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Zusammenfassung:

Effiziente und flexible Systeme zur Uberexpression und zum Knockdown von
Genen in murinen Hepatozyten in vivo sind essenziell fur translationale
Mausmodelle. Hier wird ein neues induzierbares Transfektionsmodell
basierend auf der hydrodynamischen Schwanzveneninjektion in Kombination
mit dem Sleeping Beauty-Transposon-System vorgestellt, das die konstitutive
Expression einer CreER mit der Doxycyclin-induzierbaren Expression eines
Transgenes oder einer miR-shRNA kombiniert.

Summary:

Efficient and flexible systems for overexpression and knockdown of genes in
murine hepatocytes in vivo are essential for translational mice models. Here,
we present a novel inducible transfection model based on the hydrodynamic
tail vein injection in combination with the sleeping beauty transposon system
that combines the constitutive expression of a CreER with the doxycycline-

inducible expression of a transgene or miR-shRNA.

12



1 Einleitung

Lebererkrankungen sind weit verbreitet, rund 29 Millionen Menschen in
der Europaischen Union leiden an einer chronischen Lebererkrankung
(Roudot-Thoraval 2013). Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) ist die funft
haufigste Krebsursache in Europa (Roudot-Thoraval 2013). Dabei gibt es vier
Hauptursachen fur fortschreitende Lebererkrankungen und die Entwicklung
von Lebertumoren: UbermaRiger Alkoholkonsum, Virushepatitis B und C
sowie metabolisches Syndrom mit Fettleibigkeit (Roudot-Thoraval 2013).

Seit der weltweiten EinfUhrung des Multikinase-Inhibitors Sorafenib im
Jahr 2008 fur das HCC im fortgeschrittenen Stadium (Peck-Radosavljevic
2014) hat die Anzahl klinischer Studien mit Medikamenten gegen neue
molekulare Angriffspunkte rasant zugenommen (Shen et al. 2013). Diese
relativ neue Klasse von Medikamenten steht fir eine neue Therapiestrategie
bei Krebserkrankungen, der sogenannten targeted therapy. Hierbei werden
Pharmaka eingesetzt, die Zielstrukturen angreifen die spezifisch fur das
Uberleben und das Wachstum des Tumors wichtig sind, deren Beeinflussung
in gesunden Zellen aber keine bis geringe Wirkung zeigen (Zhukov et al.
2008). Dies setzt Kenntnis Uber molekulare Mechanismen im gesunden und

erkrankten Lebergewebe voraus.

1.1 Notwendigkeit der gentechnischen Veranderung von Hepatozyten
Die Hausmaus (Mus musculus), die sich 99% der Gene mit dem
Menschen teilt, ist seit Uber 100 Jahren das Ruckgrat der
molekulargenetischen Forschung (Dow et al. 2012). Durch Exom-
Sequenzierung von humanen HCC-Proben konnten in den letzten Jahren
genetische Alterationen des humanen HCCs identifiziert werden (Li et al.
2011, Guichard et al. 2012, Schulze et al. 2015). Fur die genaue
Untersuchung der Einflisse der einzelnen Gene sind gentechnische
Veranderungen von HCC-Tumorzelllinien in vitro und fur die Erforschung
insbesondere von Angiogenese und Metastasierung die gentechnische

Veranderung von Hepatozyten in vivo sehr hilfreich (Frese et al. 2007).
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1.2 Etablierte Methoden zur Generierung von gentechnisch

veranderten Hepatozyten in vivo

Als etablierte Methoden der Generierung von gentechnisch
veranderten Hepatozyten in vivo sollen hier die Generierung von genetisch
veranderten Mausen aus konditionellen Stammzelllinien, sowie adenovirale,
adeno-assoziierte virale und lentivirale Transduktionssysteme mit ihren

Moglichkeiten, Vorteilen und Nachteilen vorgestellt werden.

1.2.1 Generierung von gentechnisch veranderten Hepatozyten durch
Erzeugung von transgenen Mausen, Knockin- oder Knockout-
Mausen und die Erzeugung von induzierbaren Mausmodellen
Zur Generierung von genetisch veranderten Hepatozyten kdnnen

Mause bereits im Stadium der Embryonalen Stammzelle (ES-Zelle) oder der

Oozyte modifiziert werden um transgene Mause oder Knockin- oder

Knockout-Mause zu generieren (Doyle et al. 2012).

Zur Erzeugung von transgenen Mausen wird DNA in die Pronuklei von
befruchteten Oozyten injiziert (Gordon et al. 1980, Doyle et al. 2012). Dabei
integriert die injizierte DNA zufallig in die murine chromosomale DNA (Doyle
et al. 2012). Probleme mit transgenen Mausmodellen sind, dass die
Transgenexpression moglicherweise von der Anzahl der Kopien und der
Position, in der das Transgen in die chromosomale DNA integriert, abhangig
ist (Okabe 2001). Eine Leber-spezifische Expression des Transgens kann
durch Verwendung eines gewebsspezifischen Promotors erzielt werden (Zhu
et al. 2003).

Im Gegensatz zu transgenen Mausmodellen lassen Knockin- und
Knockout-Mausmodelle die gen- bzw. sequenzspezifische Modifikation von
Mausen zu (Doyle et al. 2012). Dabei werden beispielsweise durch homologe
Rekombination in ES-Zellen gezielt Gene verandert oder ausgeschalten
(Thomas et al. 1987, Capecchi 1989, Doyle et al. 2012). Dadurch kénnen
Mause von jedem gewiunschten Genotyp erzeugt werden (Capecchi 1989).

Um eine bessere Kontrolle Uber die Genexpression bzw. -suppression
zu haben, oder mogliche ungewollte Effekte durch die genetische Modifikation

wahrend der Embryogenese zu verhindern, gibt es verschiedene Systeme zur
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induzierbaren Expression oder Suppression von Genen sowohl bei
transgenen Mausen als auch bei Knockout- und Knockin-Mausen (vgl.
Tabelle 1) (Ray et al. 1997, Doyle et al. 2012). Ein Beispiel fur die
induzierbare Genexpression ist die Doxycyclin-abhangige Expression mit dem
Tet-On System, die auch als Grundlage des hier beschriebenen induzierbaren
Transfektionssystems dient (Lewandoski 2001, Markusic et al. 2005, Doyle et
al. 2012). Das Tet-On System erlaubt die induzierbare, reversible (Shin et al.
2006, Dow et al. 2014) und durch Auswahl des entsprechenden Promotors
gewebsspezifische Expression eines Zielgens in vivo (Vanrell et al. 2011).
Das System besteht aus zwei Hauptkomponenten: ein Tetracyclin-
responsives Element (TRE) reguliert dabei die Zielgen- oder die miR-shRNA-
Expression und ein reverser Tetracyclin-kontrollierter Transaktivator (z.B.
rtTA3) dient als Doxycyclin-Sensor und erlaubt die Expression der Gene unter
Kontrolle des TREs (vgl. Abbildung 1) (Markusic et al. 2005, Dow et al.
2014).

[ ow ] [oe ][m=]

+ Dox

Abbildung 1 Das Tet-On System.

Wenn an den rtTA3 Doxycyclin (Dox) gebunden ist, kann dieser an das TRE binden und die
Gene unter Einfluss des TREs werden abgeschrieben (modifiziert nach Shin et al. 2006). Das
rtTA3 wird hier von einem Ubiquitin-C Promotor (UbiC) reguliert.

Ebenfalls wurden bereits Ecdyson-regulierte Genexpressionssysteme
erfolgreich zur Ponasterone A-abhangigen Genexpression fur die
induzierbare Transgenexpression verwendet (Albanese et al. 2000, Saez et
al. 2000, Doyle et al. 2012). Fest etabliert ist auch die Tamoxifen-induzierbare
Expression von Genen wie zum Beispiel bei der Tamoxifen-induzierbaren
Cre-Rekombinase CreER (Feil et al. 1996). Die CreER ist ein Fusionsprotein
aus der Cre-Rekombinase und einer Mutante der humanen Ostrogenrezeptor-
Ligandenbindungsdomane (Feil et al. 1996, Feil et al. 1997). Durch gezielte
Mutationen in der Ligandenbindungsdomane ist das Protein unempfindlich

gegenuber dem naturlichen Liganden 17(3-Estradiol und hoch empfindlich
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gegeniiber dem synthetischen Ostrogenantagonisten Tamoxifen (Feil et al.
1996, Feil et al. 1997).

Neben der Regulierung der Genexpression durch Transaktivatoren
kann die Genexpression sowohl in transgenen als auch in Knockout- oder
Knockin-Mausmodellen durch Rekombinationssysteme reguliert werden
(Doyle et al. 2012). Am bekanntesten ist dabei das Cre-loxP und das Flp-
FRT-System (Doyle et al. 2012). Die beiden Rekombinasen (Cre bzw. Flp)
fuhren zu konservativen DNA-Rekombinationen zwischen den zwei jeweils
34bp langen Erkennungssequenzen loxP bzw. FRT (vgl. Tabelle 1)
(Lewandoski 2001).

Induzierbare Mausmodelle durch Transaktivatoren

System Transaktivator
Tet-On System Doxycyclin
Ecydyson System Ponasterone A
CreER Tamoxifen

Induzierbare Mausmodelle durch Rekombinationssysteme

Rekombinase Erkennungssequenz
Cre LoxP: ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT
Flp FRT: GAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC

Tabelle 1 Systeme zur Generierung induzierbarer Mausmodelle im Uberblick.
(Nach Lewandoski 2001, Doyle et al. 2012).

1.2.2 Virale Vektoren zur Generierung von gentechnisch veranderten
Hepatozyten
Virale Vektoren werden seit Jahrzehnten als Werkzeuge der in vivo
und in vitro Transduktion verwendet (Shayakhmetov et al. 2005). Lundstrom
beschreibt im Allgemeinen vier Probleme mit viralen Vektoren als
Transduktionsvehikel, auch wenn die Eigenschaften, Vor- und Nachteile der
einzelnen Viren sich durchaus unterscheiden (Lundstrom 2003):
1. Ineffizienz der Transduktion, vor allem in vivo
2. Probleme mit der gewebespezifischen Expression
3. Probleme bei der dauerhaft stabilen Expression
4

. Sicherheit im Sinne von Replikationsdeffizienz
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Hier sollen im Folgenden adenovirale, adeno-assoziierte virale und
lentivirale Transduktionssysteme zur Erzeugung transgener Hepatoyzten in

vivo dargestellt werden.

1.2.2.1 Adenovirale und adeno-assoziierte virale Systeme zur in vivo-
Transduktion von Hepatozyten

Adenoviren sind unbehdullte doppelstrangige DNA Viren und etablierte
Transduktionsvehikel (Shayakhmetov et al. 2005). Fur die heute verwendeten
Adenoviren wird vorwiegend das Genom von Ad2 und Ad5 modifiziert und far
den Gentransfer optimiert (Shayakhmetov et al. 2005). Es ist technisch
einfach, hohe Titer transgener Adenoviren herzustellen (Lundstrom 2003), die
eine hohe Transduktionseffektivitat aufweisen (Liu et al. 2003). Mit high-
capacity adenoviralen Vektoren ist eine Transduktion von bis zu 36kbp grof3er
Fremd-DNA mdglich (Jager et al. 2009).

Nachteile insbesondere der ersten Generation von Adenoviren sind
eine nur kurze Expressionsdauer aufgrund einer immunogenen
Wirtsreaktionen gegen die virale Genexpression mit verbundener
Gewebstoxizitat (Schiedner et al. 1998). Die Immunreaktion besteht dabei
zum Grol3teil aus einer Reaktion des angeborenen Immunsystems (Guidotti et
al. 2001, Bowen et al. 2002) und fuhrt zu einem entsprechenden Vektorverlust
(Liu et al. 2003). Nach intravendser Injektion von Ad5-Vektoren in Mausen
wird ein Groldteil davon in die Leber aufgenommen (Vrancken Peeters et al.
1996, Shayakhmetov et al. 2005) und eine erfolgreiche Expression von
Transgenen in der Leber ist Uber einen begrenzten Zeitraum mdglich
(Connelly 1999, Zaiss et al. 2016). Wahrend mit klassischen adenoviralen
Vektoren die Transgenexpression in der Leber fur bis zu einem Monat
maoglich ist, ist mit helper-dependent adenoviralen Vektoren eine
Langzeitexpression von Uber einem Jahr moglich (Kim et al. 2001). Im
Moment wird intensiv daran gearbeitet, adenovirale Transduktionssysteme
durch eine Reduktion der Immunogenitat effizienter zu machen (Hendrickx et
al. 2014). So konnte gezeigt werden, dass eine kovalente Modifizierung von
Adenoviren mit Polyethylenglykol (PEG) zu einer reduzierten Immunogenitat
bei stabiler Transduktionskapazitat in der Lunge fuhrt (O'Riordan et al. 1999).

Eine Arbeit von Wonganan et al. zeigte eine 50% niedrigere Transaminasen-
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und IL-12-Erh6hung bei stabiler hepatischer Transduktion in der Maus nach
PEGylierung (Wonganan et al. 2011).

Adeno-assoziierte virale (AAV) Systeme sind je nach der verwendeten
Virusart hoch Hepatozyten-spezifisch (Zincarelli et al. 2008, Rezvani et al.
2016). Auch wenn AAVs nur mit einer niedrigen Frequenz in das Zielgenom
integrieren (Nakai et al. 2001), so gibt es Hinweise, dass eine Integration zur
Entstehung von Tumoren, beispielsweise zum HCC, beitragen kann (Nault et
al. 2015). Unabhangig von diesen selten Integrationsereignissen werden
AAV-Vektoren durch eine stabile Expression des zum Grol3teil episomal
vorliegenden AAV-Genoms fur die hepatische Transgenexpression verwendet
(Nakai et al. 2001). Bei erhohter Zellteilung, wie zum Beispiel in der Leber von
neonatalen Mausen (Hu et al. 2010), kann es so aber zu verstarktem
Vektorverlusten kommen (Malik et al. 1997). Nachteile gegenuber dem
Adenovirus ist jedoch, dass es etwas schwerer ist einen hohen Virustiter
herzustellen (Lundstrom 2003, McClure et al. 2011) und die Kapazitat fur
Transgene etwas niedriger ist mit einer optimalen Vektorgrofie von 4,1 bis
4,9kbp (Dong et al. 1996).

1.2.2.2 Lentivirale Systeme zur in vivo-Transduktion von Hepatozyten

Lentiviren gehéren zu den Retroviren und die meisten lentiviralen
Transduktionssysteme basieren auf den humanen Immundefizienz-Virus
(HIV) (Vigna et al. 2000, Lundstrom 2003). Mit ihnen kdnnen relativ grol3e
Zielgene von 8 bis 10 kbp transduziert werden (Sinn et al. 2005) und durch
Integration in das Genom der Zielzelle kann eine stabile Langzeitexpression
erreicht werden (Kay et al. 2001, Lundstrom 2003).

Kontrovers wird in der Literatur hingegen die Effizienz lentiviraler
Transduktionssysteme in Hepatozyten in vivo diskutiert und ob fur die
lentivirale Transduktion eine Zellzyklusaktivierung bzw. Zellteilung nétig ist
(Park et al. 2000) oder nicht (Pfeifer et al. 2001, Follenzi et al. 2002). Bisher
konnte sich die Infektion mit Lentiviren nicht als Transduktionsmethode zur

Generierung transgener Hepatozyten etablieren.

