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A ZUSAMMENFASSUNG

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) sind in der Lage innerhalb des mesodermalen
Keimblattes in Richtung Knorpel, Knochen und Fett zu differenzieren. Sie sind im adulten Kér-
per an der Gewebehomdostase und dem Gewebeersatz beteiligt. Seit einigen Jahren kdnnen
hMSC als Zellpool aus dem Knochenmark isoliert werden, wodurch ihre Verwendung als Aus-
gangsmaterial flr das tissue engineering nahe liegend ist. Dennoch ist bis dato weitgehend
ungeklart, was mit den Zellen nach Implantation in vivo geschieht. Dies ist jedoch klinisch von
enormer Bedeutung. Um eine Zelldetektion in vivo zu ermdglichen, bedarf es allerdings
suffizienter Methoden zur stabilen, langfristig nachweisbaren Markierung von Zellen in vitro,
die die Zellfunktion nicht beeintrachtigen. Deshalb sollte in der hier vorliegenden Arbeit ein
nicht-virales Transfektionssystem flir hMSC entwickelt werden, das auch eine ortsgerichtete
Integration des Markierungstransgens (fluoreszierendes Protein) in das Genom erlauben sollte.

Zur Etablierung der nicht-viralen Transfektion wurden zum einen Vektoren benutzt, die die
kodierende Sequenz der GFP-Varianten enhanced green fluorescent protein (EGFP) oder
humanized renilla GFP (hrGFP) enthielten. Zum anderen wurden drei verschiedene liposomale
Transfektionsreagenzien komparativ analysiert. Dabei wurde mit 50 % die groBte Fraktion
fluoreszierender Zellen unter Verwendung von Lipofectamine 2000 erzielt, gefolgt von 22 %
durch METAFECTENE und Lipofectamine Plus mit 13 %. In einer Toxizitdtsanalyse konnte zu-
dem gezeigt werden, dass die Transfektion mit Lipofectamine 2000 nur einen geringen Einfluss
auf die Viabilitdt der hMSC hat.

Zur Generierung stabil GFP-exprimierender hMSC wurden die Zellen nach Transfektion subkul-
tiviert und mittels Geneticin einem Antibiotikum-Selektionsdruck ausgesetzt. Zellen, die die-
sem 16 Tage standhielten, wurden als stabil transfiziert bezeichnet. Zu diesem Zeitpunkt
konnten keine untransfizierten hMSC (Kontrolle) detektiert werden, die unter identischen
Antibiotikums-Selektionsdruck kultiviert wurden. Die Expansion der GFP-exprimierenden
hMSC lieB sich liber sechs Monate aufrecht erhalten. Die stabile Expression wurde neben der
GFP-Fluoreszenz zusatzlich mittels Immunfluoreszenz zum Nachweis des Transgens verifiziert.

Um den Erhalt des Stammzellcharakters der stabil GFP-exprimierenden hMSC zu untersuchen,
wurde neun Wochen nach Transfektion die adipogene, osteogene und chondrogene Differen-
zierung der Zellen lber 21 Tage induziert. Es konnten sowohl die typischen zellmorpholo-
gischen als auch transkriptionelle Veranderungen der drei unterschiedlichen Zellpopulationen
festgestellt werden. Mittels quantitativer RT-PCR konnte ein Anstieg der Expression der jewei-
ligen Marker PPAR-y (adipogen), ALP (osteogen) und Aggrecan (chondrogen) um das 600-, 19-
bzw. 20-fache gegeniiber der Kontrolle nachgewiesen werden.
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Zur zielgerichteten Integration von Transgenen in das hMSC-Genom wurde das ®C31 Inte-
grase-System fiir diese Stammzellpopulation etabliert. Um die durch die Integrase des Phagen
®C31 vermittelte Rekombination in definierte Regionen des Genoms der hMSC zu unter-
suchen, wurde hierzu die bakterielle Rekombinationssequenz attB aus Streptomyces coelicolor
in einen Vektor kloniert, der die Expression von EGFP mit Hilfe einer internal ribosomal entry
site (IRES) in direkter Korrelation mit dem Neomycin-Resistenzgen Aminoglykosid-3'-Phos-
photransferase erlaubt. Dieser Vektor wurde zusammen mit einem fir die ®C31 Integrase
kodierenden Plasmid in hMSC transfiziert. Nach dem Selektionsprozess erfolgte die Isolation
der genomischen DNA der stabil transfizierten hMSC. Mittels PCR und anschlieBender Restrik-
tionsfragmentldngenanalyse sowie durch Sequenzierung gelang der Nachweis der zielge-
richteten Integration des EGFP-Vektors in die Region p22 auf Chromosom 8.

In der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe nicht-viraler Methoden somit sowohl eine effizi-
ente, liber mehrere Monate anhaltende Expression eines Markerproteins (Transgenexpression)
als auch eine ortsgerichtete Integration von DNA in eine bestimmte Region des Genoms von
hMSC gezeigt werden. Da bestimmte virale Vektoren aufgrund ihrer Immunogenitdt und
Mutagenitdt anhaltender Kritik unterliegen, sind diese Ergebnisse insbesondere fiir die
Verwendung nicht-viraler Metoden des Gentransfers im Rahmen von Zell- und Gentherapien
als auch im Rahmen des tissue engineerings von weitreichender Bedeutung.
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B EINLEITUNG

B.1 Stammzellen

Ausgehend von der befruchteten Eizelle wird der menschliche Korper aus etwa 210 verschie-
denen Zelltypen aufgebaut. Von diesen somatischen Zellen unterscheiden sich Stammzellen
durch zwei wesentliche Eigenschaften. Zum einen sind sie in der Lage, sich durch Zellteilung
immer wieder selbst zu erneuern. Zum anderen besitzen sie die Fahigkeit, unter geeigneten
Bedingungen in mindestens einen spezialisierten Zelltyp zu differenzieren (s. Abb. B1)
(Donovan and Gearhart, 2001).

Stammzelle Abb. B1: Multimodales Stammzellkonzept.
° ) Proliferation unter Erhalt des Stammzellcharakters
und Differenzierungsfahigkeit sind die zwei wesent-
o c’: lichen Charakteristika aller Stammzellen (nach Zipori
et al., 2004).

L)
Q9 &

Proliferation

Differenzierung

Stammzellen dienen dem Gewebeaufbau, der Gewebehomdostase im gesunden Organismus
und der Regeneration von defektem Gewebe (Weissman, 2000). Handelt es sich dabei um
Stammzellen, die lediglich in einen Zelltyp differenzieren, wie z.B. spermatogoniale, endotheli-
ale und korneale Stammzellen, werden diese als unipotent bezeichnet (Wagers and Weissman,
2004). Hiervon abgegrenzt werden multipotente Stammzellen, wie z.B. himatopoetische, neu-
ronale und mesenchymale Stammzellen (Donovan and Gearhart, 2001; Verfaillie, 2002). Diese
Zellen finden sich in den verschiedensten adulten Geweben und sind in der Lage, innerhalb
eines Keimblattes in mehrere Zelltypen zu differenzieren. Pluripotente Stammzellen hingegen,
die die Fahigkeit besitzen in alle Zelltypen des Korpers zu differenzieren, kdnnen nicht aus
adultem Gewebe isoliert werden, sie sind embryonalen Ursprungs (Thomson et al., 1998).

B.1.1 Embryonale Stammzellen

Der wohl bedeutendste Unterschied zwischen embryonalen und adulten Stammzellen liegt in
der Pluripotenz embryonaler Stammzellen (embryonic stem cells, ESC). Diese Eigenschaft im-
pliziert zwar nicht die Moglichkeit der Generierung eines vollstandigen Organismus (Totipo-
tenz), jedoch die Differenzierung in Zelltypen aller drei Keimblitter. Somit kénnen ESC in
meso-, ekto- und endodermales Gewebe differenzieren.

Die ersten ESC wurden vor mehr als 25 Jahren aus der inneren Zellmasse einer murinen Blasto-
zyste gewonnen (Martin, 1981; Evans and Kaufman, 1981). Durch die Etablierung spezieller
Bedingungen, unter denen murine ESC in vitro kultiviert werden kénnen, wurden so embryo-
nale Stammzelllinien mit normalem diploidem Karyotyp generiert (s. Abb. B2). Die ex vivo
expandierten ESC waren in der Lage, in alle drei Keimblatter zu differenzieren. Diese Arbeiten
bildeten zudem die wesentliche Grundlage zur Generierung von knockout- und knockin-
Mausen, woflir im Jahr 2007 der Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie verliehen wurde
(Rippon and Bishop, 2004; Manis, 2007).
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Embryo Abb. B2: Gewinnung von ESC.
@5 Nach lIsolation der inneren Zellmasse eines Embryos (IZM) wird
‘ diese auf murinen Fibroblasten (feeder layer) kultiviert. Aus den

sich bildenden Zellaggregaten werden Zellen vereinzelt und unter
identischen Kulturbedingungen durch klonales Wachstum weiter
expandiert (nach Winslow, 2001).

(1Zm)

Kultivierte IZM
&= ~ = auf bestrahlten
= i/ Mausfibroblasten

= = Vereinzelung und
Subkultivierung

Embryonale
Stammzellen in
Kultur

Im Jahr 1998 gelang es schlieBlich der Arbeitsgruppe um James A. Thomson aus einer hu-
manen Blastozyste gewonnene ESC in vitro liber mehrere Passagen zu kultivieren. Die Implan-
tation der humanen ESC in immundefiziente Mause fiihrte zur Bildung von Teratomen, die
Zellen aller drei Keimblatter enthielten (Thomson et al., 1998). Dieses zwar zur Demonstration
des pluripotenten Charakters der ESC notwendige Ergebnis stellt jedoch zugleich ein nicht un-
erhebliches Risiko in der therapeutischen Anwendung dieser Zellen dar. Aus diesem Grunde
und der Tatsache, dass die Gewinnung von ESC mit der Zerstérung des Embryos einhergeht, ist
die Forschung an humanen ESC stark umstritten (Shapiro, 1999; McLaren, 2001; Normile and
Vogel, 2005).

Ungeachtet der Tatsache, dass dem putativen therapeutischen Potential humaner ESC
ethische, soziale und juristische Bedenken gegeniiberstehen (Rippon and Bishop, 2004; Greely,
2006), fiuhrte die Forschung an humanen ESC zu wichtigen Erkenntnissen im Hinblick auf die
Charakterisierung der Stammzelleigenschaften und der molekularen Reqgulationsmechanismen,
die diesen und der Differenzierung der Zellen zugrunde liegen.

B.1.2 Adulte Stammzellen und induzierte pluripotente Stammzellen (iPS)

Adulte Stammzellen sind in den verschiedensten Geweben und Organen des menschlichen
Korpers lokalisiert und vermitteln dort die gewebespezifische Organregeneration (Korbling and
Estrov, 2003). Sie sind demnach in der Lage, terminal differenzierte Zellen mit der entspre-
chenden funktionellen Gewebeentitdt zu generieren. Dies kann sowohl im Rahmen des physio-
logischen Zellumsatzes als auch aufgrund von Gewebeschiaden geschehen (Slack, 2000).

Die am besten charakterisierte Stammzellpopulation bilden die hamatopoetischen Stammzel-
len (hematopoietic stem cells, HSC). Ihre Fahigkeit zur Erythro-, Leuko- und Thrombopoese ist
seit der Entdeckung von HSC (Siminovitch et al., 1963; Till et al., 1964) bis heute Gegenstand
intensiver Forschung. Neuartige Therapien, wie die Transplantation von HSC zur Graft-versus-
Tumor-Therapie (Maris et al., 2004), zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen des rheu-
matischen Formenkreises (Traynor et al., 2000) oder von Diabetes mellitus (Tian et al., 2004)
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sind ebenso viel versprechend wie die Verwendung von HSC im Rahmen von antiviralen Gen-
therapien (Bordignon and Roncarolo, 2002) und auf dem Gebiet des tissue engineering (Corbel
et al., 2003). Die Anwendungsmaglichkeiten von HSC sind insbesondere deswegen so vielge-
staltig, da sie auch zur Regeneration von keimblattfremdem Gewebe, wie z.B. Haut, Lungen-
epithel und Leberparenchym beitragen konnen (Wagers and Weissman, 2004; Grove et al.,
2004).

So muss also seit kurzem die Hypothese neu lberdacht werden, dass adulte Stammzellen
lediglich innerhalb ihres Keimblattes differenzieren kdnnen. Die Fahigkeit der HSC ebenso wie
anderer adulter Stammzellpopulationen, keimblattiibergreifend in Zellen mit definierten Ex-
pressionsprofilen und funktionellen Phanotypen zu differenzieren, bezeichnet man als Plastizi-
tat (Herzog et al., 2003; Goodell, 2003). Insbesondere die Entdeckung der so genannten
multipotent adult progenitor cells (MAPC) aus dem Knochenmark revolutionierte die
Vorstellung beziiglich der Differenzierungsfahigkeit adulter Stammzellen. MAPC kénnen so-
wohl in mesodermale, neuroektodermale als auch in endodermale Zelltypen differenzieren und
weisen somit dhnliche Eigenschaften wie ESC auf (Jiang et al., 2002).

Einen vollig neuartigen Ansatz zur Gewinnung pluripotenter Zellen aus adultem Gewebe ver-
folgten die Arbeitsgruppen um J. A. Thomson der University of Wisconsin und S. Yamanaka
der Kyoto University. In den parallel im November 2007 veroffentlichten Artikeln beschreiben
die Autoren die Generierung pluripotenter Stammzellen aus adulten Hautfibroblasten durch
gleichzeitige ektopische Expression von vier verschiedenen Transkriptionsfaktoren (Takahashi
et al, 2007; Yu et al.; 2007). Diese so genannten induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS)
wurden durch retrovirale Transduktion der Gene Oct3/4, Sox2, c-Myc und KIf4 hergestellt. So-
wohl die Genexpression, das Proliferationsverhalten, die Morphologie der Zellen als auch deren
Oberflaichenmarker dhnelten hESC. Zudem gelang die Differenzierung in Zelltypen aller drei
Keimblatter in vitro. Zur Demonstration der Pluripotenz der Zellen in vivo wurden die iPS in
immundefiziente SCID-Mause implantiert. Es kam - dhnlich wie dies bereits von J. A. Thomson
im Jahr 1998 fiir hESC gezeigt werden konnte - zu Teratomen mit Zellen des Meso-, Endo-
und Ektoderms (Yu et al., 2007).

B.1.2.1 Humane mesenchymale Stammzellen

Die oben beschriebenen MAPC stellen eine Subpopulation der mesenchymalen Stammzellen
des Knochenmarks (marrow stromal cells oder mesenchymal stem cells, MSC) dar. Kurz nach
Entdeckung der HSC beschrieben, besitzen MSC die elementare Stammzelleigenschaft der
Selbstreplikation und Differenzierung durch ihre Fihigkeit zur asymmetrischen Zellteilung
(Friedenstein et al., 1966; Baksh et al., 2004). MSC sind in der Lage in vitro und in vivo in
Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten zu differenzieren (Friedenstein et al., 1987,
Pittenger et al., 1999). Einhergehend mit einer hohen Proliferationsrate und der ethisch unbe-
denklichen Gewinnung aus dem Knochenmark wurden humane mesenchymale Stammzellen
(hMSC) zu einem groBen Hoffnungstrager im klinischen Einsatz. Mit der Behandlung der Erb-
krankheit Osteogenesis imperfecta (Horwitz et al, 2002) und Chemotherapie-induzierter
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Animien (Koc et al., 2000) sowie der Generierung von Knochengewebe im Rahmen des tissue
engineering (Petite et al., 2000) sind Zelltherapien bereits Gegenstand klinischer Studien.
Hierbei gewinnt die therapeutische Geweberekonstruktion des Stiitzapparates (s. Abb. B3), die
neben der Herstellung von Knochen auch die von Knorpel-, Muskel- und Sehnengewebe um-
fasst, immer mehr an Bedeutung (Bianco and Robey, 2001; Conrad and Huss, 2005).

Knochenmark

In vivo Transplantation
in Segmentdefekte

Ex vivo Expansion  Einbringen auf Leitschienen

Abb. B3: 7issue engineering.
Isolation von hMSC aus dem Knochenmark, Stammzellkultur und deren Reimplantation nach Vermehrung in vitro
in einen segmentalen Knochendefekt (nach Bianco and Robey, 2001).

Wenngleich zwar eine Differenzierung der hMSC in verschiedene mesodermale Richtungen
initiiert werden kann und ihr Einsatz im Rahmen klinischer Studien bereits erfolgt, so sind we-
der die hMSC selbst noch die molekularen Mechanismen, die gerichteten Differenzierungs-
und Migrationsvorgingen zugrunde liegen, ausreichend charakterisiert (Qi et al., 2003; Baksh
et al., 2004; Ries et al., 2007). Ein tieferes Verstandnis dieser molekularen Netzwerke ist je-
doch fiir die Grundlagenforschung und fiir eine gezielte Therapie unabdingbar. Hierzu bedarf
es effizienter Techniken zur genetischen Modifikation von hMSC. Zum einen kann so z.B. der
Effekt von Signaltransduktionswegen wie dem Wnt-Signalweg mittels Uberexpression oder
temporidrem silencing von Rezeptoren oder Liganden untersucht werden (Neth et al., 2006;
Ries et al., 2007). Zum anderen fiihrt die Uberexpression von Wachstumsfaktoren wie z.B. dem
bone morphogenetic protein-2 zu einem verstarkten Knochenwuchs im Vergleich zu nativen
hMSC durch autokrine und parakrine Effekte (Turgeman et al., 2002).

B.2 Gentransfer und Gentherapie

Die Entwicklung von Methoden, mit deren Hilfe eine gezielte Modifikation des Genoms vorge-
nommen werden kann, sind eine wesentliche Errungenschaft der Molekularbiologie (Wurtele
et al., 2003). So kann der Transfer von zusatzlicher genetischer Information - insbesondere in
eukaryontische Zellen - durch verschiedenste Techniken erreicht werden. Das Einschleusen
dieser so genannten Transgene in eukaryontische Zellen wird hierbei als Transfektion bezeich-
net. Bei der transienten Transfektion besteht das Ziel darin, das vorwiegend durch Vektoren
kodierte Zielgen temporér in eukaryontische Zellen einzubringen (Colosimo et al., 2000). Dabei
wird die DNA nicht in das Wirtsgenom integriert, sondern liegt in meist hoher Kopienzahl epi-
somal im Zellkern vor. Dadurch findet die Expression des Transgens in hohem MaBe statt.
Allerdings wird die extrachromosomal vorliegende ringformige Plasmid-DNA in einem Zeit-
raum von wenigen Tagen durch zelluldre Nukleasen abgebaut. Dies flihrt zu einer zeitlich
begrenzten Transgen-Expression (Colosimo et al., 2000). Die temporidre Expression von
Transgenen ist haufig dann das Mittel der Wahl, wenn deren Wirkung tliber einen kurzen Zeit-
raum benotigt wird (Li and Huang, 2000).
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Die Transienz episomaler Plasmide kann mittels viraler oder nicht-viraler Regulationselemente,
wie des nukledren Antigens 1 des Epstein-Barr Virus oder der scaffold/matrix attachment-
Region vermieden werden (Piechaczek et al., 1999). Diese Sequenzen fiihren zu einer perma-
nenten Expression durch autonome extrachromosomale Replikation und Weitergabe der DNA
an Tochterzellen. Dariiber hinaus ist die Expression des Transgens in diesem Fall unabhingig
von Positionseffekten, die beobachtet werden, wenn der Vektor ins Genom integriert. Da der
episomale Vektor oftmals in mehreren Kopien vorliegt, kann die Expression des Transgens
zudem in stirkerem MaBe stattfinden (Cooper et al., 1997; Aiyar et al., 1998).

Die beschriebenen Methoden, die nicht zu einer Verdnderung des chromosomalen Phanotyps
einer Zelle flihren, bieten eine Reihe von Anwendungsmaglichkeiten. Die permanente Integra-
tion der Fremd-DNA gilt jedoch als das probateste Mittel zur Untersuchung seiner Funktion
und zelluldaren Wirkung. Darlber hinaus erfordert insbesondere die therapeutische Anwendung
die persistierende Expression des therapeutischen Gens (Somia and Verma, 2000). Diese wird
vornehmlich durch die Integration des Zielgens in die chromosomale DNA erreicht, von wo aus
die Synthese des Zielproteins in einer physiologischen Konzentration stattfinden soll
(Sambrook and Russell, 2001). Das Hauptziel dieser Strategie besteht in der Behandlung einer
genetisch bedingten Erkrankung oder Stoffwechselstérung. Derzeit werden Gentherapien in
uber 1400 klinischen Studien der Phasen | - Ill gepriift. Die Einsatzgebiete liegen haupt-
sachlich im Bereich maligner Neoplasien, gefolgt von kardiovaskuldren und monogenen
Erkrankungen (s. Abb. B4). Mit neuen, insbesondere RNA-Interferenz (RNAi)-basierten
Therapieansidtzen im Kampf gegen die Immunschwiche AIDS gewinnt das Anwendungsgebiet
von Gentherapien gegen Infektionskrankheiten einen in den letzten Jahren wachsenden
Stellenwert (Wolkowicz and Nolan, 2005).

a

I \aligne Erkrankungen 65,2 %
I ardiovaskulire Erkrankungen 9,3 %
I Monogene Erkrankungen 8,2 %
I |nfektionskrankheiten 7,6 %
I Andere Erkrankungen 4,2 %
[ Genmarkierungen 3,4 %
I Gesunde Probanden 2,2 %

I A denoviren 24,9 % T Pockenviren 6,1 %
I Retroviren 21,7 % I AAV 4,1 %

I Plasmid-DNA 1839% [ T HSV3,2%

I \/accinia Viren 8,2 00 N RNA-Transfer 1,4 %
I | ipofection 7,1 % T Andere [ Unbek. 7,4 %

Abb. B4: Anwendungsgebiete der Gentherapie und verwendete Vektoren.

a) Etwa zwei Drittel aller derzeitigen Gentherapiestudien werden im Rahmen von Tumorerkrankungen durchge-
flhrt, gefolgt von kardiovaskuldaren und monogenen Erkrankungen.

b) Im Einsatz sind hauptsichlich virale Vektoren. Der Transfer sog. ,nackter” oder Plasmid-DNA bzw. die
Transfektion mittels liposomaler Transfektionsreagenzien wird in nur ca. 25 % der Studien angewandt.
AAV: Adeno-assozierte Viren, HSV: Herpes simplex Viren; Unbek.: Unbekannt;
(Quelle: http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/, Bericht Giber das Jahr 2008)
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Die therapeutischen Gene befinden sich auf Vektoren mit weiteren Elementen, die z.B. fiir die
Transkription, Translation und Replikation erforderlich sind. Die Applikation dieser Expressions-
kassetten kann je nach zu Grunde liegendem Defekt direkt mittels Injektion erfolgen oder in-
direkt Giber das vorherige Einbringen in patienteneigene Zellen (s. Abb. B5).

Direkte Applikation Zellbasierte Applikation
Therapeutisches
Q Therapeutisches / Gen
Gen Embryonale
. Stammzellen ok .

Das therapeutische : Das therapeutische

Gen wird in einen 2 2 Gen wird in einen
> \

Vektor verpackt... ® . Vektor verpackt und
\ € i in die Zellen eingefiihrt.
In vitro

Differenzierung

. " = o Adulte Stammzellen
@ werden isoliert und
\ (~7 exvivo amplifiziert.

...und in den
Pat|enten injiziert.

Adulte
Stammzellen

Die genetisch modifizierten
Zellen werden in vitro
kultiviert und vermehrt...

Zielorgan

(z.B. Leber) ... und dem Patienten

/\ implantiert.

Abb. B5: Mdglichkeiten der Transgenapplikation.

Das in einen gentherapeutischen Vektor verpackte Transgen kann dem Patienten entweder direkt injiziert werden
(Direkte Applikation) oder man entnimmt dem Patienten Zellen (z.B. Stammzellen), modifiziert die genetische In-
formation dieser Zellen ex vivo und infundiert diese anschlieBend (Zellbasierte Applikation) (nach Winslow, 2001).

Entscheidend fiir den Erfolg der Therapie sind dariiber hinaus weitere Eigenschaften, die im
Folgenden genauer erdrtert werden:

Die GroBe der kodierenden Sequenz eines therapeutischen Gens kann zwischen 350 bp (Insu-
lin) und mehr als 32.000 bp (Kollagen VII) variieren. Da die Ergdanzung geeigneter regulativer
Sequenzen, wie Promotoren, Enhancer oder Silencer den Vektor vergréBert, sollte dieser eine
moglichst unbegrenzte Aufnahmekapazitit aufweisen (Somia and Verma, 2000).

Da Vektoren grundsitzlich vom Immunsystem des Korpers als Fremd-DNA erkannt werden
kdnnen, sollten diese nach Applikation mdglichst nicht zu einer ausgepragten Immunreaktion
flhren. Humorale Antikorper wiirden eine Zweitinjektion erschweren und diese womdoglich in-
effektiv machen, wahrend die zellulare Abwehr die Zellen eliminieren wiirde, die das Transgen
inkorporiert haben. Systemische Reaktionen des Korpers erschweren die Anwendbarkeit der
Gentherapie, so dass auf Vektoren zuriickgegriffen werden sollte, die immunologisch mdg-
lichst inert sind (Somia and Verma, 2000).
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Des Weiteren sollte der Vektor in mdglichst groBen Mengen und mit méglichst geringem Auf-
wand herzustellen sein. So kann zwar die Anzahl der Zellen, die das therapeutische Gen expri-
mieren soll, nur wenige (in etwa 10°) Stammzellen betragen, um z.B. das gesamte himatopoe-
tische System zu rekonstituieren. Um jedoch etwa die Regeneration von 5-10 % der Leber ein-
zuleiten, miissen bis zu 10" Zellen das therapeutische Gen exprimieren (Somia and Verma,
2000). Diese Expression sollte zudem in einem maoglichst hohen MaBe und homogen erfolgen,
da ein gleichmaBig effizienter und die Vitalitat der Zellen nicht beeintrachtigender Transfer
des Vektors in die Zielzellen unabdingbar ist. Da es sich bei vielen Zielzellen um postmitotische
Zellen, wie z.B. Neuronen, Hepatozyten oder Myozyten handelt, sollte der Vektor auch in sol-
che Zellen inkorporieren, die sich nicht weiter teilen (Somia and Verma, 2000).

Fiir einen anhaltenden Therapieeffekt sollte der Vektor entweder dauerhaft episomal im Zell-
kern vorliegen oder in spezifische genomische Regionen der Zellen integrieren. Obwohl die
persistierende episomale Prasenz des Vektors diesen unabhdngig von Positionseffekten, der lo-
kalen Chromatinstruktur und damit einhergehenden Expressionsreqgulationen macht, sind eine
zuverlassige Replikation und Weitergabe an die Tochterzellen unabdingbare Voraussetzung
zum Einsatz in der Gentherapie, insbesondere unter Verwendung von sich weiterhin teilenden
Stammzellen. Daher ist insbesondere im Bereich der Gentherapie mittels Stammzellen die ge-
nomische Integration erwiinscht. Geschieht diese auBerdem zielgerichtet, so kann die Gefahr
der Insertionsmutagenese minimiert werden, da das Transgen somit an geeigneter Stelle der
Kontrolle endogener und physiologischer regulativer Elemente unterworfen wird (Glover et al.,
2005).

Zudem wird oft gefordert, dass die Expression des therapeutischen Gens lediglich in den Zellen
erfolgt, die das zu behandelnde Defizit aufweisen. Insbesondere in Zelltypen, die multifokal im
Korper vorkommen, wie z.B. im hdmatopoetischen System oder in Muskelgewebe, aber auch in
Zellen, die Teil einer heterogenen Gewebeentitdt, wie z.B. dem Gehirn sind, ist eine gewebe-
oder zelltypspezifische Genexpression wiinschenswert. Diese sollte darliber hinaus nicht immer
konstitutiv, sondern vielmehr requliert erfolgen (Somia and Verma, 2000). So unterliegen
gerade Hormone sensitiven Regelkreisen, die von wenigen Stunden (z.B. Insulin) bis zu meh-
reren Tagen (z.B. Ostrogen) reichen und auch mit zunehmendem Alter physiologisch
unterschiedliche Expressionsniveaus erfordern.

Trotz einer intensiven Forschungstétigkeit ist es jedoch bis heute nicht gelungen, einen Vektor
zu generieren, der all diese Kriterien zufriedenstellend erfullt.

Neben den Vektoreigenschaften ist der Transfer der Vektoren in die Zellen ein kritisches Ele-
ment jeder Gentherapie. Die Mdglichkeiten Vektoren in eukaryontische Zellen einzuschleusen,
sind vielgestaltig. So unterscheidet man die Virus-vermittelten Transduktionen (viraler Gen-
transfer) von den nicht-viralen Transfektionen (nicht-viraler Gentransfer), die entweder bio-
chemisch oder physikalisch erfolgen (Cooper et al., 1997; Glover et al., 2005).
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B.2.1 Viraler Gentransfer (Transduktion)

Als Transduktion bezeichnet man in der Genetik den Transfer fremder genetischer Information
in Zielzellen mit Hilfe von Viren. Wie bereits beschrieben, nutzen derzeit etwa 70 % aller kli-
nischen Gentherapiestudien diesen Mechanismus (s. Abb. B4).

Der virale Lebenszyklus ist in eine infektiose und eine replikative Phase unterteilt. Als Infektion
bezeichnet man die Einflihrung des viralen Genoms in die Wirtszelle. Diese hat die Expression
der so genannten ,Frithen Gene" zur Folge, die hauptsachlich regulatorische Proteine umfasst.
Es schlieBt sich eine spate Phase an, in der vornehmlich Strukturgene produziert und neue
Viruspartikel generiert werden. In diesen ist das virale Genom verpackt, welches im Falle gen-
therapeutischer Vektoren modifiziert ist. Hierbei werden Sequenzen, die fiir die Virusreplikati-
on notwendig sind, durch die therapeutische Expressionskassette ersetzt, um seine ungehin-
derte Vermehrung zu verhindern (Kay et al., 2001). Dieses manipulierte Virus wird in so
genannte Verpackungszellen eingefiihrt, die wiederum Gene enthalten, die eine gezielte Pro-
duktion eines moglichst hohen Virentiters erlauben. Da dieser Helfer-DNA die Verpackungs-
domaéne fehlt, kann sie nicht in die entstehenden Virenpartikel inkorporiert werden, so dass die
Rekonstitution eines replikationsfahigen Virus verhindert wird (s. Abb. B6). Demnach erfolgt
der Gentransfer in Form replikationsdefizienter, jedoch infektidser Viren, die an spezifische
Rezeptoren der Zielzelle binden (Colosimo et al., 2000). Dieser Vorgang wird als Transduktion
bezeichnet.

A A Abb. B6: Herstellung viraler Vektoren.
el W Transgen vl Anstelle viraler Replikationsgene enthilt
Vektor DNA die Vektor-DNA die therapeutische Expres-

sionskassette. Die ebenfalls vorhandene

< Verpackungsdoméane W sorgt fiir die Inkor-
poration in die Viruspartikel. Der Helfer-

e DNA, die die essentiellen Gene zur Ver-

Wildtyp Virus Helfer DNA mehrung der Viren enthalt, fehlt diese Do-
mane (W-). Somit kann sie nicht in den
gentherapeutischen Vektor verpackt wer-
den.

W: Verpackungsdomine, ¢ kod.: nicht ko-
dierende virale Sequenz
(nach Kay et al., 2001)

N

.|
lRepIikation

Virale Rephkatlons-
proteine

Vektorgenerierung

: : © Virale Struktur-
o proteine
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Derzeit gibt es fiinf Hauptklassen klinisch anwendbarer Vektoren (s. Tab. B1), die von Onko-
retroviren, Lentiviren, Adenoviren, Adeno-assoziierten Viren (AAV) und Herpes simplex-1 Viren
(HSV-1) abgeleitet werden (Thomas et al., 2003). Etwa 70 % der momentan durchgefiihrten
Gentherapiestudien werden durch diese Virenklassen vermittelt (s. Abb. B4).

Tab. B1: Eigenschaften bestimmter viraler Vektoren.

* Replikationsdefizient; t HSV-1-Amplikon; § Helferabhéngiges Virus, AAV: Adeno-assoziiertes Virus; dsDNA: dop-
pelstrangige DNA; HSV-1: Herpes simplex-1 Virus; ssDNA: einzelstrangige DNA; (nach Thomas et al.; 2003)

Genetische Immuno- Vektor-

Vektor Limitierende Faktoren | Vorteile

Kapazitat

Tropismus

Information genitat genom
Teilende Transduktion ledigl. Persistierender
Retrovirus | RNA 8 kB Zellen Niedrig Integriert | teilender Zellen; Gentransfer in
Insertionsmutagenese | teilende Zellen
Breites Insertionsmutagenese Persistierender
Lentivirus RNA 8 kB Niedrig Integriert L g Gentransfer in
Spektrum maglich .
viele Gewebe
Immunogen; .
40 kB* Insbes Tran:ien?e Transgen Hohe Kapazitdt;
HSV-1 dsDNA ) Hoch Episomal L 'g starker
150 kBt Neuronen expression in nicht- )
Tropismus
neuronale Zellen
Breit Epi I Nicht
AAV ssDNA <5kB EIRES Niedrig PIEOMAL " Geringe Kapazitit
Spektrum Integriert immunogen
8 kB Breit Capsid lost Hocheffizient
Adenovirus | dsDNA rettes Hoch Episomal apsic 1os oche IZI.EH ¢
30 kB Spektrum Immunabwehr aus Transduktion

Mittels retroviralem Gentransfer erfolgte z.B. die Therapie der schweren angeborenen Immun-
defizienz X-linked SCID-X1 (X-linked severe combined immunodeficiency X1). Sie gilt als eine
der ersten erfolgreichen Gentherapien (Cavazzana-Calvo et al., 2000; Hacein-Bey-Abina et al.,
2002). SCID-X1 bezeichnet das Fehlen der fiir die T- und B-Zellfunktion essentiellen y-Ketten.
Daraus resultiert eine absolute Immundefizienz, die auf Dauer nicht mit dem Leben vereinbar
ist. Zur Therapie wurden CD34-positive Zellen ex vivo mit einem murinen Leukdmievirus trans-
duziert, der flir intakte y-Ketten kodiert. AnschlieBend wurden den Patienten die genetisch
veranderten Zellen wieder transfundiert. Im Ergebnis entwickelten die Kinder ein funktionell
adaptives Immunsystem. Allerdings erkrankten drei von elf Kindern an T-Zell-Leukdmien, wo-
bei eines an den entsprechenden Folgen verstarb (Glover et al., 2005; Check, 2005). Mindes-
tens zwei der Leukdmien waren auf die Insertion des viralen Vektors in die Region des LIM
domain only 2 (LMO2) Onkogens zuriickzufiihren. Dieses Integrationsereignis resultierte in der
Aktivierung der LMO2-Expression und fiihrte zur Uberproliferation dieser Zellen (Kohn et al.,
2003; Hacein-Bey-Abina et al., 2003a).

Neben der Gefahr der Insertionsmutagenese stellt auch die Immunogenitat viraler Proteine ein
ernsthaftes Problem dar (Thomas et al., 2003). Ein 18 Jahre alter Patient starb im Jahr 1999 an
den Folgen eines adenoviralen Gentransfers. Der Patient litt an Ornithintranscarbamylase-
Mangel (OTC-Mangel), einer X-chromosomal dominanten Erkrankung, die in einem Defekt der
Harnstoffsynthese und einer Hyperammonamie resultiert (Wraith, 2001).
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Die Therapie des OTC-Mangels erfolgte durch Injektion adenoviraler Vektoren, die fiir die
cDNA des Enzyms kodierten, in die Arteria hepatica. 18 Stunden post injectionem entwickelte
der Patient eine massive Immunreaktion gegen die Adenoviren, die innerhalb weniger Tage
zum Tod fiihrte (Thomas et al., 2003; Raper et al., 2003). Der Fall I6ste eine intensive Diskussi-
on liber Gentherapien aus (Hollon, 2000) und beschéftigte auch das amerikanische Justiz-
ministerium, das von den teilnehmenden Instituten hohe Geldstrafen forderte und die kli-
nische Forschung der drei Studienleiter beschrinkte (Couzin and Kaiser, 2005).

Es sind dies wohl die beiden prominentesten Fille gentherapeutischer Nebenwirkungen, die die
Notwendigkeit demonstrieren, die Gefahren der Insertionsmutagenese und Immunogenitat
von viralen Vektoren weiter zu erforschen (Kay and Nakai, 2003; Nakai et al., 2003; Russell,
2003; Wu et al., 2003; Glover et al., 2005).

B.2.2 Nicht-viraler Gentransfer (Transfektion)

Im Allgemeinen wird der Transfer genetischer Information in Eukaryonten als Transfektion
bezeichnet. In Abgrenzung zur viralen Transduktion ist die Transfektion jedoch das Einbringen
von Transgenen ohne die Zuhilfenahme von Viren. Eine Infektion der Zellen, wie sie beim
viralen Gentransfer erfolgt, ist durch nicht-virale Methoden nicht mdglich. Die aktive
Aufnahme nicht-viraler DNA in die Zelle ist zudem ein Uberaus seltenes Ereignis. Aus diesem
Grund ist das Ziel des nicht-viralen Gentransfers die kurzfristige Uberwindung der Zellmem-
branbarriere, damit die DNA in das Zellinnere gelangen kann. Physikalische Methoden wie
intravaskuldre Injektion, Biolistik, direkte zellulare Mikroinjektion der DNA und Elektroporation
werden heutzutage ebenso benutzt wie biochemische Methoden. Hier sei exemplarisch die
Transfektion unter Zuhilfenahme von Polyethyleniminen, Polyethylenglykolen sowie der durch
kationische Peptide bzw. Lipide vermittelte liposomale Gentransfer genannt (Colosimo et al.,
2000; Niidome and Huang, 2002; Glover et al., 2005).

B.2.2.1 Transfektion mittels physikalischer Methoden

Die Austibung eines hohen hydrodynamischen Druckes wahrend der intravaskuldaren Applikati-
on groBer Mengen von Plasmid-DNA kann den Ubertritt der DNA-Molekiile aus dem Blutkreis-
lauf in das Gewebe zur Folge haben. Im Tiermodell kann so durch Injektion der DNA z.B. in die
Schwanzvene der Maus der Transfer der Plasmide in Muskelgewebe oder Hepatozyten erzielt
werden (Olivares et al., 2002). Allerdings kann diese Methode in der gentherapeutischen
Anwendung lediglich in vivo und nur dort erfolgen, wo ein kurzfristiger Druckanstieg herbei-
geflihrt werden kann.

