 293-Zellen im 6-Well das Viruslysat folgendermafien zugefugt:

Well 1: Adv-TRE-EGFP, Well 2: Adv-CMV-tTA, Well 3: Adv-CMV-tTA + Adv-TRE-EGFP

38



2. Ergebnisse

Abb. 2.3.5.l.: Infektionsstudien an 293-Zellen mit Adv-[...]-EGFP und Adv-CMV-[...]. Links: Infektion mit dem EGFP-
Reportervirus zeigt schwache Fluoreszenz im Bereich eines lytischen Plaques. Rechts: Infektion mit dem Reporter- und
dem Kontrollvirus zeigt deutlich héhere Fluoreszenz.

Nach einem Tag Inkubation im Brutschrank zeigten sich bei der Doppelinfektion mit dem Reportervirus
und dem CMV-Kontrollvirus an den lytischen Plaques starke Fluoreszenz, bei der Einfachinfektion mit
dem Reportervirus nur eine etwa 10%ige Hintergrundaktivitat. Damit abgeschéatzt werden konnte, wie
grof® der Unterschied zwischen der Hintergrundfluoreszenz und der vom Kontrollvirus gesteuerten
Fluoreszenz war, wurden die infizierten Zellen unter Berticksichtigung der fir Virusarbeiten bendtigten

Sicherheitsmalinahmen resuspen-
diert, im Kaliumhydrogenphos-
phat-Puffer durch Freeze-Thawing
lysiert und fur eine Messung im
Fluoreszenzspektrometer vorbe-
reitet (4.6.1. und 4.6.4.). Die
Ergebnisse sind in der Grafik
2.3.5.1. zusammengefasst. Da die
Funktion des EGFP-Reportervirus
hinreichend bewiesen werden
konnte, wurde das Flaschenlysat
fir eine Maxipraparation des Virus
herangezogen (4.8.4.). Nach vier
Tagen konnten die Zellen geerntet
werden. Der Virus wurde aus dem
generierten Lysat durch
zweimalige Ultrazentrifugation im
CsCl-Gradienten von Zellresten
gereinigt und die praparierte
Virusbande durch Dialyse
entsalzt. Der Titer des Praparates
konnte mit ~10'® PFU/ul bestimmt
werden (4.8.7.).

2.3.5.1. PCR mit DNA-Extrakt aus
Adv-CMVmini-EGFP-TRE-PolyA

Far diese Reaktion fanden die
Oligos 1+2 als Hin- und Ruck-
Primer Verwendung. Die Reaktion
war eindeutig positiv zu bewerten,
zumal der Verdau von 1ul der
PCR-Reaktion aus Virus-Extrakt
mit BamHI in Puffer B das erwar-
tete Bandenmuster zeigte (siehe
auch 2.1.3.und 2.1.5.3.).

Infektionsstudien an 293-Zellen mit dem Reporter- und
dem Kontrollvirus

20
154

O Adv-CMV
B Adv-EGFP
OAdv-CMV+Adv-EGFP

Relative
Fluoreszenz

Abb. 2.3.5.1l.: Das hier gezeigte Diagramm ist willkurlich auf den Wert 10 fur
schwachste Fluoreszenz skaliert worden. Die Werte sind nicht normiert, so
dass unersichtlich ist, wie stark die Hintergrundaktivitdt vom Reportervirus
tatsachlich von der durch den Kontrollvirus aktivierten Fluorszenz abweicht.

Abb. 2.3.5.1.1.: Von links: A-BstEll-
Marker, PCR aus dem Virusextrakt
(~1,7kB), Positvkontrolle, Negativkontrol-
le, A-BstEll-Marker, BamHI-Verdau mit
Material aus den PCRs: Sowohl das
Virusextrakt, als auch die Positivkontrolle
zeigen das erwartete Bandenmuster
(~750kB, ~500+400BP).
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2. Ergebnisse

2.4, Evaluierung der rekombinanten Viren

Im Verlauf der hier beschriebenen Infektionsstudien sollte geklart werden, inwieweit die Rekombinan-
ten Viren ihre Wirkung auf Kulturzellen entfalten kénnen. Zu den entsprechenden Studien in HUVECs
wurden 293-Zellen als Kontrolle verwendet, da an diesem Zelltyp sehr leicht festgestellt werden kann,
ob es zu einer Infektion kommt oder nicht. Die Versuchsreihen sollten Hinweise liefern, ob die murinen
FIk-1- und Flt-1-Promoterfragmente Aktivitat zeigen, und wenn ja, in welchem Zelltyp starkere oder
schwachere ermittelt werden kann. Zusatzlich sollte gezeigt werden, dass Dox die Aktivitat des Tetra-
cycline-Transaktivator-Elementes (tTA) vom TEToff-Typ deaktivieren und somit die EGFP-Fluores-
zenz auf Backgroundniveau zurlicksetzen kann. SchlieBlich wurden die Promotoren unter VEGF-
Stimulation ausgetestet. Ferner wurden fiir diese Studien die Viren in Koinfektionen mit wechselnden
Kombinationen und Mengen eingesetzt, um die Effizienz der Infektion in Endothelzellen einschatzen
zu kénnen, was fir weiterfihrende Experimente wichtig sein wird. Die Zellen wurden aus griinden der
Ressourceneinsparung und der leichten Handhabbarkeit in 12-Wells verarbeitet (siehe auch 4.5.8.).
Die Rekombinanten Viren liegen in folgenden Partikeldichten vor:

10" PFU/pl fur Adv-FIt-1-tTA
108 PFU/ul fur Adv-Flk-1-tTA

10" PFU/pl fir Adv-CMV-tTA
10" PFU/ul fur Adv-TRE-EGFP

2.4.1. Erste Infektionsstudie an HUVECs

Hier sollte veranschaulicht werden, dass das Reporterkonstrukt Adv-TRE-EGFP in Kombination mit
einem tTA-Virus unter Kontrolle des konstitutiven Promoters hCMV in HUVECs seine Funktion entfal-
ten kann. AufRerdem wurde die Funktionalitdt der Promotoren von Flt-1 und Flk-1 in den tTA-Viren
ermittelt. Dazu wurden PBS-Infektionen (siehe 4.8.8.) durchgefihrt, wobei in der 1ml umfassenden
Infektionslésung je 1ul der verschiedenen Viruspraparate eingesetzt wurden. Es stellte sich heraus,
dass unter einer Partikeldichte von 10'° Adv die Expression stark abnimmt. Da die PFU-Zahl der Adv-
Flk-1-Praparation bei max. 10%/ul lag, konnte keine eindeutige Aussage zur Funktionalitit des enthal-
tenen Promoters getroffen werden. Transfektionsstudien in 293-Zellen zeigten jedoch deutliche Aktivi-
tat mit dem Transfervektorkonstrukt von Flk-1-Kassette, wie unter 2.3. festgestellt werden konnte.
Neben der Infektion von HUVECS wurde zu Kontrollzwecken eine Parallelinfektion von 293-Zellen
durchgefihrt:

12-Well-Platte |1 2 3 4

A CMV-tTA / EGFP-|FIk-1tTA / EGFP-|FIt-1tTA / EGFP-|EGFP-TRE
TRE TRE TRE

B CMV / EGFP je 10" [FIk-1 / EGFP 10" |FIt-1 / EGFP je 10" |[EGFP 10" Verdiin-
Verdlnnung Verdlnnung Verdlnnung nung

[ CMV / EGFP je 10°|Flk-1 / EGFP 10*|FIt-1 / EGFP 10°|EGFP 10 Verdiin-
Verdlnnung Verdlnnung Verdlnnung nung

Tabelle 2.4.1.1.: Infektionsschema einer HUVEC-Kulturplatte und einer 293-Zellkulturplatte. Die Viren wurden jeweils im Ver-
haltnis 1:1 zueinander eingesetzt.

24 Stunden nach Infektion war unter dem UV-Mikroskop deutlich Fluoreszenz zu erkennen. Bei der
Infektion der HUVECs war dies nur im Well A1 der Fall. Daher wurde in das Medium jeweils 1ng
VEGF zur Stimulation zugefugt. 24h nach Stimulation blieb das Ergebnis unverandert. Die Hinter-
grundfluoreszenz erhdhte sich aufgrund langerer Expressionszeiten. Bei der 293-Zelleninfektion war
nach 24h Lyse oder zumindest Schadigung der Zellen zu erkennen. Nachfolgend eine visuelle Schat-
zung der Fluoreszenz der 293-Zelleninfektion:

12-Well- 1 2 3 4

Platte-293

A Starke Fluores- | Starke Hintergrund- | Starke Hintergrund- | Starke Hinter-
zenz (10x Hinter- | Fluoreszenz, Zellen | Fluoreszenz, Zellen | grund-
grund), Zellen | lysiert lysiert Fluoreszenz,
lysiert Zellen lysiert

B Fluoreszenz, Hintergrund-Fluores- Hintergrund-Fluores- Hintergrund-

Zellen stark ge-
schadigt

zenz, Zellen geschadigt

zenz, Zellen geschadigt

Fluoreszenz,
Zellen geschadigt

Tabelle 2.4.1.11.:
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Schwache Fluo-
reszenz, Zellen
normal

Hintergrundfluoreszenz,
Zellen normal
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Hintergrundfluoreszenz,
Zellen normal

Keine Fluores-
zenz, Zellen nor-
mal



2. Ergebnisse

2.4.2. Zweite Infektionsstudie an HUVECs
Diese Studie diente dazu, mehrere Aspekte zu beleuchten:

1. Ist PBS als Infektionsmedium besser geeignet als die Applikation des Virus direkt ins Medium der
Kulturzellen?

2. Die Koinfektionen werden mit Viren durchgefiihrt, die zum einen das tTA-Element (unter Kontrolle
des hCMV-, FIk-1- oder Flt-1-Promoters), zum anderen das Reportergen exprimieren (unter Kon-
trolle der durch tTA angesteuerten TRE-CMVmini-Sequenz). Wie beeinflusst das Verhaltnis tTA-
Virus zu TRE-Virus die Expression des Reportergenes?

3. Wie hoch ist der Unterschied der tTA-gesteuerten Fluoreszenz zur Hintergrundfluoreszenz durch
Einzelinfektion mit dem TRE-EGFP-Reportervirus?

4. Zeigen die vor das tTA-Element klonierten Promotoren von Flk-1 und Flt-1 in HUVECs eine mess-
bare Aktivitat?

5. Brauchen die Promotoren von Flk-1 und FIt-1 eine exogene Stimulation durch VEGF oder EGR-1
um ihre Wirkung zu entfalten?

6. Wie effizient kann Doxycyclin als Inhibitor die TEToff-Funktion des tTA-Elementes bedienen und
welche Mengen werden bendtigt um die Reportegenfunktion bis zu ihrer Hintergrundaktivitat her-
unterzuregelin?

Vorbereitung: Die Viren mussten zuerst auf eine geeignete Konzentrationgebracht werden, damit die
Ermittlung des Verhaltnisses TRE-Virus : tTA-Virus durchgeflihrt werden konnte. Die Verdinnung der
Viruspraparate von TRE-EGFP und CMV-tTA auf 1:100 schien praktikabel. Das Verhaltnis 100:100
entspricht effektiv einer Menge von 1ul TRE- : 1ul tTA-Viruspraparation. Bei einer eingesetzten Menge
von 1yl unverdiinntem Flt-1-tTA-Virus zu 100ul verdiinntem TRE-EGFP-Virus ist dies gleich dem Ver-
haltnis von 100:100. Die Mengen werden entweder in 1ml PBS oder 1ml Medium pro Well zugesetzt.

Platte1 |1 PBS 2 Medium 3 Medium 4 Medium

A 100:100 CMV-TA /|100:100 CMV-TA /|Leerwert 100 EGFP-TRE
EGFP-TRE EGFP-TRE

B 10:100 CMV / EGFP 10:100 CMV / EGFP 100:10 CMV / EGFP |10 EGFP

C 1:100 CMV / EGFP 1:100 CMV / EGFP 100:1 CMV / EGFP 1 EGFP

Tabelle 2.4.2.1.: Infektionen zum Studium der Infektionsmedien (Virus in PBS mit halbstiindiger Inkubationszeit oder Virus direkt
im Medium belassen) und der benétigten Verhaltnisse der in den Koinfektionen eingesetzten Viruspraparate.

Platte 2|1 2 3 100ng VEGF 4 100ng VEGF

A 100:100 FIk-1-tTA /[100:100 FIt-1-tTA /|100:100 Flk-1-tTA /|100:100 FIt-1-tTA /
TRE-EGFP TRE-EGFP TRE-EGFP TRE-EGFP

B 500:100  Flk-1  /|100:10 FIt-1/ EGFP |500:100  Flk-1  /|100:10 FIt-1/ EGFP
EGFP EGFP

c 4000: 100 Flk-1 /|100:1 Fit-1/EGFP  |4000:100 Flk-1 /| 100:1 FIt-1/ EGFP
EGFP EGFP

Tabelle 2.4.2.11.: FIk-1- und FIt-1-promotergesteuerte tTA-Viren in verschiedenen Verhaltnissen zum Reportervirus mit oder
ohne Stimulation durch VEGF.

Platte 3 |1 2 3 4

A 100:100 CMV-tTA / EGFP-TRE + 1ng Dox | 10°ng Dox 10°ng Dox | 10°ng Dox
B 10"'ng Dox 10™ng Dox 10'ng Dox | 10"°ng Dox
c 10“ng Dox 10™ng Dox 10°ng Dox | 107"'ng Dox

Tabelle 2.4.2.1ll.: Studie zur Wirkung der von Doxycyclin hervorgerufenen Inhibierung der Reportergenaktivitat in verschiedenen
Verdiinnungsstufen.
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Platte 4 |1 2100ng VEGF 3 4

A 100:100:100 FIk-1-tTA /|100:100:100 FIk-1-tTA /|100:100 TRE-EGFP /|Leerwert
TRE-EGFP / Adv-EGR-I | TRE-EGFP / Adv-EGR-l | Adv EGR-I

B 500:100:100  Flk-1  /|500:100:100  Flk-1 /| 100:100 EGFP / EGR-I + | Leerwert
EGFP / EGR- EGFP / EGR-I 100ng VEGF

(9 100:100:100 FIt-1-tTA /|100:100:100 FIt-1-tTA /|Leerwert Leerwert
EGFP / EGR- EGFP-TRE / EGR-I

Tabelle 2.4.2.1V.: Test der durch Flt-1- und Flk-1-promotergesteuerten tTA-Viren zusammen mit einem EGR-1-Expressionsvirus
und VEGF in verschiedenen Kombinationen.

Die im 12-Well infizierten Zellen wurden anschlielend einem Reportergenassay (4.6.4.) unterzogen.
Dazu wurden sie in 1ml PBSc resuspendiert, pelletiert und in Kaliumhydrogenphosphatpuffer aufge-
nommen. Die Zellen wurden durch Frieren und Tauen lysiert und die Membranfragmente und Ribo-
somen durch Zentrifugieren von den Lysaten getrennt (4.6.1.). Die Uberstdnde wurden in eine 96-
Well-Platte Ubertragen und mit jeweils 80ul Puffer aufgefiillt. Die Platte wurde aufgrund der Viruskon-
tamination mit selbstklebender Folie versiegelt und die EGFP-Aktivitat im Fluoreszenzspektrometer
gemessen.

Die Ergebnisse lagen als Relative-Light-Units (RLUs) vor und mussten durch einen Bradfordassay
(4.6.5.) normiert werden. Die Ergebnisse der Aufnahmen vom UV-Mikroskop korrelieren mit den ge-
messenen Daten und veranschaulichen, dass die aus einer CCD-Kamera entwickelten visuellen Wer-
te, sofern sie computergestitzt umgerechnet werden kdnnen, durchaus zufriedenstellend die Ergeb-
nisse auf eine einfachere Weise messbar machen konnten.

Zusammenfassend:

o Es konnte Uber die Versuche gezeigt werden, dass eine Expression des Reportergenes EGFP
nur bei Infektionen mit einer MOI von mindestens 2x10° je Virus zu deutlichen Signalen fiihrte.
Wurde mit einer MOI Uber 2x105 infiziert, konnte die Expression im Verhaltnis dazu nur noch
relativ wenig gesteigert werden.

o Die tTA-Viren mussten in gleicher Partikeldichte und Menge eingesetzt werden wie der Repor-
tervirus, da jedes andere Verhaltnis die Expression von EGFP erheblich senkte. Dies legt na-
he, dass bei ungleichen Verhaltnissen eine Besetzung des CAR hauptsachlich mit dem Virus
erfolgt, der in der Uberzahl vorhanden ist.

e Die persistierende Infektion mit Adv durch direkte Zugabe der Praparationen ins Medium war
der temporaren Infektion in PBS weit Uberlegen. Das in vielen Protokollen befurchtete Abfan-
gen des Virus durch Serumproteine erwies sich in diesem Zusammenhang als véllig haltlos.

e Die Expression konnte durch den Inhibitor Doxycyclin ab 1pg/ml deutlich gesenkt werden und
erreichte nach Einsatz von 0,1ng / ml Medium das Niveau der Hintergrundfluoreszenz. Dies
zeigte, dass eine Regulierung der Expression im TEToff-System durch Zugabe von Doxycyc-
lin zwischen 1pg/ml und 0,1ng/ml mdglich ist. Dies ist besonders interessant, wenn die Ex-
pression von Genen kontrolliert werden sollen, die einen starken Einfluss auf den Gesamtor-
ganismus nehmen koénnen (z.B. Tissue Factor).

o Die Expression des Reportergenes kann durch den Einsatz eines starken Promoters auf min-
destens den 20fachen Wert der Hintergrundfluoreszenz gesteigert werden.

Siehe dazu auch Abb. 2.4.2.1. + II.
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Medium CO / E100

Medium CO/E10 Dox 1ng / ml Dox 0,1ng / ml

Dox 0,01ng / ml Dox-1py 7/ ml .

Abb. 2.4.2.1.: Bilderserie der Koinfektionen mit tTA- und TRE-Viren. 1. Das Eintropfen von Viruspraparaten (hCMV-tTA-
Kontrollvirus und TRE-EGFP-Reportervirus) ins Medium ist der Infektion von HUVECs in PBSc (iberlegen. Der Titer so-
wohl des tTA-Virus, als auch des TRE-Virus sollte jeweils bei mindestens 10" PFU / ml Medium liegen. Diese Vorausset-
zung war z.B. bei Medium C10 / E100 erfillt. 2. Doxycyclin inhibiert tTA ab 1pg/ml um 50%, ab 1ng / ml Medium ist nur
noch Hintergrundaktivitdt messbar. 3. Koinfektionen von TRE-EGFP und Flk-1-tTA bzw Flt-1-tTA konnten die Expression
von EGFP unter keinen Testbedingungen verstarken. Die Fluoreszenz des in HUVECs exprimierten EGFP mit A=507nm
(488nm Anregungsfrequenz) ist nicht nur ein MaR fir eine erfolgreiche Koinfektion, sondern zeigt gleichzeitig die Aktivitat
des vor dem tTA-Element klonierten Promoters an.
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Abb. 2.4.2.1l.: Werte der Fluoreszenzspektrometrie, die aus den infizierten 12-Wells entwickelt wurden. Die RLUs wur-
den gegen die zugehorigen Werte aus einem Bradfordassay (Proteinkonzentration) genormt. Die Uberlegenheit der
persistierenden Infektion im Medium wird gegenuber der zeitlich begrenzten PBS-Methode besonders deutlich. Siehe
auch Abb. 2.4.2.1.




3. Diskussion der Ergebnisse

3.1. Gentherapeutische Versuche mit Endothelien

Abnormale Angiogenese und unerwiinschte Beeinflussung des Gefallsystems kennzeichnet den Ver-
lauf der meisten inflammatorischen und allergischen Prozesse, sowie maligner, invasiver Zellwachs-
tumsprozesse: Abweichend von der Notwendigkeit der Neubildung von Adern bei Wundheilungsvor-
gangen werden die Signale des oxidativen oder metabolischen Gewebsstress nicht in einem ausba-
lancierten Verhaltnis abgegeben oder interpretiert, sondern die Angiogenesefaktoren werden zeitlich,
Ortlich und/oder mengenmalig dereguliert abgegeben. Chronische Inflammationen zeichnen sich
durch einen Anstieg an VEGF, TNFa und TF im Gewebe aus, was zur Hdmorrhagie und Gewebslasi-
onen sowie verstarkter Angiogenese in beschadigte Areale fiihrt. Ahnlich verhalten sich spontane oder
anhaltende Allergien, bei welchen die durch IgE gebundenen Antigene zu einer erhdhten Histaminse-
zernierung der aktivierten Mastzellen fuhrt. Hypoxischer Stress bei Neugeborenen und metabolischer
Stress durch Hypoglykédmie bei Diabetikern sind fur Supervaskulierung der Retina und der damit her-
vorgerufenen Erblindung der Patienten verantwortlich. Missverhaltnisse von Angiogenesefaktoren in
der embryonalen Vaskulogenese fihrt zu starken GefalRdefekten und meist zum Abort. Gefalbil-
dungsdefizienzen in der Plazenta sind der Grund fir Komplikationen, die mit der Unterversorgung des
Fotus in Verbindung stehen. Die von Tumoren hervorgerufene, aberrante Gefalbildung ist die Grund-
lage fir das Wachstum und die Metastasierung von Krebszellverbanden. Es liegt also auf der Hand,
dass ein regulierendes Eingreifen in krankhafte Angiogenesereaktionen mehr als wiinschenswert ist.
Schon seit Bekanntwerden des Einflusses der Angiogenese auf krankhafte Gewebsveranderungen
[74] sind zahlreiche Versuche unternommen worden, die verantwortlichen Wachstumsfaktoren zu
isolieren und besondere Missverhaltnisse festzustellen. Sehr frih musste man erkennen, dass die
Verabreichung hoher Dosen bestimmter Faktoren die Probleme nicht langfristig Idsen konnte, da das
angiogene Signalnetzwerk zu fein gesponnen ist, um Therapien zum Erfolg fihren zu kénnen, die
ohne die Mdglichkeit einer geregelten Verabreichung in oOrtlicher und zeitlicher Hinsicht eingesetzt
werden [8]. Es entwickelten sich mit aufkommen gentechnischer Methoden in den 1970er Jahren bald
Strategien, solche Probleme mit gentherapeutischen Methoden einer Lésung zuzufiihren. Die Erfolge,
die damit erzielt werden konnten sind zwar noch immer bescheiden, zeigen jedoch auf, dass hier eine
richtige Orientierung eingeschlagen wurde. Die vielversprechendsten Ergebnisse konnten Uber die
Manipulation von Endothelzellen erzielt werden. Diese wurden entweder in vitro manipuliert und an-
schlieBend in den Organismus refundiert [16], oder die therapeutischen Genpakete wurden direkt
intramuskular oder intravends verabreicht. Mehrere Methoden sind dabei zum Einsatz gekommen,
wobei mittels Liposomen oder ligandengekoppelte Polylysinkonjugate gute Erfolge verbucht werden
konnten, jedoch ist die Zytotoxizitat relativ hoch und die Verweildauer im Kreislaufsystem gering [127,
153]. Einer der vielversprechendsten Ansatze liegt in der Verwendung viraler Vektoren. Diese erhéhen
durch ihre aggressiven Invasionsmechanismen die Wahrscheinlichkeit des Eindringens in die Zielzelle
und ermdglichen so die Infektion einer GroRRzahl von Zellen im betreffenden Organ. Uber retrovirale
Vektoren ist es moglich, Zellen dauerhaft zu manipulieren. Adenovirale Vektoren transduzieren das
genetische Material zwar nur transient, da es nicht zu Rekombinationsereignissen mit dem Wirtszel-
lengenom kommt, sind die Risiken einer Onkogenaktivierung geringer als bei retroviralen Systemen.
Die immunologische Wirkung ist aufgrund der gro3en Anzahl an Epitopen gegeniiber Liposomen oder
Polyaminkonjugaten enorm, so dass bei wiederholten Behandlungsversuchen das Abwehrsystem des
Korpers supprimiert werden muss, sollen die Viren Gelegenheit zur Invasion der Zielzellen haben
[154]

3.2. Entwicklung eines EC-spezifischen Adv-Vektorsystems

Expressionssysteme, die EC-spezifisch wirken sollen, missen durch Promotoren gesteuert werden,
deren Aktivitat hauptsachlich in Endothelien beobachtet werden konnte. Dies ist in hohem Mal3e gliltig
fur die Promotoren der VEGF-Rezeptoren, insbesondere VEGFR-1+2 (Flt-1, Flk-1) [50]. Ihre Sequenz
ist bekannt (siehe Anhang) und die genomischen Klone sind verfigbar, weshalb in dieser Arbeit die
Konstruktion eines adenoviralen Expressionssystem auf Basis dieser Promotoren durchgefiihrt wer-
den sollte. Der Adv garantiert hohe Transduktionseffizienzen, jedoch sind die Signale der Promotoren
moglicherweise schwach. Dies musste durch einen Amplifikationsmechanismus ausgeglichen werden:
Das in geringen Mengen produzierte tTA bewirkt als starker Regulator eine entsprechend erhdhte
Expression des Reportergens. AuRerdem sollte im Sinne einer dosierten Expression das System Uber
einen Inhibitor kontrollierbar und auch abschaltbar sein. Dies ist besonders wichtig, falls zytotoxische
Genprodukte im Organismus kurzzeitig exprimiert werden sollen. Die Voraussetzungen werden durch
das von Gossen und Bujard entwickelte TEToff-System erfullt [155, 156].
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3.3. Herstellung und Eigenschaften der Vektoren
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Komponenten entwickelt:

1. Der tTA-Vektor: Tragt den EC-spezifischen Promoter und ein Transaktivatorgen. Der Transakti-
vator kann durch Doxycyclin deaktiviert werden.

2. Der TRE-Vektor: Tragt einen durch den Transaktivator induzierbaren Promoter und ein nachge-
schaltetes Gen, z.B. das Reportergen EGFP flir Versuchszwecke oder ein einzusetzendes Thera-
pie-Gen.

Die Trennung des EC-spezifischen Promoters von dem zu exprimierdenden Gen durch einen zwi-
schengeschalteten, kontrollierbaren Transkriptionsfaktor sollte es ermdglichen, auch schwache Pro-
motorsignale des tTA Vektors zu verstarken: Der Transaktivator muss deshalb in geringer Kopienzahl
genugend starke Aktivitdt am Transaktivator Responsive Element des TRE Vektors induzieren, damit
das nachgeschaltete Gen mit deutlich héherer Effizienz exprimiert werden kann. Zusatzlich ist es mog-
lich, iber den Transaktivator die Expression durch Einsatz von Doxycyclin zu stoppen.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit drei verschieden Ad-Vektoren neu konstruiert, daraus Viren herge-
stellt und vermehrt, sowie der Kontrollvirus Adv-hCMV-tTA expandiert. Die durchgefiihrten Studien an
HUVECs haben gezeigt, dass fir eine qualitativ hochwertige und aussagekraftige Koinfektion von
~200 000 HUVECs sowohl der Adv-tTA als auch der Adv-TRE-Vektor mit mindestens 2 - 3x10°> MOI
pro Ansatz eingesetzt werden muss. Die Aktivitat des Kontrollvirus zeigt eine um Faktor 20 hdhere
Expression als der Reportervirus allein.

1. Adv-Flt-1-tTA: Das 1,4kb umfassende Fragment des murinen VEGFR-1 wurde vor das tTA-
Element mit TEToff-Eigenschaften kloniert. Transfektionsstudien an HUVECs und 293-Zellen mit
dem Transfervektorkonstrukt pAE1-FIt-1-tTA zeigten wie die Infektionsstudien mit dem daraus
entwickelten rekombinanten Virus eine kaum Uber den basalen Level hinausgehende Aktivitat des
Reporterkonstruktes an. Sequenzreaktionen mit dem Transfervektorkonstrukt bestatigten, dass al-
le bendtigten Fragmente der Expressionskassette in richtiger Orientierung zueinander vorliegen,
weshalb davon ausgegangen werden muss, dass das Hindlll-BamHI-Fragment (vergleiche Se-
quenz mit der Acc.No. AJ224863) im vorliegenden System keine nennenswerten Promoterfunkti-
onen aufweist. Aus Virus-DNA-Extrakten konnte durch PCR-Analysen ein deutlicher Hinweis auf
die Existenz der Expressionskassette im rekombinanten Virus festgestellt werden. Der Titer der
Viruspraparation liegt bei ~10" PFU/ul

2. Adv-Flk-1-tTA: Das 0,9kB umfassende Fragment des murinen VEGFR-2 wurde vor das tTA-
Element mit TEToff-Eigenschaften kloniert zusammen mit einem 2,3kB grolem Enhancerfrag-
ment, dass der Expressionskassette direkt nachgeschaltet wurde. Von einem analogen Konstrukt
mit neurospezifischem Promoter war entsprechende Expression in Neuronen transgener Mause
gezeigt worden [152]. Transfektionsstudien an 293-Zellen zeigten eine beinahe ebenbirtige Aktivi-
tat wie die Positivkontrolle mit hCMV-Promoter. Diese Aktivitat konnte durch Doxycyclin inhibiert
werden und weist auf eine korrekte Konstruktion des Transfervektors und die Funktionalitat des
Flk-1-Promoters hin, was durch PCR und Sequenzanalysen bestatigt werden konnte. Infektions-
studien mit den praparierten Viren an HUVECs und 293-Zellen zeigten eine kaum Uber den basa-
len Level hinausgehende Aktivitat der TRE-EGFP-Kassette an, weil entweder der Titer des Prapa-
rates fUr eine ausreichende Expression des tTA-Proteins zu gering oder die Expressionskassette
in der vorliegenden viralen Konfiguration seine Funktion nicht wahrnehmen kann. Die Mdglichkeit
einer illegalen Rekombination des Transfervektors mit dem Rekombinationsvektor kann nicht aus-
geschlossen werden, da die Praparation unterschiedlicher Einzelklone verschiedener Rekombina-
tionsereignisse in mehrfacher Hinsicht problematisch waren: Sie zeigten Titer von maximal 108
PFU. Sie lagen damit um Faktor 100 unter dem Titer der parallel durchgefihrten Praparationen
anderer Viruskonstrukte und gleichzeitig unter der bendtigten Mindestkonzentration, die fiir eine
aussagekraftige Infektion der Zellen bendtigt worden ware. Die Grofie der Expressionskassette
liegt knapp an der fir pJM17 angegeben Aufnahmekapazitat, was illegale Rekombinationse-
reignisse wahrscheinlich macht. Dieses Verhalten war aufgrund der Angaben von Microbix und
entsprechenden Publikationen [155, 156] nicht absehbar. Auch die Mdglichkeit, dass die Flk-1-
Enhancer-Konfiguration im Virusgenom seine Aktivitat nicht entfalten kann muss in Betracht ge-
zogen werden.

