Tabelle3-4 Restriktionsanalyse pNF-kB/Neo - Fragmentl&ngen

RE pd2EGFP-1 PNF-kB/Neo pNF-kB-d2EGFP

Xbal 4265 bp, linear 4434 bp, zirkul&r 4163 bp, linear

(DNSausDH5a, Xbal-  (DNSaus SCS110, Xbal-
Schnittstelle methyliert)  Schnittstelle nicht

methyliert)
EcoRI 4265 bp, linear 4301 bp 4030 bp
133 bp 133 bp
Pstl 3422 bp 4434 bp, linear 4163 bp, linear
843 bp
Sacl 4265 bp, linear 4434 bp, linear 4163 bp, linear

Die Spuren der scheinverdauten Plasmide weisen neben der Bande zwischen 3 und 4 kb
(zirkuléres, ,, supercoiled“ Plasmid) Banden oberhalb von 10 kb auf, bei denen es sich um
multimere Plasmide handelt, da sie beim Verdau mit EcoRI oder Pstl geschwécht werden
bzw. verschwinden (Abb. 3-5).

Die entstandenen Fragmente aus den Verdaus der beiden Ligationsprodukte mit EcoRI, Xbal
(Abb. 3-5A), Pstl und Sacl (Abb. 3-5B) entsprechen den Erwartungen fir das rekombinante
Plasmid pNF-kB/Neo (Tabelle 3-5). Die Ligationsprodukte wurden aus DH5a gewonnen und
bleiben deshalb beim Verdau mit Xbal zirkulér und ,,supercoiled”, wahrend pNF-kB-d2EGFP
linearisiert wird (Verdau jedoch nicht vollstéandig), da die verwendete Minipréparation aus
SCS110 stammt und die Xbal-Schnittstelle somit nicht methyliert ist.

Der Verdau von pNF-kB-d2EGFP mit Pstl ist unvollsténdig, da neben dem linearem Plasmid
(4 kb) ,,supercoiled“ Plasmids (zwischen 2,5 und 3 kb) auftritt (Abb. 3-5B). pNF-kB-d2EGFP
wurde auch durch Sacl unvollstéandig verdaut.

Die Abgrenzung des neuen Plasmids pNF-kB/Neo von pd2EGFP-1, das das Vektorrickgrat
des neuen Plasmid bildet, ist durch die Existenz der 133 bp-Bande bel Verdau der

Ligationsprodukte mit EcoRI eindeutig. Sie ist jedoch aufgrund der geringen Lénge des
Fragments nur sehr schwach.
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A Mock EcoRI ‘ Xbal ‘
Basen- VI NFdZ 1 2 NFdZ 1 . NF{IZ 1 2 M

B ‘ Mock ‘ Pstl ‘ Sacl ‘
Basen- MIINFd2 1 2[NFd2 1 2INFd2 1 2| M

Abb. 3-5 Restriktionsanalyse des rekombinanten Plasmids pNF-kB/Neo

Agarose-Gelelektrophorese eines analytischen Verdaus von zwei Ligationsprodukten. Aus
den zwei Kolonien wurden DNS-Minipraparationen angefertigt und jeweils mit EcoRI bzw.
Xbal (A) und mit Pstl bzw. Sacl (B) im Vergleich zu den Ausgangsplasmiden pNF-kB-
d2EGFP (NF) und pd2EGFP-1 (d2, Vektorriickgrat des neuen Plasmids) verdaut, s. Beiblatt
(Tabelle 3-5).