Auch ballistische Methoden, bei denen DNA-beschichtete Mikropartikel mit hoher Geschwin-
digkeit in das Zellinnere ,geschossen” werden, erscheinen in vivo lediglich fiir die Therapie von
oberflachlichen dermatologischen oder ophthalmologischen Erkrankungen geeignet (Udvardi
et al., 1999; Kochling et al., 2003; Wells, 2004).
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Obwohl sehr prazise in der Applikation und effizient in der zellularen Transgenexpression, ist
die Mikroinjektion von DNA in die Zellen eine sehr zeit- und materialaufwandige Methode, bei
der die Zielzellen einzeln manipuliert werden miissen (Colosimo et al., 2000). Da eine Lokalisa-
tion der Stammzellen in situ kaum moglich ist, muss der Transfer von DNA in Stammzellen
mittels Mikroinjektion ex vivo durchgefiihrt werden.

Mit der Methode der Elektroporation erfolgt die kontrollierte Applikation elektrischer Impulse
auf die Zielzellen. Dies flihrt zu einer tempordren Permeabilisierung der Zell- und Kernmem-
bran, so dass Polynukleotide in das Zellinnere gelangen konnen (Gresch et al, 2004;
Quenneville et al., 2004). Urspriinglich lediglich in vitro durchfiihrbar, erlauben heute neuarti-
ge Elektroden eine regional begrenzte Anwendung auch in vivo (Bertoni et al., 2006). So sind
Therapien lokaler Erkrankungen mittels gezielter DNA-Elektroporation inzwischen vorstellbar.

B.2.2.2 Transfektion mittels kationischer Polymere

Neben physikalischen Methoden gelingt es auch mittels biochemischer Strategien die nicht-
virale DNA in das Zellinnere zu transferieren. Polyethylenimine (PEI) liegen entweder als line-
are oder verzweigtkettige Polymere vor (s. Abb. B7). Zum einen sind diese Molekiile positiv ge-
laden, was zu einer effizienten Kondensation der negativ geladenen DNA fiihrt, zum anderen
enthalten sie viele protonierbare Aminogruppen (Glover et al., 2005). Diese sind bei neutralem
pH-Wert nicht alle protoniert, erst bei Verringerung des pH-Wertes im endosomalen Kompar-
timent erfolgt die weitere Anlagerung von Wasserstoff-lonen. Das hat eine osmotische
Schwellung des Endosoms und dessen Ruptur zur Folge. Daraufhin erfolgt die Freisetzung der
Plasmid-DNA in das Zytosol (Sonawane et al., 2003; Kichler, 2004).
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Abb. B7: Schematische Darstellung eines PEI-Molekiils.
PEI = Poly (N-propyl-ethylenimin)

Hiervon unterschieden werden kationische Peptide, die aus einer Folge von basischen Amino-
sduren (wie etwa Polylysin) oder aus Chromatinkomponenten (wie Histonen oder Protamin)
bestehen. Die gemeinsame Eigenschaft der kationischen Peptide ist ihre Fahigkeit, DNA in ei-
ner strukturierten Form, zumeist als sphirischer Komplex, zu binden (Glover et al., 2005). Die
zelluldre Aufnahme der kationischen Peptid-DNA-Komplexe erfolgt endozytotisch durch ihre
Interaktion mit membranstandigen sulfatierten Proteoglykanen (Mislick and Baldeschwieler,
1996).
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Liposomale Transfektion

Die Eigenschaften von Zellmembranen macht sich der Gentransfer mittels kationischer Lipide
zunutze. Diese so genannte liposomale Transfektion exogener genetischer Information in eu-
karyontische Zellen wurde 1987 zum ersten Mal beschrieben (Felgner et al., 1987). Das hierbei
verwendete Reagens N-[1-(2,3-Dioleyloxy)-Propyl]-N,N,N-Trimethylammoniumchlorid, kurz

DOTMA genannt, besitzt drei wesentliche Merkmale. Es besteht aus zwei lipophilen Fettsaure-
ketten, die Uber einen Propylrest mit einer positiv geladenen und hydrophilen Ammonium-
gruppe verbunden sind (s. Abb. B8a). Damit handelt es sich um ein kationisches Molekiil, das
aufgrund seiner lipo- und hydrophilen Eigenschaften als amphipathisch bezeichnet wird.

Felgner legte damit den Grundstein fiir die Entwicklung weiterer kationischer liposomaler
Transfektionsreagenzien, die sich in wassrigem Milieu spontan aneinanderlagern, da die hydro-
phoben Anteile bestrebt sind, sich von der Losung weg zu orientieren. Dabei bilden sich Lipid-
Doppelschichten dhnlich der bilayer-Struktur von Zellmembranen. Diese kdnnen sich Micellen-
ahnlich zu dreidimensionalen Kugeln formen (s. Abb. B8b, ¢). Inkubiert man liposomale Trans-
fektionsreagenzien zusammen mit DNA-Molekiilen, die aufgrund ihrer Phosphatreste Poly-
anionen darstellen und deswegen hydrophile Eigenschaften haben, komplexiert das Reagens
zusammen mit der DNA (s. Abb. B8d, €).

a VAN AAAN Abb. B8: Kationische Lipide. Darstellung liposomaler Transfek-

tionsreagenzien in verschiedenen Dimensionen.
WF" Das Reagens DOTMA ist hier beispielhaft fiir die in dieser Arbeit ver-
H Y (CHy), wendeten Reagenzien mit seiner Strukturformel (a), seiner 2D-
Struktur (b) sowie 3D-Struktur (c) abgebildet. Polyanionische DNA-
Molekiile in Form von linearer oder zirkuldrer DNA (d) komplexieren

b
R zusammen mit dem amphipathischen Transfektionsreagens und
m&m@g bilden eine Micellen-dhnliche Struktur (e).
d

Quelle: eigene.
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Der entscheidende Schritt ist nun die Aufnahme dieses als Lipoplex bezeichneten Liposomen-
DNA-Komplexes in die Zellen (s. Abb. B9). Zum einen wird angenommen, dass durch die Ahn-
lichkeit des Lipoplexes mit dem Aufbau der Zellmembran dieser mit der zelluldren Lipidmem-
bran fusioniert, woraufhin die DNA in das Zellinnere gelangen kann (Felgner et al., 1987
Gershon et al., 1993). Zum anderen steht auch die endozytotische Aufnahme der Lipoplexe zur
Diskussion (Zabner et al., 1995).

Abb. B9: Liposomale Transfektion.

Fusion des Lipid-DNA-Komplexes mit der Zellmembran bzw. Endo-
zytose (a) und anschlieBende Inkorporation der DNA in die Ziel-
zelle (b). Erst nach Transport der DNA in den Nukleus (c) kann die
@ Transkription der auf der Fremd-DNA kodierten Gene beginnen.

Cytoplasma Quelle: eigene.
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Die Tatsache, dass die von den Zellen inkorporierte DNA zur Transkription der auf ihr kodierten
Gene in den Zellkern gelangen muss, stellt einen limitierenden Faktor in der Effizienz der lipo-
somalen nicht-viralen Transfektion dar (Luo and Saltzman, 2000; Wurtele et al., 2003). So ist
die geringe Effizienz oftmals ein Hauptargument gegen den Einsatz nicht-viraler Methoden.

Insgesamt gesehen halten sich die Vor- und Nachteile des viralen gegentiber dem nicht-viralen
Gentransfer die Waage. Nicht-virale Vektoren sind einfach in der Herstellung und kosten-
glinstig in der Anwendung, sie haben eine groBe Kapazitdt und sind immunologisch vertrag-
lich. Virale Vektoren hingegen weisen eine hohe Transduktionseffizienz auf und koénnen in
einer lang anhaltenden Expression des Transgens resultieren. Zusammenfassend sind es jedoch
die Nachteile, die den Einsatz der beiden Systeme in der Anwendung im klinischen Einsatz
limitieren. Viren sind, wie bereits beschrieben, immunologisch bedenklich und durch die Ge-
fahr der Insertionsmutagenese durchaus gefdhrlich. Nicht-virale Methoden zeigten sich in
Gentherapiestudien hiufig als zu wenig effizient, sowohl im Hinblick auf die Transfektions-
effizienz in vivo als auch beziglich ihrer lediglich kurz anhaltenden Expression. Eine wesent-
liche Eigenschaft erfiillen beide Vektorsysteme nicht. Ihnen fehlt die Fahigkeit zur nicht-muta-
genen zielgerichteten Integration in das humane Genom, die ihrerseits die Voraussetzung fiir
eine physiologisch regulierte und persistierende Transgenexpression darstellt.
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B.2.3 Sequenzspezifisch gerichteter genomischer Gentransfer

Das Hauptziel der meisten Gentherapien besteht in der physiologisch vertraglichen und anhal-
tenden Uberexpression eines therapeutischen Gens in einer Zellart oder einem Zellverband,
auch Uber die Zellteilung hinweg. Der Transfer dieser zusatzlichen genetischen Information
sollte effizient und nebenwirkungsarm erfolgen. Diese Anforderungen werden bis dato weder
von viralen noch von nicht-viralen Vektoren erfiillt. Dennoch sind Viren heutzutage das bevor-
zugte System, um den Gentransfer in klinischen Studien zu gewahrleisten. Hierbei konnte eine
effiziente und insbesondere persisitierende Transgenexpression lediglich mittels retroviraler
Vektoren, wie z.B. dem murinen Leukdmievirus (MLV), erreicht werden (Hacein-Bey-Abina et
al., 2002; Roesler et al., 2002). Diese integrieren ihre DNA in das Wirtsgenom, so dass das
Transgen der reqgularen DNA-Replikation unterliegt und an die Tochterzellen weitergegeben
wird.

Es wurde lange Zeit angenommen, dass die Integration ungerichtet und randomisiert in das
Genom erfolgt. Da nur ein Bruchteil des Genoms aus kodierenden Sequenzen besteht, galt es
so als unwahrscheinlich, dass die Integration der DNA in ein Wirtsgen erfolgt und damit die
Expression eines Tumorsuppressors beeintrachtigt oder ein Onkogen aktiviert.

Allerdings zeigen neuere Studien, dass sowohl MLV als auch Lentiviren vornehmlich in trans-
kriptionell aktive Regionen des Genoms integrieren. Dabei inseriert MLV bevorzugt innerhalb
oder nahe von Promotoren (wie z.B. LMO-2), Lentiviren hingegen in transkriptionelle Einheiten
wie dem BRCA1-Tumorsuppressorgen (Schroder et al., 2002; Woods et al., 2003; De Palma et
al., 2005; Bester et al., 2006).

Diese so genannte Insertionsmutagenese kann verhindert werden, indem das Transgen ziel-
gerichtet in ,sichere” genomische Regionen integriert wird - in Sequenzen also, die nicht mit
der Tumorsuppression und damit einhergehend mit dem Zellzyklus in Verbindung stehen. Die
einzigen bis dato bekannten Viren, die in der Lage sind, zielgerichtet in solche Sequenzen des
Genoms humaner Zellen zu integrieren, sind Adeno-assoziierte Viren (AAV). Mit einer Frequenz
von mehr als 70 % adressieren die nicht-pathogenen AAV mittels der so genannten Rep-
Proteine eine spezifische Region auf Chromosom 19 (Huser et al., 2002). Obwohl sich diese Se-
quenz nahe des Gens TNNT1 befindet, welches fiir Troponin | kodiert und damit fiir die Mus-
kelfunktion relevant ist, ist kein pathologischer Phdnotyp mit einer Integration an dieser Stelle
assoziiert (Dutheil et al., 2000). AAV wurden bereits in klinischen Gentherapiestudien einge-
setzt (Manno et al., 2003). Da der Wildtyp der AAV jedoch lediglich Transgene mit einer Gr6Be
bis zu 5 kB verpacken kann (Dong et al., 1996) und aufgrund der Tatsache, dass manche Pati-
enten neutralisierende Antikorper gegen AAV (Moskalenko et al., 2000) bilden, ist langfristig
die erfolgreiche Verwendung dieses Gentherapievektors fraglich.

Doch auch nicht-virale Methoden des Gentransfers konnen so gesteuert werden, dass die Inte-
gration der DNA ohne schadliche Folgen in spezifische Orte des Genoms erfolgt (Glover et al.,
2005). So kann man sich Mechanismen prokaryontischer Viren oder primitiver Eukaryonten zu
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Nutze machen. Zum einen enthalten viele Hefen einen so genannten ,2-micron circle”, dessen
Uberleben durch eine Rekombinase garantiert wird. Hier bindet die Rekombinase an zwei iden-
tische (bzw. invertierte) Erkennungsstellen und fiihrt zu deren Rekombination (Som et al,
1988). Zum anderen existieren Bakteriophagen, die ihre DNA in spezifische Regionen des Bak-
teriengenoms integrieren. Diese Integration wird von einer sequenzspezifischen Rekombinase
(SSR) vermittelt (s. Tab. B2).

Tab. B2: SSR mit moglicher Anwendung in der Gentherapie.

Die ®C31 Integrase ist die derzeit am besten untersuchte SSR beziiglich vorhandener Pseudosequenzen, ihrer
Spezifitit und Effizienz. Die Rekombinasen Cre und Flp, sowie die Integrasen A (A Int), HK 022 und HP1 vermitteln
entweder ebenso die Exzision und gelten als wenig effizient oder bendtigen zusatzliche Kofaktoren. Lediglich die
Integrasen R4 und TP901-1 dhneln in ihren Eigenschaften der ®C31 Integrase (nach Glover et al, 2005 und
Chalberg et al., 2005).

Die Zeichen (+) fiir ,gering” bis (+++) fiir ,hoch" spiegeln das MaB der Effizienz wieder, mit der die SSR in der
Lage ist, in das Genom von Sdugerzellen zu integrieren. n.bek: nicht bekannt

P_seu(.ilosequenzen Spe2|f|tat_ der Iiffmenz in Reversibilitit Kofaktoren
in Sdugerzellen Integration Sdugerzellen

Cre Ja 0,12 % + Nein
Flp n.bek. n.bek. + Nein
A Int n.bek. n.bek. + Nein Ja
HK 022 n.bek. n.bek. + Ja Ja
HP1 n.bek. n.bek. n.bek. Nein Ja
R4 Ja n.bek. ++ Nein Nein
TP901-1 n.bek. n.bek. ++ Nein Nein
dC31 mind. 40 humane, | 7,5% in 19q13.31, | +++ Nein Nein
2 murine 24 - 56 % murin

Hierbei flihrt das Enzym die Sequenzen in einer so genannten Synapse zusammen, katalysiert
den Doppelstrangbruch und die Religation der so entstandenen vier freien Enden mit einem
anderen Partner (Voziyanov et al., 1999). Diese Reaktion kann in einer Integration, einer Inver-
sion oder Exzision resultieren (s. Abb. B10). Dies ist abhingig von der Position und Orientie-
rung der Rekombinationsstellen, deren Interaktion mit der Rekombinase und dem Vorhanden-
sein oder Fehlen von weiteren Hilfsfaktoren und Sequenzen (Thorpe and Smith, 1998).

Phagen-DNA

Rekembinase

‘ Wirtsgenom
il
|

Abb. B10: Rekombination durch eine SSR.

Eine Rekombination zweier DNA-Sequenzen mittels einer Sequenzspezifischen Rekombinase (SSR) kann in einer
Integration (a) oder einer Exzision (b) resultieren. Ebenso ist eine Inversion (c) bereits integrierter DNA mdglich
(nach Smith et al., 2004).
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SSR aus prokaryonten Organismen werden in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt, in die Fa-
milien der A Integrasen und der Resolvasen/Invertasen (Stark et al., 1992). Die durch A Integra-
sen (wie z.B. A Integrase, P1 Cre-/oxP) katalysierte Reaktion beinhaltet die temporare Anlage-
rung des Enzyms an spezifische DNA-Sequenzen mittels einer Phosphotyrosin-Bindung, die als
holliday junction bezeichnet wird (Sauer and Henderson, 1988; Gopaul et al., 1998). Die
A Integrase erkennt hierbei unterschiedliche Sequenzen, zum einen die 25 bp lange chromo-
somale Rekombinationsstelle im bakteriellen Genom (attachment site in the bacterium, attB)
und die 240 bp umfassende Sequenz des Phagen (attachment site in the phage, attP) (Thorpe
and Smith, 1998). Es resultiert die Bildung von zwei Hybridsequenzen, die zum einen Teil aus
bakterieller, zum anderen Teil aus Phagen-DNA bestehen und als linke bzw. rechte Rekombina-
tionssequenz bezeichnet werden (left and right attachment site, attl | attR). Dabei haben alle
Zielsequenzen eine 15 bp groBe Kernregion mit identischer Basenabfolge. Zur Integration wird
ein zusatzlicher Faktor, der so genannte Integrationsfaktor des Wirts (integration host factor)
bendtigt, andere Kofaktoren wiederum zur Exzision (Thorpe et al., 2000).

B.2.3.1 ®C31 Integrase

Im Gegensatz zu der durch die A Integrasen vermittelten Rekombination, steht die durch die
Familie der Resolvasen/Invertasen katalysierte Reaktion. Sie erfolgt durch Bildung einer
Phosphoserinbindung des Enzyms mit den entsprechenden DNA-Sequenzen. Diese fiihrt zu
einem konzertierten Bruch der beiden Doppelstringe sowie deren Wiedervereinigung mit den
gegensatzlichen Partnern (Stark et al., 1992). Die Rekombinationsstellen weisen in der Regel
eine Kernregion von 2 bis 5 bp auf, zeigen jedoch dariiber hinaus keinerlei direkte Sequenzho-
mologie. Fiir die vorliegende Arbeit relevant ist eine Subpopulation der Resolvasen/Invertasen,
die so genannten groBen Serin-Rekombinasen. Mit 50 - 80 kDa besitzen sie eine mehr als dop-
pelt so groBe molekulare Masse wie die typischen Enzyme der Resolvase/Invertase-Familie.
Dariiber hinaus befindet sich ihre katalytische Doméne in der N-terminalen Region. Sie sind an
der Sporenbildung, der Ausbildung von Heterozysten, der Exzision von Transposons und der
Integration bzw. Exzision von Bakteriophagengenomen beteiligt (Thorpe and Smith, 1998).
Einer dieser Bakteriophagen ist der Phage ®C31, der den Wirt Streptomyces coelicolor infi-
ziert. Die Fahigkeit des Phagen in das bakterielle Genom zu inserieren, wird durch dessen Inte-
grase katalysiert. Sie erkennt eine ca. 34 bp groBe Nukleotidsequenz des bakteriellen Genoms
(attB), fiihrt diese mit der attP-Region (39 bp) der Phagen-DNA zusammen und bildet eine
temporare Protein-DNA-Bindung aus (Combes et al., 2002; Smith et al., 2004). Diese vollzieht
exakt inmitten der Kernregion von 2 bp den Strangbruch und die Integration der Phagen-DNA
in das Bakteriengenom (Smith et al., 2004). Die ®C31 Integrase zeichnet sich durch Sequenz-
selektivitdt aus, die sich insbesondere in der unidirektionalen Reaktion der attP- mit der attB-
Sequenz duBert und so lediglich zu einer Integration der Phagen-DNA fiihrt, nicht jedoch zu
deren Exzision. Sie bendtigt keine zusdtzlichen Faktoren, um die Reaktion zu vermitteln
(Thorpe and Smith, 1998). Daher ist sie auch in anderen Bakterien, wie E. coli sowie auch in
Saugerzellen ohne Zugabe weiterer Kofaktoren funktionell aktiv. Sie katalysiert auch dort die
Rekombination zweier geeigneter Sequenzen (s. Abb. B11) (Groth et al., 2000).
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Abb. B11:  Sequenzspezifische Rekombination durch die

y A
®C31 Integrase.
Phagen-DNA (ringformig dargestellt) mit attP-Region (griin)

und bakterielles Genom mit attB-Sequenz (rot) (a). Die SSR
PODODODOODOBODD@Dax  (schwarz) erkennt die beiden Rekombinationsstellen und fiihrt
sie zusammen (b). Nach Bildung einer kovalenten Protein-
DNA-Bindung erfolgt der Doppelstrangbruch (c). Die SSR ver-
mittelt die Rekombination, in diesem Fall die Integration der
Phagen-DNA (d). Durch Integration entstehen die beiden
Hybrid-Sequenzen attL (rot-griin) und attR (griin-rot) (e).

Quelle: eigene.
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Da hier das Enzym jedoch aus seiner natiirlichen Umgebung in andere Prokaryonten oder
Zellen hoherer Eukaryonten transferiert wird, ist davon auszugehen, dass keine genomische
Rekombinationssequenz im entsprechenden Wirtsgenom vorliegt, die der attP- oder attB-
Sequenz exakt gleicht. Eine zielgerichtete Integration kdnnte also nur dann erfolgen, wenn in
einem ersten Schritt eine der Rekombinationsregionen im Wirtsgenom platziert wird, so dass
in einem zweiten Schritt die Integrase vermittelte sequenzspezifische Rekombination stattfin-
den kann (Glover et al., 2005). Die primiare Integration konnte jedoch wiederum nur unge-
richtet geschehen. Dieses Vorgehen im Rahmen von Gentherapien ist allerdings unpraktikabel.
Demnach wird gefordert, dass eine Rekombinase in der Lage sein muss, endogene Rekombina-
tionssequenzen zu erkennen, um so therapeutische Gene an einer definierten Stelle in das hu-
mane Genom zu integrieren.

Prima vista erscheint das natiirliche Vorliegen solcher Sequenzen im humanen Genom un-
wahrscheinlich. Rein entwicklungsgeschichtlich gesehen haben sich SSR entwickelt, um die
Rekombination in das Genom von Prokaryonten zu katalysieren, nicht aber in Zellen héherer
Eukaryonten. Das humane Genom enthilt jedoch Sequenzabschnitte, die eine partielle ldenti-
tat mit der Rekombinationssequenz des Phagen ®C31 und auch anderer prokaryonter Viren
aufweisen (Thyagarajan et al., 2000). Je nach Gr6Be der Erkennungssequenz kommen diese mit
einer bestimmten statistischen Haufigkeit im humanen Genom vor. Es wird zudem diskutiert,
dass diese Regionen dhnlich wie Transposons und Retrotransposons im Laufe der Evolution in-
tegriert wurden, ohne dass ihnen - zumindest bis dato - eine eindeutige Funktion zuge-
schrieben werden kann (Kazazian, Jr., 2004). So handelt es sich also bei vielen solcher Rekom-
binationsstellen des Genoms um definierte, jedoch degenerierte Sequenzen. Dies bedeutet,
dass sie dem Teil des Genoms zugerechnet werden, der nicht fiir Proteine kodiert, und somit
als ,sicher" bezeichnet werden kénnen (Glover et al., 2005).
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Die ®C31 Integrase vermittelt die Rekombination humaner Pseudosequenzen, so genannter
Pseudo-attP-Sequenzen mit der 320 bp umfassenden Rekombinationsstelle des Bakteriums
S. coelicolor, kurz attB (Thyagarajan et al., 2001). Etwa 40 dieser Pseudo-attP-Sequenzen im
humanen Genom sind derzeit untersucht (Chalberg et al., 2006). Zudem sind auch zwei Pseu-
dosequenzen des murinen Genoms beschrieben, in welche die ®C31 Integrase mit einer Fre-
quenz von 24 - 56 % inseriert (Thyagarajan et al., 2001; Olivares et al., 2002). Das System der
®C31 Integrase eignet sich daher insbesondere, um permanente genetische Modifikationen in
das Genom hoherer Eukaryonten einzufiihren (Ortiz-Urda et al., 2002).

Der potentielle Nutzen der ®C31 Integrase wurde bereits in mehreren Studien untersucht. So
konnte gezeigt werden, dass das Enzym in der Lage ist, ein Plasmid, das neben einer Rekombi-
nationsstelle die Sequenz des humanen Gerinnungsfaktor IX (Christmas-Faktor) enthielt, effi-
zient in eine der murinen Pseudosequenzen zu integrieren. Das stabile Integrationsereignis
flhrte auch nach 8 Monaten und partieller Leberresektion zu anhaltenden Plasmaspiegeln von
Faktor IX (Olivares et al., 2002). Dieses Ergebnis ist viel versprechend, da angenommen wird,
dass diese Spiegel ausreichen wiirden, um eine Hamophilie B (X-Chromosomal-rezessiv vererb-
ter Mangel an Faktor IX) zu therapieren (Glover et al., 2005).

Dariiber hinaus demonstrieren andere Studien die Integration auch sehr groBer humaner
Gene, wie dem humanen Kollagen VII (KOL7A1) mit 32 kB oder des Dystrophin-Gens mit 11 kB.
Dies ist insofern von grundlegender Bedeutung, da die Kapazitdt von Viren oftmals nicht aus-
reicht, diese groBen Gene zu verpacken.

So resultiert ein Defekt des KOL7A1 in einer dystrophischen Lyse des epidermalen Zellverban-
des, der so genannten Epidermolysis bullosa (Epstein, Jr., 1992). Humane Keratinozyten von
Patienten mit absolutem KOL7A1-Mangel wurden ex vivo mit dem KOL7A1-Gen transfiziert
und anschlieBend immundefizienten Mausen als Xenograft implantiert. Der Gentransfer fiihrte
in 16 von 25 Fillen (64 %) zur Integration des Transgens in die charakterisierte Pseudose-
quenz A auf Chromosom 8. Zudem erfolgte die korrekte und funktionale Expression des
KOL7AT1, die Ausbildung von Ankerfibrillen in der epidermalen Basalmembran und es zeigte
sich eine histologisch vom Gesunden nicht unterscheidbare Gewebsstruktur (Ortiz-Urda et al.,
2002). In dhnlicher Weise erfolgte die Untersuchung des Dystrophin-Gens. Dessen von der
®C31 Integrase katalysierte Integration fiihrte zur stabilen Expression in humanen und
murinen Myoblasten und stellt damit einen madglichen Therapieansatz fiir die
Muskeldystrophie vom Typ Duchenne dar (Quenneville et al., 2004; Bertoni et al., 2006).

Obwohl gerade die zielgerichtete Integration von Transgenen in das Genom humaner adulter
Stammzellen wesentlich fiir zukiinftige Gentherapien erscheint, fehlen dazu bislang die ent-
sprechenden molekularen Analysen. Die Untersuchung der Funktionalitdt der ®C31 Integrase
in humanen mesenchymalen Stammzellen war daher ein wesentlicher Gegenstand der
vorliegenden Arbeit.
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B.3 Fluoreszierende Proteine zur Zellfunktionsanalyse

Das Wissen liber die Funktion biologischer Systeme beruht hauptsachlich auf Untersuchungs-
methoden, die zellulare und molekulare Prozesse qualitativ oder quantitativ visualisieren. Die
hierzu oftmals verwendeten Chromophore absorbieren Licht einer bestimmten Wellenldnge
und verleihen dem zu untersuchenden Stoff eine bestimmte Farbe, wie z.B. nach Enzymreak-
tion im enzyme linked immunosorbent assay, dem ELISA (Engvall and Perlman, 1971). Fluoro-
phore hingegen sind funktionelle Gruppen von Molekiilen, die erst nach Anregung durch Licht
einer bestimmten Wellenldnge (Exzitation) Licht einer anderen, definierten Wellenldnge aus-
senden (Emission) (Tavare et al., 2001).

Zur Analyse bestimmter zellbiologischer Vorgdnge ist neben einer eindeutigen und deutlichen
Emission eine hohe ortliche Auflosung nétig, die auch den Erhalt der Zellmorphologie voraus-
setzt (Zhang et al., 2002). Ein Beispiel hierfiir ist die Anwendung von Fluoreszenz-markierten
Antikorpern gegen ein bestimmtes Protein. Hierbei werden organische Farbstoffe mit einer
GroBe von weniger als 1 kDa an einen Antikorper gebunden. Diese so genannte Immunfluores-
zenz erlaubt auch die Lokalisation auf subzellularer Kompartimentebene. Allerdings miissen
die Zellen hierzu fixiert und permeabilisiert werden (Giepmans et al., 2006). Die zeitliche Di-
mension eines Vorgangs in lebenden Zellen oder gar eines lebenden Organismus kann also
mittels Immunfluoreszenz nicht untersucht werden (Chudakov et al., 2005). Erst durch die
Entdeckung und Weiterentwicklung von fluoreszierenden Proteinen kdnnen zellbiologische
Prozesse nicht nur in hoher ortlicher, sondern auch in zeitlicher Auflésung analysiert werden
(Tsien, 1998).

Die Entdeckung des green fluorescent protein (GFP) aus der Quallenart Aequorea victoria und
die Klonierung der kodierenden DNA setzten die Grundsteine fiir die Anwendung fluoreszie-
render Proteine in der Molekular- und Zellbiologie (Prasher et al., 1992; Shimomura et al.,
1962). Hierfiir erhielt 0. Shimomura im Jahr 2008 zusammen mit M. Chalfie und R. Tsien den
Nobelpreis fiir Chemie (Service, 2008).

GFP ist ein aus 238 Aminosduren bestehendes Monomer mit einem Molekulargewicht von
26,9 kDa (Prasher et al., 1992). EIf B-Faltblitter bilden eine zylinderférmige Struktur, die in
seiner Langsachse von einer a-Helix durchwunden ist (s. Abb. B12) (Yang et al., 1996a). Auf
letzterer befindet sich der eigentliche Fluorophor des GFP, die Tripeptidsequenz Serin-Tyrosin-
Glycin. In drei Reaktionsschritten erhalt der Fluorophor seine sichtbare Fluoreszenz (Heim et
al., 1994). Wihrend des letzten Schrittes entsteht Wasserstoffperoxid, das durch Bildung von
Sauerstoffradikalen eine potentiell toxische Wirkung auf die Zellen hat.

Abb. B12: Tertidrstruktur des green fluorescent protein (GFP).

GFP besteht aus elf B-Blattern (griin dargestellt) und einer zentralen a-Helix

(orange dargestellt), die die fiir die Fluoreszenz verantwortliche Tripeptidsequenz
beinhaltet (nach Yang et al., 1996).
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In vivo erfolgt die Anregung des griin fluoreszierenden Proteins durch den Quallen-eigenen
Fluorophor Aequorin, einem Protein, das durch Interaktion mit Calciumionen blaues Licht aus-
strahlt. Da GFP keine anderen Kofaktoren als Sauerstoff bendtigt, geniigt in vitro die Exzita-
tion mit blauem Licht der Wellenldnge von 488 nm, um eine Emission von griinem Licht der
Wellenlange 509 nm zu erreichen (Kain et al., 1995). So konnte gezeigt werden, dass die Ex-
pression von GFP in pro- und eukaryonten Organismen ohne Addition von Kofaktoren maéglich
ist (Chalfie et al., 1994).

Das Wildtyp-GFP hat in heterotropen biologischen Systemen jedoch mehrere unerwiinschte
Eigenschaften. Eine Rolle spielen z.B. eine schwache Proteinexpression, eine deutliche Zeit-
differenz zwischen dieser und der Lichtemission, eine relativ geringe Auspragung der Fluores-
zenz sowie die Bildung von nicht-fluoreszierenden Oligomeren (Yang et al., 1996b). Durch Mu-
tagenese gelang es, die Intensitdt der Fluoreszenz um mehr als das 20-fache zu steigern. Unter
anderem wurden hierzu die fir GFP kodierenden DNA-Tripletts so verdndert, dass sie den pra-
ferentiellen Codons der jeweiligen Spezies entsprachen (Chiu et al., 1996; Haas et al., 1996).

GFP ist jedoch lediglich ein Beispiel fiir eine groBe Anzahl von fluoreszierenden Proteinen, die
zumeist von marinen Coelenteraten stammen und die durch Mutagenese qualitativ weiterent-
wickelt wurden (Giepmans et al., 2006). Sie unterscheiden sich hauptséchlich in Exzitations-
und Emissionsmaxima, aber auch in Intensitat, Halbwertszeit und Toxizitat, so dass das Ziel der
Untersuchung die Art des fluoreszierenden Proteins bestimmen sollte (Shaner et al., 2005;
Thomas, 2007).

Die Anwendung fluoreszierender Proteine ist vielgestaltig. Sie erlauben die nicht-invasive Ana-
lyse biologischer Systeme von der Proteinexpression liber seine Lokalisation, Wanderung, Pro-
tein-Protein-Interaktion sowie Aktivitat in Zellen, Geweben oder Organismen (Chudakov et al.,
2005). So kann die Aktivitdt von Promotoren ebenso untersucht werden, wie das Verhalten
von Stammzellen im embryonalen und adulten Gewebe (Jiang et al., 2002; Hubner et al.,
2003). Die Verwendung von GFP als Transgen in der vorliegenden Arbeit beruht auf diesen
Eigenschaften und ist insbesondere vor dem Hintergrund der repetitiven mikroskopischen
Analyse des Differenzierungsverhaltens der hMSC unter diversen Versuchsbedingungen wie
etwa der liposomalen Transfektion anderen Markerproteinen tberlegen.
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C FRAGESTELLUNGEN UND ZIELE DER ARBEIT

Im Rahmen des vorliegenden Promotionsvorhabens sollte der nicht-virale Gentransfer in hu-
mane mesenchymale Stammzellen mittels liposomaler Transfektion von Reportergenen eta-
bliert und optimiert werden. Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob die zielgerichtete
Integration der transferierten DNA in bestimmte Regionen des humanen Genoms mdglich ist.

Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

1) Ist eine effiziente nicht-virale Transfektion von hMSC mittels liposomaler Transfektions-
reagenzien moglich? Welche Bedingungen erlauben eine reproduzierbar hohe transiente
Transfektionsrate?

2) Kann mittels liposomaler Transfektion eine stabile Integration der DNA in das Genom der
hMSC erreicht werden?

3) Gelingt die stabile Transfektion von hMSC unter Erhalt des Stammzellcharakters? Hat die
Integration der Fremd-DNA Einfluss auf das Proliferations- und/oder Differenzierungs-
verhalten der Zellen?

4) Ist die zielgerichtete Integration der transfizierten DNA in eine bestimmte Region des
Genoms der hMSC mdglich? Ist eine Kartierung des Integrationsortes durchfiihrbar?

Die Beantwortung dieser Fragen sollte durch die folgenden wesentlichen Zielsetzungen
erreicht werden:

1) Transiente Transfektion mittels liposomaler Transfektionsreagenzien

Zur Etablierung der liposomalen Transfektion nicht-viraler Vektoren in hMSC sollten drei ver-
schiedene liposomale Transfektionsreagenzien verglichen werden. Basierend auf dem jeweili-
gen Transfektionsprotokoll sollte eine Optimierung verschiedener Parameter, wie z.B. Zell-
dichte, DNA- und Reagensmenge erfolgen, so dass eine moglichst effiziente Transgenexpres-
sion resultiert. Als Transgen sollten die GFP-Varianten EGFP und hrGFP komparativ analysiert
werden, um eine Visualisierung der Transfektion mittels Mikroskopie an den vitalen Zellen tiber
einen Zeitraum von mehreren Tagen vornehmen zu kénnen.

2) Stabile Transfektion von humanen mesenchymalen Stammzellen

Basierend auf dem optimierten Transfektionsprotokoll flir eine effiziente transiente Transgen-
expression sollten stabil GFP-exprimierende hMSC generiert werden. Hierzu sollte ein Vektor-
system kloniert werden, das die Expression des Reprotergens in Abhingigkeit von der Expres-
sion der Antibiotikums-Resistenz mit Hilfe des IRES-Systems erlaubt. AnschlieBend sollten die
Selektionsbedingungen unter Kultivierung mit Antibiotika-haltigen Medien optimiert werden.
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3) Kultur und Differenzierung stabil transfizierter hMSC

Um den Erhalt des Stammzellcharakters von stabil GFP-exprimierenden hMSC zeigen zu
konnen, sollte deren Differenzierung innerhalb des mesodermalen Keimblattes in die osteo-,
adipo- und chondrogene Richtung erfolgen. Zur Verifizierung sollte neben einer mikrosko-
pischen Analyse der Zellmorphologie die differentielle Expression von Markergenen der jewei-
ligen Differenzierungslinie nachgewiesen werden. Zur Analyse der Langzeitexpression von GFP
sollte zudem eine immunhistochemische Verifizierung der GFP-Expression erfolgen.

4) Zielgerichtete Integration von Transgenen in hMSC

Da die ungerichtete Integration von Vektoren in die chromosomale DNA der Zielzellen einen
mutagenen Effekt haben kann, wie dieser auch bei bestimmten viralen Transduktionen bereits
beschrieben wurde, sollte das ®C31 Integrase-System, das eine gezielte Integration in das
Genom von humanen Zellen erlaubt, auch in hMSC etabliert werden. Darliber hinaus sollte
eine Verifizierung der durch die Integrase vermittelten ortsgerichteten genomischen Inte-
gration des Vektors auf Chromosom 8p erfolgen.
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D MATERIAL UND METHODEN
D.1 Gerite und Materialien

D.1.1 Gerite

Abzugtisch

Airflow

Biophotometer

CO,-Zellkulturbrutschrank, Typ 1G150

Digital pH-Meter

Digital Still Kamera, MPEG Movie EX
Eismaschine

Elektrische Prazisionswaage
Flachbett-Gelelektrophorese-Apparatur, Modell B,
Gefrierschrank (-20 °C)

Gefrierschrank (-80 °C)
Geldokumentationssystem, Image Master VDS
Heizblock, HLC, BT 130-2

Inverses Fluoreszenzmikroskop 1X50
Kuhlschrank (4 °C)

Kiihlzentrifuge, Typ BR4i

LightCycler

Magnetriihrer

Megafuge

Mikrowellengerat (900 Watt)
Neubauer-Zahlkammer

PCR-Multicycler PT-200

Pipetus-akku

Routinemikroskop, Axiovert Typ S100
Schittler, Rotamax 120
Sicherheitswerkbank, HeraSafe
Spannungsquelle, Consort E132
Sterilwerkbank

Thermozykler, PCR-Sprint

Tischzentrifuge Typ CT 4.22

Tischzentrifuge, Eppendorf Centrifuge 5415 D
Vakuum-Zentrifugal-Verdampfer Typ RC 10.9
Varioklav Dampfsterilisator

Varipipetten, Gilson, Pipetman

Vortex-Genie

Wasserbad mit Schiittelvorrichtung
Wasserbad

Medite, Burgdorf
Kéttermann, Utze-Hanigsen
Eppendorf, Hamburg

Jouan, Unterhaching
Bachhofer, Reutlingen
Sony, Kéln

Tritec, Hannover
Kern&Sohn, Frommern
Peglab, Erlangen

Liebherr, Ochsenhausen
GFL, Burgwedel

Pharmacia Biotech, USA
Medax Nagel GmbH, Kiel
Olympus, Mikro-Optik, Miinchen
Liebherr, Ochsenhausen
Jouan, Unterhaching

Roche, Mannheim
Uni-Equip, Martinsried
Heraeus Instruments, Hanau
Siemens, Flirth

Plazotta, Miinchen

Biozym, Oldendorf
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Zeiss, Jena

Heidolph, Schwabach
Heraeus Instruments, Mannheim
Peqlab, Erlangen

Biohit Antares, USA

Hybaid, Ashford, England
Jouan, Unterhaching
Eppendorf, Hamburg

Jouan, Unterhaching

H&P, OberschleiBheim
Abimed, Langenfeld
Scientific Industries, USA
Memmert, Schwabach

GFL, Burgwedel
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D.1.2 Materialien und Substanzen

Flir molekularbiologische Ansiatze wurde ,Aqua ad injectabilia” der Firma Braun, Melsungen
verwendet. Wassrige Losungen wurden mit Aqua dest. sowie Reinstwasser aus dem Reinst-
wassersystem der Wasseraufbereitung GmbH, Barsbiittel hergestellt.