46



3. Diskussion der Ergebnisse

3. Adv-CMV-TA: Dieser Virus enthalt die Expressionskassette hCMV-tTA. Der CMV-Promoter
zeichnet sich durch besonders hohe Aktivitat in allen Zelltypen aus und ist daher fir die Ermittlung
eines Standartwertes flr Expressionen gut geeignet. Der Virus konnte in einer Konzentration von
mindestens 10"’ PFU/ul prapariert werden und zeigte an, dass das tTA-Element durch Doxycyclin
im Bereich von 100-0,1ng Dox / ml Wachstumsmedium fiir die Kontrolle der Expression des Re-
portergenes eingesetzt werden kann. Dies zeigte eine gute Funktion des Systems in adenoviralen
Vektoren.

4. Adv-TRE-EGFP: Der Transfervektor pAE1-TRE-EGFP und der daraus rekombinierte, adenovirale
Vektor waren sowohl bei Studien in HUVECs als auch in 293-Zellen in zufriedenstellendem Mal3e
funktionell. Die Hintergrundaktivitat des Reportervirus ist ohne tTA-Stimulation bzw in Gegenwart
von tTA und Dox nach 48h deutlich sichtbar. Die Fluoreszenz konnte durch den Einsatz der CMV-
Kontrolle auf das zwanzigfache der Hintergrundaktivitat gesteigert werden. PCRs aus dem Trans-
fervektorkonstrukt und Adenovirusextrakt konnten das Vorhandensein der Expressionskassette
zweifelsfrei bestatigen. Aufgrund der einwandfreien Funktion des Reporterkonstruktes kann davon
ausgegangen werden, dass der Adv-TRE-EGFP funktionell und fir weitere Studien einsatzbereit
ist.

3.3. Perspektiven

Der Hinweis auf Funktionalitat des Transfervektors pAE1-Flk-1-tTA ist Anlass genug, weitere Anstren-
gungen im Hinblick auf die Konstruktion eines rekombinanten Adv-Flk-1-tTA zu unternehmen. Eine
Moglichkeit ware die Verkiirzung der Flk-1-Kassette auf ein Mal, das eine problemlose Rekombinati-
on in das Virusgenom zulassen und damit die Generierung eines Viruspraparates mit hohem Titer
ermoglichen wirde. Ein anderer Ansatz ware die Verwendung eines adenoviralen Rekombinations-
vektors mit grofleren Deletionen, der die funktionelle Integration der unverkirzten Expressionskasset-
te ins Genom moglich machen wiirde. Ein funktioneller Adv-FIk-1-tTA kann, wenn er selektiv in EC
aktivierbar ist, fur Studien zur Unterdriickung der Angiogenese in Mausen herangezogen werden und
ware somit wichtig fur die Inhibierung aberranter Angiogenese in pathologisch veranderten Geweben.
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4.1. Klonierungen in Vektoren

Um genetisches Material in einen Organismus einbringen zu kdnnen, muss dieses zuerst in ein geeig-
netes Plasmid eingefligt werden. Ein Plasmid enthalt 1) einen bakteriellen origin of replication, um den
Vektor nach Trafo eines kompetenten Bakteriums im Organismus zu vermehren bzw. stabil zu halten,
2) einen oder mehrere Selektionsmarker, die Resistenz gegeniber Zellgiften oder Antibiotika verlei-
hen, sowie 3) eine polycloning site, also eine Sequenz mit mehreren Restriktionsschnittstellen, in die
ein entsprechend behandeltes Fragment eingebunden und ligiert werden kann. Die vermehrten Plas-
mide kénnen dann mittels Mini- oder Midipraparation isoliert und zur Transfektion in eukaryontischen
Zellen genutzt werden, wo das Genfragment einen + starken Einfluss auf den Phanotyp der transfek-
tierten Zellen ausubt.

4.1.1. Konzentrationsmessung gereinigter Plasmide

2ul einer DNA-L6sung werden in 500ul H,0 in einem MCT unter kurzem Vortexen gelést und die opti-
schen Dichten OD4g,/OD,gq im Spektrophotometer ermittelt. Vor der eigentlichen Messung muss eine
Leerprobe (500ul Aquabidest) gemessen werden, um das Spektrophotometer zu Kalibrieren. Das
gesamte Volumen der Verdinnung wird zur Messung in Quarz-Kuvetten gefillt. Zwischen jeder Mes-
sung muss die Kuvette mit Aquabidest gespllt werden. Die OD bei 260nm lasst auf die Konzentration
der Probe schlieRen. Das Verhaltnis der Absorption bei 260 und 280nm sollte zwischen 1,8 und 2
liegen, was fiir eine proteinfreie DNA spricht. Bei Messungen von Lésungen, in denen voraussichtlich
geringe Mengen DNA geldst vorliegen, z.B. bei Fragment-Eluaten aus partiellen Verdauen, eignet sich
die Verwendung von Baby-Kuvetten. In diesen Kuvetten werden 60ul Lésung bestehend aus 5ul Pro-
be und 55ul H,O gemessen. Die Berechnung der DNA-Konzentration der Probe in ug/ul erfolgt immer
mittels der Formel:

OD 2 x H x F
D

=K

OD.s:  Absorption des Lichtes durch DNA bei 260nm als optische Dichte
Eingesetzte pl H,0

DNA spezifischer Faktor, angegeben mit 0,05

Eingesetzte yl DNA-L6sung

Konzentration der DNA-L&sung in pg/pl

Ao

4.1.2. Restriktionsverdau von Plasmiden

Um einen Vektor zu linearisieren oder um festzustellen, ob ein Plasmid tatsachlich ein Insert aufge-
nommen hat, wird die gewonnene DNA mit dem entsprechenden Restriktionsenzym geschnitten und
spater mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Fir die Behandlung eines Vektors nach Linearisierung
mit nur einem Enzym siehe 4.1.6. Die Proben miissen zunachst auf eine Konzentration von 1ug DNA /
ul gebracht werden. Die Verdiinnungen werden durch Vortexen im MCT gemischt. Nach jedem Vorte-
xen sollte der Inhalt durch kurzes Zentrifugieren mit der Tischzentrifuge wieder am Boden des Gefa-
Res gesammelt werden. Der Verdauansatz wird folgendermalen durchgefihrt:

e Mengen:
Verdunnte DNA:  Meist 1pl bzw. ein Losungs-Volumen < 9ul, das 1ug DNA enthalt; jedenfalls
sollte nach dem Auffiillen mit allen Komponenten die Endkonzentration bei
0,1ug DNA / ul des wassrigen Ansatzes liegen.

Verdaupuffer: 1ul 10fach konzentrierten Verdaupuffer
Aquadest: Auf 10ul Gesamtvolumen ohne Enzym auffiillen
Enzym: mind. 1U / pl oder maximal 1ul Enzymlésung in 20% Glyzerin

Zur Vereinfachung der Pipettierung und Erhéhung der Genauigkeit sollte fir mehrere Verdauansatze
eine Masterlésung erstellt werden: Angenommen es sollen 10 Verdaue mit BamHI angesetzt werden,
so ist es zweckmafRig, 10ul Puffer-B in 80ul Aquadest zu Verdinnen und dieser Masterlésung 5-10ul
Enzym zuzusetzen. Diese Masterlésung kann dann zu 9ul Aliquots aufgeteilt und mit je 1ul DNA-
Ldsung versetzt werden. Zum Schluss werden die Verdaue etwa 1h bei entsprechender Temperatur
(meist 37°C) inkubiert. FUr die verwendeten Restriktionsenzyme werden die entsprechenden Puffer
nach einer Tabelle des Herstellers ermittelt, welche die Verdauquote in % angibt.
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Bei einem Verdau mit zwei Enzymen wahit man jenen Puffer aus, der fiir beide eine gute Effizienz
gewabhrleistet. Schneidet ein Enzym nach Erfahrung besser als ein zweites, so wahlt man bei mehre-
ren Entscheidungsmaoglichkeiten jenen Puffer aus, der flir das schwachere Enzym ginstiger ist. Wenn
eine groRere Menge des DNA-Fragmentes erhalten werden soll, so kénnen die Angaben mit dem
bendtigten Faktor einfach multipliziert werden.

4.1.3. Gelelektrophorese von verdauten Plasmiden und Nukleinsdurefragmenten

Prinzip: DNA ist ein negativ geladenes Makromolekiil und wandert bei angelegtem Strom von der
Kathode zur Anode. Wird dem Molekiil ein engmaschiges Hindernis in den Weg gelegt, so wird seine
Wanderungsgeschwindigkeit je nach Grofie und Konfiguration der DNA + stark behindert. Ein solches
Hindernis stellt ein Gel aus Agarose dar, dessen quervernetzte Molekiluntereinheiten die Wanderung
der DNA entlang der angelegten Spannung behindern. Je gréfier die DNA ist, desto langsamer wird
sie durch das Gel wandern, je kleiner sie ist, desto schneller. Auf diese Art ist es mdglich, DNA-
Fragmente verschiedener Grolien voneinander zu trennen.

4.1.3.1. Bereitung des Gels

1. In einen 100ml Erlenmeyerkolben werden 10mg Agarose / ml 1xTAE-Puffer, multipliziert mit der
gewunschten Prozentzahl®, eingewogen (fur ein 1%iges 20ml, umfassendes Gel also 200mg
Agarose).

Die Suspension wird in der Mikrowelle auf 100°C erhitzt, wobei sich die Agarose I6st.

Die L6sung einige Zeit stehen lassen, bis sie etwa 60°C abgekuhlt ist.

1/20pl des relativ thermolabilen Ethidiumbromids (kanzerogen!) zugfiigen und das Gel in die ent-

sprechende Apparatur giel3en.

5. Nach etwa 2 Stunde ist das Gel erstarrt und die Dichtungen kdnnen aus der Apparatur entfernt
werden. Das Gel mit 1xTAE-Puffer blasenfrei bedeckt und der Kamm wird vom Gel entfernt, die
Slots liegen nun frei. Sie fassen bei einem Ublichen 20ml Gel und einem 8x-Slotkamm etwa 10-
15ul DNA-L6sung. Soll eine grolRere Menge aufgetragen werden, kann es Hilfreich sein, einfach
das Volumen des Gels zu erhéhen.

6. Trenngele werden ublicherweise mit 0,8% hochreiner low-melt-Agarose angesetzt und muss 1h
erstarren

pON

4.1.3.2. Durchftihrung

In die Verdaue aus 4.1.2. werden 2ul 6xLoadingbuffer pipettiert. Das Gel kann mit 5-13ul Probe / Slot
beladen werden. Es wird bei ca. 75V 30-50min lang gefahren. Als Marker wird 1pl fragmentierter DNA
mit einer Konzentration von 50ng/pl eingesetzt. Anmerkung: Die DNA-Probe wird in TE-Puffer soweit
verdiinnt, dass sie in einer Konzentration von 0,1ug/ul vorliegt. Das Gesamtvolumen dieser Verdin-
nung sollte bei 10l liegen. Zu dieser Verdinnung kénnen 2ul 6xLoadingbuffer zugefligt werden, um
damit einen Slot zu laden.

4.1.4. Ausschneiden von Banden gereinigter Nukleinsdurefragmente

Der Verdauansatz wird nach Inkubation vollstindig auf 0,8% low-melt-Agarose’ (4.1.3.1.) aufgetragen
und lauft 90min bei 40-50V und 50-60mA. Auf diese Art werden stérende zirkulare Plasmide von den
linearisierten getrennt. Wird dieser Schritt nicht durchgefiihrt, wiirden die Transformanten zu einem
Grolfiteil Vektoren aufnehmen, in die kein Insert kloniert werden konnte. Die Bande mit dem linearisier-
ten Vektor wird mit dem Skalpell ausgeschnitten und phenolextrahiert. Hierbei ist strikt darauf zu
achten, dass die UV-Exponierung der DNA moéglichst gering gehalten wird! Dies ist von beson-
derer Bedeutung, da ansonsten Mutationen in die DNA-Sequenz eingefiihrt werden kénnen. Manche
durch UV-Licht hervorgerufenen DNA-Modifikationen (Thymin-Thymin-Dimere, Cross-Linkages) kon-
nen so ernst sein, dass E.coli Zellen mit geschwachten Reparaturenzymen (XL1-blue, SURE) diese
nicht mehr beheben kénnen. Die Zellen kénnen dann mit aus solchen Fragmenten konstruierten
Plasmiden nicht erfolgreich transformiert werden. Die Wahrscheinlichkeit inhibitiver Modifikationen
steigt sowohl mit der Lange der einzelnen Fragmente als auch mit der Dauer der UV-Bestrahlung
exponentiell an. Die Gele sollten daher immer auf Alufolie gelegt und nur jene Teile zur Sichtbarma-
chung der Banden exponiert werden, die auch wirklich gerade zum Ausschneiden der Banden bendé-
tigt werden. Jede einzelne Bande, die flr Konstruktionen verwendet werden soll, darf insgesamt ma-
ximal 5-10sec. UV-Licht ausgesetzt sein und nur so weit, dass die Banden keine direkte Bestrahlung

® Die Prozentzahl des Geles richtet sich nach der Art der Anwendung: Fur groRere DNA-Fragmente im kB-Bereich werden meist
1%ige Gele verwendet, fir DNA-Fragmente, die nicht viel gréer als ca. 500Bp sind, finden 2-3%ige Gele Verwendung.

” Die Seaplague-low-melt-Agarose eignet sich besonders fiir die Isolierung von Fragmenten, die flir Hybridisierungsansatze
genutzt werden sollen.
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aufnehmen koénnen: Oft reicht es aus, die fraglichen Gelabschnitte einfach in die Nahe des UV-Lichtes
zu rlcken, bis sie ausreichend sichtbar werden. Nicht benétigte Gelabschnitte kdénnen auch abge-
trennt und spater verarbeitet werden. Zur Kontrolle, ob die richtige Bande ausgeschnitten wurde, kon-
nen die Reste des Geles mittels UV auf das Fehlen der fraglichen Bande untersucht werden.

4.1.5. Phenolextraktion von DNA aus Agarose

Durch Phenolextraktion kann DNA von den meisten Substanzen gereinigt werden. Dazu gehéren Po-
lysaccharide genauso wie Proteine. Obwohl hier die Extraktion der DNS aus Agarose beschrieben
wird, ist diese Anleitung auch fir die Reinigung von Nukleinsauren von Proteinen gliltig:

1.

Die ausgeschnittene Bande wird in ein 1ml Mikrozentrifugenréhrchen (MCT) Uberfiihrt und kurz
zentrifugiert. Dadurch setzt sich die Agarose ab und das Volumen kann geschatzt werden (z.B.
100ul). Nun werden dem Ansatz das gleiche Volumen TE zugefligt und die entstehende Lésung
wird fur etwa 5min im Thermoblock auf 68°C erhitzt, wodurch sich die Agarose verflissigt. Danach
stellt man das MCT zum Abkuhlen auf 37°C und zentrifugiert kurz ab.

Nun wird jenes Volumen Phenol® (TE gesattigt, auf pH7,5 aquilibriert) zugefiigt, das dem der
wassrigen Phase gleicht (z.B. 200ul). Durch das Phenol werden stérende Proteine aus der wéass-
rigen Phase entfernt. Dazu wird das Gemenge 60sek durch Vortexen gemischt (die Flissigkeit er-
scheint nun milchig).

Damit die Phasen sich trennen kdnnen, wird der Ansatz fiir 5min auf Eis gestellt und anschlieRend
5min bei 14,5kupm und 4°C zentrifugiert.

Die leichtere, wassrige Phase kann mittels einer Gilson-Pipette in ein neues MCT abgehoben
werden. Obwohl gesattigtes Phenol nicht in Lésung gehen sollte, kbnnen trotzdem Spuren davon
in die wassrige Phase Ubertreten. Um diese zu entfernen wird der Ansatz mit dem stark apolaren
Chloroform 1min durch Vortexen extrahiert (das einzusetzende Volumen entspricht dem der wass-
rigen Phase).

Um die wéssrige Phase von der organischen zu trennen, wird der Ansatz eine Minute bei 4°C und
14,5kupm zentrifugiert und die leichtere wassrige Phase in ein neues MCT abgehoben.

DNA-Féllung:

1.

Fallungen werden prinzipiell in original Eppendorf MCT durchgefiihrt, da bei diesem Material auch
kleine Pellets noch sichtbar bleiben, wahrend bei Réhrchen anderer Hersteller kleine Pellets oft
unsichtbar sind und ein ordnungsgemafes Arbeiten dadurch erschwert wird.

Dem Ansatz wird nun 1/10 seines Volumens an 3M Na-Acetat (pH5,2) zugefligt. Das Salz bindet
in Konkurrenz zur DNA die Wassermolekile an sich.

Nun werden das 2,5fache des Volumens der wassrigen Phase an Et-OH-absolut (auf —20°C ge-
kihlt) zugefugt. Ethanol ist stark wasserldslich und entrei3t der DNA seine Hydrathulle, wodurch
sie ausfallt. Die Fallung erfolgt UN bei —20°C. Alternativ kann auch bei —80°C fiir 20min gefallt
werden.

Die Fallung wird anschlieRend fiir 30min bei 4°C und 14,5kupm zentrifugiert. Der Uberstand muss
vorsichtig mittels einer zur Kapillare geformten Pasteurpipette und Gummibalichen vom Pellet
abgesaugt werden.

Um die Salze vom Pellet zu entfernen wird dieses mit 100ul 70%igen Ethanol gewaschen (Das
Pellet kann sich dabei ohne weiteres vom Boden I6sen, muss aber 5min bei 4°C und 14,5kupm
verdichtet werden, bevor der Waschalkohol vorsichtig mit der Kapillare abgesaugt werden kann.
Nun kann das Pellet entweder 10min mit getffnetem Deckel bei RT getrocknet werden, oder die
Restflussigkeit wird nach kurzem Zentrifugieren am Boden gesammelt und mit einer Kapillare vor-
sichtig abgesaugt (besser).

Die DNA wird in 10-50pl TE-Puffer® oder H,0 aufgenommen und flr 5min bei 68°C im Thermo-
block inkubiert oder schonend 1h bei RT gehalten und in 15min-Abstdnden sanft Durchmischt,
wodurch die DNA sich vollstandig im Puffer I6st.

Fur die Berechnung: Ein Verlust von bis zu 50% ist einzukalkulieren.

8 Sollen nur Proteine aus einer agarosefreien Lésung durch Phenolextraktion entfernt werden, so ist eine vorbereitete Mischung
aus Phenol:Chlorophorm:Amylalkohol in einem Verhaltnis von 25:24:1 besser geeignet. Eine solche Mischung kann schon TE-
geséttigt unter einer wassrigen Schutzphase von entsprechenden Zulieferern (z.B.: Sigma) bezogen werden.

Da der TE-Puffer den Magnesiumfanger EDTA enthalt, kdnnen Mg”-abhéngige Reaktionen durch entstehenden Mg”-MangeI
inhibiert werden. EDTA enthalt 4 funktionelle Gruppen und kann daher pro Molekul 2 Magnesium-lonen binden.
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4.1.6. Phosphatase vermindert Religation

Wenn ein Vektor mit nur einem Enzym linearisiert worden ist, so besitzt er auf beiden Enden kompa-
tible Uberhénge, die eine Religation des Vektors bevorzugt stattfinden lassen. Um dies zu vermindern,
werden die 5°-Phosphategruppen an den kompatiblen Enden durch den Verdau mit alkalischer
Phosphatase entfernt (Dephosphorylierung), was es der Ligase erschwert, ein Phospahtriickgrad zwi-
schen kompatiblen Enden auszubilden. Zu diesem Zweck werden einem Verdauansatz entsprechend
der Anzahl freier enden die bendtigte Menge Phosphatase zugefiigt:

1. Einem 1ug DNA mit ~1kb Lange entsprechen ~1.52pmol DNA-Molekiile, also ~3pmol freier En-
den. Pro pmol freier Enden missen 0,01U Phosphatase zugesetzt werden.

_ Mx0,0152
L

Pu

Pu Anzahl bendtigter Units alkalischer Phosphatase
M: Masse der gelésten DNA in ug
L: Lange des geldsten, linearisierten Plasmids in kB

2. Dazu wird 1l Phosphataselésung (1U) in 99ul 1:10 verdinnten Phosphatasepuffer gelost

(0,01U/ul) und in entsprechender Menge in einen 10ul-Verdauansatz zugefligt. Der fehlende

Phosphatasepuffer wird auf insgesamt 10ul erganzt, d.h. durch Zugabe von 3ul des in 1xPuffer

verdinnten Enzyms werden noch zusatzlich 9,7ul Puffer benétigt. Der Ansatz wird auf 100ul Ge-

samtvolumen mit Aquadest aufgefllt.

Fir 5-Uberhénge gilt: 30min Inkubation bei 37°C.

Far 5°-Einzlge oder Stumpfe Enden gilt: 15min Inkubation bei 37°C, weitere 15min bei 56°C.

Danach werden 0,01U Enzym pro pmol Enden zugefiigt und der Ansatz wird wiederum 30min bei

37°C inkubiert.

6. Um die Reaktion zu stoppen, wird die Phosphatase durch 20min Hitzeinaktivierung bei 65°C de-
naturiert.

7. AnschlieRend kann der Vektor wie unter 4.1.3.ff. beschrieben Uber Gelelektrophorese gereinigt
und weiter verarbeitet werden.

o s w

4.1.7. Eluieren von Plasmid-DNA mittels QIAGEN-Gel-Extraction-Kit (QGEK)

Eine zeitlich effiziente Art der Eluation macht es moglich, dass die DNA nicht mittels eines low-melt-
Agarosegels gereinigt werden muss, sondern auch normal schmelzende Agarose verwendet werden
kann.

1. Die ausgeschnittene Bande wird im MCT auf sein Volumen geschatzt, ein Dreifaches dieses Vo-
lumens des Puffers QG zugegeben und bei 50°C im Wasserbad inkubiert, bis die Agarose voll-
standig geldst ist (kann durch Vortexen unterstitzt werden). Die Pufferfarbe sollte dabei gelb blei-
ben. Ist dies nicht der Fall, missen etwa 10ul Na-Acetat, pH5,2 zugefiigt werden, um den pH-Wert
wieder auf 7,5 einzustellen. Dies ist nétig, da die Eluations-Saule die DNA nur bei diesem pH bin-
det.

2. Dem Ansatz wird nun das einfache Volumen der eingefllliten Agarose an Isopropanolalkohol zu-
geflgt und auf die Eluierungs-Saule appliziert. Diese wird auf ein mitgeliefertes 1,5ml Auffangge-
fall gesteckt und bei 14kupm, RT, 1min zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und das Auf-
fanggefald wird weiterverwendet.

3. Auf die Saule werden 500yl Puffer QG appliziert und der Ansatz wird nochmals unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Bei diesem Schritt werden alle Reste der Agarose entfernt. Der Durch-
fluss wird verworfen und das Auffanggefal nochmals verwendet.

4. Die Saule kann nun mit 0,75ml Puffer PE (muss unbedingt Et-OH enthalten!) gewaschen werden.
Auch hier wird der Durchfluss nach dem Zentrifugieren verworfen. Die Saule wird auf das entleer-
te AuffanggefalRe aufgesetzt und nochmals fur 1min zentrifugiert, um die Reste des Et-OH aus
dem Puffer PE zu entfernen.

5. Nun wird sie Saule wird auf ein neues Auffanggefald gesteckt und die DNA mit 30ul Puffer EB
durch Zentrifugieren bei 14kupm, RT, 1min eluiert.
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Die Menge der erhaltenen DNA ist so zu berechnen:

e 1ug der Plasmid-DNA ist fUr die Linearisierung eingesetzt worden.

Die Eluierung hat 70% Effizienz, 60% bei anschlieBender Ethanolfallung.

Die erhaltenen 700ng sind in etwa 30yl Puffer geldst (oder in 10-20ul nach Ethanolfallung).
Die Konzentration liegt also bei etwa 25-60ng DNA / ul Lésung.

Far einen Ligationsansatz sind somit 1-2ul DNA-L&sung ausreichend.

4.1.8. Ligieren des Vektors mit einem Genfragment

Grundsatzliches: Eine Ligation ist eine ATP-abhangige Enzymreaktion, die bei neutralem pH zwei
getrennte DNA-Strange zu einem zusammenfiihren kann. Das Phosphatriickgrad wird dabei voéllig
wiederhergestellt. Um illegale Religationen eines linearisierten Vektors zu vermindern, muss das zu
Inserierende Fragment in einem zahlenmaRig (molekularen) 2-10fachen Uberschuss der Reaktion
zugefugt werden. Dies muss bei der Kalkulation der Masse des eingesetzten Fragmentes bertcksich-
tigt werden:

Mprfxf:Mf

Bp
Mp: Eingesetzte Masse der Plasmid-DNA in ng
Bf: Lange des Fragmentes in Basenpaaren
Bp: Lénge des Plasmides in Basenpaaren
Mf: Einzusetzende Masse der Fragment-DNA in ng
f Faktor des benétigten Uberschusses

Damit eine erfolgreiche Ligation von einer nicht erfolgreichen unterschieden werden kann, werden
immer zwei Ligationsansatze durchgefiihrt: Der eine enthalt unter anderem das zu klonierende Insert,
der andere (Negativkontrolle) statt dessen nur Wasser. Bei der Trafo missen auf der Agarplatte mehr
Kolonien der positiven Ligation als solche der Negativkontrolle anwachsen. Ansonsten kann davon
ausgegangen werden, dass die Kolonien des positiven Ansatzes hauptséachlich religierten Vektor ent-
halten und die Ligierung sowie die Trafo wiederholt werden miissen. Der Ansatz wird auf Eis gehalten
und enthalt:

10-50ng Vektor-DNA

10facher Molekiil-Uberschuss Insert-DNA (nicht bei Negativkontrolle)
1ul Puffer (enthalt bereits ATP)

Der Ansatz wird auf 10ul mit H,O aufgefillt

Zum Schluss wird 1yl Enzym zugefugt

Eine Standartreaktion:

e 6l H,O auf den Boden des 1ml Eppis (7ul bei der Negativkontrolle)
1ul Puffer an den Rand des MCTs

50ng Insert an den Rand (nicht bei der Negativkontrolle)

50ng Vektor an den Rand, dann kurz zentrifugieren

1ul T4-DNA-Ligase

Nach Zugabe der T4-Ligase muss der im Kuhlraum durch Vortexen vermischt und kurz zentrifugiert
werden. Die T4-Ligase wird sofort nach Verwendung auf —20°C gelagert. Die Inkubationszeit richtet
sich nach der Temperatur:

Temperatur in °C  Bendtigte Inkubationszeit  Effizienz

4 2-3 Tage Sehr hoch
16 UN Hoch
RT 4h Mittel
37 1h Niedrig
Tabelle 4.1.8.1.

Die Ligationsiésungen kbnnen auch selbst hergestellt werden:
e 5x Ligasepuffer

3,5ml 1M Tris-HCI pH7,5

350ul 1M MgClI2

6,16ml Aquadest
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100mM DTT-LAsung

154mg Dithiothreitol werden in 1ml eisgekihltem Aquadest geldst.
Von dieser Lésung werden jeweils 100ul in 900pl eiskaltem Aquadest verdiinnt. Die entstehenden

Aliquots werden bei —20°C gelagert. DTT dient als O,- und Radikalfanger, damit die Klenow-

Polymerase nicht geschadigt werden kann.

20mM ATP

ATP in 4°C kaltem H,O I6sen und mit NaOH auf neutralen pH einstellen. Der pH wird mit pH-
Indikatorpapier Uberprift. Die Losung wird dann auf 1ml aufgefilit.

Die Lésungen werden jeweils auf 10 Aliquots aufgeteilt und bei —20°C gelagert.

Der Ligationsansatz wird dann folgendermalBen zusammengestellt:

10-50ng Vektor-DNA

10facher Molekiil-Uberschuss Insert-DNA (nicht bei Negativkontrolle) (6)
2yl 5x Ligase-Puffer

1ul 100mM DTT

1ul 20mM ATP

Der Ansatz wird auf 10ul mit H,O aufgefiillt

4.1.8.1. Durchfiihrung problematischer Ligationen

Sollten Ligationen nicht, wie unter Punkt 4.1.8. beschrieben, durchfiihrbar sein, so kann man dies auf
mehrere Probleme zurtckfihren:

z.B

z.B.

e Blunt end Ligationen oder Uberhadnge mit nur einem Nukleotid Lange (z.B. Clal-Verdau)
¢ Insert-Menge ist sehr gering
e Stdrende Salz- oder Losungsmittelriickstéande

Zunachst sollten alle durch Phenolextraktion oder Saulenreinigung (4.3.5.) isolierten Nukleinsau-
ren mittels Ethanolfallung und Losung in reinem H,O von allen Riickstanden gereinigt werden.
Das Insert sollte so eingesetzt werden, dass es die Molekularzahl des Vektors, der in einem 10ul-
Ligationsansatz mit 50-100ng vorliegt, um das 10fache Ubersteigt (siehe oben). Sollte dies nicht in
vernlnftigen Volumina realisierbar sein (aufgrund der GréRRe des Inserts oder weil die Konzentra-
tion eines Inserts aus einem partiellen Verdaus nicht geniigend hoch liegt) so kann das durch E-
thanolfallung gereinigtes Prazipitat des Inserts in der bendétigten Menge der Vektorlésung aufge-
nommen werden.

Diese Ldsung wird vor weiterer Verwendung 5min auf 45°C im Thermoblock unter Schutteln er-
warmt, damit die Komponenten optimal geldst vorliegen. Danach wird die Vektor-Insert-Losung
auf Eis gestellt.

Um die Genauigkeit der Salzkonzentration des Puffers pro Ansatz zu erhéhen, die durch Pipettier-
fehler vermindert werden konnte, wird nun eine Masterlésung flr die Ligation angefertigt. AulRer-
dem wird zusatzlich neutralisiertes ATP eingesetzt. Die Mengen der jeweiligen Komponenten
werden mit der Anzahl der Ansatze + 1 multipliziert, also flr 2 Ansatze (Ligation + Kontrolle) wir-
de dies 3 ergeben:

. je 3x

e 1yl ATP (10mmolar)
e 1ul 10xLigasepuffer
e 1ul T4-DNA-Ligase (Enzymldsung wird hier in die Gesamtlésung miteinbezogen!)