M Marker: KiloBaseO
Spuren 1 und 2 Ligationsprodukte 1 und 2
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Tabelle 3-5 Restriktionsanalyse pNF-kB/Neo - Schnittstellen

pd2EGFP-1 Fragment :Isac' Xbal
| |
bp 1 28 935 4265
pNF-kB-d2EGFP- Sacl Xbal
Fragment | |
12 1087
bp
pNF-kB/Neo = | =l
bp 28 1103
Schnittstellen in pNF-kB/Neo
EcoRl | 44%4
bp 1 ﬂ ﬂ
248 116
Xbal | |
1 i 4434
bp 1103*
Pstl | I
o 1 T 4434
P 1073
%CI 1| |
4434
bp ;L

* Schnittstelle methyliert

3.2 VISUALISIERUNG UND QUANTIFIZIERUNG VON EGFP UND D2EGFP ALS
REPORTERK OMPONENTE

Zur Visuaisierung (Fluoreszenzmikroskop) und Quantifizierung der EGFP- und d2EGFP-

Expression in CHO-Zellen wurden verschiedene Methoden (FACS-Analyse, Messung im

Spektrofluorimeter und im MTP-Fluorimeter) erprobt und optimiert. Um diese

Untersuchungen durchzufiihren, wurden CHO-Zellen mit verschiedenen EGFP-Varianten

transfiziert und stabile Zellinien mit konstitutiver EGFP-Expression selektiert (s. 3.2.5, 3.2.6).

321 Visualisierung im Fluor eszenzmikroskop

Das Foto transient transfizierter Zellen zeigt einige EGFP-exprimierende AA8-Zellen in
einem konfluenten Zellrasen (Abb. 3-6A). In einer Kolonie stabil transfizierter AA8-Zellen
nach 14tégiger Kultivierung in G418-haltigem Selektionsmedium exprimieren alle Zellen
EGFP, wobei sich das Protein sowohl im Zyto- als auch im Kernplasma befindet (Abb. 3-6B
und C). HEK-pEGFP-N1-Zdlen in einem knapp 50 % konfluenten Zellrasen zeigen eine
intensive, homogene griine Fluoreszenz in Zyto- und Nukleoplasma (Abb. 3-6D).
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Abb. 3-6 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen EGFP-exprimierender Zellen

A Transiente (VergréfRerung 400fach) und B und C stabile Transfektion von AA8 mit pEGFP-
N1, eine Kolonie und der Rand dieser Kolonie vergroR3ert, D stabile Transfektion von HEK mit
PEGFP-N1, lebende Zellen in Medium in Petrischale (Vergré3erung 50fach in B, 200fach in C
bzw. 400fach in A und D)

3.2.2 EGFP-Fluoreszenzspektrum

Anregungs- und Emissionsspektren von EGFP, exprimiert in AA8, werden in Abb. 3-7
gezeigt. Das Anregungsspektrum ist zweigipfelig. Bei der Zellinie AA8-pEGFP-N1 1 liegt das
erste Maximum bei 464 nm (Fluoreszenzintensitédt 12,5), das zweite bel 484 nm
(Fluoreszenzintensitét 11,7). Das Emissionsspektrum zeigt ein Maximum bei 508 nm
(Fluoreszenzintensitéat 21,2) und lauft mit einer leichten Schulter bei 540 nm aus. Da zwischen
Anregungsspitze und Emissionsmaximum nur ein Abstand von 24 nm besteht, konnte fir die
Aufnahme des Anregungsspektrums die Emission nicht auf das Maximum 508 nm festgelegt
werden, sondern mufdte auf 540 nm fixiert werden. Ebenso konnte fir die Messung des
Emissionsspektrums das Anregungslicht nicht auf eines der beiden Anregungsmaxima
eingestellt werden, sondern es wurde auf 450 nm eingestellt, da sonst das Anregungslicht in
den Spektralbereich der EGFP-Emission tberstrahlt hétte.