18



1.2.3 Injektion von nackter DNA als Methode der Generierung
transgener Hepatozyten und die Entwicklung der
hydrodynamischen Schwanzveneninjektion
Nebst der aufwendigen Zuchtung transgener Mauslinien und Knockin-

oder Knockout-Mauslinien sowie die Nutzung viraler Vektoren etablierte sich

in den 1990er Jahren zunehmend die Transfektion mittels nackter DNA als

Methode zur Erzeugung transgener Hepatozyten in vivo (Zhang et al. 1997,

Liu et al. 1999). Am Anfang waren diese Methoden sehr aufwendig und haufig

mit operativen Eingriffen verbunden, wie zum Beispiel bei der intraportalen

Injektion von nackter DNA bei gleichzeitigem Abklemmen der Lebervenen

(Budker et al. 1996). Erste Versuche, nackte DNA systemisch Uber

Schwanzveneninjektionen mit niedrigem Volumen (0,2ml pro Maus) zu

injizieren, scheiterten (Liu et al. 1999). In vivo-Experimente zeigten fur nackte

DNA im Serum eine Halbwertszeit von ungefahr 10min (Kawabata et al. 1995,

Liu et al. 1999). Auf Grund des schnellen Abbaus durch Serumnukleasen ist

eine effektive Transfektion der Zellen nicht mdglich (Liu et al. 1999). Wird das

in die Schwanzvene injizierte Volumen aber auf 1,5-2ml erhoht ist eine
effektive Transfektion in vivo mdglich (Liu et al. 1999). Die Effizienz hangt
dabei von dem injizierten Volumen, der Zeit in der das Volumen injiziert wird
und der DNA-Konzentration ab: Je hdher das injizierte Volumen, je schneller
die Injektion und je hoher die DNA-Konzentration in der Injektionslosung,

desto erfolgreicher die Transfektion (Liu et al. 1999, Zhang et al. 1999,

Maruyama et al. 2002). Am effizientesten ist die Methode dabei in der Leber

(Liu et al. 1999). Das injizierte Volumen, das in etwa dem Blutvolumen der

Mause entspricht, Ubersteigt dabei das Herzminutenvolumen und staut sich

zurlck in die Vena cava inferior, wo die Injektionslésung mit der DNA

regelrecht hydrodynamisch in das Lebergewebe gepresst wird (vgl.

Abbildung 2) (Wu et al. 1981, Liu et al. 1999). Man spricht deswegen auch

von der hydrodynamischen Schwanzveneninjektion.

19



t

¢-d

Abbildung 2 Mechanismus der hydrodynamischen Schwanzveneninjektion.

2ml der Injektionslésung mit dem Plasmid werden in die Schwanzvene injiziert und
Uberschreiten das Herzminutenvolumen. Das Volumen staut sich zurlick in die Leber und die
DNA wird regelrecht in die Hepatozyten gepresst (nach Liu et al. 1999).

1.2.4 Transposon-Systeme in Kombination mit der hydrodynamischen
Schwanzveneninjektion zur stabilen Langzeit-Genexpression in
murinen Hepatozyten
Probleme bei der hydrodynamischen Schwanzveneninjektion von

nackter DNA waren, dass die Aktivitat der DNA-Expression nach der Injektion

innerhalb von acht Stunden ein Maximum erreichte, danach aber
kontinuierlich abfiel und in den meisten Organen nach sechs Tagen nicht
mehr nachweisbar war (Liu et al. 1999). Fur eine stabile Genexpression ist
also beispielsweise eine Integration des Zielgenes in das Genom der
transfizierten Zelle notwendig. Eine Mdglichkeit zur Integration in das

Wirtsgenom ist die Verwendung von Transposon-Systemen, wie zum Beispiel

das Sleeping Beauty-Transposon-System (Yant et al. 2007). Transposons

sind Genabschnitte, die im Genom beweglich sind und ubiquitar vorkommen:

Ungefahr 45% des menschlichen Genoms bestehen aus Transposon-

Elementen (Lander et al. 2001, Hackett et al. 2013). Wahrend bei Klasse I-

Transpons die DNA-Abschnitte zunachst in RNA-transkribiert werden und

dann in den Zielabschnitt wieder revers-transkribiert werden, wird bei Klasse

Il Transpons der DNA-Abschnitt direkt ausgeschnitten und in den Zielbereich
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eingefugt (Hackett et al. 2013). Das Sleeping Beauty-Transposon-System ist
ein Klasse Il-Transposon System (Hackett et al. 2013). Uber Sleeping Beauty-
Erkennungssequenzen (SR), die auf beiden Seiten des Zielgenes (Gene of
Interest, GOI) lokalisiert sind und aus 200-250bp langen Inverted Repeats
(IR) bestehen, findet das Enzym Transposase das auszuschneidende GOI
(lvics et al. 2015). Dieses wird dann an bestimmten Sequenzstellen
ausgeschnitten und im Genom an TA-Sequenzstellen eingefugt (vgl.
Abbildung 3) (Skipper et al. 2013). Die entstehenden Einzelstranglicken
werden durch Wirtsenzyme repariert (vgl. Abbildung 3) (lvics et al. 2015).

‘ 1
CAG|sRGOISRcTG MDD SR[GOISRCTGTA DOOOOC
GTCSR{GOI‘SRGAC MOOOPBIATGTCSR|GOISR MXOOONC

(c) Integration ins Wirtsgenom unter Verdopplung

(a) Exzision vom Plasmid der TA-Integrationsstellen

OO0 I A DOOOOC MPOOBL TACAGSRGOISRICTGTA MOBON(

DOOOM 4 1| ppOODC ]DWMATGTCSR‘GOI}SR@ACAT DODON

(d) Aufflllung der Einzelstrangliicken durch

(b) Integrationsstelle in der wirtseigene Enzyme

genomischen DNA
Abbildung 3 Funktionsweise des Sleeping Beauty Transposon Systems.

Zunachst wird das Zielgen (GOI) vom Wirtsplasmid durch die Transposase gefihrt von
Sleeping Beauty Erkennungssequenzen (SR) ausgeschnitten (a). Die Integration in das
Wirtsgenom erfolgt an bestimmten TA-Zielsequenzen in die genomische DNA (b) unter
Duplikation des TA-Dinukleotides (c). Die Einzelstranglicken werden dann von wirtseigenen
Enzymen aufgefillt (d). (Nach Skipper et al. 2013, lvics et al. 2015).

In diesem Transfektionssystem wird die Hyperactive Sleeping Beauty-
Transposase 5 (HSB5) in Form des bereits etablierten pc-HSB5-Plasmids
verwendet (Yant et al. 2007), die ungefahr zehnmal effizienter ist als die
Wildtyp-Sleeping Beauty-Transposase (Hausl et al. 2010).

Das durch Sleeping Beauty-Erkennungssequenzen (SR) flankierte
Konstrukt wurde in dem hier beschriebenen Versuchsaufbau jeweils
zusammen mit einem Expressionsplasmid fur die Hyperactive Sleeping
Beauty-Transposase 5 (pc-HSB5) in einer trans-Konfiguration
hydrodynamisch in die Schwanzvene injiziert (Yant et al. 2000, Yant et al.
2007). Der Vorteil an dieser Methode ist, dass sich Transgene stabil und
effizient in vivo in murinen Hepatozyten exprimieren lassen (Yant et al. 2000,
Yant et al. 2007, Hausl et al. 2010). Die Effizienz ist dabei von der GroRe des
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Konstruktes abhangig, mit jeder kbp Transposon-Grolde sinkt die Effizienz
dabei exponentiell um ca. 30% (lzsvak et al. 2000).

Transfektionsmodelle und Krankheitsmodelle, die die hydrodynamische
Schwanzveneninjektion mit dem Sleeping Beauty-Transposon-System zur
Transgenexpression in der Leber in vivo kombinieren sind langst etabliert, die
meisten Modelle sind jedoch nicht induzierbar oder exprimieren lediglich ein
Transgen (He et al. 2004, Belcher et al. 2010, Keng et al. 2011, Cheng et al.
2014, Subleski et al. 2015, Chung et al. 2016, Tao et al. 2016).

Hier wird ein neues in vivo-Transfektionsmodell vorgestellt, das die
konstitutive Expression einer Tamoxifen-induzierbaren Cre-Rekombinase mit
der Doxycyclin-induzierbaren Expression von exogenen Transgenen in

murinen Hepatozyten kombiniert.

1.3 Das pSLIK-System als Grundlage eines Transfektionssystems zur
induzierbaren in vivo-Genexpression in murinen Hepatozyten

Shin et al. stellten einen pSLIK (single lentivector for inducible
knockdown)-Vektor vor, der Grundlage fur den induzierbaren Teil des hier
etablierten in vivo-Transfektionsvektors ist (Shin et al. 2006). Dieses System
besteht im Prinzip aus einem zwei Vektoren-System im Sinne der Gateway-
Klonierungsmethode (Shin et al. 2006). Mit dieser kann durch Rekombination,
katalysiert durch das LR-Clonase-Enzym, das Zielgen oder die Ziel-miR-
shRNA flankiert von attL1/2-Erkennungssequenzen, einfach aus dem
Donorvektor in den leeren Zielvektor mit den attR1/2-Erkennungssequenzen
gebracht werden (vgl. Abbildung 4) (Shin et al. 2006, Festa et al. 2013).

Das integrierte Konstrukt ist im Zielvektor nach Rekombination von attB1/2-
Sequenzen flankiert.

Shin et al. konnten zeigen, dass eine effiziente Doxycyclin-induzierbare
Suppression von Genen mit diesem lentiviralen System in vitro in murinen
embryonalen Fibroblasten madglich ist (Shin et al. 2006). In dieser Arbeit
werden Teile des pSLIK-Systems verwendet um ein bereits etabliertes
System zur stabilen Genexpression in der Leber um eine induzierbare

Genexpression zu erweitern.
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5'LTR || FLAP

attR1 |

] = =

T Zielvektor (pSLIK-Venus)

TRE _ attL2 Donorvektor (pEN_TmiR-shRNA)

Abbildung 4 Das pSLIK System.

Die in den Donorvektor einklonierte Ziel-miR-shRNA wird Uiber eine LR-Clonase-Reaktion
(blauer Pfeil) in den Zielvektor eingebracht und dort Doxycyclin-abhangig exprimiert. Legende
siehe Tabelle 2. (Modifziert nach Shin et al. 2006).

Abkurzung

Erklarung

5LTR

5" Long Terminal Repeat: Enthalt regulatorische Elemente flr
die retrovirale Wirtsintegration und Replikation (Benachenhou
et al. 2013).

3’ SINLTR

Vektor mit selbstinaktivierender (SIN) Mutation im 3’ Long
Terminal Repeat: Dadurch ist der 3'LTR im Provirus

transkriptionell inaktiv (Miyoshi et al. 1998).

FLAP

DNA-FLAP: spielt eine Rolle beim retroviralen DNA-Import in
den Zellkern (Zennou et al. 2000, Arhel et al. 2006).

WPRE

Woodchuck Hepatitis Virus Posttranskriptionelles
Regulatorisches Element: Erhoht die Expressionsaktivitat von

lentiviralen Vektoren deutlich (Zufferey et al. 1999).

attR1/2

Gateway-Klonierung-Erkennungssequenzen des Zielvektors
(Festa et al. 2013).

attL1/2

Gateway-Klonierung-Erkennungssequenzen des Donorvektors
(Festa et al. 2013).

TRE

Tetracyclin responsives Element: reguliert die Doxycyclin-
abhangige Genexpression im Tet-on System (Markusic et al.
2005, Dow et al. 2014).

rtTA3

Reverser Tetracyclin-kontrollierter Transaktivator: Doxycyclin-
Sensor im Tet-On System (Markusic et al. 2005, Dow et al.
2014).

miR-shRNA

Short hairpin RNA (shRNA) fur RNA Interferenz (RNAI), bei
dem die short interfering RNA (siRNA) in ein mikroRNA
(miRNA) Ruckgrat integriert wurde (Zeng et al. 2003, Boden et
al. 2004, Silva et al. 2005). Mit RNAi kdnnen gezielt Gene auf
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RNA Level ausgeschalten werden (Hutvagner et al. 2002,
Lehner et al. 2004). Es konnte gezeigt werden, dass shRNAs
die als miRNA Imitate konstruiert werden effizienter sind als
konventionelle shRNA-Konstrukte (Boden et al. 2004, Silva et

al. 2005).
UbiC Ubiquitin-C Promotor (Wilber et al. 2005, Shin et al. 2006).
IRES Interne ribosomale Eintrittsstelle: Virale Elemente, die den

Translationsbeginn in der Mitte einer RNA ohne freies 5’ Ende
erlauben (Martinez-Salas et al. 2008, Thompson 2012).

Venus Gelbes fluoreszierendes Protein (Rekas et al. 2002).

Tabelle 2 Legende zu Abbildung 4: Das pSLIK-System.

1.4 Der pTAC-Vektor als Riickgrat des neuen in vivo-

Transfektionsmodells

Der pTAC-Vektor ist ein in der Arbeitsgruppe bereits etabliertes
Konstrukt, das im Wesentlichen Uber die Sleeping Beauty-
Erkennungssequenzen (SR), die das Konstrukt flankieren, die stabile
Genomintegration mit Hilfe der Sleeping Beauty-Transposase nach
hydrodynamischer Schwanzveneninjektion in vivo vermittelt. Es stellt somit
das Vektor-Ruckgrat des neuen Transfektionssystems dar. Es enthalt ferner
einen konstitutiv exprimierten mCherry-Reporter und eine Tamoxifen-
induzierbare, unter der Kontrolle des leberspezifischen ApoE.HCR.hAAT-
Promotors exprimierte Cre-Rekombinase (CreER) (siehe Abbildung 5).
AuRerdem enthalt er die Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen
Pmel und PspXIl, die hier fur die Einklonierung der verwendeten pSLIK-

Sequenzen fur die induzierbare Genexpression verwendet wurden.

SR | | ApoE.HCR.hAAT || creER 2A - Pmel | __ PspXI SR

Abbildung 5 Der pTAC-Vektor.

Zwischen die Pmel- und der PspXI-Schnittstelle werden die Bestandteile des pSLIK-Vektors
einkloniert. Legende siehe Tabelle 3.
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Abkurzung Erklarung

SR Sleeping Beauty-Erkennungssequenzen (lvics et al. 2015).

ApoE.HCR.hAAT | Humaner a1 Antitrypsin-Promotor (hAAT) unterstiitzt durch die
hepatische Locus-Kontrollregion des ApoE-Gens (ApoE.HCR)
(Miao et al. 2000).

CreER Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase (Feil et al. 1996, Feil
et al. 1997).
2A 2A-Peptid: Bindeprotein, erlaubt die Expression von mehreren

Proteinen durch einen Promotor (Trichas et al. 2008, Wang et

al. 2015).
mCherry Rotes fluoreszierendes Protein (Fink et al. 2010).
Pmel Schnittstelle flr Restriktionsendonuklease Pmel.
PspXI Schnittstelle fur Restriktionsendonuklease PspXI.

Tabelle 3 Legende zu Abbildung 5: Der pTAC-Vektor.

1.5 Die Rolle von Promotoren bei der Transgenexpression

Die Expressionseffektivitat eines Transgenes hangt von den
verwendeten Promotoren, dem transfizierten Gewebe und den
Versuchsumstanden (in vivo oder in vitro) ab (Tchorz et al. 2012). Fur das
hier vorgestellte Konstrukt wurden neben dem im pSLIK bereits etablierten
Ubiquitin-C-Promotor (UbiC-Promotor), der ApoE.HCR.hAAT-Promotor und
der CMV-Promotor einkloniert und in vivo getestet.