Zu 7yl Vektor-Insert-Lésung werden daher 3ul der Masterlésung zugefiigt. Dieser Ligationsansatz
wird drei Tage bei 4°C inkubiert. Nun wird eine weitere Masterldsung erstellt:

je 3x

e 4,0ulHO

e 0,5ul 10xLigasepuffer
e 0,5ul T4-DNA-Ligase

53



4. Methoden

6. Von dieser Stocklésung werden 5ul dem Ligationsansatz zugefiigt und dieser wird UN bei 12-
16°C inkubiert. Anschlielend wird der Ansatz noch 3h bei RT gelagert, bevor er durch Etha-
nolprazipitation von Salzen gereinigt wird.

7. Alternativ kann eine schonendere Methode der Reinigung mit der Clean-Resin-Suspension von
Stratagene durchgefiihrt werden. Die Partikel der Clean-Resin-Suspension sind in der Lage, Salze
und Proteine aus der DNA-LOsung weitgehend zu entfernen. Zu einem 10-15ul umfassenden Li-
gationsansatz werden 5l einer gut durchmischten Clean-Resin-Suspension zugefugt. Der Ansatz
wird 15sec. durch Vortexen durchmischt und bei 6kupm 2min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgehoben und in einem frischnen MCT abermals mit Clean-Resin gereinigt. Dieser Uber-
stand ist nun fur eine Trafo von E.coli-Zellen geeignet.

4.2. Transformation von E.coli

Kompetent gemachte E.coli Kulturen kdnnen mit schon Plasmiden transformiert werden. Die kompe-
tenten Zellen sind aufgrund ihrer Labilitat in Glyzerin bei —80°C eingelagert. Vor Nutzung missen sie
langsam auf Eis getaut werden, so wie alle weiteren Schritte auf Eis durchgeflhrt werden.

4.2.1. Hitzeschock-Trafo

Diese Methode des Gentransfers ermdglicht es, unbehandelte DNA durch destabilisierte Membranen
einzuschleusen.

4.2.1.1. Herstellung chemisch kompetenter Hitzeschock-Zellen aus E.coli

Damit Zellen DNA aufnehmen kdnnen, missen ihre Membranen instabil, d.h. durchlassig fur Makro-
molekiile gemacht werden. Die Zellen befinden sich, nachdem sie durch graduelle Verminderung der
Salzkonzentration kompetent gemacht worden sind, in einem Zustand héchster osmotischer Span-
nung. Dies fuhrt dazu, dass immer wieder kleine Locher in der Membrane entstehen, durch welche die
DNA-Molekile eindringen kdnnen. Daher mussen diese sehr sensiblen Zellen entsprechend scho-
nend behandelt werden (tauen und arbeiten auf Eis!). Nachdem die DNA eingedrungen ist, kdnnen die
Zellen durch einen Erholungsschritt in warmem LB-Medium wieder ihre osmotische Stabilitat zurticker-
langen.

Materialien:
e UN-Kultur bei 37°C im Kulturschiittler, 250upm, einer einzelnen Kolonie von E.coli Zellen in 10ml
LB oder SOB-Medium (sehr geeignet sind XL1-blue-Stamme).

e SOB-Medium:

Bacto-Trypton: 20g
Bacto-Hefe-Extrakt: 59
NaCL: 5g
250mM KCI: 10ml
Aquadest: 950ml

pH7mit 2N NaOH (~500ul) einstellen, Volumen auf 1L mit Aquadest auffiillen. Die Lésung wird au-
toklaviert und vor Gebrauch mit 5ml steriler 2M MgCL,-L6sung versetzt.

e  SOC-Medium fir den Erholungsschritt nach dem Temperaturschock:
11 SOB-Medium + 20ml steriler 1M-Glukose

e TB:
Pipes: 1,509
CaCly: 0,83¢g
KCI: 9,329

Auffillen mit 400ml Aquadest, pH-Wert auf 6,7 mit 1M KOH-L6ésung einstellen, daraufhin 16sen

sich die vorher zugefligten Komponenten. 5,44g wasserfreies MnCL, oder 8,54 MnCL, x 4H,0 der
Lésung zufligen und das Volumen auf exakt 500ml einstellen und sterilfiltrieren, bei 4°C Lagern.
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Vorgangsweise:

1. 2-5ml einer monoklonalen LB-UN-Kultur oder einem Glyzerin-Stock aus einer vereinzelten E.coli
Kolonie werden in 500ml SOB-Medium (in 2| Erlenmeyerkolben) geimpft. Diese Kultur soll bis zu
einer ODgpg von mind. 0,5, maximal 0,8, optimal 0,6 anwachsen. Der Kolben wird dabei mit
200upm bei 37°C (ca. 3h) oder bei RT (ca. 7h, oft werden dabei bessere Ergebnisse erzielt) ge-
schiittelt. Fir eine 500ml-UN Kultur werden nur 200ul aus primaren Kultur inokuliert und ca. 15h
bei RT mit 200upm inkubiert. Die ODgqg sollte gegen Ende der angegebenen Wachstumszeiten in
30min-Abstanden Uberprift werden. Die folgenden Arbeiten werden im Kihlraum bei 4°C durch-
gefihrt.

2. Die Kultur wird 10min auf Eis gestellt und der Inhalt dann auf 45ml-Falcon-Bluecaps aufgeteilt.
Diese werden anschlief3end bei 4kupm, 4°C, 10min zentrifugiert.

3. Die Uberstande werden komplett dekantiert und die Pellets in jeweils 10ml auf Eis gekiihlter TB-
Lésung resuspendiert. Die Suspensionen werden 10min auf Eis belassen, in 2 Falcon-Bluecaps
gleichmalig verteilt und bei 4kupm, 4°C, 10min zentrifugiert.

4. Die Uberstande werden jeweils wieder vollstandig abgegossen und die Pellets durch vorsichtiges
Schitteln in je 5ml (insgesamt 10ml) eisgekulter TB-Losung resuspendiert. Die Suspensionen
werden vereinigt und 750yl DMSO (~7%iges DMSO) zugefiigt und rasch durchmischt.

5. Die nun kompetenten Zellen kénnen entweder sofort verwendet oder rasch als 100ul Aliquots in
1ml- oder 0.5mI-MCT Ubertragen, in flissigem N, schockgefroren und bei -80°C gelagert werden.

Die Effizienz der DNA-Aufnahme wird in CFU (colony forming units) angegeben und bezieht sich auf
ug eingesetzter DNA. Dazu wird eine Trafo mit einem Standartplasmid angesetzt, dass in einer Ver-
dinnungsreihe mit 10ng, 1ng und 0,1ng in die Ansatze eingebracht wird (siehe auch 4.2.1.3.). Die
Menge der eingesetzten E.coli-Suspension flie3t nicht in die Berechnung ein, da es kaum einen Un-
terschied macht, ob 50 oder 100ul der Schockzellensuspension eingesetzt werden:

K><100_E

Dx A4

Angewachsene Kolonien pro Ansatz
Entnommener Anteil des Gesamtansatzes in %
Menge der eingesetzten DNA in ug

Effizienz in CFU/ug DNA

monA

4.2.1.2. Hitzeschock-Trafo von E.coli-Zellen mit Ligationsansétzen

Da in einem Ligationsansatz erfahrungsgemal wenig verwertbarer Vektor mit Insert vorhanden ist,
muss ein Transformationsansatz durchgefiihrt werden, der effiziente Aufnahme der DNA in die E.coli
Zellen garantiert:

1. Je Trafo werden 100yl auf Eis getaute, chemisch kompetente E.coli Zellen in eine vorgekihlte
14ml Falcon-Tube mit Steckverschluss Uberfiihrt. Dazu kommen max. 5ul Ligationsansatz. Das
Gemisch wird flr 20min auf Eis gehalten.

2. Der Ansatz wird nun fir 40-45sec im Wasserbad auf 42°C schockerwarmt und mit 1ml SOC- oder
LB-Medium versetzt. Die Trafos werden danach fiir 1h im Inkubator bei 37°C geschiuittelt.

3. Die Suspension wird bei 3kupm, RT, 10min abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das
Pellet kann danach vorsichtig in LB-Medium (50ul fur 10cm-Platten und 200pl far 15cm-
Agarplatten) oder LB-Selektionsmarker'°-Medium aufgenommen und auf einer LB-Selektions-
Platte ausgestrichen werden.

4. Es werden 2 Ansatze erhalten: Zum einen die Trafo mit dem Vektor mit Insert (+), zum anderen
die Trafo ohne das Insert als Negativkontrolle (-). Die Agarplatten werden UN bei 37°C inkubiert.

Sollte die Anzahl der anwachsenden Kolonien der Negativkontrolle gleich grof3 sein, wie jene des
Ligationsansatzes, so wurde der Vektor vermehrt religiert. Eine Uberpriifung der Kolonien durch Mi-
dipraparation und Kontrollverdau ist nur dann sinnvoll, wenn die Anzahl der Kolonien des Ligationsan-
satzes um mindestens Faktor 3 hoher liegt, als die der Negativkontrolle. Siehe auch 4.2.1.2.: Anmer-
kung fir besonders sensible Transformationen.

10 7.B. Ampizillin, Kanamycin
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4.2.1.3. Retrafo von E.coli mit praparierten Plasmiden

Jeweils 50pl einer kompetenten Kultursuspension werden fiir einen Transormationsansatz benétigt.
Retrafos werden in vorgekihlten 14ml Falcon-Tubes mit Rundboden und Steckverschluss durchge-
fuhrt. Ihnen wird zwischen 1-10ng Plasmid-DNA zugefugt, die Inkubationszeit auf Eis betragt dabei
20min. Danach werden die Zellen im Wasserbad bei 42°C fiir 40 sek. schockerwarmt, kurz auf Eis
gestellt und anschlieffend kénnen die gesamten 50ul Ansatz bei unproblematischen Trafos sofort auf
eine Agarplatte mit Selektivmedium (z.B.: 100ug Ampizillin / ml LB-Medium) ausgestrichen werden.
Bei sensiblen Trafos (grof3e Plasmide Uber 3kB oder wenig DNA) missen die Ansatze mit 1ml Flis-
sig-LB aufgefillt und 30-60min im Kulturschuttler bei 200upm und 37°C inkubiert werden. Dann erst
werden 100ul entnommen und auf Selektivmedium ausplattiert. Der Rest des Ansatzes kann zur wei-
teren Verwendung bei 4°C gelagert werden. Die Platten bleiben nun ein paar Minuten bei RT und
werden dann auf 37°C UN inkubiert.

Anmerkung: Schwierige Trafos kdnnen mit 100ul E.coli-Suspension durchgefihrt werden. In dieses
Volumen kann man entsprechend mehr DNA-L&sung eingesetzten, vor allem dann, wenn die DNA-
Lésung nur wenig konzentriert vorliegt. In solchen Féllen muss der Erholungsschritt (Schitteln der
geschockten Zellen in 1ml warmem LB) jedenfalls durchgefiihrt werden. Danach werden die Zellen bei
5kupm zentrifugiert, der Uberstand abgehoben und das Pellet in 400ul LB aufgenommen. Ein Ansatz
kann so auf zwei in der Sterilbank 20min vorgetrocknete Agarplatten aufgetragen werden.

Grundsitzlich: Ublicherweise liegen die Transformationseffizienzen von kompetenten E.coli Zellen
bei 10" Kolonien pro ug eingesetzter DNA. Bei guten Stdmmen kann die Effizienz 108 CFUs erreichen,
was geeignet fiir Trafos mit Ligationen ist. Sollte die Effizienz unter 10° sinken, so ist der Stamm un-
brauchbar. Die Menge der eingesetzten DNA sollte nicht unter 1ng liegen (bilden 10* CFUs pro Ansatz
und 10 CFUs beim Ausstreichen von 1/10 Ansatz mit normal effizienten Stammen). Andererseits darf
die eingesetzte DNA nicht Uber 100ng liegen, da sonst die Trafo inhibiert wird. Oft ist aus Griinden der
Unverfugbarkeit genetischen Materials nur wenig Probe vorhanden. Um diese nicht durch Konzentra-
tionsmessungen zu verschwenden, werden bei einer Trafo mit solchem Material zunachst 0,5ul einge-
setzt. Sollte das Ergebnis nicht zufriedenstellend sein, kann die Menge gesteigert werden. Elektro-
kompetente Zellen (siehe 4.2.2.) sind oftmal rec” und neigen dazu, groRe Plasmide durch Rekombina-
tionsereignisse zu verstimmeln. Auch sollten nur Stdmme verwendet werden, welche die DNA nicht
methylieren kénnen. Geeignet sind die Varianten XL1-blue und SURE von Stratagene. Sie zeigen
zwar langsames Wachstum, garantieren aber gute Ergebnisse mit groRen Plasmiden (lUber 10kB).

4.2.2. Elektrotrafo von E.coli

Soll ein Ligationsansatz zur Trafo von Bakterien eingesetzt werden, so reicht die Konzentration an
ligierten Vektoren oft nicht aus, in den weniger effizienten Hitzeschockzellen wirksam zu werden. Zu
diesem Zweck stellen die elektrokompetenten Zellen eine gute, oftmals die einzig mogliche Alternative
dar, da ihre Transformationseffizienzen oft um den Faktor 10-100 héher liegen als bei Hitzeschockzel-
len. Die Membranen der eingesetzten Bakterien werden mittels eines Stromstolies depolarisiert und
fur kurze Zeit fir groRere Molekiile durchlassig. Die Mdglichkeit von Punktmutationen im Plasmid,
hervorgerufen durch die hohen Spannungen, ist ein nennenswerter Nachteil dieser Methode.

4.2.2.1. Herstellung elektrokompetenter E.coli-Zellen

Materialien:

e 10ml einer E.coli UN-Kultur aus einer vereinzelten Kolonie

e 11 LB-Medium

o 1,53l steriles Aquadest

o 25ml 10%ige Glyzerinlésung (2,9ml 87%iges Glyzerin in 22,1ml H,O, steril filtriert)

Vorgangsweise:

1. Zunachst wird 1l fliissiges LB-Medium und 1ml der UN-Kultur vermischt und in geeignete Erlen-
meyerkolben Uberfihrt (steril arbeiten!). Die verschlossenen Kolben werden im Kulturschittler bei
RT, UN, 200upm inkubiert (Kulturen méglichst spat am Abend ansetzen, z.B. um 18°°, wenn um
9°° am nachsten Morgen die OD uberpruft wird).

2. Alternativ kénnen auch 5ml UN-Kultur in 11 LB-Medium eingebracht werden und die Zellen bei
37°C im Kulturschittler 2,5h inkubiert und dann auf die ODgy Uberpriift werden. Die geernteten
Zellen kénnten aber nicht die hochstmdgliche Effizienz aufweisen.

3. Wenn die Zellen eine ODggy von 0,5 erreicht haben, wird die Kultur in griindlich mit Aquadest ge-
spulten Sorvall-Zentrifugenbecher aliquotiert. Diese Aliquote werden dann mind. 30min auf Eis
gestellt, bevor sie in der auf 4°C vorgekuhlten Sorvall-Zentrifuge im GSA-Rotor bei 3,5kupm fir
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15min zentrifugiert werden. Damit die Zellen durch die drastische Erniedrigung des osmotischen
AuRendrucks nicht absterben, muss immer auf Eis und im Kiihlraum gearbeitet werden.

Die Uberstande werden abgegossen und die Pellets nun in je 100ml eisgekiihltem, sterilem Aqua-
dest sanft, trotzdem rasch resuspendiert.

Danach werden die in den Sorvallbechern enthaltenen Zellsuspensionen auf insgesamt 11 mit
eisgekuhltem Aquadest gleichmaRig aufgefillt. Die Sorvallbecher werden dicht verschlossen und
mehrmals geschwenkt.

Die Suspensionen werden wiederum wie oben zentrifugiert. Der Uberstand wird abgegossen und
die Pellets wie oben in nun insgesamt 0,51 Aquadest resuspendiert und in mdglichst wenige Sor-
vallbecher aliquotiert.

Die Suspensionen werden abermals wie oben Zentrifugiert und die Uberstande abgegossen. Nun
mussen die Pellets in insgesamt 20ml 10%igem, eisgekuhltem Glyzerin resuspendiert werden.

Die entstehende Suspension wird in zwei Falcon-Bluecaps aliquotiert und bei 4kupm, 4°C im
Schwenkarmrotor 20min zentrifugiert.

Die Pellets werden in 2x1ml 10% Glyzerin aufgenommen und vereinigt.

. Die Zellsuspension wird rasch in 0,5ml MCT auf 50ul Aliquots aufgeteilt und in flissigem N,

schockgefroren.
Die Aliquots werden bei —80°C gelagert. Vor der Nutzung mussen sie auf Eis getaut werden. Zur
Bestimmung der Effizienz siehe 4.2.1.1.

4.2.2.2. Durchfiihrung der Elektrotrafo
Alle Arbeiten miissen unbedingt auf Eis durchgefiihrt werden.

1.
2.

3.

10.

11.

Zunachst wird der Ligationsansatz 1:10 verdunnt.

50ul elektrokompetenter Zellen werden mit je 1ul Ansatz (positiver Ansatz bzw. Negativkontrolle)
vermengt.

Dieser wird in die Elektroporationskuvetten eingefiillt, deren AulRenseiten unbedingt ganz trocken
gewischt sein mussen (verhindert das Durchschlagen eines elektrischen Funkens).

Nun wird die Kuvette in den Schlitten des Biorad GenPulser eingepasst (nur eine Orientierung
moglich) und zwischen die Kontakte geschoben.

Die beiden Druckkndpfe fir den Schock mussen gleichzeitig gedriickt werden und nach ein paar
Sekunden wird der Stromstof ausgelost.

Einstellung der Spannung zwischen 1,2 — max. 4kV (2kV empfohlen), Kapazitat bei 25uF, Wider-
stand bei 200Q. In Salzfreien Ansatzen liegt die Impulsdauer bei 4-5ms.

Sollte es zum Durchschlagen kommen (lauter Knall und Stol3zeit weniger als 1msek), so muss der
Ansatz wiederholt und die Voltzahl gegebenenfalls erniedrigt oder die Ligation von Salzen gerei-
nigt werden.

Die geschockten Zellen werden sofort mit 1-2ml 37°C warmen SOC-Medium versetzt, mehrmals
durch Auf- und Abziehen der Pipette suspendiert und in eine 14ml Falcon-Bluecap mit Steckver-
schluss uberfuhrt. Nun kann der Ansatz 1h im Kulturschuttler bei 37°C inkubiert werden.

Danach werden je Ansatz zwei 10cm Selektions-Platten prapariert: Auf einer Platte werden 100l
Suspension, auf der anderen Platte der abzentrifugierten Rest, der nochmals in 100ul SOC re-
suspendiert wurde ausgestrichen.

Alternativ kann der Rest von 900yl einfach auf der Platte verteilt werden, eine solche Menge wird
aber meist schlecht vom Agar adsorbiert.

Die Platten werden UN inkubiert. Aus einzelnen angewachsenen Kolonien kénnen in Falcon-
Bluecaps UN-Kulturen in max. 10ml fliissigem Selektivmedium bei 37°C im Kulturschttler und
200upm angesetzt werden, um so die eingebrachten Plasmide fiir eine Minipraparation zu ver-
mehren. Die Deckel der Bluecaps diirfen dabei fest verschlossen bleiben.

4.3. Klonale Selektionstechniken und Praparation von Plasmiden

4.3.1. Herstellung einer IPTG-Xgal-Platte zur Selektion von Plasmiden der pSK-Familie

Viele Vektoren auf Basis des pSK kodieren fir das Enzym R-Galaktosidase. Wird ein solches Plasmid
in einen E.coli-Stamm eingeflhrt, der kein Funktionierendes 3-Gal-Gen aufweist, so ibernimmt diese
Funktion das Plasmid. Dem Selektionsmedium werden zwei Komponenten zugefiigt:

IPTG, der Induktor von R-Gal'",
Xgal, eine Verbindung, die von der durch das Plasmid kodierten 3-Galaktosidase in einen Farb-
stoff umgesetzt wird, der die Kolonien blau erscheinen lasst'?.

" |sopropyl-R-D-thiogalactosid
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Innerhalb des Enzyms befindet sich eine Polycloning-Site. Wann immer ein Fragment erfolgreich in
den Vektor inserieren konnte, wird die R-Galaktosidase auler Funktion gesetzt. So bleibt eine Kolonie,
die einen pSK-Vektor mit Insert enthalt nach Stimulation mit IPTG weil}, eine Kolonie mit pSK-Vektor
ohne Insert verfarbt sich blau. Es kann in einem Schritt ermittelt werden, ob

1. ein Plasmid erfolgreich aufgenommen (Ampizillinresistenz) und
2. ein Insertin das Plasmid kloniert wurde (keine Blauverfarbung).

Zu diesem Zweck muss eine Selektivmediumplatte mit einer IPTG-Xgal-Lésung bestrichen werden,
bevor eine E.coli-Suspension darauf ausgestrichen oder eine Kolonie aufgetupft wird. Nach 12-16h
Inkubation bei 37°C wird die Platte fur 2-3h auf 4°C gelagert, damit sich die blaue Farbe besser entwi-
ckeln kann und die weilRen Kolonien leichter identifizierbar werden.

Die Stammlésungen:
e 20mg Xgal wird in 0,8 Dimethylformamid gelést und das Volumen auf 1ml aufgefllt.
e 200mg IPTG werden in 800ul H,0 geldst und das Volumen auf 1ml aufgeflit.

Fir eine LB-Amp-Platte mit 10cm Durchmesser werden 40ul Xgal-Losung mit 4ul IPTG-L6sung ver-
mischt (fir 15cm-Platten gelten die 3fachen Mengen) und auf der Oberflache mit einer zu einem L
geformten Pasteurpipette, deren Spitze zuvor verschmolzen wurde, verteilt. Die Platte sollte dafir
nicht zu stark getrocknet sein.

4.3.2. Ansetzen einer Ubernachtkultur von E.coli-Klonen

Um eine Midipraparation durchfihren zu kdénnen, wird mindestens ein Klon des entsprechenden
Transformationsansatzes in ein mit Antibiotika versetztes LB-Fliissigmedium suspendiert. Von den
Agarplatten wird je eine einzelne Kolonie eines Transformationsansatzes mit einer sterilen Okulierna-
del enthommen. Aus einer schon vorhandenen, monoklonalen Flussigkultur kénnen 1ml Kultursus-
pension entnommen und in das Selektionsmedium eingeimpft werden. Die Klone werden so in jeweils
100ml Flussig-LB-Medium in 500ml oder 800ml Erlenmeyerkolben suspendiert. Das Medium wird mit
1%o Antibiotikaldsung versetzt (d.h. 10yl Ampizillinlésung in 100ml Medium, wobei die Konzentration
der Ampizillinldsung 50mg/ml betragt). Steriles Arbeiten ist hier vorauszusetzen. Die Erlenmeyerkol-
ben werden nach Befiillung verschlossen und in den Kulturschiittler bei ca. 200upm und 37°C UN
eingestellt. Die Kulturplatten oder Suspensionen werden fir weitere Verwendung auf 4°C gelagert.
UN-Kulturen sollten friihestens am Nachmittag angesetzt werden, da sie sonst (beraltern und an Effi-
zienz verlieren.

Wird eine UN-Kultur einer Ligationstrafo angesetzt, so wird diese in 10ml Medium in 45ml-Bluecaps
durchgefiihrt, da im Anschluss nur eine Minipraparation bendtigt wird, um die Plasmide auf den richti-
gen Einbau des Inserts kontrollieren zu kénnen.

4.3.2.1. Herstellung eines Glyzerinstocks von E.coli-Kulturen

Um E.coli-Kulturen Uber langere Zeit haltbar zu machen, mussen diese in Glyzerin auf —70°C einge-
froren werden. Dazu entnimmt man einer UN-Kultur 100ul Suspension und fiillt sie in ein MCT. Dazu
gibt man 100pl einer mit einem 0,2um Filterset sterilfiltrierten, 40%igen Glyzerinlésung. Die entste-
hende Suspension enthalt dadurch 20% Glyzerin, was die Zellen vor Frostschaden schiitzt.

4.3.3. Minipraparation von Plasmiden mit dem QIAGEN-Vacuum-Miniprep-Kit

Fir die Isolierung einer groRen Anzahl verschiedener Plasmide eignet sich die Methode der Vakuum-
Praparation von Plasmiden sehr gut, da sehr viele Proben auf einmal verarbeitet werden kénnen:

1. 10ml-Ubernacht-Kulturen werden je 5ml Bakteriensuspension entnommen und in neue Falcon-
Bluecaps gefiillt.

2. Diese werden 10min bei RT, 3kupm zentrifugiert. Die restlichen 5ml Kultur kdnnen bei 4°C fir
weitere Verwendung gelagert werden (siehe auch 4.3.2.1.).

3. Die Pellets werden jeweils in 250ul RNAse enthaltenen Puffer P1 resuspendiert und in ein MCT
Uberfuhrt. Der Puffer P1 sollte Gber die Zeit seiner Nutzung auf Eis gehalten und nach Nutzung bei
4°C gelagert werden, um seine friihzeitige Uberalterung zu verhindern. Prinzipiell zeigen alle Ar-
beiten der DNA-Isolierung die besten Ergebnisse, wenn sie auf Eis durchgeflhrt werden.

"2 5.Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid wird durch R-Galactosidase in das tiefblaue 5-Brom-4-chlor-3-indigo und den Galac-
tosidanteil gespalten.
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Dem Ansatz werden 250yl Lysis-Puffer P2 zugefiigt und die Mischung sanft geschwenkt.

Nach Neutralisierung mit 500ul Puffer N3 muss der Ansatz durch mehrmaliges Umdrehen des
MCTs gemischt und das ausfallende Aggregat schlief3lich bei 14kupm, RT oder 4°C, 10min ab-
zentrifugiert werden.

Wahrenddessen werden die Vakuumsaulen in die Vakuumapparatur eingesetzt. Der Uberstand
wird auf die Saulen appliziert und mittels eines angelegten Vakuums durchgesaugt, wobei die
DNA am Saulenmaterial adsorbiert wird.

Anschlieflend wird 1ml Waschpuffer PE appliziert und auch dieser durch die Sadule gesaugt. Die-
ser Schritt wird ein weiteres Mal wiederholt.

Um den Waschpuffer zu entfernen werden die Saulen 5min trocken gesaugt. AnschlieRend mus-
sen deren Spitzen abgetupft und gegebenenfalls abgesaugt werden, um das im Waschpuffer ent-
haltene Ethanol zu entfernen, welches den nachfolgenden Restriktionsverdau stéren wirde.

Nun kann die DNA mit 100ul Eluationspuffer EB aus den Saulen geldst werden. Dazu wird die
Auffangwanne fiir die Abfalllésungen aus der Apparatur entfernt und die Halterung fir die Auffang-
réhrchen eingesetzt. Die Auffangrohrchen missen direkt unterhalb der Saulen eingesteckt wer-
den. Diese rasten beim SchlieRen des Apparaturdeckels leicht ein. Das Eluat spritzt beim Anlegen
des Vakuums an die Réhrchenwande und muss durch kurzes Zentrifugieren am Boden gesam-
melt werden. Zur Uberpriifung der DNA siehe 4.1.1. — 4.1.3.2.

4.3.4. Minipréparation von Plasmiden mit dem QIAGEN-Spincolumns-Miniprep-Kit

Die Methode eignet sich am besten fir die Verarbeitung von bis zu 18 Proben (jene Anzahl, die leicht
mit einer Ublichen Tischzentrifuge verarbeitet werden kann). Die Durchfiihrung entspricht jener aus
4.3.3., unterscheidet sich jedoch dadurch, dass anstelle der Vakuum-Saulen Spincolumns zur Anwen-
dung kommen. Dementsprechend muss das Protokoll auch angepasst werden:

1.
2.

9.

10.

Der erste Teil der Durchfihrung entspricht jener bis §4 aus Punkt 4.3.3.

Nach der Lysierung der Zellen mit Puffer P2 werden 350pl Puffer N3 zugeflugt und durch mehrma-
liges Invertieren des MCTs neutralisiert. Das ausfallende Aggregat wird bei 14kupm, RT oder 4°C,
10min abzentrifugiert.

Die Zentrifugensaulen werden auf die mitgelieferten Auffangbecher gesteckt und der jeweilige
Uberstand aus §2 wird vollstandig auf eine eigene Saule aufgetragen.

Die Saulen werden 1min bei 14kupm zentrifugiert. Da diese keinen Deckel besitzen, sollte die
Zentrifuge vor Gebrauch griundlich mit Aquadest und 70%igem Ethanol gereinigt werden (insbe-
sondere der Rotordeckel und die leicht zuganglichen Rotoroberflachen). Der Durchfluss wird ver-
worfen, der Auffangbecher jedoch weiter verwendet.

Der erste Waschschritt entfernt Salze und Proteine aus den S&ulen und wird mit 500ul Puffer PB
durchgefiihrt, Zentrifugieren wie oben, der Durchfluss wird verworfen.

Der zweite Waschschritt entfernt die restlichen Salze und inaktiviert noch vorhandene Proteine.
Dieser wird mit 750ul Waschpuffer PE ausgefuhrt, Zentrifugieren wie oben, der Durchfluss wird
verworfen.

Zur Entfernung von stérendem Rest-Ethanol werden die Saulen nochmals 1min mit leerem Auf-
fangbecher wie oben zentrifugiert.

Nun kénnen die Saulen auf 1,5ml MCT gesteckt werden. Da die Deckel der MCT nicht geschlos-
sen werden konnen, sollten diese in der Zentrifuge nach innen gerichtet werden, denn es ist wich-
tig, dass die Teile, mit denen die Deckel in Beriihrung kommen koénnten, griindlich gereinigt wor-
den sind!

Die adsorbierte DNA wird mittels 30pl Puffer EB aus den Saulen bei 14kupm, RT, 1min eluiert.
Zur Uberprifung der DNA, muss diese mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und
elektrophoretisch aufgetrennt werden (siehe Punkt 4.1.1. — 4.1.3.2.)

4.3.5. Plasmid-Midipraparation

1.