Das Autofluoreszenzspektrum der untransfizierten AA8-Zellen zeigt unter diesen
Mef3bedingungen eine sehr schwache Anregungsspitze von 450 bis 470 nm und ein flaches
Emissionsmaximum zwischen 520 und 550 nm (Fluoreszenzintensitét bei beiden 0,3).
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Abb. 3-7 EGFP-Fluoreszenzspektrum

Vergleich der Fluoreszenzspektren von EGFP, stabil und konstitutiv exprimiert in AA8
(Vektoren pEGFP-N1 und pCX-GFP) mit der Autofluoreszenz von AA8 (Formaldehyd-
fixierte Zellen). Das Anregungsspektrum (Ex) wurde bei einer Emission von 540 nm
gemessen, fur das Emissionsspektrum (Em) wurde die Anregung bei 450 nm festgelegt (s.
2.4.3.1)).

3.2.3 Messung der EGFP- und d2EGFP-Fluoreszenzim FACS

Fir die Quantifizierung der Fluoreszenz pro Zelle im FACS ist eine Fixierung der
transfizierten Zellen, die die EGFP-Fluoreszenz nicht beintréchtigt, winschenswert. Abb. 3-8
zeigt, dal3 eine Fixierung von AA8-pCX-GFP mit 3,5 % Formaldehyd in PBS die Fluoreszenz
im Vergleich zu lebenden AA8-pCX-GFP erhdlt, wahrend mit 70 % Ethanol oder
Methanol/Eisessig (3:1) fixierte Zellen ihre EGFP-Fluoreszenz fast vollsténdig verlieren und
inihrer Fluoreszenzintensitét pro Zelle mit untransfizierten AA8 vergleichbar sind.

Eine Betrachtung der Zellen im Fluoreszenzmikroskop zwischen den einzelnen Fixierungs-
schritten zeigte, dal3 nach Behandlung mit eiskaltem 70 %igen Ethanol die EGFP-Fluoreszenz
der Zellen abgeschwécht bis verschwunden ist und der Ethanoltberstand eine diffuse grine
Fluoreszenz aufwies. Nach einem PBS-Waschschritt nahm die grine Fluoreszenz der Zellen
weiter ab und die diffuse griine Fluoreszenz war fast nicht mehr vorhanden, da die EGFP-
Molektle mit dem Ethanol abgesaugt wurden.
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Abb. 3-8 FACS-Analyse EGFP-exprimierender und untransfizierter AA8-
Zellen

Fixierung von AA8-pCX-GFP 4 (A) bzw. AA8 (B) mit Formaldehyd (b), Ethanol (c) oder
Methanol/Eisessig (3:1, d) im Vergleich zu lebenden AA8-pCX-GFP 4 (A, a). M1, EGFP(-);
M2, EGFP(+).

Nachdem sich die Fixierung mit Formaldehyd als geeignet erwiesen hatte, um die EGFP-
Fluoreszenz fir die FACS-Anayse zu erhalten, wurde die FACS-Analyse auch zur Messung
des destabilisierten EGFP (d2EGFP) erprobt. Dazu wurden die stabil transfizierten,
konstitutiv. EGFP- bzw. d2EGFP-exprimierenden Zellinien AA8-pEGFP-N1 und AAS8-
pCMV-d2EGFP (s. 3.2.6) verwendet. Die FACS-Analyse von AA8-pEGFP-N1 und AAS-
pCMV-d2EGFP (Abb. 3-9) zeigt die einheitliche EGFP- bzw. d2EGFP-Expression dieser
Zéellinien. Die mittlere Fluoreszenz der d2EGFP-exprimierenden Zellen ist 60 mal geringer,
verglichen mit AA8-pEGFP-N1 (Abb. 3-9A). Der Unterschied in der EGFP-
Fluoreszenzintensitét pro Zelle, der bei Betrachtung von AA8-pEGFP-N1 und AA8-pCMV -
d2EGFP im Fluoreszenzmikroskop sichtbar war, konnte somit durch FACS-Anayse
quantifiziert werden. Die entsprechenden stabil transfizierten HEK-Zellen zeigen
vergleichbare Fluoreszenzintensitéten (Abb. 3-9B).
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Abb. 3-9 FACS-Analyse d2EGFP-exprimierender Zellen

Fluoreszenzintensitaten von stabil mit pCMV-d2EGFP bzw. pEGFP-N1 transfizierten AA8-
(A) bzw. HEK-Zellen (B) im Vergleich zu untransfizierten AA8- (A) bzw. HEK-Zellen (B),
FACS-Analyse. Alle Zellen waren Formaldehyd-fixiert. M1, EGFP(-); M2, EGFP(+).