Chemikalien

Ampicillin, Natriumsalz

Bacto-Agar

Bacto-Hefe-Extrakt

Bacto-Trypton

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
DNA-Auftragspuffer, 6 x
DNA-Auftragspuffer, 10 x
DNA-Ldngenstandard, 100 bp Leiter
DNA-Ldngenstandard, 250 bp Leiter
DNA-Langenstandard, Nr. VII
DNA-Langenstandard, Nr. VIII
Ethanol abs.

Ethidiumbromid
Fluoresceindiacetat

Glycerin “ultrapure”

Kanamycin

Methanol, 100 %

Natriumchlorid

Natronlauge, 10 M

Propidiumiodid

Reverse Transkriptase Puffer
Salzsaure, 2 M

SeaKem LE Agarose

SeaKem GTG Agarose
B-Mercaptoethanol

VenorGeM, PCR Mycoplasmen-Diagnostik Kit

Enzyme, Inhibitoren und Kits
AMV-cDNA-Synthese Kit
BigDye Terminator v3.1

Calf Intestinal Phosphatase
DNase Set

LC-Primer Set

LC-SybrGreen Kit

QlAamp DNA Micro Kit
Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit
Qiagen Plasmid Mini Kit
QlAquick Gel Extraktions Kit
Reverse Transkriptase

RNase Inhibitor

RNeasy Mini Kit
Tag-Polymerase

Sigma, Deisenhofen

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA
R&D Systems, Wiesbaden
MBI Fermentas, Litauen
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Schweiz

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Apotheke Klinikum Innenstadt
Merck, Darmstadt

R&D Systems, Wiesbaden
Apotheke Klinikum Innenstadt
FMC BioProducts, USA
FMC BioProducts, USA
Sigma, Deisenhofen
Minerva Biolabs, Berlin

Roche, Mannheim
Applied Biosystems, USA
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden
Search-LC, Heidelberg
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

R&D Systems, Wiesbaden
Ambion, USA

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
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Substanzen fiir die Immunfluoreszenz
Anti-GFP Antikorper (Mus musculus)
Anti-Maus-1gG Antikorper

konjugiert mit Texas Red (Equus asinus)
Diaminophenylindol
Eselserum, Blockierungsreagens
ProLong AntiFade Kit

Substanzen fiir die Zellkultur
Dexamethason

Fotales Kalberserum

Geneticin

IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthin)
Insulin, bovines

ITS Liquid Media Supplement
L-Ascorbinsiure-2-phosphat
L-Glutamin

L-Prolin

MSC-Basalmedium

MSC-Growth Supplement (MCGS)
Natriumpyruvat
Penicillin/Streptomycin

Phosphat Buffered Saline Solution (PBS)
rhTGF-B-3

Serumalbumin, bovines (Fraktion V)
Serum-freies Medium, DMEM
B-Glycerolphosphat

Trypanblau

Trypsin/EDTA-LGsung

Weitere Materialien

0,5 ml Eppendorf GefaBe

1,5 ml Eppendorf GefaBe

15 ml Falkonréhrchen

50 ml Falkonréhrchen

Deckgléser fiir Neubauer Zahlkammer
Deckgléser, 24 x 60 mm

Deckglaser, rund, 15 mm Durchmesser
Flasks-on-a-slide (10 cm2)
Kryokonservierungs-Rohrchen
LightCycler Kapillaren
Pasteurpipetten

Petrischalen (@ 92 mm)

Polystyrol Réhrchen, 5 ml
Quadriperm GT-Kulturschalen
Sephadex G-25 Gelfiltrationssdulen

Roche, Mannheim

Dianova, Hamburg
MoBiTec, Gottingen
Biotrend, KdIn
Molecular Probes, USA

Sigma, Deisenhofen
Gibco, USA
Gibco, USA
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Lonza, USA
Gibco, USA
Lonza, USA
Lonza, USA
Sigma, Deisenhofen
Lonza, USA
Gibco, USA
R&D-Systems, USA
Sigma, Deisenhofen
Gibco, USA
Sigma, Deisenhofen
Gibco, USA
Lonza, USA

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niirnbrecht
Sarstedt, Niirnbrecht

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Nunc, USA

Nalgene, USA

Roche, Mannheim

VWR International, Darmstadt
Sarstedt, Niirnbrecht

BD Falcon, USA
Vivascience, Hannover
Amersham Biotech, Freiburg
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Serologische Pipetten Sarstedt, Niirnbrecht
Skalpelle, Fig. 10/11 Feather, Japan
Sterilfiltereinheiten Nalgene, USA
Sterilfilter Sartorius, Gottingen
UV-Kiivetten Eppendorf, Hamburg
Zellkulturflaschen, 75 cm’bzw. 25 cm’ Nunc, USA
Zellkulturplatten, 6-, 12- und 96-Kavititen Nunc, USA
Zellschaber Sarstedt, Niirnbrecht

D.1.2.1 Bakterienstaimme, Ndhrmedien und Antibiotikalosungen
Bakterienstamme

E. coli TOP10 (Invitrogen, USA)
Genotyp: F, mcrA, A(mrr-, hsdRMS-, merBC), ®80lacZ A M15, AlacX74, recA1, deoR,

araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rspL, (Str"), endA1, nupG

E. coli XL1-Blue MR (Stratagene, USA)
Genotyp: A (mcrA), 183 A (merCB-, hsdSMR-, mrr), 173 endA1, supE44, thi-1, recA1,
gyrA96, relA1, lac

Nihrmedien

Nahrmedien wurden fir die Dauer von 20 Minuten bei 121 °C unter einem Druck von
1,2 x 10° Pa autoklaviert. Hitzeinstabile Losungen wurden durch Filtration (0,2 um Poren-
groBe) sterilisiert und den auf < 50 °C abgekiihlten Nihrmedien nach dem Autoklavieren zu-
gesetzt. Zur Herstellung fester Nahrmedien (Agarplatten) wurde den Medien vor dem Auto-
klavieren 15 g/l Bacto-Agar zugesetzt.

2 x YT-Medium: 16 g/l Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)
10 g/l Bacto-Hefeextrakt
5 g/l NaCl
SOC-Medium: 20 g/l Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)
10 g/l Bacto-Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl
1,2 g/l MgSO,
0,95 g/l MgCl,
20 g/l D(+)-Glukose

Antibiotikalosungen

Die beiden Antibiotika Ampicillin (200 mg/ml in 70 % Ethanol) und Kanamycin (100 mg/ml in
H,0) wurden als Stammldsungen aliquotiert bei -20 °C aufbewahrt. Die Zugabe zu den Nahr-
medien erfolgte bei einer Temperatur < 50 °C. Hierbei betrug die Endkonzentration des
Ampicillins 200 pg/ml, die des Kanamycins 50 ug/ml.
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D.1.2.2 Oligonukleotide

Tab. D1: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide.
Die Oligonukleotide M13 forward und M13 reverse stammen von der Fa. Invitrogen, USA. Alle weiteren
Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg hergestellt.

5-Mlu |-attB-f-52 CGA CGC GTT TCG GCT TGG CTG TCG ACA TGC
3'-Mlu I-attB-r-359 GCA CGC GTT TCC AGG TAC CGT CGA CGA TGT
ps attP-f-30 GGA TAT GGG AGG CCA CAG TTG
Integration-r-400 TGC ATG GCC TCA TIT CCG TCT
Integration-2-f ATG TAG GTC ACG GTC TCG AAG

M13 forward GTA AAA CGA CGG CCA G

M13 reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC

D.1.2.3 Transfektionsreagenzien

Lipofectamine Plus Invitrogen, USA
Lipofectamine 2000 Invitrogen, USA
METAFECTENE Biontex, Miinchen

D.1.2.4 Plasmide

Plasmide sind extrachromosomale ringférmige DNA-Molekiile prokaryonter Organismen. Im
urspriinglichen Sinne dienen sie so den Prokaryonten zur Konjugation, also der horizontalen
Weitergabe von Genen. Die in der Molekularbiologie heutzutage verwendeten Plasmide sind
gegeniiber ihren Ursprungsformen stark verandert und den Bedirfnissen der gentechnolo-
gischen Fragestellungen angepasst. Im Folgenden werden die in der vorliegenden Arbeit ver-
wendeten Plasmide naher erlautert.

D.1.2.4.1 pEGFP-N3

Das Plasmid pEGFP-N3 dient als Transfektionsmarker zur Generierung von stabilen Zelllinien
mit Hilfe des Selektionsantibiotikums Geneticin. Zusatzlich vereinfacht es die Klonierung von
N-terminalen Fusionsproteinen und erlaubt so deren Lokalisation in vitro und in vivo.

Abb. D1: Vektorkarte von pEGFP-N3.

Pew ¢ Humaner Cytomegalievirus Promotor vom immediate

early-Typ, EGFP: enhanced green fluorescent protein, SV40
ggip Poly A Simian Virus 40 Polyadenylierungssignal, f1 ori: Ein-

zelstrang-Replikationsursprung, SV40 ori: SV 40 Replikations-
ursprung, Pg,. : friiher SV40 Promotor, Kan'/Neo: Kana-
mycin/Neomycin Resistenzgen, HSV TK poly A: Polyadeny-
lierungssignal der Thymidinkinase des Herpes simplex Virus,

SV40  pUC ori: Plasmid-Replikationsursprung, GesamtgréBe 4,7 kB

MCS

HSV TK
poly A

pEGFP-N3
4,7 kB

SV 40 ori
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Das Plasmid pEGFP-N3 (s. Abb. D1) der Firma Clontech, USA beinhaltet die kodierende Sequenz
einer weiterentwickelten Variante des Markerproteins green fluorescent protein (GFP) aus der
Qualle Aequorea victoria. Neben zwei Aminosauresubstitutionen (F64L, S65T) enthilt sie zu-
dem auch 190 stumme Basenaustausche, die ihrerseits der humanen Codonpriferenz ent-
sprechen. In der Gesamtheit bewirkt dies eine Verstarkung sowohl der Fluoreszenz als auch der
Expression dieser GFP-Variante. Daher resultiert der Name enhanced green fluorescent protein
(EGFP). Sein Exzitationsmaximum liegt bei 488 nm, sein Emissionsmaximum bei 507 nm. Das
EGFP steht unter der transkriptionellen Kontrolle des immediate early promoter des Cyto-
megalievirus. Dieser weist eine hohe und konstitutive Aktivitdt auf und wird in einer Vielzahl
von eukaryontischen Zellen abgelesen. Stromabwarts des EGFP befindet sich das Polyadeny-
lierungssignal des Simian Virus 40, das fir die korrekte Prozessierung der EGFP-mRNA an
ihrem 3'-Ende verantwortlich ist. Zwischen dem CMV-Promotor und der EGFP-Sequenz befin-
det sich eine so genannte multiple cloning site (MCS). In ihr sind mehrere singulire Erken-
nungsstellen fiir Restriktionsendonukleasen lokalisiert, so dass gewahrleistet ist, dass die Kon-
struktion eines rekombinanten Plamids mit Hilfe dort schneidender Restriktionsendonukleasen
spezifisch erfolgt. Gene die in diese MCS kloniert werden, werden als N-terminales Fusions-
protein mit EGFP exprimiert.

Zur Selektion prokaryontischer als auch eukaryontischer Zellen dient das Resistenzgen
Aminoglykosid-3'-Phosphotransferase (APH). Es phosphoryliert Aminoglykoside wie Kana-
mycin (Kan), Neomycin (Neo) oder das Neomycin-Analogon G418, auch bekannt unter dem
Namen Geneticin. lhr gemeinsames Wirkungsprinzip beruht auf der Interaktion mit der
30 S Untereinheit der Ribosomen. Dies resultiert in Translationsfehlern in der Proteinbiosyn-
these durch den Einbau falscher Aminosduren, wodurch so genannte Nonsense-Proteine gebil-
det werden. Die APH wird in pEGFP-N3 als Kan/Neo-Resistenzgen bezeichnet, da die APH so-
wohl unter der Kontrolle eines eukaryontischen Promotors (SV40 early promoter) als auch
eines prokaryontischen Promotors steht. Somit wird die Resistenz in Bakterien wie auch in
Saugerzellen von derselben cDNA kodiert.

D.1.2.4.2 phrGFP-N1

Das Plasmid phrGFP-N1 dient als Transfektionsmarker, der die Generierung von Fusionspro-
teinen zu deren Lokalisation in vivo erlaubt.

Abb. D2: Vektorkarte von phrGFP-N1.

P.w: Humaner Cytomegalievirus Promotor, hrGFP: humanized
recombinant green fluorescent protein, MCS: multiple cloning
site, SV40 poly A: Simian Virus 40 Polyadenylierungssignal, f1 ori:
weep  Einzelstrang-Replikationsursprung, LoxP: LoxP Rekombinations-
sequenz, Amp: Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase), pUC ori:
Plasmid-Replikationsursprung, GesamtgroBe 4,3 kB

phrGFP-N1
43 kB

Amp
MCS

SV 40
poly A

f1 ori
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Eine weitere Variante des GFP wird durch den Vektor phrGFP-N1 der Fa. Stratagene, USA ko-
diert (s. Abb. D2). Das so genannte hrGFP stammt urspriinglich aus dem marinen Organismus
Renilla reniformis. Aus der Tatsache, dass auch hier stumme Basenaustausche durchgefiihrt
wurden, die der humanen Codonpraferenz entsprechen, leitet sich der Name dieser GFP-Vari-
ante ab, namlich humanized recombinant GFP oder hrGFP. Sein Exzitationsmaximum liegt bei
500 nm, der Emmisionsgipfel bei 506 nm. Entsprechend dem Plasmid pEGFP-N3 (s. D.1.2.4.1)
wird die Initiation der Transkription durch den CMV Promotor und die 3'-Prozessierung durch
das SV40-Polyadenylierungssignal vermittelt. Auch bei diesem Plasmid handelt es sich um ei-
nen Vektor, mit dem Fusionsproteine generiert werden konnen. Allerdings befindet sich die
dazu bendtigte MCS stromabwiérts des hrGFP, so dass das in diese Stelle inserierte Gen am
C-terminalen Ende des GFP lokalisiert wére. Das Plasmid phrGFP-N1 beinhaltet das
B-Lactamase-Gen, welches die Resistenz von prokaryontischen Organismen gegen Ampicillin
vermittelt. Die Kombination von einem pro- und eukaryontischen Resistenzgen ist in diesem
Fall nicht mdglich, da Ampicilline nicht auf eukaryontische Zellen wirken kénnen.

D.1.2.4.3 pEGFPLuc

Das Plasmid pEGFPLuc ist ein Markerplasmid, das sowohl die Bestimmung der Transfektions-
effizienz durch Fluoreszenzmikroskopie des EGFP erlaubt, als auch eine Quantifizierung der Ex-
pression der Luziferase durch herkbmmliche Luziferase-Assays moglich macht.

Abb. D3: Vektorkarte von pEGFPLuc.
McCs P.w: Humaner Cytomegalievirus Promotor, MCS: multiple
cloning site, EGFP: enhanced green fluorescent protein,

SV40 poly A": Polyadenylierungssignal des Simian Virus 40,

ESI\;I/LK EGFP  f1 ori: Einzelstrang-Replikationsursprung, Kan'/Neo: Kana-
EGEPLuc mycin/Neomycin Resistenzgen, HSV-TK poly A: Polyadeny-
P lierungssignal der Thymidinkinase des Herpes simplex Virus,
6.4 kB pUC ori: Plasmid-Replikationsursprung, GesamtgréBe 6,4 kB
Luciferase
flori svao

Das Plasmid pEGFPLuc (Clontech, USA) kodiert eine Fusion des enhanced green fluorescent
protein (EGFP) mit dem Enzym Luziferase des Glihwiirmchens Photinus pyralis (s. Abb. D3).
Dabei wurde die Luziferase an den C-terminalen Teil des EGFP kloniert. Die transkriptionelle
Kontrolle und die 3'-Prozessierung werden auch hier durch den Promotor des Cytomegalie-
virus bzw. das Polyadenylierungssignal des Simian Virus 40 vermittelt. Die Kan/Neo-Resistenz-
kassette ermdglicht die Selektion in pro- und eukaryontischen Organismen (s. D.1.2.4.1).
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D.1.2.4.4 plIRES2-EGFP

Bei dem Plasmid pIRES2-EGFP der Fa. Clontech, USA handelt es sich um ein Konstrukt, das eine
interne Bindungsstelle fiir Ribosomen, kurz IRES (internal ribosomal entry site) genannt, des
Enzephalomyokarditis-Virus enthalt. Diese Sequenz erlaubt die Translation zweier offener Le-
serahmen von einer mRNA. Die Transkription der mRNA wird dabei durch den immediate early
(IE) Promotor des Cytomegalievirus initiiert. Die korrekte Prozessierung am 3'-Ende wird durch
das Polyadenylierungssignal des Simian Virus 40 gesteuert. Die vollstindig prozessierte mRNA
enthalt nun - beginnend an ihrem 5’-Ende - eine Cap-Struktur, darauf folgend eine MCS, in
die Gene ligiert werden konnen, die IRES-Sequenz und das EGFP, letzteres gefolgt von einer
Poly-A-Sequenz (s. Abb. D4).

[ F— Aob. D4: Prinzip der IRES-vermit-

telten Translation.
6\ Rioosomen €2 Als Ribosomenbindungsstelle dient

mRNA g ? sowohl die Cap-Struktur am 5'-En-
5= ARAAAAA de als auch die IRES-Sequenz. So-

l mit erfolgt die Proteinbiosynthese

der beiden Gene unabhingig von-

einander, die vorherige Transkripti-
Protein < on jedoch erfolgt gemeinsam.
¢ N P.w |E: Humaner Cytomegalievirus

immediate early Promotor, IVS:
Transgen Antibiotikumresistenz Intervenierende  Sequenz,  IRES:
oder Reportergen K i K
internal ribosomal entry site.

z

Die 30S-Untereinheiten der Ribosomen konnen nun sowohl an das Cap am 5'-Ende der mRNA
als auch an die IRES-Sequenz binden und die Proteinsynthese am jeweiligen AUG-Codon be-
ginnen. Zwei voneinander unabhdngige Gene werden so gemeinsam transkribiert, aber wieder
unabhangig voneinander translatiert.

Daneben enthilt dieses Plasmid zur Selektion in Bakterienkulturen als auch in Sdugerzellen die
fiir die APH kodierende Kan/Neo-Kassette (s. Abb. D5). Mit dem Plasmid pIRES2-EGFP kann so-
mit sowohl die Transfektionseffizienz tiber Fluoreszenzmikroskopie (EGFP) bestimmt werden
als auch eine Selektion derjenigen Zellpopulation mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung
(FACS) vorgenommen werden, welche EGFP und somit auch das gewiinschte Transgen expri-
mieren.

Abb. D5: Vektorkarte von pIRES2-EGFP.
Mcs P.w IE: Humaner Cytomegalievirus Promotor vom immediate
early-Typ, MCS: multiple cloning site, IRES: internal
ribosomal entry site, EGFP: enhanced green fluorescent

PCMV IE

;ngTAK IRES  protein, SV40 poly A: Simian Virus 40 Polyadenylierungs-
pIRES2-EGFP signal, 1 ori: Einzelstrang-Replikationsursprung,

SV40 ori: SV 40 Replikationsursprung, Pg,.: friher SV40

53 kB Promotor, Kan'/Neo: Kanamycin/Neomycin Resistenzgen,

EGFP HSV TK poly A: Polyadenylierungssignal der Thymidinkinase
des Herpes simplex, pUC ori: Plasmid-Replikationsursprung,
GesamtgroBe 5,3 kB

SV 40 ori
P

V40e

poly A
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D.1.2.4.5 pIRESneo2

Das Plasmid plRESneo2 erlaubt die Selektion von Zellen, die sowohl das Resistenzgen gegen
Geneticin tragen als auch damit einhergehend das inserierte Transgen exprimieren (s. Abb. D6).

Abb. D6: Vektorkarte von pIRESneo2.

P.w |E: Humaner Cytomegalievirus Promotor vom immediate early-Typ,
MCS: multiple cloning site, IVS: Intervenierende Sequenz, IRES: internal
ribosomal entry site, Neo": Neomycin-Resistenzgen, polyA: Polyadeny-
pIRESneo2 lierungssignal, ColE1 ori: E coli Plasmid Replikationsursprung, Amp'":
Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase), GesamtgroBe 5,3 kB

53 kB

Das Plasmid plRESneo2, bezogen von der Fa. Clontech, USA, enthilt ebenfalls eine IRES-Se-
quenz. Sie befindet sich stromaufwarts der cDNA der Aminoglykosid-3'-Phosphotransferase.
Am 5°-Ende der IRES-Sequenz ist wiederum eine MCS lokalisiert, in die die gewlinschten
cDNA-Sequenzen ligiert werden konnen. Zusatzlich ist zwischen der MCS und der IRES-
Sequenz ein synthetisches Intron, oder IVS (intervening sequence), eingebracht, das zur Stabi-
lisierung der unprozessierten mRNA dient. Letztere steht unter der transkriptionellen Kontrolle
des |IE-Promotors des Cytomegalievirus. Das Polyadenylierungssignal stromabwarts der APH,
verantwortlich fir die korrekte Prozessierung des 3'-Endes der mRNA stammt vom bovinen
Wachstumshormon. Eine fiir das B-Lactamasegen kodierende Kassette sorgt fiir die Mdglich-
keit der Selektion in prokaryonten Organismen.

D.1.2.4.6  pCR2.1-TOPO

Der Vektor pCR2.1-TOPO dient der einfachen und effizienten Ligation von PCR-amplifizierten
Sequenzen und zugleich der Steigerung der Kompatibilitat zur weiteren Klonierung dieser Se-
quenzen in andere Vektoren.

L Al Abb. D7: Vektorkarte von pCR2.1-TOPO.
S P... Promotor des /ac-Operons, laca: B-Galaktosi-
S __ % _—=T dase Reportergen, f1 ori: Einzelstrang-Replikat-
MIBISS &8 &% % 17 ionsursprung,  Kan:  Kanamycin-Resistenzgen,

Amp": Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase),

pUC ori: Plasmid-Replikationsursprung,
GesamtgroBe: 3,9 kB. M13: M13 Bindungsstelle
fiir den M13 forward Primer, T7 Bindungsstelle
flir den T7 reverse Primer bzw. M13 reverse
Primer.

P.. lacZa

pUC ori f1 ori

pCR 2.1-TOPO
3,9 kB
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Der Vektor pCR2.1-TOPO der Fa. Invitrogen, USA ermdglicht die so genannte TOPO-TA-Klo-
nierung, bei der durch die Tag-Polymerase amplifizierte PCR-Produkte in den oben genannten
Vektor ligiert werden kdnnen. Das Prinzip der TOPO-TA-Klonierung beruht auf der Tatsache,
dass die Tag-Polymerase einerseits eine matrizenunabhdngige terminale Transferaseaktivitat
besitzt, wodurch einzelne Desoxyadenosin-Molekiile an die 3-Enden der PCR-Produkte ange-
fligt werden. Andererseits sind an den 5°-Enden des linearen Vektors Gberhdngende Desoxy-
thymidin-Molekiile angebracht. Die somit kompatiblen Sequenzen kénnen nun mittels einer
an die 3'-Phosphatreste des linearen Vektors gebunden Topoisomerase effizient und zeitspa-
rend ligiert werden. Stromauf- und abwarts der so in den Vektor ligierten Sequenz befinden
sich zahlreiche Erkennungsstellen fiir Restriktionsendonukleasen, die ein Vielfaches an Mog-
lichkeiten bieten, das PCR-Amplifikat wieder aus dem Vektor zu schneiden und in andere Vek-
toren zu ligieren (s. Abb. D7). Ebenfalls stromauf- bzw. abwirts sind Bindungsstellen fiir Stan-
dard-Primer lokalisiert, die eine Sequenzierung der klonierten Fragmente erlauben. Zusitzlich
beinhaltet der Vektor die zuvor bereits beschriebenen Resistenzgene gegen Ampicillin und
Kanamycin.

D.1.2.4.7 pCMV-Int

Das Plasmid pCMV-Int wurde von Frau Prof. Dr. Michele Calos (Genetics Department, Stanford
University, USA) freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Dieses Konstrukt erlaubt die Expres-
sion der Integrase des Phagen ®C31 zur zielgerichteten Integration entsprechender Vektoren
(s. Abb. D8). Die Initiation der Transkription der Integrase wird durch den oben bereits be-
schriebenen CMV-Promotor vermittelt, die korrekte 3'-Prozessierung durch das Polyadenylie-
rungssignal des Simian Virus 40. Zur Selektion in Bakterienkulturen befindet sich auf dem Vek-
tor eine Kassette, die fiir die B-Lactamase kodiert.

Abb. D8: Vektorkarte von pCMV-Int.

P.w: Humaner Cytomegalievirus Promotor, PhiC31 Int: Inte-
PhiC31 Int  grase des Phagen PhiC31, SV40 polyA: Polyadenylierungssignal,
Amp": Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase), pUC ori: Plasmid
Replikationsursprung, LoxP: LoxP Rekombinationssequenz, f1
ori: Einzelstrang-Replikationsursprung, GesamtgréBe 6,3 kB

pCMV-Int
6,3 kB

f1 ori
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D.1.2.4.8 pTA-attB

Das Plasmid pTA-attB wurde ebenfalls von Prof. Calos bereitgestellt. Hierbei handelt es sich
um das Grundgeriist des Klonierungsvektors pCR2.1TOPO (s. D.1.2.4.6). Er beinhaltet zusitzlich
eine Sequenz aus dem Genom des Bakteriums Streptomyces coelicolor, in den der Phage ®C31

mit Hilfe seiner Integrase integrieren kann (s. Abb. D9). Diese Sequenz wird als bakterielle Bin-
dungsstelle oder kurz attB (attachment site in the bacterium) bezeichnet.

Abb. D9: Vektorkarte von pTA-attB.

attB: bakterielle Bindungsstelle, laca: B-Galaktosidase Reporter-
gen, f1 ori: Einzelstrang-Replikationsursprung, Kan": Kanamycin-
Resistenzgen, Amp": Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase), pUC
ori: Plasmid-Replikationsursprung, P,.: Promotor des lac-Operons,
GesamtgroBe: 4,2 kB

pTA-attB

4,2 kB
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D.2 Methoden
D.2.1 Molekularbiologie

D.2.1.1 Anzucht und Stammhaltung von Escherichia coli

Prinzip

Der haufige Einsatz des Bakteriums E. coli im Rahmen molekularbiologischer Untersuchungen
beruht auf dessen einfacher Handhabung und schneller Vermehrung. Auch seine Aufnahme-
fahigkeit fiir eine Vielzahl von verschiedenen Vektoren und ein breites Spektrum an genetisch
genau definierten Stimmen spielt dabei eine entscheidende Rolle. Bakterienkulturen dienten
in der vorliegenden Arbeit der Amplifikation bestimmter DNA-Sequenzen in Vektoren und
deren lIsolation aus diesen prokaryontischen Wirtszellen. Im Folgenden werden die Kulti-
vierungsbedingungen dieses gramnegativen Bakteriums genauer erlautert.

Durchfiihrung

Bakterienstimme in Form von Verdiinnungsausstrichen, hergestellt durch einen 3-Osen-Aus-
strich oder mit Hilfe eines sterilen Drzygalski-Spatels, wurden nach der Bebriitung maximal 6
Wochen bei 4 °C aufbewahrt. Gegebenenfalls wurde dem Agarmedium zuvor das entspre-
chende Selektionsantibiotikum zugegeben. Eine liber diesen Zeitraum hinausgehende Konser-
vierung erfolgte durch Ansetzen einer Glycerinstammkultur aus einer Einzelkolonie. Hierfir
wurden 850 pl einer Ubernachtkultur mit 150 pl Glycerin (c,...;= 0,15 v/v) versetzt und bei
-80 °C aufbewahrt. Bakterienkulturen wurden entweder direkt aus Verdiinnungsausstrichen
oder aus Glycerinstammkulturen angeimpft. Zur nachfolgenden analytischen Praparation von
Plasmiden aus Bakterienkulturen betrug das Kulturvolumen 5 ml, zur préparativen Isolierung
der Plasmide 100 ml. Erlaubte das zu amplifizierende Plasmid die Selektion durch ein Antibio-
tikum, wurde dies in einer Konzentration von 200 ug/ml (Ampicillin) bzw. 50 ug/ml (Kana-
mycin) zugegeben. Sowohl die entsprechende Menge 2 x YT-Medium als auch die verwende-
ten Reagenzglaser (fiir 5 ml) bzw. 250 ml-Erlenmeyerkolben wurden zuvor autoklaviert. Die
Kulturen wurden liber Nacht bei 37 °C mit 250 Upm geschiittelt. Die Bakterienernte erfolgte
mittels Zentrifugation in 15 ml- bzw. 50 ml-Falkonréhrchen (3000 x g, 4 °C, 15 Minuten).

D.2.1.2 Herstellung kompetenter Zellen

Prinzip

Als Zellkompetenz bezeichnet man die Fahigkeit einer Zelle, DNA aufzunehmen und diese in
das eigene Genom zu integrieren bzw. extrachromosomal zu replizieren. Bei der in dieser Ar-
beit angewandten Technik zur Herstellung kompetenter E. coli handelt es sich um eine verein-
fachte Variante des Protokolls, das von Cohen et al. im Jahre 1972 publiziert wurde. Die Trans-
formationseffizienz der so priparierten Bakterien betrigt 5 x 10° bis 2 x 10 transformierter
Kolonien pro Mikrogramm eingesetzter Plasmid DNA. Die Bakterien werden dazu in einer eis-
kalten Losung aus Calciumchlorid und Magnesiumchlorid inkubiert, wodurch die Zellen zur
Aufnahme von Plasmid DNA kompetent gemacht werden.
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Durchfiihrung

Die E. coli-Stdamme wurden auf 2 x YT-Agarplatten vereinzelt und tGber Nacht bei 37 °C inku-
biert. Eine Einzelkolonie wurde daraufhin mittels einer sterilen Pipettenspitze in 100 ml
2 x YT-Medium in einem 250 ml Erlenmeyerkolben transferiert. Die Kultur wurde nun fiir
3 Stunden bei 37 °C und 250 Upm inkubiert, wobei alle 20 Minuten die optische Dichte bei
600 nm (0D,
reicht hatte, wurde sie in zwei eiskalte 50 ml-Falkonrohrchen Gberfiihrt und 10 Minuten auf
Eis inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen 10 Minuten bei 2700 x g zentrifugiert, der Uber-
stand vorsichtig abgenommen und das Bakteriensediment tGberkopf kurz getrocknet, um alle

) photometrisch bestimmt wurde. Sobald die Kultur eine OD,,, von iber 0,4 er-

600

Mediumreste zu entfernen. Das Sediment wurde nun in 30 ml eiskalter MgCl,/CaCl,-Losung
(80 mM MgCl,, 20 mM CaCl,) resuspendiert und vorsichtig geschwenkt. Nach erneuter Zentri-
fugation unter obigen Bedingungen wurden das Medium wiederum abgenommen und die
sedimentierten Bakterien in 2 ml einer 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert. Nun wurden 140 pl
Dimethylsulfoxid (DMSO) zugegeben, die Suspension vorsichtig vermischt und 15 Minuten auf
Eis inkubiert. Danach wurden die so generierten kompetenten Zellen a 50 pl in sterilen 1,5 ml-
ReaktionsgefdBen aliqoutiert und bei -80 °C aufbewahrt bzw. sofort flir die Transformation
verwendet.

D.2.1.3 Transformation

Prinzip

Eine Methode, mit deren Hilfe Plasmide in den Intrazellularraum von Bakterien gelangen und
dort sowohl exprimiert als auch repliziert werden konnen, ist die chemische Transformation.
E. coli, die mit der in D.2.1.2 beschriebenen Methode behandelt und nach Zugabe von Plasmid-
DNA kurz auf eine Temperatur von 42 °C erhitzt werden, sind so imstande, diese aufzunehmen.

Durchfiihrung

Dazu wurden die frischen oder bei -80 °C gelagerten Aliqouts kompetenter E. coli (s. D.2.1.2)
auf Eis aufgetaut. Nach Zusatz von 1 ng Plasmid-DNA wurde die Suspension vorsichtig ge-
mischt und 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die L6sung wurde nun 90 Sekunden in einem Was-
serbad auf 42 °C erhitzt. Nach Ablauf der 90 Sekunden wurde das Zell-DNA-Gemisch sofort
wieder auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 250 pl SOC-Medium (Raumtemperatur) wurde das
1,5 ml ReaktionsgefaB3 fest verschlossen und 1 Stunde bei 37 °C und 250 Upm geschiittelt.
50 pl des Ansatzes wurden nun auf vorgewdrmte Petrischalen mit 2 x YT-Agar gegeben, der
das auf dem Plasmid kodierte und zur Selektion notige Antibiotikum in der gewiinschten
Konzentration enthielt. Nach kurzer Zentrifugation des verbliebenen Ansatzes bei 2700 x g
wurden 200 pl des Uberstandes verworfen, die sedimentierten Bakterien in den restlichen
50 pl Medium resuspendiert und auch dieser Ansatz auf eine 2 x YT-Agar-Petrischale mit
Hilfe eines sterilen und abgeflammten Drzygalski-Spatels ausplattiert. Die Bakterienkulturen
wurden lber Nacht bei 37 °C inkubiert, so dass gewachsene Einzelkolonien zur weiteren
Verwendung gepickt werden konnten.
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D.2.1.4  Analytische Plasmidprédparation

Prinzip

Die Plasmidpraparation zur Analyse des transformierten Plasmids beruht auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse der Bakterienkultur, gefolgt von der selektiven Bindung der Plasmid-DNA an
eine Anionen-Ausstausch-Saule unter Niedrigsalz-Bedingungen. In mehreren Waschschritten
erfolgt die Abtrennung von RNA, Proteinen und niedermolekularen Stoffen durch einen Puffer
mittlerer Salzkonzentration, woraufhin die Plasmid-DNA in Hochsalz-Puffer eluiert wird. Die
DNA wird anschlieBend durch eine Isopropanolfédllung entsalzt und ankonzentriert. Eine nach-
folgende Ethanolbehandlung dient ebenfalls der Entsalzung und sorgt fir eine leichtere Los-
lichkeit der DNA in Wasser.

Durchfiihrung

Entsprechend der Anzahl der zu untersuchenden Einzelkolonien wurden jeweils 5 ml 2 x YT-
Medium unter sterilen Bedingungen in Reagenzgldser pipettiert. Das Medium wurde zuvor mit
dem notwendigen Selektionsantibiotikum (50 pg/ml Kanamycin bzw. 200 pg/ml Ampicillin)
versetzt. Von einer Selektionsagarplatte wurden daraufhin unter sterilen Bedingungen und
unter Zuhilfenahme einer sterilen Pipettenspitze Einzelkolonien gepickt, diese auf eine frische
Selektionsagarplatte Gberimpft, und die Pipettenspitze anschlieBend in die Reagenzgldser ab-
geworfen. Die mit einer luftdurchlassigen Kapsenberg-Kappe versehenen Reagenzglaser wur-
den nun tber Nacht bei 37 °C und 250 Upm geschiittelt. Ein Reagenzglas mit der entspre-
chenden Menge an mit Antibiotikum versetztem 2 x YT-Medium diente als Kontrolle. Sollte
sich auch in diesem Reagenzglas das Wachstum einer Bakterienkultur (ersichtlich durch die
Triibung des ansonsten klaren Mediums) zeigen, wurden die Proben verworfen. Andernfalls
wurden die Bakterienkulturen in je ein steriles 15 ml-Falkonréhrchen Gberfiihrt und bei 4 °C
und 3000 x g fiir 15 Minuten zentrifugiert. Nach vorsichtiger Abnahme des Uberstandes wur-
den die Bakteriensedimente in 300 pl Losungspuffer resuspendiert und zugleich in je ein ste-
riles 1,5 ml-ReaktionsgefalB tberfiihrt. Der Losungspuffer enthielt RNase A, durch die der Ab-
bau von bakterieller RNA vermittelt wurde. Durch Zugabe eines Volumenteils eines SDS- und
NaOH-haltigen Puffers, mehrmaligem invertieren der Losung und flinfminiitiger Inkubation,
wurden die Bakterien lysiert. Es folgte die Neutralisierung der Losung durch Zugabe von 300 pl
eines Kaliumacetat-Puffers. Ein vollstandiges Mischen der Losungen wurde durch mehrmaliges
invertieren gewahrleistet. Daraufhin wurden die ReaktionsgefaBe 5 Minuten auf Eis inkubiert
und anschlieBend bei maximaler Geschwindigkeit (16.100 x g) 10 Minuten zentrifugiert.
Zwischenzeitlich wurde die notige Anzahl von QIAGEN-tip 20 Filtrationssdulen mit 1 ml eines
Niedrigsalz- und Isopropanol-haltigen Puffers Aquilibriert. Der Uberstand wurde nun auf die
Saulen gegeben und letztere anschlieBend viermal mit je 1 ml eines Puffers mittlerer Salzkon-
zentration gewaschen. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit 800 ul eines hochsalzhaltigen
Puffers. Durch Zugabe von 0,7 Volumenteile (VT) Isopropanol und Zentrifugation bei maxi-
maler Geschwindigkeit erfolgte eine erste Fillung der Plasmid-DNA. Nachdem der Uberstand
vorsichtig abpipettiert worden war, wurde das DNA-Sediment in 1 ml 70 %igem Ethanol ge-
waschen und erneut bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Wiederum wurde der Uber-
stand abgenommen, die Plasmid-DNA fiinf Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet und
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in 20 ul hochreinem Wasser vorsichtig resuspendiert. 2 pl dieser Losung wurden in 98 ul Was-
ser gegeben und diese Verdlinnung photometrisch bei einer optischen Dichte von 260 nm ver-
messen. Als Leerwert wurde das Wasser herangezogen, mit dem auch die Verdlinnung der Ori-
ginallésung durchgefiihrt worden war. Es wurde darauf geachtet, dass die Ratio A A
zwischen 1,7 und 2,0 lag, so dass von einer proteinfreien DNA-LGsung ausgegangen werden

260 nm/ 280 nm

konnte.

D.2.1.5 Restriktionsanalyse

Prinzip

Unter dem Begriff Restriktionsanalyse versteht man die selektive Spaltung von DNA-Fragmen-
ten zur Uberpriifung ihrer Sequenzidentitit. Im Falle der Plasmidpraparation kann so sicherge-
stellt werden, dass das entstandene Produkt einerseits die erwartete Anzahl an Nukleotiden
aufweist und zum anderen nicht durch andere DNA-Sequenzen verunreinigt ist. Dazu wird der
Vektor entweder linearisiert oder eine definierte Sequenz aus dem Vektor geschnitten. Die Li-
nearisierung wird mittels einer Restriktionsendonuklease (RE) durchgefiihrt, die Exzision einer
Sequenz erfolgt entweder durch ein RE, welche zwei Erkennungsstellen bindet oder durch zwei
unterschiedliche RE. Diese Typ Il Restriktionsendonukleasen spalten innerhalb spezifischer und
zumeist palindromischer dsDNA-Erkennungssequenzen die Phosphodiesterbindungen in bei-
den Strangen an definierter Position. Hierbei wird unterschieden zwischen Enzymen, die zu
einem 3'- oder 5'—Uberhang flihren (sticky end) und solchen, deren Spaltung keinen Nukleo-
tidiiberhang generiert (blunt end).