100ml UN-Kulturen werden in Sorvallbechern oder aliquotiert in 50ml-Falcon-Blue-Caps bei 4°C,
6kupm, 10min zentrifugiert. Der durch Zentrifugieren entstandene Uberstand wird restlos in ein
Becherglas abgeschuttet, autoklaviert und verworfen. Um Ressourcen zu sparen kdnnen alterna-
tiv alle Reagenzien der weiteren Schritte auch um 50% vermindert zugesetzt werden.

Die Pellets werden in 10ml RNAse-haltigem P1-Puffer (Tabelle 2) resuspendiert. Zu diesem Zeit-
punkt sind die Zellen noch intakt.

Nun werden zu jeder Probe 10ml alkalischer Lysispuffer-P2 zugefiigt. Die entstehende Ldsung
darf hierbei nur sanft geschwenkt werden, da sonst die genomische DNA der aufgebrochenen Zel-
len durch Scheerwirkung fragmentiert und die spater gewonnene Plasmid-DNA dadurch verunrei-
nigt warde. Die Inkubationszeit betragt 5min.
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4. Die Lysate werden nun mit 10ml auf 4°C gekihltem Preparation of buffers

P3-Puffer unter sanftem Schwenken neutralisiert, | suffer Composition Storage
wobei nun die Proteine mit der genomischen DNA | suffer1 Resuspension Buffer) 50 mM TrisCl,pH8.0;  4°C, ater
10 mM EDTA; addition of
ausfa"en 100 pg/ml RNase A RNase A
5. Die getriibte Lésung wird in die Filtercartridge Uber- | Buffer P2 llysis Buffer 200 mM NaOH, 1% SDS  room femp.
fuhrt dle ZUvor am AUSIaSS VerSChlossen Und ent- Buffer P3 (Neutralization Buffer) B:yspoﬁassiumucelcle, rozn;(r:smp,
) pH 5. or
sprechend an einer Halterung fixiert worden ist. Dort | Buffer GBT Equilibration Buffer) 750 mM NaC; room temp.
. . . . 50 mM MOPS, pH 7.0;
verbleibt sie fir 10min. 15% isopropanol;
H H H H H 0.15% Triton® X-100
6. N_un \Qnrd der_KoIben der. Filtereinheit eingesetzt und | . I 1.0 M NaCl R
die Lésung nicht ganz bis zum Anschlag durch den 0 mM MORS, 7.0
zylindrischen Filter in eine frische Falcon-BIUECap | b o fuion s 125 M oo o
gepresst. Anmerkung: Schritt 5 und 6 kénnen auch fgymf;*o;ﬂ;;rni;q pHB.S;
. . . . ne ‘o 1SOPN
alternativ durchgefiihrt werden, indem die getriibte | s on feivion Bufied 1.6 MNoCl; aom temp.
Lésung fiir 10min im Behéltnis verbleibt (§5) und an- T e Ore P70
schlieBend durch ein trichterférmiges, mit 2-3ml | se 100 mM NoCl; room temp.
Neutralisierungspuffer befeuchtetes Filterpapier in 0 TieCl pH 8.0
eine Falcon-Bluecap filtriert wird. Dies fiihrt zwar zu | T 10mM TiClpH B0 room tmp.
mi

einem gewissen Verlust an DNA-L6sung, ist aber
kostenglinstiger. Befindet sich der Ansatz in Falcon-
Bluecaps, kann das Prézipitat auch durch 5min  Tabelle 4.3.5..

Zentrifugieren bei 6kupm pelletiert und der Uberstand

weiter verwendet werden.

7. Optional wird dem Filtrat oder Uberstand 2,5ml des Endotoxinentfernungspuffers (Puffer-ER) zu-
gefiigt, der das bei Transfektionen von Gewebezellen schadliche LPS (inflammatorisch!) entfernt.
Danach werden die verschlossenen Tubes 10x invertiert. Die Inkubationszeit betragt 30min auf
Eis.

8. Jetzt kann die Saule vorbereitet werden, die als Anionenaustauscher (DEAE = Diethylaminoetha-
nol) die negativ geladene Plasmid-DNA zuriickhalten soll. Die Sdule muss zunachst mit 10ml des
QBT-Puffers aquilibriert werden.

9. Die so praparierte Saule kann nun mit der Probenldsung (etwa 15-20ml) beladen werden, wobei
die langsam durchrinnende Flissigkeit verworfen wird.

10. Verschiedene salzartige Ruckstédnde werden mit dem Puffer QC gewaschen (je 2x30ml).

11. Die zuruckgehaltene Plasmid-DNA kann jetzt mittels 15ml QF-Puffer oder bei endotoxinfreier Pra-
paration mit QN-Puffer eluiert werden (Es ist empfehlenswert jetzt die Mengen des 50%igen An-
satzes jenen des normalen Ansatzes anzugleichen, sonst erst ab §12). Das Eluat wird dabei in ei-
nem glasernen, I6sungsmittelbestandigen Corex-Tube aufgefangen, welches fiir Prazipitationen
gut geeignet ist. Da Corex-Tubes hoch erhitzbar sind, kénnen sie auch fir RNA-Analysen ver-
wendet werden (RNAse wird durch Erhitzen inaktiviert).

12. Zu den 15ml Eluat werden 70vol% (10,5ml) Isopropanolalkohol zugegeben. Das Corex-Tube wird
nun mit Parafilm unter Vermeidung von Kontamination verschlossen und der Inhalt vorsichtig ver-
mischt. Die Plasmid-DNA fallt nun aus (Opaleszenz wird sichtbar). Die Corex-Tubes werden mit-
tels gewogenenr Gegengewichte in der Sorvall-Zentrifuge (Schwenkarmrotor empfohlen) bei 4°C,
9,5kupm, 20-30min zentrifugiert. Wichtig ist, die Tubes in Gummiadaptoren einzusetzten, um das
Zerbersten der Glaser zu vermeiden. Danach wird der Uberstand abgeschiittet und Reste gege-
benenfalls sehr vorsichtig abgesaugt. Bei den folgenden Schritten miissen nach jeder Pipettierung
die Spitzen gewechselt werden! Aufierdem sind die Mengen der Reagenzien spatestens jetzt so-
wohl fir den normalen als auch den 50%igen alternativen Ansatz gleich.

13. Die DNA-Pellets werden einer Reinigung unterzogen, wobei sie jeweils in 0,2ml endotoxinfreiem
TE (Tris-EDTA) aufgenommen und in ein MCT Uberfiihrt werden. Die weitere Vorgangsweise ent-
spricht 4.1.5. ab DNA-Féllung.

4.3.6. Midipraparation von genomischen PAC- oder BAC-Klonen

Plasmide von genomische Klonen enthalten oft ein Fragment, das mehrere hundert kB umfassen
kann. Es wird daher in E.coli kaum vermehrt und bleibt meist als Einzelkopie im Zytosol. 3 Richtlinien
mussen deshalb bei der Praparation beachtet werden:

1. Die im Zuge der Praparation entstehenden Lysate durfen keinerlei Scheerwirkung ausgesetzt
werden, damit die fragilen Plasmide nicht zerbrechen und somit verloren gehen.

2. Die Plasmide mussen wenigstens einmal repliziert werden. Dazu muss eine Flussigkultur eines
E.coli-BAC/PAC-Klones auf eine OD von 0,6 angewachsen werden. Bei Verwendung einer 100ml
UN-Kultur muss sie im Anschluss mit etwa 200ml LB-Medium verdiinnt werden. Um die Plasmide
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zu replizieren wird ihr interner origin of replication (ori) durch Zugabe von IPTG aktiviert, so dass
mehrer Kopien des Plasmides in der Zelle entstehen. Die Endkonzentration von IPTG muss bei
250mg / Liter Kultursuspension liegen. Das bedeutet, einer 100ml-Kultur werden 25mg, einer
300mI-Kultur 75mg IPTG zugefligt. AnschlieBend wird die induzierte Kultur fir 4h bei 37°C und
200upm im Kulturschittler inkubiert. Die weitere Verarbeitung wird unter Punkt 4.3.5. beschrieben.

3. Die DNA ist aufgrund der Grofie von PAC-Klon-Plasmiden sehr schlecht |6slich. Daher muss die
DNA-L6sung am Ende der Prozedur mit einer Gilsonpipette mild durchmischt werden und vor ei-
ner Konzentrationsmessung oder anderer Verwendung bei RT fur mehrere Stunden oder bei 4°C
UN gelagert werden.

4.4. PCR-Techniken

Die PCR ist eine durch zweiwertige Magnesiumionen beeinflusste Polykondensationsreaktion von
Triphosphatdesoxynukleotiden zu langkettigen Nukleinsauren. Die Kondensation wird durch ein En-
zym, der DNA-abhangigen DNA-Polymerase, in einem bei ~pH8 gepufferten, wassrigen Milieu
durchgefiihrt. Die eingesetzten Polymerasen missen aufgrund des Reaktionsverlaufes hitzestabil
sein.

4.4.1. Polymerase-Ketten-Reaktionen (PCR)

1. Eine PCR kann nur an einzelstrangiger DNA durchgefihrt werden.

2. Das Enzym braucht trotzdem eine Strecke doppelstrangiger DNA, um daran ansetzend den zwei-
ten Strang der DNA zu synthetisieren.

3. Das fir die Reaktion bendtigte, kurze dsDNA-Stlick wird durch computergenerierte Oligoprimer
erzeugt, die genau an der Region binden missen, von wo die Reaktion gestartet werden soll.

4. Da die antiparallele DNA-Wendel als Hin- und Rickstrang vorliegt, muss fur jeden Strang ein ge-
sonderter Primer vorliegen. Diese beiden Primer rahmen eine gewisse Strecke der Nukleotidse-
quenz ein, die durch wiederholten Start der Polymerasereaktion entsprechend amplifiziert wird.

5. Zunachst muss die DNA durch Erhitzung auf Temperaturen nahe 95°C vollstandig denaturiert,
d.h. in seine Einzelstrange aufgeschmolzen werden.

6. Durch langsames Abkiihlen auf die von der Sequenz der Primer bestimmte Annealingtemperatur13
kénnen die Oligos Uiber geregelte H-Briickenbindung an ihre antiparallele Zielsequenz binden.

7. Im Bedarfsfall wird durch leichtes Erhéhen der Temperatur eine Bindung an unspezifische Se-
quenzen vermieden, und die Polymerase kann an den Primern ansetzend die in einer Polykon-
densation den zweiten Strang nach der Mustersequenz von 5'nach 3” synthetisieren.

8. Erhitzen, AbklUhlung und Synthesephase konnen sinnvollerweise 30-50 Mal wiederholt werden
und werden durch eine programmierbare, computergesteuerte Apparatur kontrolliert.

9. Am Ende der Amplifikationszyklen wird das Reaktionsgemisch auf 4°C abgekuhlt und ist dann
bereit zur weiteren Verwendung.

Die folgende Mengenbeschreibung der verwendeten Reagenzien halten sich an die im jeweiligen Kit
empfohlenen Angaben. Darin enthalten sind die fertig abgemischten Puffer und dNTPs, sowie die
Tag-Polymerase.

Reagenz Konzentrationen der einzusetzenden Lésungen Volumen in pl pro Ansatz
H,O 8,52ul (maximal)
MgCL, 25mM/pl 1,80ul

Puffer 500mM/pl KCI, 100mM Tris-HCI, pH8,3 1,50l

Vorw.-Primer 10pM/pl 0,60ul

Ruckw.-Primer  10pM/pl 0,60ul

dNTPs 2mM ATP, TTP, GTP, CTP in einer Lsng. 3,00pl

Template-DNA  ca. 50-500ng™ meist vernachlassigbar
Taqg-Polymrs. 4U/ul 0,18pl

Mineraldl Optional, nur wenn Cycler ohne Oberhitze 1-2 Tropfen

Total 15,00yl wassrige Losung

Tabelle 4.4.1.1.: PCR-Mengenbeschreibung fiir das PCR-Kit von MWG. Reagenzien in der Reihenfolge des Pipettierens.

" Die Annealingtemperatur ist jene obere Temperaturgrenze, bei welcher der Primer vollstédndig an seiner Zielsequenz gebun-
den vorliegt. In den meisten Fallen befindet sie sich etwa 3°C unter der Schmelztemperaturt. Um die Spezifitét einer Reaktion
zu erhéhen, kann dieser Parameter schrittweise Erhdhung oder Senkung auf einen optimalen Wert gebracht werden. Die nied-
rigere Annealingtemperatur der beiden eingesetzten Primer sollte bei der Programmierung der Zyklen beriicksichtigt werden.

" Konzentration und Volumen spielen insofern eine kleine Rolle, als die Reaktion nur wenig Template-DNA benétigt. Oft kann
unabhangig von der Konzentration der Ausgangsldsung einfach ein Volumen von ca. 0,2-0,3ul DNA-L3sung eingesetzt werden.
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Reagenz Konzentrationen der einzusetzenden Lésungen  Volumen in pl pro Ansatz
H,O 32,50ul (anzupassen)
Puffer 15mM MgCl,, 160mM (NH,),SO,4, 500mM/ul 5,00yl
KCI, 670mM Tris-HCI, pH8,8
Vorw.-Primer 10pM/ul 5,00pl
Ruckw.-Primer  10pM/pl 5,00ul
dNTPs 10mM ATP, TTP, GTP, CTP in einer Lsng. 1,00l
Template-DNA ca. 50-500ng8 1,00yl (anzupassen)
Taqg-Polymrs. 5U/ul 0,5ul
Mineraldl Optional, nur wenn Cycler ohne Oberhitze 1-2 Tropfen
Total 50,00ul wassrige LOsung

Tabelle 4.4.1.1l.: PCR-Mengenbeschreibung fir das PCR-Kit von Biotherm in der empfohlenen Reihenfolge des Pipettierens.

Anmerkung: Die dNTPs sind sehr vorsichtig zu handhaben. Das heil’t, dass sie mdglichst selten
aufgetaut werden sollten. Das Tauen darf grundsatzlich nur auf Eis geschehen. AuRerdem miissen
von der Stocklésung mehrere Aliquots in der bendtigten Verdiinnung angelegt werden. Die Aliquots
sollten nur fir einen 5maligem Gebrauch angelegt werden. Dadurch wird erstens eine mégliche Kon-
tamination vermieden und zweitens eine gleichbleibende Qualitat der dNTPs gewahrleistet. Im un-
glnstigsten Fall muss die DNA aus einer abgestorbenen Kolonie oder aus Geweben gewonnen wer-
den, indem mit einer Okuliernadel in die Probe gestochen und die Nadel im Reaktionsansatz gespult
wird. Durch die Denaturierungsschritte Platzen die Zellstrukturen und geben i.d.R. die DNA frei.

4.4.1.1. Rechnerische Ermittlung der Annealingtemperatur von Oligoprimer-Paaren

Vor Programmierung des Cyclers muss die Annealingtemperatur der Oligo-Primer bestimmt werden.
Dazu zahlt man alle G+Cs zusammen und multipliziert diese mit 4. Dies entspricht der hdéheren
Schmelztemperatur von GC-Paaren, die aufgrund ihrer 3 H-Briickenbindungen die Schmelztemperatur
von Oligos betrachtlich erhdhen. Als nachstes werden die A+Ts zusammengezahlt, die aufgrund ihrer
2 H-Brickenbindungen in AT-Paaren nur mit 2 multipliziert werden. Die so ermittelten Werte werden
addiert und spiegeln die maximale Annealingtemperatur des Oligos wieder. Dasselbe wird fir den
zweiten Primer des Paares ermittelt. Die niedrigere Annealingtemperatur des Primerpaares wird fur
die PCR herangezogen. Ist diese sehr hoch (ab 66°C und dariiber) so werden 4°C abgezogen. Ist sie
im normalen Temperaturbereich (64-62°C), so werden nur 2°C von diesem Wert subtrahiert. Liegt die
Temperatur unter dem Normalbereich (ab 61°C und darunter), dann bleibt der Wert unverandert.

4.4.1.2. Programmierung der PCR-Zyklen

Die Programmierung des PCR-Cyclers (z.B. GeneAmp2400 von Perkin & Elmer) wird nach folgendem
Muster fiir eine Standart-Reaktion durchgefiihrt:

2min bei 94°C erster Denaturierungsschritt

30 — 60sec 94°C Denaturierung (Doppelstrange liegen hier als Einzelstrange vor)

30 — 60sec 50-70°C Primerannealing (abhangig von den eingesetzten Oligos!)

1-5min 68-72°C Tag-Polymerase-Reaktion (abhangig von der Lange des zu amplifizierenden
Fragments, i.d.R. wird fur 1kB einer zu amplifizierenden Sequenz 1min veranschlagt.)

Punkt 2-4 werden 35-50 Mal wiederholt (in Abhangigkeit von der Menge des eingesetzten
Templates. Je weniger Template fur die Reaktion zur Verfiigung steht, desto mehr Schleifen wer-
den bendtigt. Im Normalfall reichen 35 aus.)

6. 5-10min 68-72°C Endreaktion (nicht fertiggestellte Reaktionen werden abgeschlossen.)

7. 4°C Abkuhl-Temperatur ohne Zeitlimit

PO~

o

4.4.1.3. Behandlung von Oligoprimern

Nach Lieferung von synthetischen Oligoprimern liegen sie meist lyophilisiert vor, was sie nahezu un-
begrenzt haltbar macht (dunkel und trocken bei RT lagern). Um sie gebrauchsfahig zu machen, mus-
sen die Primer in sterilem Aquadest geldst werden (20min bei RT unter Schitteln). Dabei werden den
Behaltern, auf deren Boden sich das Lyophilisat abgesetzt hat, mit der vom Zulieferer im Synthesere-
port angegebenen Menge H,O zugefiigt. Auf die Art erhalt man eine Stocklésung von 100pmol Primer
/ ul Wasser'®. Um diese einsatzfahig fir die PCR zu machen, wird eine 1:10 Verdiinnung angesetzt
(10ul Primerstock in 90pl H,O). Der Stock und die Verdiinnung werden bei —20°C gelagert.

s Aufgrund der unterschiedlichen Molekulargewichte der Oligoprimer ist eine Verdiinnung beziiglich pg/ul wenig sinnvoll, da
eine bestimmte Zahl von Primern eingesetzt werden muss und nicht eine bestimmte Masse.
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4.4.1.4. Uberpriifung der PCR auf einem Agarosegel

Fir eine eindeutige Identifizierung der amplifizierten Banden reichen i.a. 1-5ul mit 1yl 6xLoadingbuffer
aus. Da bei der PCR oft kleine Fragmente amplifiziert werden, wird dafir ein 3%iges Agarosegel Ver-
wendung finden. Vorgangsweise siehe 4.2.2.2.

4.4.2. Sequenzieren von DNA mit PE-Systemen

Das Sequenziersystem von Perkin & Elmer vereinfacht die Arbeit der Sequenzierung entscheidend,
da im BigDye-Reaction-Mix die fir eine PCR bendétigten Reagenzien (siehe Punkt 4.4.1.) enthalten
sind:

o Alle vier dNTPs und ddNTPs, die fiir eine DNA-Polymerisation gebraucht werden,
Mg2+-lonen, Pufferbestandteile und
o thermostabile Polymerase.

Die entscheidenden Komponenten sind die Didesoxyribonukleotide ddATP, ddTTP, ddCTP und
ddGTP, welche an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. Sobald die Polymerase die im geringen
Verhaltnis vorhandenen ddNTPs statistisch verteilt in die wachsende DNA-Kette einbaut, kommt es
zum Kettenabbruch. Dies fihrt dazu, das die Kette mit genau einem fluoreszierenden Nukleotid am
Kettenende ausgestattet ist. Auf diese Weise entstehen Ketten, die 2 — n Nukleotide lang sein kénnen,
je nachdem wann das ddNTP eingebaut worden ist. Die Fragmente werden auf einem PAA-Gel nach
ihrer Lange aufgetrennt. Da jedes der vier verschiedenen ddNTPs einen unterschiedlichen Fluores-
zenzfarbstoff tragt, kann bei Laserstimulation mittels eines Scanners die Sequenz auf dem Gel Bande
fur Bande abgetastet und als Bild sichtbar gemacht werden, welches computergestitzt interpretiert
und in Sequenzen umgewandelt wird. Diese werden mit den gangigen Programmen weiterverarbeitet
und analysiert. Die PCR wird in 0,2mI-MicroAmp-PCR-Zentrifugenréhrchen durchgefihrt.

Mengenangaben fiir Sequenzierungen von Plasmiden und Fragmenten bis max. 10kB
e 3-4pul Big Dye (reaction mix) (2)
e Zu sequenzierende DNA: 300-500ng bei Plasmiden, 25-50ng bei PCR-Produkten (3)
o Entsprechender Primer: 3 — 10pm (meist 1ul einer Standartverdiinnung)
(jeweils ein Ansatz fir die 5°- und ein anderer fur die 3°-Richtung) (4)
o auf 20ul Gesamtvolumen mit Aquadest aufflllen. (1)
Mengenangaben fiir Sequenzierungen von BAC-PAC-Klonen und Plasmiden weit (iber 10kB
e 16yl Big Dye (reaction mix) (2)
e 1-1,5ug zu sequenzierende DNA'® (3)
e 1l entsprechender Primer einer 10pM Standartverdiinnung
(jeweils ein Ansatz firr die 5°-Richtung und die 3"-Richtung) (4)
o auf 40yl Gesamtvolumen mit Aquadest auffillen. (1)

Der Ansatz wird mit 2 Tropfen Parafindl versiegelt. Dies ist bei PCR-Cyclern von P&E, Model Ge-
neAmp 2400 nicht unbedingt nétig, da die Hitze auch am Deckel anliegt und ein Kondensieren von
Wasser am Deckel des Gefales nicht erfolgt. Die Rohrchen werden in den PCR-Cycler in die ent-
sprechenden Vorrichtungen des Heiz- / Kihlaggregates gestellt, die Heizklappe Uber die Vorrichtung
gezogen und mit dem SchlieRhebel verriegelt. Der Cycler wird auf folgende Parameter programmiert:

Programmierung fiir eine Standart-Sequenzierung mit Fragmenten und Plasmiden bis max. 10kB
e 94°C 2min Aufheizen (vorbereitende Denaturierung der DNA)
30 — 40 Zyklen
e 95°C 10sec (Denaturierung der DNA)
o 50°C 10sec (Annealing-Temperatur nétigenfalls an Primer anpassen)
e 60°C 4min (Polymerase-Reaktion)
Zyklusende
e (60°C 7min resting temperature)
e 4°C Endtemperatur

'® Im Verhaltnis zu kleineren Plasmiden enthalten Klone genomischer, eukaryontischer DNA einen enormen Anteil von Sequen-
zen, die nicht von Interesse sind (meist werden nur wenige hundert Bp zu Verifizierungszwecken sequenziert). Damit die Oli-
goprimer jedoch eine Primingsituation fiir die Polymerase an den richtigen Sequenzen durchfiihren kédnnen, muss annahernd
die gleiche Anzahl von Molekiilen eingesetzt werden, wie bei Standartplasmiden. Da BAC-PAC-Plasmide jedoch einige hundert
kB umfassen konnen, ist die Masse der einzelnen Molekiile auch um den Faktor 100 GroRer.
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Programmierung fiir eine Sequenzierung mit Plasmiden und BAC-PAC-Klonen weit (iber 10kB
e 95°C 5min Aufheizen (vorbereitende Denaturierung der DNA)
30 — 40 Zyklen
e 95°C 30sec (Denaturierung der DNA)
o 54°C 5sec (Annealing-Temperatur nétigenfalls an Primer anpassen)
e 60°C 4min (Polymerase-Reaktion)
Zyklusende
e (60°C 7min resting temperature)
e 4°C Endtemperatur

Nach der PCR wird der wassrige Ansatz mit TE-Puffer auf 100pl aufgefillt und die Salze aus der Re-
aktion durch Ethanolfallung entfernt:

1. 10Vol% des Ansatzes 3mol Na-Acetat und 250Vol% —20°C kaltes Et-OH absolut werden nachein-
ander zugeflgt.

2. Die Fallung wird 5min bei —20°C oder fir sauberere Ergebnisse 30min bei RT gefallt und dann
30min bei 4°C mit 14kupm abzentrifugiert.

3. Der Uberstand wird vorsichtig abgehoben und das Pellet optional mit 100ul 70%igen —20°kaltem
Et-OH gewaschen.

4. Das 10min bei RT getrocknete Pellet kann nun entweder bei —20°C bis zur weiteren Verarbeitung
gelagert oder sofort in 2-4pl Loading-Buffer (1Teil Formamid, 4Teile 50mM EDTA und einige
Kérnchen Dextranblau) aufgenommen und resuspendiert werden.

5. Der Ansatz muss 5min bei RT inkubieren, bevor er fir 2min auf 95°C erhitzt wird. Danach wird er
auf Eis gekuhlt und verbleibt dort, bis zum Laden des Sequenzgeles. Dies fihrt dazu, dass die
denaturierten DNA-Strange keine Partner zur Sequenzpaarung finden kénnen.

6. Auf das PAA-Gel werden pro Slot nur 1,5ul —2pl des Ansatzes aufgetragen, der Rest wird fir wei-
tere Studien bei —20°C aufbewahrt. Vor jedem neuen Auftragen muss die Probe nochmals auf
95°C erhitzt und dann auf Eis gekuhlt werden.

4.5. Techniken der Zellkultur

Prinzip: Primdre HUVECSs, Endothelzellen aus Venen menschlicher Nabelschniire und die unregel-
maRig geformten immortalen 293-Zellen werden in Kulturflaschen angesetzt und aufgezogen. Die
HUVECs haben unter dem Lichtmikroskop eine regelmaRige, ganzrandige Form. Der Boden der hori-
zontal gelagerten Flaschen wird fir HUVECs vorher mit Gelatine ausgekleidet. Ist der Bewuchs der
Bodenplatte vollstandig (konfluent), d.h. ohne Zwischenrdume zwischen den sich horizontal teilenden
Zellen, kénnen diese mittels Trypsin voneinander getrennt und ausgewaschen werden. Dazu muss
das Medium abgesaugt werden, damit das Trypsin nicht vom proteinreichen Wachstumsserum abge-
puffert wird. Die Kultur wird suspendiert und in die nachst groRere Kulturflasche tberfuhrt (maximal 8
Passagen fir HUVECs, 15 Passagen fiir 293-Zellen moglich). Die verwendeten Kulturflaschen werden
horizontal gelagert und sind mit einem Verschluss versehen, der im Inkubationsraum leicht gedffnet
werden muss, damit der Gasaustausch mit der definierten O,-CO,-Atmosphare bei 37°C gewahrleistet
bleibt. Im Abstand von 2-3 Tagen muss das Nahrmedium werden. Schlussendlich werden die Zellen
geerntet und auf Kultur-Platten Ubertragen, wo sie flr die Transfektion zur Verfligung stehen. Beim
Hantieren mit Kulturzellen muss streng auf steriles Arbeiten geachtet werden. So ist es prinzipiell n6-
tig, vor der Manipulation von Gerat und Medienbehaltern sowohl Hande als auch Kontaktflachen mit
70% Et-OH zu desinfizieren. Es werden kein wiederverwendbaren Glaspipetten sondern serologische
Einmalpipetten benutzt.

4.5.1. Bereitung, Aufbewahrung und Verwendungsdauer von Nahrmedien

Die hier vorgestellten Nahrmedien enthalten aus Kalbern oder Rinderfoeten gewonnenes Wachstums-
serum sowie das sehr leicht oxidierbare Glutamin. Aus diesem Grund ist ein fertig abgemischtes Me-
dium nur begrenzte Zeit haltbar. Glutamin muss wochentlich zugesetzt werden (max. 3x). Das Wachs-
tumsserum verliert seine Wirkung in wenigen Wochen. Nahrmedien sind maximal einen Monat ver-
wendbar, danach missen sie verworfen werden. Alle L6sungen werden vor der Erstellung der Wachs-
tumsmedien im Wasserbad auf 37°C erwarmt, damit die Zellkulturen keinen physiologischen Schock
erleiden und das Glutamin vollstandig gel6st werden kann. Das Wasser im Bad muss deionisiert sein,
um Algenwachstum zu vermeiden. Nach dem Abmischen des Mediums wird es durch ein 0,2um-
Filterset sterilfiltriert.
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Mediengrundlagen:

M199, MEMa, DMEM: Mediumbasis, 4°C Lagerung

SCS: Supplemented Fetal Calf Serum, mit Fe(lll) angereichert, —20°C Lagerung
FCS: Fetal Calf Serum, -20°C Lagerung

NCS: Newborn Calf Serum, -20°C Lagerung

Heparin: Mucopolysaccharid zur Inhibierung des Fibroblastenwachstums, 4°C Lagerung

Glutamin: 200mMol, —20°C Lagerung

PenStrep: Penicillin, 10.000 U/ml + Streptomycin, 10mg/ml:

ECGS: Wachstumsfaktor fur Endothelzellen, —20°C Lagerung

PSFG: Penicillin (10.000 U/ml), Streptomycin (10mg/ml), Fungizon + 200mmol Glutamin,
—20°C Lagerung

4.5.1.1. Wachstumsmedium fiir HUVECs

o M199: 500ml
e SCS: 80-100ml fur 20%
e ECGS: 1-2ml
e Heparin: 130ul
o Antibiotika-
Glutaminlsng: 10ml

4.5.1.2. Wachstumsmedium fiir Kulturzellen der Linie 293

Die Zellen der Linie 293 sind durch Adenovirus-5-Infektion immortalisierte Epithelzellen aus fétalen
Nieren. Sie werden gerne als Modellorganismen anstelle von HUVECs genommen, da sie in vieler
Hinsicht vergleichbare Experimente erlauben, jedoch einfacher zu handhaben und billiger zu halten
sind. Zellen der 293-Linie haben im Gegensatz zu HUVECSs einen Astrozytenaspekt, d.h. sie sind sehr
unregelmaBig geformt und weisen verastelte Fortsatze auf. Zur Verwendung der Zelllinie 293 muss
das folgende Wachstumsmedium vorbereitet werden:

e DMEM: 500ml
o FCS (Fetal Calf Serum): 50ml
e PenStrep: 5mi
e  Glutaminlésung: 5mi

4.5.1.2.1. WACHSTUMSMEDIUM FUR DIE PRODUKTION VON ADENOVIREN

Die im Laboralltag in Verwendung befindlichen adenoviralen Konstrukte sind aufgrund einer eingefihr-
ten Deletion der E1-Region replikationsinaktiv und bendétigen zur Vermehrung eine Helferzelllinie,
welche die E1-Region stabil ins Genom integriert hat. Die Produktion von Viren bedarf einer grof3en
Menge an Ressourcen, weshalb das normale Medium fiir 293-Zellen nicht ausreicht. Es wird ein
reichhaltigeres Nahrmittel auf Basis des MEMa-Mediums von Gibco, das mit Ribonukleosiden ange-
reichert ist, bendtigt.

e MEMa : 500ml
e NCS (Newborn Calf Serum): 50ml
e Penicillin, 10.000 U/ml + Streptomycin, 10mg/mi: 5ml
e  Glutaminlésung (200mMolary): 5mi

4.5.1.3. Wachstumsmedium fiir Fibroblasten und humane glatte Muskelzellen (HUSMC)

e M199 500ml
e SCS 80-100ml fur 20%
¢ Antibiotika-

Glutaminlsng 10ml

4.5.2. Isolierung von HUVECs aus Nabelschniren

Folgende Materialien sind fiir diese Arbeit pro Nabelschnur vorzubereiten:

e 1x PBS komplett zu 1L

Fibronektinlésung (100pg/ml)

5ml SCS

Kollagenase Typ | (mit PBS komplett auf 0,1% verdinnt und steril filtriert)
2 Spritzen 50ml (vollstandig mit PBS gefullt)
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1 Spritze 20ml (mit 20ml Kollagenasenlésung gefillt)

2 Rundkopfkanulen

2 Dreiweg-Kanulenventile von Discofix

2 Bandklemmen (Kabelbinder)

1 mit steriler Alufolie abgedecktes Metalltablett

1 Anatomieschere

Mehrere Mullkompressen

Mehrere Becherglaser zum Auffangen von Flissigkeiten

1 Sterilbecken, mit Desinfektionsmittel zum Einstellen gebrauchten Materials

Frisch praparierte, humane Nabelstrdnge mit einer Minimumlange von 10cm sind fur die Isolierung
von EC am besten geeignet. Die Arbeiten werden in der Sterilbank durchgefiihrt, und es ist darauf
zu achten, zwei Paar Handschuhe zu tragen, um einer méglichen Infektion vorzubeugen (Schutz
der eigenen Person!).