Der bereits im pSLIK vorhandene UbiC-Promotor kann stabile miR-
shRNA-Expression in Zellkulturen vermitteln (Shin et al. 2006). Auch eine
stabile Luciferase-Expression in vivo in der Mauseleber mit hydrodynamischer
Schwanzveneninjektion ist bereits beschrieben (Wilber et al. 2005).

Mit dem ApoE.HCR.hAAT-Promotor kdnnen leberspezifisch und
erfolgreich Transgene in der Mauseleber in vivo exprimiert werden (Miao et al.
2000, Ehmer et al. 2014). Dieser modifizierte leberspezifische humane a1-
Antitrypsin-Promotor zeichnet sich durch zusatzliche expressionsverstarkende
Elemente wie die hepatische Locus-Kontrollregion des ApoE-Gens
(ApoE.HCR) aus (Simonet et al. 1993, Miao et al. 2000). Dadurch ist eine
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deutliche Verstarkung der Expressionsaktivitat in der Leber moglich (Miao et
al. 2000).

Der Cytomegalovirus-Promotor (CMV-Promotor) ist ein starker Promotor
fur in vitro-Versuche, wird in vivo aber haufig durch DNA-Methylierung
(Brooks et al. 2004) und Histon-Deacetylierung (Wright et al. 2005) deaktiviert
(Mehta et al. 2009). Der CMV-Promotor fir die folgenden Konstrukte
entstammt dem HA-E2F-1wt-pRC CMV-Plasmid (Addgene # 21667) (Krek et
al. 1994).

1.6 Rosa26™"™MC-Reportermiuse

Um eine Transfektion der Hepatozyten mit den Konstrukten
nachzuweisen, wurden Rosa26™"™C-Reportermause verwendet. In dem
Rosa26-Lokus werden gerne exogene Gene eingeflugt, da er gut zuganglich
ist, ubiquitar exprimiert wird und das Ausschalten des Rosa26-Gens zu
keinem Phanotyp fuhrt (Zambrowicz et al. 1997, Soriano 1999, Irion et al.
2007, Tchorz et al. 2012) .

Das mTmG-Konstrukt besteht aus einem pCA Promotor, der zunachst
nur Zugang zu einem von loxP-Seiten flankierten membrangebundenen
Tandem-dimeren Tomato (mT) hat (vgl. Abbildung 6) (Shaner et al. 2004,
Muzumdar et al. 2007). Wird das durch loxP-Seiten flankierte mT
herausgefloxt, dann hat der pCA Promoter nun Zugriff auf ein
membrangebundenes GFP (mG) (vgl. Abbildung 6) (De Paola et al. 2003,
Muzumdar et al. 2007). Diese Reaktion wird durch die Cre-Rekombinase
effizient katalysiert (Hamilton et al. 1984, Nagy 2000).

Zu diesem Zwecke enthalten alle in die Mause eingebrachten
Konstrukte eine Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase (CreER) unter
Kontrolle des ApoE.HCR.hAAT-Promotors. Somit Iasst sich die erfolgreiche
Transfektion der murinen Hepatozyten nach intraperitonealer Tamoxifengabe
der Mause mit einem Farbumschlag der Membranen von rot nach grin

nachweisen.
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Abbildung 6 Die Rosa26™™¢-Reportermaus.

Im ungefloxten Zustand hat der pCA-Promotor nur Zugriff auf ein mT (rot fluoreszierend), die
Zellen leuchten rot. In den transfizierten Zellen floxt die CreER nun nach Tamoxifengabe die
von loxP-Seiten flankierte Sequenz aus den Mausegenom hinaus. Damit hat der pCA-
Promotor nun Zugriff auf das mG (griin fluoreszierend), die Zellen leuchten griin (modifiziert

nach Muzumdar et al. 2007). tdTomato und GFP nativ, DAPI, Kryoschnitte, 200X
VergroRerung.

1.7 Einklonierte Transgene und shRNAs

Far die in vivo Versuche wurden folgende Transgene und miR-shRNAs
in die Konstrukte einkloniert: YAP, GFP und miR-shHNF4a.

1.7.1 YAP

Das mit FLAG markierte YAP wurde aus dem Plasmid p2xFlag CMV2-
YAP2 (Addgene # 19045) kloniert (Oka et al. 2008). YAP ist ein
Transkriptions-Cofaktor unter Kontrolle des Hippo-Signalwegs und wird durch
Phosphorylierung durch LATS1/2 im Zytoplasma retiniert und somit inaktiviert
(Zhang et al. 2010, Jie et al. 2013, Kong et al. 2015, Ehmer et al. 2016). Der
FLAG-Protein-Tag ist ein Oktapeptid (AspTyrLysAspAspAspAspLys), mit dem
exogene Transgene zuverlassig mit dem anti-FLAG M2-Antikorper

nachgewiesen werden kdnnen (Einhauer et al. 2001).
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1.7.2 GFP

Das enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP), im Weiteren zur
Vereinfachung GFP bezeichnet, ist im pEN_TTGmiRc2-Vektor zur miR-
shRNA Uberexpression enthalten (Addgene #25753) (Shin et al. 2006). Das
grun fluoreszierende Protein (GFP) ist ein 1961 von Osamu Shimomura aus
der Qualle Aequorea victoria isoliertes Protein (Shimomura et al. 1962, Tsien
1998). Durch die fluoreszierende Eigenschaft hat GFP eine herausragende
Bedeutung in der Biochemie und Zellbiologie erlangt und wird zum Beispiel
als Marker bei der Genexpression oder bei der Beobachtung von zellularen

Vorgangen verwendet (Tsien 1998).

1.7.3 miR-shHNF4a

RNA-Interferenz (RNAI) ist eine verbreitete und etablierte Methode um
endogene Gene in vivo zu supprimieren (Shin et al. 2006). Klassischerweise
wird dabei eine Doppelstrang-RNA im Sinne einer 21-22 Nukleotid grof3en
small interfering-RNA (siRNA) durch die RNA-Polymerase Il transkribiert
(Brummelkamp et al. 2002, Hutvagner et al. 2002), die dann durch die
Homologie mit der Ziel-mRNA deren Abbau im RNA-induzierten-
Supprimierungs-Komplex (RISC) vermittelt (Paddison et al. 2002, Lehner et
al. 2004, Shin et al. 2006). Das im pSLIK-Vektor etablierte shRNA-Design als
mikroRNA-Imitat (,miR-shRNAs"), das hier ibernommen wird, hat zahlreiche
Vorteile (Shin et al. 2006). So kdnnen dank der Expression Uber die RNA-
Polymerase Il entsprechende Polymerase-ll-Promotoren verwendet werden
(Zeng et al. 2003, Lehner et al. 2004, Shin et al. 2006, Zhu et al. 2007) und es
konnte gezeigt werden, dass die Gen-Suppression mit diesem shRNA-Design
effizienter ist (Boden et al. 2004, Silva et al. 2005).

Als Stammsequenz fur das hier verwendete miR-shHNF4a-/nsert wurde
eine bereits in vivo etablierte und getestete shRNA gegen den murinen
hepatic nuclear factor 4a (HNF4a) ubernommen (Yin et al. 2011). HNF4a
gehort zur Gruppe der nuclear receptor-Superfamilie und wird hauptsachlich
in der Leber exprimiert (Yin et al. 2011). Er spielt eine Rolle beim hepatischen
Lipidmetabolismus (Hayhurst et al. 2001, Yin et al. 2011) und die loss of
function-Mutation ist mit maturity onset diabetes of the young (MODY)
assoziiert (Li et al. 2016).
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2 Ziele

Die Ziele dieser Doktorarbeit bestehen darin, das bereits bestehende
Transposon-System mit konstitutiver Expression eines Zielgens zu erweitern
und mit dem pSLIK-System zu kombinieren, um eine neues induzierbares in
vivo-Transfektionssystem zu etablieren.

Die drei Ziele sind im Wesentlichen:

1. Erweiterung eines bestehenden Transfektionssystems zur
induzierbaren Genexpression in murinen Hepatozyten uber die
hydrodynamische Schwanzveneninjektion in Kombination mit dem
Sleeping Beauty-Transposon-System.

2. Testung und Etablierung der Doxycyclin-induzierbaren Expression von
exogenen Transgenen.

3. Testung und Etablierung der Doxycyclin-induzierbaren Unterdriickung

von endogenen Genen Uber miR-shRNAs.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

Alle verwendeten Chemikalien genigen mindestens dem Reinheitsgrad zu

analytischen Zwecken.

3.1.1 Reagenzien und Chemikalien

DNA Leiter GeneRuler 1 kb Plus, (Fa. Thermo Scientific)
Gel Loading Dye, Orange (Fa. NEB)

Objekttrager Superfrost Plus (Fa. Thermo Scientific)
Deckglaser (Fa. Medite)

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix (Fa. Sigma-Aldrich)
Tissue-Tek (Fa. Sakura)

LE Agarose (Fa. Biozym)

BSA, Bovines Serumalbumin (Fa. Roth)

Ethanol, unvergallt absolut (Fa. Merk)

Ethanol, 80% (Fa. Briggemann)

Ethidiumbromid (Fa. Sigma)

Isopropanol (Fa. Roth)

Sucrose (Fa. Roth)

TWEEN-20 (Fa. Sigma)

Ampicillin (Fa. AppliChem)

Chloramphenicol (Fa. Sigma-Aldrich)

LB-Agar, Luria-Miller (Fa. Roth)

LB- Medium, Luria-Miller (Fa. Roth)

Gelstar Nucleic Acid Gel Stain 10.000X (Fa. Lonza)
TAE-Stammldsung (Apotheke Klinikum Rechts der Isar)
SOC-Medium (Fa. Fisher Scientific)

dNTP-Mix (Fa. Bioline)

Gentamicinsulfat (Fa. AppliChem)

Saurefrei (ph7) phosphatgepufferte Formaldehydldsung 4% (Fa. Roth)
T4-DNA-Ligase (Fa. New England Biolabs)

Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix (Fa. Invitrogen)
Histoclear (Roti-Histol, Fa. Roth)

Antigen Unmasking Solution (Fa. Vector Labs)
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PBS-Dulbecco 9,559/l (Fa. Biochrom)

0,2%-PBST-Ldsung: 200ul Tween-20 auf 50ml PBS-Dulbecco
Goat Serum B11-035 (Fa. PAA)

Fluoroshield (Fa. Sigma)

TRIS (Fa. Roth)

Natriumchlorid (Fa. Serva)

Magnesiumchlorid (Fa. Sigma)

3M Natriumacetatlésung (Fa. Merck)

Stbl3 Competent Cells (Fa. Thermofisher)

DB3.1 Competent Cells (Fa. Thermofisher)

3.1.2 Restriktionsendonukleasen
Ascl (Fa. New England Biolabs)
BfuAl (Fa. New England Biolabs)
Pacl (Fa. New England Biolabs)
Pmel (Fa. New England Biolabs)
PspXIl (Fa. New England Biolabs)
Sall (Fa. New England Biolabs)
Spel (Fa. New England Biolabs)
Xhol (Fa. New England Biolabs)

3.1.3 10x Annealing Buffer

Fir die Hybridisierung der beiden gegenlaufigen miR-shRNA-
Oligonukleotide wurde folgender 10x-Annealing Buffer verwendet:
100mM Tris pH 7.5 0,5ml einer 2M-L6sung
500mM Natriumchlorid 1ml  einer 5M-Ldsung
100mM Magnesiumchlorid 203 mg
ddH20 auf 10 ml

3.1.4 Antikorper fur Inmunfluoreszenzfarbungen
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Fa. Life Technologies)
Alexa Fluor 555 goat anti-mouse IgG (Fa. Invitrogen)

Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit IgG (Fa. Life Technologies)
Goat pAb to Chk IgY (FITC) (Fa. Abcam)

Monocolonal Anti Flag M2 produced in mouse (Fa. Sigma)
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anti-GFP, rabbit IgG fraction (Fa. Invitrogen)

anti-GFP, chicken IgY fraction, unconj. (Fa. Life Technologies)
anit-HNF-4a, rabbit polyclonal IgG (Fa. Santa Cruz Biotechnology)
anti-YAP #49112, rabbit (Fa. Cell Signaling)

3.1.5 Kits

QIAquick Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen)

NucleoSpin Gel and PCR Clean Up (Fa. Macherey & Nagel)
NucleoBond PC20 (Fa. Macherey & Nagel)

NucleoBond PC500 (Fa. Macherey & Nagel)

Phusion DNA Polymerase (Fa. Thermo Fisher)

3.1.6 Primer Sequenzen

Alle Primer wurden bei der Fa. Eurofins MWG Operon generiert und als Stock
der Konzentration 100pmol/ul geldst. Fur die Anwendung wurden die
Oligonukleotide dann in ddH20 im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Darauf beziehen
sich auch die Volumenangaben im Folgenden.

Bei den Klonierungsprimern indizieren die unterstrichenen Sequenzteile die
Erkennungssequenz fur die angegebene Restriktionsendonuklease.
Genotypisierung:

Primer GT1: CAG-sc-LP TACTTGGCATATGATACACTTGATGTAC
Primer GT2: R26-GT_UP AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT

Primer GT3: R26-GT-WT_LP  GGAGCGGGAGAAATGGATATG
Klonierung:

Primer PspXI-pSLIK R:

AAT TT GCTCGAGC TTACTT AGT TAC CCG GGG AGC ATG TCA AG
Primer Pmel-pSLIK F2:

AATTC GTTTAAAC AGG GAC AGC AGA GAT CCAGTT TGG

Primer Pacl-ApoE F:

TTTCC TTAATTAA GTT AGG CTC AGA GGC ACACAG G

Primer Ascl-ApoE R:

GGGTC GGCGCGCC GTT GGA CCT GGG AGT GGA CAC

Primer Pacl-CMV F:

TTTCC TTAATTAA TAG TAATCA ATT ACG GGG TCATTA GTC

Primer Ascl-CMV R:
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GGGTC GGCGCGCC CTG ACG GTT CAC TAAACC AGC

Primer Spel-YAP2 F:

TTTCC ACTAGT GAG CTC GTT TAG TGA CCG TCA GAATTG ATC
Primer Sall-YAP2 R:

ACATC GTCGAC GGA GGG GTC ACAGGGATGC

Forward Oligo HNF4a:
AGCGAGTGCCAACCTCAATTCATCCTAGTGAAGCCACAGATGTAGGATG
AATTGAGGTTGGCACC

Reverse Oligo shHNF4a:
GGCAGGTGCCAACCTCAATTCATCCTACATCTGTGGCTTCACTAGGATG
AATTGAGGTTGGCACT

3.1.7 LB-Agar-Platten und LB-Medium

Zur Herstellung von LB-Agar-Platten wurden 16g LB-Agar (Luria-Miller)
in 400ml destilliertem Wasser in einer 400ml-Laborflasche geldst und
autoklaviert. Nachdem die Suspension auf mindestens 40°C abgekunhlt ist
wurde das entsprechende Antibiotikum in unten genannter Verdiinnung der
Stockkonzentration hinzugegeben und die Masse in Petrischalen gegossen.

Zur Herstellung von LB-Medium wurden 10g LB-Medium (Luria-Miller)
in 400ml destilliertem Wasser in einer 400ml-Laborflasche geldst. Die
Suspension wurde autoklaviert. Das entsprechende Antibiotikum wurde
immer unmittelbar vor der Anwendung in unten genannter Verdinnung der

Stockkonzentration hinzugegeben.