Die Enzymaktivitat von Restriktionsendonukleasen wird in Units angegeben. Eine Unit ist defi-
niert als die Menge an Enzym, die n6tig ist, um 1 ug DNA des Phagen Lambda in 1 Stunde un-
ter optimalen Reaktionsbedingungen zu spalten. So berechnet sich also die Anzahl der nétigen
Units wie folgt:

NukleotidngedesA — Phagen(bp) « Schnittstéen der REim Substrat
NukleotidingedesSubstratgbp)  Schnittstden der REim A — Phagen

= benotigtdUnits

Durchfiihrung

Restriktionsanalysen wurden unter den von den Herstellern der Enzyme, der Fa. Roche,
Mannheim und New England Biolabs, USA empfohlenen Pufferbedingungen und optimalen
Reaktionstemperaturen durchgefihrt. Die Inkubationszeit betrug dabei mindestens eine und
maximal 2 Stunden. Zur Analyse wurde 1 ug DNA eingesetzt. Die Anzahl der bendtigten Units
des jeweiligen Restriktionsenzyms wurde nach obiger Formel errechnet und nach Zugabe des
entsprechenden Puffers ebenfalls der Reaktion zugegeben.
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D.2.1.6  Agarosegel-Elektrophorese

Prinzip

Die Elektrophorese mittels Agarosegelen wird in der Molekularbiologie zur Separierung, ldenti-
fizierung und Isolierung von DNA-Fragmenten verwendet. Diese Methode beruht auf der Tat-
sache, dass die Gelierung von aufgekochten Agaroselésungen zu einem dreidimensionalen
Netz von Polysaccharidketten fiihrt. Gibt man nun an eine definierte Stelle des erstarrten
Agarosegels polyanionische DNA und legt ein elektrisches Feld an, wandert diese je nach Frag-
mentgroBe mehr oder weniger schnell durch das Polysaccharidnetz in Richtung Anode. Ein
Gemisch von DNA-Fragmenten verschiedener Nukleotidlangen kann auf diesem Wege aufge-
trennt werden. Durch einen Vergleich mit einem DNA-Population definierter Fragmentlangen,
Marker oder Leiter genannt, kann so die Ldnge der Proben-DNA visualisiert und kalkuliert
werden.

Durchfiihrung

Sowohl zu analytischen als auch zu praparativen Zwecken wurden die DNA-Fragmente in
Agarosegelen (0,5 - 3,0 %, indirekt proportional zur Fragmentgr6Be) in einer Horizontal-
gelapparatur elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu wurde die Agarose in 1 % TAE-Puffer
(40 mM Tris, 20 mM Natriumacetat, 2 mM EDTA, mit Eisessig auf pH 8,3 eingestellt) suspen-
diert und durch Kochen solubilisiert.

Zur Visualisierung der Nukleinsduren im UV-Licht wurde der Agarose-Losung 1 pg/ml
Ethidiumbromid zugesetzt. Die benutzen Gelvolumina betrugen je nach Probenvolumen und
Probenzahl 60, 80 oder 120 ml. Proben, deren erwartete Nukleotidlange mehr als
500 Basenpaare betrug, wurden mit 1/10 Volumen 10 x Farbmarker (30 % (v/v) Glycerin,
0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylencyanol FF, 0,25 % (w/v) Orange G) versetzt.
Da die Bromphenolblau-Bande DNA-Fragmente von ca. 300 bp tiberlagert und dies die Visuali-
sierung stort, wurden die Proben, falls die zu erwartende Fragmentlange kleiner als 500
Basenpaare betrug, mit 1/6 Volumen 6 x Farbmarker (60 % (v/v) Glycerin, 0,05 % Xylen-
cyanol FF, 0,2 % (w/v) Orange G, 60 mM EDTA) versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung
der Nukleotide erfolgte bei einer Feldstdrke von 5-7 V/em Giber eine Dauer von 1-3 Stunden.
Die separierten DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht (302 nm) betrachtet und photo-
graphisch bzw. digital dokumentiert.

D.2.1.7 Praparative Plasmidpraparation

Prinzip

Die Plasmidisolierung zur anschlieBenden Verwendung in der Zellkultur basiert, ebenso wie in
D.2.1.4 dieses Teils bereits beschrieben, auf einer alkalischen Lyse der Bakterienkultur, darauf
folgender Bindung der Plasmid-DNA an eine Anionen-Austausch-Saule und deren anschlie-
Bende Elution in hochreinem Wasser. Da bakterielle Endotoxine insbesondere die Transfektion
von DNA in primare Zellen, wie z.B. hMSC, beeinflussen und dabei die Transfektionseffizienz
herabsetzen, wird fiir alle zu diesem Zwecke durchgefiihrten Praparationen das EndoFree
Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen verwendet. Diese Variante der Praparation erlaubt es, bis
zu 1 mg Endotoxin-freie Plasmid-DNA aus einer Bakterienkultur zu isolieren. Dazu werden die
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Bakterien, die bei der Transformation das Plasmid aufgenommen haben und durch Kultivie-
rung einer Einzelkolonie gewachsen sind, in mehreren Schritten lysiert. Die Zugabe eines spezi-
ellen Puffers, der Isopropanol und Polyethylenglykoloktylphenylether enthalt, verhindert da-
bei, dass im Lysat vorhandene Endotoxine an die Anionen-Austausch-Saule binden kdnnen.
Demnach wird lediglich die Plasmid-DNA selektiv an die Membran der Saule gebunden und
kann schlieBlich hochrein eluiert werden.

Durchfiihrung

Dazu wurde in einen autoklavierten Erlenmeyerkolben 100 ml steriles 2 x YT-Medium ge-
geben und unter sterilen Bedingungen die entsprechende Menge Selektionsantibiotikum
(100 pug/ml Kanamycin bzw. 200 pug/ml Ampicillin) zugegeben. Von einer Selektionsagarplatte
wurde daraufhin mittels einer sterilen Pipettenspitze eine Einzelkolonie gepickt und in den
Erlenmeyerkolben abgeworfen. Der Kolben wurde mit einer Kapsenberg-Kappe luftdurchlassig
verschlossen und die Kultur tGber Nacht bei 37 °C und 250 Upm geschiittelt. Am darauf fol-
genden Tag wurde die Kultur vorsichtig in zwei 50 ml-Falkonréhrchen Gberflihrt und die Bak-
terien mittels Zentrifugation bei 4000 x g fiir 15 Minuten bei 4 °C und Abnahme des Uber-
standes geerntet. Das so entstandene Sediment wurde in 10 ml Losungspuffer resuspendiert.
Durch Zugabe der gleichen Menge eines SDS- und NaOH-haltigen Puffers, vorsichtiges Inver-
tieren der Suspension und maximal 5-minitiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die
Lyse der Bakterien mit gleichzeitiger Denaturierung chromosomaler und Plasmid-DNA. Durch
Neutralisierung der Losung mit 10 ml eines gekiihlten Kaliumacetat-Puffers zeigte sich nach
mehrmaligem invertieren der Losung ein weiBes Prazipitat, das im Wesentlichen aus Pro-
teinen, Zelldebris und genomischer DNA bestand. Nach Uberfiihrung der Lésung in einen
QlAfilter Spritzenzylinder und 10-miniitiger Inkubation bildete es die oberste Schicht der L6-
sung, wodurch ein ungehinderter Durchfluss des Lysats durch den Filter gewdhrleistet wurde.
Um diesen Vorgang zu beschleunigen, wurde das Lysat unter Zuhilfenahme eines Spritzen-
kolbens durch den Filter des Zylinders in ein neues 50 ml-Falkonréhrchen gepresst. Durch Zu-
gabe von 2,5 ml des Isopropanol/Polyethylenglykoloktylphenylether-Puffers und 30-miniitiger
Inkubation auf Eis wurden nun die Lipopolysaccharide spezifisch assimiliert. Nachdem eine
QIAGEN-tip 500 Saule mit 10 ml eines Isopropanol enthaltenden Puffers dquilibriert worden
war, wurde das gefilterte Lysat nun auf die Saule gegeben. Um RNA, kleine Molekiile und L6-
sungsmittel aus dem Filter zu entfernen, erfolgten nun zwei Waschschritte mit je 30 ml eines
Waschpuffers mit mittlerer Salzkonzentration. Die DNA wurde nun in ein steriles 50 ml-
Falkonréhrchen mit 15 ml eines Hochsalz-Puffers eluiert. Durch Zugabe von 0,7 VT Iso-
propanol wurde die DNA-Fillung durchgefiihrt. Dazu wurde die Lésung eine Stunde
(4000 x g, 4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, und das Sediment
mit 5 ml 70 %igem Ethanol durch eine weitere einstiindige Zentrifugation bei 4000 x g und
4°C gewaschen. Wiederum wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen, das Prizipitat fiir
5 bis 10 Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet und schlieBlich in 200 ul hochreinem
Wasser vorsichtig gel6st. Die DNA-Ausbeute wurde mit Hilfe des UV-Spektralphotometers (s.
D.2.1.4) bestimmt. Danach erfolgte entsprechend Abschnitt D.2.1.5 eine Restriktionsanalyse
der Plasmid-DNA, um Reinheit und Effizienz der Praparation zu Uberpriifen.
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D.2.1.8 Klonierung
D.2.1.8.1 pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2
Vektor-Aufbau

Die Plasmide pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2 werden in diesem Abschnitt zugleich
abgehandelt, da sowohl die Klonierung als auch die spatere Anwendung beider Vektoren zum
groBen Teil Gbereinstimmen. Das Grundgeriist beider Vektoren basiert auf dem in Abschnitt
D.1.2.4.5 beschriebenen Vektor pIRESneo2. Dieser Vektor erlaubt die Transkription eines be-
liebigen Gens in Abhéngigkeit von der Transkription der Aminoglykosid-3'-Phosphatase. Im

Gegensatz hierzu erfolgt jedoch eine unabhdngige Translation dieser beiden Gene mit Hilfe
der IRES-Sequenz. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Genen handelt es sich um die beiden
GFP-Varianten EGFP und hrGFP. Die Vektoren erlauben so eine vereinfachte Selektion von
GFP-exprimierenden Zellen durch das Aminoglykosid Geneticin.

Prinzip

Die Klonierung der beiden Vektoren bedarf der Ligation der jeweiligen GFP-Variante in die
multiple cloning site des Vektors pIRESneo2. Dazu muss die kodierende Sequenz fiir EGFP bzw.
hrGFP aus den Plasmiden pEGFPLuc bzw. phrGFP-N1 mittels zweier Restriktionsendo-
nukleasen herausgeschnitten werden, die entstandenen Fragmente lber eine Gelelektropho-
rese aufgetrennt und die jeweilige GFP-Sequenz durch Ausschneiden aus dem Gel isoliert wer-
den. Daraufhin wird die DNA mit Hilfe der QIAquick Gelextraktion der Fa. Qiagen, Hilden auf-
gereinigt. Der Vektor pIRESneo2 wird mit den identischen REn restringiert, mit denen auch der
Verdau der GFP-Variante durchgefiihrt worden ist, um kohéasive Enden zur spateren Ligation
zu generieren. Die 5'-Enden des linearisierten Vektors werden daraufhin mit calf intestine
phosphatase dephosphoryliert, um die Wahrscheinlichkeit einer Religation des linearisierten
Vektors zu minimieren und so die spatere Ligationseffizienz zu erhéhen. AnschlieBend werden
die beiden Fragmente ligiert und die entstandenen Plasmide in kompetente E. coli transfor-
miert. Nach der Verifikation der Ligation mittels analytischer DNA-Praparation und Restriktion
erfolgt die endotoxinfreie Plasmidpraparation zur weiteren Verwendung der Plasmide pEGFP-
IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2.

Durchfiihrung

Restriktion

Die kodierenden Sequenzen fiir EGFP bzw. hrGFP wurden aus den Plasmiden pEGFPLuc
(s. D.1.2.4.3) bzw. phrGFP-N1 (s. D.1.2.4.2) mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen EcoR | und
Nhe | herausgeschnitten. Beide Enzyme generieren einen 3'-Uberhang, der zu kohisiven Enden
fihrt. Dabei konnte der Restriktionsverdau simultan durchgefiihrt werden, da beide Enzyme in
einem gemeinsamen Puffer ausreichende Aktivitdt aufweisen. Der Reaktionsansatz wurde
mittels der in Abschnitt D.2.1.5 bereits beschriebenen Formel errechnet. Die eingesetzte DNA-
Menge betrug jeweils 20 pg (s. Tab. D2).
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Tab. D2: Pipettierschema zur priparativen Restriktion der GFP-Varianten EGFP und hrGFP.

DNA-Menge x ul (entspr. 20 pg) x ul (entspr. 20 pg)
EcoR | (10 Units/pl) 3 ul 4,4 ul

Nhe | (10 Units/pl) 15 ul 22 ul

10 X Puffer 10 pl 10 pl

Aqua dest. ad 100 pl ad 100 pl

Die Linearisierung des Vektors pIRESneo2 erfolgte ebenfalls mit den REn EcoR | und Nhe .
Auch in diesem Ansatz wurden 20 pg Plasmid verdaut (s. Tab. D3).

Tab. D3: Pipettierschema zur priparativen Linearisation des Plasmids pIRESneo2.

DNA-Menge x ul (entspr. 20 pg)
EcoR | (10 Units/pl) 3,6 ul

Nhe | (10 Units/ul) 18 ul

10 X Puffer 10 pl

Aqua dest. ad 100 ul

Die beiden Restriktionsansiatze wurden 1,5 Stunden bei 37 °C inkubiert und anschlieBend, nach
Zugabe eines Bromphenolblauhaltigen Auftragspuffers, auf ein Agarosegel aufgetragen
(s. D.2.1.6).

DNA-Isolation

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA erfolgte die Exzision der jeweiligen Bande
(ca. 700 bp/EGFP bzw. hrGFP; ca. 5300 bp/pIRESneo2) unter UV-Licht mittels eines sterilen
Skalpells. Die weitere Aufreinigung und Isolation der DNA aus dem Agarosegel wurde unter
Zuhilfenahme des QIAquick Gelextraktions-Kits der Firma Qiagen, Hilden durchgefiihrt.

Das aus dem Agarosegel geschnittene Fragment wurde dazu in ein steriles 1,5 ml-Reaktions-
gefaB uberflihrt und sein Gewicht auf einer Préazisionswaage bestimmt. Nach Zugabe von 3 VT
eines Hochsalzpuffers wurde der Ansatz 10 Minuten bei 50 °C erhitzt, um das Gel zu solubili-
sieren. Zur Beschleunigung dieses Prozesses wurde der Ansatz alle 2-3 Minuten durch kraftiges
Schiitteln vermischt. Im Falle der Préparation des linearisierten Vektors (5,3 kb) erfolgte die
Zugabe von 1 VT Isopropanol. Dies erhéht die Ausbeute von DNA-Fragmenten, die eine Ldnge
von kleiner als 500 bp bzw. groBer als 4 kb aufweisen. Die Suspension wurde nun auf eine
QlAquick Zentrifugationssaule gegeben und 1 Minute bei 16.100 x g zentrifugiert. Nach Ab-
nahme der Durchfluss-Fraktion wurde die Silicamembran der Sidule mit 750 ul eines Ethanol
enthaltenden Puffers durch Zentrifugation unter denselben Bedingungen gewaschen. Eine er-
neute Zentrifugation wurde nach Verwerfen des Durchflusses durchgefiihrt, um eventuell
noch in der Siule vorhandenen Ethanolreste vollstindig zu entfernen. Die QIAquick-Saule
wurde nun in ein neues steriles 1,5 ml-ReaktionsgefaB3 tberfiihrt, um darin die DNA nach
Zugabe von 30pul H,O auf die Silicamembarn mittels eines Zentrifugationsschrittes
(16.100 x g, 1 Minute) zu eluieren. Die Konzentration der DNA wurde wie bereits unter D.2.1.4
beschrieben bestimmt.
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Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierung der 5°-Enden des linearisierten und isolierten Vektors wurde mit der
aus Kalberdarm isolierten alkalischen Phosphatase (Calf Intestinal Phosphatase, CIP) der Firma
Roche, Mannheim durchgefiihrt. Die zur vollstindigen Dephosphorylierung notwendige
Enzymmenge errechnet sich aus der Anzahl der in die Reaktion eingesetzten terminal phos-
phorylierten DNA-Fragmente in Picomol wie folgt:

Nukleotidlinge (in bp) X 600 pg/pmol X Menge (in ug) X Anzahl der Schnittstellen X 2 = benétigte IE CIP

Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C in einem von der Fa. Roche mitgelieferten Puffer
wurde die Losung 10 Minuten bei 65 °C erhitzt. Daraufhin wurde anschlieBend eine Natrium-
acetat-Ethanolfallung des dephosphorylierten Vektors durchgefiihrt, um das Enzym sowie den
Dephosphorylierungspuffer zu entfernen. Dazu wurde jeweils 0,1 VT Natriumacetat (pH 5,2)
und 2,5 VT Ethanol abs. (-20 °C) zu dem Ansatz gegeben und dieser 15 Minuten bei -20 °C in-
kubiert. Nach einem 30-miniitigen Zentrifugationsschritt (13.000 x g, 4 °C) wurde der Uber-
stand dekantiert und 500 pl 70 %iger Ethanol zugegeben. Der Ansatz wurde erneut 10 Minu-
ten zentrifugiert (13.000 x g, Raumtemperatur), der Uberstand abgenommen und das DNA-
Sediment in 20 pl hochreinem Wasser gelost. Die Konzentration wurde analog dem bereits in
D.2.1.4 beschriebenen Protokoll bestimmt.

Ligation

Die Ligation des dephosphorylierten und gefallten Vektorrlickgrats mit dem Insert erfolgte mit
dem Quick Ligation Kit der Firma New England Biolabs, USA. Die Quick T4 DNA Ligase ver-
mittelt die Verkniipfung der kohasiven Enden innerhalb einer Inkubationszeit von 3-5 Minu-
ten. Zur Ligation eingesetzt wurden 50 ng des linearisierten und dephophorylierten Vektors
pIRESneo2 und ein dreifacher molarer Uberschuss an kompatiblem Insert EGFP bzw. hrGFP.
Das Volumen des Reaktionsansatzes wurde auf 10 pl eingestellt und dasselbe Volumen an
2 x Quick Ligationspuffer zugegeben. Nach Addition von 1 pl der Quick T4 DNA Ligase wurde
der Ansatz kurz zentrifugiert und anschlieBend 3-5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Reaktion wurde danach bei 4 °C gestoppt. Die Transformation des Ligationsansatzes wurde
unter denselben Bedingungen, wie bereits in Abschnitt D.2.1.3 beschrieben, durchgefiihrt.
Nach der analytischen Priparation von je zehn verschiedenen Transformanden aus Ubernacht-
kulturen von E. coli-Einzelkolonien und der analytischen Restriktion dieser Plasmide erfolgte
eine Endotoxin-freie Plasmidpréaparation.
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D.2.1.8.2 pattB-EGFP-IRES-neo2 und pattB-hrGFP-IRES-neo2
Vektor-Aufbau

Die zielgerichtete Integration von Fremd-DNA, vermittelt durch die Integrase des Bakterio-
phagen ®C31, erfordert zwei Erkennungssequenzen. Wie bereits einleitend beschrieben, be-
findet sich eine dieser Sequenzen auf dem humanen Chromosom 8. Diese so genannte Pseudo-
attP-Sequenz A hat Ahnlichkeit mit der Erkennungssequenz des Phagen selbst, wovon sich
auch der Name attP (attachment site in the phage) ableitet. Um nun ein Plasmid mittels der
Integrase in diese pseudo-attP-Sequenz zu integrieren, bedarf es der entgegengesetzten Er-
kennungssequenz, also der, die sich in dem Genom des Bakteriums Streptomyces coelicolor
befindet. Diese Erkennungssequenz trigt den Namen attB (attachment site in the bacterium).
Diese attB-site wurde in die Vektoren pEGFP-IRES-neo2 bzw. phrGFP-IRES-neo2 kloniert. Die
resultierenden Vektoren pattB-IRES-neo2 und pattB-IRES-neo2 dienen so zum einen ihrer
zielgerichteten Integration in das Genom der transfizierten Zellen und fiihren dort zur gleich-
zeitigen Expression der GFP-Variante zusammen mit der Neomycin-Resistenz.

Prinzip

Die Vektoren pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2 dienen den beiden Vektoren pattB-
IRES-neo2 und pattB-hrGFP-IRES-neo2 (beide s. D.2.1.8.1) jeweils als Grundgeriist. Um die
attB-Sequenz in dieses Grundgeriist zu klonieren, muss diese zuerst aus dem von Michele
Calos zur Verfligung gestellten Plasmid pTA-attB mit Hilfe modifizierter Primer amplifiziert
werden. Die Modifikation ist n6tig, um eine Restriktionskompatibilitdt des Vektors und der zu
klonierenden attB-Sequenz zu erzielen. Nach der Isolation und Aufreinigung des PCR-Produkts
aus dem Agarosegel wird dieses in den Klonierungsvektor pCR2.1-TOPO (s. D.1.2.4.6) ligiert.
Nach einer Prdparation dieses klonierten Plasmids im analytischen MaBstab wird das attB-
Fragment sequenziert, um eventuelle durch die PCR-Amplifikation generierte Mutationen aus-
zuschlieBen. Ist sichergestellt, dass es sich bei der amplifizierten DNA um die Originalsequenz
handelt, wird diese mittels eines Restriktionsenzyms wieder aus dem Vektor pCR2.1-TOPO ge-
schnitten und (iber eine Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt, das Fragment aus dem Gel
isoliert und aufgereinigt. Es schlieBt sich die Linearisierung der Vektoren pEGFP-IRES-neo2
und phrGFP-IRES-neo2 an sowie deren 5°-Dephosphorylierung mittels des Enzyms CIP. Die Li-
gation des Vektors mit der attB-Sequenz und gelungene Transformation wird mittels analy-
tischer Plasmidpraparation und anschlieBender Restriktionsanalyse verifiziert. Zuletzt erfolgt
unter Zuhilfenahme des Qiagen Endofree Maxi Kits die Praparation der beiden Rekombinanten
zur Verwendung dieser in der priméaren Zellkultur.

Durchfiihrung

Modifikation des Inserts

Als Matrize fiir die 285 Basenpaare umfassende attB-Sequenz diente der Vektor pTA-attB. Wie
bereits in Abschnitt D.1.2.4.8 beschrieben, handelt es sich hierbei um das Grundgerist des Vek-
tors pCR2.1-TOPO, in den mittels TOPO-TA-Klonierung die attB-Sequenz ligiert worden war.
Um die Sequenz in die Vektoren pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2 zu klonieren, muss-
ten die beiden Enden der attB-Sequenz zuvor durch Anfiigen zweier RE-Erkennungssequenzen
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modifiziert werden.

Dies geschah durch Amplifikation der attB-Sequenz mit spezifischen,

jedoch am 5°-Ende modifizierten Primern. Diese wurden so entworfen, dass an das jeweilige
5'-Ende der 30 Nukleotide langen Primer die 6 Basenpaare angefiligt wurden, die als Erken-
nungsstelle fiir die Restriktionsendonuklease M/u | dienen (s. Tab. D4). Die initiale Bindung der
Primer an die Matrize, also die attB-Sequenz, geschieht dabei in den ersten Zyklen der PCR

nicht vollstandig, in

den darauffolgenden jedoch kommt es aber zu einer Amplifikation auch

der gesamten Primerlange, so dass am Ende das Produkt in der weit liberwiegenden Anzahl
aus der modifizierten attB-Sequenz besteht.

Tab. D4: Modifizierte Primer.
Die Primer zur Amplifikation der attB-Sequenz wurden so gestaltet, dass sie an den Enden des Amplifikats eine
Erkennungsstelle der Restriktionsendonuklease Miu | (fettgedruckt, Markierung der Schnittstelle durch ein )

generieren.

Bezeichnung
5'-Mlu 1-attB-f-52

Sequenz (5'—3)
CGA"CGC GTT TCG GCTTGG CTG TCG ACATGC

3'-Mlu |-attB-r-359

GCA"CGC GTT TCC AGG TAC CGT CGA CGA TGT

Der PCR-Ansatz bestand aus folgenden Komponenten (s. Tab. D5):

Tab. D5: Pipettierschema des PCR-Ansatzes.

10 X HiFiBuffer 2 ul
dNTP’s (jeweils 10 mM) 1 ul
Primer 1: 5’ -Mlu |-attB-f-52 (10 pM) 1 ul
Primer 2: 3'-Mlu l-attB-r-359 (10 pM) 1l
Tag-Polymerase 0,5 ul
pTA-attB (1ng/ul) 1 ul
Aqua dest. ad 20 pl

Die Amplifikation erfolgte in 40 Zyklen mit folgendem Temperaturprofil (s. Tab. D6):

Tab. D6: PCR-Schema.

Denaturierung, Annealing und Elongation bilden einen Zyklus. Dieser wurde 39-mal wiederholt.

Anfangsdenaturierung 95 °C 2 Minuten
Denaturierung 95 °C 15 Sekunden
Annealing 66 °C 30 Sekunden
Elongation 72 °C 60 Sekunden
Auffiillreaktion 72 °C 10 Minuten

TOPO-TA-Klonierung
Das Prinzip der TOPO-TA-Klonierung wurde bereits eingehend in Abschnitt D.1.2.4.6 dieser
Arbeit beschrieben. Der Reaktionsansansatz ist in Tab. D7 wiedergegeben:

Tab. D7: Reaktionsansatz der TOPO-TA-Klonierung.

PCR-Produkt 2 ul
Salzlésung konzentriert 1l
Aqua dest. 2 pl
pCR2.1-TOPO 1l
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Nach kurzem Vermischen der Reaktionsansitze erfolgte die Ligation des PCR-Fragments in den
Vektor pCR2.1-TOPO innerhalb einer 5-miniitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur
(s. Tab. D7). Danach wurde der Reaktionsansatz auf Eis gestellt. Es folgte die Transformation in
kompetente E. coli (Top 10 F, Invitrogen, USA), indem 2 ul des Ligationsansatzes zu der Zell-
suspension gegeben wurden. Das Gemisch wurde nun 30 Sekunden in einem auf 42 °C dqui-
librierten Wasserbad erhitzt. Im Anschlu3 wurde das Zell-DNA-Gemisch sofort wieder auf Eis
gestellt. Nach Zugabe von 250 ul SOC-Medium bei Raumtemperatur wurde das Reaktions-
gefalBl wieder fest verschlossen und 1 Stunde bei 37 °C und 250 Upm geschiittelt. Die weitere
Anzucht der Kultur ist dem in D.2.1.1 beschriebenen Protokoll zu entnehmen.

Sequenzierung des Inserts

Die anschlieBende Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxy-Methode nach Sanger und
Coulson (Sanger et al., 1977). Diese wurde enstprechend dem in Abschnitt D.2.1.13 beschrie-
benen Procedere durchgefiihrt.

Restriktion der Vektorgrundgeriiste

Die Vektoren, in die die sequenzierte attB-Sequenz ligiert werden sollte, wurden mit der RE
Mlu | linearisiert, um kohdsive Enden fir die spatere Klonierung zu generieren. Es wurden je-
weils 20 pg der beiden Plasmide pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2 verdaut (s. Tab. D8).

Tab. D8: Pipettierschema zur priparativen Linearisierung der Plasmide pEGFP-IRES-neo2 und
phrGFP-IRES-neo2.

[ | pEGFP-IRES-neo2 phrGFP-IRES-neo2

DNA-Menge x Wl (entspr. 20 pg) x pl (entspr. 20 pg)
Miu | (10 Units/ul) 2,3 ul 2,3 ul

10 X Puffer 10 pl 10 pl

Aqua dest. ad 100 pl ad 100 pl

DNA-Isolation und Dephosphorylierung

Der Restriktionsverdau der beiden Plasmide pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2 wurde
jeweils auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Vektor-DNA
wurde isoliert und die 5-Enden wurden anschlieBend dephosphoryliert, wie es unter dem
Abschnitt D.2.1.8.1 bereits beschrieben wurde.

Plasmidpraparation, Restriktionsanalyse und Ligation

Nachdem 10 Einzelkolonien in 5 ml 2 x YT-Medium uber Nacht vermehrt worden waren, er-
folgte tags darauf eine Plasmidpraparation des rekombinanten Plasmids pCR2.1TOPO-attB+ im
analytischen MaBstab (s. D.2.1.4). Die Plasmidpréaparation wurde ebenso wie die darauf folgen-
de Restriktionsanalyse (s. D.2.1.5) analog den bereits zuvor erlduterten Protokollen durchge-
flhrt. Verdaut wurden die Plasmide mit dem Enzym Miu I. Nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung der attB-Sequenz des Vektors pCR2.1TOPO wurde diese mit Hilfe eines sterilen
Skalpells aus dem Agarosegel geschnitten und mit dem QI/Aquick Gelextraktions-Kit isoliert.
Die Ligationen des attB-Fragments mit den linearisierten und terminal dephosphorylierten
Vektoren pEGFP-IRES-neo2 bzw. phrGFP-IRES-neo2 wurden analog dem in D.2.1.8.1 beschrie-
benen Protokoll durchgefiihrt.
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D.2.1.9 RNA-Isolierung

Prinzip

Die RNA-Isolierung erfolgt mit Hilfe des RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen, der fiir die Iso-
lierung von bis zu 100 pg Total-RNA geeignet ist. Uber die selektive Bindung der RNA an die
Silica-Gel-Membran einer RNeasy Mini-Saule und durch anschlieBende Elution mittels RNase-
freiem Wasser kann die RNA isoliert werden. Fir die Homogenisierung der Probe, also die
Scherung der genomischen DNA und die Herabsetzung der Viskositdt des Lysats, wird eine
QlAshredder-Saule benutzt, wobei eine gleichzeitige Inaktivierung der RNasen durch das im
RLT-Puffer enthaltene Guanidiniumisothiocyanat gewahrleistet wird. Die mit diesem Verfah-
ren isolierten RNA-Molekiile weisen eine Lidnge von > 200 Nukleotide auf. Das bedeutet, dass
5 S rRNA, 5,8 S rRNA und tRNAs, welche ca. 15-20 % der Total-RNA darstellen, im Eluat nicht
enthalten sind.

Zusatzlich muss ausgeschlossen werden, dass im Probenansatz moglicherweise enthaltene
Plasmid-DNA, insbesondere im Falle der quantitativen Bestimmung von EGFP, die nachfolgen-
den Untersuchungen stort. Aus diesem Grund wird ein DNase-Verdau des Ansatzes durchge-
fihrt.

Durchfiihrung

Die in der Zellkultur mittels eines Zellschabers abgeldsten Zellen wurden in 350 pl RLT-Puffer
resuspendiert, wodurch eine vollstindige Lyse erreicht wurde. Zur génzlichen Denaturierung
der Proteine wurde dem RLT-Puffer das Reduktionsmittel B-Mercaptoethanol in einem Ver-
haltnis von 1:100 zugegeben. Das Lysat wurde mittels 2-miniitiger Zentrifugation bei maxi-
maler Geschwindigkeit (16.100 x g) durch eine QIAshredder-Saule homogenisiert. Das homo-
gene Lysat wurde anschlieBend mit der dquivalenten Menge (350 pl) an 70 %igem Ethanol
versetzt, da diese Ethanolkonzentration (35 %) eine optimale Bindung der RNA an die RNeasy
Mini-Saule ermdglicht. Das Gemisch wurde daraufhin zentral auf die RNeasy Mini-Saule
pipettiert und nach Zentrifugation (15 s, = 9300 x g) der Durchfluss verworfen. Die nicht
RNA-haltige Fraktion wurde durch Zugabe von 700 ul RW1 Puffer auf die RNeasy Mini-Saule
und einem weiteren Zentrifugationsschritt fir 15 s bei 2 9300 x g entfernt.

Daraufhin wurden 80 pl DNase-Lésung zugegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Die DNase-Losung setzte sich aus 10 pl DNase I-Stammldsung (27 Kunitz Einheiten) und
70 ul RDD-Puffer zusammen. AnschlieBend folgte ein zweimaliger Waschschritt durch Zentri-
fugation mit 500 ul RPE-Puffer (15s bei = 9300 x g). Um die RNeasy Silica-Gel Membran
vollstdndig zu trocknen und Ethanolreste im Eluat zu vermeiden, wurde die Saule nochmals
bei maximaler Geschwindigkeit fiir eine Minute zentrifugiert. Nachdem die RNeasy-Séule in
ein neues 1,5 ml SammelgefaB tGberfiihrt worden war, erfolgte die RNA-Elution durch Zugabe
von 50 pl RNase-freiem Wasser in die Mitte der Silica-Gel-Membran und einem Zentrifugati-
onsschritt von einer Minute bei 2 9300 x g. Um die Gesamtausbeute zu erhdhen, wurde noch-
mals mit 30 ul RNase-freiem Wasser unter Zentrifugation (eine Minute bei = 9300 x g) elu-
iert. Auf Grund dieser erneuten Elution war zwar die Konzentration der RNA geringer, die Aus-
beute jedoch um ungefidhr 15 - 30 % hdher.
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Die Konzentration der erhaltenen Total-RNA wurde photometrisch bei einer optischen Dichte
von 260 nm bestimmt. Als Leerwert wurde RNase-freies Wasser herangezogen. Bei einem Quo-

A zwischen 1,8 und 2,2 kann von einer proteinfreien RNA-Losung aus-

260 nm/

tienten von A

280 nm

gegangen werden.

D.2.1.10  c¢DNA-Synthese fiir die quantitative RT-PCR

Prinzip

Das Umschreiben der mRNA in c¢DNA erfolgt unter zu Hilfenahme des 7st Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) der Firma Roche. Hierbei binden Oligo-dT-Primer spezifisch an
die flir mRNA charakteristische Poly-A-Sequenz an deren 3'-Ende. Dadurch wird die aus-
schlieBliche Verwendung der mRNA als Matrize fiir die cDNA-Synthese gewdhrleistet. Andere
in dem Total-RNA-Pool der durch die RNeasy Mini Priparation (s. D.2.1.9) enthaltenen RNA-
Arten kdnnen somit nicht in die anschlieBende reverse Transkription einflieBen. Die Reaktion
selbst wird dabei durch die Reverse Transkriptase des Avian Myeloblastosis Virus (AMV) ver-
mittelt.

Durchfiihrung

Als Ausgangsmaterial diente Total-RNA, die mit Hilfe des RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen
gewonnen wurde (s. D.2.1.9). Fiir die cDNA-Synthese wurden 250 ng DNase-behandelte Total-
RNA eingesetzt. Da das RNA-Volumen nur maximal 8,2 ul betragen durfte, musste es gegeben-
enfalls mit Hilfe eines Vakuum-Zentrifugal-Verdampfers (Lyofuge) auf das gewiinschte Volu-
men eingeengt werden. Eine primdre 15-miniitige Denaturierung der RNA-Sekundarstruk-
turen wurde im PCR-Multicycler bei 65 °C durchgefiihrt, woraufhin die Proben vor Zugabe der
restlichen Komponenten fiinf Minuten auf Eis inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die fiir
die cDNA-Synthese erforderlichen Komponenten wie in der folgenden Tabelle beschrieben in
einem Gesamtvolumen von 11,8 ul zugegeben (s. Tab. D9).

Tab. D9: cDNA-Synthese mittels Oligo-dT-Primern.

10 X Reaktionspuffer 2 pl 1X

MgCl, (25 mM) 4yl 5mM
Desoxynukleotid-Mix (je 10 mM) 2 ul 1 mM
Oligo-dT-Primer 2 ul 0,04 A, Units (1,6 ug)
RNase Inhibitor (50 U/ul) 1ul 50 Units

AMV Reverse Transkriptase (50 U/ul) 0,8 ul 2 20 Units

Die reverse Transkription erfolgte eine Stunde bei 42 °C, nachdem zuvor eine 10-miniitige In-
kubation bei 25 °C fiir das Anlagern der Oligo-dT-Primer vorangegangen war. Zum Schluss
wurde die Reverse Transkriptase denaturiert (5 Minuten, 99 °C). Die so erhaltene cDNA konnte
bei -20 °C fiir einen langeren Zeitraum ohne Qualitatsverluste aufbewahrt werden.
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D.2.1.11 Quantitative RT-PCR

Prinzip

Durch Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes, der in doppelstringige (ds) DNA interkaliert, kann
wahrend einer durchgefiihrten Polymerasekettenreaktion unter zu Hilfenahme eines entspre-
chenden Detektors die bei den einzelnen PCR-Zyklen jeweils entstandene Produktmenge
quantifiziert werden. Aus diesem Grund wird diese Methode auch als quantitative real-time
(RT) PCR bezeichnet. In der vorliegenden Arbeit wurden die quantitativen DNA-Bestimmungen
mittels des der Fa. Roche, Mannheim durchgefiihrt. Die Quantifizierung der eingesetzten Ma-
trize gelingt tber die Korrelation zwischen Produktmenge und Fluoreszenz. Der verwendete
fluoreszierende Farbstoff SybrGreen | interkaliert in die bei jedem PCR-Zyklus entstehenden
dsDNA-Produkte, so dass mit zunehmender Zyklenzahl, und damit einhergehend steigenden
Mengen an spezifischem amplifizierten Produkt, nun die Zunahme der Fluoreszenz mit Hilfe
des LightCycler-Systems detektiert und aufgezeichnet werden kann. Gleichzeitig erfolgt die
Bestimmung mehrerer Proben in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen mit genau definierter
Kopienzahl. Hierdurch kann eine Standardkurve generiert werden, anhand derer die urspriing-
liche Kopienzahl in der zu analysierenden Probe bestimmt werden kann. Da SybrGreen I nicht
nur in spezifische Produkte, sondern auch in Primerdimere und doppelstrangige Nebenproduk-
te interkaliert, erfolgt im Anschluss an die quantitative RT-PCR ein Nachweis der Spezifitit der
generierten Produkte sowohl Uber die Schmelzkurvenanalyse als auch (iber Agarosegel-
Elektrophorese. Die PCR-Bedingungen im LightCycler richten sich nach den fiir die RT-PCR
bendtigten Primersets gemaB den Angaben des Herstellers Search-LC (www.search-LC.de).