Zunachst muss pro Nabelschnur eine kleine Kulturflasche mit 1 bis 1,5ml Fibronektin beschichtet
werden. Die Flache wird fir etwa 30min bei 37°C waagrecht gelagert.

Die Nabelschniire werden mit 70% Alkohol auferlich desinfiziert und mit Mullbinden abgetupft.
Ungefahr “2cm von beiden Enden der Nabelschnur wird mit einer Anatomieschere abgetrennt, um
die Venen besser zuganglich zu machen. Die grofte der Adern ist die gesuchte Vene, die Arterien
sind nur schwerer zu finden und fur die Praparation uninteressant.

Eine Kanule wird an einem beliebigen Ende der Nabelschnur in die Vene eingeschoben und mit
einer Bandklemme dichtend fixiert.

An diese Kantle wird nun eine mit PBS geflllt 50ml-Spritze montiert. Das lose Ende der Nabel-
schnur bleibt in einem Becherglas.

Nabelschnur und Spritze werden mdglichst senkrecht nach oben gehalten und die Vene mit PBS
langsam durchgespllt. Die Restflissigkeit wird mit den Fingern langsam aus der Vene gepresst.
Jetzt kann die 2. Kanile in das andere Ende der Vene eingefihrt, mit einer Bandklemme fixiert
und ein Kanulenventil montiert werden. Das Ventil bleiben zunachst gedffnet.

Eine 20ml-Spritze wird an die obere Kanile montiert, um in die Vene Kollagenase einzuleiten, bis
die FlUssigkeit aus dem freien Kanulenventil austritt.

Am freien Ende kann nun das Ventil geschlossen und die Vene mit Kollagenase aufgefillt werden
(nicht zu prall, da die Schnure platzen kénnten).

Die Nabelschnur wird entlang ihrer Ausdehnung mit den Fingern leicht gedriickt und fir 7min auf
37°C inkubiert.

Wahrenddessen wird ein Falcon-Bluecap mit 5ml SCS (stoppt die Kollagenasereaktion) vorberei-
tet.

Bei diesem Arbeitsschritt dirfen keinerlei Verzogerungen eintreten: Die inkubierte Nabelschnur
wird mit einem Kanulenventil Uber das Bluecap gehalten und das Ventil gedffnet. Daraufhin wird
die Nabelschnur senkrecht gehalten und das andere Ventil gedffnet. Die Zellsuspension aus der
Vene lauft nun aus.

Um alle HUVECs auszuwaschen, wird die zweite Spritze mit 50ml PBS an das obere Ventil mon-
tiert. Durch leichten Druck wird nun die Vene gesplilt, bis die Falcon-Tube gefiillt ist. Dabei ist eine
Schaumbildung méglichst zu vermeiden.

Die Zellsuspension wird mit 1,5kupm bei RT fur 8min zentrifugiert. Wahrend dieser Zeit kann das
Uberschissige Fibronektin aus der kleinen Kulturflasche abgesaugt werden.

Der Uberstand des zentrifugierten Isolates wird vorsichtig abgegossen, das Zellpellet in 10ml HU-
VEC-Wachstumsmedium durch zweimaliges Auf- und Abziehen mit der Pipette resuspendiert und
sofort in die Kulturflache Gberfiihrt.

Das Medium muss frihestens nach 4h, spatestens nach 24h gewechselt werden. Eine dicht
gewachsene Kulturflasche kann weiter expandiert oder fir spatere Verwendung auf flissigem N,
eingefroren werden. Zum Expandieren dieser Zellkultur siehe Punkt 4.5.4.ff.

4.5.3. Auftauen eingefrorener Zellkulturen

1.
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10ml Wachstumsmedium werden in einem Falcon-Bluecap auf 4°C abgekihlt. Die auf flissigem
N, praparierten Zellen werden im Wasserbad bei 37°C getaut. Dabei ist zu beachten, dass sie
nicht vollig auftauen, da sonst das wahrend des Friervorganges zur Stabilisierung der Zellmemb-
ranen verwendete Dimethylsulfoxid (DMSO) toxisch auf die Zellen wirkt.

Beim Offnen der kleinen Aufbewahrungsbehélter missen die Rander des Schraubverschlusses
vorher mit Et-OH sterilisiert werden. Der im Behalter herrschende Unterdruck saugt beim Offnen
die Umgebungsluft in das Innere, daher darf dies auch in einer Sterilbank erfolgen.

Die ca. 1ml Zellsuspension wird mittels Pipette in 10ml Wachstumsserum tberfuhrt und vermischt.
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4. Die Zellen werden anschlieend durch Zentrifugation fir 5min bei 1500upm, RT vom Medium und
damit auch vom toxischen DMSO getrennt.

5. Das Pellet wird in 5ml Wachstumsmedium resuspendiert und entweder in eine Kulturflasche mit
80cm? Grundflache (meist HUVECS) - wobei der Boden der Kulturflaschen fiir einen HUVEC-
Ansatz mit 1%iger Gelatine ausgekleidet werden muss — oder in eine 172cm? Kulturflasche (293-
Zellen) Uberfuhrt und durch Schwenken gleichmaRig am Boden der Flasche verteilt. Die 175cm?
Kulturflaschen mussen zuvor mit 20ml Wachstumsmedium befllt werden.

6. Die Kulturen werden bei 37°C im Brutschrank fiir Zellkulturen mit leicht geéffnetem Deckel (Gas-
austausch!) bebritet. Dicht gewachsene Zellen kdnnen in die nachstgrofiere Kulturflasche tber-
fuhrt werden (siehe dazu 4.5.9.: Einfrieren von Kulturzellen)

4.5.4. Ausschwemmen von Zellen aus Kulturflaschen

Das Wachstumsmedium wird mittels einer an Vakuum gelegten Pasteurpieette an der Behalterkante
ansetzend abgesaugt. Hierauf wird die Kultur 1x mit 10ml 1xPBS komplett'’ (Phosphate-Buffer-Saline
+ Kalzium- und Kaliumsalzen) gewaschen, wobei auch hier darauf geachtet wird, dass das PBS eine
Temperatur von 37°C aufweist und die Kultur nicht mit den Instrumenten in Berihrung kommt.

Nach Absaugen von PBS wird 0,25% Trypsin in 10mmol HEPES auf die Kultur appliziert. Trypsin ist
eine Protease, 16st die interzellularen Verbindungen auf und erzeugt auf diese Weise aus dem Mono-
layer eine Zellsuspension. Folgende Mengen sind dabei relevant:

e Kulturflaschen mit 25cm? Grundflache fiir 5ml Mediuminhalt: 1ml Trypsinlésung
e Kulturflaschen mit 80cm? Grundflache fiir 15-25ml Mediuminhalt: 2ml Trypsinlésung
e Kulturflaschen mit 175cm? Grundflache fiir 30-50ml Mediuminhalt: 3ml Trypsinlésung

Unter dem Lichtmikroskop kann beobachtet werden, wie die Zellen stark lichtbrechend werden, sich
abkugeln und schliellich den Kontakt zu den anderen Zellen und dem Boden verlieren. Durch mehr-
maliges, kraftiges Klopfen an der Seitenwand der Kulturflasche kann der Loslésungsprozess be-
schleunigt werden, damit das Trypsin nicht zu lange auf die Zellen einwirken und diese so schadigen
kann.

SMCs sind sehr rigide und lassen sich nur durch langes Einwirken von Trypsin bei 37°C von der
Grundflache 16sen. Oft missen die schon abgeldsten Zellen in Medium aufgenommen und entfernt
werden, bevor auf die noch haftenden Zellen nochmals Trypsin appliziert wird. Verluste von bis zu
10% der Zellen sind dabei unvermeidbar.

Die Protease wird schliel3lich durch Zugabe des proteinreichen Wachstumsmediums abgestoppt (5ml
bei kleinen, 10ml bei mittleren und grof3en Kulturflaschen). Um das Trypsin weitgehend von der Kultur
zu entfernen wird die Suspension in ein Falcon-Bluecap Uberfiihrt und bei RT bei 1,2kupm flr 5min
zentrifugiert. Das im Uberstand enthaltene Trypsin kann nun abgesaugt werden.

4.5.4.1. Schnelles Ausschwemmen von 293-Zellen

Bei komplett dicht gewachsenen Zellen ist es nicht nétig, sie mit Trypsin zu vereinzeln. Jedoch muss
darauf geachtet werden, dass die 293-Zellen tatsachlich konfluent sind, da diese Methode nur dann
erfolgreich angewendet werden kann. Das alte Wachstumsmedium wird vor Ablésung der Zellen mit
3-6ml neuem ersetzt. Die Zellen werden nun mit mehreren kraftigen Schlagen an die Seitewande der
Kulturflasche geldst. Da 293-Zellen ublicherweise nicht in eine Gelatinematrix eingebunden sind, wer-
den sie bei dieser Behandlung auch nicht zerstért. Um eine gleichmaRige Suspension zu erlangen,
wird das Medium mind. 10x mit einer 10ml-Pipette auf- und abgesaugt. Die so suspendierten Zellen
sind mehr fur das Weiterziehen in 3-4 mit entsprechender Menge Medium vorgefillten Kulturflaschen
zu verwenden. Flr das Aussahen in Kulturplatten missen die Zellen auf konventionelle Art vereinzelt
werden (siehe oben).

4.5.5. Uberfithren von Kulturzellen in andere Kulturflaschen

Das Pellet aus 4.5.4. wird in 3-4ml Wachstumsmedium mittels eine 5ml Pipette durch mehrmaliges
Auf- und Absaugen resuspendiert. Die Suspension kann nun in die nachste Kulturflasche tberfuhrt
werden, in die zuvor die entsprechende Menge, 37°C warmes Wachstumsmedium geflllt worden ist.
Nach sanftem Mischen wird die Kulturflasche mit leicht gedffnetem Deckel (Gasaustausch!) im Brut-

' PBS komplett wird fiir lebende, PBS defizient fiir nicht lebende Zellen verwendet. PBS defizient ist fiir manche Waschvorgan-
ge fixierter Zellen gunstiger. PBS komplett enthalt 2-wertige lonen, welche die Erhaltung der Membranproteine garantieren.
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raum bei 37°C gelagert. Der Boden der Kulturflasche muss vorher 1h mit 1%iger Gelatine bedeckt
worden sein, die vor Verwendung der Kulturflasche abgesaugt wird; 293-Zellen brauchen fiir eine
Besiedelung des Bodens keine Gelatinematrix. Soll die Kultur in einer Kulturflasche gleicher Grofie
nur erhalten werden, so entnimmt man 1ml Suspension und Uberfihrt sie in eine gleich groRe Kultur-
flasche.

4.5.6. Zahlen von Zellen in der Neubauer'schen Kammer

Um zu verhindern, dass die Zellen im Kultur-Well uberelnandergeschlchtet anwachsen, mussen die
Zellen vor ihrer Uberfihrung gezahlt werden. Pro cm? diirfen nicht mehr als 50.000 Zellen eingebracht
werden (fir ein 6-Well ca. 400.000 Zellen). Zu diesem Zweck werden 20ul der Zellsuspension (kann
wahlweise vorher auf das doppelte Volumen verdiinnt werden) in eine Zahlkammer pipettiert. Diese
wird unter dem Llchtmlkroskop ausgezahlt, wobei das 4x4 Raster die zu zdhlenden Zellen enthalt. Der
erhaltene Wert wird mit 10* multipliziert und gibt die Anzahl der Zellen pro ml an. Nach Gebrauch wird
die Zahlkammer mit Ethanol gespdlt. Als grober Richtwert gilt fir HUVEC-Zellen, dass bei einer dicht
gewachsenen, 175cm? Kulturflasche vier 6-Well-Platten befiillt werden kénnen (ca. 9,6 Mio. Zellen),
fur 293-Zellen liegt der Wert bei etwa sechzehn 6-Well-Platten (ca. 38,4 Mio. Zellen) bereitet werden
kénnen. Die Suspension wird auf das Volumen verdinnt, das flr die Anzahl an 6-Wells errechnet
wurde, die mit der ausgezahlten Menge der Zellen befiillt werden kdnnen: In der Zahlkammer wurden
100 Zellen gezanhlt. 100x10* ergibt 1x10° Zellen/ml. Das Gesamtvolumen der Zellsuspension betragt
z.B. 20ml, also ist d|e Gesamtanzahl der Zellen 1x10° x 20 = 2x10". Jedes 6-Well wird mit 2ml Zell-
suspension, die 4x10° Zellen enthalten, beladen. Um den Verdiinnungsfaktor fiir die jeweilige Zellsus-
pension zu berechnen, bedient man sich der folgenden Formeln;

Znx10*
Fv=—7-—
Zw Standartverdiinnung:

Va=Fv-1xVs
Fv: Faktor der Verdiinnung
Zn: Aus der Neubauer’schen Zéhlkammer ermittelte Zellzahl
Zw: Bendtigte Zellen pro Well
Va: Volumen, mit dem die Zellsuspension aufgefillt werden muss.
Vs: Entnommenes Volumen an Zellsuspension.

Diese sollte so gewahlt werden, dass das benétigte Endvolumen
fur die Beflllung der geforderten Anzahl der Wells ausreicht.

Alternativ: Bei einer dicht gewachsenen Kulturflasche mit 175cm? Grundflache kann diese komplizier-
te Methode des Zahlens auch unterbleiben: Es genligt, die in 5ml Medium resuspendierten Zellen auf
100ml Medium aufzufiillen. In 1 ml einer solchen Suspension befinden sich dann ungefahr 4x10° Zel-
len.

4.5.7. Auftragen der Zellen auf 6-Well-Platten

Kulturplatten mit 6 Napfen (Wells) zu je ca. 20cm? Grundflache sind fir die meisten Studien an Kultur-
zellen geeignet. Jedes Well bietet Platz fir bis zu 10° Kulturzellen. Die daraus geernteten Zellen erge-
ben genligend Material fir aussagekraftige Assays (4.6.)

4.5.7.1. Bereitung der 6-Well-Platten

Der Boden der jeweiligen Kammern wird mit ungefahr 0,5ml 1%iger Gelatine (steht im 4°C-Kuhlraum)
bedeckt, die zuvor auf 37°C erwarmt und steril filtriert wurde. Diese verweilt in den Kammern fir max.
30min und wird schlie3lich abgesaugt, so dass nur ein dinner Film aus Gelatine auf dem Boden zu-
rickbleibt. Dieser Vorgang darf bei Verwendung von 293-Zellen unterbleiben. Zunachst muss das
Pellet, dass aus einer Kulturflasche wie unter 4.5.4. — 4.5.6. gewonnen und verarbeitet wurde, in einer
Falcon-Bluecap resuspendiert werden wodurch maéglicherweise vorhandene Zell-Cluster vereinzeln.
Diese Zellsuspension wird entsprechend mit Wachstumsmedium aufgefillt und durch vorsichtiges
Schwenken des Flasche durchmischt.

Die vorbereitete 6-Well-Plate wird pro Kammer mit jeweils 2ml Suspension befillt. Die Zellen der Sus-

pension werden Uber Nacht auf den Boden der Wells absinken und Monolayer bilden. Diese Monolay-
er sind dann bereit fir die Durchfiihrung der Studien.
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4.5.8. Benutzen von 12-Well-Platten

Die Handhabung dieser Platten gestattet es, mit begrenzten Ressourcen sparsam umgehen zu kon-
nen und trotzdem gendgend Zellen zur Verfligung zu haben, um sie fir Proteinassays oder dhnliche
Verfahren, in denen eine nennenswerte Menge von Zellen eingesetzt werden muss, zu nutzen. Das
Aussahen der Zellen wird wie ab 4.5.7. beschrieben durchgefihrt, jedoch werden hier immer nur die
Halfte aller verwendeten Zellzahlen und Volumina eingesetzt.

4.5.9. Einfrieren von Zellen zur Lagerung in fliissigem Stickstoff

Oft ist es nicht méglich oder nétig konfluent gewachsene Kulturzellen sofort zu verwenden. Zu diesem
Zweck werden sie auf flissigem N, gelagert. Dazu wird eine grof3e Kulturflasche ausgeschwemmt
(4.5.4.). Das entstandene Zellpellet wird in 4ml auf 4°C gekuhlte Medienbasis, die mit 10% DMSO
versetzt worden ist, aufgenommen. Diese Suspension muss nun rasch in 1,5ml Schraubbehalter tber-
fihrt werden, welche zuvor auf Eis vorgekihlt worden sind. Die Behalter sind zuvor mit reichlich
70%igen Ethanol an den AuRenseiten zu spiilen, um eine Kontamination des Innenraumes beim Off-
nen und Befiillen des Réhrchens zu verhindern. Die beflllten Behélter missen in eine 4°C kalte, I-
sopropanol enthaltende Frierbox eingestellt werden. Diese Box wird bei —80°C UN gelagert. Dies fiihrt
dazu, dass die Zellen in einer definierten Zeit unter den Gefrierpunkt gekiihlt werden, was ein Zerbers-
ten der Zellen verhindert. Am nachsten Tag kénnen die Behalter in flissigen N, eingelagert werden.
Zum Auftauen siehe 4.5.3.

4.5.10. Transiente Transfektion nach der Lipofectamine-Methode

Transfektionen bringen Fremd-DNA (ber Liposomen in die Zellen ein, wobei die fragliche DNA tran-
sient vorliegt und langsam abgebaut wird, was dazu fihrt, dass sie nach einer gewissen Zeit dem
Expressionsapparat nicht mehr zur Verfigung steht. Als Kontrolle zur Effizienz der Transfektion wird
oft ein 3-Galaktosidase-Reporterplasmid (kodiert fiir Lac-Z) unter der Kontrolle eines hCMV-Promoters
eingesetzt. Ob es Uberhaupt zu einer Transfektion gekommen ist, kann mittels eines anderen Plasmi-
des festgestellt werden: Beispielsweise erzeugt ein EGFP-Plasmid (enhanced green fluorescent prote-
in) eine grine Fluoreszenz, wenn die Zellen die Plasmide aufgenommen haben (statistisch sollten
dann alle verwendeten Plasmide in die Zellen eingedrungen sein). Alle Arbeiten mussen in der Steril-
bank durchgefiihrt werden.

1. Die Masterlésung wird pro Ansatz in Polystyren-Roéhrchen aliquotiert und kann mit den entspre-
chenden Plasmiden beschickt werden.

2. Zunachst muss die fur genutzte Plasmid-DNA mit in der Medienbasis (ohne Zusatze) verdiinntem
Plus-Reagenz 15min kompaktiert werden. Fir die verschiedenen eingesetzten Mengen siehe Ta-
belle 5.10.1.l. Als Behalter fur die Lésungen A+B werden 3ml Polystyrene-Falcon-Tubes mit
Pressverschluss benutzt. Die Masterlésung kann in einem 2ml MCT angesetzt werden.

3. Die Transfektionslésung wird mit der Liposomensuspension vorsichtig vermischt und weitere
15min inkubiert. Grundsatzlich sollten alle applizierten Medien auf 37°C erwarmt sein, damit die
Zellen nicht durch die Temperaturschwankungen beeinflusst werden kénnen.

4. Nach der Inkubationszeit werden die Ansatze mit 800ul serumfreiem M199 aufgefillt.

5. Die Ansatze werden auf die vorher mit je 1ml M199 (oder DMEM) gewaschenen 6-Well-
Kultuplatten zu jeweils 1ml appliziert.

6. Nach Applikation der Transfektionsansatze, werden die Kulturen fir 2h (4h bei 293-Zellen) im
Brutschrank bei 37°C inkubiert.

7. Die transfektierten Kulturen missen danach mit 1ml entsprechendem Wachstumsmedium gewa-
schen, mit 2ml des selben Mediums bedeckt und bei 37°C UN inkubiert werden.

8. 293-Zellen werden nicht gewaschen, sie werden nach dem Absaugen der Transfektionsldsung
lediglich mit 2ml Wachstumsmedium bedeckt, da ansonsten die Gefahr der Ablésung der Zellen
besteht.

Die anschlieBenden Assays sind sowohl bei HUVECs als auch bei 293-Zellen nach 24-48h durchfiihr-
bar. Reportergenaktivitdten gelten dann als Hinweis fiir eine erfolgreiche Aufnahme wahrscheinlich
aller verwendeten Plasmide. Abgestorbene Zellen sind als kugelige, abgehobene und stark leuchten-
de Korper erkennbar.

4.5.10.1. Bereitung der Transfektionsansétze fiir 6-Wells

Pro Transfektionsansatz, d.h. pro Kultur-Well werden folgende Mengen fur die verschiedenen Losun-
gen bendtigt:
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Masterlésung fir HUVECs pro Well

e  Serumfreies M199: 92 i
e Plusreagenz: 8 pl
e optional R-Galaktosidase-Vektor

unter hCMV-Promterkontrolle z.B.: 0,4 ug
Masterlosung fiir 293-Zellen pro Well
e  Serumfreies DMEM: 96 i
e Plus Reagenz: 4 i
e optional R-Galaktosidase-Vektor

unter hCMV-Promoterkontrolle: 0,4 ug

Ansatzlésungen = Lésung A:
Aliquot aus Masterlésung +

Plasmid-DNA: 0,4 ug
bis 1,2 ug

Lésung B:

e Lipofectamine: 4

e Serumfreies M199 oder DMEM (293): 96 ul
Tabelle 4.5.10.1.1.: Vorschlag fur Transfektionslsng.

4.5.11. Induzierung von Kulturzellen in 6-Wells mit Signalproteinen

Es sind eine grof3e Anzahl von Proteinen bekannt, die wichtige Aufgaben in der Reizweiterleitung oder
Reizverarbeitung der menschlichen Zelle wahrnehmen. TNFa ist z.B. ein wichtiger Mediator der Apop-
tose, wahrend VEGF das Wachstum von Endothelzellen stimuliert. Sowohl HUVECs als auch SMCs
oder Fibroblasten sind in der Lage solche Signale zu verarbeiten. Signalproteine werden Ublicherwei-
se bei —80°C gelagert und missen auf Eis aufgetaut werden. Die verwendete Stocklésung muss vor
Gebrauch auf etwa 10-20ug/ml verdiinnt werden. Fir ein 6-Well bedeutet dies, dass die entsprechen-
de Menge einer Protein-Stocklésung in 1,5ml Wachstumsmedium geldst werden (50-100ng / 6-Well).
Die Verdinnungen mussen rasch eingesetzt werden, um einem maoglichen Absinken der Signalprote-
inaktivitdt entgegenzuwirken. Vor der Applikation missen die Zellen mit Wachstumsmedium gewa-
schen werden, um die mdglicherweise in Losung befindlichen Signalprotein-Rezeptoren zu entfernen,
die das eingesetzte Protein abfangen wirden. Soll eine Stimulation von HUVECs durch den Medium-
wechsel verhindert werden, muss die Induktion im 24h altem Medium durchgefiihrt werden. Die Reiz-
verarbeitung wird nach friihestens 4h - 6h Gber entsprechende Assays sichtbar.

4.6. Assays von Kulturzellen und Ermittlung von Reportergenaktivitaten

Die Aktivitdt von Promotoren, die in Plasmide kloniert und in Kulturzellen transferiert worden sind,
kénnen durch die Koppelung an ein Reportergen, z.B. an das Luciferasegen, Auskunft Uber die Starke
eines Expressionssystems geben. Das bedeutet, dass ein Mal} der Expressivitat des gefragten Pro-
motors proportional zur Aktivitat eines damit gekoppelten Proteins ist, welches entweder eine messba-
re Farbreaktion (3-Galaktosidase + Xgal) oder Fluoreszenz (Luciferin, YFP, etc.) verursacht. Zur Nor-
mierung der Werte werden meist Plasmide eingesetzt, die in definierter, konstitutiver Weise ein Repor-
terprotein exprimieren (z.B. unter hCMV-Promoterkontrolle). Die daraus ermittelten Werte werden
dann in Relation zu jenen Werten gesetzt, die aus dem fir die Studien konstruierten Expression-
system generiert werden konnten.

4.6.1. Freeze-Thaw von Transfektionsansatzen

1. Das Medium wird aus den Wells abgesaugt, mit 1xPBS gewaschen, mit 1ml PBS bedeckt und mit
einem Gummispatel vorsichtig abgeschabt (zwischen den einzelnen Wells den Spatel gut abspu-
len und abtrocknen).

2. Die Zellen werden suspendiert und aus den Wells jeweils in ein analog den Transfektionsansatzen
beschriftetes 1ml MCT Uberfuhrt. Diese werden bei 4°C, 9kupm, 2min zentrifugiert und 2min auf
Eis gestellt.

3. Der Uberstand wird vorsichtig abgesaugt. Die Pellets werden mit 50ul 0,1molarer Kaliumdihydro-
genphosphatlésung auf Eis (Proteasenhemmung) suspendiert und dann durch dreimaliges Frieren
in flissigem N, (1min) und anschlielfendem raschen Auftauen im 37°C Wasserbad (30sek.) ly-
siert.

4. Die Organellen und Membranfragmente werden durch Zentrifugieren bei 4°C, 14kump fiir 10min
entfernt. Der Uberstand wird in ein neues MCT Uberfiihrt.
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4.6.2. Normierung von Assays

Die Herstellung von Zellextrakten hat oft die Messung von Enzymaktivitadten zum Ziel. Dadurch kann
z.B. die Menge oder Aktivitat eines Enzyms ermittelt werden und gilt so in weiterer Folge als Maf3 fur
die Aktivitat von Promotern ihrer vorgeschalteten Gene. Solche Daten sind jedoch nur dann wirklich
aussagekraftig, wenn sie gegeneinander mittels Referenzwerten normiert werden. Dies minimiert die
Fehler die sich aus dem Assaysystem, Zell- und Extraktmengen, Wartezeiten zwischen Messungen
usw. ergeben konnen. Zu diesem Zweck sind die Zellen vorher auch mit einem Referenzplasmid
kotransfektiert worden. Dieses Referenzplasmid exprimiert unter einem inerten, d.h. in diesem System
in seiner Aktivitat unbeeinflussbaren Promoter ein Protein oder Enzym, dass einen durch den Assay
stabilen Referenzwert in Abhangigkeit der Zahl an transfektierten Zellen liefert. Dieser Referenzwert
wird aus dem selben Zellextrakt ermittelt, mit dem auch der eigentlich angestrebte Assay durchgefiihrt
wird. Die Werte aus dem Assay werden durch Division mit dem jeweils zugehdrigen Referenzwerten
aufeinander abgestimmt und so quantitativ vergleichbar: Ein Plasmid mit einem Promoter unbekannter
Starke, dass einem Luciferasegen vorgeschaltet ist, kann durch Kotransfektion mit einem Refe-
renzplasmid normiert werden, welches durch den hCMV-Promoter fur eine gleichbleibende, konstituti-
ve Expression von Lac-Z sorgt. Der Wert aus dem Luciferaseassay wird durch den Wert des R-Gal-
Assays dividiert und so vergleichbar zu allen jenen Transfektionen gemacht, die mit derselben Master-
I6sung behandelt worden sind (die Masterldsung enthalt i.d.R. das Referenzplasmid).

4.6.3. Messung der Fluoreszenz von GFP

Da GFP und ahnliche Reporterproteine direkt durch UV zur Fluoreszenz angeregt werden kénnen,
missen keine besonderen Vorbereitungen getroffen werden, um ihre Aktivitat zu messen. Das Extrakt
aus 4.6.1. sollte zu diesem Zweck mit Kaliumhydrogenphosphatpuffer auf 100-200ul aufgefillt und
mind. 100ul davon in einen Napf einer 96-Well Mikrotiter-Platte eingefiillt werden. Die Platte mit den
Proben wird dann von einem Fluoreszenzspektrometer ausgelesen (Exitationsfilter bei ~488nm Wel-
lenlange, Emissionsfilter bei ~507nm). Fir eine Normierung eignet sich z.B. die Bestimmung der Ge-
samtproteinkonzentration mit dem Rest der Probe durchzufiihren.

4.6.4. Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration Uber einen Bradfordassay

Zur Normierung von Reportergenaktivitdten kann auch, obwohl mit grof3erer Ungenauigkeit, die Ge-
samtproteinkonzentration aus Zell-Lysaten mittels eines Bradfordassays herangezogen werden. Dazu
werden aus BSA und dem eingesetzten Lysatpuffer eine Standartlésung hergestellt, an der die weite-
ren Messungen geeicht werden.