324 Messung im M TP-Fluorimeter und Optimierung der M ef3bedingungen

Fur die geplanten Genexpressionsstudien mit EGFP/d2EGFP a's Reporter wurde die Eignung
eines MTP-Fluorimeters fur die Messung der Fluoreszenz untersucht. Dazu wurden die stabil
transfizierten AA8-Zellinien mit konstitutiver Expression von EGFP oder d2EGFP verwendet
(AA8-pEGFP-N1, AA8-pCX-GFP und AA8-pCMV -d2EGFP). Zur Auswahl eines geeigneten
Filterpaares fur die Fluoreszenzmessung wurden die theoretischen Fluoreszenzertrage
berechnet (s. 3.2.4.1) und die Detektionsschwellen fur EGFP und d2EGFP ermittelt (s.
3.2.4.4). Die Ergebnisse dieser Optimierung wurden in HELLWEG et al. [2001] verdffentlicht.

Die Eignung des MTP-Fluorimeters fur die EGFP-Fluoreszenzmessung wurde anhand der
zellzahlabhéngigen  Fluoreszenz  (s. 3.243) und der Bestimmung  von
Transfektionseffizienzen (s. 3.2.4.6) gezeigt.

3.24.1 EGFP-Fluoreszenzertrage mit zwei verschiedenen Filterkombinationen

Die Fluoreszenzertrage wurden fur zwei verschiedene Anregungs-/ Emissionsfilterkombina-

tionen ermittelt, die kommerziell fur das MTP-Fluorimeter erhdtlich sind:
FITC-Filterkombination aus dem Anregungsfilter 485/20 und dem Emissionsfilter 530/20
Kombination aus dem Anregungsfilter 460/40 und dem Emissionsfilter 508/20

Die Berechnungen ergaben, dal’3 der Fluoreszenzertrag bei dem EGFP-spezifischen Filtersatz
(460+508) ~ 3 ma hoher ausféllt as beim FITC-Filtersatz (485+530), so dal3 mit dem
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Filtersatz 460+508 8,4 % der gesamten EGFP-Fluoreszenz gemessen werden konnte
[HELLWEG et al., 2001].

Obwohl der Beitrag des Zellkulturmediums zur Hintergrundfluoreszenz bel der Filterkom-
bination 460+508 hoher ist [HELLWEG et al., 2001], wurde dieser Filtersatz fur weitere
M essungen ausgewahlt, da das Medium nur 2-5 % der gesamten Fluoreszenz ausmacht.

3.2.4.2 Autofluoreszenz verschiedener MTP

Neben dem Medium zeigen auch MTP eine Autofluoreszenz. Um die Fluoreszenzmessungen
in MTP zu optimieren, wurden verschiedene MTP ohne Deckel mit den Filterkombinationen
485+530 und 460+508 gemessen. Unter den gewéhlten Mef3bedingungen, bei denen Zellen in
einer MTP in Medium mehrfach gemessen wurden, zeigte die Costar-M TP (schwarze Wande,
klarer Boden) die geringste Autofluoreszenz bel beiden Filterkombinationen verglichen mit
klaren MTP (Greiner und Sarstedt) [HELLWEG et al., 2001] und wurde deshalb fir alle
Messungen im MTP-Fluorimeter eingesetzt.