Durchfiihrung
LightCycler-Lauf

Unabhingig von der Menge der fiir die cDNA-Synthese eingesetzten RNA (s. oben), wurde je-
weils 1 pl der cDNA-L6sung mit Aqua dest. auf 10 ul aufgefillt. Dieses Volumen wurde in die
dafiir vorgesehenen LightCycler-Glas-Kapillaren pipettiert und mit 10 pl eines PCR-Ansatzes
erganzt, was zu einem Gesamtvolumen von 20 pl pro Kapillare fiihrte. AbschlieBend wurde je-
de Kapillare mit einem Plastikstopfen verschlossen. Die PCR-Stocklésung setzte sich aus 6 pl
Aqua dest., jeweils 2 pl Primer Set und LightCycler FastStart DNA Master SybrGreen | der
Firma Roche zusammen, das neben SybrGreen I, die DNA-Polymerase, den PCR-Puffer und die
dNTPs enthielt. MgCl, lag in allen Ansdtzen in einer Endkonzentration von 1 mM vor. An-
schlieBend wurden die Kapillaren vier Minuten bei 660 x g und 4 °C zentrifugiert, um die Lo-
sung mit einem Gesamtvolumen von 20 pl in die Spitze der Kapillaren zu transferieren. Nach
erfolgter Zentrifugation wurden die Kapillaren in das daflir vorgesehene Karussell der
LightCycler-Apparatur gestellt. Die PCR-Bedingungen blieben bei allen Experimenten unver-
andert (s. Tab. D10). In jedem LightCycler-Lauf wurden Kontrollen mitgefiihrt, wobei humane
cDNA als Positiv- und Aqua. dest. als Negativkontrolle dienten.
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Tab. D10: RT-PCR-Schema.
Denaturierung, Annealing und Elongation bilden einen Zyklus. Dieser wurde 44-mal wiederholt.

Anfangsdenaturierung 95 °C 10 Minuten

Denaturierung 95 °C 10 Sekunden
Annealing 68 °C 10 Sekunden
Elongation 72 °C 16 Sekunden

Analyse mittels Agarosegel-Elektrophorese

Nach beendeter RT-PCR wurden die Kapillaren gedffnet, invers in 1,5 ml-ReaktionsgefaBe ge-
stellt und bei 660 % g kurz zentrifugiert, um die Losung vollstandig aus den Kapillaren zu ent-
fernen. Die Proben wurden anschlieBend wie unter D.2.1.6 beschrieben mittels Agarosegel-
Elektrophorese analysiert.

D.2.1.12 DNA-Isolation aus eukaryontischen Zellen

Prinzip

Die Isolation genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen, wie humanen mesenchymalen
Stammzellen, erfordert andere Bedingungen als die Prdparation von vektorieller DNA. Die
Durchfiihrung erfolgt unter Zuhilfenahme des Q/Aamp DNA Micro Kits der Fa. Qiagen. Dabei
bedarf die Isolierung von genomischer DNA aus einer sehr geringen Anzahl von Zellen
(< 500 Zellen) entweder der Zugabe von so genannter Carrier-RNA, oder dem vorherigen Zu-
satz einer groBeren Anzahl von Zellen (> 50.000 Zellen). Letztere Option besteht lediglich,
wenn diese so genannten Carrier-Zellen die Folgeanalytik nicht beeintrachtigen. In einem
ersten Reaktionsschritt werden die Zellen mittels eines Guanidiniumhydrochlorid-Puffers
lysiert. Die Zugabe von Proteinase K fiihrt zum Abbau der Histon-Proteine. Die in diesem Lysat
nun befindliche proteinfreie DNA kann an die Silica-Membran einer QlAamp MiniElute Saule
gebunden werden. Nach Zentrifugations- und Waschschritten wird schlieBlich die Elution der
genomischen DNA mit hochreinem Wasser vorgenommen.

Durchfiihrung

In der Zellkultur wurde zum einen eine definierte Zellzahl mittels Trypsin/EDTA-Behandlung
geerntet. Dabei wurden 100.000 Carrier-Zellen (hMSC) trypsiniert (s.D.2.2) und in
100 pl Phosphat-gepufferter Salzl6sung (PBS) resuspendiert. Zum anderen wurden die zu un-
tersuchenden Zellen (< 500 Zellen) nach dem identischen Protokoll isoliert. Das PBS-Volumen
betrug hier allerdings in 50 ul. Nach Zusatz von 50 ul Carrier-Zellsuspension (50.000 Zellen) zu
der zu untersuchenden Zellpopulation und Vermischen der beiden Losungen (Gesamt-
volumen: 100 ul), erfolgte die Zugabe von 10 pl Proteinase K (> 600 mAU/ml) sowie von 1 VT
Guanidiniumhydrochlorid-Puffer. Die Suspension wurde daraufhin kraftig vermischt und
10 Minuten bei 56 °C unter Schitteln der Losung bei 125 Upm inkubiert, da Proteinase K ein
Temperaturoptimum von 56 °C besitzt. Darauf folgend wurden 50 ul 100 % Ethanol (-20 °C)
zugegeben und die Losung nach kraftigem Mischen des Reaktionsansatzes 3 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension wurde nun zentral auf die Membran einer
QIAamp MiniElute-Séule pipettiert und 1 Minute bei 8000 Upm zentrifugiert. Nachdem die
Durchflussfraktion verworfen worden war, wurde die Membran in zwei Schritten mit je 500 pl
ethanolhaltigen Puffern durch eine einminitige Zentrifugation bei 8000 Upm gewaschen. Um



D MATERIAL UND METHODEN 52

in der Membran befindliche Ethanolreste zu entfernen, wurde die Sdule anschlieBend noch
einmal 3 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit (16.100 x g) zentrifugiert. Die Elution
erfolgte mit 30 pl hochreinem Wasser, das zentral auf die Membran in der QlAamp MiniElute-
Sdule pipettiert wurde. Nach einem Inkubationsschritt von 5 Minuten bei Raumtemperatur
wurde die DNA durch 1-minitige Zentrifugation bei 16.100 x g in ein steriles 1,5 ml-Reakti-
onsgefaB eluiert.

D.2.1.13 DNA-Sequenzierung

Prinzip

Die in dieser Arbeit angewandte Sequenziertechnik zur Aufklarung der Nukleotidabfolge be-
stimmter DNA-Sequenzen beruht auf der von Sanger und Coulson entwickelten Didesoxy-Me-
thode (Sanger et al., 1977). Notwendig hierfiir ist ein geeigneter Primer, an dessen 3'-Ende
eine DNA-Polymerase mit der Synthese der zu untersuchenden Sequenz beginnen kann. Dem
Reaktionsansatz werden nicht nur die zum Kettenaufbau noétigen Desoxynukleosidtriphos-
phate (dNTP) zugegeben, sondern auch - in geringerer Konzentration - Didesoxynukleosidtri-
phosphate (ddNTP). Letzteren fehlt an der 3'-Position ihrer jeweiligen Desoxyribose die Hy-
droxylgruppe, die zwingend notwendig ist zur Verkniipfung der kovalenten Bindungen mit
dem 5’-Phosphat des folgenden Nukleotids. Aus diesem Grund kommt es zum Kettenabbruch,
je nachdem, an welcher Stelle das jeweilige ddNTP eingebaut wurde. Da die vier ddNTPs
(ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) zuvor mit je einem Fluoreszenzfarbstoff markiert worden waren,
lasst sich die Sequenz der teilamplifizierten Matrize nach elektrophoretischer Auftrennung in
einem Polyacrylamidgel bestimmen. Diese Technik erlaubt es, Sequenzen bis zu einer Linge
von 1000 Basen zu lesen.

Durchfiihrung

Die Sequenzierreaktionen wurden mit Hilfe des BigDye Kits der Fa. Applied Biosystems, USA,
durchgefiihrt. Zu je 350 ng der zu untersuchenden Sequenz wurden 2 ul BigDye gegeben.
Diese Losung enthalt sowohl dNTP als auch markierte ddNTP, einen 10 x PCR-Puffer sowie die
DNA-Polymerase. Nach Zugabe von 3,2 pmol des Primers (M13 forward bzw. M13 reverse)
wurden der Ansatz auf 10 ul aufgefiillt und die lineare PCR durchgefiihrt. Die Sequenzierung
erfolgte in 25 Zyklen mit folgendem Temperaturprofil (s. Tab. D11):

Tab. D11: Durchfiihrung der Sequenzierreaktion.

Anfangsdenaturierung 96 °C 1 Minute
Denaturierung 96 °C 10 Sekunden
Annealing 50 °C 5 Sekunden
Elongation 60 °C 14 Sekunden

Die anschlieBende Gelelektrophorese und Detektion der fluoreszenzmarkierten DNA-Molekiile
wurden von der Fa. MediGenomix, Martinsried durchgefiihrt. Die Auswertung der Sequenzier-
ergebnisse erfolgte jeweils durch Abgleich mit der Originalsequenz.
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D.2.1.14 Restriktionsfragmentldngen-Analyse
Prinzip

Die Restriktionsfragmentlangen-Analyse (RFLA) entspricht im Wesentlichen der Untersuchung
von Restriktionsfragmentldngenpolymorphismen (RFLP), die in der Medizin zum Nachweis von
Insertionen, Deletionen und Punktmutationen benutzt werden. In der vorliegenden Arbeit
relevant ist die Detektion der Insertion eines Plasmids an eine bestimmte Stelle des humanen
Genoms, der humanen pseudo-attP-Sequenz A auf Chromosom 8. Dazu wird genomische DNA
aus Zellen isoliert, die zuvor durch die zielgerichtete Integration der Vektor-DNA mit dem ent-
sprechenden Transgen modifiziert wurde. Diese neu generierte DNA-Sequenz fungiert als Ma-
trize in der darauf folgenden PCR. Als Primer dienen Oligonukleotidsequenzen, die lediglich
dann zur Amplifikation eines 320 bp langen Fragments flihren, falls das Integrationsereignis
spezifisch an der Rekombinationssequenz der ®C31 Integrase stattgefunden hat. AnschlieBend
wird das PCR-Produkt elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt. Nach Isolation der
amplifizierten Sequenz erfolgt eine TOPO-TA-Klonierung mit RFLA, die charakteristische Frag-
mentgroBen erzeugt. Zusdtzlich wird eine Sequenziiberpriifung des rekombinierten Frag-
mentes durchgeflihrt. Somit kann sowohl (iber die charakteristischen FragmentgréBen als
auch Uber die Sequenzierung des Fragments die Integration der Fremd-DNA in eine definierte
Stelle des humanen Genoms untersucht bzw. verifiziert werden.

Durchfiihrung

Nach der Isolierung der genomischen DNA aus den Zellen wurde eine PCR mit Primern durch-
geflihrt, die ausschlieBlich die DNA-Sequenz der Integration in die pseudo-attP-Sequenz A
amplifiziert (s. D.1.2.2). Als Kontrolle diente ein Primerpaar, das lediglich zu einer amplifizier-
ten Sequenz fiihrt, falls das Integrationsereignis nicht an der pseudo-attP-Sequenz auf Chro-
mosom 8 stattgefunden hatte (s. D.1.2.2 und Tab. D12).

Tab. D12: Primer zum Nachweis der zielgerichteten Integration.

Das Primer-Paar 1 (1&2), welches zum einen an der vektoriellen attB-Sequenz (1) und zum anderen an der
nativen humanen Sequenz hybridisiert (2), fiihrt zur Amplifikation des gezielten Integrationsereignisses. Das
Primer-Paar 2 (2&3) hybridisiert an der nativen pseudo-attP-Sequenz A, jeweils stromauf- bzw. abwirts der
Rekombinationsstelle der ®C31 Integrase.

Primer
Integration-2-f (1)

Komplementire Sequenz
attB, stromaufwirts der Rekombinationssequenz (RS)

Integration-r-400 (2)

pseudo-attP A, stromabwarts der RS

ps attP-f-30 (3)

pseudo-attP A, stromaufwirts der RS

Der PCR-Ansatz bestand aus folgenden Komponenten (s. Tab. D13):

Tab. D13: Pipettierschema des PCR-Ansatzes.

10 X HiFiBuffer 2 pl
dNTP’s (jeweils 10 mM) 1 ul
Primerpaar 1 (1&2) [ 2 (2&3) je 1 ul
Tag-Polymerase 0,5 ul
Template 30 ul
Aqua dest. ad 50 pl
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Die Amplifikation erfolgte in 35 Zyklen mit folgendem Temperaturprofil (s. Tab. D14):

Tab. D14: PCR-Schema.
Denaturierung, Annealing und Elongation bilden einen Zyklus. Dieser wurde 34-mal wiederholt.

Anfangsdenaturierung 95 °C 2 Minuten
Denaturierung 95 °C 15 Sekunden
Annealing 66 °C 30 Sekunden
Elongation 72 °C 60 Sekunden
Auffiillreaktion 72 °C 10 Minuten

Das Amplifikat hatte im Falle der zielgerichteten Integration eine Nukleotidldnge von 320 bp,
im Falle der nativen Sequenz eine Linge von 370 bp. Diese Sequenzen wurden mittels Gel-
elektrophorese aufgetrennt und nach Isolation aus dem Agarosegel in den Vektor pCR2.1TOPO
kloniert (s. D.1.2.4.6 und D.2.1.8.2) Die RFLA wurde mit den Restriktionsenzymen EcoR | und
Hinc Il durchgefiihrt. Dazu wurden die in den Vektor pCR2.1-TOPO ligierten PCR-Amplifikate
jeweils mit den beiden Enzymen restringiert und die Produkte per Agarosegel-Elektrophorese
visualisiert. Mithilfe der flankierenden Standard-Nukleotidsequenzen (M13 forward bzw. M13
reverse) erfolgte die Sequenzierung (s. D.2.1.13).
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D.2.2 Zellkultur

Alle Versuche wurden mit humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) der Firma Lonza,
USA, durchgefiihrt. Die Zellen wurden mittels einer Knochenmarksbiopsie des posterioren
Beckenkamms isoliert und durch Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. lhre Abtren-
nung von hdmatopoetischen Zellen wird durch selektive Adharenz an Plastik erreicht. Die Fir-
ma garantiert einen negativen Befund auf HIV, Hepatitis-B und -C, Mycoplasmen, Bakterien
und Pilzen sowie die Differenzierungsfahigkeit dieser Zellen in drei mesodermale Richtungen.
Dabei wird die adipogene Differenzierung durch Lipidvakuolenbildung, die chondrogene Dif-
ferenzierung durch Bildung von Kollagen Il sowie die osteogene Differenzierung durch Mine-
ralisierung (Kalziumdeposition) nachgewiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane mesenchymale Stammzellen einer 19-jahr-
igen Spenderin (Kaukasierin) herangezogen. Die Spenderin war laut Firmenangabe normalge-
wichtig und zeigte keine Anzeichen fiir Diabetes, Herzerkrankungen, Krebs, Epilepsie oder an-
dere Organerkrankungen bzw. fiir virale oder bakterielle Infektionen. Wahrend der Experimen-
te erfolgte in regelmiBigen Abschnitten die Uberpriifung der hMSC auf eine Mycoplasmen-
Kontamination mit Hilfe eines Mycoplasmen-PCR-Kits der Firma Minerva.

D.2.2.1 Kultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen

Die kryokonservierten humanen mesenchymalen Stammzellen (750.000 Zellen/Ampulle) wur-
den vor ihrer Kultivierung zwei Minuten im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in 5 ml 37 °C
temperiertem Stammzellwachstumsmedium resuspendiert, das basierend auf dem humanen
Stammzell-Basalmedium der Firma Lonza, USA (MSCBM, mesenchymal stem cell basal
medium) folgende Zusitze enthielt: Komplettiert wurden 440 ml Basalmedium mit 50 ml fota-
lem Kilberserum (Fetal Bovine Serum, kurz FBS), 10 ml L-Glutamin (200 mM) und 0,5 ml
Penicillin/Streptomycin (MSCGM Single Quot, Lonza). Nach 5-miniitiger Zentrifugation der
Zellen bei 600 x g und 20 °C waren die Zellen sedimentiert und konnten nach Abnahme des
Uberstandes in 3 ml Medium durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren resuspendiert werden.
Jeweils 1 ml dieser Suspension wurde in eine T75-Kulturflasche pipettiert, in die zuvor 9 ml
Medium vorgelegt worden waren. Die Zellen wurden somit in 10 ml Medium kultiviert und
zweimal pro Woche nach Abnahme des verbrauchten Mediums und Waschen mit 5 ml PBS mit
frischem Medium versorgt. Die Inkubation erfolgte in einem CO,-Brutschrank (5 % CO,) bei
37 °C und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit.

D.2.2.2 Subkultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen

Hatten die Zellen einen optischen Konfluenzgrad von mehr als 90 % erreicht, wurden sie sub-
kultiviert oder geerntet. Zu diesem Zweck wurde das Medium entfernt, um die adhdrenten
Zellen mittels 4 ml einer Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS) gewaschen, welches frei von
Mg*'- und Ca*-lonen war. Zum einen wurden dadurch Reste in der Kulturflasche verbliebenen
Mediums entfernt, die eine Inaktivierung des Trypsins bewirkt hatten. Zum anderen wurde die
Anzahl zweifach positiv geladener lonen minimiert, die in einem Chelatkomplex die Inakti-
vierung der in der Trypsin/EDTA-Losung befindlichen Etyhlendiamintetraacetat-Molekiile be-
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wirkt hatten. Nach Abnahme des PBS wurde dieses durch 4 ml Trypsin/EDTA-LGsung ersetzt.
Die Inkubationszeit betrug 5 Minuten und wurde, falls sich die Zellen nicht vollstandig ab-
l6sten, auf maximal 10 Minuten unter zusatzlicher Inkubation im CO,-Brutschrank bei 37 °C
verlangert. Durch Zugabe von 3 ml hMSC-Medium wurde diese Reaktion gestoppt, woraufhin
die Zellsuspension zum vollstindigen Entfernen des Trypsin/EDTA-Gemischs in einem 15 ml-
Falkonrohrchen 5 Minuten bei 600 x g und einer Temperatur von 20 °C zentrifugiert wurde.
Zur weiteren Kultivierung erfolgte die Resuspension des Zellsediments in einem geringen
Volumen (< 5 ml) Medium.

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden der Zellsus-
pension 10 pl entnommen und diesem Aliquot 5 pl Trypan-blau zugegeben. Gezédhlt wurde le-
diglich die Anzahl der vitalen Zellen, also derer, die sich nicht mit dem Farbstoff anfarbten. Bei
der folgenden Aussaat wurde die Zellzahl auf die Quadratzentimeter effektiver Wachstums-
oberflache der jeweiligen Kavitdten berechnet (s. Anhang, Tab. 11). Zur Subkultivierung der
Zellen betrug die Aussaat grundsitzlich 5000 Zellen/em’. Zur Transfektion wurden je nach
Transfektionsreagens und KavititengréBe zwischen 8500 und 10.000 Zellen/cm® und zur
adipogenen bzw. osteogenen Differenzierung jeweils 10.000 Zellen/cm’ ausgesit.

D.2.2.3 Transfektion
D.2.2.3.1 Transiente Transfektion

Prinzip

Das Prinzip der transienten Transfektion wurde bereits einleitend beschrieben (s. B.2). Die tem-
pordre Einschleusung der meist in Vektoren vorliegenden DNA in eukaryontische Zellen be-
wirkt eine hohe episomale Kopienzahl und damit eine starke Expression der auf den Vektoren
kodierten Gene. Die Plasmide sind jedoch dem Angriff von zelluldren Nukleasen ausgesetzt, die
dazu fuhren, dass die Expression des eingebrachten Transgens liber einen Zeitraum von weni-
gen Tagen stark abnimmt. Die Optimierung der Transfektion von hMSC wird mit dem Vektor
pIRES2-EGFP (s. D.1.2.4.4) durchgefiihrt und mit dem Plasmid pEGFP-N3 (s. D.1.2.4.1) verifi-
ziert. Da die Transfektionen hauptsachlich in 12-Kavitaten-Zellkulturplatten mit einer Kultur-
flache von 3,5 cm2/Kavitit erfolgen, sind die folgenden Angaben auf dieses Format bezogen.
24 Stunden nach Transfektion der Zellen wird die Transfektionseffizienz mittels Fluoreszenz-
mikroskopie bei einer Wellenlange von 488 nm ausgewertet. Dabei wird die Anzahl der fluo-
reszierenden Zellen bei 200-facher VergroBerung gegen die Anzahl aller im Lichtfeld sicht-
baren Zellen normiert.

D.2.2.3.1.1 Transfektion mit METAFECTENE

Zur spateren Transfektion der hMSC wurden diese in 12-Kavitdten-Zellkulturplatten in einer
Dichte von 10.000 Zellen/cm2 bzw. entsprechend 3000 Zellen pro 100 pl Stammzellwachs-
tumsmedium ausplattiert und unter gewohnlichen Kultivierungsbedingungen inkubiert.
Hatten die Zellen 18 bis 24 Stunden spater einen Konfluenzgrad von ca. 60 % erreicht, wurde
die Transfektion vorbereitet. Dazu wurden 0,1 pg bzw. 0,2 pg DNA pro 10.000 Zellen in 50 ul
Serum-freiem DMEM gelost. Die entsprechende Menge des Transfektionsreagenzes
METAFECTENE (Biontex, Miinchen) wurde ebenfalls in 50 pl Serum- und Antibiotikum-freiem



D MATERIAL UND METHODEN 57

Medium geldst. Dabei betrug das Verhdltnis von eingesetztem Transfektionseagens zur ent-
sprechenden DNA-Menge zwischen 2:1 und 12:1. Die Herstellung der Losungen erfolgte in
5 ml-Polystyrol-R6hrchen. Die beiden Losungen wurden durch mehrmaliges Auf- und Ab-
pipettieren gemischt und daraufhin vereinigt. Die Inkubation zur Formierung der DNA-Lipid-
komplexe erfolgte fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur. In diesem Zeitraum wurde das Me-
dium von den hMSC abgenommen und durch 900 pl frisches Stammzellwachstumsmedium
pro Kavitat ersetzt. Der Transfektionsansatz wurde nach Ende der Inkubation tropfenweise zu
den Zellen gegeben und durch vorsichtiges Schwenken der Zellkulturplatte mit dem Stamm-
zellwachstumsmedium vermischt. Nach weiterer 6-stiindiger Inkubation (37 °C, 5 % CO,)
wurde der gesamte Transfektionsansatz entfernt und durch 1 ml frisches Stammzellwachs-
tumsmedium ersetzt. Ausgewertet wurden die Versuche jeweils 24 Stunden nach Transfektion.
Dabei wurde die Anzahl der fluoreszierenden Zellen bei 200-facher VergréBerung gegen die
Anzahl aller im Lichtfeld sichtbaren Zellen normiert.

D.2.2.3.1.2 Transfektion mit Lipofectamine Plus

Am Tag vor der geplanten Transfektion wurden 35.000 hMSC so ausgesat, dass sie zur Trans-
fektion einen Konfluenzgrad von 60 % erreichten. 18 bis 24 Stunden darauf erfolgte die
Transfektion mittels Lipofectamine Plus. Dazu wurden pro Kavitat 2 Polystyrol-R6hrchen steril
unter der laminar flow vorbereitet und jeweils 100 ul Serum-freies DMEM vorgelegt. In eines
der beiden Rohrchen wurden zwischen 0,1 ug und 0,4 ug in Wasser geléste DNA gegeben und
diese Losung anschlieBend durch Auf- und Abpipettieren durchmischt. Durch Zugabe des
Plus-Reagens in verschiedenen Verhéltnissen von 2:1 bis 14:1 - jeweils bezogen auf die ein-
gesetzte DNA-Menge - erfolgte nach wiederholtem Auf- und Abpipettieren und 15-miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur die Prakomplexierung der DNA. In das verbliebene Polystyrol-
Rohrchen wurden nun zwischen 2 und 12 Teile Lipofectamine pro eingesetzer DNA-Menge ge-
geben. Nach Durchmischen der Losung wurde diese mit dem DNA-Plus-Gemisch vereint. Der
Transfektionsansatz wurde weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Innerhalb
dieses Zeitraums wurde das Medium von den hMSC abgenommen und durch 400 pl Serum-
freies DMEM ersetzt. Daraufhin wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben, vor-
sichtig mit dem Medium vermischt und 3, 6, bzw. 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,-Bega-
sung inkubiert. Danach wurde der Ansatz von den Zellen abgenommen und durch 1 ml
frisches Stammzellwachstumsmedium ersetzt. Die Auswertung erfolgte 24 Stunden nach
Transfektion der Zellen. Dabei wurde die Anzahl der fluoreszierenden Zellen bei 200-facher
VergroBerung gegen die Anzahl aller im Lichtfeld sichtbaren Zellen normiert.

D.2.2.3.1.3 Transfektion mit Lipofectamine 2000

Zur Transfektion der hMSC mittels Lipofectamine 2000 wurden die Zellen so ausplattiert, dass
die Konfluenz nach 18 - bis 24-stlindiger Inkubation 50 % betrug. Dies erforderte pro Kavitit
einer 12-Kavitaten-Zellkulturplatte eine Aussaat von 30.000 Zellen. Die Transfektion selbst er-
folgte an dem darauf folgenden Tag unter sterilen Bedingungen unter der laminar flow. Dazu
wurde das Medium von den Zellen abgenommen und durch 800 ul frisches Stammzellwachs-
tumsmedium ersetzt. Pro Kavitdt wurden nun zwei 5 ml fassende Polystyrol-Réhrchen vorbe-
reitet und je 100 pl Serum-freies DMEM vorgelegt. Zu einem der beiden Réhrchen wurden nun
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zwischen 0,2 und 0,8 pg in Wasser geloste DNA gegeben und durch mehrmaliges Auf- und Ab-
pipettieren mit dem Medium vermischt. In das verbliebene Roéhrchen wurde die 0,5- bis 4-
fache Menge an Lipofectamine 2000 (bezogen auf die DNA-Menge) zugesetzt und ebenfalls
vorsichtig vermischt. Nach maximal fiinfminitiger Inkubation wurden die beiden Ansdtze ver-
eint und wiederum durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren durchmischt. Dieser Transfek-
tionsansatz wurde nun fiir weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Innerhalb die-
ses Zeitraums konnten sich nun die DNA-Lipidkomplexe formieren, so dass der Ansatz im An-
schluss tropfenweise auf die hMSC gegeben werden konnte. Nach sechsstiindiger Inkubation
(37 °C, 5% CO,) erfolgten die Abnahme des Ansatzes und die Zugabe von 2 ml frischem
Stammzellwachstumsmedium. Die Effizienz wurde 24 Stunden nach der Transfektion be-
stimmt.

Zudem wurde eine Untersuchung durchgefihrt, mit der der Einfluss des Konfluenzgrades der
Zellen auf die Transfektionseffizienz analysiert wurde. Die Fa. Invitrogen schldgt zur Transfek-
tion von adhédrenten Zellen eine 90 %ige Konfluenz vor. Um die optimale Zelldichte von hMSC
zu ermitteln, wurden diese mit einem Konfluenzgrad von 20, 40, 60 und 80 % in 12-Kavita-
ten-Zellkulturplatten eingesat. 24 Stunden spater erfolgte die Transfektion der Zellen nach
dem optimierten Transfektionsprotokoll (s. Anhang). An dem darauf folgenden Tag wurden die
Zellen trypsiniert (s. D.2.2.2) und die Transfektionseffizienz mithilfe der Neubauer-Zahlkammer
und Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Dabei wurde die Anzahl der fluoreszierenden Zellen mit
der jeweiligen Gesamtzellzahl korreliert.

D.2.2.3.2 Toxizitdtsanalyse

Prinzip

Sowohl die Einbringung von Fremd-DNA als auch die Technik des liposomalen Gentransfers
sind fiir Zellen putativ toxisch. Aus diesem Grund erfolgt zum einen die Untersuchung der
Toxizitat der verwendeten Transfektionsreagenzien. Zum anderen wird eine vergleichende
Transfektion der Plasmide pEGFP-N3 (s. D.1.2.4.1) und plRESneo2 (s. D.1.2.4.5) durchgefiihrt,
um festzustellen, ob das Uberleben der hMSC mit der Expression von bestimmten Transgenen
(EGFP bzw. Neomycin-Resistenz) korreliert.

Durchfiihrung

Einen Tag vor der Transfektion der Zellen wurden in 21 Vertiefungen zweier 12-Kavitaten-Zell-
kulturplatten je 30.000 hMSC ausgesat. Die Transfektion der hMSC erfolgte im Triplett analog
dem optimierten Transfektionsprotokoll des jeweiligen Reagenzes (s. E.1.1.1 flir METAFECTENE,
E.1.1.2 fiir Lipofectamine Plus und E.1.1.3 fiir Lipofectamine 2000). Zur Transfektion herange-
zogen wurden die beiden Plasmide pEGFP-N3 und pIRESneo2. Die Zellen dreier unbehandelter
Kavitdten dienten als Kontrolle. Nach quantitativer Abnahme des Uberstandes wurden die
transfizierten Zellen 24 Stunden nach Transfektion mit 400 ul Trypsin/EDTA abgelost und mit
dem zuvor abgenommenen Uberstand der jeweiligen Kavitit vermischt. Dies fiihrte zum einen
zur Neutralisierung der Trypsin-Aktivitat, und zum anderen konnte so die Anzahl der im Uber-
stand befindlichen Zellen mitbestimmt werden. Nach einem Zentrifugationsschritt (5 Minuten,
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600 x g, 20 °C) erfolgte die Aufnahme in 200 pl PBS. Zu 20 pl dieser LGésung wurden
2 ul Propidiumiodid (500 pg/ml) und 4 pl Fluoresceindiacetat (10 pg/ml; kurz FDA), gegeben.
Dabei farbt Propidiumiodid tote, FDA hingegen vitale Zellen. Die Anzahl der Propidiumiodid-
gefarbten roten Zellen und die der FDA-gefdrbten griinen Zellen wurde mithilfe einer
Neubauer-Zahlkammer durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Die Exzitation betrug hierbei
450 - 490 nm.

D.2.2.3.3 Nachweis der Transienz

Prinzip

Das Vorliegen der Plasmid-DNA als episomaler Zellbestandteil und nicht als genomischer Anteil
einer Zelle nimmt aufgrund verschiedener, zum Teil bereits beschriebener Mechanismen, liber
einen Zeitraum von wenigen Tagen ab. Dieser als Transienz bezeichnete Effekt wird durch den
Nachweis der Anzahl von mRNA-Kopien der fiir EGFP kodierenden DNA-Sequenz liber einen
definierten Zeitraum bestimmt. Die RNA wird mithilfe des RNeasy Mini Kits isoliert. Die Be-
handlung der RNA mit DNase | wird durchgefiihrt, um die Bestimmung der durch reverse
Transkription generierten cDNA-Sequenz nicht durch die identische EGFP-Plasmid-Sequenz zu
verfalschen. Die EGFP-Kopienzahl wird daraufhin unter Zuhilfenahme der LightCycler Techno-
logie der Fa. Roche, Mannheim auf transkriptioneller Ebene analysiert.

Durchfiihrung

Zur Transfektion der Zellen wurden in insgesamt 18 Vertiefungen zweier 12-Kavitaten-Zell-
kulturplatten 30.000 hMSC ausgesat und diese 24 Stunden unter gewdhnlichen Kulturbe-
dingungen inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde das Plasmid pEGFP-N3 (s. D.1.2.4.1) mit
dem Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 nach dem unter |.4 beschriebenen Protokoll
transfiziert. Die Aufnahme der mit 500 pl PBS gewaschenen Zellen in 350 pl RLT-Puffer zur
Isolierung der RNA (s. D.2.1.9) erfolgte an Tag 1, 2, 4, 7, 10 und 14 nach Transfektion. Sowohl
die cDNA-Synthese aus der isolierten Total-RNA als auch die Technik der quantitativen RT-PCR
wurden analog den bereits beschriebenen Protokollen (s. D.2.1.10 und D.2.1.11) durchgefiihrt.

D.2.2.3.4 Kotransfektion

Prinzip

Die Transfektion zweier oder mehrerer Vektoren zum Zweck der gemeinsamen Inkorporation in
die Zielzellen wird als Kotransfektion bezeichnet. Zu diesem Zweck werden in ein und demsel-
ben Ansatz mindestens zwei unterschiedliche Plasmide mit einem liposomalen Transfektions-
reagens vereint und auf die hMSC gegeben. Diese Strategie wird gewahlt, um die zielgerichte-
te Integration des Transgens mittels der ®C31-Integrase zu ermdglichen. Dazu erfolgt die
simultane Transfektion der Vektoren pattB-IRES-neo2 (s. D.2.1.8.2) und pCMV-Int (s. D.1.2.4.7).
Der Vektor pCMV-Int kodiert fiir die ®C31-Integrase, die die zielgerichtete Rekombination der
EGFP- und Neomycinresistenz-Expressionskassette zwischen der eingebrachten Erkennungs-
sequenz attB und der genomischen pseudo-attP-Sequenz katalysiert.
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Durchfiihrung

Einen Tag vor der Kotransfektion erfolgte die Aussaat von 30.000 hMSC pro Vertiefung einer
12-Kavitaten-Zellkulturplatte. Dies resultierte 24 Stunden spater in einer ca. 50 %igen Kon-
fluenz der Zellen. Zur Vorbereitung der Transfektion wurde das Medium von den Zellen abge-
nommen und durch 800 pl frisches Stammzellwachstumsmedium ersetzt. Pro Kavitat wurde in
zwei 5 ml fassende Polystyrolrohrchen 100 pl Serum-freies DMEM vorgelegt. In einen der bei-
den Ansdtze wurde nun 0,6 pg Plasmid-DNA gegeben, wobei entweder nur der Vektor pattB-
IRES-neo2 oder dieser zusammen mit dem Vektor pCMV-Int in den Verhéltnissen 1:1, 1:5 und
1:10 pipettiert wurde. In die verbliebenen Polystyrol-Rohrchen wurde das Transfektions-
reagens Lipofectamine 2000 eingebracht. Dabei betrug das Verhaltnis von Reagens zur einge-
setzten DNA-Menge (konstant 0,6 pg) entweder 1:1,5, 1:2,5 oder 1:3,5. Innerhalb von fiinf Mi-
nuten wurden die beiden Ansatze vereint und weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Die je 200 ul des DMEM-DNA-Lipofectamine 2000-Gemisches wurden nun tropfenweise
auf die Zellen gegeben. Nach 6-stiindiger Inkubation der Zellen unter gewdhnlichen Kultur-
bedingungen erfolgten die Abnahme des Transfektionsansatzes und der Ersatz durch 1 ml fri-
sches Stammzellwachstumsmedium. Zur Generierung einer gréBeren Anzahl an kotransfizier-
ten Zellen erfolgten weitere Transfektionen im 75 cm2-Zellkulturformat. Dazu wurden 625.000
Zellen pro T75-Kulturschale eingesdt und am darauf folgenden Tag nach dem etablierten
Lipofectamine 2000-Protokoll transfiziert (s. E.1.1.3). Die Ratio zwischen attB-Vektor und
pCMV-Int wurde zwischen 1:1, 1:2,5, 1:5 und 1:25 variiert. Die Gesamt-DNA-Menge betrug
0,17 ug pro 8500 Zellen. Vermittelt wurde die Transfektion von 0,26 pl Lipofectamine 2000
pro 8500 Zellen. Alle weiteren Schritte der Transfektion wurden analog dem optimierten
Transfektionsprotokoll (s. E.1.1.3) durchgefiihrt.

D.2.2.3.5 Stabile Transfektion

Prinzip

Das Ziel des stabilen Gentransfers in die chromosomale DNA besteht in der moderaten aber
konstanten Expression des Transgens lber einen Zeitraum von mehreren Wochen bis Monaten.
Dazu bedarf es der Integration der inkorporierten DNA in das Genom der Wirtszelle. Diese
Integration wird im Allgemeinen als ein sehr seltenes Ereignis erachtet. Die Unterscheidung
zwischen der haufigeren transienten Expression und der stabilen Integration des Transgens ge-
lingt meist Gber den Einsatz von Selektionsmarkern. Hierbei erfolgt ein Selektionsdruck mittels
eines Antibiotikums, der lber einen bestimmten Zeitraum auf die Zellen ausgelibt wird. Dazu
ist auf den Vektoren eine Antibiotikumresistenz kodiert, die den stabil modifizierten Zellen ei-
nen Selektionsvorteil gegeniiber nicht-transfizierten und auch transient transfizierten Zellen
verleiht. Die Lange der Selektion héngt dabei sowohl von der Art als auch der Konzentration
des Antibiotikums ab. So muss also zum einen im Vorfeld die zytotoxische Konzentration des
Antibiotikums auf unbehandelte Zellen Gberpriift werden. Zum anderen missen nach Beendi-
gung der Selektion die Kultivierungsbedingungen so gewahlt werden, dass die Zellen wieder
expandieren, um stabil genetisch modifizierte Zellen in ausreichender Menge generieren zu
kdnnen.
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D.2.2.3.5.1 Dosis-Wirkungs-Analyse von Geneticin

Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten eukaryontisch wirksamen Antibiotikum han-
delte es sich ausnahmslos um das bereits im Abschnitt D.1.2.4 erwdahnte Neomycin-Analogon
Geneticin. Dieses gehort in die Klasse der Aminoglykosid-Antibiotika und blockiert die Protein-
biosynthese durch Hemmung der ribosomalen Funktion. Das Resistenzgen Aminoglykosid-3’-
Phosphotransferase (APH) wurde, mit Ausnahme von pCMV-Int und phrGFP-N1, von allen in
dieser Arbeit verwendeten Plasmiden kodiert. Nach Transfektion der hMSC mit diesen
Vektoren entgiftet das Neomycinresistenzgen das Geneticin und bewirkt so das Uberleben der
transfizierten Zellen. Der zugrunde liegende Mechanismus ist die Inaktivierung des Neomycins
durch dessen Phosphorlyierung, die von der APH unter ATP-Spaltung katalysiert wird. Legt
man den Selektionsdruck lber einen bestimmten Zeitraum an, wirkt Geneticin zudem zyto-
toxisch auf transient transfizierte Zellen, da diese dem Abbau der episomalen DNA und damit
der Abnahme der Expression der Neomycinresistenz unterworfen sind. Zur Ermittlung der Kon-
zentration, die notig ist, um zwischen nativer und erworbener Resistenz gegen eine bestimmte
Dosis Geneticin zu diskrimineren, erfolgte eine Zytotoxizitatsbestimmung. Dazu wurden in 12-
Kavitaten-Zellkulturplatten 30.000 untransfizierte hMSC ausgesit. Einen Tag spater erfolgte
die Abnahme des Mediums und der Ersatz durch frisches Stammzellwachstumsmedium, dem
zuvor jedoch Geneticin in einer Endkonzentration zwischen 100 pg/ml und 350 pg/ml (in
50 ug/ul-Schritten) zugegeben worden war. Die Zellen wurden tiber einen Zeitraum von 8 bzw.
11 Tagen kultiviert, wobei das Medium zweimal wochentlich durch frisches Selektionsmedium
ausgetauscht wurde. Die Zellen wurden nach beendeter Kultivierung mit 200 ul Trypsin/EDTA
abgeldst und mit dem zuvor abgenommenen Uberstand der jeweiligen Kavitit vermischt. Das
anschlieBende Procedere wurde analog dem unter D.2.2.3.2 beschriebenen Protokoll
durchgefiihrt.