Bradfordlésung: Eine Mischung aus Biorad-Bradfordreagenz zu H,O im Verhaltnis von 2:8

Standartlésung: 50mg BSA in 10ml Lysatpuffer = 5 ug BSA / pl Puffer. Aus dieser Lésung wird zu-
nachst 1ul in ml Bradfordlésung pipettiert. Es kann nach Vortexen rasch eine Blauverfarbung der L6-
sung wahrgenommen werden.

1. Die Proben werden mit einem Volumen zwischen 1-20ul in 1ml Bradfordlésung pipettiert.

2. Ist im Vergleich zur Standartlésung die Blauverfarbung sehr schwach, so muss zunachst die
Standartlésung um Faktor 10 verdiinnt werden und nochmals mit 1ul in eine Bradfordlésung pipet-
tiert werden. Die Blauverfarbung der Standartlésung sollte in etwa gleich stark sein, wie jene der
Probenlésung.

3. Aus der Verdinnung der Standartlésung wird eine Verdiinnungsreihe angesetzt, die unterschiedli-
che Mengen an Proteinen definieren z.B.: 0,1ug, 0,5ug, 1ug, 2ug, 5ug. Die Verdiinnungen werden
in den gleichen Volumina eingesetzt wie die Proben. Die Standartverdiinnungen dienen der Mes-
sung als definierte Eichgerade.

4. Um den Hintergrund von allen Messungen abzuziehen, wird eine Leerprobe angesetzt, in welche
das entsprechende Volumen Lysatpuffer zugesetzt wird.

5. Die Bradfordanséatze (je 1ml+Probenvolumen) werden in Plastik-Kuvetten im Spektrophotometer
bei 595nm gemessen.

6. Mittels der Standartlésungen lassen sich aus den Absorptionswerten die Proteinkonzentrationen
in ug/ul errechnen.

4.7. Screening von Klon-Bibliotheken

Die DNA genomischer PAC- oder BAC-Klone wird fur Analysezwecke an Filter immobilisiert. Diese
DNA-Klone sind punktférmig anhand eines Rasters ausgerichtet, d.h. jeder Klon befindet sich an einer
definierten Koordinate auf seinem Filter. Die Klone einer Library bestehen aus einer Anzahl von Frag-
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menten, die aus Verdauen genomischer DNA gewonnen wurden und in bakterielle Plasmide einge-
fuhrt worden sind. Sie decken dabei das gesamte menschliche Genom ca. 10-12 Mal ab. Werden nun
Sonden aus einer bestimmten cDNA mit den Filtern hybridisiert, so werden genau jene Klone markiert,
die das entsprechende Gen enthalten. So ist man in der Lage, mittels der identifizierten cDNA den
genomischen Klon ausfindig zu machen. Anhand der Koordinaten auf dem Filter, lassen sich die Klo-
ne dann bestellen und weiter analysieren. Hybridisierte Filter diirfen nicht zu lange dem Licht ausge-
setzt werden, da die UV-Anteile v.a. der Entladungsréhrenlampen die Nukleinsduren quervernetzt und
die Hybride nicht mehr abgewaschen werden kénnen. Die verpackten Filter werden auf der Innenseite
der Entwicklerkassetten mittels Klebefilm mit der Markierung nach oben fixiert. An den Randern des
Filters, z.B. an der linken oberen und rechten unteren Ecke werden Markierungsstreifen angebracht,
die vorher durch Belichten aktiviert worden sind: Sie phosphoreszieren wenige Minuten, weshalb die
Schritte bis zur Entwicklung rasch durchgefiihrt werden missen, soll eine ausreichende Orientie-
rungshilfe auf dem Film sichtbar werden. In der Dunkelkammer werden auf die Filter sensitive Ront-
genfilme aufgelegt und die Exponierkassetten sogleich derart verschlossen, dass der Film dabei nicht
verrutscht. Damit auch schwache Signale durch zu starke Molekularbewegung nicht vermindert wer-
den, missen die Kassetten bei —70°C UN gelagert werden. Anhand des Signal-Rauschabstandes
kann nach Entwicklung des Films entschieden werden, ob eine Exponierung wiederholt werden soll,
ob stark- oder mittelsensitiver Film verwendet werden soll oder die Dauer der Exponierung des Filters
auf den Film erhéht oder vermindert werden soll, damit eine einwandfreie Zuordnung des Signals zu
seinem Klon anhand der Filterkoordinaten getroffen werden kann

4.7.1. Markierung der Sonden mit radioaktivem ATP

Um die Sonden zu generieren und zu markieren werden die bendétigten DNA-Fragmente durch Verdau
aus ihrem Plasmid freigesetzt. Damit eine ausreichende Menge dieser Fragmente zur Verfigung
steht, werden die Plasmide mit einem doppelten Verdauansatz wie unter 4.1.2. umgesetzt. Zu beach-
ten ist, dass fur alle Hybridisierungsvorgange die Fragment-DNA immer aus einer low-melt-Sea-
Plague-Agarose isoliert wird, damit die Hybridisierung nicht durch stérende Zusatze aus normaler
Agarose gestort werden kann. Die Konzentration der Gesamtausbeute berechnet man nach folgender
Formel:

DxAxF

PxE d

Menge der eingesetzten DNA in ug

Prozentwert der zu erwartenden Ausbeute aus der Methodik , zumeist 50
Lange des Fragmentes in Bp

Lange des Gesamtplasmides in Bp

Volumen des erhaltenen Eluats in pl

myEAED

Der Ansatz wird in einem 1ml MCT durchgefiihrt und gilt fir das Hybridisieren eines Filters normaler
GroRe (ca. 50cm?). Je nach GroRe des Filters, kdnnen diese Mengen mit einem entsprechenden Fak-
tor multipliziert werden:

e 25ng Sonden-DNA
o auf 22ul mit H,O Auffillen
¢ 10ul Random Oligonucleotide Primers aus dem Prime-it-Kit von Stratagene

Dies wird 5min bei 95°C im Thermomixer (rechtzeitig auf Temperatur bringen) geschiuttelt, kurz ab-
zentrifugieren und auf RT abgekuhlt. Alle weiteren Schritte werden in einem fur radioaktive Arbeiten
vorgesehenen Labor unter Beachtung der entsprechenden Sicherheitsrichtlinien durchgefiihrt.

e 10ul 5x primer buffer aus dem Prime-it-Kit

e 5yl radioaktives a-P**-ATP (370mBg/ml)

. 1ul Klenow-Fragment-Polymerase aus dem Prime-it-Kit
48ul Gesamtvolumen

Diese Loésung wird fur 5-10min bei 37°C im Thermomixer gemischt, wonach es nun zur Ausbildung
radioaktiver Sequenzen kommt. Um die Reaktion zu stoppen, werden dem Ansatz 2ul Stopmix aus
dem Prime-it-Kit zugefugt und mit 100ul 1XxTE pH8 aufgegossen.
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4.7.1.1. Fraktionierung der markierten DNA

1. Um die freien Nukleotide von den Sonden abzusondern, wird der Ansatz mit einer Sephadex-G50
(G25) -Saule aufgetrennt. Die Saule ist versiegelt, wird bei 4°C gelagert und enthalt eine Pufferld-
sung, die vor Gebrauch abgegossen wird.

2. Um sie zu aquilibrieren (noch auf3erhalb des Sicherheitslabors), wird der untere Verschluss geoff-
net, die Saule in einer Halterung aufrecht fixiert und zweimal mit 1xTE pH8 bis zum Rand aufge-
gossen.

3. Die Saule wird nun vorsichtig auf eines von 9 vorbereiteten 1mI-MCT gesetzt. Jetzt kann der ge-
samte Labelansatz auf die Saule aufgetragen werden.

4. Da die Sequenzen erst nach 400yl in gréReren Mengen eluieren, werden noch weitere 200yl zu-
gefugt, bevor die Saule auf das 2. MCT gesetzt wird. Ab nun wird die Sdule nach dem Durchfluss
von 100yl auf einen neuen Behalter gesetzt.

5. Danach stehen 9 Fraktionen zur Verfigung, deren Strahlungsintensitat mit einem wenig sensitiven
Geigerzahler gemessen wird. Die Réhrchen werden immer im gleichen Abstand zum Messrohr
gehalten. Die Fraktionen mit dem hochsten Strahlungsanteil (meistens Fraktion 3-5) werden auf-
bewahrt und zu einer zusammengefasst, alle anderen verworfen.

6. Die spaten Fraktionen enthalten fast nur noch freie Nukleotide und sollten auch dann verworfen
werden, wenn die Strahlungsaktivitat hoch erscheint.

4.7.1.2. Bestimmung der Strahlungsdichte markierter DNA

Die Strahlungsdichte wird durch den Liquid-Scintillation-Analyzer von Packard gemessen. Zu diesem
Zweck wird der markierten DNA 1ul Lésung enthommen und diese zusammen mit der Pipette in einen
verschlieBbaren Messbehalter tberfihrt. Der Behalter wird in den dafilir geeigneten Schlitten einge-
stellt. Dieser Schlitten enthalt an seiner linken Seite eine Vorrichtung zum Einsetzen eines Pro-
grammmoduls. Dieses Modul sorgt fur die Abarbeitung einer bestimmten Messmethode, z.B. Modul 1
fur die hier bendétigte Messung nach Cerenkov. Das Modul muss durch Ausziehen seiner Messfahne
aktiviert werden. Nun kann der Messvorgang nach Schlieen der Apparatur durch driicken der Start-
taste durchgefiihrt werden. Der erhaltene Wert wird mit der Anzahl der zusammengefassten Fraktio-
nen x 100 multipliziert, z.B. 200.000cpm x 3 Fraktionen x 100 = 6x107cpm (counts per minute).

4.7.2. Durchfiilhrung der Hybridisierung

1. Der Basispuffer wird im Wasserbad auf 65°C erwarmt. Ein gut gereinigter Hartplastikbottich wird
kontaminationsfrei und rutschsicher im Wasserbad eingestellt und mit 100-300ml Pufferlésung
(variiert mit der Anzahl der zu hybridisierenden Filter) befillt.

Basispuffer:

e 1590ml Aquadest

e  400ml 20xSCSC (NaCl-, Na-Citrat-Losung)
) 10ml 20% SDS

2. Fur die Vorhybridisierung werden in diese Losung 300mg pulverférmige mRNA aus der Torula-
Hefe eingestreut.

3. Der Trog wird mit einem Deckel verschlossen und kann nach 5min aus dem Wasserbad entnom-
men werden.

4. Die Filter werden nacheinander mit der Markierung nach oben blasenfrei eingelegt. Jeder Filter
wird vom anderen durch einen netzférmigen Spacer getrennt.

5. Der mit dem Deckel verschlossenen Trog wird wieder ins Wasserbad gestellt und die Filter bei
65°C fir 2h unter Schwenken prahybridisert.

6. FuUr einen Labelansatz mit 8ml Puffer muissen 8x‘|06cpm dem Labelmix entnommen, bei
200.000cpm/pl des Sondenansatzes also 40ul Sonden-DNA-L6sung und in einem MCT 5min bei
95°C im Thermomixer denaturiert werden. VORSICHT: Der Deckel des Rohrchens muss perfo-
riert werden, damit sich nicht durch entstehenden Uberdruck das MCT 6ffnet und dabei
Radioaktivitit in die Umgebungsluft entweichen kann!

7. Der Trog mit den Filtern kann nun wieder aus dem Wasserbad enthommen werden. Der Deckel
wird so abgelegt, dass die Filter darauf gelagert werden kdnnen. Diese werden mit einer sauberen
Pinzette an einer Ecke festgehalten und aus dem Puffer gehoben. Sie werden leicht abgetropft
und auf der Innenseite des Deckels gelagert.

8. In den Puffer wird nun die gesamte denaturierte Sonden-DNA mit einer Gilsonpipette eingebracht.
Dabei ist dulderste Vorsicht geboten, da hier die Radioaktivitat leicht verteilt werden kann. Es ist
nicht moglich, den Trog hinter Plexiglas zu behandeln, daher sollte entsprechende Schutzkleidung
angelegt bzw. rasch gearbeitet werden.
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Die Filter werden nun in die Hybridisierungslésung eingelegt und mit einer Pinzette oder einem
anderen, sauberen Gegenstand die Luft zwischen den Filtern ausgepresst.

Der Trog wird wieder verschlossen und in das Wasserbad gestellt und UN bei 65°C unter
Schwenken inkubiert.

Am nachsten Tag kénnen die Filter in drei Schritten mit dem Basispuffer gewaschen werden. Da-
zu wird als erstes die Hybridisierungslésung entsorgt, indem sie an tber die Ecke des geschlos-
senen Troges in den flr radioaktive Lésungen vorgesehenen Abfluss gegossen wird (der Deckel
darf nicht dicht schlieRen).

Nun werden die Filter 1x fir 5min bei 65°C im Wasserbad unter Schwenken gewaschen, an-
schliefend noch 2x unter den selben Bedingungen fur 15min. Die Waschflussigkeiten werden als
radioaktiver Abfall entsprechend entsorgt.

Die gewaschenen Filter werden in Plastikfolie méglichst dicht, blasen- und faltenfrei verpackt.
Nach den Arbeiten muss der Filter von den Sonden durch Kochen in Wasch-Off-Puffer befreit
werden (Stripping):

Wash-Off-Puffer:
. 1,25ml 20% SDS
o 248,75ml Aquadest

4.7.3. Exponieren der hybridisierten Filter auf R6ntgenfilm

1.

2.

3.

10.

Xab:
Yab:

Xi

yr:
Xo:

Y2
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Um die Signale der positiv markierten Kolonien auswerten zu kénnen, muss das Signal zunachst
sichtbar gemacht werden.

Die verpackten Filter werden zusammen mit einem phosphoreszierenden Orientierungsmarker auf
die Deckelinnenseite einer Exponierkassette mit Klebestreifen rutschfest fixiert.

Auf den Filter werden danach in der Dunkelkammer Réntgenfilme mit mittlerer Sensitivitat aufge-
legt und die Kassetten werden fest und lichtdicht verschlossen. er Film darf dabei nicht verrut-
schen.

Da die belichteten Orientierungsmarker die aufgenommene Lichtenergie nur ein Paar Minuten
abstrahlen kénnen, darf die Zeit vom anbringen des Markers bis zum SchlieRen der Kassette nur
sehr kurz sein.

Die Exponierkassetten werden nun bei —70°C UN gelagert. Die Abkiihlung fiihrt dazu, dass auch
schwache Signale nicht von starken Molekularbewegungen vermindert werden.

Nach der Belichtung durch die Filter, werden die Kassetten 1,5h bei Raumtemperatur gelagert:
Sofortiges Entwickeln der kalten Filme kdnnte zu Signalverlust durch den Entwickler behinderndes
Kondenswasser flhren.

Es wird erwartet, dass bei einer PAC-Library eines menschlichen Genoms 1/3 der Filter 1 bis 2
positive Signale enthalten. Anhand der entwickelten Filme lasst sich der Signal-Rauschabstand
abschatzen. Ist das Hintergrundrauschen zu hoch oder das Signal so stark, so dass eine Zuord-
nung zum Signalmuster (auf dem Koordinatenblatt abgedruckt) nicht mdglich ist, musse kuirzer
exponiert oder ein Film mit geringer Sensitivitat verwendet werden. Ist das Signal zu schwach,
sollte langer exponiert oder ein Film mit hoherer Sensitivitat verwendet werden.

Die Zuordnung, welche Schwarzung ein Signal und welche nur ein Rauschen ist, ist oft nicht ein-
fach. Vielfach helfen Vergleiche mit friiheren Filmen desselben Filters.

Die entwickelten Filme sollten einige Minuten trocknen, da sie durch die Aufnahme von
Entwicklerflissigkeiten in ihrer GroRe variieren kdnnen, ebenso wie die Filter selbst. Daher sollten
die Punkte in unmittelbarer Nahe eines Signals mit Filzschreiber markiert werden, um eine
eindeutige Zuordnung des Signals in seinem Koordinatenbereich auch nach Trocknung des Films
zu ermdglichen.

Das Signal selbst tritt hierbei doppelt auf, da die DNA eines Klons auf zwei Punkte verteilt inner-
halb eines Koordinatenfeldes in einem bestimmten Winkel aufgetropft wird. Anhand dieses Win-
kels kénnen mittels der Signalkarte die Koordinaten des Klones genau bestimmt und nicht so
leicht verwechselt werden. Dazu bedient man sich der folgenden Formel:

Xab:f(X] —])+)C2
Yav=f1-1)*y>

x-Koordinate von Signal a bzw. Signal b

y-Koordinate von Signal a bzw. Signal b

Filter-Faktor (5 flr ein 5x-Raster und 4 fir ein 4x-Raster)
x-Koordinate des Klons im gro3en Raster

y-Koordinate des Klons im groRen Raster

x-Koordinate des Klons im Signalmuster

y-Koordinate des Klons im Signalmuster
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4.8. Adenoviren als Transfizierungssystem

Adenoviren eignen sich zur Etablierung von transienten Expressionssystemen. Da diese Partikel auch
im menschlichen Organismus wirksam werden kdnnen, missen bei der Arbeit mit solchen Vektoren
die Sicherheitsregeln fiir L2-Labors ausnahmslos und genau eingehalten werden.

4.8.1. Vorbereitung der zur Produktion von Adenoviren bestimmten 293-Zellen

Da 293-Zellen nach Infektion bzw. Transfektion mit entsprechenden Plasmide eine groRe Anzahl von
viralen Proteinen und Nukleinsduren produzieren, werden die Kulturzellen entsprechend stark gefor-
dert. Die Qualitdt und Quantitat der Partikel hangt insbesondere vom Zustand der Zellen ab. Diese
dirfen nicht zu alt sein (max. 8. Passage) und durfen keine Mangelsituationen erleiden. Um dies zu
vermeiden werden die Zellen ausschlief3lich mit besonders reichhaltigen Medien versorgt (4.5.1.2.1.):
Die weitere Handhabung entspricht im wesentlichen der unter 4.5. beschriebenen.

4.8.2. Herstellung von Primarviren

Der verwendete Transfervektor pAE1 ist allein nicht in der Lage, nach Einfiihren in eine Kulturzelle
Viruspartikel zu generieren. Dafir sind noch zwei weitere Voraussetzungen zu erfillen:

1. Kotransfektion mit einem Rekombinationsvektor (pJM17) und

2. Transfektion in 293-Zellen. Diese Zelllinie zeichnet sich durch eine stabile Integration der E1-
Region des Adenovirusgenoms aus, welches dem mit pJM17 rekombinierten pAE1 erméglicht, die
Replikation des Virusgenoms und die Translation der bendtigten viralen Proteine voranzutreiben
und funktionstiichtige Viren zu bilden. Diese kénnen deshalb nur in 293-Zellen nicht aber in ande-
ren Zelltypen vermehrt werden.

4.8.2.1. Vorbereitung der Zellen

1. 293-Zellen werden in Kulturflaschen mit 175cm? Grundflache konfluent herangezogen. Dazu wird
das Wachstumsmedium (25ml) wenigstens alle 3 Tage gewechselt, am besten nach einem Wo-
chenschema, z.B. Montag, Mittwoch und Freitag.

2. Die Herstellung der 6-Well-Platten wird nach dem oben beschriebenen Schema zu Wochenbeginn
gestartet: Dabei werden die Zellen, wie unter 4.5.4.ff beschrieben, ausgeschwemmt und Pelletiert.

3. 4x10° Zellen sollen pro Well ausgesat werden, diese konnen entweder korrekt ausgezahlt oder
nach einer vereinfachten Methode verarbeitet werden: Hierzu wird das Pellet zunachst in 4ml
Wachstummedium resuspendiert und auf 2 Falcon-Bluecaps aufgeteilt und auf je 50ml mit Medi-
um aufgefullt.

4. In 1ml dieser Suspension befinden sich nun ca. 4x10° Zellen, vorausgesetzt, die Suspension wird
haufig durchmischt, da sich die Zellen rasch absetzen. Somit kdnnen pro Well je 1ml des Medi-
ums mit 1ml der Zellsuspension vermischt werden, um die richtige Zelldichte zu erreichen. Insge-
samt ist es mdglich pro Kulturflasche etwa acht 6-Wells vorzubereiten.

4.8.2.2. Durchftihren der Transfektion

Fir die Transfektion von 293-Zellen mit dem Transfervektor pAE1 (Ublicherweise 6,9kB + Insert) und
dem replikationsdefizienten Rekombinationsvektor, der den gréfiten Anteil des Viralen Genoms enthalt
(ca. 36kB) wird die Methode der CaPO;-Prazipitation von Stratagene agenwendet. Daflir werden 3
Lésungen bendtigt:

1. 90ul-DNA-Mix in H,O: Dieser enthalt die DNA in einem Verhaltnis von pAE1 : pJM17 =2 : 5. Fir
jeden Ansatz werden 6 Verdinnungsstufen vorbereitet mit 0, 1, 2, 3, 4 und 6ug Gesamt-DNA-
Menge:

Komponenten |Ansatz0 Ansatz1 Ansatz2 Ansatz3 Ansatz4 Ansatz5

PAE1 0 0,3ug 0,6ug 0,9ug 1,2ug 1,8ug
pJM17 0 0,7ug 1,419 2,1ug 2,8ug 4,2ug
H,O 0ul ad 90yl ad 90ul ad 90ul ad 90ul ad 90ul
Tabelle 4.8.2.2.1.

2. Jeder DNA-Mix wird jeweils in ein Polystyren-Réhrchen Gberflhrt und unter leichtem Schutteln mit
10pl der Transfektionslésung 1 von Stratagene erganzt.
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3. Dazu kommen noch 100ul Transfektionsléosung 2 von Stratagene, die tropfenweise zugefligt
wird, wobei zwischen jedem Tropfen die Lésung durch leichtes Schiitteln des Réhrchens ver-
mischt wird. Diese Losung wird 15min bei RT inkubiert.

Das nun ausfallende DNA-Salz-Prazipitat legt sich wahrend der Transfektion auf die Membranen der
Zellen, wo es durch Endozytose aufgenommen wird. Dazu werden die 200yl der Transfektionslésung
einfach in das Medium je eines Wells eingetropft, wobei auch hier die 6-Well-Platte vorsichtig hin und
her bewegt wird, um die Ldsung im Medium gleichmaflig zu verteilen. Der Transfektionsansatz ver-
bleibt 20h auf den Zellen bevor das Medium gewechselt werden muss. Dies ist bei der Planung zu
berlcksichtigen, da das Medium am nachsten Tag zur Uhrzeit der Transfektion weniger 4h gewech-
selt werden muss. Die Zeitplanung kann folgendermalen eingehalten werden:

Montag: 6-Well aussahen, Dienstag: Transfektion (15:00 Uhr), Mittwoch: Mediumwechsel (11:00 Uhr),
Freitag: Mediumwechsel, weitere Mediumwechsel am Montag, Mittwoch, Freitag, usw. Sollten sich die
Zellen durch den Wechsel des Mediums vom Untergrund I6sen, missen sie mittels einer 1ml Gilson-
Pipette durch 10-20maliges Auf- und Abziehen des Mediums resuspendiert werden. Sollten die Zellen
zu dicht anwachsen, missen sie ebenfalls resuspendiert und 1:3 auf drei 6-Well-Platten aufgeteilt
werden. Nach 9 — spatestens 15 Tagen sollten die ersten Virusplaques erscheinen. Diese sind er-
kennbar an den kreisrunden Léchern in der ansonsten dichten Zellschicht. In der Mitte der Plaques ist
oft ein kugeliger Haufen abgestorbener Zellen erkennbar. An den Randern der Plaques sind noch
stark lichtbrechende, lysierte Zellen assoziiert mit Tendenz zur Loslésung. Die Zellen nehmen nach
aullen hin in der Starke der Lichtbrechung ab.

4.8.2.3. Isolierung der Primérviren

1. 24h nach Erscheinen der ersten Plaques missen die Zellen geerntet werden. Das Medium wird
davor nicht gewechselt.

2. Die Zellen werden mit einer 1ml Gilson-Pipette durch 10maliges Auf- und Abziehen des Mediums
suspendiert und in ein 2ml MCT Ubertragen.

3. Die Suspensionen werden 5min bei 1,2kupm zentrifugiert.

4. Der Uberstand wird in 2%igem Incidin oder Lysetol entsorgt, wahrend die Zellen in 500ul HE-
Puffer (10mM HEPES, 1mM EDTA) resuspendiert werden.

5. Die Zellen kdnnen ein zweites Mal zentrifugiert und wiederum in HE-Puffer aufgenommen werden.
Alternativ kann das Pellet auch in 1ml Puffer resuspendiert und nach Pelletieren vom Uberstand
500ul entfernt werden. Dies hélt Materialverluste geringer.

6. Um die Viren aus und von den Zellen zu befreien wird die Suspension 3x in flissigem N; je 1min
schockgefroren (zu diesem Zeitpunkt ist es mdglich die Suspension bei —-80°C zu lagern) und
dann im 37°C Wasserbad aufgetaut'®.

7. Danach wird das entstandene Lysat 10min bei 14kupm zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues MCT uberfuhrt. Das Pellet wird zusammen mit seinem Behalter in Lysetol entsorgt.

4.8.3. Herstellung monoklonaler Viren

Die Primarviren aus dem Zell-Lysat enthalten eine Mischung von Viren, die sich aus verschiedenen
Rekombinationsereignissen entwickelt habe. Teilweise kénnen solche Partikel unterschiedliche Eigen-
schaften aufweisen, wenn das Insert des Transfervektors bei einem solchen Ereignis Schaden ge-
nommen hat. Deshalb missen die Viren aus dem Extrakt in Verdinnungsstufen vereinzelt und durch
die Bildung singularer Plaques als Monoklon isoliert werden.

4.8.3.1. Vorbereitung der Zellen

Die Vereinzellung der Viruspartikel findet in einer Mikrotiterplatte mit 96 Napfen statt. Zunachst werden
2x10* 293-Zellen pro Well eingesat. Diese kénnen mit der Neubauer'schen Zahlkammer genau abge-
zahlt werden. Einfacher ist es, die Wells mit je 70ul Zellsuspension eines in 100ml Wachstumsmedium
(MEMo.*-Basis) resuspendierten Zell-Pellets aus einer dichtgewachsenen, 175cm? Kulturflache zu
befiillen und diese dann mit 30ul Medium aufzufillen.

'® Wahrend der Lysaterstellung ist es moglich, zu Beginn, innerhalb oder am Ende des Frierzyklus die in N, schockgefrorene
Probe bei —80°C einzulagern, wenn das Lysat nicht sofort verarbeitet werden kann. Das Virenlysat enthaltende Gefal® muss
immer in einem fest verschraubbaren und gekennzeichneten Uberbehélter aufbewahrt werden. Jeder Verschluss ist mit Para-
film zu versiegeln.
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4.8.3.2. Erstellung der Verdiinnungsreihe

1.

9.

Eine Mikrotiterplatte besteht aus 8 Zeilen (A-H) zu je 12 Reihen (1-12). Auf einer separaten Platte
wird in die Wells A1-G1 zwischen 140-150ul MEMa-Medium ohne Wachstumsfaktoren - welche
die Affinitat der Viruspartikel deutlich senken - eingebracht. Dazu werden zwischen 0-10pl Zell-
Lysat zugetropft:

A1+B1 : 140ul Medium + 10ul Lysat
C1+D1 : 145ul Medium + 5pl Lysat
E1+F1 : 148l Medium + 2pl Lysat

G1+H1 : 150ul Medium
Die restlichen Wells sind mit je 100ul Medium ohne Wachstumsfaktoren zu befiillen.

Mit einer 8-Kanalpipette wird aus der Reihe A1-H1 50ul Medium entnommen und diese in die Rei-
he A2-H2 Gberfihrt.

Diese 1:3-Verdinnung wird zweimal durchmischt und 50yl daraus wiederum in die Reihe A3-H3
Uberfihrt, usw.

Aus den so entstandenen Verdiinnungen werden von der héchsten Verdiinnungsstufe beginnend
100ul / Well entnommen und in die entsprechenden Wells der Kulturplatte mit den 293-Zellen ein-
gebracht. Jedes Well der Zellkulturplatte enthalt somit 100yl Medium + 100ul Infektionsmedium.
Die Zellen werden bei 37°C im Inkubator gelagert.

In der niedrigsten Verdiinnungsstufe kénnen die Zellen aufgrund der Menge an Infektiosen Parti-
keln schon innerhalb von 24h Anzeichen fiir Lyse zeigen. Meist lassen sich einzelne Plaques in
héheren Verdinnungen erst nach 3 Tagen ermitteln.

Es ist wichtig, mit dem Lichtmikroskop jene Wells zu ermitteln, die nur einen einzigen Plaque bil-
den, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich hier um eine Einzelinfektion und
somit um einen singularen Virenklon handelt.

Bei Verdacht auf einen passenden Kandidaten, ist es nétig, das fragliche Well zu markieren und
einen weiteren Tag abzuwarten, bevor der Plaque als monoklonal gedeutet werden kann.

Nach ca. 5-7 Tagen kann ein Well, das einen einzelnen Plaque aufweist, mit gréf3ter Wahrschein-
lichkeit positiv fir einen singularen Klon eingestuft werden. Falls sich ein weiterer Plaque bildet, so
muss der Kandidat ausgeschieden werden.

Zellschichten mit nur einem Plaque werden fir die Viruspraparation herangezogen.

4.8.3.3. Isolierung der monoklonalen Adenoviren

1.

2.
3.

Die Zellen der Wells mit singuldarem Plaque werden im Medium mit einer 200ml Gilsonpipette re-
suspendiert und jeweils in ein MCT Ubertragen.

Sie werden bei 1,5kupm pelletiert und der Uberstand wird vorsichtig abgehoben.

Das Pellet wird in 200ml HE-Puffer resuspendiert, eventuell nochmals pelletiert und wieder in
200ml HE-Puffer resuspendiert. Alternativ kann das Pellet auch 1x in 500ul Puffer resuspendiert
und nach dem Pelletieren 300ul des Uberstandes abgesaugt werden. Dies verhindert, dass zuviel
Material verloren wird.

Anschlielend werden durch dreimaliges Frieren in flissigem N, (die Suspension kann hier bei -
80°C gelagert werden) und Auftauen im 37°C Wasserbad die Viruspartikel befreit, die sich nach
10min zentrifugieren bei 14kupm im Uberstand sammeln, wahrend die Zellreste pelletieren.

Der Uberstand wird in ein neues MCT Uberfiihrt und kann fiir die Expansion des Klones im 6-Well
genutzt werden.