3.2.4.3 Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der Zellzahl

Fir die Bestimmung des Detektionslimits bei verschiedenen Filterkombinationen wurden
unterschiedliche Zellzahlen in Costar-96-well Platten als adhérenter Zellrasen gemessen. Der
Vergleich der beiden Filterkombinationen zeigte, dal’ der EGFP-spezifische Filtersatz hdhere
Fluoreszenzwerte liefert als der FITC-Filtersatz, wie es durch die vorhergehenden
Berechnungen erwartet wurde (s. 3.2.4.1). Messungen von unten resultierten in bis zu 3 mal
hoheren Fluoreszenzwerten der adhérenten und auch der suspendierten Zellen im Vergleich
zur Messung von oben. Bel allen Mef3bedingungen konnte eine lineare Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitdten von der Zellzahl bei suspendierten und bei adhédrenten Zellen (bis ~
90 % Konfluenz) gezeigt werden, wobel bei adhérenten Zellen im Vergleich zu suspendierten
Zellen (Messung von unten) die Fluoreszenzintensitét fast auf das Doppelte steigt [HELLWEG
et al., 2001].

Be Zellen, die d2EGFP konstitutiv exprimieren (AA8-pCMV-d2EGFP), sind bei allen
Filterkombinationen sehr hohe Zellzahlen erforderlich, um deutlich vom Hintergrund zu
unterscheidende Fluoreszenzintensitdten zu erhalten (45.000 Zellen pro Vertiefung). Unter
diesen Bedingungen wachsen die ausgesdten Zellen innerhab eines Tages zu einem
konfluenten Zellrasen [HELLWEG et al., 2001].

3.2.4.4 Detektiondimits EGFP- und d2EGFP-exprimierender Zellen in MTP

Die Detektionsschwelle fur EGFP-exprimierende Zellen in einer Vertiefung einer MTP wurde
ads die Zdlzahl definiert, deren Fluoreszenzmel3wert mindestens die zweifache
Hintergrundfluoreszenz erreicht (s. 2.4.5.2). Bei Berlcksichtigung der unverénderten
Fluoreszenzmef3daten betragt die Detektionsschwelle 8.400 adhérente AA8-pEGFP-N1-Zellen
pro Vertiefung fur den FITC-Filtersatz bzw. fir den EGFP-spezifischen Filtersatz fur AA8-
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PEGFP-N1-Zellen 11.400 Zellen pro Vertiefung bei Messung von unten. Subtraktion der
MTP-Hintergrundfluoreszenz und Messung in PBS statt in Medium fdhrt zu einem
reduzierten Detektionslimit (1.800 Zellen bei AA8-pEGFP-N1).

Bel Zellen, die konstitutiv d2EGFP exprimieren (AA8-pCMV-d2EGFP), betragt das
Detektionslimit bei Messung in Medium mindestens 1,2x10° Zellen pro Vertiefung. Bei
Messung in PBS und nach Subtraktion des Plattenhintergrunds fallt das Detektionslimit mit
dem EGFP-Filterpaar auf ~ 18.000 Zellen pro Vertiefung.

Unter den gewahlten Mef2bedingungen (in Medium, Subtraktion der Plattenautofluoreszenz)
war das Filterpaar 460+508 mit einem Detektionslimit von 5.100 AA8-pEGFP-N1-Zellen pro
Vertiefung am besten geeignet [HELLWEG et al., 2001] und wurde deshalb fur alle EGFP-
Messungen im MTP-Fluorimeter eingesetzt. d2EGFP-Messungen waren aufgrund des hohen
Detektionslimits nur eingeschrankt méglich.

3.2.4.5 Messung des Vermehrungsver haltens EGFP-exprimierender Zellen im MTP-
Fluorimeter

Um mogliche Einflusse der stabilen Transfektion und der konstitutiven EGFP-Expression auf
das Vermehrungsverhalten von AA8-pEGFP-N1-Zellen aufzudecken und um zu untersuchen,
ob eine schnelle Quantifizierung des Wachstums durch Messung der EGFP-Fluoreszenz im
MTP-Fluorimeter mdglich ist, wurden Wachstumskurven fir die stabil transfizierte Zellinie
AAS8-pEGFP-N1 1 und die Ausgangszellinie AA8 ermittelt.