D.2.2.3.5.2 Durchfiihrung der stabilen Transfektion

Um stabil modifizierte Zellen zu generieren, wurden die Zellen wie in Abschnitt .4 beschrie-
ben transfiziert. 72 Stunden nach Zugabe des Transfektionsansatzes wurden die Zellen mit
Trypsin/EDTA abgel6st und gemiB des dargestellten Protokolls (s. D.2.2.2) nach Zentrifugation
und Aufnahme in einer adaquaten Menge frischen Stammzellwachstumsmediums zu gleichen
Teilen in einem Verhaltnis von 1:5 subkultiviert, so dass die Aussaat in einer sehr geringen Zell-
dichte (ca. 10 %) resultierte. Die Selektion wurde 24 Stunden spater mit einer Konzentration
von 100 pg Geneticin pro Milliliter Stammzellwachstumsmedium eingeleitet und tiber 16 Tage
aufrechterhalten. Dabei erfolgte der Mediumwechsel und damit zugleich die Abnahme der
toten, nicht-adhdrenten Zellen im Vier-Tage-Turnus. Neben der Selektion der transfizierten
Zellen wurden zugleich unbehandelte Zellen (im gleichen Zellkulturplattenformat und gleicher
Dichte) unter Antibiotikum-Druck gestellt, um das Uberleben nicht stabil transfizierter Zellen
nach Ablauf des gewahlten Zeitraums auszuschlieBen.
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D.2.2.3.5.3 Klonale Expansion

Durch die Behandlung der transfizierten Zellen mit dem Selektionsantibiotikum nimmt die
Zellzahl in der Regel um mehr als 99 % ab. Da das Ziel der stabilen Transfektion in der Gene-
rierung einer ausreichenden Anzahl von stabil modifizierten Zellen bestand, mussten diese Zel-
len unter Bedingungen weiterkultiviert werden, die eine ausreichende Expansion der Zellzahl
ermoglichten. Um zudem genetisch einheitliche Zelllinien herzustellen, musste diese Expansion
wenn moglich klonal geschehen. Der Begriff der klonalen Expansion bezeichnet die Generie-
rung einer Vielzahl von Zellen ausgehend von einer Ursprungszelle. Um dieses zu erreichen,
wurden die Zellen nach vollstandiger Selektion (s. D.2.2.3.5.2) mittels Trypsin/EDTA von dem
ZellkulturgefaB (s. D.2.2.2) abgenommen und in einem Verhiltnis von 1zu 2 in Zellkultur-
platten mit einem Durchmesser von 10 cm’ subkultiviert. Dies resultierte in einer duBerst ge-
ringen Zelldichte (2 Zellen/cm2), so dass die Zellen in einem ausreichenden Abstand voneinan-
der klonal expandieren konnten. Eine mdgliche Expansion der Zellen wurde jeden zweiten Tag
kontrolliert. Falls diese eingetreten war, wurde der Klon durch selektive Trypsinierung isoliert.
Dazu wurden die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen, um das Ablésen semiadharenter Zellen
sowohl durch ausgiebiges Spiilen der Zellen als auch durch Schwenken der Zellkulturplatte zu
erreichen. Auf das zuvor an der Unterseite der Zellkulturplatten aufgezeichnete Feld, in dem
der klonal expandierende Zellklon lokalisiert war, wurden zwischen 4 und 6 pl Trypsin/EDTA-
Losung gegeben und diese fiir 5 Minuten auf dem Feld belassen. Die nun abgeldsten Zellen
wurden zusammen mit 1 ml Stammzellwachstumsmedium, das direkt auf das Feld pipettiert
wurde, in eine Vertiefung einer 6-Kavitaten-Zellkulturplatte tberfiihrt. Die Zellen wurden
unter gewohnlichen Kultivierungsbedingungen inkubiert. 24 Stunden spater erfolgte der erste
Mediumwechsel, die darauf folgenden im Drei- bzw. Vier-Tage-Turnus.

D.2.2.4  Differenzierung stabiler Klone

Obwohl die Fa. Lonza, USA, von der die in dieser Arbeit verwendeten humanen
mesenchymalen Stammzellen erworben wurden, die Differenzierungsfahigkeit dieser Zellen in
Richtung Knochen, Fett und Knorpel garantiert, wurde diese in der AG Neth mittels etablierter
Methoden (Witthauer, 2003) wiederholt verifiziert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte
vor allem untersucht werden, ob stabil modifizierte hMSC weiterhin ihre Differenzierungs-
fahigkeit besitzen. Dazu wurden die Zellen den bereits etablierten Kultivierungsbedingungen,
die zur osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierung der Zellen fihrt, unter-
worfen. Die Medien wurden nach ihrer Herstellung mittels eines geeigneten Filters (0,2 um
PorengroBe) steril filtriert.

D.2.2.4.1 Osteogene Differenzierung

Die osteogene Differenzierung der stabil modifizierten hMSC erfolgte mithilfe eines im Labor
hergestellten Mediums. Dies bestand aus dem bereits in Abschnitt D.2.2.1 beschriebenen
Stammzellwachstumsmedium und folgenden Medienzusitzen, die speziell zur osteogenen
Stimulation notig waren (s. Tab. D15).
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Tab. D15: Osteogene Zusitze zur osteoblastdren Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen
(nach Jaiswal et al., 1997).

Zusatz zu 25 ml hMSC-Medium ' e T R " Volumen [ul]

Dexamethason 50 uM 50 100 nM
B-Glycerophosphat 25M 100 10 mM
L-Ascorbinsdure-2-Phosphat 12,5 mM 100 0,05 mM

Die stabil genetisch modifizierten Zellen wurden drei Monate nach der Transfektion in zwei so
genannte Flasks-on-a-slide (FoaS) eingesat. Hierbei handelt es sich um Polystyrolobjekttrager
mit einer effektiven Wachstumsoberfliche von 10 cm’. Der Objekttriger ist mit einem nach
unten offenen 20 ml fassenden Polystyrol-Gefa3 bedeckt, der die Kultivierung der auf dem
Objekttrager adharenten Zellen mit 3 ml Medium erlaubt. Einer der FoaS wurde in hMSC-Voll-
medium ohne (Kontrolle), der andere in hMSC-Vollmedium mit osteogenen Zusitzen kultiviert.
Medienwechsel erfolgten zweimal pro Woche, die Kultivierungsdauer betrug 21 Tage. Nach
Beendigung der Kultivierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und der entfernbare
Kunststoffdeckel abgenommen. Eine Halfte der auf dem Objekttrager adhdrenten Zellen wurde
mittels eines sterilen Zellschabers in 350 pl RLT Puffer aufgenommen und bis zur Isolierung
der RNA (s. D.2.1.9) bei 80 °C gelagert. Auf die andere Hilfte der Zellen wurden ein polymeri-
sierendes Kunststoffreagens (ProLong AntiFade Kit, s. D.2.3) gegeben und die Zellen mit einem
Deckglass eingedeckelt. So konnten die Zellen dauerhaft und ohne EGFP-Fluoreszenzverlust
bei 4 °C gelagert werden.

D.2.2.4.2 Adipogene Differenzierung

Die Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen in Richtung Fettgewebe erfordert
zum einen die Induktion der Fettvakuolenbildung, zum anderen die Erhaltung der gebildeten
Fettzellen. Aus diesem Grund wurden zur adipogenen Differenzierung der Zellen zwei Medien
hergestellt (s. Tab. D16 und D17).

Tab. D16: Adipogene Zusdtze zur Induktion der Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen in
Richtung Adipozyten (Adipogenes Induktionsmedium).

Zusatze zu 25 ml DMEM L T Volumen [ul] CEnd

FBS 100 % 2500 10 %
Penicillin-Streptomycin 10.000 IU bzw. pg/ml 100 40 1U bzw. pg/ml
Dexamethason 50 uM 500 0,1 uM
Indomethacin 50 mM 100 0,2 uM

Insulin 10 mg/ml 250 100 pg/ml
3-Isobutyl-1-Methylxanthin 500 mM 50 1T mM

Tab. D17: Adipogene Zusdtze zur Erhaltung der Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen in
Richtung Adipozyten (Adipogenes Erhaltungsmedium).

Zusitze zu 25 ml DMEM e i e Volumen [ul]

FBS 100 % 2500 10 %
Penicillin-Streptomycin 10.000 IU bzw. pg/ml 100 40 1U bzw. pg/ml
Insulin 10 mg/ml 250 100 pg/ml
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Drei Monate nach der Transfektion wurden die stabil modifizierten hMSC in zwei Flasks-on-a-
slide (FoaS) eingesat. Die adipogene Differenzierung erfolgte iber einen Zeitraum von 21 Ta-
gen, wobei eine der FoaS in hMSC-Vollmedium kultiviert wurde und somit als Kontrolle diente.
Das Medium wurde hier im Drei- bis Vier-Tage-Turnus gewechselt. Die adipogene Differenzie-
rung hingegen wurde in drei Zyklen mit ansteigender Induktionsdauer von 4, 5 und 6 Tagen
durchgefiihrt. Hierbei bezeichnet ein Zyklus die Induktion und anschlieBende Erhaltung bzw.
Ernte der Zellen. Die Induktions- und Erhaltungsdauer ist in Tabelle D18 ersichtlich.

Tab. D18: Dauer der Induktions- und Erhaltungsperioden zur adipogenen Differenzierung von hMSC.

2y

1 Induktion 4
1 Erhaltung 4
2 Induktion 5
2 Erhaltung 2
3 Induktion 6

Nach 21 Tagen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und der entfernbare Kulturdeckel der
FoaS abgenommen. Eine Halfte der auf den FoaS adhédrenten Zellen wurde mit 350 pl eines
Lysispuffers (RLT-Puffer, s. D.2.1.9) unter Zuhilfenahme eines Zellschabers abgenommen und
bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die andere Halfte wurde mit Hilfe eines
polymerisierenden Kunststoffreagenzes (ProLong AntiFade Kit, s. D.2.3), das zwischen Objekt-
trager und Deckglas gegeben wurde, dauerhaft und ohne Fluoreszenzverlust bei 4 °C gelagert.

D.2.2.4.3 Chondrogene Differenzierung

Um humane mesenchymale Stammzellen in einen chondrogenen Phanotyp zu differenzieren,
mussten die Zellen als Sediment vorliegen und nicht - wie zur Differenzierung in Richtung
Knochen oder Fett - in einer so genannten Monolayer-Schicht. Eine Million stabil mit dem
Plasmid pEGFP-N3 transfizierte hMSC wurden dazu mittels Trypsin/EDTA-Behandlung in Sus-
pension gebracht, die Wirkung des Trypsins durch Zugabe einer ausreichenden Menge Stamm-
zellwachstumsmedium gestoppt und die Zellen zu gleichen Teilen in vier 15 ml-Falkon-
rohrchen Gberfiihrt. Zwei Ansiatze davon wurden zur chondrogenen Differenzierung herange-
zogen, wobei eines der beiden zur spateren Transkript-Analyse mittels RT-PCR, das andere zur
phénotypischen Auswertung mittels Gefrierschnitten verwendet wurde. Die zwei librigen An-
satze dienten als Kontrolle und wurden in Stammzellwachstumsmedium ohne Zusitze kulti-
viert. Auch hier wurden spater zum einen RNA zur anschlieBenden Transkriptbestimmung iso-
liert und zum anderen Gefrierschnitte hergestellt. Nach Zentrifugation der Zellsuspensionen
(5 Minuten, 600 x g, 20 °C) wurden das Medium vorsichtig abgenommen und die Sedimente
entweder mit hMSC-Medium (Kontrollen) oder mit chondrogenem Differenzierungsmedium
resuspendiert (s. Tab. D19).
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Tab. D19: Zusitze zur Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen in die chondrogene Richtung.
Die Zugabe von TGF-B-3 (c, : 0,01 ug/ml) erfolgte zum Zeitpunkt des Mediumwechsels.

End*®

Zusitze zu 18 ml DMEM e i o Volumen [ul]

BSA 1,25 mg/ml 200 125 mg/ml
Penicillin-Streptomycin 10.000 IU bzw. ug/ml 80 40 IU bzw. pg/ml
L-Glutamin 4 mM 400 200 mM
Natriumpyruvat 1T mM 40 50 M
L-Ascorbinsdure-2-Phosphat 0,177 mM 272 12,5 mM
L-Prolin 175 mM 40 0,35 mM
Linolsdure 500 X 40 5,33 pg/ml
Insulin/Selenit/Transferrin 100 X 250 6,25 ng/ml
Dexamethason 50 uM 40 0,1 uM

Die Kultivierung der Suspensionen in den 15 ml-Falkonréhrchen erfolgte in einem CO,-Brut-
schrank (5 % CO,) bei 37 °C und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit. Der Deckel der Reaktionsge-
falBe wurde dabei nicht vollstindig verschlossen, um einen ausreichenden Gasaustausch zu ge-
wahrleisten. Nach 24-stiindiger Inkubation zeigte sich am Boden der Falkonrohrchen ein im
Durchmesser etwa 0,5 - 1 mm groBes Zellknduel. Von diesem wurde das jeweilige Medium im
Zwei- bis Drei-Tage-Turnus mit einer 1000 pl Pipette vorsichtig abgenommen und durch 1 ml
frisches Differenzierungs- bzw. Stammzellwachstumsmedium ersetzt. Nach 31 Tagen Kulti-
vierung wurden das Medium von den Zellen abgenommen und diese mit 1 ml PBS gewaschen.
Zu je einem Differenzierungs- und Kontrollansatz wurden 350 pl RLT-Puffer gegeben und das
Zellknduel durch kraftiges Triturieren mit der 100 pl Pipette in Suspension tiberflihrt. Die ver-
bliebenen beiden Sedimente wurden in 1 ml absolutem Methanol gelagert.

Die Herstellung der Gefrierschnitte, die notwendig ist um eine mikroskopische Analyse der
Sedimente durchzufiihren, erfolgte freundlicherweise von Frau Claudia Harbauer in der
Anatomischen Anstalt der LMU Miinchen.
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D.2.3 Immunfluoreszenz

Prinzip

Die Detektion transfizierter Zellen kann beispielsweise liber das Markerprotein GFP erfolgen.
Dabei ist die Leuchtkraft von transient transfizierten Zellen, deren GFP-Expression ein Viel-
faches Uber der eher moderaten Expression stabil transfizierter Zellen liegt, sehr unterschied-
lich. Um zu verifizieren, dass es sich bei der Fluoreszenz stabiler Zellen um die durch GFP her-
vorgerufene Lichtemission handelt, wird die Technik der indirekten Immunfluoreszenz ange-
wandt. Hierbei handelt es sich um die Detektion eines Antikorpers gegen GFP mittels eines
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Zweitantikorpers. Dies ist moglich, da der Antikdrper gegen
GFP einerseits in der Maus (Mus musculus), der ZweitantikGrper andererseits im Esel (Equinus
asinus) generiert wird und gegen den Fc-Teil von Mausantikérpern gerichtet ist. Da der mit
einem Fluorochrom, wie z.B. Texas Red, versehene Zweitantikorper nicht gegen das eigentliche
Zielprotein gerichtet ist, sondern gegen einen anderen Antikdrper, spricht man von der
indirekten Immunfluoreszenz. Sie hat eine Verstarkung des Signals zur Folge und bewirkt
daher eine erhohte Sensitivitat.

Durchfiihrung

Die stabil transfizierten hMSC wurden dazu in einer Dichte von 1 x 10° auf einen Glasobjekt-
trager ausgesat, der sich in einer entsprechenden Kulturschale (Quadriperm, Nunc, USA)
befand. Die Zellen wurden tiber Nacht unter gewohnlichen Kultivierungsbedingungen inku-
biert, tags darauf mit PBS gewaschen und anschlieBend 8 Minuten in 100 % eiskaltem
Methanol bei -20 °C fixiert. Alle folgenden Inkubationsschritte wurden in einer feuchten und
dunklen Kammer durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit PBS rehydriert und der Glasobjekttrager
30 Minuten mit 2 ml equinem Serum in einer Verdlinnung von 1 : 20 bedeckt. Dieses Blockie-
rungsreagens flihrte zur Absattigung negativ geladener Molekilgruppen der Zellen, um un-
spezifische Bindungen der Primdrantikdrper zu minimieren. Es folgte die 30-miniitige Inkuba-
tion der Zellen mit 60 pl des Priméarantikorpers gegen GFP (c = 8 ug/ml) und dessen Varianten,
wie EGFP. Ein Abschnitt des Objekttragers wurde nicht mit dem GFP-Antikdrper inkubiert.
Dieser Teil wurde zur spiteren Spezifitatskontrolle des Zweitantikdrpers herangezogen. Nach
drei 5-miniitigen Waschschritten mit PBS wurden die Zellen mit dem im Esel generierten
Sekundarantikorper gegen Maus-1gG (Verdiinnung 1 :200) wiederum 30 Minuten inkubiert.
Dieser Sekundarantikorper war mit dem Fluorochrom Texas Red (Emission: 620 nm) konjugiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde die Farbung des Zellkerns mittels 2-minitiger
Inkubation von Diaminophenylindol (DAPI, Emission: 461 nm) in einer Konzentration von
1 ug/ml durchgefiihrt. Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen mittels eines Tropfens ProLong
AntiFade Kit und eines Deckglases eingebettet.

Die Detektion der Auto- und Immunfluoreszenz der Zellen erfolgte mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops. Die Exzitationen betrugen hierbei 450 - 490 nm (GFP), 530 - 585 nm
(Texas Red) und 365 nm (DAPI).
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D.2.4 Statistik

Einer statistischen Analyse wurden alle Versuchsreihen unterzogen, die mindestens im Triplikat
durchgefiihrt wurden. Aufgrund des Vergleichs von mindestens drei Stichproben erfolgte eine
univariate Varianzanalyse mit dem so genannten ANOVA-Test. AnschlieBend wurde ein Tukey
HSD-Test durchgefiihrt und hierzu ein Signifikanzniveau von 0,05 (*) bzw. 0,01 (**) angesetzt,
womit die beobachteten Unterschiede mit einer Fehlerquote von <5 % bzw. <1 % belegt
waren. Die Analyse der Mittelwerte und Standardabweichungen erfolgte mit dem Microsoft
Office XP Programm Excel. Die weitere Analyse der Varianz und der post-hoc Tukey HSD-Test
zur Ermittlung der Signifikanz wurden mit dem Programm SPSS durchgefiihrt.
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E ERGEBNISSE

E.1 Liposomale nicht-virale Transfektion von GFP-Varianten in hMSC

Bei den in diesem Abschnitt erlduterten Transfektionen handelt es sich lediglich um einen Aus-
schnitt aller wahrend dieses Promotionsvorhabens durchgefiihrten Transfektionen. Sie stehen
beispielhaft fiir das jeweils verwendete Plasmid bzw. Transfektionsreagens und stellen die be-
reits in Vorversuchen ermittelten optimalen Mengen, Verhéltnisse und Inkubationszeiten dar.
Diese Vorversuche werden im jeweiligen Abschnitt zusammenfassend dargestellt.

E.1.1 Transiente Transfektion

Um sowohl das fiir die Transfektion humaner mesenchymaler Stammzellen am besten geeig-
nete Transfektionsreagens zu finden als auch um die optimalen Mengen und Verhéltnisse von
Plasmid-DNA und Transfektionsreagens zu ermitteln, wurden drei verschiedene liposomale
Transfektionsreagenzien verwendet. Zur Optimierung der Transfektion wurden hMSC mit den
Vektoren pIRES2-EGFP oder pEGFP-N3 transfiziert.

Die Auswertung der Versuche erfolgte in zweierlei Hinsicht. Zum einen wurde die Anzahl der
fluoreszierenden Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzahl aller adhdrenten Zellen bestimmt. Diese
so genannte Transfektionseffizienz wurde durch Quantifizierung der Zellen ermittelt, die nach
Anregung durch Licht einer Wellenlange von 490 nm griine Fluoreszenz zeigten. Zum anderen
wurde die Zellvitalitdt untersucht. Die Vitalitdit wurde durch Beobachtung von morpholo-
gischen Verdnderungen und durch eine Toxizitdtsanalyse der Reagenzien bestimmt.

E.1.1.1 Transfektion mittels METAFECTENE

Die von der Fa. Biontex vorgeschlagenen Optimierungsparameter (s. www.biontex.com) be-
ziehen sich auf das Verhidltnis von METAFECTENE zu DNA, die Quantitdt des gesamten Lipo-
plexes (METAFECTENE/DNA-Komplex) und den Effekt verschiedener Serumkonzentrationen
wihrend der Inkubation des Transfektionsansatzes. Daher wurden METAFECTENE/DNA-Ver-
héltnisse zwischen 2:1 und 12:1 eingesetzt, wobei zu 10.000 Zellen 0,1 bzw. 0,2 ug Plasmid-
DNA gegeben wurden. Die Inkubation der Lipoplexe erfolgte unter Serum-haltigen (10 %
Serumanteil) und Serum-freien Bedingungen.

METAFECTENE-vermittelte Transfektion von pIRES2-EGFP

In der folgenden Abbildung ist das Ergebnis der Transfektion des Plasmids pIRES2-EGFP in
hMSC, vermittelt durch METAFECTENE, dargestellt (s. Abb. E1). Die Inkubation erfolgte in
Serum-freiem DMEM, die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Eine Menge von 0,2 pg trans-
fizierter DNA pro 10.000 Zellen erwies sich bereits als verstarkt zytotoxisch. Auffallend waren
hierbei, neben dem Verlust der Adhdrenz vieler Zellen, insbesondere zytoplasmatische und
membranstandige Konglomerate. Dieser Effekt wurde durch die Verwendung groBerer Mengen
von METAFECTENE noch verstarkt.
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Abb. E1: Effizienz der METAFECTENE - vermittelten Transfektion von pIRES2-EGFP in hMSC.
Die Transfektionseffizienz wurde 24 Stunden nach Zugabe der Lipoplexe ermittelt.

METAFECTENE-vermittelte Transfektion von pEGFP-N3

Die weitere Effizienzbestimmung erfolgte durch Transfektion des Plasmids pEGFP-N3. Der fol-
genden Abbildung sind die Effizienzen der METAFECTENE-vermittelten Transfektion des Plas-
mids pEGFP-N3 in hMSC unter 6-stiindiger Inkubation der Zellen mit Serum-haltigem (10 %)
Stammzellwachstumsmedium zu entnehmen (s. Abb. E2). Die signifikant hochste Transfekti-
onseffizienz wurde durch die Zugabe von 0,2 pg DNA und 1,2 pl METAFECTENE (Ratio 1:6) pro
10.000 Zellen erreicht.
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Abb. E2: Effizienz der METAFECTENE-vermittelten Transfektion von pEGFP-N3 in hMSC.

Die Effizienz wurde 24 Stunden nach Transfektion quantifiziert. Die statistische Analyse wurde mittels ein-
faktoriellem ANOVA-Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau von p < 0,01 (*) wurde mit dem Tukey HSD-Test
errechnet.

Zusammenfassung

Eine Reduzierung des Serumanteils zur Inkubation des Transfektionsansatzes bewirkte eine Ab-
nahme der Transfektionseffizienz. Zudem resultierte die Serum-freie Inkubation der Lipoplexe
auf den Zellen in einer verminderten Uberlebensrate und einer Verinderung der Zellmorpho-
logie. Daher wurden die Lipoplexe auf den Zellen in Serum-haltigem Medium inkubiert. Aller-
dings zeigte sich eine unabhingig von der Serumkonzentration auftretende rote Autofluores-
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zenz (ca. 620 nm, s. Abb. E3 b, ). Diese war lediglich bei der METAFECTENE-vermittelten
Transfektion zu beobachten (s. Abb. E3).

Im Mittel lieBen sich durch das Reagens METAFECTENE ca. 20 - 25 % der hMSC transfizieren.
Die Transfektionseffizienz des bicistronischen Vektors pIRES2-EGFP, der das in Abhéngigkeit
des IRES-Elementes translatierte Gen EGFP kodiert, lag mit maximal 4 % um mehr als das 6-
fache darunter.

a

4

Abb. E3: METAFECTENE-vermittelte Transfektion von pEGFP-N3 in hMSC.

(a) Aufnahme zweier EGFP-exprimierender hMSC in 400 X VergroBerung (Exz.: 450-490 nm). Balken = 50 pym

(b) Uberlagerung der Fluoreszenzemissionen bei 450-490 nm (GFP-Kanal) und 530-585 nm (Texas Red-Kanal) in
100 X VergroBerung. Balken = 50 um

(c) Autofluoreszenz nach METAFECTENE-vermittelter Transfektion. Aufnahme in 100 X VergréBerung bei 530-
585 nm Exzitation. Balken = 50 um

Alle Parameter, die zur Erzielung einer maximalen Transfektionseffizienz mithilfe des Rea-
genzes METAFECTENE optimiert wurden, finden sich im Transfektionsprotokoll im Anhang die-
ser Arbeit (s. [2) zusammengefasst.

E.1.1.2 Transfektion mittels Lipofectamine Plus

Da es sich bei dem Transfektionsreagens Lipofectamine Plus (www.invitrogen.com) um ein
2-Komponenten-Reagens handelt, mussten sowohl die Verhaltnisse von DNA zum Prakom-
plexierungsreagens Plus sowie von DNA zum eigentlichen Transfektionsreagens Lipofectamine
als auch die Quantitit des Gesamtansatzes bezogen auf die Anzahl der zu transfizierenden
Zellen optimiert werden. Zusdtzlich wurde die Inkubationsdauer des Transfektionsansatzes
variiert. Da die Anwesenheit von Serum die Lipofectamine Plus-vermittelte Transfektion inhi-
biert, spielte die Modulation der Serum-Bedingungen im Falle von Lipofectamine Plus keine
Rolle. Wie bereits in Abschnitt D.2.2.3.1.2 dargestellt, wurden zwischen 0,1 und 0,4 pg DNA zur
Transfektion eingesetzt. Die Verhéltnisse von Prakomplexierungsreagens zu DNA wurden zwi-
schen 2:1 und 14:1 variiert, die Verhéltnisse von Transfektionsreagens Lipofectamine zu DNA
zwischen 2:1 und 12:1.

Lipofectamine Plus-vermittelte Transfektion von pIRES2-EGFP

Die Untersuchung der Transfektionseffizienz wurde primadr durch Transfektion des Plasmids
pIRES2-EGFP durchgefiihrt. Der nachstehenden Abbildung sind die Effizienzen der mit vari-
ierenden Parametern durchgefiihrten Transfektionen zu entnehmen (s. Abb. E4). Auf der Abs-
zisse ist das Verhaltnis von DNA zu Lipofectamine aufgetragen, auf der Ordinate die erzielte
Transfektionseffizienz. Grau bzw. schwarz sind die transfizierten Mengen an DNA dargestellt
(0,1 ug bzw. 0,2 pg pro 10.000 Zellen).



E ERGEBNISSE 71

25 Abb. E4: Effizienz der Lipofectamine Plus -
3 =" 0.1g DNA vermittelten Transfektion von pIRES2-EGFP in
— Ermittlung der Effizienz 24 Stunden nach Trans-
S 15 4 fektion.
N
<
v
N J
‘3:_, 10
5 4
0 , , , H [
1/4 1/6 1/8 1/9 1/14

Ratio DNA/Lipofectamine

Die hochste Anzahl transfizierter Zellen (21 %) wurde durch Prakomplexierung von
0,2 ug DNA pro 10.000 Zellen mit 0,6 ul Plus-Reagens (Ratio 1:3) und anschlieBender
Komplexierung dieser Losung mit 0,8 pl Lipofectamine (Ratio 1:4) erhalten. Eine annéhernd
hohe Transfektionseffizienz wurde durch die Prakomplexierung von 0,1 ug DNA pro
10.000 Zellen mit 0,6 pl Plus-Reagens (Ratio 1:3) und darauf folgender Komplexierung mit
0,8 pl Lipofectamine (Ratio 1:8) erzielt.

Lipofectamine Plus-vermittelte Transfektion von pEGFP-N3

Dass die Transfektion von 0,2 pg des mit 0,6 ul Plus-Reagens prakomplexierten Plasmids
pEGFP-N3 (jeweils pro 10.000 Zellen) mittels Lipofectamine Plus ebenfalls zur hochsten Trans-
fektionseffizienz flihrte, ist aus nachstehender Abbildung ersichtlich (s. Abb. E5). Die Inkubati-
on des Transfektionsansatzes auf den Zellen wurde lber einen Zeitraum von 6 Stunden in
Serum-freiem DMEM durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen in Stammzellwachstums-
medium kultiviert.

20
Abb. E5:  Effizienz  der Lipofectamine Plus-

vermittelten Transfektion von pEGFP-N3 in hMSC.
[ Eingesetzt wurden 0,2 ug DNA und 0,6 pl Plus-
Reagens pro 10.000 Zellen. Die Ermittlung der Effi-
I zienz wurde 24 Stunden nach Transfektion durchge-
flhrt. Die statistische Analyse wurde mittels einfak-
toriellem ANOVA-Test durchgefiihrt, ein Signifikanz-
niveau wurde mit dem Tukey HSD-Test ausge-
T schlossen.
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Zusammenfassung

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Effizienz der Lipofectamine Plus-vermittelten Transfektion
von hMSC zwischen 5 % und 13 % lag. Offensichtliche morphologische Verdnderungen - z.B.
die Auflosung der Zellmembran und vermehrter Adhdrenzverlust - zeigten sich erst ab
Lipofectamine-Konzentrationen von 1,0 pl pro 10.000 Zellen (s. Abb. E6).
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Abb. E6: Lipofectamine Plus-vermittelte Transfektion von pEGFP-N3 in hMSC.
Aufnahmen zweier Zellen in 400 XVergr6Berung (Exz.: 450-490 nm). Balken = 50 um.

Durch die gezielte Optimierung der Transfektionsparameter wurde ein Transfektionsprotokoll
entwickelt, welches im Anhang der vorliegenden Arbeit zu finden ist (s. I3).

E.1.1.3 Transfektion mittels Lipofectamine 2000

Die im Lipofectamine 2000-Transfektionsprotokoll (www.invitrogen.com) vorgeschlagenen
Optimierungsparameter beziehen sich auf die Konzentrationen der zu transfizierenden DNA
und des Lipofectamine 2000. Die Transfektion unter Serum-haltiger Inkubation des Trans-
fektionsansatzes auf den Zellen hat laut Herstellerangaben keinen negativen Einfluss auf die
Effizienz des Gentransfers. Die Zellen sollen sich in gut proliferierendem Zustand befinden, als
Anhaltspunkt werden 90 % Konfluenz angegeben. Zur Generierung stabil transfizierter Zellen
hingegen sollte dieser Wert laut der Fa. Invitrogen auf 50 % reduziert werden. In der vorlie-
genden Arbeit wurden alle diese Parameter optimiert, da sich von Beginn an sehr hohe Trans-
fektionseffizienzen abzeichneten.

Lipofectamine 2000-vermittelte Transfektion von plRES2-EGFP

Primar erfolgte die Bestimmung der Transfektionseffizienz, indem das Plasmid pIRES2-EGFP in
den Mengen von 0,17 und 0,35 pug pro 8500 Zellen eingesetzt wurde. Das Verhaltnis DNA zu
Lipofectamine 2000 lag zwischen 1:0,25 und 1:3. Die hochste Effizienz (26,9 %) konnte mit
der Kombination von 0,17 ug pIRES2-EGFP und 0,26 pl Lipofectamine 2000 (Ratio 1 : 1,5) er-

reicht werden (s. Abb. E7).
30

_ [/ 0,2 ug DNA Abb. E7: Effizienz der durch

25 1 NN 0,4 g DNA Lipofectamine 2000 vermittelten Trans-
fektion von pIRES2-EGFP in hMSC.
Ermittlung der Effizienz 24 Stunden nach
Transfektion.
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Lipofectamine 2000-vermittelte Transfektion von pEGFP-N3

Die Transfektion des Vektors pEGFP-N3 mittels Lipofectamine 2000 ist aus nachstehender Ab-
bildung zu entnehmen. Eingesetzt wurden 0,17 ug DNA pro 8500 Zellen. Die Inkubation des
Transfektionsansatzes betrug 6 Stunden. Die Auswertung erfolgte 24 Stunden nach Transfekti-
on. Die signifikant hochste Effizienz lag hier bei 50 % (s. Abb. E8).

60 Abb. E8: Effizienz der durch Lipofectamine 2000
vermittelten Transfektion von pEGFP-N3 in hMSC.
Eingesetzt wurden 0,17 pg DNA pro 8500 Zellen.
24 Stunden nach Transfektion wurde die Trans-
40 1 fektionseffizienz ermittelt. Die statistische Analyse
I 1 wurde mittels einfaktoriellem ANOVA-Test durch-
301 1 gefiihrt, das Signifikanzniveau von p < 0,01 (*) wurde
mit dem Tukey HSD-Test errechnet.
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Bestimmung der Zelldichte

Der Einfluss der Zelldichte auf die Transfektionseffizienz ist aus Abb. E9 ersichtlich. Es zeigte
sich, dass die Effizienz der Transfektion tendenziell mit zunehmender Konfluenz ansteigt. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Effizienzen bei 40, 60 und 80-prozentiger Konfluenz
bestand hingegen nicht (s. Abb. E9).

70

Abb. E9: Effizienz der Lipofectamine 2000-
60 1 I vermittelten Transfektion von pEGFP-N3 in hMSC
J verschiedener Konfluenzgrade.

0 Eingesetzt wurden 0,17 pg DNA pro 8500 Zellen, die
[ Effizienz wurde 24 Stunden nach Transfektion ermit-
telt. Die statistische Analyse wurde mittels einfaktori-
\ ellem ANOVA-Test durchgefiihrt, ein Signifikanz-
niveau wurde mit dem Tukey HSD-Test ausge-

20 1 schlossen.
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Zusammenfassung

Die durch das Reagens Lipofectamine 2000 vermittelten Transfektionen der Vektoren pIRES2-
EGFP und pEGFP-N3 in hMSC resultierten in einer maximalen Effizienz von 27 bzw. 50 %. Zur
Erzielung dieser Effizienzen betrug der Konfluenzgrad der Zellen zwischen 40 und 80 %. Ab
einem zur Transfektion eingesetzten Volumen von 0,85 pl Lipofectamine 2000 pro 8500 Zellen
war eine Auflosung der Zellmembran zu beobachten. In Abb. E10 ist beispielhaft die Trans-
fektion des Vektors pEGFP-N3 bei 50 % Konfluenz wiedergegeben.
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Abb. E10: Transiente Transfektion von pEGFP-N3 vermittelt durch Lipofectamine 2000.

hMSC wurden mit einer Zelldichte von 50 % ausplattiert und tags darauf transfiziert. Die Bestimmung der EGFP-
Expression erfolgte 24 Stunden nach Transfektion. (a) 100 X Vergr6Berung, (b) 200 X VergréBerung, (c)
400 X VergroBerung. Aufnahme unter Fluoreszenz (Exz. 450-490 nm). Balken = 50 pm.

Die optimierten Parameter sind in einem Transfektionsprotokoll, das sich im Anhang dieser Ar-
beit befindet noch einmal zusammenfassend dargestellt (s. 1.4).

E.1.1.4 Toxizitdtsanalyse und Bestimmung der Transfektionsrate

Wie oben bereits angefiihrt, wird der Anteil der fluoreszierenden Zellen an der Gesamtzahl
aller adhdrenten Zellen als Transfektionseffizienz bezeichnet. Die effektive Ausbeute von
transfizierten Zellen schlieBt jedoch die Anzahl der Zellen aus, die durch die gewdhlten Trans-
fektionsbedingungen nicht weiter kultivierbar sind. Somit errechnet sich die Transfektionsrate
aus Transfektionseffizienz und Uberlebensrate der Zellen. Entsprechend wurde in der Versuchs-
anordnung zur Ermittlung der Transfektionsrate die Toxizitat der in dieser Arbeit verwendeten
Transfektionsreagenzien bestimmt. Dazu wurden die Zellen nach den optimierten Transfekti-
onsprotokollen (s. E.1.1.1, E.1.1.2 und E.1.1.3) transfiziert. AnschlieBend erfolgte die Bestim-
mung der Viabilitdt der Zellen wie in D.2.2.3.2 beschrieben. Es zeigte sich, dass unter den ge-
wahlten Versuchsbedingungen mindestens 80 % der Zellen die Transfektionsprozedur tberlebt
hatten (s. Abb. E11). Ein signifikanter Unterschied in der Viabilitit zwischen den einzelnen
Transfektionseffizienzen bestand hingegen nicht. Ebenso konnte kein signifikanter Unterschied
in der Uberlebensrate zwischen der Transfektion des fiir EGFP kodierenden Plasmids pEGFP-N3
und des fiir die APH kodierenden Plasmids pIRESneo2 beobachtet werden (s. Abb. E11).

= intineer Abb. E11: Viabilitit von hMSC 24 Stun-

den nach Transfektion mit Lipofectamine
2000, METAFECTENE und Lipofectamine.
80 1 Transfiziert wurden die Plasmide pEGFP-N3
und pIRESneo2 unter den jeweils optimier-
ten Parametern. Die statistische Analyse
wurde mittels einfaktoriellem ANOVA-Test
durchgefiihrt, ein Signifikanzniveau wurde
40 1 mit dem Tukey HSD-Test ausgeschlossen.
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E.1.1.5 Transienz der Transfektion

Hierzu wurden hMSC, wie in Abschnitt D.2.2.3.3 beschrieben, mit dem Vektor pEGFP-N3 unter
Verwendung des Transfektionsreagenzes Lipofectamine 2000 nach dem optimierten Proto-
koll (s. E.1.1.3) transfiziert. Uber einen Zeitraum von 14 Tagen (1, 2, 4, 7, 10 und 14 Tag(e) nach
Transfektion) wurde die EGFP-Kopienzahl mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Die Anzahl
der ermittelten EGFP-Kopienzahl in jeweils 5 ng revers transkribierter und DNase-behandelter
Total-RNA ist in Abb. E12 zusammenfassend dargestellt. Demnach konnte die hochste Zahl
310.000 Kopien (100 %) an EGFP-mRNA-Transkripten einen Tag nach der Transfektion detek-
tiert werden, die sich bis zum Tag 14 auf 0,052 % reduzierte. Dieser Nachweis korreliert mit
der Beobachtung mittels Fluoreszenzmikroskopie. Insgesamt konnte auf Proteinebene 24 -48
Stunden nach Transfektion die hochste EGFP-Expression beobachtet werden. So konnten
mittels Fluoreszenzmikroskopie an Tag 1 und 2 nach Transfektion mehr als 50 % der Zellen als
EGFP-synthetisierend detektiert werden.