Antibiotikum Stockkonzentration Lésungsmittel Verdunnung LB
Ampicillin 100mg/ml H>O/Ethanol (50%) 1:1000
Chloramphenicol ~ 34mg/ml Ethanol 1:1000
Gentamicin 50mg/ml ddH20 1:3333

3.1.8 Materialien, Medikamente und Instrumente fiir die Tierexperimente
Futter (Fa. Altromin)

Isofluran (Fa. Abbott)

Einmalspritzen 1ml und 3 ml (Fa. Braun)

Kanulen Sterican 27G und 24 G (Fa. Braun)

Einmalskalpelle GroRe 11 und 22 (Fa. Feather)

ARGENTRIX Einmal-Héllenstein-Atzstift (Fa. Ryma Pharm)
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DirectPCR Lyse Reagenz (Fa. PEQLAB)
Proteinase K-Ldsung (Fa. AppliChem)
Tamoxifen (Fa. Sigma-Aldrich)

Corn Oil (Fa. Sigmal-Aldrich)
Doxycyclin-Hylat (Fa. AppliChem)

Isotone Kochsalz-Losung 0,9% (Fa. Braun)

3.1.9 Allgemeine Gerate

Analysewaage (Fa. Kern & Sohn GmbH)

Blaulichttisch (Flu-o-blu) (Fa. Biozym)
Geldokumentationssystem (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH)
Gelelektrophoresekammer Rotiophorese Professional lll (Fa. Roth)
Mikroskop Axiovert 25 und Axio A1 (Fa. Carl Zeiss AG)
Mikroskop Zeiss Axiovert 200 M (Fa. Carl Zeiss AG)
Mikroskop DM LB (Fa. Leica Microsystems)

Mikrotom HM355S (Fa. Thermo Scientific)

Mikrowelle (Fa. Sharp)

NanoDrop Spektrophotometer ND-1000 (Fa. PEQLAB)
PCR-Maschine Mastercycler Nexus Gradient (Fa. Eppendorf)
Power Supply E425 (Fa. Consort)

Prazisionswaage (Fa. Kern & Sohn GmbH)

Thermomixer comfort (Fa. Eppendorf)

Vortexer 2000 (Fa. Heidolph Instruments)

Tischzentrifuge 5424R (Fa. Eppendorf)

Zentrifuge Avanti J-25 (Fa. Beckman)

Autoclav 2540E (Fa. Tuttnauer)

Petrischalen (Fa. Sarstedt)

CryoPureGefalte 1,6ml weil’ (Fa. Sarstedt)

Pipetten Research plus 10ul, 100ul, 1000ul (Fa. Eppendorf)
ImmEdge Barrier Pen (Fa. Vector Labs)

Laborflasche Duran 400ml (Fa. Schott)

Glasperlen 4mm (Fa. Merck)

Parafilm M Verschlussfolie (Fa. Bemis)

Thermoshake (Fa. Gerhadt)
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Einmalspritzen 10ml (Fa. Braun)

Filtropur 0,2 Sterilfilter (Fa. Sarstedt)
Sterilwerkbank Herasafe (Fa. Heraeus Instruments)
Falcon 15ml, 50ml (Fa. Corning Life Sciences)
Gewebe Einbettung Kassettensystem (Fa. Medite)
Entwasserungsmaschine Leica ASP300S
Einbettungsmaschine Leica EG 1150H

Streckbad 1052 (Fa. GFL)

Wippschuttler DRS-12 (Fa. neoLab)

Rotlicht-Lampe (Fa. Rossmann)

3.2 Methoden

Die Methoden lassen sich in die Klonierung der Konstrukte fur die
induzierbare Genexpression bzw. —suppression, die in vivo Testung der
Konstrukte im tierexperimentellen Teil, sowie die Analyse der Ergebnisse

durch Farbungen gliedern.

3.2.1 Klonierung

Die einzelnen Schritte der Klonierung lassen sich in die Schritte PCR-
Amplifikation, Restriktion, Ligation, Transformation, Clon-Selektion und
Plasmidpraparation aufteilen, die im Folgenden tabellarisch fur die
verschiedenen Konstrukte zusammengefasst werden. Zur Planung und
graphischen Darstellung der Klonierungsversuche wurde der SnapGene
Viewer verwendet (Fa. GSL Biotech LLC).

3.2.1.1 PCR der Inserts aus dem Vektor

Zunachst wurde das jeweilige Insert (Promotorkonstrukte bzw.
Expressionskonstrukte) aus dem entsprechenden Vektor mit Hilfe einer PCR
amplifiziert. Durch das Design der Primer enthalt das Insert dadurch
zusatzlich die passenden Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen. Im
Allgemeinen wurde fur die PCR eine 100ul Reaktion angesetzt mit jeweils 1ug
Vektor, 20ul GC-Buffer, 5ul forward Primer, 5ul reverse Primer, 2ul dNTP Mix,
1ul Phusion Taq, 5ul DMSO und ddH20 auf 100ul. Folgendes PCR-
Programm wurde verwendet:
l. 98°C 1 min
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Il. 98°C 10 sec
1. Hyb3 1min
IV.  72°C Elongt
V. 72°C 10 min
V. 4°C Pause
Die PCR-Produkte wurden mit einem 1%-Agarose 1:10.000 Gelstar

[l.-1V. 40x

Gel aufgetrennt, auf dem Blaulichttisch (Flu-o-blu) visualisiert, ausgeschnitten

und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit nach beiliegendem Protokoll

aufgeldst und aufgereinigt sowie in 50ul ddH20 geldst.

Tabelle 4 gibt flr das jeweilige Insert den entsprechenden Vektor, die

verwendeten Primerpaare, die Hybridisierungstemperatur (Hyb$9),

Elongationszeit (Elong t) und die GrolRe des auszuschneidenden Produktes

an.
Insert Aus Vektor | Primer 1 | Primer2 | Hyb9 /°C | Elong Produkt/
t/min bp

YAP Addgene Spel- Sall- TouchD 0,5 1702
#19045 YAP2 F YAP2 R

ApoE. ApoE.HCR | Pacl- Ascl- 61 0,5 1148

HCR. .hAAT- ApoE F ApoE R

hAAT- CreER

Promotor

CMV- Addgene Pacl- Ascl-CMV | 55 1,5 580

Promotor | #21667 CMV F R

CMV- CMV-pSLIK | PspXI- Pmel- 62 3 3200

pSLIK pSLIKR | pSLIK F2

ApoE. ApoE. PspXI- Pmel- 62 3 3800

HCR. HCR.hAAt | pSLIKR | pSLIKF2

hAAT- pSLIK

pSLIK

UbiC- Addgene PspXI- Pmel- 62 3 3900

pSLIK #25737 pSLIKR | pSLIK F2

Tabelle 4 Ubersicht der Inserts fiir die Klonierung.

TouchD: Touchdown-Protokoll, Hyb$: Hybridisierungstemperatur, Elong t: Elongationszeit
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Die sehr GC-reiche Sequenz des YAP-Inserts (Abschnitte mit bis zu
80%GC) erforderte mehrere PCR-Ansatze unter verschiedenen Bedingungen
bis das Insert erfolgreich aus dem Konstrukt mit den Primern Spel-YAP2 F
und Sall-YAP2 R amplifiziert werden konnte. Eine erfolgreiche Amplifikation
des YAP-Inserts konnte mit einem Touchdown-Protokoll erreicht werden. Bei
dieser Methode macht man sich zu nutzen, dass bei einer Temperatur die
hoéher liegt als die zu erwartende Primerhybridisierungstemperatur der Ertrag
zwar geringer ist, die Spezifitat fur das Produkt aber hdher (Bachmann et al.
2003).

In einem ersten Zyklus beginnt man mit einer
Hybridisierungstemperatur, die ca. 10°C hoher liegt als die berechnete
Hybridisierungstemperatur fur die Basen der Primer, die an das Plasmid
binden (ungefahr 61°C). In einem zweiten Zyklus wahlt man eine
Hybridisierungstemperatur, die ungefahr der berechneten
Hybridisierungstemperatur fur die gesamte Primerlange entspricht (ungefahr
65°C):

l. 98°C 3 min

Il. 98°C 40 sec [1.-1V. 20x
[I. 72°C 30 sec, 0,5°C pro Zyklus weniger
V. 72°C 30sec

V. 98°C 30sec V.-VII. 30x
VI. 65°C 30sec

VII. 72°C 30sec

VIIl. 72°C 7min

IX.  4°C Pause

3.2.1.2 Herstellung des miR-shHNF4a-Inserts

Die Stammsequenz der etablierten shRNA gegen den HNF4a lautet
5 GGTGCCAACCTCAATTCATCC 3
und wurde von Yin et al. mit Hilfe des BLOCK-iT RNAi Designer (Fa.

Invitrogen) erstellt.
Nach dem pSLIK-Klonierungsprotokoll von Shin et al. wurden folgende
Oligopaare fiur die Klonierung entworfen. Dabei entsprechen die

unterstrichenen Teile der urspriunglichen (ggf. komplementaren oder
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reversen) Stammsequenz, die griin gedruckten Teile dem 4-bp Uberhang fiir
die Ligation mit den BfuA1-Schnittstellen und die blau gedruckten Teile dem
Mittelteil. Die erste Base der Stammsequenz ist durch ein A zu ersetzen (rot).
Forward Oligo shHNF4a:
5AGCGAGTGCCAACCTCAATTCATCCTAGTGAAGCCACAGATGTAGGAT
GAATTGAGGTTGGCACC

Reverse Oligo shHNF4a:
5GGCAGGTGCCAACCTCAATTCATCCTACATCTGTGGCTTCACTAGGAT
GAATTGAGGTTGGCACT

In einem Mikrozentrifugationsgefald werden jeweils 2ul (Konzentration:

100pmol/ul) der beiden entsprechenden Forward und Reverse
Oligonukleotide zusammen mit 10ul 10x-Annealing Buffer gegeben und auf
100ul mit ddH20 aufgefillt. Die Losung wird im Heizblock auf 95°C fur
mindestens funf Minuten erhitzt, anschlieend der Block langsam auf 37°C
abgekunhlt. Die Oligonukleotide werden im Block Uber Nacht bei 37°C
inkubiert.

Am nachsten Tag wird zur Losung 10ul 3M Natriumacetat-Losung
(pH=4,8) gegeben, anschlieRend die DNA mit 500ul Ethanol-100% ausgefallt.
Nach Inkubation auf Trockeneis flir 30min wird die Suspension bei 15.000
rpom und 4°C far 15min zentrifugiert. Der Uberstehende Alkohol wird mit der
Pipette abgenommen, die DNA vorsichtig getrocknet und in 50ul ddH>O

gelost.

3.2.1.3 Verdau der Inserts und Vektoren mit Restriktionsendonukleasen
FUr die Inserts wurde jeweils eine 100l Reaktion angesetzt mit 50pl
Insert-PCR-Produkt aus vorheriger Gel-Aufreinigung, 10ul Cut Smart Buffer,
39,5ul ddH20, 1pl Enzym 1 und 1ul Enzym 2. Die Reaktion wurde bei 37°C
Uber Nacht inkubiert, am nachsten Tag mit den Nucleo Spin Gel and PCR
Clean-up nach dem beiliegenden Protokoll aufgereinigt und in 12ul ddH>O
gelost. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht tiber die Inserts, die verwendeten

Enzyme und etwaige Abweichungen vom Standardprotokoll.
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Insert Enzym 1 Enzym 2 Anmerkungen

YAP Sall Spel Sequentieller Verdau: zunachst mit Sall
in NEBuffer 3 Gber Nacht (37°C), dann
mit Spel in NEBuffer 2 fir 4h (37°C).

ApoE. Ascl Pacl -
HCR.
hAAT-

Promotor

CMV-

Promotor

CMV-pSLIK PspXI Pmel -

ApoE.
HCR.

hAAT-
pSLIK

UbiC-pSLIK

miR-shHNF4a | - - Hybridisierte DNA-Oligomere haben
bereits einen fur die Ligation passenden
5'- und 3’-Uberhang

Tabelle 5 Fir den Verdau der Inserts verwendete Restriktionsendonukleasen.

Fir den Verdau des Vektors wurde im Allgemeinen ein 50ul Ansatz mit
3ug Vektor, 5ul Cut Smart Buffer, 1ul Enzym 1, 1ul Enzym 2 und ddH20 auf
50ul angesetzt. Die Reaktion wurde bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurde der Mix auf ein 1%-Agarose Gel mit 1:10.000 Gelstar
aufgetragen, auf dem Blaulichttisch visualisiert, ausgeschnitten, mit dem
QIAquick Gel Extraction Kit nach beiliegendem Protokoll aufgereinigt und in
15ul ddH20 eluiert. Tabelle 6 gibt einen Uberblick (iber die verdauten
Vektoren, die verwendeten Enzyme und die auszuschneidenden

Bandengrolien.
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Vektor Ursprungsplasmid | Enzym 1 | Enzym 2 | Auszuschneidende
Bande/bp

pEN_TTmcs- Addgene #25755 Xhol Spel 3757

Vektor

pEN_TTGmiRc2- | Addgene #25753 BfuAl* - 4794

Vektor

pSLIK-Hygro- Addgene #25737 Pacl Ascl 11880

Vektor

pTAC-Vektor (Ehmer et al. 2014) Pmel PspXI 7458

Tabelle 6 Fir den Verdau der Vektoren verwendete Restriktionsendonukleasen.
*Verdau mit nur einem Enzym in NEBuffer 3.1 bei 50°C fur 1h, anschlieRend Inaktivierung der
Reaktion bei 65°C fiir 20 Minuten.

3.2.1.4 Ligation von Vektor und Insert

Zur Quantifizierung der DNA-Menge wurde jeweils 1ul des Vektors und
des Inserts auf einem 1%-Agarosegel aufgetragen. Fir die Ligation wurden
im Allgemeinen 7yl Insert, 1ul Vektor, 1ul T4-DNA-Ligase Reaction Buffer und
1ul T4 DNA-Ligase auf Eis zusammengegeben. Die Ligation wurde Uber 24h
bei 14°C durchgefuhrt. Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle mit 7ul ddH20
statt 7ul Insert durchgefuhrt. Je nach Ergebnis des Quantifizierungsgels
wurden die Verhaltnisse bei der Ligation von Vektor und Insert leicht

modifiziert.

3.2.1.5 Transformation der Ligationsprodukte

Die Ligationsprodukte wurden in CaClx-kompetente Zellen nach
folgendem Heat-Shock-Protokoll transformiert (Froger et al. 2007). Die
Donorvektoren (pEN_TTmcs- und pEN_TtmiRc2-Vektoren) wurden dabei im
Allgemeinen in DB3.1 kompetente E. coli transformiert, die Zielvektoren
(pSLIK oder pTACSLIK Vektoren mit leerer Gateway-Ziel-Kassette) in DB3.1
kompetente E. coli und die Clonase-Produkte (Produkte der pSLIK- und
pTACSLIK-Vektoren mit Zielgen in der Gateway-Ziel-Kassette) in Stb/3
kompetente E. coli. Die in die DB3.1 kompetente E. coli transformierten
Plasmide enthalten dabei ein ccdB-Todesgen, das uber Hemmung der DNA-
Gyrase den Zelltod vermittelt und somit zur negativen Selektion verwendet

werden kann (Couturier et al. 1998). Der DB3. 1-Stamm wiederum enthalt eine
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gyrA462aq4->cys Mutation, die die Bakterien gegen die toxischen Effekte des
ccdB-Genproduktes resistent macht (Wang et al. 2014).