Das Wachstum wurde durch regelméfdige Zelzéhlung (Abb. 3-10A) und durch
Fluoreszenzmessung im MTP-Fluorimeter bestimmt (Abb. 3-10B).

Die durch Zellz&hlung ermittelte Wachstumskurve zeigt die drei typischen Phasen des Zéll-
wachstums, (i) die lag-Phase, (ii) die exponentielle Wachstumsphase und (iii) die stationare
Phase, in der so viele Zellen sterben wie durch Teilung nachgebildet werden (Abb. 3-10A).
Vergleicht man die direkte Zellzéhlung (Abb. 3-10A) mit der Fluoreszenzmessung (Abb.
3-10B), so ergeben sich zwei Unterschiede. Die Fluoreszenzkurve steigt deutlich verzogerter
an (Beginn der Exponentialphase nach 22 h in A, nach 45 h in B) und der exponentielle
Anstieg verlauft langsamer (Verdopplungszeit 16,4 h in A, ca. 34,2 h in B). Die stationére
Phase ist vergleichbar (Verhdtnis Endwert/Ausgangswert 64,4 in A, 65,7 in B), wenn die
Hintergrundfluoreszenz des Zellkulturmediums und der MTP von Endwert und Ausgangswert
subtrahiert wird.
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Abb. 3-10 Wachstumskurven EGFP-exprimierender AA8- und untransfizierter
AA8-Zellen
A Zellzdhlung, B Fluoreszenzmessung im MTP-Fluorimeter, Filterpaar 460+508, Mittelwert

und SD (n = 48), Hintergrundfluoreszenz von Zellkulturmedium und MTP subtrahiert, MW =
Mediumwechsel.
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3.24.6 Messung der Transfektionseffizienzim MTP-Fluorimeter

Stabile Transfektionen erfordern eine Wachstumsdauer von 2 bis 3 Monaten bis zur
einsatzféhigen Zellinie, so dal} verschiedene Promotoren erst nach dieser Wartezeit getestet
werden konnen. Um diesen Zeitraum zu verkirzen, kann transient transfiziert werden. Dazu
und um auch bel der stabilen Transfektion hohe Ausbeuten zu erzielen, missen die
Transfektionsbedingungen optimiert werden, damit eine hohe Aufnahme der Plasmide in eine
moglichst grof3e Anzahl Zellen erreicht wird (s. 2.3.9.2).

Populationsbezogene Daten, mit dem MTP-Fluorimeter gemessen (Abb. 2-5), wurden mit
Einzelzelldaten aus der FACS-Analyse verglichen (Tabelle 3-6). 48 h nach der Transfektion
wurde die Fluoreszenzintensitdt im M TP-Fluorimeter gemessen und sofort danach wurden die
Zéellen durch Trypsinieren geerntet und fur die FACS-Analyse fixiert.

Tabelle3-6  Transfektionseffizienz, Vergleich der Messungen im MTP-Fluorimeter

und im FACS.
Transfektion Plasmid-  Mittlere Fluoreszenz pro Vertie- % EGFP(+)-Zellen £ SD
mit Liposom DNS(ng) fung + SD (MTP-Fluorimeter)®* (FACS-Analyse)’*
Tfx 10 0 8.162,2 + 76,6 041 + 0,14
250 9.068,0 + 305,7 1,17 + 0,22
500 10.070,0 + 206,7 1,75 + 0,44
750 9.876,4 + 4049 1,45 + 0,34
1.000 9.779,2 + 3284 2,02 + 0,72
Tfx 20 0 9.108,3 + 105,2 0,27 + 0,30
250 11.096,0 + 92,1 3,20 + 0,92
500 13.196,0 + 2831 3,82 + 0,40
750 12.728,0 + 330,7 347 + 0,59
1.000 12.645,0 + 980,1 3,31 + 0,20
TransFast 2:1 0 8.6722 + 639 031 + 0,29
250 9.3739 + 1021 1,82 + 0,53
500 13.902,0 + 299,6 515 + 0,48
750 176270 + 4326 7,72 + 0,62
1.000 27.988,0 + 20634 12,55 + 4,66
TransFast 1:1 0 86783 + 989 0,08 + 0,02
250 8908,2 + 1479 1,03 + 0,52
500 10.923,0 + 303,6 532 + 0,55
750 11.139,0 + 2352 411 + 0,72
1.000 17.203,0 + 659,55 13,51 + 1,85