4.8.4. Expansion von monoklonalen Adenoviren

4.8.4.1. Expansion in 6-Wells

1.
2.

3.

Am Vortag der Infektion werden 4x10° 293-Zellen pro Well in eine 6-Well Platte ausgesat.

Vor der Infektion werden die in Punkt 4.8.3. erstellten Virusextrakte mit 100ul in 1ml PBS-komplett
verdinnt.

Aus dieser 1:10-Lésung werden eine 1:50 (200ul 1:10-Lésung 1ml PBSc) und eine 1:100 Verdun-
nung (200pl 1:10-Lésung 1ml PBSc) erstellt.

Fir eine einwandfreie Adhasion der Viren an die Zielzellen zu gewahrleisten, werden die Zellen 2x
mit je 2ml PBSc gewaschen, bevor die Infektionsmedien aufgetragen werden und fir 25min bei
37°C auf die Zellschicht einwirken.

Es ergeben sich 3 Wells mit Infektionen in den 3 Verdiinnungsstufen und 3 Wells mit Kontrollzel-
len, die nur mit PBSc behandelt werden.
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Nach der Inkubation werden die Infektionsmedien bzw. das reine PBSc durch je 2ml Wachstums-
medium ersetzt.

Zur Vereinfachung kénnen 100pl, 20ul und 10ul des Lysates auch direkt ins Medium der 6-Wells
eingetropft werden. Versuche haben gezeigt, dass damit die gleichen Erfolge erzielt werden.

Nach Bildung der Plaques werden die Zellen bei ca. 50%iger Lyse im Medium resuspendiert und
wie unter 4.8.3.3. isoliert.

4.8.4.2. Expansion in Kulturflaschen

1.

o0k w

~

10.

100-200ul der aus den 6-Wells erstellten Virusextrakte werden einer Kulturflasche (175cm2
Grundflache) mit frischem Medium zugesetzt.

Nach ca. 3-5 Tagen sollten die ersten Plaques sichtbar werden. Bei 50%iger Lyse werden die
Zellen durch Abklopfen von der Grundflache geldst und mittels einer serologischen Pipette (10ml)
resuspendiert.

Die Suspension wird auf 2 Falcon-Bluecaps verteilt und bei 1,2kupm zentrifugiert.

Die Pellets werden in je 6yl HE-Puffer resuspendiert und wiederum zentrifugiert.

Je 5yl der Uberstande werden abgehoben und die Pellets im verbleibenden Puffer resuspendiert.
Die Suspensionen werden zu 500ul in vier 2ml MCT aliquotiert und kénnen bei —80°C gelagert
werden.

Um den Virusextrakt herzustellen muss im L2-Labor gearbeitet werden, da die Partikeldichte ei-
nen fir L1-Labors unvereinbaren Wert erreicht.

Die Zellsuspension wird in einem 15ml Falcon-Zentrifugenréhrchen gesammelt und dort in vierma-
ligen Frier- und Tauzyklen in flissigem N, und 37°C-Wasserbad vollstandig lysiert.

Das Lysat wird in ein neues Falconrohrchen uberfiihrt, da das Material durch die Temperaturbe-
lastung briichig sein und die Zentrifugation bei 5kupm nicht tiberstehen kdnnte.

Der Uberstand wird in verschraubbare Réhrchen aliquotiert, welche in einem Falcon-Bluecap mit
fest verschraubten und mit Parafilm versiegelten Verschluss bei —80°C gelagert werden.

4.8.4.3. Expansion in Petrischalen

1.

® N

10.

11.

12.

13.
14.

In dieser Expansionsstufe soll die Partikeldichte im gereinigten Lysat auf mind. 10"2 PFU/m geho-
ben werden. Dazu werden auf 40 Petrischalen (mussen fur Zellkultur ausgewiesen sein!) mit
15cm Durchmesser und ca. 175cm? Grundflache 28ml Wachstumsmedium aufgetragen.

Die Zellen aus 16 vdllig dichtgewachsenen Kulturflaschen werden in je 5ml Medium / Flasche
resuspendiert und zusammengefasst.

Von dieser 80ml umfassenden Suspension werden mit einer 10ml Pipette 2ml auf jede einzelne
Petrischale aufgetragen (10ml in einer serologischen Pipette aufziehen und auf 5 Schalen nach-
einander applizieren) und die Zellen durch leichtes Ritteln gleichmaRig verteilt.

Die abgesetzten Zellen werden am Tag darauf mit je 500yl einer 1:2000 Verdiinnung des aus der
infizierten Kulturflasche gewonnenen Lysates behandelt (1ml Lysat in 19ml PBSc oder serumfrei-
en Medium).

Damit sich die Viren fir eine gleichmallige Lyse der Zellen verteilen kénnen, missen die
Petrischalen vorsichtig morgens und abends horizontal kreuzweise hin- und hergeschoben
werden. Die Plaquebildung wird taglich kontrolliert.

Die Zellen werden geerntet, wenn die Lyse zu etwa 70% fortgeschritten ist'®.

Zuerst werden 20ml Medium / Schale abgehoben und in ein 250ml Falcon-Tube Uberfihrt.

Mit den verbleibenden 10ml werden die Zellen von der Grundflache gewaschen und in den selben
Behalter Uberfuhrt, bis dieser mit 150ml (max.180ml) gefillt ist.

Ein zweiter Behalter wird ebenso befiillt und beide werden bei 1,5kupm und RT zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgesaugt und verworfen.

Die Behalter werden wiederum jeweils mit den nachsten 150ml Suspension beflllt und zentrifu-
giert, bis alle Zellen in 2 Pellets vorliegen.

Diese Pellets werden mit 10-20ml PBSc gewaschen und zentrifugiert. Die Uberstande werden
abgesaugt und die Zellen in insgesamt 15ml HE-Puffer resuspendiert.

Die Suspension wird viermal in flissigem N, gefroren und im 37°C Wasserbad aufgetaut (im ge-
frorenen Zustand kdénnen die Zellen bei —80°C gelagert und spater weiterverarbeitet werden).
Danach wird das Lysat in ein neues Bluecap Uberfiihrt und 10min bei ~4kupm, RT zentrifugiert.
Der Uberstand wird entweder in ein neues Bluecap pipettiert und gelagert oder kann sofort aufge-
reinigt werden.

'%100% der Zellen sind infiziert, wenn Plaques mit freiem Auge deutlich sichtbar werden und die Zellen generell Anzeichen fiir
Schadigungen durch Infektionen zeigen (v.a. héhere Lichtbrechung).
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4.8.5. Aufreinigung von Adenoviren

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Das 293-Zelllysat aus 4.8.4. umfasst ca. 15ml und wird mittels einer 20ml Spritze und einer ca.
20cm langen und 2mm dicken Nadel in ein oben Schmal geschlossenes 40ml-
Ultrazentrifugenrdhrchen (Beckman-Quickseal fur VTi50-Rotor) eingebracht.

Dieses Lysat wird mit 15ml CsCI-Losung mit der Dichte 1,33 (22,278mg in 50 ml HE-Puffer) und
diese wieder mit 10ml einer CsCI-Lésung mit der Dichte von 1,45 (30,45g in 50ml HE-Puffer) un-
terschichtet, und zwar moglichst luftblasenfrei, da Luftblasen nach dem Zentrifugieren den Gra-
dienten stéren wirden.

Der Luftraum wird durch Unterschichten mit 1,45 CsCl, aufgefillt. Durch das Herausziehen der
Nadel entsteht eine Blase, die durch einen Tropfen Salzlésung ausgetrieben wird. Der verengte
Einflllstutzen muss frei von Flissigkeit bleiben.

Das aus Polyallomer bestehende Rdhrchen wird am Einfillstutzen mit der entsprechenden Vor-
richtung verschweildt: Ein mit Teflon beschichtetes Aluminiumhitchen wird auf den Stutzen ge-
setzt und der Heizzylinder des Schweillapparates aufgedriickt. Der Hals schmilzt dabei und nimmt
die vom Hutchen vorgegebene Form an.

Auf das Aluminiumhitchen wird danach der Warmeableiter gedrickt und anschlieRend wird es
durch Drehen gelockert und entfernt.

Das verschweilte Zentrifugenréhrchen wird in seinen Rotor eingesetzt und mit einer Aluminium-
kappe bedeckt.

Uber diese Kappe wird der Deckel aufgeschraubt. Das Gewinde des Deckels muss nétigenfalls
mit Silikonfett geschmiert werden. Dies ist notig, weil in der Ultrazentrifuge ein starkes Vakuum
aufgebaut wird, um Reibungswarme bei hohen Umdrehungen zu vermeiden. Schliel3t der Deckel
die Kammer nicht véllig dicht ab, entsteht auch in der Rotorkammer ein Unterdruck, der das Zent-
rifugenréhrchen zum Platzen bringen wirde. Die Deckel werden mit einem Nm-Schlissel festge-
zogen.

Die Zentrifugation dauert 1h bei 20°C und 48kupm. Sollte der Stufengradient durchmischt worden
sein, so muss mindestens 4h zentrifugiert werden, damit sich der kontinuierliche Gradient ausbil-
den kann.

Nach Zentrifugation entwickelt sich eine Virusbande, die meist unterhalb aller anderen Banden
liegt. Diese opaleszierende Schicht ist am besten gegen einen dunklen Hintergrund sichtbar und
umfasst etwa 5ml. Sollte sich der Gradient durch ruckartige Bewegungen wieder durchmischt ha-
ben, wird einfach nochmal zentrifugiert.

Danach wird das verschweildte Réhrchen gut zuganglich fixiert und oben mit einer diinnen Injekti-
onsnadel angestochen. Die Nadel verbleibt so in der Einstichstelle, dass sie ihrem stumpfen Ende
nach oben zeigt.

Danach wird eine Nadel vom Typ 18G 1 1/2 auf eine 10ml-Spritze gesetzt. Die Nadel wird etwa
5mm unterhalb der H6he der Virusbande in das Réhrchen eingestochen (sanfter Druck, hin und
her drehen, Finger nicht auf der gegenlberliegenden Seite halten, Verletzungsgefahr!).

Die eingefiihrte Nadel wird mit der Offnung (Schragflache) nach oben unter die Virusbande ge-
fuhrt. Die Bande muss mit aller gebotenen Sorgfalt sehr langsam abgesaugt werden.

Das Virus-Praparat wird in ein 5mi-Ultrazentrifugenréhrchen fiir Beckman-VTi65-Rotoren luftbla-
senfrei eingebracht.

Dieses Réhrchen wird verschweigst und mit 63kupm bei 20°C fiir mind. 4h oder UN zentrifugiert.
Auch hier bildet sich eine Virusbande, die jedoch eine besonders hohe Partikeldichte und Reinheit
aufweist.

Die Virusbande wird wie oben abgesaugt und in ein verschraubbares 1ml MCT geflllt. Das MCT
wird bei -80°C in einem 50ml Falcon-Bluecap gelagert.

4.8.6. Dialyse des gewonnenen Viruspraparates

Das Viruspraparat ist mit Casiumchlorid verunreinigt, dass durch Dialyse mdglichst weitgehend ent-
fernt werden soll:

1.
2.

3.
4.

Ein Kollodiumhitchen von Sartorius/Géttingen muss 1h in Aquadest gequollen werden.

Danach wird es vdllig entleert und in eine entsprechende Halterung in einer Wanne mit Ruhrfisch
eingesetztzo. In die Wanne sind ca. 500ml auf Eis gekihlter Dialysepuffer21 eingefillt worden.

Das Viruspraparat wird in das Kollodiumhutchen einpipettiert (max. zu 2/3 befullen).

Der Deckel des Behaltnisses wird geschlossen und in ein 5L-Becherglas eingestellt. Das Becher-
glas befindet sich auf einem Magnetrihrer, der mit max. 30upm lauft.

% Gut geeignet ist z.B. ein Behlter fiir 1ml Pipettierspitzen. Die Spitzenhalterung kann zum Befiillen des Behélters entfernt
werden, welcher ca. 500ml Puffer aufnehmen kann. AuBerdem kann der Behalter mit einem Deckel verschlossen werden.
2 460ml 87% Glyzerin, 20ml 1M Hepes, 10ml 5M NaCl, 510ml Aquadest
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Diese Apparatur steht unter einem Abzug oder auf einem geeigneten Abfluss (Ableitung in einen
gesonderten Tank) und wird mit Alufolie abgedeckt. Entsprechende Warnhinweise sind anzubrin-
gen.

Die erste Dialyse wird fur 4h bei 4°C durchgefiihrt. Danach wird der Puffer gewechselt (der Spit-
zeneinsatz wird mit dem Kollodiumhitchen in einen neuen, mit Puffer geflllten Behalter einge-
setzt) und die zweite Dialyse erfolgt bei 4°C UN.

Sollte beim Wechsel des Puffers Flussigkeit in das Kollodiumhutchen schwappen, muss das Vi-
ruspraparat wieder in eine Ultrazentrifugenréhre fir VTi-65-Rotoren Uberfihrt, mit CsCl,-Lésungen
von 1,33 und 1,45 optischer dichte unterschichtet, mind. 4h zentrifugiert und anschlieRend wieder
dialysiert werden.

Das dialysierte Praparat weist ein um bis zu 40% geringeres Volumen auf, da wahrscheinlich nicht
nur die Salze entfernt werden, sondern auch die H,O-Moleklle schneller ausstromen, als Glyzerin
in das Hatchen einstromen kann.

Das Praparat wird auf 4 verschraubbare 1ml MCT Aliquotiert und bei -80°C in 50ml Falcon-
Bluecaps gelagert.

4.8.7. Bestimmung des Titers von Adenoviren

1.

2.

3.

HE®3ITS3

Zur Messung der PFUs eines Viruspraparates wird eine 96-Well-Platte mit 293-Zellen wie unter
4.8.3.1. vorbereitet.

Auf einer anderen 96-Well-Platte werden 1:10 Verdinnungsreihen in PBSc angesetztzz. Zunachst
werden alle Wells mit einer Multipipette zu 45ul PBSc befiillt.

Begonnen wird die Verdiinnungsreihe mit einer 1:10 Verdiinnung des Praparates z.B. in Well A1,
d.h. 5pl Praparat zu 45ul PBSc.

Aus dem Well A1 werden nun 5l Viruslésung entnommen und z.B. auf Well A2 Gbertragen, usw.
Am Ende steht eine Verdiinnungsstufe von 107 im Well A12 zur Verfiigung.

Je 1-10ul werden aus den Wells mit einer Multipipette auf die entsprechenden Wells auf der 293-
Zellen-Kulturplatte Ubertragen. Wenn jeweils 10ul enthommen werden entspricht die Infektion des
Wells A1 praktisch der Verdinnungsstufe 1, jene in A12 entspricht einer Verdinnungsstufe von
10™"": Nicht die Konzentration von infektiésen Partikeln ist ausschlaggebend, sondern die tatsach-
liche Anzahl der PFUs.

Das Well der hochsten Verdiinnungsstufe, in denen sich Plaques bilden, wird fiir die Bestimmung
des Titers herangezogen. Um mit Bestimmtheit die Bildung der letzten Plaques abzuwarten, mis-
sen mind. 5 Tage bis zur Auswertung abgewartet werden. Fir die Berechnung gilt die Formel:

nxmxbpxIO _7

n Anteile des Viruspraparates zu

b Anteilen des Verdinnungspuffers: z.B. n:b = 1:10

Menge der von der erstellten Verdlinnung eingesetzten Infektionslosung in Mikroliter

Anzahl der letzten Plaques im Well mit der hdchsten Verdinnungsstufe

Die Zahl des Wells einer Verdunnungsreihe, in dem die letzten Plaques gezahlt werden konnten
Wert des Titers in PFU/ul

4.8.8. Kontrollierte Infektion von 293-Zellen oder HUVECs mit Adenoviren

Infektionsarbeiten mit Adenoviren werden prinzipiell unter Beriicksichtigung der erforderlichen Sicher-
heitsmaRnahmen durchgefuhrt. Kulturzellen werden i.d.R. mit 100-200MOI (Multiplicity of Infection)
durchgefiihrt. Das heil’t, dass jede einzelne Zelle einer Kultur mit ca. 100-200 Partikel infiziert werden
kann. Wird angenommen, dass in einem 6-Well etwa 10° Zellen vorliegen, so musste dieses Well mit 1
bis 2x10° PFU (Plaque-Forming-Units = infektidse Partikel) infiziert werden. Meist liegt ein Virusisolat
jedoch in viel hdherer Konzentration vor, so dass es erst auf 100MOI/ul normiert werden muss. 1yl
einer so normierten Virus-LOsung wird dann in der benétigten Menge PBS-komplett-Losung verdiinnt,
welche dann 30min auf eine PBS-gewaschene die Kultur oder direkt ins medium appliziert wird. Fir
die Menge der bendtigten Virusldsung gilt:

2 Maximal 8 verschiedenen Praparate in 12 Schritten oder 12 verschiedene Praparate in 8 Schritten.
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Vp= AxZxMOI

PFU
Vp: zu entnehmendes Probenvolumen in pl
A: Anzahl der zu infizierenden Kulturen (bzw. Wells)
Z: Zellzahl pro Kultur oder Well

MOI: Anzahl der benétigten MOI (meist 100)
PFU: Titer der Viruslésung in PFU

Es kann mittels dieser Formel auch ausgerechnet werden, wie viele Ansatze beispielsweise mit 1pl
Viruslésung eines bestimmen Titers durchgefiihrt werden kénnen. Dies ist wichtig flr die Auflosung
der nachsten Formel. Sie ermittelt die zur Normierung bendétigte Menge PBSc, mit der die entnomme-
ne Virus-Lésung aufgefillt werden muss, um eine Stock-Lésung von 100MOI/ul zu erhalten:

Va=A4 - Vp

Va: Auffiillvolumen in pl
A: Anzahl der infizierbaren Kulturen (bzw. Wells)

Bei Virusldsungen mit hohem Titer ist es oft unmdglich, die bendtigte Menge an Lésung exakt zu pi-
pettieren, weshalb oft einfach 1l des Konzentrats eingesetzt wird. Mit der aus dem Titer errechenba-
ren Anzahl 4 an theoretisch durchzufiihrenden Infektionsanséatzen, kann das bendétigte Auffillvolumen
leicht ermittelt und so eine geeignete Stockldsung generiert werden. Da die MOI eine direkt proportio-
nal zur Zellzahl ist, werden im Folgenden verschiedene giiltige Schatzwerte fir die Anzahl an 293-
Zellen bzw. HUVECs in gangigen Kulturbehaltern angefiihrt.

Fiir die Zellzahlen gilt:
6-Well: 0,5- 1108
12-Well: 2-5%10"
24-Well: 2,5*10"

10cm-Platte:  5*10°
15cm-Platte:  1*10° Zellen

Durchfiihrung:

1. Die Zellschicht wird jeweils 2x mit PBS-komplett gewaschen (6-24 Wells mit je 1ml, 10cm-Platten
mit 5ml, 15cm-Platten mit 10ml). Das PBS aus dem letzten Waschschritt wird erst kurz vor Appli-
zierung der Viruslésung abgesaugt.

2. Die Normierte Viruslésung wird nun entsprechend in die bendtigte Menge PBS-Komplett pipettiert.
Dabei gilt: Pro 6-Well werden je 1ul normierter Viruslésung in je 1ml PBSc eingebracht, fir 12-
Wells %2 , fur 24-Wells Y2 der Menge an PBS. Beachte: Die normierte Viruslésung gilt fur die
jeweilige Anzahl der Zellen pro Kultur und wird daher immer mit 1ul eingesetzt. 10cm-
Platten werden mit 5facher Menge an PBS (je 1yl der daflr normierter Virusldsung in je 5ml),
15cm-Platten mit 10facher Menge verdunnt.

3. Die vorbereiteten Verdinnungen enthalten nun je 100 MOI pro Ansatz. Das PBS kann jetzt von
den Kulturen abgesaugt und die entsprechenden Mengen Infektionslésung appliziert werden.

4. Die Kulturen werden bei 37°C im Inkubator 25min infiziert. AnschlieRend werden die Infektionslo-
sungen entsprechend der Sicherheitsrichtlinien (siehe oben) abgesaugt und die Zellen mit Wachs-
tumsmedium bedeckt (0,5ml fir 24-Wells, 1ml fur 12-Wells, 2ml fur 6-Wells, 10ml fir 10cm-Platten
und 20ml fir 15cm-Platten).

5. Die Zellen werden mind. 24h bei 37°C im Inkubator eingestellt und sind dann bereit fir die Durch-
fUhrung verschiedener Assays.
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A. Appendix

A.1. Abkiirzungen

AAV
Adv
Amp
Ang (Angpt)
Aquadest
BSA
CAG
CAR
CFU
COX
ddNTP
DEAE
DMSO
dNTP
Dox
DTT
E.coli
EC
ECGS
EDTA
EGF
EGFP
Eph
EST
Et-OH
FCS
FGF
Flk-1 (VEGFR-1)
Fit-1 (VEGFR-2)
GFP
GM-CSF
h

hCMV
HE
HEPES
HGF
HIF

HIV
HRE
HUMEC
HUVEC
ICAM
IFN

IGF

IL

IP3
IPTG
Kan

LB
Lsng
MCP
MCT
MHC
min
min.
NCS
MOI
NFAT

A

Adenovirus assoziierter Virus
Adenovirus

Ampicillin

Angiopoietin

destilliertes Wasser

bovines Serum Albuminum
hCMV-R-Aktin-Promoter
Corsackie-Adenovirus-Rezeptor
koloniebildende Einheit
Zyklooxygenase
Didesoxynukleosidtriphosphat
Diathylaminoathanol
Dimethylsulfoxid
Desoxynukleosidtriphosphat
Doxycyclin

Dithioerythol

Escherichia coli

Endothelzelle
Endothelzellenwachstumsfaktor
Athylendiamintetraessigsaure
Epithelzellenwachstumsfaktor
enhanced green fluorescence protein
Ephrin

expressed sequence tag
Athanol

fotales Kalberserum
Fibroblastenwachstumsfaktor
VEGF-Rezeptor-1
VEGF-Rezeptor-2

green fluorescence protein
Granulozyten- und Makrophagenkolinie stimulierender Faktor
hora = Stunde

humaner Cytomegalie-Virus
HEPES-EDTA
N-2-Hydroxyahtylpiperazin-N'-2-athansulfonat
Hepatozytenwachstumsfaktor
hypoxie-induzierter Faktor
humanes Immunschwachevirus
HIF-responsives Element
humane mikrovaskulare EC
humane Umbelicalvenen-EC
intercellulares Adhasionsmolekil

Interferon

Insulindhnlicher Wachstumsfaktor
Interleukin

Inosittriphosphat
Isopropyl-R-D-thiogalactosid
Kanamycin

Luria-Bertani-Medium

Lésung

Monozyten-Chemotaxisprotein
Mikrozentrifugenréhrchen

major histocompatibility complex
Minute

mindestens
Neugeborenen-Kalberserum
multiplicity of infection

Nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen



NF«B
NO
NOS
NTP
oD
ODN
ori
PBSc
PBSd
PCR
PDGF
PECAM
PFU
Pipes
PKC
PIGF
PSFG
QGEK
QSCK
rec
RLU
RT
SCS
SCSC
sek
TE
TF
TGF
Tie
TNF
Trafo
TRIS
TSP
UN
upm
VE-Cadherin
VEGF

A. Appendix

Nuklearer Faktor von xB-Zellen
Nitratoxid

Nitratoxidsynthetase
Nukleosidtriphosphat

optische Dichte
Oligodesoxynukleosid
origin of replication
Phosphatpuffer-Saline komplett
Phosphatpuffer-Saline defizient
Polymerase-Kettenreaktion

platelet derived growth factor
platelet endothelial growth factor
plaquebildende Einheiten
Piperazine-N,N'-bis-[2-athansulphonat]
Phosphokinase C

plazentaler Wachstumsfaktor
Penizillin-Streptomycin-Fungizon-Glutaminlésung
QIAGEN Gel Extraction Kit
QIAGEN Spincolumn Kit
Rekombination

relative Lichteinheiten
Raumtemperatur

angereichertes Kalberserum
NaCl-Na-Zitrat-Puffer

Sekunde

TRIS-EDTA

Gewebefaktor

transformierender Wachstumsfaktor
endotheliale Rezeptortyrosinkinase
Tumornekrose-Faktor
Transformation
Trishydroxymethylaminomethan
Thrombospondin

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute
vaskular-endotheliales Cadherin
vaskularer EC-Wachstumsfaktor



A.2. Gerateliste

A. Appendix

Elektrophoreseapparatur

Life Technologies:
Horizon 58, Cat.No. 1060BD
Horizon 11*14, Cat.No. 1068BD

Elektroporator

BioRad:
Gene Pulser + Pulse Controler +
Capacitance Extender

Fluoreszenzspektrometer

Titertek Fluoroskan Il (ROM Version 3.11) an Citizen 120D Uber
Parallelswitch Olympia Memory I/F

Geigerzihler

Berthold LB 1210B
Mini-mg Series 900 Mini Monitor

Inkubator fiir Bakterienkulturen | Heraeus
Inkubator fiir Zellkultur Biocenter 2001
Kiihltruhe / -schrank —80°C Revco

PCR

Biometra Trio-Thermoblock
Perkin Elmer (Applied Biosystems) GeneAmp 2400

Phasenkontrastmikroskop

Nicon TMS + Auflichthalterung mit Phasenkontrastfilter 1-3, 0,2A

Objektive:
Plan4/0,13 DL - L
E10/0,25DL - 1
E20/0,4 DL -2

E 40/0,55DL — 3

Power Supply Gibco BRL ST504, 500V / 400mA
Scintillator Packard (A Canberra Company) Tricarb 2500 TR Liquid Scintillati-
on Analyzer
Sequenzer Perkin Elmer (Applied Biosystems) ABI Prism 377 DNA-Sequencer
an PowerMacintosh G3, OS8.0 + ABI-Prism Softwaresuite V2.6
Sterilbank Clan LAF VFB 1806
Superzentrifuge Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge
Rotoren:
GSA
SA600
HB-4 1300 rev/min MAX
Thermomixer Eppendorf:
Thermomixer 5436

Thermomixer compact

Tischkulturschiittler

Lab-Therm Labshaker

Tischzentrifuge

Eppendorf Centrifuge 5415C

Ultrazentrifuge

Beckman XL-70 Ultracentrifuge

Rotoren:
VTi50 fir Quick-Seal, Reorder 342414
VTi65 fir Quick-Seal, Reorder 342412

UV-Mikroskop

Nikon Diaphot + Kappa CCD + ACC Imaging System + Nikon UV-
Lamp-Power-Supply HB-10101AF + Win98-PC mit Kappa Image-
Base

UV-Tisch

Sigma Chemical Company T2202 + CCD-Kamera an Mitsubishi
PO-Printer und BioRad Integration Control Unit

UV-Vis-Spektrometer

Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 + Printer DPr-414
Hitachi U-3000, seriell an Win98-PC mit UV-Solutions V1.2

Vakuumpumpe SkanAG Vakuskan
Vortexer Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, VF2
Wasserbad GFL 1083

MsLauda




A. Appendix

A.3. Materialien und Reagenzien

American National Can

Parafilm ,M*

Becton Dickinson

Falcon:
2350, Cell Strainer, 70um, Nylon
35 2058, Rundbodenrdhrchen, Polystyrol, 5ml
35 2059, Rundbodenrdhrchen, Polypropylen, 14mi
35 2063, Rundbodenrdhrchen, Polypropylen, Sml
35 2070, Blue Max (Blue Cap), konisches Réhrchen, 50ml
35 2075, konisches Réhrchen, graduiert, 225ml
35 6525, Advantage serological pipettes, 25ml
35 6543, Advantage serological pipettes, 5ml
35 6551, Advantage serological pipettes, 10ml

Sterile Einmalspritzen

Bio-Rad Bradford Protein-Assay 8xFarb-Reagenz-Konzentrat
Gen-Pulser Cuvette. 10x4x45, Cat. No. 165-2088
Biotherm Gene Xpress, PCR-Kit mit Puffer und Tag-Polymerase (5U/ul)

Boeringer Mannheim / Roche

Sure Cut Restriktionsendonukleasen (10U/ul) mit Puffer A, B, L, M, H

Corning Incorporated

Costar 50ml Reagent Reservoir 4870

Gibco BRL

Neutralisiertes ATP, 10mmol, 18330-019

Gibco / Life Technologies

MEMa-Medium mit Ribonukleosiden, 22571-038
NCS 26010-041

Greiner Serologische Pipetten, 1ml, 2ml

Hyclone FCS age6557 Cat. No. sh30072-03

ICM AURORA Xgal-Kit

IWAKI 150mm Tissue Culture Dish 3020-150

Microlane Sterile Einmalinjektionsnadeln

MWG Express PCR-Kit mit Puffer und Tag-Polymerase (4U/ul)

Nalge Nunc International

Inoculation needle, 253988

Nalgene

CN Filterunit, 0,20um pore size, 450-0020
0,45um pore size, 450-0045

NEB

T4 DNA-Ligase 40U/ul + 10xPuffer, M0202S

Nunclon

TC 6-Wells, 150229
TC Microwells 96 FSI, 168055
Microwell Lid 264122

Perkin Elmer

BigDye Sequenzreaction-Mix

Promega dNTP 100mol fiir jedes Nukleotid, U1240
QIAGEN QIlAprep Spin, Miniprep Kit No. 27106
QIlAprep Vacuum, Miniprep Kit No. 27144
Plasmid Midi Kit No. 12143
Roche Agarose MP1388 991
Sarstedt Luminardéhrchen, 5ml, No. 55.476
10x4x45mm Plastik Kuvetten No. 67.742
Sigma Agarose Type Xl: Low gelling temperature, EC No 232-731-8

Mineraldl M5904, EC No 232-4558
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A.4. Verwendete Sequenzen

A.4.1. Promoter und mRNA von VEGFR-2

LOCUS
DEFINITION

KEYWORDS

REFERENCE

TITLE

AUTHORS
JOURNAL

FEATURES

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

AF153057 939 bp DNA ROD 22-MAY-2000
Mus musculus tyrosine kinase FLK-1 gene, promotor and mRNA,
partial sequence.ACCESSION AF153057 VERSION AF153057.1
GI:7963622

. SOURCE house mouse. ORGANISM Mus musculus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia;
Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.

1 (bases 1 to 939) AUTHORS Kappel,A., Risau,W. and
Breier, G.