Fur die Transformation wurden 100ul eines bei -80°C gefrorenen E.
coli-Stammes auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden je 7ul der Ligations-
bzw. 2ul des Clonase-Produktes zu den Bakterien gegeben und vorsichtig mit
diesen gemischt. Die Bakterien wurden zunachst 20min auf Eis, dann 1min
bei 42°C, dann erneut 2min auf Eis inkubiert.

Nach Zugabe von 400ul SOC-Medium wurden die Bakterien bei 37°C
fur 70min geschattelt. AnschlieRend wurden 500ul der Bakteriensuspension
auf Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Zielvektoren wurden entsprechend der jeweiligen Resistenzgene auf
Ampicillin/Chloramphenicol-Platten ausplattiert, die Donorvektoren auf

Gentamicin-Platten, die Clonase-Produkte auf Ampicillin-Platten.

3.2.1.6 Kolonie-PCR und Mini-Praparation der Klonierungsprodukte

Am nachsten Tag wurden einzelne Kolonien gepickt und Mini-Kulturen
in 5ml LB-Medium mit dem jeweils passenden Antibiotikum angesetzt. Die
Mini-Kulturen wurden Uber Nacht (12-16h) bei 37°C bei 200rpm geschuttelt
und am nachsten Tag mit dem NucleoBond PC20-Kit aufgereinigt. Mit dem
NanoDrop wurden die DNA-Konzentrationen gemessen. Die erfolgreiche
Klonierung wurde mit einer Kolonie-PCR, einem Test-Verdau und einer

Sanger-Sequenzierung durch die Fa. GATC-Biotech bestatigt.

3.2.1.7 LR-Clonase-Reaktion

Durch die LR-Clonase-Reaktion wird das im Donorvektor von aftL 1- und
attL 2-Erkennungssequenzen flankierte Zielgene mit dem von attR1- und
attR2- Erkennungssequenzen flankierten Bereich des Zielvektors rekombiniert
(Festa et al. 2013). Durch die Transformation in ccdB-empfindliche Stb/3-
Bakterien und die Verwendung von mit Ampicillin angereicherten Medium wird
das gesuchte Produkt selektiert (Festa et al. 2013).

Folgendes allgemeines Protokoll wurde fur die Gateway-LR-Clonase-
Reaktion verwendet. Bei Raumtemperatur wurden 150ng des jeweiligen
Zielvektors mit 150ng des jeweiligen Donorvektors gemischt (insgesamt 1-
7ul). Die Reaktion wurde auf 8ul mit TE-Buffer (pH 8,0) aufgefulit.
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Der LR Clonase lI-Enzym-Mix wurde fur zwei Minuten auf Eis aufgetaut
und dabei zweimal fur je zwei Sekunden kurz gevortext. AnschlieRend wurden
2ul des LR Clonase II-Enzym-Mix zu der Reaktion gegeben, die Reaktion
kurz gevortext und herunterzentrifugiert. Die Reaktion wurde fur je 1 Stunde
bei 25°C inkubiert.

Zur Beendigung der Reaktion wurden je 1ul Proteinase K-Losung zur

Reaktion gegeben und die Reaktion flr 10 Minuten bei 37°C inkubiert.

3.2.2 Tierexperimentelle Methoden

Alle Tierversuche wurden im Einklang mit dem Tierschutzgesetz
(TierSchG) und unter Einhaltung der im Tierversuchsantrag dargelegten
Protokolle und Abbruchkriterien durchgefuhrt. Die Genehmigung zur
Durchfuhrung dieser Versuche durch die Regierung von Oberbayern im Sinne
des §8 Abs. 1 TierSchG lag vor (Tierversuchsantrag TVA: Az. 55.2.1.54-
2532-64-13).

3.2.2.1 Allgemeine Haltungsmethoden

Die Tiere wurden in einzelbellfteten Kafigen der Fa. Techniplast in
Raumen des Zentrums fur Praklinische Forschung der Technischen
Universitat Mlinchen gehalten. Unter standardisierten Bedingungen wurden
die Tiere dort in einem klimatisierten Umfeld mit 12-stindigen Hell-Dunkel-,
sowie Dammerungsphasen gehalten. Die Tiere erhielten autoklaviertes
Mausefutter der Fa. Altromin und autoklaviertes Trinkwasser bei zweimal
wdchentlich Wechsel der Flasche ad libitum. Das als Streu dienende
Holzgranulat wurde einmal wochentlich gewechselt. Als Nestbaumaterial
diente autoklavierter Zellstoff; ein rotes Kunststoffhaus wurde als Mausehaus
zur Verfugung gestellt. Das Hygienemanagement erfolgte nach den
Empfehlungen der Federation of Laboratory Animal Science Associations
(FELASA) (Mahler Convenor et al. 2014). Die in der EU-Richtlinie EU-
RL2010/63/EU festgelegten Bedingungen zur Haltung von Versuchstieren

wurden eingehalten.

3.2.2.2 Mauslinien und Genotypisierung
Um eine Transfektion der Hepatozyten mit den Konstrukten

nachzuweisen wurden Rosa26™"™C-Reportermause verwendet. Zum
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Nachweis des Rosa26™"¢-Genotyps wurde den Mausen unter Isofluran-
Narkose ein Stlick der Schwanzspitze mit dem Skalpell entfernt und die
Blutung mit dem Hollenstein-Atzstift gestillt. Die Mause wurden daraufhin auf
Nachblutungen und Nachwirkungen der Narkose beobachtet.

Die Mauseschwanze wurden uber Nacht bei 55°C mit 50ul DirectPCR-
Lyse-Reagenz und 1l Proteinase-K-Losung inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die Proteinase K bei 85°C fur 50min inaktiviert. Danach wurden die
Mauseschwanze herunterzentrifugiert und die im Lysat vorhandene DNA fur
die Genotypisierung verwendet.

Fur die PCR wurde ein Primer-Mastermix der Primer GT1, GT2 und
GT3 in der Verdinnungskonzentration 1:10 erstellt. Dabei wurden die Primer
im Verhaltnis GT1:GT2:GT3=1:0,6:1 eingesetzt. Fur den Ansatz wurden dann
jeweils 1pl des Lysats, 1l des Primer-Mastermixes, 10ul RED TaqReadyMix
PCR Reaction Mix und 8ul ddH20 zusammenpipettiert und nach folgendem
Protokoll eine PCR durchgeflhrt:

l. 95°C 3 min
Il. 95°C 45 sec [1.-1V. 40x
Il. 62°C 1 min
V. 72°C 1 min 30 sec
V. 4°C Pause
Bei einem Wildtyp Allel erwartet man eine Bande von 650bp, bei einer

mTmG-Mutante eine Bande von 450 bp.

3.2.2.3 Tierexperimenteller Versuchsaufbau

Der zeitliche Ablauf des tierexperimentellen Versuchsaufbaus ist in
Abbildung 7 dargestellt. Die jeweiligen Transposon-Plasmide wurden in
Rosa26™"mC- Mause beiden Geschlechts im Alter von 8-10 Wochen
zusammen mit dem pc-HSB5-Plasmid (Expressionsplasmid fur die Sleeping
Beauty-Transposase) am Tag 1 mit der Methode der hydrodynamischen
Schwanzveneninjektion injiziert. Nach stabiler Integration des Konstruktes
und Clearance der nicht integrierten Vektoren (10 bis 14 Tage) wurde an drei
aufeinanderfolgenden Tagen Tamoxifen (TAM) intraperitoneal zur Aktivierung

der transfizierten CreER-Rekombinase injiziert. Direkt anschlieRend wurde bei
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der Versuchsgruppe fur sechs Tage Doxycyclin (Doxy) ins Trinkwasser

gegeben. Danach folgte die Sektion der Mause.

L <t Rosa26™™ .‘o‘ qf\\“RosaZGm"‘"G‘ "o‘ e Rosa26m™el ,

= S i . oo i

Tag 1: pTACSIlik und pc-HSB5  Tage 12-14: 3x1mg TAM i.p.  Tage 14-19: Doxy-Sucrose p.o.

Abbildung 7 Tierexperimenteller Versuchsaufbau.

3.2.2.4 Hydrodynamische Schwanzveneninjektion

Pro Maus wurden 2ml Injektionsldésung hergestellt. Dazu wurden 30ug
Konstrukt und 2ug pc-HSB5 mit isotoner 0,9%-Kochsalzlésung auf 2ml
aufgeflllt. Das hier verwendete Plasmid pc-HSBS wurde von Yant et al. zur
Verflgung gestellt und bereits beschrieben (Yant et al. 2007).
Far die Injektion wurden 2ml der Injektionslosung in eine 3ml-Einmalspritze
mit einer 27G-Kanule aufgezogen. Die Tiere wurden in einem Restrainer zur
intravendsen Injektion gesetzt. Dann wurde der Schwanz fur 30-60 Sekunden
mit Rotlicht zur Erweiterung der Venen unter standiger Kontrolle der Tiere
beleuchtet. Nach Desinfektion und Reinigung der Injektionsstelle mit Ethanol-

70% wurden die 2ml der Losung innerhalb von 7-10s injiziert.

3.2.2.5 Aktivierung der Tamoxifen-induzierbaren Cre-Rekombinase
durch intraperitoneale Tamoxifen-Injektion

Pro Maus wurde jeweils 1mg Tamoxifen an drei aufeinanderfolgenden
Tagen injiziert. Zur Herstellung der Tamoxifen-Injektionslésung wurde 10mg
Tamoxifen auf der Feinwaage abgewogen. Dieses wurde zunachst in 40pl
Ethanol-100% bei 55°C fur 10min geldst, anschlieliend wurden 960ul Corn Qil
dazugegeben und die Losung flur weitere 10 min bei 55°C inkubiert.

FUr die intraperitonealen Injektionen wurden pro Maus 0,1ml fertige
Injektionslésung mit einer 1ml Fertigspritze mit einer 27G-Kantle nach
Desinfektion in den linken unteren Quadranten des Abdomens intraperitoneal
injiziert. Danach wurden die Mause auf die Vertraglichkeit der Injektionen
nachbeobachtet. Die Injektionen wurden an drei konsekutiven Tagen
durchgefuhrt.

44



3.2.2.6 Aktivierung der Doxycylin-induzierbaren Genexpression

Nach Abschluss der Tamoxifeninjektionen wurde das Trinkwasser der
Mause in der Experimentalgruppe durch eine Doxycyclin-Sucrose-Ldsung
ersetzt, wahrend die Kontrollgruppe weiterhin normales Trinkwasser bekam.
Zur Herstellung dieser Losung wurde zunachst 5g Sucrose in 100ml
Leitungswasser geldst und autoklaviert. Die Sucrose soll dabei den
Geschmack fur die Mause verbessern (Hojman et al. 2007). Anschliel3end
wurde 100mg Doxycyclin auf der Feinwaage abgewogen, in 4ml ddH>O geldst
und mit einem 0,2 Sterilfilter filtriert und zur Sucroseldsung gegeben. Nach

drei Tagen wurde die Lésung erneuert, nach sechs Tagen die Mause seziert.

3.2.2.7 Organentnahme

Nach Totung der Mause durch zervikale Dislokation erfolgte die
Offnung des Abdomens durch einen Léngsschnitt. Zur retrograden Perfusion
der Leber wurde eine 1ml Spritze mit einer 27G Kanule mit
phosphatgepufferter Formaldehydlésung-4% aufgezogen. Nach Punktion der
Vena cava inferior und Anspulen der Leber erfolgte die Durchtrennung der
Vena portae und schlieldlich die komplette Durchspulung der Leber.
Anschlieliend wurde die Leber am Lebervenenstern entnommen, in ddH-O

gespult und in phosphatgepufferter Formaldehydldsung-4% fixiert.

3.2.3 Histologische Methoden
Zum Nachweis der erfolgreichen Transfektion der Hepatozyten und der
erfolgreichen Aktivierung oder Inaktivierung der Gene wurde als Methode die

Immunfluoreszenz gewahlt.

3.2.3.1 Fixierung und Aufbereitung der Lebern
Nach Entnahme der Leber wurden diese zunachst in ddH20
gewaschen und dann fur zwei Tage in phosphatgepufferter
Formaldehydlésung-4% fixiert. Danach wurden die Lebern in
Gewebskassetten gelegt und bis zur Entwasserung in Ethanol-80% gelagert.
Die Entwasserung erfolgte vollautomatisch Uber Nacht in der
Entwasserungsmaschine. Nach Erhitzung der Proben im Paraffindl wurden

diese in einem Inkubator bei 65°C bis zur Einbettung gelagert. Die Einbettung
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erfolgte manuell mit der Einbettungsmaschine in Paraffin. Die Blocke wurden

fur mindestens 30 Minuten gekuhlt.

3.2.3.2 Schneiden der Blocke und absteigende Reihe

Die Paraffinblocke wurden nach vorheriger Kihlung auf -20°C mit
einem Rotationsmikrotom in 3um dicke Schnitte geschnitten und nach
Glattung in einem Streckbad (45°C) auf einen Objekttrager aufgezogen.
Anschlieflend wurden die Schnitte in einem Inkubator bei 65°C fur 30 Minuten
getrocknet.
Nach Aufbrechen der Formalin-fixierten Protein-Netzwerke
mit Histoclear wurden die Praparate mit einer absteigenden Alkoholreihe nach
folgendem Protokoll entparaffiniert und entfettet:
Histoclear - 5 min
Histoclear - 5 min
Ethanol -100% - 3 min
Ethanol -100% - 3 min
Ethanol -96% - 3 min
Ethanol -96% - 3 min
Ethanol -80% - 3 min
Ethanol -80% - 3 min
ddH20 - 5min

Dann wurden die Schnitte in einer Kunststoffwanne zunachst fir drei
Minuten in der Mikrowelle bei maximaler Leistung, anschlielRend fur 15
Minuten bei 360W in Unmasking-Solution gekocht. Nach Abkuhlen der

Schnitte wurde die Unmasking-Solution durch Leitungswasser ersetzt.