108

Abb. E12: EGFP-cDNA-Kopienzahl pro 5 ng revers
transkribierter und DNase-behandelter Total-RNA
= uber einen Zeitraum von 14 Tagen.
S .. Der hochsten EGFP-Expression 24 Stunden nach der
k> 10° 7 Transfektion folgt ein rapider Abfall der EGFP-
Y Kopienzahl. Die statistische Analyse wurde mittels
z 10* 1 einfaktoriellem ANOVA-Test durchgefiihrt.
L
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E.1.2 Stabile Transfektion
E.1.2.1 Dosis-Wirkungsanalyse von Geneticin

Die Bestimmung der zytotoxischen Konzentration des zur Selektion stabil transfizierter hMSC
verwendeten Antibiotikums Geneticin erfolgte an nicht-transfizierten Zellen. Somit konnte die
Geneticin-Konzentration ermittelt werden, die notig ist, um alle eingesetzten Zellen abzu-
toten. Die Ergebnisse an Tag 8 und Tag 11 nach Beginn der Selektion sind aus Abb. E13 er-
sichtlich. Eine Erhhung der Geneticin-Konzentration bewirkt eine zunehmende Steigerung
der Zytotoxizitit. So reichen 200 pug/ml Geneticin Giber einen Zeitraum von 11 Tagen mit rela-
tiver Sicherheit (99 % * 4 % der Zellen) aus, um die Selektion einer hMSC-Population zu
gewahrleisten, die durch Expression des Transgens APH resistent gegeniiber Geneticin sind.
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E13:  Dosis-Wirkungsanalyse  von  Geneticin.
Zunehmende Geneticin-Konzentrationen  (Abszisse)
fihren zu einem verstirkten Zelltod (Ordinate). Die
Auswertung erfolgte 8 bzw. 11 Tage nach Trans-
fektion. Die statistische Analyse wurde mittels ein-
faktoriellem ANOVA-Test durchgefiihrt.
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E.1.2.2 Stabile Transfektion von pEGFP-N3 in hMSC

Zum Zweck der stabilen Transfektion humaner mesenchymaler Stammzellen erfolgte die
Transfektion nach dem optimierten Transfektionsprotokoll (s. E.1.1.3). Die Zellen wurden als
stabil transfiziert bezeichnet, wenn sie dem Selektionsdruck in Geneticin-haltigem Medium
(c = 200 pg/ml) tiber einen Zeitraum von mindestens 16 Tagen standhalten konnten. Um mit
hoherer Sicherheit von einer Selektion der letztgenannten Zellpopulation ausgehen zu kénnen,
wurde jeweils eine Kontrollpopulation von untransfizierten Zellen mit Geneticin behandelt. Die
Selektion wurde zu dem Zeitpunkt beendet, an dem keine adharente Zelle mehr in der un-
transfizierten Kontrolle nachgewiesen werden konnte.

Nach Subkultivierung der Zellen erfolgte die weitere Kultivierung in Stammzellwachstums-
medium ohne Antibiotikum. Vorversuche hatten namlich gezeigt, dass Geneticin die Prolifera-
tion der Zellen hemmt. Nachdem eine klonale Expansion mancher stabil transfizierter Zellen
eingetreten war, wurden diese Klone mittels Trypsin/EDTA-Behandlung abgenommen und in je
einer Kavitat einer 6-Kavitaten-Zellkulturplatte weiter kultiviert.

Die Uberpriifung der stabilen Transfektion, im Sinne eines Einbaus des Vektors in das Genom
der hMSC oder seiner episomalen Persistenz, erfolgte zum einen lber den Nachweis durch
indirekte Immunfluoreszenz (s. E.1.2.3) und zum anderen durch die Bestimmung der EGFP-
mRNA-Kopien mittels quantitativer RT-PCR (s. E.1.3). Die Abbildung E14 zeigt stabil pEGFP-
N3-transfizierte hMSC dreieinhalb Monate nach Transfektion.

b

Abb. E14: Stabil mit pEGFP-N3 transfizierte hMSC.

(a) 100 X VergroBerung; (b) 400 X VergréBerung. Aufnahmen unter Fluoreszenz (Exz. 450-490 nm) 15 Wochen
nach Transfektion. Balken = 50 pm.
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E.1.2.3 Immunfluoreszenz stabil EGFP-exprimierender hMSC

Die EGFP-Expression stabil transfizierter hMSC wurde zusatzlich durch indirekte Immunfluo-
reszenz nachgewiesen. Das im Kapitel D.2.3 beschriebene Procedere flihrte im Ergebnis zu
einer sehr sensitiven und spezifischen Detektion der stabil EGFP-exprimierenden hMSC
(s. Abb. E15). Die Spezifitit des Sekundarantikorpers wurde mittels eines Kontrollfeldes Giber-
prift, in dem kein Primdrantikorper auf die Zellen gegeben worden war. Da hier keine dem
Fluorochrom Texas Red entsprechende Emission detektiert wurde, konnte davon ausgegangen
werden, dass der Sekundar- an den Primarantikorper spezifisch gebunden hatte. Die Spezifitat
des Primarantikorpers (Anti-GFP-AK) wurde durch die Kolokalisation der Emission von roter
und griiner Fluoreszenz nachgewiesen. Somit hatte der Primdrantikorper an das exprimierte
EGFP gebunden und nicht an andere Protein- oder Zellstrukturen. Die hohe Sensitivitit zeigte
sich zudem insbesondere durch die verstarkte Fluoreszenz im Wellenbereich des Fluorochroms
Texas Red, welches an den Sekundarantikorper gebunden war. Dieses Signal war in héherem
MaBe detektierbar als das der EGFP-Autofluoreszenz.

Abb. E15: Auto- und Immunfluoreszenz stabil EGFP-exprimierender hMSC.

Dargestellt ist die Kolokalisation der EGFP-Expression mit der sekundiren Immunfluoreszenz (Texas Red).

Zusatzlich wurde eine DAPI-Kernfarbung durchgefiihrt. Die Aufnahmen erfolgten 12 Wochen nach Transfektion.

(a)  Exzitation bei 450-490 nm zur Darstellung der EGFP-Expression und der DAPI-Kernfarbung. Aufnahme in
in 400 X VergroBerung.

(b)  Darstellung der identischen Zellen unter Anregung von Licht einer Wellenlange zwischen 530 und 585 nm
zum Nachweis des mit Texas Red markierten Sekundarantikorpers. 400 X VergroBerung, Balken = 50 pm.
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E.1.3 Differenzierung stabiler h(MSC

Der Stammzellcharakter von hMSC beinhaltet die Differenzierungsfahigkeit in mindestens drei
mesodermale Phanotypen. Um zu untersuchen, ob bzw. inwieweit die genetische Modifikation
diese Differenzierungen beeinflusst, wurden stabil EGFP-exprimierende hMSC in die osteo-
blastare, adipozytare und chondrozytire Richtung differenziert. Dabei wurden sowohl
morphologische als auch transkriptionelle Verdnderungen evaluiert.

E.1.3.1 Osteogene Differenzierung
E.1.3.1.1 Morphologische Verdanderungen

Die 21-tdgige osteogene Differenzierung der stabil EGFP-exprimierenden hMSC fiihrte zu dem
charakteristischen Phanotyp. So zeigte sich auflichtmikroskopisch in 100-facher VergréBerung
- adhnlich wie bei nicht genetisch modifizierten hMSC - bereits nach wenigen Tagen eine be-
ginnende Anordnung der Zellen im so genannten ,Cobblestone” - Muster (,Kopfsteinplaster")
(s. Abb. E16b). Bei starkerer VergroBerung wiesen undifferenzierte hMSC (Kontrolle) eine spin-
delféormige, bipolare Zellmorphologie auf (s. Abb. E16e). Im Vergleich dazu zeigten osteoblas-
tar differenzierte hMSC eine typische polygonale Zellform mit epitheldhnlich eng beieinander
liegenden Zellen (s. Abb. E16f). Allerdings konnten auch Zellen mit prominenten, zum Teil bi-
polaren Zellauslaufern beobachtet werden, die undifferenzierten Stammzellen dhnelten. Dieser
Beobachtung lag die Differenzierung einer heterogenen Zellpopulation aus EGFP exprimie-
renden und nicht-fluoreszierenden Zellen zugrunde (s. Abb. E17).

Abb. E16: Osteogene Differenzierung stabil transfizierter hMSC im Vergleich zu undifferenzierten Kontrollen.
100 X (a, b), 200 X (c, d) und 400 X (e, f) Vergr6Berung der osteogen differenzierten Zellen an Tag 21 (b, d, f)
im Vergleich zur Kontrollpopulation (a, ¢, €) im Phasenkontrast. Weitere Erkldrung siehe Text. Balken = 50 pm.

a b

Abb. E17: Osteogene Differenzierung von stabil EGFP-exprimierenden hMSC.
100 X VergroBerung (a) und 400 X VergroBerung (b) der osteogen differenzierten Zellen an Tag 21 (Exz.: 450-
490 nm). Balken = 50 um.
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E.1.3.1.2 Transkriptionelle Verdnderungen

Die Bestimmung der mRNA-Transkripte von EGFP (Transgen) und Alkalischer Phosphatase
(osteogenes Markerprotein) erfolgte durch quantitative RT-PCR im LightCycler. Dazu wurden
nach vollstdndiger osteogener Stimulation der stabil transfizierten Zellen jeweils 5 ng revers
transkribierte und DNase-behandelte Total-RNA zur quantitativen Bestimmung der Kopienzahl
der jeweiligen cDNAs eingesetzt. In Abb. E18 ist das Expressionsniveau der beiden Gen-
produkte aufgetragen. Als Kontrolle dienten hierbei stabil EGFP-exprimierende hMSC, die in
Stammzellwachstumsmedium ohne osteogene Zusatze kultiviert worden waren. Nach 21-
tdgiger Differenzierung stabil transfizierter hMSC in einen osteogenen Phanotyp konnte
mittels quantitativer RT-PCR ein Anstieg der Knochen-spezifischen Alkalischen Phosphatase
um das ca. 20-fache beobachtet werden (s. Abb. E18). Dieser Wert wurde zuvor auf GAPDH,
einem zur Aufrechterhaltung des Zellstoffwechsels ndotigen Enzym, auch als Housekeeping-
Gen bezeichnet, normiert. Die Transkription der GAPDH sank im Verlaufe der Differenzierung
um 74 % (s. Abb D19). Der Nachweis des Transgens EGFP wurde ebenso mithilfe der quantita-
tiven RT-PCR durchgefiihrt. Hier sank die EGFP-Expression osteogen differenzierter hMSC im
Vergleich zur in Stammzellwachstumsmedium kultivierten Stammzellen auf 18 %. Nach Nor-
mierung auf die Transkription von GAPDH lag dieser Wert bei 69 %.

25
Abb. E18: Quantitative RT-PCR der differentiellen

Transkription des osteogenen Markergens Alkalische
Phosphatase nach osteogener Induktion stabil
transfizierter hMSC.

ALP: Alkalische Phosphatase; GAPDH: Glycerinal-
dehydphosphatdehydrogenase; co: Kontrollpopulation
10 1 undifferenzierter hMSC; os: osteogen differenzierte
hMSC.
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140 Abb. E19: Quantitative RT-PCR der differentiellen

120 Ez‘; EGFP-Transkription nach osteogener Induktion
stabil transfizierter hMSC.

100 A — = = EGFP: enhanced green fluorescent protein; GAPDH:

Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase; co: Kontroll-

population undifferenzierter hMSC; os: osteogen

60 - differenzierte hMSC.
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E.1.3.2 Adipogene Differenzierung
E.1.3.2.1 Morphologische Verdanderungen

Die in drei Zyklen durchgefiihrte adipogene Differenzierung stabil EGFP-transfizierter hMSC
mittels des hergestellten Induktions- und Erhaltungsmediums (s. D.2.2.4.2) fiihrte bereits nach
sechs Tagen zu einer zellmorphologischen Verdnderung im Vergleich zur nicht-induzierten
Kontrollpopulation. Die urspriinglich zumeist spindelférmigen, bipolaren Zellen nahmen eine
abgerundete, polygonale Form ein, wobei ihr Zellkern nahezu zentral lag. Bei einzelnen Zellen
dominierten bereits nach dieser ersten Induktion multiple nicht konfluierende Fettvakuolen im
zytoplasmatischen Kompartiment der Zellen (s. Abb. E20).

Abb. E20: Adipogene Differenzierung von stabil EGFP-transfizierten hMSC nach 6 Tagen.

In der adipogen differenzierten Zellpopulation zeigen sich bereits nach 6 Tagen Zellen mit zytoplasmatischen
Lipid-Vakuolen. Bei stirkerer VergroBerung der mittels eines Pfeils markierten Zelle (a, 200 X VergréBerung) sind
diese im Phasenkontrast deutlich zu erkennen (b, 400 X VergréBerung). Balken = 50 pm.

Die Inkubation der Zellen in adipogenem Erhaltungsmedium (s. D.2.2.4.2) fiihrte insgesamt zu
einer Abnahme der Anzahl und GroBe der Fettvakuolen. Aus diesem Grund erfolgte die 21-
tagige Differenzierung mit ansteigender Induktionsdauer, so dass im Gesamtverlauf durch eine
sukzessive Verldngerung der Induktionsphasen eine effizientere adipozytdre Differenzierung
erreicht werden konnte (s. Abb. E21 und E22).

Nach 3-wdchiger Differenzierung (b, d, f) steigt im Vergleich zur Kontrollpopulation (a, ¢, e) sowohl| die Anzahl
der Zellen mit zytoplasmatischen Fettvakuolen als auch die Anzahl der Fettvakuolen selbst. Aufnahmen in 100 X
(a, b), 200 X (c, d) und 400 X (e, f) VergroBerung. Balken = 50 pm.
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Abb. E22: Adipogene Differenzierung von stabil EGFP-transfizierten hMSC an Tag 21.
Die nicht-fluoreszierenden Fettvakuolen heben sich deutlich vom fluoreszierenden, wasserloslichen Zytoplasma
ab. (a) 100 X VergréBerung, (b) 400 X VergroBerung, Exz. 450-490 nm). Balken = 50 um.

E.1.3.2.2 Transkriptionelle Veranderungen

Mittels quantitativer RT-PCR wurde die zahlenmaBige Anderung der Transkription des adipo-
genen Markergens PPAR-y (peroxisome proliferator activated receptor gamma) nach Beendi-
gung der adipogenen Stimulation untersucht. In gleicher Weise wurde auch die Anzahl der
EGFP-cDNA-Kopien bestimmt. Als Kontrolle dienten stabil transfizierte hMSC, die in Stamm-
zellwachstumsmedium - ebenfalls Giber 21 Tage - kultiviert worden waren.

PPAR-y wurde im Vergleich zur Kontrollpopulation 607-fach hoher exprimiert (s. Abb. E23).
Dieser Wert wurde zuvor auf GAPDH normiert, dessen Expressionsniveau im Verlauf der adipo-
genen Differenzierung auf 30 % abgenommen hatte.

700 Abb. E23: Quantitative RT-PCR der differentiellen

600 - Transkription des adipogenen Markergens PPAR-y
nach adipogener Induktion stabil EGFP-exprimie-
- 297 render hMSC.
g 400 PPAR-y: Peroxisome proliferator activated receptor
é gamma, GAPDH: Glycerinaldehydphosphatdehydro-
g:? 300 A genase; co: Kontrollpopulation undifferenzierter
& hMSC; ad: adipogen differenzierte hMSC.
200 -
100 -
0

co ad

Die Messung der EGFP-Kopienzahl zeigte eine Abnahme der Transkription auf 26 % im Ver-
gleich zur undifferenzierten Kontrolle. Normiert man diesen Wert auf das Transkriptionsniveau
von GAPDH liegt er bei 89 % (s. Abb. E24).

120

=== o Abb. E24: Quantitative RT-PCR der differentiellen
100 1 m m o T i EGFP-Transkription nach adipogener Induktion
stabil transfizierter hMSC.

EGFP: enhanced green fluorescent protein; GAPDH:
Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase; co: Kon-
trollpopulation undifferenzierter hMSC; ad: adipogen
differenzierte hMSC.
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E.1.3.3 Chondrogene Differenzierung
E.1.3.3.1 Morphologische Verdanderungen

Die 31-tdgige Differenzierung der hMSC in Richtung eines chondrogenen Phanotyps, die in
3D-Kultur erfolgte, fiihrte zu markanten morphologischen Verdnderungen gegeniiber einer
Kontrollpopulation, die in Stammzellwachstumsmedium (ebenfalls in 3D-Kultur) kultiviert
worden war. Die Auflichtmikroskopie der Gefrierschnitte des chondrogen differenzierten Zell-
sedimentes zeigte eine homogene radidre Anordnung der Zellen unterhalb einer Platten-
epithel-ahnlichen Schicht aus flachen Zellen (s. Abb. E25e). Eine zufriedenstellende fluores-
zenzmikroskopische Bewertung der Zellen konnte aufgrund der Hintergrundfluoreszenz, die
durch die Herstellung der Gefrierschnitte entstanden war, nicht vorgenommen werden. Die
Auflichtmikroskopie der Kontrollpopulation ergab auffillige Unterschiede in der Homogenitat
der Probe und der Zellanordnung. Das makroskopisch kleinere Zellsediment war inhomogen,
mit zum Teil liickenhaftem Wachstum der hMSC. Zudem war die Anordnung der hMSC diffus
und ohne radidren Charakter. Deutlicher wurde dies nach Anfarbung der Zellkerne mit DAPI
(s. Abb. E25a und b). Hier musste zudem eine GréBenabnahme der Zellen im Verlauf der chon-
drogenen Induktion beobachtet werden. Neben der homogenen Anordnung der Zellkerne im
gesamten Sediment zeigte sich deren Verdichtung am epithelialen Rand. Dies konnte in der
undifferenzierten Kontrolle nicht nachgeweisen werden. Zwar lag auch hier eine Verstiarkung
des DAPI-Signals im Randbereich vor, jedoch war diese ohne geordnete Struktur.

Abb. E25: Chondrogene Differenzierung von stabil EGFP-exprimierenden hMSC an Tag 31.

Gefrierschnitt des chondrogen differenzierten hMSC-Sedimentes (d, e, f) im Vergleich zur undifferenzierten Kon-
trolle (a, b, ¢). a, b: Firbung der Zellkerne mittels DAPI (100 X VergréBerung, Exz.: 365 nm). b, e und ¢, f: Auf-
nahme unter Exzitation von 450 - 490 nm zur Visualisierung EGFP-exprimierender Zellen. (c, fin 100 X Ver-
groBerung, , fin 400 X VergréBerung). Weitere Erkldrung siehe Text. Balken = 50 pum.
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E.1.3.3.2 Transkriptionelle Verdnderungen

Die chondrogene Differenzierung fiihrte nicht nur zu phanotypischen Verdanderungen, sondern
auch zu einer Induktion des friihen chondrogenen Markergens Aggrecan. Der Nachweis dieses
Proteoglykans, das durch die 31-tdgige Differenzierung 20-fach hdher transkribiert wurde als
in der Kontrolle (s. Abb. E26), wurde ebenso mittels quantitativer RT-PCR durchgefiihrt wie der
von Kollagen I, wobei der Nachweis dieses spaten chondrogenen Markers negativ war.

25

Abb. E26: Quantitative RT-PCR der differentiellen Trans-

20 4 kription des chondrogenen Markergens Aggrecan nach
- chondrogener Induktion stabil transfizierter hMSC.
5‘?( 15 GAPDH: Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase;
<L co: Kontrollpopulation undifferenzierter hMSC;
g 10 ch: chondrogen differenzierte hMSC.
g

5

0 /=

co ch

Da die Uberpriifung der stabilen EGFP-Expression durch Fluoreszenzmikroskopie nur sehr
schwer moglich war, erfolgte diese ebenfalls durch quantitative RT-PCR. Als Kontrolle dienten
bei allen Untersuchungen stabil transfizierte hMSC, die in Stammzellwachstumsmedium ohne
chondrogene Zusatze im 3D-Sediment kultiviert worden waren. Das Transkriptionsniveau sank

hierbei auf 4 % des Kontrollwertes (s. Abb. E26). Nach Normierung auf GAPDH lag dieser Wert
bei 29 % (s. Abb. E27).

120
== co

100 1 _ _ | mmmm cn || Abb. E27: Quantitative RT-PCR der differentiellen
=) EGFP-Transkription nach chondrogener Induktion
< 80 1 stabil transfizierter hMSC.
2 EGFP: enhanced green fluorescent protein;
é 60 1 GAPDH: Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase;
= co: Kontrollpopulation undifferenzierter hMSC;
% 0 1 ch: chondrogen differenzierte hMSC.
g
T 201 I

0 - I :

EGFP GAPDH  EGFP/GAPDH
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E.1.4 Vektoren pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2

Durch den Einsatz von Plasmiden, die interne Bindungsstelle fiir Ribosomen, kurz IRES
(internal ribosomal entry site), enthalten, ist die Translation zweier offener Leserahmen von
einer mRNA maglich (s. D.1.2.4.4). Da so zwei voneinander unabhingige Gene gemeinsam
transkribiert, aber wieder unabhdngig voneinander translatiert werden, kann in der Theorie
eine 1:1-Relation zwischen der Expression zweier Gene angenommen werden. Dies ist z.B.
dann hilfreich, wenn eines der Gene fiir eine Antibiotikum-Resistenz oder ein Markerprotein
kodiert und so Riickschliisse auf die Expression des zweiten Genes gezogen werden kdnnen.

E.1.4.1 Klonierung

Die einzelnen Schritte der Klonierung der Vektoren pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2
wurden mittels praparativer und analytischer Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt und
uberpriift. Die in Abschnitt D.2.1.8.1 beschriebene Strategie zur Herstellung der beiden Vek-
toren begann mit der Linearisierung des Vektors pIRESneo2 durch die beiden Restriktions-
endonukleasen Nhel und EcoR | sowie der Exzision der beiden GFP-Varianten aus den Vek-
toren phrGFP-N1 bzw. pEGFPLuc mittels derselben REn (s. Abb. E28)

a
4899
2799
1953
4899 — 1164
2799 — — 1114
1953 — — ggg
1164 — _

1 2 3 1 2 3 4 5
Abb. E28: Priparative Agarosegel-Elektrophorese der Vektoren pIRESneo2, phrGFP-N1 und pEGFPLuc.
(a) DNA-Marker VII (1); pIRESneo2 linearisiert mit Nhe | und EcoR | (2); phrGFP-N1 restringiert mit Nhe | und
EcoR | (3).
(b) DNA-Marker VII (1); pJH11 linearisiert mit Nhe | und EcoR | (2); pIRESneo2 linearisiert mit Nhe | und EcoR |
(3); pEGFPLuc restringiert mit Nhe | und EcoR | (4); DNA-Marker VIII (5).

Nach Transformation der Ligationsansdtze erfolgte eine analytische Plasmidpraparation von
jeweils zehn in Kultur tberflihrten Einzelkolonien. In der analytischen Agarosegel-Elektro-
phorese zeigten sich jeweils mehrere Banden, die den beiden erwarteten Fragmentldangen ent-
sprachen (s. Abb. E29 a, b). Nach Durchfiihrung der Endotoxin-freien Plasmidpriparation
wurde eine erneute Restriktion vorgenommen. Die Analyse mittels Gelelektrophorese zeigte,
dass die jeweilige Herstellung der rekombinanten Plasmide pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-
IRES-neo2 erfolgreich war (s. Abb. E29 c).
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a Abb. E29: Analytische Agarosegel-Elektrophorese der
generierten Vektoren.
g;gg: (a) 1: DNA-Marker VII; 2: pIRESneo2; 3-12: Produkte der
2799— Ligation von pIRESneo2 mit hrGFP restringiert mit

BamH I; 13: DNA-Marker VI

12345678 910111213

(b) 1: 100 bp-Leiter; 2-11: Produkte der Ligation von
pIRESneo2 mit EGFP restringiert mit Nhe | und EcoR I;
12: 100 bp-Leiter

12 3 4567 89 101112

(c) 1: DNA-Marker VII; 2&3: pCG21/pCG23 (hier nicht
relevant); 4-7: Klone 2,7,9 und 10 der Ligation von
phrGFP-IRES-neo2; 8: DNA-Marker VIII

In der nachfolgenden Abbildung sind die auf diese Weise hergestellten Plasmide als Vektor-
karte dargestellt (s. Abb. E30).

Amp'

pEGFP-IRES-neo2
6,0 kB vs| |

phrGFP-IRES-neo2 |pes

Abb. E30: Vektorkarte von pEGFP-IRES-neo2 bzw. phrGFP-IRES-neo2.

P.w |E: Humaner Cytomegalievirus immediate early Promotor, EGFP: enhanced green fluorescent protein, hrGFP:
humanized recombinant green fluorescent protein, IVS: Intervenierende Sequenz, IRES: internal ribosomal entry
site, Neo: Neomycin Resistenzgen, PolyA: Simian Virus 40 Polyadenylierungssignal, Col E1 ori: Replikations-
ursprung, Amp": Ampicillin Resistenzgen.
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E.1.4.2 Transfektion

Nach Optimierung der einzelnen Transfektionsparameter wurden alle folgenden Transfek-
tionen mit Lipofectamine 2000 durchgeflihrt, welches diese am effizientesten vermittelte.
Dabei lieBen sich die beiden Vektoren mit einer Effizienz von 22 % (phrGFP-IRES-neo2) bzw.
11 % (pEGFP-IRES-neo2) transfizieren (s. Abb. E31a,b). Diese Ergebnisse entsprechen dem
Wertebereich der optimierten Parameter des Plasmids pIRES2-EGFP (s. E.1.1.3). Nach Selektion
der transfizierten hMSC mit Geneticin (s. D.2.2.3.5) zeigte sich, dass ca. 60 -70 % der selek-
tionierten Zellen auch GFP exprimierten.

25 12
a == 02 ug DNA b 1 0,4 yg DNA
[ 0,4 ug DNA EEEE 0,8 ug DNA
20 1 M 0.8 g DNA 10 1
=) IS I
2. 15 =
N
£ S e
N N
g " d S,
H |
0 : AR N .
1/05 1 12 1/4 1/6 105 11 12 14 e 18 112
Ratio DNA/Lipofectamine 2000 Ratio DNA/Lipofectamine 2000

Abb. E31: Effizienz der Transfektion von phrGFP-IRES-neo2 (a) und pEGFP-IRES-neo2 (b) in hMSC.
Ermittlung der Effizienz 24 Stunden nach Transfektion.

E.2 Etablierung des ®C31 Integrase-Systems zur zielgerichteten Integration

Aufbauend auf den Ergebnissen der transienten und stabilen nicht-viralen Transfektion hu-
maner mesenchymaler Stammzellen erfolgte die Etablierung der zielgerichteten Integration
von Plasmid-DNA in das Genom von hMSC. Die Entwicklung eines geeigneten Vektors, die
Optimierung der Transfektionsbedingungen und der Nachweis der gezielten Integration wer-
den im Folgenden anhand der erzielten Ergebnisse erlautert.

E.2.1 Klonierung der affB-Vektoren

Um die zielgerichtete Insertion von Plasmid-DNA mittels der ®C31-Integrase in das Genom
von hMSC zu ermdglichen, wurde die urspriingliche Rekombinationssequenz des ®C31-Pha-
gen aus dem Genom von Streptomyces coelicolor in die Vektoren pEGFP-IRES-neo2 und
phrGFP-IRES-neo2 ligiert. Dazu wurde diese so genannte attB-Sequenz wie in D.2.1.8.2 be-
schrieben mit modifizierten Primern amplifiziert (s. Abb. E32). Als Matrize diente der von
Prof. Dr. Michele Calos zur Verfligung gestellte Vektor pTA-attB (s. D.1.2.4.8).

Abb. E32. Prédparative Agarosegel-Elektrophorese des
attB-Amplifikats.

Auftragsschema von links nach rechts:

1: 100 bp-DNA-Marker;

2-4: attB-Amplifikat;

5: 100 bp-DNA-Marker.




E ERGEBNISSE 87

Nach der Isolierung der attB-Sequenz erfolgte die Ligation in den Vektor pCR2.1-TOPO. Nach
der Plasmidpraparation wurde die Sequenzierung von fiinf verschiedenen Klonen durchge-
flihrt, wobei nur Klon Nr. 1 die korrekte Sequenz aufwies (s. Tab. E1).

Tab. E1: Sequenzierung der attB-Amplifikate.
Lediglich Klon 1 entsprach der Originalsequenz.

Mutationen, Insertionen und Deletionen

Klon Nr. 1 Korrekte Sequenz
Klon Nr. 2 nicht lesbar

Klon Nr. 3 326 (A - G)

Klon Nr. 4 323 (T - ()

Klon Nr. 5 345T; 236 (A - G)

Die attB-Sequenz aus Klon Nr. 1 wurde wiederum aus dem Vektor pCR2.1-TOPO mittels der RE
Mlu | geschnitten (s. Abb. E33) und in die linearisierten und dephosphorylierten Vektoren
pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2 ligiert.

Abb. E33: Praparative Agarosegel-Elektrophorese zur
Ligation der aftB-Sequenz in pEGFP-IRES-neo2 bzw.
phrGFP-IRES-neo2.

Auftragsschema von links nach rechts:

1: DNA-Marker VII;

2: pCR2.1-TOPO X attB; 3: pEGFP-IRES-neo2;

4: phrGFP-IRES-neo2;

5: 100 bp-DNA-Marker;

(alle Plasmide wurden zuvor mit Mlu | restringiert)

Die so generierten Plasmide wurden nach Restriktion mit der RE M/u | durch analytische
Agarosegel-Elektrophorese tiberpriift (s. Abb. E34).

Abb. E34: Analytische Agarosegel-Elektrophorese der ligierten Vektoren.

(a) Auftragsschema von links nach rechts: 1: DNA-Marker VII; 2-4: pIRESneo2 X attB; 5: pattB-hrGFP-
IRES-neo2; 6: 100 bp-DNA-Marker (alle Plasmide wurden zuvor mit Mlu | restringiert)

(b) Auftragsschema von links nach rechts: 1: DNA-Marker VII; 2,3: pattB-IRES-neo2 restringiert mit
Mlu 1; 4: pEGFP-IRES-neo2 restringiert mit Nhe | und EcoR I; 5: 100 bp-DNA-Marker

AnschlieBend erfolgte die Endotoxin-freie Plasmidpraparation der Vektoren nach dem in
D.2.1.7 beschriebenen Protokoll und danach die Verifizierung des Ergebnisses durch erneute
analytische Restriktion (s. Abb. E35).
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500 —
400 —

300——
200 —

100 —

1 2 3 4 1 2 3

Abb. E35: Analytische Agarosegel-Elektrophorese der Endotoxin-freien Plasmidpréparation von
pEGFP-IRES-neo2 und phrGFP-IRES-neo2.
(a) Auftragsschema von links nach rechts: 1: 100 bp-DNA-Marker; 2: pattB-IRES-neo2; 3: pCMV-Int;
4: DNA-Marker VII (die Plasmide wurden zuvor mit Mlu | restringiert)
(b) Auftragsschema von links nach rechts: 1: DNA-Marker VII; 2: pattB-hrGFP-IRES-neo2 restringiert mit
Milu l; 3: 100 bp-DNA-Marker

Die Vektorkarte dieser Plasmide ist in nachfolgender Abbildung dargestellt (s. Abb. E36).

Abb. E36: Vektorkarte von pattB-IRES-neo2 /

Pewy e pattB-hrGFP-IRES-neo2.

attB: Bacterial attachment site of the ®C31 Integrase,

Pov |E: Humaner Cytomegalievirus Immediate Early
EGFP/ Promotor, EGFP: enhanced green fluorescent protein,
hrGFP hrGFP: humanized recombinant green fluorescent protein,
IVS: Intervenierende Sequenz, IRES: internal ribosomal
entry site, Neo: Neomycin Resistenzgen, PolyA: Simian
Virus 40 Polyadenylierungssignal, Col E1ori: Replikations-
ursprung, Amp': Ampicillin Resistenzgen.

Amp’
pattB-EGFP-IRES-neo2
6,3 kB
pattB-hrGFP-IRES-neo2 NS

Col 1 IRES

ori

E.2.2 Kotransfektion zur zielgerichteten Integration

Die Optimierung der Kotransfektion der Plasmide pattB-IRES-neo2 bzw. pattB-hrGFP-IRES-
neo2 zusammen mit dem Vektor pCMV-Int wurde nach dem bereits etablierten Protokoll zur
Transfektion von hMSC mit Lipofectamine 2000 (s. E.1.1.3) durchgefiihrt (s. D.2.2.3.4). Die
Ratio der beiden Vektoren zueinander betrug - bei gleichbleibender Menge an Gesamt-DNA -
1:1, 1:5 und 1:10. In den Kontrolltransfektionen ohne das Plasmid pCMV-Int zeigte sich eine
Transfektionseffizienz von 10-15 % bezogen auf das Plasmid pattB-IRES-neo2 und ca. 5 %
bezogen auf das Plasmid pattB-hrGFP-IRES-neo2. Hoéhere Lipofectamine 2000-Kon-
zentrationen hatten keinen positiven Einfluss auf die Transfektionseffizienz. In allen kotransfi-
zierten hMSC-Populationen zeigten sich lediglich vereinzelt fluoreszierende Zellen, zudem
wurde eine Abnahme dieser Fraktion mit zunehmender pCMV-Int-Konzentration beobachtet.
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Die weiteren Transfektionen wurden in 75 cm2-ZellkulturgefaBen und mit dem Vektor pattB-
IRES-neo2 durchgefiihrt, um eine ausreichende Anzahl an transfizierten Zellen zu erhalten.
Nach 72 Stunden erfolgte die Subkultivierung der transfizierten Zellen analog dem bereits in
Abschnitt D.2.2.3.5 beschriebenen Procedere zur Generierung stabil transfizierter Zellen. Nach
Beendigung des Selektionsprozesses war es vereinzelt zu klonaler Expansion der Zellen ge-
kommen. Daraufhin wurde aus diesen Zellen die genomische DNA isoliert und einer Restrik-
tionsfragmentlangen-Analyse unterzogen (s. D.2.1.14).

E.2.3 Restriktionsfragmentlangen-Analyse

Die Uberpriifung der zielgerichteten Insertion mittels des ®C31 Integrase-Systems erfolgte
durch Restriktionsfragmentldngenanalyse (s. D.2.1.14). Dazu wurde genomische DNA der mit
den Vektoren pattB-IRES-neo2 und pCMV-Int transfizierten sowie mittels Geneticin selek-
tionierten hMSC aus den Zellen isoliert (s. D.2.1.12). Diese DNA wurde anschlieBend als Matrize
in die PCR zur Detektion des Integrationsereignisses in die humane pseudo-attP-Sequenz A
auf Chromosom 8 sowie zur Amplifikation der nativen pseudo-attP-Sequenz eingesetzt
(s. Abb. E37a). Die PCR-Produkte wurden anschlieBend per TOPO-TA-Klonierung in den Vektor
pCR2.1-TOPO ligiert und daraufhin mit EcoR | und Hinc Il verdaut. Die Auftrennung der resul-
tierenden DNA-Fragmente durch Agarosegel-Elektrophorese entsprach den jeweils erwarteten
Fragmentlangen. Die DNA-Sequenz, die durch Amplifikation des genomischen Bereichs der
ortsspezifischen Integration des attB-Vektors entstanden war, hatte eine Fragmentlange von
320 bp (s. Abb. E37b). Die durch die Enzyme EcoR | und Hinc Il generierten Fragmente waren
262 bzw. 72 bp lang. Die Amplifikation der nativen pseudo-attP-Sequenz A resultierte dage-
gen in einem PCR-Produkt mit einer Lange von 370 bp. Der Restriktionsverdau dieses Produk-
tes mit EcoR| und Hincll fiihrte zu DNA-Fragmenten mit 314 bzw. 72 Basenpaaren
(s. Abb. E38).

Abb. E37: Analytische Agarosegel-Elektrophorese nach Amplifikation des genomischen Bereiches der

ortsspezifischen Integration.

(a) Auftragsschema von links nach rechts: 1: 100 bp-DNA-Marker; 2-9 und 11-18 PCR-Produkte des
Nachweises der zielgerichteten Integration; 10 und 19 Negativ-Kontroll-PCR (10 verunreinigt);
20: 100 bp-DNA-Marker;

(b) Auftragsschema von links nach rechts: 1: 100 bp-DNA-Marker; 2: PCR-Produkt der ortsspezifischen
Integration; 3: DNA-Marker VIII
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Abb. E38: Restriktionsfragmentlangenanalyse der zielgerichteten Integration in die genomische
pseudo-attP-Sequenz A.

Die Restriktion des 320 bp langen Amplifikats der ortsspezifischen Integration (I+) fiihrte zu zwei DNA-Frag-
menten mit 262 bzw. 72 bp. Der Verdau des PCR-Produktes der nativen pseudo-attP-Sequenz A (370 bp) resul-
tierte in zwei Fragmenten von 314 bzw. 72 bp (I-).

E.2.4 Sequenzierung des Integrationsortes

Nachdem die Integration des Vektors pattB-IRES-neo2 in die humane pseudo-attP-Sequenz A
der hMSC per Polymerasekettenreaktion amplifiziert worden war, wurde das PCR-Produkt wie
in D.2.1.14 beschrieben in den Vektor pCR2.1-TOPO ligiert. Ebenso wurde das Amplifikat der
nativen pseudo-attP-Sequenz TOPO-TA-kloniert.

Zum einen gab die Sequenzierung der Amplifikate Aufschluss lber die Spezifitat der PCR. Die
von Calos et al. publizierte pseudo-attP-Sequenz A auf dem Chromosom 8 (s. B.2.3.1) ent-
sprach exakt der entsprechenden genomischen Region der in dieser Arbeit verwendeten hMSC
einer 19-jdhrigen Spenderin (s. Tab. E2.1). Ebenso enthielt die aus dem Vektor pTA-attB
klonierte attB-Sequenz keine Deletionen, Insertionen oder Mutationen (s. Tab. E2.2).

Zum anderen konnten die aus der zielgerichteten Integration mittels des ®C31-Integrasesys-
tems resultierenden Rekombinationssequenzen attL und attR analysiert werden (s. Tab. E2.3).
Die Untersuchung der 8 sequenzierten Klone erbrachte in zwei Fillen den Nachweis der orts-
spezifischen Integration. Beide Integrationsereignisse fiihrten zur Deletion von 7 bzw. 8 Nu-
kleotiden im Bereich der Rekombinationsregion (s. Tab. E2 3.2 und 3.4). Ein Klon zeigte
zusatzlich eine Punktmutation und eine Insertion, ebenfalls nahe der Rekombinationssequenz
(s. Tab. E2 3.2). In sechs Fallen war die Amplifikation mit Hilfe der Primerpaare unspezifisch
oder die Sequenzierung zeigte kein Ergebnis. Eine genaue Analyse der Rekombinationen ist aus
Tabelle E2 ersichtlich.
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F DISKUSSION

F.1 Liposomale Transfektion humaner mesenchymaler Stammzellen

Der Transfer von zusatzlicher genetischer Information in eukaryontische Zellen ist wesentlich,
um die funktionellen Bedeutungen der Gene und deren regulatorischer Sequenzen zu ver-
stehen, aber auch um Strategien fiir zukiinftige Gentherapien zu entwickeln (Colosimo et al.,
2000). Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Etablierung dieses Transfers in humane
mesenchymale Stammzellen unter Zuhilfenahme nicht-viraler Vektoren und liposomaler
Transfektionsreagenzien.