Prerequisite role of SCL/tal-1, GATA and Ets transcription
factor binding sites for the in vivo function of Flk-1 gene
regulatory elements JOURNAL UnpublishedREFERENCE 2

(bases 1 to 939)

Kappel,A., Risau,W. and Breier,G. TITLE Direct Submission
Submitted (21-MAY-1999) Molecular Cell Biology, Max-Planck,
Institut fuer Physiologische und Klinische Forschung,
Parkstrasse 1, Bad Nauheim 61231, Germany

Location/Qualifiers source 1..939

BASE COUNT
taccgaccca
ggacgattta
gcgcctatcet
taaaacaaaa
ggttcagggg
tttcagtgca
cctcgtgttt
tactggctac
gacttgccgce
ccaaacctgg
aatgaccccg
aggaccccaa
tgaaagccca
cgctgcagcec
gcgggggcgce
gcctgagaac

/organism="Mus musculus"
/strain="129Sv"

/db xref="taxon:10090"

/tissue type="liver"
/dev_stage="fetus"

promoter

1..640

mRNA

/product="tyrosine kinase FLK-1"

188 a
gccaggaagt
aagttgccag
tctaattaaa
cttccaagta
ttcttgtctt
gcggcgaaga
ctggtgatgc
attttacttc
ccggcacagt
tatccagtgg
ccccecatteg
gagagtaagc
gactgtgtcc
gcggctggag
ataccgcctc
tgggctctgt

271 ¢
tcacaaccga
atggacgaga
acattcagac
ctgaccaact
catgctccca
gagttctgca
ttcccaggtt
caccagaaac
tccggggtag
ggggcgtggce
ctagtgtgta
tgtgtttcct
cgcagccggg
ccagggcgcc
tgtgacttct
gcccagcgceg

286 g 1
aatgtcttct
aaacagtaga
ggggcggggg
cactgcaagt
actgcgggceg
cttgcaggct
gctgggggca
cgagctgcgt
tgggggagtyg
cggacgcagg
gccggcgctce
tagatcgcgc
ataacctggc
ggtgccccgce
ttgcgggcca
aggtgcagg//

94 tORIGIN
agggctaatc
ggcgttggca
atgcggtggce
ttgtgcceccg
gatttttggt
cctaatgagg
gcaagtgtct
ccagatttgc
ggcgtgggaa
gagtccccac
tctttctgcece
ggaccgctac
tgacccgatt
gctctcceccg

gggacggaga

641..>939

aggtaacttc
acctggataa
caaagcacca
agtacatcta
cccttgggac
gcgcagtggg
cagagcccat
tctcagatgce
accgggaaac
cccteeeggt
ctgagtcctc
ccggcaggac
ccgcggacac
gtcttgcgcect
aggagtctgt



A.4.2. Enhancer des VEGFR-2

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
SOURCE

REFERENCE

TITLE

AUTHORS
JOURNAL

FEATURES

61
121
181
241
301
361
421

AF153058

430 bp

DNA

A. Appendix

ROD

22—

MAY-2000

Mus musculus tyrosine kinase FLK-1 minimal enhancer sequence.

AF153058VERSION

house mouse.
Eukaryota;
Eutheria;

Metazoa;
Rodentia;

1 (bases 1 to 430)

Breier, G.
Prerequisite role of SCL/tal-1,

factor

AF153058.1

Chordata;

GI:7963625KEYWORDS

ORGANISM Mus musculus
Craniata;

Vertebrata;

Mammalia;

Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.

AUTHORS

Kappel,A.,

Risau, W.

and

GATA and Ets transcription

binding sites for the in vivo function of Flk-1 gene regulatory
UnpublishedREFERENCE

elements

Kappel, A.
Submitted

Parkstrasse 1,

BASE COUNT
aaatgtgctg
ctggtacaca
ggggtatgga
agtcagatct
ggaggttcat
aggaaaacag
ccatctgccc
agtcaatccc

JOURNAL
, Risau,W.

(21-MAY-1999)

and Breier,
Molecular Cell Biology,
Institut fuer Physiologische und Klinische Forschung,
Bad Nauheim 61231,

Location/Qualifiers
/organism="Mus musculus"
/strain="129Sv"

/db xref="taxon:10090"

/tissue type="liver"
/dev_stage="fetus" enhancer
/note="tyrosine kinase FLK-1 minimal enhancer"

108 a
tctttagaag
gcatgataaa
gacgagctgt
gtgcatccta
cgggtttcaa
gaactccacc
attcttcctg
//

94 ¢
ccactgcctc
agacaatggg
agagagatgt
tgctttacaa
tgtccecgtat
ctggtgccgt
ttatgacaga

G. TITLE

Germany
source

112 g
agcttctgca
acggggtcac
ctccagggag
gaaatgtcag
ccttttgtaa
gaattgcaga
gcttgtgaac

2 (bases

1 to 430)

Direct Submission

1.

1..430

116 tORIGIN

gctcagatac
agtggctccc
ttttcattaa
tgggcctgag
gaccttgaag
gctgttgtgt
tttaactggg

Max-Planck,

.430

caaaggaagt
gtccctttca
tcagcaattt
atcatcagat
ttggcaacgc
tggtttgtga
actggggcaa



A.4.3. Untranslatierter 5’-Bereich von VEGFR-1

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES

sourc

promo
gene
TATA

BASE COUNT
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

MMU224863

AJ224863

AJ224863.
FLT-1 gen
house mou
Mus muscu
Eukaryota
Rodentia;

1 (bases 1 to 2648)

He, Y.

2648 bp
Mus musculus FLT-1 gene,

DNA

1 GI:2950391

ey

se.
lus
; Metazoa;

promoter.

Chordata;

A. Appendix

ROD
5'-flanking region.

Vertebrata;

Mammalia;

Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.

Direct Submission

Submitted
Way,

He, Y.

(03-MAR-1998)

University of Cambridge,
Cambridge CB2 2SW, UK
2 (bases 1 to 2648)

and Charnock-Jones,D.

He Y.,

10-

MAR-1998

Eutheria;

Obstetrics and Gynaecology,

The Rosie Maternity Hospital,

Functional analysis of the promoter for FLT-1

Unpublish

e

ter

signal

580 a
gatctttccc
cctactgtag
attgtccata
tcttaataac
aagttgttgg
aaggccacag
gagcgatatt
caaatacctg
actcataagg
taaactaaac
ctggtcttcc
cctctagaat
gcagcacctc
cacctgccat
agctcttagg
ggagattcag
tggagagcaa
gtagagaaat
tccecttetge
cggtgcccta
caggttgcgc
cccatttagg
acctgcagta
cttccagtta
ctagtgtctc
tggctagccg
caagttcttg
tttttttttt

ggttgaggaa

ed

Location/Qualifiers

1..2648

/organism="Mus musculus"
/strain="129Sv/ev"

/db xref="taxon:10090"

<1..2371

/gene="FLT-

1..2371

/gene="FLT-

2340..2347

/gene="FLT-

676 c
atcaatggta
cccattattc
tcaaagtgaa
aataataaca
ctgtaaatta
catataaacc
ttagcattgt
tctggcttca
atctccttga
ctttggggac
cctacaataa
cgtacacctc
cagcctcagt
tgcttaaagg
ggagacaggg
ctgggagaat
tttgaggcgce
cagaattggc
tagaccatga
gtagagctgc
aaccttccct
agccatttta
tttacaggga
atggatgcat
aagttaattt
gcttccacca
gcccttacaa
ttttttttaa

atggcttggg

"
1"

1"

762 g
tctagaaaac
aactctgtta
gttgaaatgt
ataacaacca
aaagtctggg
ttagctactt
taatgcacag
tgatcccata
gtatttaaag
tgtacatgca
gccatgcccg
ctccacgttg
ggcgatgggt
ggctgagcag
acagtttgac
tataactacc
cggaggcaga
tggggaagtc
aggagaaaag
gggtggtggt
accggaggtt
tcacgggtat
caagactggg
aattgaggaa
cacccgtttt
aaaagatttg
gttgcaggag
ggtaacatgt
cgggtgcatt

630 t ORIGIN

ctctttcatg
ccacttctgg
ccaatgaaac
atgcaaccta
gcttttcaaa
caattacgag
cttaagttat
aagtcattgt
acatcaaaat
acacttcccc
tgtttctgtg
tgtgtcttgg
ttccaattgg
acctcttaga
cgtgtgggtyg
tagtgcgggce
gggcaggaat
cgcaggtgag
gaatctcact
ggcccagact
tagtctagtc
ctggcaggtt
ctgctccggg
caacgtggaa
ttgttccaag
ttttccatcc
cgtgtctcac
tattccttgt
aatgcagccg

actgatttgg
ggaaagggtc
agtttgtatc
caaaagaaat
agagttggag
gccattaatc
agatggtttt
gggatcattt
gccatttgaa
caagttggta
ctcatggtgg
tttctgtcgg
caagctctcc
agatgcgtgg
tgtcaagacc
catcctgcat
actgacccta
cttaggctca
tgccctggcet
ctcttaggaa
cttcaggaaa
ctattgaggc
gaggccggga
ttagtgtcat
aacattcgag
agcgtttcag
gccttggcett
tttgcttcta
aaaaagacac

Robinson

ttcgaagagt
ttagcccttt
attttaaaat
attggtgtgg
aaacgtatcg
ttagataatt
ggctgtcggt
ctggcaacaa
aacaacgcat
gttccecctceg
gcttcatacc
cctgctcagce
ccagcccaaa
gcgttaggat
atctgaggcc
gattcctgat
gtggaagctt
cagcggtctt
cagaggctcc
tgaggcaact
agcctctggt
tatttttcaa
cgacttcagc
cgtaaatgat
tcagtcatct
acctagagtt
tttttttttt
ggaagcagag
agactccctc



//

1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

ccttgggacc
ctcggacgcet
ctggcaacag
gcctcgttcecc
agacttcccg
ggtcaccaga
gggcaggagg
cggcgacccg
cgccggceccce
ggggacccct
tataaatcgc
gtggcggaca
gggactcaag
ctcggctgceca
ctcgagcggce
tgctcacc

cgcgcggccce
ccgggtccaa
tctggegggg
tcggtgccag
cccecggggge
gctgagtaag
ggctggggca
cgcgcectagce
cgcccecctecg
tgacgtcact
ccccgceccte
ctccecgggag
cgcagcggcet
ggcgcggaga
tgcgccgtcg

A. Appendix

cgcgctettt
gtgccttaag
tcagggaccg
ggacaccgtc
agggcggtgce
ctcggtggag
gcagagcaca
gccaccgcac
ggaggaagaa
ggaaggaggt
ggctgcactt
gtagtgctag
agcggacgcg
agggctctcg
gcctcggaga

ccgaaggtgce
cggagggtct
gcgggaccgc
gcgggaggcg
acttagacgg
ggagctgggt
gagcaaggac
gcgcgctctg
gagggtaggt
gcgggggtag
cagcgaggtc
tggtggtggc
ggacggcgag
cggcgccaag
gcgcgggcac

ctggcaaggc
ctggcgcectt
tcgggagagg
cggccagctt
tccectecte
aaggatttcc
cctgaacctg
gcccccgggce
ggggaggcgg
gaagtgggct
cttgagaggc
tgctgctcgg
gatcccccca
cagaagcagg
cgggccaaca

gtccggttcecce
ccttcgetgt
gctcgactgce
ccctaggata
agtttcgggc
tgagagcgat
cgaacctgtc
tacccgccecct
atgaggggtyg
ggggaaaggt
tcggagcgceg
agcgggctcc
caccaccccce

aggggaccgg
ggccgcgtcet



A.4.4. EST des Tissue Factor

A. Appendix

LOCUS AT085165 546 bp mRNA EST 24-SEP-1998
DEFINITION 0x95d08.sl1 Soares senescent fibroblasts NbHSF Homo sapiens cDNA
clone IMAGE:1664079 3' similar to gb:J02931
TISSUE FACTOR PRECURSOR
(HUMAN) ; , mRNA sequence.ACCESSION ATI085165
VERSION AT085165.1 GI:3423588KEYWORDS EST.SOURCE human.
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 546)
AUTHORS NCI-CGAP http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ncicgap.
TITLE National Cancer Institute, Cancer Genome Anatomy Project
(CGAP), Tumor Gene Index JOURNAL Unpublished
COMMENT Contact: Robert Strausberg, Ph.D. Tel: (301) 496-1550
Email: Robert Strausberg@nih.gov
This clone is available royalty-free through LLNL ; contact the
IMAGE Consortium (info@image.llnl.gov) for further information.
Insert Length: 1891 Std Error: 0.00
Seq primer: -40ml3 fwd. ET from Amersham
High quality sequence stop: 400.
FEATURES Location/Qualifiers source 1..546

61
121
181
241
301
361
421
481
541

primer

double-stranded cDNA was size selected,
(Pharmacia),

adapters

(Pharmacia) .
normalization to a Cot = 5.

Soares and
BASE COUNT
tttttaacaa
acaaatagaa
aaattatata
gtttgtatag
cagttaaagt
cacttaacac
aaaaaaaaga
ccaatttcgt

gctgggcatg
cactga//

/organism="Homo sapiens"
/db xref="taxon:9606"

/clone="IMAGE:1664079"

/tissue type="senescent fibroblast"
/clone lib="Soares senescent fibroblasts NbHSF"
/lab_host="DH10B (ampicillin resistant)"
/note="Vector: pT7T3D
polylinker V _TYPE: phagemid; Site 1: Not I;

Site 2: EcoRI;

Not I - oligo(dT)

(Pharmacia

) with a modified

lst strand cDNA was primed with a

[5'TGTTACCAATCTGAAGTGGGAGCGGCCGCATTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3'],
ligated to Eco RI

digested with Not I and cloned into
the Not I and Eco RI sites of a modified pT7T3 vector

M.Fatima Bonaldo."

196 a
ttcccagtca
caatattacc
tacaatgtca
tagtcttata
gcagattgta
attaatacaa
acctaaacac
tccattttac
gtggttcacg

99 ¢
cctttattta
tacataaata
accatagaag
aaaatatagt
aagcatatta
agtttgccaa
tatattatag
tttcgtacat
ccccatatac

82 g
aagtatatta
gaaaatcccc
ctttaagtac
tagctctcaa
ggaaggtgcc
ttgttttgaa
acatatgtta
gggatggagt
tagcacttgg

Library went through one round of
Library constructed by Bento

169 tORIGIN
aataaattat
atatagaaaa
cttaaatcat
atgtttaatg
cagaatacca
tttccaaatg
gaaaagtcct
cagcccctceca

ggaggccagg

ctcaatatat
cctttttaaa
aaactctgta
ccacttaagt
atgtctcctg
tattcctgaa
agaaatgcac
aagcttttcg

gtggggtgat



LOCUS
DEFINITION

VERSION
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

JOURNAL

M13RP1

FEATURES

BASE COUNT

A. Appendix

R21396 494 bp mRNA EST 18-APR-1995
yg51g03.rl Soares infant brain 1INIB Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:36200 5' similar to gb:J02931 TISSUE FACTOR PRECURSOR

(HUMAN) ;, mRNA sequence.ACCESSION R21396

R21396.1 GI:776177KEYWORDS EST.SOURCE human.

Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;

Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
1 (bases 1 to 494)

Hillier,L., Clark,N., Dubuque,T., Elliston,K., Hawkins,M.,
Holman,M., Hultman,M., Kucaba,T., Le,M., Lennon,G., Marra,M.,
Parsons,J., Rifkin,L., Rohlfing,T., Soares,M., Tan,F.,
Trevaskis,E., Waterston,R., Williamson,A., Wohldmann,P. and
Wilson,R. TITLE The WashU-Merck EST Project
UnpublishedCOMMENT Contact: Wilson RK

Washington University School of Medicine

4444 Forest Park Parkway, Box 8501, St. Louis, MO 63108
Tel: 314 286 1800 Fax: 314 286 1810

Email: est@watson.wustl.edu Insert Size: 1816

High quality sequence stops: 259 Source: IMAGE Consortium, LLNL
This clone is available royalty-free through LLNL ; contact the
IMAGE Consortium (info@image.llnl.gov) for further information.

Insert Length: 1816 Std Error: 0.00 Seq primer:
High quality sequence stop: 259.
Location/Qualifiers source 1..494

/organism="Homo sapiens"
/db xref="GDB:408701"
/db xref="taxon:9606"
/clone="IMAGE:36200"
/clone lib="Soares infant brain 1INIB"
/dev_stage="73 days post natal"
/lab_host="DHlOB (ampicillin resistant)"
/note="Organ: whole brain; Vector: Lafmid BA; Site 1:
NotI; Site 2: Hind III; 1lst strand cDNA was primed
with a NotI - oligo (dT)
primer [5'AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAATTTTTTTTTTTTTTTTTT 3'];
double-stranded cDNA was ligated to Hind III adaptors
(Pharmacia), digested with Not I and directionally cloned
into the Not I and Hind III sites of the Lafmid BA vector.
Library went through one round of normalization. Library
constructed by Bento Soares and M.Fatima Bonaldo."
138 a 102 ¢ 130 g 118 t 6 others

/sex="female"

ORIGIN

1 gatccttggce
61 taacttggaa
aagtctacac
caacagacac
ttgggcacgg

ggggggagcce
gacaaacctt

aaagtggaat
caacantttt

121
181
241
301
361
421
481

cggtgtcctg
atcaactaat
tgttcaaata
agagtgtgna
gtcttctcct
ttcttgttat
cgggacaggc
gttggaccct
ncct//

ggattacaag
ttcaagacaa
agcactaagt
cctcaccgac
acccggcagg
ggaggaactc
ccaacatttt
taggaaggtt

gcactacaaa
ttttggagtg
caggagattg
gagattgtga
anattgtggg
cccaggagtt
cagagttttt

ggaacgggan

tactgtggca
ggaacccaaa
gaaaagcaaa
aggatgtgaa
aggagcaccg
tcacaccttt
tggaacaggt
ttttagttcc

gcatataatt
cccgtcaatce
tgcttttaca
gcagacgtac
gtttcttgct
acctggggag
nggggaacca
ggaagggaac



A. Appendix

A.4.5. EST von Angiopoietin 2

LOCUS AT491766 368 bp mRNA EST 14-APR-1999
DEFINITION tn94g04.x1 NCI_CGAP Ut2 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2177238 3', mRNA sequence.ACCESSION ATI491766VERSION
AT491766.1 GI:4392769
KEYWORDS EST.SOURCE human. ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 368)
AUTHORS NCI-CGAP http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ncicgap.
TITLE National Cancer Institute, Cancer Genome Anatomy Project (CGAP),
Tumor Gene Index JOURNAL Unpublished
COMMENT Contact: Robert Strausberg, Ph.D. Tel: (301) 496-1550
Email: Robert Strausberg@nih.gov
Tissue Procurement: Christopher Moskaluk, M.D., Ph.D., Michael R.
Emmert-Buck, M.D., Ph.D.
cDNA Library Preparation: Life Technologies, Inc.
cDNA Library Arrayed by: Greg Lennon, Ph.D.
DNA Sequencing by: Washington University Genome Sequencing Center
Clone distribution: NCI-CGAP clone distribution information can be
found through the I.M.A.G.E. Consortium/LLNL at:
www-bio.llnl.gov/bbrp/image/image.html
Insert Length: 2269 Std Error: 0.00
Seq primer: -40UP from Gibco
High quality sequence stop: 351.
FEATURES Location/Qualifiers source 1..368
/organism="Homo sapiens"
/db xref="taxon:9606"
/clone="IMAGE:2177238"
/tissue type="moderately-differentiated endometrial
adenocarcinoma, 3 pooled tumors"
/clone 1ib="NCI CGAP Ut2"
/lab _host="DH10B"
/note="0Organ: uterus; Vector: pCMV-SPORT6; Site 1: SalI;
Site 2: NotI; Cloned unidirectionally. Primer: Oligo dT.
Average insert size 1.85 kb. Life Technologies catalog #:
11539-012"BASE COUNT 89 a 63 c 85 g 131 t
ORIGIN
1 tttttttttt tttttttttt gggataggga tggggaattc aggacatatg ggtatttaca
61 cagtgtataa acagtgctca gaagaatgca gttccaagat gatctgtatt ggataacata
121 agtgttctgt tttccagtta tttactgata aacttgcaca taacattctt ggttgtgaca
181 gcagcgtctg taaactgtca gtctgattct cagcctcggg ttcatctttg cataggtgtt
241 ctgtctaatc acaattatgg atgtttaggg tcttgctttg gtccgttaag tgatgcaagt
301 ttaagtgata aagtttacag gctctaatct ggagcatgtg ggtcccgtca gcaccgagca
361 cacgccct//



LOCUS

ATIO972163

756 bp

mRNA

A. Appendix

ES

T 08-

MAR-2000

DEFINITION wr63d0l.x1 NCI CGAP Utl Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2492353 3'

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
COMMENT

FEATURES
sour

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

!/

similar to TR:015123 015123 ANGIOPOIETIN-2.

AI972163
ATI972163
EST.
human.

Homo sapiens Eukaryota; Metazoa;
Euteleostomi;

Vertebra
Mammalia
1 (base

.1

ta;
; Eutheria;
s 1 to 756)

GI:5768989

Primates;

Chordata

Catarrhini;

;, MRNA

Craniata;

I

Hominidae;

NCI-CGAP http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ncicgap.

National Cancer Institute,

(CGAP) ,
Unpublished
Contact:
Tel: (301)

Tumor Gene Index

Robert Strausberg,

496-1550

Ph.D.

Email: Robert Strausberg@nih.gov

Tissue Proc
Emmert-Buck

urement:
;, M.D.,

Life Te

Christopher Moskaluk, M.D.,
Ph.D.
cDNA Library Preparation:
cDNA Library Arrayed by: Greg Lennon,

chnologies,
Ph.D.

Ph.D.

4

Inc.

sequence.

Homo.

Cancer Genome Anatomy Project

Michael R.

DNA Sequencing by: Washington University Genome Sequencing Center

Clone distr

found through the I.M.A.G.E.

ibution:

www-bio.llnl.gov/bbrp/image/image.html

Insert L
Seq prim

ce

BASE COUNT
ORIGIN

tttttttttt
acagtgctca
tttccagtta
taaactgtca
cacaattatg
aaagtttaca
tgtggtggaa
gaaaatagtt
tcaatcatgt
cgntgaactt
cacatgcatc
acaatgagta
tgattagtcg

ength: 2200

er:

Std Erro

-40UP from Gibco
High quality sequence stop:

41

Location/Qualifiers

1..756

0.00

r:

2.

/organism="Homo sapiens"
/db xref="taxon:9606"
/clone="IMAGE:2492353"
/tissue type="well-differentiated endometrial

adenocarcinoma,

7 poo

led tumors"

/clone 1ib="NCI CGAP Utl"
/lab_host="DH10B"
/note="Organ: uterus; Vector: pCMV-SPORT6; Site 1:

Sall; Site 2: NotI; Cloned unidirectionally.

Oligo dT.

Average insert size 1.75 kb.

Life Technologies catalog #:

186 a

gggatagtga
gaagaatgca
tttactgata
gtctgattct
gatgtttagg
ggctctaatc
gaggacacag
cgagacagtt
tgtggccttg
tatttgtgtc
anaccaccag
agcctcattc
ttgcgaacca

147 c

tggtgaattc
gttccaagat
aacttgcaca
cagcctcggg
gtcttgcttt
tggagcatgt
tgcgcagccg
cctcaggtgg
agcgaatagc
tggctctgtg
gctattaatg
ccttaccagn
actcatttcc

179 g

aggacatatg
gatctgtatt
taacattctt
gttcatcttt
ggtccgttaa
gggtcccgtc
tgactttcag
actgggatgt
ctgagccttt
gatagtacat
agttctcact
ctnttaggtg
cagcca

at:

11538-014"

240 t

ggtatttaca
gtataacata
ggttgtgaca
gcataggtgt
gtgatgcaag
agcaccgagc
tgcactgggc
ttagaaatct
ccagtagtac
tccggtcaag
tgagagatta
attttagcac

NCI-CGAP clone distribution information can be
Consortium/LLNL

Primer:

4 others

cagtgtataa
agtgttctgt
gcagcgtctg
tctgtctaat
tttaagtgat
acacgccctc
ttaagtcttt
gctggtcgga
catttaatgc
ttggaaggac
gaatgttcat
atagcgttgc
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A.5. Das Tet-System

n Tet-0ff System

{Transcription wrmed on by removaiol T or Do)

S >‘ = m,

Intesgrated copy of pTet-0Ff ‘H + e for Doxy

requlator plasmid = "
- ~Ti [or Dox)

Integrated copy of pTRE response plasmid

ﬂ Tet-On System
{Transcriplion wrmed on by adaiiion of Dox)

-— Pam :) Lm____

[

Integrated copy of plet-0n -~ - Do
requlator plasmid "
A / + Dox
+

Integrated copy of pTRE response plasmid

pTet-Off

Amp'

/ Hind i
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A.6. Verwendete Plasmide

Hind 111{36143) Hind 11i(3380)
Hind 1117 175)

Hind 11{30697)

40.07 kb Hind Ii{1061.)

Hind HI(15934)

Hind lI(18015)
Hind 111{18050)

Hind 111(22687)

Ssp 1(6156)
AES1 :C ?-593: mu) ) ) AE1(1.0-9.8 mu)
(835) Sac i{s35)

PAE1spiB
6409 bp

PAE1spiA
6409 bp

Sac (2538
) Sac i(2538)

{16.1 mu)
(16.1 mu)
Sacll (775)
Cla(338) )
: : EcoRI (782) .
: 48
/e Clal(338) Hind I (3 o 519 N

AE1(1.0-9.8 mu)

AmpR hCMV/B-actin
promoler

16.1 mu

pAE1-CAG-tTA(nls)

| Acc1(1330)
Xba1(1336)
EcoR V(1342)
i EcoR1(1348)
Hind 1 (1354)
. Sal 1(1360)
LBgl 1 (1366)

pAE1a-TRE*
7380 bp

8,564bp

BamH I (1118)-

BamH I (2218)

Bgl 11 (2493)
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Xmnt 1809

Scal 1690 Ssp 12014

Pvu | 1580
Aatll 2132
a spe 4 1 start

Bglll 6
Fsp 1432 Ndel /| EZRy | 14
2381 Cla | 19
EcoR| | 24
Bgli133C Sac| 34
Kpri | 40
csws Shhal 42
ector BamHi| 45
(2464bp) Xba 51
Sal 57
Acc 58
Pst| sg
Sphl 7
H{Oal rﬁnd i 75
38 Pvu Il 83

Xho! -|-87
103

T
Nae | 366

Ssp | 3021

Xmn | 2816 Ssp 1677

Sca | 2697
Nae | 564

Pvu | 2587

Pvui737
Pvu Il 766

7y
T34

Pvull 1148

Afl Il 1324

Nae [ 131

Ssp | 442

Sspl19

Ssp 12850

¥mn | 2645 Nae 1 330

Sca | 2526

Pvu 1 500

Pvu 12416 Pvu Il 529

BssH 1 619
Kpn 1 657 \

pBluescript® Il SK +/-
2.96 kb

Sac | 759
BssH 11 792

T34

Pvu Il 977

Aft Il 1163
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Asel

SnaB 1

{341)

MCS

{20 unique sites)
{591-671)

Eco0109 1

{3836}

poyA pEGFP-N1 €%
"~ 4.7kb BsirG 1 1353

Kan'f Notl a0y

MAX-PLANCK-INSTITUT

fiir PHYSIOLOGISCHE u. KLINISCHE FORSCHUNG

D 61231 BAD NAUNEIM
. UH =1- -
ABTEILUNG MOLEKULARE ZELLBIOLOGIE Kpnl (8) Flk 1 PronOter ( 642 I +1 6)

Ncol (699)

Clal (1529)

Flk-144

ColE1 ori (4787)

, Flk-1-Enhancer

Sall (4479)
Miul (2788)

Miul (3213)

BamHi (4043) EcoRl! (3710)
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Kpnl

Flk-1-Promoter

(-640 / +299)

Hindlll

VRa&3

Sal-l
pGlacZ-Flk-1-promoter/enhancer
Lac-Z
Flk-1-Enhancer |
(2.3 kB) BamHI  PolyA EcoRlI

Kappel et al., Blood 93, 4284-4292, 1999

o pPBF52

6,5kB-Insert
| @
2 3 =33 % izi i 3
w ¢ Mo oo ui wa <¥T T ) Zx
I | I II_I_ILII I Al I
m I rm 11
25 §F ¢t g S 5T 3¢

Fit-1 Promoterfragment, kloniert nach Notl von pBSK Il (-)
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Construction of Fit-1-Lac-Z Fusion for 5'-arm of Fit-1

Targeting Vector

1.0Kb
| E‘! =
g = §| = & 5 3
u <‘r‘|} @ & i 8 6 3
L -
; u
I z
| -7
! -
-7
] .
__id _I_
% 5T 8ar & E &3
®» Zu |-II-| I.IIJm(D
pBluescript-LacZ
- > =
s Su ui W BS
| i |
|
> - \
3
Lac-Z

Flt-1 5' Flanking

————— gfKp——————P | — 34K —P
4 .

pLZ23

i



A.7. DNA-Marker

A. Appendix

45y Fagment |Base Pairs
(i 1 g5 ||
2 7,242 4
3% 3 6 364
s 4 5488 |-
= 4, 042
2323 il 4, 524
e 7 3,675
- 2,383
1171 9 1,828
28 10 1,371
T 1,264
12 M2
" 13 224
!' 14 117 }zj;én‘i”"‘m“
1. 5% agarose gel

Fguwe 1. Typical band pattemn of ‘DR A

size markers” [ Sa8l d gest of Lambda
DMA) after electrophoresis in 1%

agarose gel and ethdum bromide
staining. The bwo small est fragm erks are
na vigible here. The 8454 bpand
5,686 bp ragments may joun tomake an
approxdmately 14 kb fragnent.

Note:

During 1. 5% agarose gel
electrophoresis with Tris-acetate
(pH 7.6) as the running buffer,
bromophenol blue migrates _#:.
ahead of the 492 bp band
bromophenol blue migrates just
ahead of the 123-bp band on

4% polyacrylamide gels with
Tris-borate(pH 8.0) as the running

Bands 246 bp and greater will
appear as doublets an
polyacrylamide gels. The lower
band of each doublet will be less
intense than the upper band

Ifthe ionic strength of the sample
1s too low, blurring of the bands
can occur.
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