3.2.3.3 Immunfluoreszenz

Beim weiteren Arbeiten mit den Schnitten wurde stets darauf geachtet,
dass diese nicht austrocknen. Die Schnitte wurden aus dem Wasserbad
genommen, Uberschussiges Wasser abgesaugt, die Gewebefelder mit dem
ImmEdge-Pen umrandet und die Schnitte mit PBST benetzt. Anschliel3end
wurden die Schnitte auf dem Schuttler bei 20rpm flr zehn Minuten inkubiert.
Danach wurden die Schnitte fur 45min mit der Blocking-Losung geblockt. Die
Blocking-Lésung wurde dabei aus 250ul Goat Serum, 50mg Bovines
Serumalbumin und 4750ul PBST hergestellt und im Kuhlschrank bei 4°C
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gelagert. AnschlieRend wurde auf die Positiv-Kontrolle 75ul der Blocking-
Lésung mit dem Erstantikorper in folgenden Konzentrationen gegeben:
FLAG/GFEP-Farbung:

Monocolonal Anti FLAG M2 produced in mouse (Fa. Sigma) 1:75

anti-GFP, rabbit IgG fraction (Fa. Invitrogen) 1:300

YAP/GFEP-Farbung:

anti-GFP, chicken IgY fraction, unconj. (Fa. Life Technologies) 1:50
anti-YAP #49112, rabbit (Fa. Cell Signaling) 1:50
HNF4a/GFP-Farbung:

anti-GFP, chicken IgY fraction, unconj. (Fa. Life Technologies) 1:50

anit-HNF-4aq, rabbit polyclonal IgG (Fa. Santa Cruz Biotechnology) 1:50

Der Schnitte wurden mit dem Erstantikorper Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Bei der YAP/GFP-Farbung wurden die Schnitte abweichend
zunachst fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert bevor sie Uber Nacht bei 4°C
inkubiert wurden.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte zunachst zweimal Gber 30min
mit PBST gewaschen, dann noch einmal tber 10 min mit PBST. Danach
wurden jeweils 75ul der Blocking-Losung mit dem Zweitantikorper auf alle
Positiv- und Negativkontrollen mit folgenden Konzentrationen aufgetragen:
Flag/GFP-Farbung:

Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Fa. Life Technologies) 1:500
Alexa Fluor 555 goat anti-mouse IgG (Fa. Invitrogen) 1:500
DAPI 1mg/ul 1:500
YAP/GFP-Farbung und HNF4a/GFP-Farbung:

Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit IgG (Fa. Life Technologies) 1:500
Goat pAb to Chk IgY (FITC) (Fa. Abcam) 1:500
DAPI 1mg/ul 1:500

Die Schnitte wurden fur 45 Minuten mit dem Zweitantikdrper bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden sie viermal mit PBST Uber 2
Stunden gewaschen. Das Eindecken erfolgte mit Fluoroshield und

Deckglasern.
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3.2.4 Mikroskopie und Statistische Auswertung

Fir die Abbildungen und zur Quantifizierung wurden Aufnahmen mit
dem Zeiss Axiovert 200M generiert. Die Abbildungen zeigen Aufnahmen in
630x VergrofRerung oder entsprechende Ausschnitte. Fiur die Quantifizierung
wurden Aufnahmen von mindestens funf Gesichtsfeldern in 200x
Vergroflerung gemacht und mindestens 100 transfizierte Zellen mit der
Softwareanwendung ImageJ ausgezahlt.

Die statistische Auswertung wurde mit einem zweiseitigen Student T-
Test gemacht, als statistisch signifikant wurde das Ergebnis bei p<0,05
betrachtet. Diagramme zeigen den Mittelwert an, Fehlerbalken die

Standardabweichung.
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4 Ergebnisse

Das hier neu vorgestellte pTACSLIK-System erlaubt die Kombination der
konstitutiven Expression einer CreER mit der induzierbaren Expression eines
Transgens oder einer miR-shRNA. Im Ergebnissteil soll nun zunachst das
Expressionssystem erlautert werden, dann die Ergebnisse der induzierbaren
Transgenexpression in Abhangigkeit des verwendeten rtTA3-Promotors und
schliefdlich die Ergebnisse der induzierbaren miR-shRNA-Expression

dargestellt werden.

4.1 Das pTACSLIK-System

Das pTACSLIK-System stellt als Expressionsplasmid das Kernstlick des
hier neu vorgestellten in vivo-Transfektionsmodells zur induzierbaren
Genexpression in murinen Hepatozyten da. Durch Kombination der
Sequenzabschnitte fur die induzierbare Genexpression des bereits etablierten
pSLIK-Vektors (Addgene #25737) mit dem pTAC-Vektor wurde der UbiC-
pTACSLIK-Zielvektor kloniert, bei dem ein Ubiquitin-C-Promotor das rtTA3-
Element kontrolliert (Shin et al. 2006). Fur die anderen beiden Zielvektoren
bei dem entsprechend ein ApoE.HCR.hAAT- bzw. ein CMV-Promotor den
rtTA3 kontrolliert, wurde der Ubiquitin-C-Promotor zunachst durch Klonierung
im pSLIK-Vektor ersetzt und aus den entsprechenden Vektoren dann die Tet-
Sequenz in den pTAC-Vektor kloniert (vgl. auch Methoden). Somit stehen drei
pTACSLIK-Zielvektoren mit unterschiedlichen Promotoren zur Verfigung (vgl.
Abbildung 8a).

o (5 ) ) o] ——— [ | O s

ApoE.HCR.hAAT
: b S —

Abbildung 8 Das pTACSLIK-System.

In das pTACSLIK-System (a), das es in drei verschiedenen Ausflihrungen mit
unterschiedlichen Promotoren gibt, lassen sich Gber Donorvektoren (b.) mit Hilfe der Clonase-
Reaktion einfach Zielgene (GOI) und miR-shRNAs einklonieren, die dann Doxycyclin-
abhangig exprimiert werden.

Diese Zielvektoren enthalten Erkennungssequenzen (SR) fur die
Sleeping Beauty-Transposase pc-HSB5 und erflullen somit die Voraussetzung

fur eine stabile in vivo-Expression mit Transposons nach hydrodynamischer
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Schwanzveneninjektion (Yant et al. 2007, Ivics et al. 2015). Neben der
konstitutiven Expression der CreER erfolgt die Expression des Transgens
oder der miR-shRNA Doxycyclin-abhangig tber das TRE nach Bindung von
Doxycyclin an das rtTA3 (Markusic et al. 2005, Dow et al. 2014).

Zielgene und miR-shRNAs koénnen Uber die vorhandenen
Erkennungssequenzen attR1 und attR2 fur das Gateway Cloning schnell mit
Hilfe von Donorvektoren in das pTACSLIK-System einkloniert werden (vgl.
Abbildung 8b) (Festa et al. 2013). Die Grundvektoren fur die Donorvektoren
sind bereits beschrieben: pEN_TTmcs (Addgene #25755) fur die
Transgenexpression und pEN_TTGmiRc2 (Addgene #25753) fur die miR-
shRNA-Expression, der ein GFP zusatzlich zur miR-shRNA exprimiert (Shin
et al. 2006). In diese Vektoren wurde zur Validierung ein FLAG-markiertes
YAP bzw. eine miR-shHNF4a einkloniert (siehe Abbildung 9).

Abbildung 9 Donorvektoren fir die Transgen- und miR-shRNA-Expression.

Die Donorvektoren enthalten attL1/2 Erkennungssequenzen, mit denen die Zielgene (a) bzw.
miR-shRNAs (b) in die Zielvektoren kloniert werden (Festa et al. 2013). (Modifiziert nach Shin
et al. 2006).

4.2 Ergebnis der in vivo Versuche

Sowohl fur die exogene Transgenexpression, als auch fur den Gen-
Knockdown mittels miR-shRNAs gilt, dass die Konstrukte zusammen mit dem
Expressionsplasmid flr die HSB5 in 8-10 Wochen alte Rosa26™¢-Mause
beiden Geschlechts injiziert wurden. Nach 12 Tagen wurde bei allen Mausen
an drei konsekutiven Tagen Tamoxifen intraperitoneal appliziert. Wahrend die
Experimentalgruppe anschlielend fur sechs Tage Doxycyclin-Sucrose erhielt
(Doxy+), erhielt die Kontrollgruppe weiterhin Trinkwasser (Doxy-).

Anschliel3end folgten Sektion, Farbung und Quantifizierung wie beschrieben.
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4.2.1 Promotorabhingige in vivo YAP-Uberexpression in murinen
Hepatozyten
Als erstes sollte die Uberexpression eines mit FLAG markierten YAPs
getestet werden. Zunachst wurde die induzierbare in vivo YAP-FLAG
Uberexpression mit der urspriinglichen Tet-Kassette aus dem pSLIK-Hygro-
Konstrukt getestet: Dabei wird der tTA3 von einem UbiC-Promotor kontrolliert
(vgl. Abbildung 10a) (Shin et al. 2006).
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Abbildung 10 Vektoren fiir die YAP-Uberexpression in vivo.

UbiC-pTACSLIK-YAP (a.), ApoE.HCR.hAAT-pTACSLIK-YAP (b.) und CMV-pTACSLIK-YAP
(c.) fUr die promotorabhangige in vivo-Uberexpression von YAP. Die Vektoren werden im
Folgenden mit UbiC-YAP, ApoE-YAP und CMV-YAP abgekiirzt.

Hier lasst sich jedoch lediglich in 0,4 Prozent der transfizierten mG-
positiven-Zellen das FLAG-markierte YAP mit der Immunfluoreszenz
nachweisen (vgl. Abbildung 11 und 12, links). Entsprechend wurde der
Ubiquitin-C-Promotor, unter der Hypothese, dass dieser nicht ausreichend fur
eine induzierbare in vivo-Genexpression sei, durch einen CMV- und
ApoE.HCR.hAAT-Promotor ersetzt. Somit wurde die Uberexpression des
YAP-FLAGs auch mit Konstrukten, bei denen ein CMV-, bzw.
ApoE.HCR.hAAT-Promotor den rtTA3 kontrolliert getestet (vgl. Abbildung
10b und c). Wahrend sich dabei mit dem CMV-YAP Konstrukt ein kaum
hdheres Expressionsniveau als mit dem UbiC-YAP Konstrukt zeigt, ist mit
dem ApoE-YAP Konstrukt eine deutliche induzierbare Transgenexpression in
der Leber madglich (vgl. Abbildungen 11 und 12). Dabei zeigt sich in den
Doxycyclin-naiven (Doxy-) Gruppen bei keinem der getesteten Konstrukte
eine mit der Immunfluoreszenz nachweisebare Transgenexpression (vgl.
Abbildungen 11 und 12).
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UbiC-YAP CMV-YAP ApoE-YAP

Doxy +

FLAG DAPI GFP

Abbildung 11 Promotorabhéngige induzierbare in vivo-YAP-Uberexpression in murinen
Hepatozyten.

Reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen von Lebern nach hydrodynamischer
Schwanzveneninjektion des pTACSLIK-Systems mit unterschiedlichen rtTA3 Promotoren:
UbiC, CMV und ApoE. Nach Aktivierung der CreER mit Tamoxifen wurde das Trinkwasser
der Versuchsgruppe durch Doxycyclin-Sucrose ersetzt (Doxy+), wahrend die Kontrollgruppe
weiterhin Trinkwasser erhielt (Doxy-). Farbung gegen den FLAG-Tag in rot, gegen GFP in
grun dargestellt.

Promotorabhdngige induzierbare YAP-FLAG

Expression
- 25% *
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UbiC-YAP CMV-YAP ApoE-YAP

® Doxy+ ®Doxy-

Abbildung 12 Quantifizierung der promotorabhéngigen in vivo-YAP-Uberexpression in
murinen Hepatozyten.

Induzierbare YAP-Uberexpression in murinen Hepatozyten mit den Plasmiden UbiC-YAP
(n=3;3), CMV-YAP (n=3;3) und ApoE-YAP (n=4;4). Quantifiziert sind die FLAG-positiven
Zellen pro transfizierte Zellen (mG-positive-Zellen) in der Doxycyclin-positiven
Versuchsgruppe (Doxy+) und der Doxycyclin-naiven Kontrollgruppe (Doxy-). In den Doxy-
Gruppen zeigen sich keine FLAG-positiven Zellen. n.s.=nicht signifikant, *= p<0,05.
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Wie Abbildung 11 und 12 zeigen, ist eine Doxycyclin-abhangige in
vivo YAP-Uberexpression mit dem neuen pTACSLIK-System mdglich. Die
Expressionseffektivitat ist dabei von dem Promotor des rtTA3 abhangig und
lediglich fur den ApoE.HCR.hAAT-Promotor gegenuber der Kontrollgruppe
statistisch signifikant (p< 0,05). In den Doxycyclin-naiven Kontrollgruppen

lassen sich keine FLAG-positiven Zellen nachweisen.

4.2.2 Promotorabhingige in vivo YAP-Uberexpression in murinen

Hepatozyten in der YAP-Farbung

Um die Ergebnisse der induzierbaren YAP-Expression mit dem ApoE-
YAP-Plasmid zu bestatigen wurde Lebergewebe dieser Versuchsgruppe noch
einmal mit Antikdrpern gegen YAP und GFP gefarbt. In der Quantifizierung
zeigt sich dabei kein signifikanter Unterschied zwischen der YAP- und der
FLAG-Farbung, die YAP-Farbung bestatigt somit die Ergebnisse der FLAG-
Farbung (vgl. Abbildungen 13 und 14).
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FLAG DAPI GFP YAP DAPI GFP

Abbildung 13 In vivo YAP-Uberexpression in murinen Hepatozyten mit dem ApoE-YAP-
Plasmid in der FLAG- und YAP-Farbung.

Vergleichende reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen nach Farbung des gleichen
Lebergewebes nach Injektion des ApoE-YAP-Plasmids einmal mit Antikrper gegen FLAG
und GFP bzw. gegen YAP und GFP. Nach Injektion des Plasmids erfolgte die Aktivierung der
CreER durch Tamoxifen-Injektionen. Schlief3lich erhielt die Versuchsgruppe Doxycyclin-
Sucrose (Doxy+) oral zur Aktivierung der induzierbaren Genexpression wahrend die
Kontrollgruppe (Doxy-) weiterhin Trinkwasser erhielt.

ApoE.HCR.hAAT gestiitzte induzierbare YAP-FLAG
Expression in der YAP- und FLAG-Farbung
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Abbildung 14: YAP-Uberexpression mit dem ApoE.HCR.hAAT-Promotor in der FLAG- und
YAP-Farbung.

Quantifizierung der in vivo YAP-Uberexpression in murinen Hepatozyten mit dem ApoE-YAP-
Plasmid in einer Farbung mit Antikdrpern gegen FLAG bzw. YAP in der Doxycyclin-positiven
Versuchsgruppe (Doxy+) und der Doxycyclin-naiven Kontrollgruppe (Doxy-). n.s. = nicht
signifikant.

54



4.2.3 In vivo GFP-Uberexpression als Marker der shHNF4a-Expression
in murinen Hepatozyten
Das ApoE-shHNF4a-Plasmid exprimiert als Marker der miR-shHNF4a -
Expression Doxycyclin-abhangig ein intrazellulares GFP (vgl. Abbildung 15).
Somit kann Uber den Nachweis der Expression des intrazellularen GFPs
durch Immunfluoreszenz relativ einfach die induzierbare Expression der miR-

shHNF4a nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 16).

o) I R e

Abbildung 15 Vektor fiir die in vivo GFP- und miR-shHNF4a-Uberexpression.

| SR | | ApoE.HCR.hAAT ” CreER

Expressionsvektor ApoE.HCR.hAAT-pTACSLIK-miR-shHNF4a fir die in vivo GFP-
Uberexpression und HNF4a-Suppression. Der Vektor wird im Folgenden mit ApoE-shHNF4a
abgekirzt.

Doxy + Doxy +

HNF4a DAPI GFP

Abbildung 16: Doxycyclin-abhangige in vivo GFP-Uberexpression in murinen Hepatozyten
als Marker der miR-shRNA-Expression.

Reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen von Lebern nach hydrodynamischer
Schwanzveneninjektion des ApoE-shHFN4a-Plasmids. Die Aktivierung der CreER mit
Tamoxifen fuhrt zum Nachweis der Transfektion durch Farbumschlag der Membranen zu
einem membrangebunden GFP. AnschlieRend wird das Trinkwasser der Versuchsgruppe
durch Doxycyclin-Sucrose ersetzt (Doxy+), was zu einer induzierbaren Expression eines
intrazellularen GFPs (griin) als Marker der shHNF4a- Expression fiihrt, wahrend die
Kontrollgruppe (Doxy-) weiterhin Trinkwasser erhalt. Farbung mit Antikérpern gegen HNF4a
in rot und mit Antikérpern gegen GFP in griin dargestellt.