qUnveranderte M TP-Fluorimeterdaten ohne Subtraktion der Plattenautofluoreszenz

PMarker fir den Fluoreszenzkanal 1 im FACS wurden mit untransfizierten AAS-Zellen
(EGFP(-)) und mit stabil transfizierten AA8-pEGFP-N1-Zellen (EGFP(+)) gesetzt.

‘Mittelwerte und SD fur je 5 wells
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Die héchsten im MTP-Fluorimeter gemessenen Fluoreszenzintensitdten entsprechen ~ 13 %
EGFP(+)-Zellen (Tabelle 3-6). Bal dieser starken EGFP-Expression in transient transfizierten
Zellen konnten wells mit >7 % EGFP(+)-Zellen in einem konfluenten Zellrasen von der
Kontrolle unterschieden werden (Abb. 2-5A, Tabelle 3-6), d.h. die Fluoreszenzintensitét
erreichte das Doppelte der Autofluoreszenz von Platte, Medium und Zellen (24-well-plate).

Die Kinetik der EGFP-Expression bei transienter Transfektion von AA8-Zellen wurde im
MTP-Fluorimeter gemessen. Die Fluoreszenzintensitédt steigt bel pEGFP-N1 wesentlich
stérker an as bei pPCMV-d2EGFP (Abb. 3-11). Eine Verdopplung der mittleren Fluoreszenz
ist bel pEGFP-N1 nach 24 h zu verzeichnen, bei pCMV-d2EGFP erst nach 48 h.

. ohne DNA
e pEGFP-N1
A  pCMV-d2EGFP

N
(6)]
1

Fluoreszenzintensitat (x10°)

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Inkubation / h

Abb. 3-11 Kinetik der EGFP-Expression in AA8-Zellen

Transiente Transfektion von AA8 mit den Plasmiden pEGFP-N1 und pCMV-d2EGFP
(TransFast, Optimalbedingungen, a-Medium mit 5 % Serum). Die Fluoreszenz wurde im
MTP-Fluorimeter gemessen  (24-well-Platte,  Mittelwert von 4  wells). Die
Standardabweichungen (SD) sind geringer als die Hohe der Symbole.

3.25 Stabile Transfektion durch Cotransfektion eines Helfer plasmids

EMO9-Zellen wurden mit dem Plasmid pCX-GFP, in dem das EGFP-Gen durch den Promotor
des b-Actin/b-Globin-Gens des Huhnes gesteuert wird, und dem Helferplasmid pSV 2neo, das
die G418-Resistenz kodiert, stabil transfiziert (Tabelle 2-1, Abb. 2-1). Die durch Isolieren ein-
zelner EGFP-exprimierender, G418-resistenter Kolonien gewonnenen Klone wurden mittels
FACS-Anayse charakterisiert (Abb. 3-12). Der Prozentsatz EGFP(+)-Zellen und die mittlere
Fluoreszenzintensitét unterscheidet sich von Klon zu Klon. Es wurden nur Klone weiterver-
wendet, die mindestens 90 % EGFP(+)-Zellen mit einer hohen durchschnittlichen Fluoreszenz
aufwiesen, dabei aber nicht in Zellwachstum und Anheftungseffizienz beeintréchtigt waren.
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