Zur Quantifizierung wurde die Anzahl der Zellen, die ein intrazellulares
GFP exprimieren gegen die Anzahl der transfizierten Zellen, d.h. gegen die
Anzahl der Zellen, die ein membrangebundenes GFP (mG) exprimieren,
ausgezahlt (vgl. Abbildung 17). Dabei zeigt sich eine statistisch signifikante
Expression des GFPs in der Doxycyclin-Versuchsgruppe im Vergleich zur
Doxycyclin-naiven Kontrollgruppe. Dies legt die Vermutung nahe, dass mit
dem ApoE-shHNF4a-Plasmid eine induzierbare Expression einer miR-shRNA

in murinen Hepatozyten in vivo maglich ist.
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Induzierbare intrazellulare GFP-Expression in
murinen Hepatozyten

*
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Intrazelluldre GFP+ Zellen/mG+ Zellen

Abbildung 17: Induzierbare intrazellulare GFP-Expression in murinen Hepatozyten mit dem
ApoE-shHNF4a-Plasmid.

Quantifizierung der Zellen mit intrazellularer GFP-Expression als Marker der miR-shHNF4a-
Expression relativ zu den mG-positiven transfizierten Zellen in der Doxycyclin-positiven
Versuchsgruppe (Doxy+) und der Doxycyclin-naiven Kontrollgruppe (Doxy-) (N =3;3).
*=p<0,05.

4.2.4 Induzierbare in vivo HNF4a-Suppression

Als nachstes wurde Uberprift, ob eine induzierbare Suppression von
HNF4a mit dem ApoE-pTACSLIK-System maoglich ist. Dafur wurde eine
bereits etablierte ShRNA gegen HNF4a verwendet (vgl. Material und
Methoden). Dass eine induzierbare Expression einer miR-shHNF4a mit dem
ApoE-shHNF4-Plasmid (vgl. Abbildung 15) in murinen Hepatozyten in vivo
prinzipiell moglich ist, zeigt die induzierbare Expression des intrazellularen
GFPs als Reporter der miR-shHNF4a-Expression (vgl. Kapitel 4.2.3). Eine
Suppression der HNF4a-Expression lasst sich mit der Methode der
Immunfluoreszenz mit einer Farbung mit Antikérpern gegen HNF4a jedoch
nicht nachweisen (vg. Abbildung 18). Hierbei zeigt sich kein statistisch
signifikanter Unterschied in der HNF4a-Expression zwischen der Doxycyclin-
positiven Versuchsgruppe und der Doxycyclin-naiven Kontrollgruppe.
Mogliche Grunde dafur sind die Insuffizienz der miR-shRNA in der single
copy-Anwendung im Transposon-System oder die fehlende Sensitivitat der

Immunfluoreszenz (vgl. Diskussion Kapitel 5.4).
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HNF4a-Expression in murinen Hepatozyten nach
Expression des ApoE-shHNF4a-Plasmids

G P+, MG

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Prozent HNF4a positiver Zellen in der entsprechenden Untergruppe

H Doxy- ®Doxy+

Abbildung 18 Quantifizierung der HNF4a-Expression mit der Immunfluoreszenz nach
Transfektion mit dem ApoE-shHNF4a-Plasmid.

Nach Transfektion des ApoE-shHNF4a-Plasmids mit der Methode der hydrodynamischen
Schwanzveneninjektion erfolgte zunachst die Aktivierung der CreER mit Tamoxifen.
Anschlief3end erfolgte die Doxycyclingabe in der Versuchsgruppe (Doxy+), wahrend die
Kontrollgruppe (Doxy-) weiterhin Trinkwasser erhielt. Hier wurde die HNF4a-Expression in
nicht transfizierten Zellen (mG-) und in transfizierten Zellen (mG+) mit (intrazellulares GFP+)
und ohne (intrazellulares GFP-) Expression des Markers flir die Expression der miR-
shHNF4a quantifiziert.
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5 Diskussion

5.1 In vivo-Transfektionsmodell zur induzierbaren Genexpression in
murinen Hepatozyten

Diese Arbeit erweitert ein etabliertes Konstrukt, bei dem mit der
hydrodynamischen Schwanzveneninjektion in Kombination mit dem Sleeping
Beauty-Transposon-System exogene Gene stabil in murine Hepatozyten
gebracht werden (Yant et al. 2000, Ehmer et al. 2014). Die erfolgreiche
Transfektion zeigt sich dabei durch einen Farbumschlag der Membranen von
mT nach mG der in den Versuchen verwendeten Rosa26™™¢-Reportermause
nach Aktivierung der CreER durch Tamoxifen. Dies bestatigt im Wesentlichen
Vorversuche mit der konstitutiven Expression einer CreER mit dem gleichen
System (Ehmer et al. 2014).

Das Hauptziel dieser Arbeit, die in vivo induzierbare Genexpression in
murinen Hepatozyten, wurde erreicht. So konnte nachgewiesen werden, dass
die Doxycyclin-abhangige Expression von YAP in murinen Hepatozyten mit
dem ApoE.HCR.hAAT-pTACSLIK-Plasmid mdglich ist. Die Expression von
YAP ist dabei sowohl in der FLAG- als auch in der YAP-Farbung in der
Doxycyclin-Versuchsgruppe gegenuber der Doxycyclin-naiven Kontrollgruppe
statistisch signifikant (p < 0,05). Die Ergebnisse der YAP-Farbung bestatigen
die Ergebnisse der FLAG-Farbung, es zeigt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Farbungen in der Quantifizierung (p = 0,38). Die
leicht héheren Expressionslevel in der YAP-Farbung kdnnten, da nicht
statistisch signifikant, entweder durch statistischen Fehler erklart werden oder
dadurch, dass geringe Expressionslevel von Proteinen haufig der FLAG-
Farbung entgehen (Sasaki et al. 2012).

Somit konnte die Funktionsfahigkeit des pTACSLIK-Systems mit dem
leberspezifischen ApoE.HCR.hAAT-Promotor durch eine Uberexpression des

YAP-FLAG-Proteins gezeigt werden.

5.2 Strikt Doxycyclin-abhangige induzierbare in vivo-
Transgenexpression in murinen Hepatozyten
Die Vorteile eines induzierbaren Systems bestehen gerade darin, dass

das Transgen in Abwesenheit des induzierenden Agens, im Falle des Tet-On-
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Systems also Doxycyclin, nicht exprimiert wird. Dies hat vor allem Vorteile,
wenn Proteine mit einer hohen biologischen Aktivitat oder Toxizitat exprimiert
werden sollen (Reboredo et al. 2008). Ein Nachteil der ersten Versionen des
Tet-On Systems war die Expression von Transgenen auch ohne Doxycyclin,
was man als Leakiness bezeichnet (Zhu et al. 2001, Delerue et al. 2014). Hier
wird der tTA3 aus dem pSLIK System verwendet, mit dem sich im lentiviralen
in vitro System bei Shin et al. keine Expression ohne Doxycyclin-Zugabe zeigt
(Shin et al. 2006). Bei dem rtTA3 handelt es sich dabei um eine
Weiterentwicklung des Transkritptionsfaktors rtTA, der von Das et al. durch
virale Evolution in einem HIVitta-System durch rtTA-abhangige Replikation
und naturliche Selektion entwickelt wurde und eine neue potente F86Y
Mutation enthalt (Das et al. 2004). Ferner enthalt der rtTA3 eine vorher
entdeckte zufallige S12G Mutation (Urlinger et al. 2000). Diese Kombination
fuhrt in vitro zu optimaler Transgenexpression in Anwesenheit von Doxycyclin,
wahrend bei Abwesenheit von Doxycyclin keine Transgenexpression
nachgewiesen werden kann (Das et al. 2004, Shin et al. 2006). Hier kann
gezeigt werden, dass mit dieser Generation des Tet-On-Systems ebenfalls
eine zuverlassige Transgenexpression in der Doxy+ Gruppe in vivo moglich
ist, wahrend gleichzeitig in der Doxycyclin-naiven Gruppe keine
Transgenexpression nachweisbar ist. Somit ist — unter Berucksichtigung der
Nachweisgrenze der Immunfluoreszenz — das System als nicht-/eaky fur den

Einsatz in vivo zu bezeichnen.

5.3 Promotorabhangige in vivo-YAP-Expression in murinen

Hepatozyten

Wie diese Arbeit zeigen konnte, ist die in vivo-YAP-Expression in
murinen Hepatozyten vom Promotor abhangig. Der dem pSLIK-System
entstammende UbiC-Promotor fuhrte nur in 0,4% aller transfizierten Zellen in
der FLAG-Farbung in der Doxycyclin-Versuchsgruppe zu einer YAP-
Expression und somit im Vergleich zur Doxycyclin-naiven Kontrollgruppe nicht
zu einer statistisch signifikanten Expression (p > 0,05). Dies deckt sich mit
anderen Versuchen die zeigten, dass der UbiC-Promotor in der Leber eine
niedrige Aktivitat hat. So zeigten Agca et al., dass das menschliche Amyloid-

Vorlauferprotein (APP) mit dem UbiC-Promotor in einem lentiviralen System
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in Ratten in der Leber deutlich weniger exprimiert wird als im Gehirn, in der
Niere und in der Lunge (Agca et al. 2008). Swenson et al. bestatigen die
Probleme mit diesem Promotor in der Leber, da ein GFP in UbiC-GFP
Mausen in Hepatozyten nicht sicher nachweisbar ist (Swenson et al. 2007).

Als nachstes wurde versucht, YAP mit dem CMV-Promotor in murinen
Hepatozyten in vivo zu exprimieren. Der CMV-Promotor hat eine starke
Aktivitat in in vitro-Experimenten (Arita et al. 2008), die Expressionseffektivitat
in vivo ist aber schwer vorherzusagen (Mehta et al. 2009, Chen et al. 2015).
Hier exprimieren 0,7% aller transfizierten Zellen mit dem CMV-Promotor YAP
in der Versuchsgruppe bei der Quantifizierung mit dem Antikdrper gegen den
FLAG-Tag. Dies ist im Vergleich zur Doxycyclin-naiven Kontrollgruppe nicht
statistisch signifikant (p > 0,05). Grinde fir ein Versagen des CMV-Promotors
in der Leber sind vermutlich Deaktivierung des Promotors durch
epigenetische Regulierung (Mehta et al. 2009). Brooks et al. konnte mit
Bisulfat-Sequenzierung in Rattenmuskeln zeigen, dass der rasche Abfall der
hFGF4- mRNA-Level zum Grofteil mit Methylierung des verwendeten CMV-
Promotors einhergeht und nicht allein auf dem Abfall der viral transduzierten
DNA zurlckzufuhren ist (Brooks et al. 2004). Chen et al. konnte wiederum
zeigen, dass bei einem viral transduzierten CMVlacZ Histon-Deacetylierung
eine wichtige Rolle bei der Gen-Stilllegung spielt und durch den HDAC-
Inhibitor Trichostatin A die Transkription wiederum aktiviert werden kann
(Chen et al. 2000, Lai et al. 2010). Somit ist zu vermuten, dass auch in dem
hier vorgestelltem pTACSLIK Transposon-System eine signifikante YAP-
Expression mit dem CMV-Promotor in vivo auf Grund von epigenetischer
Regulation nicht mdglich ist. Dies wird unterstutzt von einer Publikation von
Magnusson et al., die zeigen konnte, dass der CMV-Promotor in der Leber
nach hydrodynamischer Schwanzveneninjektion episomal zwar eine hohe
Aktivitat hat, diese aber nach gerade mal zwei Tagen abfallt (Magnusson et
al. 2011).

Eine gute in vivo YAP-Expression ist hingegen mit dem
leberspezifischen ApoE.HCR.hAAT-Promotor moglich und die Expression war
sowohl in der YAP- als auch in der FLAG-Farbung statistisch gegenuber der
Doxycyclin-naiven Kontrollgruppe signifikant (p < 0,05). Dies ist wenig

Uberraschend, da dieser Promotor als leberspezifischer Promotor von Miao et
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al. furr die hepatische Faktor IX Uberexpression zur Gentherapie der
Hamophilie B entwickelt wurde und bereits in unserer Arbeitsgruppe fur die
hepatische in vivo-Expression der CreER etabliert ist (Miao et al. 2000, Ehmer
et al. 2014).

Auffallig ist jedoch, dass die YAP-Uberexpression mit dem
ApoE.HCR.hAAT-Promotor mit 13% aller transfizierten Zellen (Minimum 7%,
Maximum 23%) deutlich weniger effektiv ist als die Expression der ebenfalls
durch den ApoE.HCR.hAAT-Promotor gesteuerten CreER-Expression zur
Vermittlung des mG-Reporters der Rosa26™™¢-Reportermause. Fir diese
Ergebnisse gibt es mehrere denkbare Grinde. Zum einen ist es moglich, dass
die ApoE.HCR.hAAT-gesteuerte Gendosis fur eine einmalige CreER-
vermittelte Rekombination ausreicht, aber nicht fur eine langfristige rtTA3-
vermittelte induzierbare Genexpression. Die hohe Effizienz der CreER-
vermittelten Rekombination deckt sich mit einer Studie von Undeutsch et al.,
die in Thyreozyten mit einer vom Thyreoglobulin-Gen-Promotor-gesteuerten
CreER zeigen konnten, dass es in allen Thyreozyten zu einer Rekombination
kommt (Undeutsch et al. 2014). Eine weitere Erklarung konnte in der Wahl
des Uberexprimierten Transgenes liegen. So ist die zytosolische Expression
von YAP durch die Inaktivierung durch LATS1/2 instabil (Zhang et al. 2010,
Jie et al. 2013, Kong et al. 2015, Ehmer et al. 2016), was den Nachweis eines
exogen Uberexprimierten YAPs erschweren konnte. Dies wird auch von den
Ergebnissen der GFP-Uberexpression als Marker der miR-HNF4a-Expression
unterstitzt, die mit einer durchschnittlichen Expression von 31% aller
transfizierten Zellen wesentlich héher ist als die des labilen YAP-Transgenes.
Ein weiterer Grund konnte in der fehlenden Sensitivitat des Nachweises der
Transgenexpression mit der Immunfluoreszenz sein, die gerade in der Leber
bei starker Autofluoreszenz einen Nachteil hat. Auch eine insuffiziente
Doxycyclin-Dosis kdnnte eine Ursache fur eine unzureichende induzierbare
Transgenexpression sein. Dies wird im Detail spater diskutiert (vgl.
Diskussion 5.5.2).
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5.4 Induzierbare miR-shRNA in vivo-Expression in murinen

Hepatozyten

Wie durch die statistisch signifikante Expression des intrazellularen
GFPs durch das ApoE-shHNF4a-Plasmid in der Doxycyclin-positiven
Versuchsgruppe gezeigt werden kann, ist eine induzierbare Expression von
miR-shRNAs in murinen Hepatozyten in vivo moglich. Jedoch kann der
HNF4a-Knockdown mit der Methode der Immunfluoreszenz nicht detektiert
werden, es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Zellen in der Doxycyclin-positiven Gruppe, die ein intrazellulares GFP als
Marker der miR-shRNA-Expression exprimieren, und GFP-negativen Zellen.
Ebenso zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied zu den nicht
transfizierten mG-negativen Zellen oder zu der Doxycyclin-naiven
Kontrollgruppe. In dem adenoviralen System, in dem die shRNA urspringlich
evaluiert wurde, ist die Expression der shRNA vermutlich um ein Vielfaches
effizienter als in einem Transposon-System mit Single-Copy Integration
(Turchiano et al. 2014). Auch in diesem System fuhrte die shRNA-
Transfektion lediglich zu einer Reduktion der HNF4a-mRNA Expression um
67% (Yin et al. 2011). Es ist daher plausibel, dass mit der unsensitiven
Methode der Immunfluoreszenz auch bei induzierbarer Expression der miR-
shRNA keine Unterschiede in der Expression des HNF4a zwischen der
Doxycyclin-positiven und der Doxycyclin-naiven Gruppe nachgewiesen
werden kann. Zusammenfassend scheint die induzierbare Expression einer
miR-shRNA in murinen Hepatozyten mit einem Transposon-System Uber die
hydrodynamische Schwanzveneninjektion in vivo durchaus moglich zu sein,
ein vermuteter Gen-Knockdown kann aber mit der hier verwendeten
Immunfluoreszenz nicht nachgewiesen werden. Der Gen-Knockdown scheint
angesichts der GFP-Expression als Marker der miR-shRNA-Expression, aber
auch auf Grund von vorangehenden Arbeiten, die einen erfolgreichen Gen-
Knockdown mit ahnlichen Methoden, wenn auch nicht mit induzierbarer
shRNA-Expression, bereits nachweisen konnten, wahrscheinlich. So konnten
Wuestefeld et al. zeigen, dass eine shRNA gegen die Kinase MKK4, die mit
dem Sleeping Beauty-Transposon-System und der hydrodynamischen
Schwanzveneninjektion in die Leber gebracht wurde, in einem Knockout-

Modell fur Leberversagen die Regenerationskapazitat der Leber erhdht
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(Wuestefeld et al. 2013). Zwar wurde weder der Expressionslevel der shRNA,
noch der mMRNA-Knockdown in dieser Publikation quantifiziert, jedoch legen
Phanotyp und Protein-Knockdown im Western-Blot nahe, dass ein System mit
einer shRNA-Expression in Single Copy prinzipiell funktioniert (Wuestefeld et
al. 2013).

Eine modgliche Methode den HNF4a-Knockdown in den hier gezeigten
Versuchen nachzuweisen ware die quantitative reverse Transkriptase
Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR) fur HNF4a nach
durchflusszytometrischer Selektion (FACS) der GFP-positiven Zellen
gewesen. Dies ist jedoch vergleichsweise technisch aufwendig, da die Leber
zunachst bei Erhalt der Vitalitat der Hepatozyten lysiert werden muss. Im
Anschluss mussen die vitalen Zellen in einem eingeschrankten Zeitfenster
durchflusszytometrisch sortiert werden. Auch hier kann es bei fehlerhaften
technischen Einstellungen zu einem Versagen des Experiments kommen. Im
Anschluss muss bei den sortierten Zellen eine gRT-PCR durchgefuhrt werden
um die Menge der HNF4a-mRNA zu quantifizieren. Zusammengefasst ist die
Etablierung eines experimentellen Versuchsaufbaus zum Nachweis des
Knockdowns von HNF4a alleine um die Funktionstichtigkeit des pTACSLIK-

Systems zu zeigen zu aufwendig.

5.5 Ausblick

Hier konnte gezeigt werden, dass mit dem pTACSLIK-System die
konstitutive Expression einer CreER in Kombination mit der induzierbaren
Expression eines exogenen Transgens oder einer miR-shRNA moglich ist. Es
besteht jedoch mit einer durchschnittlichen Expression des YAP-Transgens in
13% der transfizierten Zellen bzw. des GFPs als Reporter der miR-shRNA in
31% der transfizierten Zellen noch Potential fir Verbesserungen des
Systems. Hier sollen im Folgenden als Ausblick mdgliche Verbesserungen
des pTACSLIK-Systems, wie die Einklonierung eines universellen Promotors,
eine effizientere Doxycyclin-Administration oder eine bessere Vorselektion
von miR-shRNAs dargestellt werden. AbschlieRend folgt eine Vorstellung von

mdglichen Anwendungen des Systems.
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5.5.1 Einklonierung eines universellen Promotors

Das hier vorgestellte neue in vivo-Transfektionsmodell zur
induzierbaren Genexpression zeigte die hochste Expressionseffektivitat mit
dem ApoE.HCR.hAAT-Promotor. Dies war zu erwarten, ist der Promotor ja als
leberspezifischer Promotor konstruiert wurden (Miao et al. 2000). Die
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch Hypermethylierung des
entsprechenden Promotors ist ein vielfach beschriebener Mechanismus der
molekularen Tumorgenese (Mittag et al. 2006, Zou et al. 2009). Bei
Anwendung des Transfektionsmodells mit einem leberspezifischen Promotor
im Rahmen eines HCC-Modells kénnte es im Laufe der Karzinogenese
ebenfalls zur Promotorinaktivierung und somit zum Transgenverlust kommen.
Insgesamt scheint es daher ratsam das pTACSLIK-System bei zukunftigen
derart komplexen Systemen um ein Konstrukt mit einem ubiquitar aktiven
Promotor zu erweitern. In vivo-Versuche haben gezeigt, dass der CAGGS-
und der EF1a-Promotor eine gute Aktivitat in der Leber haben (Nguyen et al.
2008). Diese konnten in Zukunft somit eine gute Alternative zum
ApoE.HCR.hAAT-Promotor darstellen.

5.5.2 Optimierung der Doxycyclin-Gabe

Sowohl in in vitro- (Koponen et al. 2003) wie in in vivo- (Saitoh et al.
1998) Versuchen zeigte sich, dass die Genexpression des TRE-kontrollierten
Transgens von der Doxycyclin-Dosis abhangt. Eine sichere und effiziente
Doxycyclin-Administration fur die Mause ist daher grundlegende
Voraussetzung fur die effiziente induzierbare Genexpression mit dem Tet-On
System in vivo. In diesem Versuchsaufbau wird Doxycyclin im Trinkwasser
mit einer Konzentration von 1mg/ml gegeben. Die zugegebene
Sucroseldsung soll den Geschmack fur die Mause verbessern (Hojman et al.
2007). Fur kurzere Versuche ist diese Methode gut etabliert (Yao et al. 2016).
Bei langerer Versuchsdauer bestehen jedoch Bedenken, dass die Mause
durch die Zuckerldsung dehydrieren, oder dass Doxycyclin in flissiger Losung
zu instabil ist. Wahrend Versuche zeigen konnten, dass Doxycyclin in
Trinkflaschen Uber sieben Tage stabil bleibt (Redelsperger et al. 2016),
bestatigen andere Studien jedoch, dass es durch die Sucrose zu Polydipsie
und Dehydratation kommt (Cawthorne et al. 2007, Hojman et al. 2007). Bei

64



langerer Versuchsdauer sollte daher aus ethischen Griinden und zur
Sicherstellung von konstanten Versuchsbedingungen auf Doxycyclin-Futter
als einfachste und sicherste Methode zur Doxycyclin-Administration bei

Mausen zuruckgegriffen werden (Cawthorne et al. 2007).

5.5.3 Identifizierung von effizienteren miR-shRNAs fur den Gen-

Knockdown in vivo

Obwohl eine induzierbare miR-shRNA-HNF4a-Expression mit dem
ApoE-HNF4a-Plasmid, wie die Expression des intrazellularen GFPs als
Marker zeigt, mdglich ist, ist in der Doxycyclin-positiven Versuchsgruppe
leider kein HNF4a-Knockdown mit der Immunfluoreszenz nachweisbar. Die
shHNF4a wurde von Yin et al. mit dem BLOCK-iT RNAi Designer (Fa.
Invitrogen) erzeugt und zeigte in der Originalpublikation lediglich eine
Reduktion der mMRNA-Expression um 67% (Yin et al. 2011). Die
Funktionsfahigkeit der mRNA in der Originalpublikation konnte zwar sowohl
durch den Proteinknockdown im Western-Blot als auch durch den Phanotyp
mit Leberverfettung bestatigt werden (Yin et al. 2011). Es ist jedoch denkbar,
dass der im adenoviralen System suffiziente mMRNA-Knockdown fir die
Anwendung im single copy-Transposonsystem nicht ausreichend ist.
Effizientere RNAi-Modelle schaffen eine Reduktion der mMRNA-Expression um
Uber 90% (Chen et al. 2015). Durch die Erzeugung von shRNAs mit
Algorithmen |asst sich oft nur schwer deren Effizienz vorhersagen (Fellmann
et al. 2011). Eine Mdglichkeit die Effizienz des Gen-Knockdowns mit dem
pTACSLIK System zu verbessern, ware die vorherige in vitro Testung der
miR-shRNAs, beispielsweise in einem Fluoreszenz-,Sensor Assay“ (Fellmann
et al. 2011, Kojima et al. 2014). Dabei wird die Effizienz der shRNA in vitro
Uber die Expression eines fluoreszierenden Proteins bestimmt, das im 3’UTR
eine Zielsequenz fur die shRNA hat (vgl. Abbildung 19) (Du et al. 2004,
Fellmann et al. 2011, Kojima et al. 2014). Fellmann et al. konnten zeigen,
dass ihr System dabei shRNAs identifiziert, die besonders effektiv bei single
copy-Integration die Genexpression supprimieren (Fellmann et al. 2011). Dies
ist besonders wichtig, da mit dem Sleeping Beauty-Transposon-System

haufig nur eine sehr geringe Anzahl von Kopien des Konstruktes in das
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Zielgenom integriert. Turchiano et al. zeigte fur ein Modell mit der Sleeping
Beauty-Transposase SB100X in Keratinozyten, dass die durchschnittliche

Kopienzahl bei lediglich 1,3 liegt (Turchiano et al. 2014).

miR-shRNA _ Fluoreszierendes Protein —| miR-shRNA Zielsequenz im 3UTR
L |

Abbildung 19 Prinzip des Fluoreszenz-,Sensor Assays®.

Die Expression der miR-shRNA fiihrt zu einer Suppression des Fluoreszenzreporters Utber die
in die 3'UTR einklonierte miR-shRNA-Zielsequenz (modifiziert nach Fellmann et al. 2011,
Kojima et al. 2014).

5.5.4 Anwendung des neuen in vivo-Transfektionsmodells zur
induzierbaren Genexpression in murinen Hepatozyten in
Kombination mit induzierbaren Mausmodellen

Durch die Kombination einer konstitutiv exprimierten Tamoxifen-
induzierbaren-CreER und der Doxycyclin-induzierbaren Expression eines
Transgenes oder einer miR-shRNA ist der Einsatz in vielfaltigen
translationalen Mausmodellen denkbar. Durch die CreER kann ein LSL-
kontrolliertes Protein in einer Mauslinie im Sinne eines Krebsmodelles,
beispielsweise ein Onkogen, aktiviert oder ein gefloxtes Tumorsuppressorgen
inaktiviert werden (lkenoue et al. 2016). Auf gleiche Art und Weise kann das
System auch flr Modelle der Leberregeneration angewendet werden
(Wuestefeld et al. 2013). Durch die Induzierbarkeit der Transgen- bzw. miR-
shRNA-Expression wird eine flexiblere Kontrolle tiber die Uberexpression
bzw. Suppression des Zielgenes erreicht.

Eine flexible Kontrolle Uber die Expression des Transgens bzw. der miR-
shRNA kann fur bestimmte Modelle wichtig sein, da einzelne Gene oft eine
unterschiedliche Rolle zu gewissen Zeitpunkten der Tumorentwicklung
spielen. So wurde zum Bespiel bei einer Exom-Sequenzierung von 243
Lebertumoren festgestellt, dass TERT Promotor-Mutationen friihe Ereignisse
der Tumorgenese sind, wahrend FGF3, FGF4 und FGF19/CCND1-
Amplifikationen hingegen in fortgeschritteneren Stadien bei aggressiveren
Tumoren auftreten (Schulze et al. 2015). Mit diesem Transfektionssystem
kann man Modelle entwickeln, die neben dem kanzerogenen Effekt einer

Mutation auch die Auswirkung der Umkehrbarkeit der Mutation im weiteren
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Verlauf der Tumorentwicklung erforschen, um dieses Gen als mogliches Ziel
fur eine Therapie zu untersuchen. Das dahinter stehende Konzept, oncogene
addiction, beschreibt die Idee, dass bei manchen Tumoren ein einzelnes Gen
fur Wachstum und Uberleben verantwortlich ist, und dass dessen Hemmung
therapeutisch wirkt (Torti et al. 2011). Ein Beispiel dafur ist eine Publikation
von Feldser et al., die zeigen konnte, dass p53 nicht nur Mutationen, die zur
Tumorentstehung fuhren unterdrickt, sondern dass p53 auch, wenn es im
Verlauf der Tumorentwicklung in einem translationalen Modell des
Lungenkarzinoms reaktiviert wird, wieder zu einer ,inkompletten Regression®
des Tumorwachstums fuhren kann (Feldser et al. 2010).

Eine weitere Anwendung fUr eine Transposonsystem zur induzierbaren
miR-shRNA-Expression konnte die Entwicklung eines gepoolten shRNA-
Screens sein um onkogene Mutationen zu identifizieren oder wie in einer
Publikation von Rudalska et al., Gene die zu Resistenzentwicklung bei der
Therapie des HCCs mit Sorafenib beitragen (Rudalska et al. 2014). Rudalska
et al. verwenden dafiir ein HCC-Modell, bei dem ein Nras®'?V mit einem
Transposon-System hydrodynamisch in p19A™-defiziente Mause gebracht
wird. In diesem wurde ein Transposon-basierter Screen mit Uber 253 shRNAs
gegen fokale genomische Amplifikationen, die aus ca. 100 menschlichen
HCC-Proben identifiziert wurden (Sawey et al. 2011), in Mausen mit und ohne
Sorafenib durchgefuhrt. Durch Deep Sequencing wurden dann die
Proportionen der shRNAs zwischen der Sorafenib- und der Kontrollgruppe
ermittelt und verglichen. Dabei zeigte sich fur die shRNAs gegen die MAPK14
eine besondere Erniedrigung in der Sorafenib-Gruppe was die Vermutung
nahe legt, dass ein Knockdown der MAPK14 die Tumoren flr Sorafenib
empfindlicher macht (Rudalska et al. 2014).

Mit dem hier vorgestellten Transfektionsmodell zur induzierbaren
Genexpression sind vergleichsweise komplizierte translationale Tumor- und
Therapiemodelle maglich. Die Vorteile des hier vorgestellten Modells sind
jedoch, dass die Expression der miR-shRNAs Doxycyclin-induzierbar und
durch die konstitutive Expression der CreER die Kombination mit

konditionellen Mausmodellen maéglich ist.
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5.6 Schlussfolgerung

Das hier vorgestellte pTACSLIK in vivo-Transfektionsmodell zur
induzierbaren Genexpression in murinen Hepatozyten ist ein vielseitiges
System zur Gen- und miR-shRNA-Uberexpression in der Mauseleber. Durch
die konstitutive Expression der Tamoxifen-induzierbaren Cre-Rekombinase
Iasst sich die induzierbare Expression eines Transgens oder einer miR-
shRNA mit induzierbaren Cre-Lox-Mauslinien kombinieren. Durch weitere
Verbesserungen wie die Einklonierung eines universellen Promotors oder ein
System zur besseren Identifizierung von effizienteren miR-shRNAs sind somit
Grundlagen fur weitere Projekte zur Erforschung von Leberkrankheiten in

translationalen Mausmodellen gelegt.

Teile dieser Arbeit wurde zur Veroffentlichung akzeptiert:
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