F.1.1 Transiente Transfektion

Bestimmung der transienten Transfektionseffizienz mittels EGFP

Griin-fluoreszierendes Protein (GFP) ist neben Enzymen wie Chloramphenicol-Acetyltrans-
ferase, B-Galactosidase und Luziferase als bekanntestes der stetig wachsenden Gruppe der
fluoreszierenden Proteine zur Bestimmung der Transfektionseffizienz besonders geeignet
(Miyawaki, 2002; Labas et al., 2002). Es erlaubt die nicht-invasive Analyse seiner Expression so-
wohl in vitro in der Zellkultur als auch ex vivo, z.B. durch Untersuchung von Gewebeschnitten.
Des Weiteren kann GFP zur Untersuchung der Zellmigration in Zellverbidnden sowie in Orga-
nismen in vivo verwendet werden (Gerdes and Kaether, 1996). Dariiber hinaus bietet es die
Maglichkeit neben Zellen auch Proteine zu markieren. Hierdurch kann das inter- und intra-
zelluldre trafficking verfolgt werden (Viallet and Vo-Dinh, 2003).

Um die Bedingungen der liposomalen Transfektion von hMSC zu optimieren, wurde die Effi-
zienz des Gentransfers in mehreren Versuchsreihen bestimmt. Dabei war sowohl die transiente
als auch die Vorbereitung der permanenten Expression des Reportergens GFP im Sinne einer
kurz- bzw. langfristigen Markierung und zum Zweck des proof-of-principle Gegenstand der
Untersuchung. Unter Erprobung dreier liposomaler Reagenzien wurde hierbei die Effizienz der
jeweiligen Transfektion von hMSC optimiert. Die hochste Transfektionseffizienz, gemessen als
GFP-exprimierende Zellen gegeniiber nicht-fluoreszierenden Zellen, wurde dabei durch das
Reagens Lipofectamine 2000 erzielt (50 %, s.E.1.1.3), gefolgt von METAFECTENE (22 %%,
s. E.1.1.1), und Lipofectamine Plus (21 %, s. E.1.1.2)

Die Betrachtung dieser Ergebnisse vor dem Hintergrund anderer Arbeiten fallt zunéchst
schwer, da es keine publizierten Daten zur liposomalen Transfektion von humanen mesenchy-
malen Stammzellen gibt. Setzt man die maximale Effizienz von 50 % jedoch in Relation zu
den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die adulte Stammzellen mittels anderer nicht-viraler
Techniken transfizieren, so erscheint diese relativ hoch. Die mittels Elektroporation bzw.
Nukleofektion von hMSC und humanen MAPC erreichten transienten Transfektionsraten
liegen bei 11, 12 bzw. 27 % (Peister et al., 2004; Lakshmipathy et al., 2004; Aluigi et al., 2006),
die von humanen hamatopoetischen Stammzellen bei weniger als 7 % (Weissinger et al., 2003)
und der liposomale Gentransfer in murine neurale Stammzellen bei 15 % (Falk et al., 2002).
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Zeitpunkt der Bestimmung der Transfektionseffizienz

Die Bestimmung dieser Effizienzen durch verschiedene Reportergen-Assays oder Zellzéhlung
erfolgt zumeist 12 - 72 Stunden nach Transfektion, da die Expression des Transgens in diesem
Zeitraum am stéarksten ist (Colosimo et al., 2000). In der hier vorliegenden Arbeit wurde die
Transfektionseffizienz 24 Stunden nach Transfektion bestimmt, da sich bereits in Vorversuchen
gezeigt hatte, dass Bestimmungen zu friiheren Zeitpunkten zu geringeren Effizienzen flihrten.
Auf der anderen Seite nahm die Expression 48 Stunden nach Transfektion und spater jedoch
nicht mehr weiter zu. Es kam vielmehr zu einer rapiden Abnahme der Expression des
Transgens, die auch in der Literatur beschrieben wird (Tseng et al., 1997). Mdogliche Ursachen
hierfir sind eine erhohte Zelltodrate oder ein verstirkter Abbau der episomalen DNA
(Colosimo et al., 2000). Beide Szenarien wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Bestimmung der Zytotoxizitit unter den gewdhlten Versuchsbedingungen

Zur Bestimmung der Zelltodrate wurde 24 Stunden nach Transfektion die Anzahl lebender und
toter hMSC evaluiert (s. D.2.2.3.2 und E.1.1.4). Um auszuschlieBen, dass die Expression des Re-
portergens GFP fiir eine eventuell verminderte Viabilitat der Zellen verantwortlich ist, wurde
neben dem Plasmid pEGFP-N3 auch das Plasmid plRESneo2 transfiziert, welches fiir das
Neomycin-Resistenzgen kodiert. Dabei zeigte sich, dass alle gewahlten Transfektionsbedin-
gungen zu einer Uberlebensrate von mehr als 80 % fiihrten. Dies entspricht in etwa den Wer-
ten, die durch Anwendung anderer Transfektionsreagenzien, wie etwa FUGENEG (81 %) oder
DOTAP (99 %) erzielt wurden (Aluigi et al., 2006). Ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden transfizierten Genen war 24 Stunden nach Transfektion nicht zu beobachten. Kombi-
niert man nun die erzielte Transfektionseffizienz von 50 % mit der Uberlebensrate von 86 %
(bezogen auf das Transfektionsreagens Lipofectamine 2000 und das Plasmid pEGFP-N3), so er-
gibt sich eine absolute Transfektionsrate von 43 %%.

Aus diesen Ergebnissen konnen zwei Schliisse gezogen werden. Eine kurzfristige toxische Wir-
kung des EGFP, die zum Absterben der hMSC gefiihrt hatte, erscheint eher unwahrscheinlich.
Dieses Ergebnis ist insbesondere vor dem Hintergrund interessant, dass eine hohe EGFP-Ex-
pression mit einer erhohten Zytotoxizitdt einhergehen und auch in vivo zu Verdnderungen
fiihren kann (Huang et al., 2000; Martinez-Serrano et al., 2000; Torbett, 2002). Allerdings wur-
den bereits transgene konstitutiv EGFP-exprimierende Fruchtfliegen (Drosophila melano-
gaster), Mause (Mus musculus) und auch Rhesusaffen (Macaca mulatta) hergestellt (Plautz et
al., 1996; Okabe et al., 1997; Hadjantonakis et al., 1998; Chan et al., 2001) wobei die GFP-
Expression keinen nachhaltigen Einfluss auf die transgenen Tiere zeigte.

Dariiber hinaus gestaltet sich eine Interpretation der Transfektionsrate als Kombination von
Effizienz und Uberleben als schwierig, da entsprechende Daten in der Literatur meist fehlen, in
denen die Viabilitdt der Zellen in das Ergebnis mit einflieBt. Im Vergleich zur Elektroporation
von hMSC, die bei einer Effizienz von 74 % mit einer Uberlebensrate von 45 % einherging
(Aluigi et al, 2006), spricht das Ergebnis der vorliegenden Arbeit jedoch fir eine eher
geringere Beeinflussung der Zellen durch die Transfektion.
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Bestimmung der Transienz der Transfektion

Nachdem die Zelltodrate also keinen entscheidenden Einfluss auf die Abnahme der Fluoreszenz
hatte, wurde untersucht, ob die Expression des Transgens EGFP im Zeitverlauf nachldsst. Dazu
wurde seine Expression tiber einen Zeitraum von 14 Tagen mittels quantitativer RT-PCR ana-
lysiert (s. D.2.2.3.3 und E.1.1.5). Die hiochste EGFP-Kopienzahl konnte 24 Stunden nach Trans-
fektion beobachtet werden, was mit den bereits erwahnten Daten aus der Literatur Uiberein-
stimmt (Tseng et al., 1997). Nach einem starken Abfall der Expression, die sich sowohl auf
mRNA- als auch auf Protein-Ebene zeigte, blieb die Expression hingegen ab Tag 7 nach Trans-
fektion bis Tag 14 auf konstant niedrigem Niveau. Dabei ist nicht eindeutig geklart, ob die Ex-
pression des untersuchten Transgens auf dessen Insertion in das Genom der Zellen oder auf ei-
nen verbliebenen Rest an episomaler Plasmid-DNA zuriickzufiihren ist (Colosimo et al., 2000).

Zusammenfassend betrachtet zeigt sich, dass die transiente Expression eines Gens durch lipo-
somale Transfektion eines nicht-viralen Vektors in humane mesenchymale Stammzellen, ins-
besondere im Vergleich zu anderen priméren Zellen (inklusive Stammzellen), durchaus effizient
gelingt und somit das proof-of-principle in der Untersuchung anderer Gene miinden kann.

F.1.2 Stabile Transfektion

Generierung stabil transfizierter hMSC durch Antibiotikum-Selektion

Um hMSC zu generieren, die das Transgen EGFP permanent exprimieren, wurden die Zellen mit
dem Plasmid pEGFP-N3 nach dem optimierten Lipofectamine 2000-Protokoll transfiziert
(s. 1.4). Dieses Plasmid kodiert zusitzlich zum eigentlichen Transgen EGFP den Selektionsmar-
ker Aminoglykosid-3'-Phosphotransferase (APH). Die Selektion von hMSC wurde mit
100 pg/ml Geneticin Gber einen Zeitraum von 16 Tagen durchgefiihrt (s. D.2.2.3.5 und E.1.2).
Dies filihrte zum Absterben nicht-transfizierter, darauf folgend transient-transfizierter Zellen
und schlieBlich zu einer Selektion von stabil modifizierten Zellen.

Die Geneticin-Konzentration 100 pg/ml wurde zuvor als die Mindestkonzentration ermittelt,
die notig ist, um untransfizierte Zellen abzutéten (s. D.2.2.3.5.1 und E.1.2.1). Die transfizierten
Zellen, die den Selektionsprozess liberlebt hatten, wurden daraufhin in Medium ohne Selekti-
onsantibiotikum weiter kultiviert, was in einer klonalen Expansion der Zellen resultierte, einer
typischen Eigenschaft von mesenchymalen Stammzellen (Friedenstein et al., 1970; Colter et al.,
2001). Die Kultivierung in Selektionsmedium hatte hingegen nicht zu einer Expansion gefiihrt.
Nachdem das Transgen EGFP selbst ein Reportergen ist, konnte nach Beendigung der Antibio-
tikum-Selektion die Expression beider Gene miteinander korreliert werden. Interessanterweise
waren zwar die meisten hMSC EGFP-positiv, allerdings waren mehr als 40 % der Zellen nicht-
fluoreszierend. Zum einen ist in Erwagung zu ziehen, dass die Expression des Transgens abhan-
gig von dessen chromosomalem Integrationsort ist, die Starke der EGFP-Expression also vari-
ieren kann (Lindemann et al., 2002; Rosenqvist et al., 2002; Baum et al., 2006). Zum anderen
muss bedacht werden, dass die Transkription des EGFP von einem anderen Promotor initiiert
wird als die des APH und somit die Expression beider Gene nicht unbedingt gekoppelt erfolgen
muss. Zudem erfordert die Integration ins Genom eine Linearisierung des Vektors.
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Diese Linearisierung kann an jeder beliebigen Stelle innerhalb des Vektors erfolgen und daher
auch innerhalb einer der beiden Expressionskassetten (jeweils beginnend mit dem Promotor,
darauf folgend die kodierende Sequenz des jeweiligen Transgens und das Polyadenylierungs-
signal), was zu dessen Zerstorung fiihren kann (s. Abb. F1 am Beispiel des Vektors pEGFP-N3).

Abb. F1: Linearisierungswahrscheinlichkeit eines Vektors.

P
puC ori . MEs Die Linearisierung des Vektors pEGFP-N3 kann prinzipiell an jeder
Stelle erfolgen. Findet sie in einem der rot markierten Bereiche
HSV TK rerp Statt (EGFP- und APH-Kassette), fiihrt dies zu einer mangelnden
poly A PEGFP-N3 Expression der jeweiligen eukaryontischen Ex-pressionskassette

(eE). Griin dargestellt sind Regionen, die lediglich in Prokaryonten
benotigt werden und somit zu keiner Expressionsianderung der

svao relevanten Transgene im Eukaryonten flhrt.
poly A

4,7 kB

PSV40: P f1 ori

SV 40 ori
Die Linearisierungswahrscheinlichkeit auBerhalb der

eukaryontischen Expressionskasseten kann berechnet werden. Fiir den Vektor pEGFP-N3 mit
4,7 kB Gesamtbasenpaaren und einer Ldnge der EGFP-Expressionskassette von 1,6 kB bzw. der
Neomycinresistenzkassette von 1,4 kB ergibt sich nach der nachfolgenden Formel, dass
lediglich in 36 % Geneticin-resistente und zugleich EGFP-exprimierende hMSC generiert

(Gesamtbasenzahl - eukaryontische Expressionskassetten (eE)) x 100 Linearisierungswahrscheinlichkeit
— auBerhalb der eE (in %)

Gesamtbasenzahl

werden.

In 70 % der Linearisierungsereignisse bleibt die Antibiotikumresistenz erhalten, wie aus der
folgenden Gleichung errechnet werden kann:

(Gesamtbasenzahl - Antiobiotikumresistenz) x 100 ___ Wahrscheinlichkeit
reistenter Zellen (in %)

Gesamtbasenzahl

Durch die Selektion gelingt nun, ersichtlich in der folgenden Formel, eine Steigerung des
prozentualen Anteils an EGFP-exprimierenden Zellen auf 52 %.

(Gesamtbasenzahl - eukaryontische Expressionskassetten (eE)) x 100 — Wahrscheinichkeit der Transgenexpression
Gesamtbasenzahl - Antibiotikumresistenz nach antibiot. Selektion (in %)

Einsatz bicistronischer Vektoren

Um die Effektivitdt des zeit- und kostenintensiven Selektionsprozesses zu erhéhen, wurden bi-
cistronische Vektoren entworfen und kloniert, die das Transgen GFP in Korrelation zum Selek-
tionsgen APH exprimieren (s. D.2.1.8.1 und E.1.4). Somit werden lediglich nur solche Zellen
selektioniert, die zugleich beide Transgene exprimieren. Das so genannte IRES-Element, das
bereits in Abschnitt D.1.2.4.4 dieser Arbeit beschrieben wurde, erlaubt hierbei die Translation
zweier offener Leserahmen von einer mRNA, so dass die Expression der beiden Gene miteinan-
der gekoppelt wird (Gurtu et al., 1996). Die bicistronische Expression von GFP und APH wurde
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in der vorliegenden Arbeit durch die Transfektion der Vektoren pEGFP-IRES-neo2 bzw.
phrGFP-IRES-neo2 analysiert (s. E.1.4). Dabei zeigte sich zwar eine erhGhte, aber nicht voll-
standige Expressionskorrelation zwischen den beiden Genen, da nach Abschluss der Selektion
weniger als 70 % der Zellen GFP in ausreichendem MaBe exprimierten. Dies steht im Wider-
spruch zu den Daten, die eine Kopplung zwischen der durch die Cap-Struktur der mRNA ver-
mittelten und der IRES-vermittelten Translation von 90 % zeigen (Martinez-Salas, 1999). Diese
enge Korrelation ist allerdings nicht unumstritten. Eine Variationsbreite der Korrelation zwi-
schen 6 und 100 % macht das IRES-System erst nach einer ausreichenden Optimierung nutz-
bar (Mizuguchi et al., 2000).

Neben dieser niedrigen Korrelationsrate zeigte sich zudem eine geringere Transfektionseffizi-
enz, was absolut gesehen in einer geringeren Anzahl an selektionierten GFP-exprimierenden
Zellen resultierte. Da die Transfektionseffizienz von 11 bzw. 22 % nicht an die mit dem Plas-
mid pEGFP-N3 erzielte Effizienz von 50 % heranreichte, wurde dieses System daher nicht
weiter verwendet. Allerdings ist nicht klar, auf welchen Ursachen diese verminderte Trans-
fektionseffizienz beruht. Einen mdglichen Grund stellt die unterschiedliche GréBe der
Vektoren (pEGFP-N3: 4,7 kb, pEGFP-IRES-neo2 bzw. phrGFP-IRES-neo2: 6,0 kb) dar, da
bekannt ist, dass die Transfektionseffizienz mit zunehmender GroBe des Vektors abnimmt. Eine
Kompetition oder gegenseitige Inhibition der beiden Translationsurspriinge kann ebenfalls
nicht ausgeschlossen werden. Dabei ist die Effizienz der IRES-vermittelten Translation auch
abhidngig von zellularen Faktoren, angefangen vom Zelltyp, Gber den Differenzierungszustand
bis hin zum Zellalter (Vagner et al., 2001).

Interessant erscheint in dieser Hinsicht die Annahme, dass die Differenzierung von Stamm-
zellen in einem Anstieg der nativen IRES-vermittelten Translation resultiert (Werner, 2000).
Diese als D-IRES (differentiation-linked internal ribosomal entry site) bezeichneten Sequenzen
sind z.B. in differenzierenden Megakaryozyten fir die Expressionszunahme des platelet-
derived growth factors B (PDGF2) verantwortlich (Bernstein et al., 1997). PDGF2 wird eine
proliferationsfordernde Funktion zugesprochen. Zudem spielt er auch bei der Differenzierung
von Osteoprogenitoren in die osteoblastare Richtung eine Rolle (Chaudhary et al., 2004).
Mediatoren dieser u.a. durch bone morphogenetic protein-vermittelten Differenzierung sind
Proteine der Smad-Familie. Die 5'-untranslatierte Region des humanen Smad5, einem Schliis-
selrequlator der TGF-B-1/BMP-Signalwege, enthilt eine Sequenz, die ebenfalls als eukaryon-
tische IRES-Sequenz fungieren kann. Eine effiziente Translation, die auf diese Sequenz zurlick-
zuflihren ist, wurde bereits in murinen mesenchymalen Zellen gezeigt (Shiroki et al., 2002).
Eine IRES-abhéngige Translation des Smad5 erscheint somit auch in der Differenzierung
humaner mesenchymaler Stammzellen wahrscheinlich. Da die Aktivierung der D-IRES-abhén-
gigen Translation in einer allgemeinen Steigerung der IRES-vermittelten Translation resultiert
(Vagner et al., 2001), besteht somit die Mdglichkeit, dass letztere in differenzierenden hMSC
ansteigt. Dies wiirde bedeuten, dass dabei auch die Translation des liber das vektorielle IRES-
Element regulierten Gens induziert wiirde.
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Im Umkehrschluss lieBe sich so die insgesamt verringerte Transfektionseffizienz des Vektors
pIRES2-EGFP gegeniiber dem Plasmid pEGFP-N3 in hMSC erklaren. Es ist anzunehmen, dass die
IRES-abhdngige Translation in undifferenzierten Zellen nicht oder nicht stark ausgepragt ist.
Eine Korrelation zweier Gene Uiber die IRES-Sequenz ist damit nicht mdglich, denn die Expres-
sion des lber die IRES-Sequenz translatierten Gens waére geringer oder nicht vorhanden. So
translatierte Reporter oder Selektionsmarker hdtten damit keine hinreichende Aussagekraft.
Demgegeniiber stehen jedoch auch Publikationen, die den erfolgreichen Einsatz des IRES-Ele-
mentes in embryonalen und adulten Stammzellen beschreiben (Eggan et al., 2004,
Chamberlain et al., 2004).

Zusammenfassend betrachtet erscheint die Verwendung des IRES-Systems in Stammzellen
ohne intensive Analyse der Korrelation von Cap- und IRES-vermittelter Translation jedoch

nicht geeignet.

Proliferationsfdhigkeit stabil transfizierter hMSC

Eine wesentliche Fragestellung war, ob bzw. inwiefern hMSC ihren Stammzellcharakter nach
deren genetischer Modifikation aufrechterhalten. Dazu wurde die Proliferationsfahigkeit ana-
lysiert, die ein wesentliches Kriterium von Stammzellen darstellt (s. E.1.2.2). Die initiale klonale
Expansion selektionierter GFP-exprimierender Zellen war ein Hinweis auf die ungehinderte
Proliferation, ebenso die Tatsache, dass noch 6 Monate nach Transfektion GFP-Expression
beobachtet werden konnte. Diese Daten entsprechen Ergebnissen, die durch Elektroporation
von hMSC erreicht wurden (Peister et al., 2004).

Verifizierung der Fluoreszenz von GFP

GFP und seine Varianten dienen zwar selbst als Markerproteine, mittels derer die verschie-
densten molekular- und zellbiologischen Fragestellungen beantwortet werden kdnnen, jedoch
war es in dieser Arbeit von Bedeutung, die detektierten Lichtemissionen einer Wellenldnge
von 500-510 nm der Fluoreszenz von GFP spezifisch zuordnen zu konnen. Mittel der Wahl war
hierbei die indirekte Immunfluoreszenz. Dazu wurde eine indirekte Detektion des GFP mithilfe
eines Anti-GFP-Antikdérpers und eines sekundiren, mit Texas Red markierten Antikorpers
(Emission: 620 nm) durchgefiihrt (s. D.2.3 und E.1.2.3). Es zeigte sich, dass die indirekte
Immunfluoreszenz von stabil transfizierten hMSC hochsensitiv und -spezifisch war. GFP erfiillt
damit die von einem Reportergen geforderten Eigenschaften, denn es ist zum einen biologisch
inert und zum anderen mit 714 bp (entspr. 238 AS) relativ klein, so dass es durch Plasmid-
transfer leicht in die Zelle eingebracht werden kann (Torbett, 2002). Dariiber hinaus besteht
eine ausreichende Expression, um eine eindeutige direkte oder indirekte Visualisierung zu ge-
wahrleisten. Allerdings ist die direkte Detektion des GFP durch die Autofluoreszenz mancher
Gewebe, Gewebeschnitte und Zellmetabolite, wie z.B. NAD(P)H oder Flavine, zum Teil schwierig
(Billinton and Knight, 2001; Jackson et al., 2004). Durch die Kolokalisation des bei ca. 507 nm
emittierenden Signals mit der sekundaren Immunfluoreszenz kann somit die Gefahr einer Ver-
falschung durch Autofluoreszenz minimiert werden. Dies spielt insbesondere bei der Anwen-
dung in vivo eine wichtige Rolle.
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F.1.3 Differenzierung stabil EGFP-exprimierender Zellen

Zwei wesentliche Charakteristika von Stammzellen sind ihre Proliferations- und Differen-
zierungsfahigkeit. Da es sich bei hMSC um adulte Stammzellen handelt, sind beiden Kriterien
zwar Grenzen gesetzt (Herzog et al., 2003), eine friihzeitige Anderung des Stammzellcharak-
ters aufgrund einer vorangegangen stabilen Transfektion wiirde eine weitere Anwendung der
Zellen zudem erschweren. Neben der Analyse der Proliferationskapazitat (s. F.1.2) wurden da-
her Differenzierungsstudien durchgefiihrt (s. D.2.2.4 und E.1.3). Die Induktion in Richtung ei-
nes osteogenen, adipogenen und chondrogenen Phanotyps erfolgte dabei nach etablierten
Protokollen, mit denen bereits nicht genetisch modifizierte hMSC differenziert worden waren.

Osteogene Differenzierung

Die Differenzierung stabil EGFP-exprimierender hMSC in Richtung eines osteogenen Phéno-
typs hatte sowohl Anderungen in der Morphologie der Zellen zur Folge als auch eine differen-
tielle Transkription des osteogenen Markers Alkalische Phosphatase (ALP). Dieses Enzym ist
verantwortlich fiir die Einlagerung von Kalziumphosphatkristallen in neu synthetisierte Kno-
chenmatrix (Blum et al., 2004).

Es zeigte sich, dass sich die osteogene Differenzierung von genetisch modifizierten hMSC ana-
log der von nicht-modifizierten durchfiihren lieB. Die spindelférmigen hMSC, die sich in Kultur
dhnlich der Papillarlinien eines Fingerballens anordnen, dnderten ihre Zellmorphologie in eine
eher polygonale Form (Pittenger et al., 1999), so dass sich die gerichtete Anordnung in eine
mehrschichtige Ubereinanderlagerung der differenzierenden hMSC #nderte (s. E.1.3.1.1). Diese
charakteristischen Veranderungen, die sich wahrend der 21-tidgigen osteogenen Induktion
entwickelten, konnten insbesondere deshalb gut beurteilt werden, weil eine heterogene Zell-
population aus EGFP-exprimierenden und nicht-fluoreszierenden Zellen differenziert wurde.
So konnte auch die Zellmorphologie einzelner Zellen genau betrachtet werden. Diese spiegel-
ten mit ihrer zumeist polygonalen Form das histologische Bild von Osteoblasten wider. Diese
Ergebnisse entsprechen auch denen anderer Arbeitsgruppen. So ist nach Elektroporation von
GFP-Vektoren in hMSC und anschlieBender Differenzierung in Richtung eines osteogenen
Phanotyps die Expression des Transgens noch nachweisbar (Peister et al., 2004).

Die Bestimmung der mRNA-Transkripte von ALP erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die 21-
tagige Differenzierung stabil transfizierter hMSC in Richtung eines osteoblastaren Phanotyps
flihrte - nach Normierung auf das housekeeping-Gen GAPDH - zu einem Anstieg der ALP um
das ca. 20-fache (s. E.1.3.1.2). Dass die Transkription der GAPDH im Verlauf der Differenzierung
auf 30 % des Ursprungswertes absank, erscheint nicht ungewdéhnlich, da der Zellstoffwechsel
von multipotenten Stammzellen einen héheren Energieumsatz benétigt als der von differen-
zierten Zellen (Ciccarella et al., 2004).

Der Nachweis des Transgens EGFP wurde ebenso mithilfe der quantitativen RT-PCR durchge-
flhrt. Hier sank die EGFP-Expression osteogen differenzierter hMSC im Vergleich zu den in
Stammzellwachstumsmedium kultivierten Stammzellen auf 36 %. Nach Normierung auf die
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Expression von GAPDH lag dieser Wert bei 120 %. Die Normierung des Transgens auf ein
housekeeping - Gen ist dabei nur bedingt zuldssig. Zwar muss auf der einen Seite eine Nor-
mierung durchgefiihrt werden, um Unterschiede in der Effizienz der cDNA-Synthese zu nivel-
lieren. Auf der anderen Seite unterliegt das Transgen, das durch den konstitutiv aktiven CMV-
Promotor gesteuert wird, dem natiirlichen Prozess der endogenen Genregulation nur teilweise.
Obwohl ein Anstieg der EGFP-Expression durch Fluoreszenzmikroskopie nicht beobachtet wer-
den konnte, erscheint es interessant, dass sich auch nach retroviraler Transduktion humaner
mesenchymaler Stammzellen mit GFP und anschlieBender osteogener Differenzierung ein An-
stieg der Fluoreszenz gezeigt hat (Lee et al., 2001).

Adipogene Differenzierung

Die Differenzierung der hMSC in die adipozytéare Richtung flihrte zu einem charakteristischen
Zellbild mit einer Verdanderung der bipolaren spindelférmigen Zellstruktur der hMSC in eine
eher polygonale Form verbunden mit der Bildung von zytoplasmatischen Fettvakuolen
(s. D.2.2.4.2 und E.1.3.2). Der Nachweis der differentiellen Transkription eines adipogenen Mar-
kergens durch die adipogene Induktion wurde mittels der Analyse von PPAR-y erbracht. Seine
Transkription stieg nach 21-tdgiger Differenzierung der hMSC um mehr als das 600-fache des
Ausgangswertes. Diese Daten weisen auf eine ungehinderte Differenzierungsfahigkeit perma-
nent EGFP-exprimierender hMSC in die adipozytédre Richtung hin und wurden zusatzlich un-
terstutzt durch das gemeinsame Auftreten von griiner Fluoreszenz und Fettvakuolen im Zyto-
plasma der Zellen. Da GFP jedoch lipophob ist, zeigten die Fettvakuolen selbst keine griine
Fluoreszenz. Die Tatsache, dass sich pro Zelle mehrere nicht-konfluierende Vakuolen und nicht
eine das Zytoplasma ausfiillende Fettvakuole fanden, spricht entweder fiir die Bildung von
embryonalem braunem Fettgewebe oder fiir eine zu kurze Induktionsdauer. Im Hinblick auf
die Literatur erscheint jedoch eher die Differenzierung in Richtung weiBes Fettgewebe gege-
ben, da diese Vakuolen wahrend dreimonatiger Induktion und Kultivierung konfluieren und
schlieBlich die Zellen ausfiillen (Pittenger et al., 1999).

Die differentielle Expression des adipogenen Markers PPAR-y, eines nukledren Steroidhor-
mon-dhnlichen Rezeptors, der tiberwiegend in Fettgewebe exprimiert wird (Rosen et al., 2002),
spricht dartiber hinaus fir die erfolgreiche Induktion eines adipogenen Phdnotyps. Nach Nor-
mierung der mRNA-Expression von PPAR-y auf die des Enzyms GAPDH, zeigte sich eine mehr
als 600-fache Induktion des adipogenen Markers. Dabei erscheint die Abnahme der GAPDH-
Expression auf 30 % des Ursprungswertes - dhnlich wie bei der osteogenen Differenzierung -
nicht ungewohnlich (Ciccarella et al., 2004).

Die Transkription des Transgens EGFP sank wahrend der Differenzierung auf 26 % des Ur-
sprungswertes ab. Nach Normierung auf die Transkription des housekeeping-Gens GAPDH lag
dieser Wert bei 89 %. Geht man davon aus, dass die Normierung zuldssig ist, so ist diese
Abnahme sehr gering und entspricht ebenfalls den Ergebnissen, die von Lee et al. 2001
publiziert wurden.
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Chondrogene Differenzierung

Die Differenzierung der stabil EGFP-exprimierenden hMSC in Richtung eines chondrogenen
Phanotyps erfolgte in 3D-Kultur Giber einen Zeitraum von 31 Tagen (s. D.2.2.4.3). Der Nachweis
der Differenzierung wurde mittels Beurteilung morphologischer Kriterien der Gefrierschnitte
des Zellsedimentes zusammen mit den Ergebnissen der quantitativen RT-PCR des chondrogen-
en Markers Aggrecan erbracht (s. E.1.3.3). Nach Betrachtung sowohl der Gesamtansicht als
auch einzelner Ausschnitte des Sediments zeigte sich, dass die Kultivierung in chondrogenem
Induktionsmedium zu einer organisierten Ausrichtung der Zellen geflihrt hatte. Die Kulti-
vierung in Stammzellwachstumsmedium ohne chondrogene Zusitze hingegen ging nicht mit
einer gerichteten Anordnung einher. Ausgehend von rein morphologischen Kriterien konnte
eine ausreichende Induktion in Richtung Knorpel allerdings noch nicht hinreichend bewiesen
werden.

Weiteren Aufschluss tber die Differenzierung in einen chondrogenen Zelltyp gab die quantita-
tive RT-PCR des chondrogenen Markers Aggrecan. Dieses Proteoglykan ist neben Kollagen Il
einer der Hauptbestandteile von Knorpelgewebe (Kiani et al., 2002). Nach Normierung der
mRNA-Expression von Aggrecan auf die von GAPDH zeigte sich eine 20-fache Induktion dieses
Proteoglykans nach 31-tdgiger Kultivierung des Zellsedimentes in chondrogenem Differen-
zierungsmedium gegentiber Zellen, die in Stammzellwachstumsmedium kultiviert worden
waren. Zusammen mit den morphologischen Unterschieden spricht dieses Ergebnis fiir eine
Differenzierung der stabil EGFP-exprimierenden Zellen in Richtung eines chondrogenen
Zelltyps.

Durch Fluoreszenzmikroskopie war es nicht sicher moglich, EGFP-exprimierende Zellen zu de-
tektieren, da die Herstellung der Gefrierschnitte zu einer ausgepriagten Hintergrundfluoreszenz
gefiihrt hatte, wie dies auch von anderen Autoren beschrieben wurde (Jackson et al., 2004).
Der Nachweis der Expression des Transgens gelang daher mit hoherer Aussagekraft durch Ana-
lyse seiner Transkription. Die chondrogene Differenzierung hatte zu einer Abnahme der
mRNA-Expression von EGFP auf 4 % des Kontrollwertes gefiihrt. Letzterer wurde durch die
EGFP-mRNA-Analyse des Zellsedimentes ermittelt, welches in reinem Stammzellwachstums-
medium kultiviert worden war, um eventuelle Einflisse der 3D-Kultivierung auszuschlieBen.
Da auch die Expression der mRNA von GAPDH auf 14 % abgenommen hatte - dies erscheint
im Hinblick auf die Daten der osteogenen und adipogenen Differenzierung realistisch - kam es
nach Normierung auf das housekeeping-Gen zu einer Abnahme der EGFP-Expression auf
29 %. Auch hier sei noch einmal erwdhnt, dass das Transgen nur bedingt endogenen Mecha-
nismen der Genregulierung unterworfen ist. Daher kann nicht eindeutig geklart werden,
welcher dieser Werte (4 oder 29 %) der vorliegenden Situation am nichsten kommt.
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Zusammenfassungq der Differenzierung stabil EGFP-exprimierender hMSC

Das Hauptkriterium, das angesetzt wurde, um den Erhalt des Stammzellcharakters nach gene-
tischer Modifikation von hMSC zu beurteilen, war ihre uneingeschrinkte Differenzierungs-
fahigkeit innerhalb des mesodermalen Keimblattes. Dazu wurden die stabil EGFP-exprimieren-
den hMSC in Richtung eines osteogenen, adipogenen und chondrogenen Phinotyps differen-
ziert. Dabei gilt festzstellen, dass die jeweilige Induktion zu den entsprechenden charakteristi-
schen morphologischen Anderungen gefiihrt hat. Unterstiitzt wurde diese Beobachtung durch
den Nachweis der Induktion eines jeweils typischen Markergens mittels quantitativer RT-PCR.
Somit besteht neben der Mdglichkeit, hMSC mittels Elektroporation oder retroviralem Gen-
transfer unter Erhalt des Stammzellcharakters zu transduzieren (Lee et al., 2001; Peister et al.,
2004) auch die Option, hMSC mittels liposomalem nicht-viralem Gentransfer zu modifizieren
ohne die Differenzierungsfahigkeit zu beeintrachtigen.

Die Tatsache, dass darliber hinaus eine Subpopulation von mesenchymalen Stammzellen in der
Lage ist, keimblattiibergreifend, das heisst neben der mesodermalen auch in die ektodermale
und endodermale Richtung zu differenzieren (Verfaillie, 2002), wurde in dieser Arbeit nicht
evaluiert. Zum einen ist dieses Attribut (Plastizitdt) nicht allen mesenchymalen Stammzellen
zueigen (Jiang et al., 2002). Zum anderen gilt bereits die Induktion eines osteogenen und adi-
pogenen Phinotyps als ausreichend um den Erhalt des Stammzellcharakters zu demonstrieren
(Colter et al., 2001; Herzog et al., 2003; Gronthos et al., 2003).

Weiterhin zeigte sich, dass die Starke der Expression des Transgens durch die jeweilige Diffe-
renzierung verandert wurde. Sie flihrte im Falle der Differenzierung in Richtung Adipozyten
und Chondrozyten zu einer deutlichen Abnahme. Unter der Annahme, dass Stammzellen eine
weitaus hohere Anzahl an Genen exprimieren als differenzierte Zellen (Ciccarella et al., 2004),
erscheint die Abnahme des Expressionsniveaus insgesamt durchaus realistisch. Dass dies auch
die Expression des Transgens beeinflusst, zeigen auch Publikationen tiber die Differenzierung
von hidmatopoetischen Stammzellen (Lindemann et al.,, 2002) und neuronalen Progenitoren
(Rosenqvist et al., 2002). In beiden Studien wurde die Abnahme der Transgenexpression nach
Differenzierung durch FACS-Analyse nachgewiesen. Als Ursache konnen epigenetische Effekte,
wie eine verdndertes DNA-Methylierungsmuster oder Histonmodifikationen angenommen
werden (Ramalho-Santos et al., 2002).

Anzumerken gilt zudem noch, dass in der vorliegenden Arbeit die quantitative RT-PCR als
Nachweismethode gewdhlt wurde. Im Falle der Differenzierung zu Zellen eines osteogenen
Phanotyps zeigte sich die Schwierigkeit der Normierung des Transgens auf ein endogen
requliertes housekeeping-Gen. So kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass es auf trans-
kriptioneller Ebene zu einer Zu- oder Abnahme der Expression gekommen war. Eine Untersu-
chung auf Proteinebene (normiert auf die Zellzahl) konnte dariiber weiterhin Aufschluss
geben.
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F.2 Zielgerichtete Integration in humane mesenchymale Stammzellen

F.2.1 Das ®C31 Integrase-System

Die Integrase des Phagen ®C31 ist in ihrem Wirt S. coelicolor in der Lage, die Rekombination
zweier spezifischer Sequenzen zu vermitteln (Thorpe and Smith, 1998). Darliber hinaus ist sie
auch in anderen Bakterien, wie E. coli ebenso wie in Sdugerzellen ohne Zugabe weiterer Ko-
faktoren funktionell aktiv. Somit katalysiert sie auch dort die Rekombination zweier kompa-
tibler Sequenzen (Groth et al., 2000). Das System der ®C31 Integrase eignet sich daher insbe-
sondere, um permanente genetische Modifikationen in das humane Genom einzufiihren und
weiter zu untersuchen (Ortiz-Urda et al., 2002). Das humane Genom enthilt Sequenz-
abschnitte, die eine partielle Identitdt mit der Rekombinationssequenz des Phagen ®C31 auf-
weisen. Die Integrase vermittelt eine Rekombination dieser humanen Sequenzen mit der
320 bp umfassenden Rekombinationssequenz des Bakteriums, kurz attB genannt (Thyagarajan
et al.,, 2001).

Im Jahr 2001 wurde eine Praferenz der ®C31 Integrase fiir eine spezifische Region des kurzen
Arms von Chromosom 8 publiziert (Thyagarajan et al., 2001), die auch in der vorliegenden Ar-
beit analysiert wurde. Diese hohe Sequenzselektivitdt musste in der Zwischenzeit jedoch relati-
viert werden. Derzeit sind etwa 40 Sequenzen im humanen Genom beschrieben, innerhalb de-
rer eine ortsspezifische Rekombination gezeigt werden konnte. Ausgehend von einem mathe-
matischen Modell miissen allerdings etwa 370 humane genomische Sequenzen angenommen
werden, die prinzipiell als Erkennungssequenz fiir die ®C31 Integrase dienen konnten
(Chalberg et al., 2006). Dennoch ist die Wahrscheinlichkeit der ortsspezifischen Integration mit
Hilfe der ®C31 Integrase gegeniiber anderen nicht-viralen Systemen, wie dem der so ge-
nannten sleeping beauty Transposase, hoher und die Genexpression effizienter (Enrhardt et al.,
2005).

F.2.1.1 Kotransfektion zur zielgerichteten Integration

Um die zielgerichtete Integration exogener genetischer Information in hMSC zu etablieren,
wurde ein Vektor entworfen, der neben einer EGFP-Expressionskassette zusatzlich eine attB-
Sequenz beinhaltet. Die Translation des Reporters EGFP erfolgte dabei bicistronisch gemeinsam
mit der APH, die ihrerseits die Neomycinresistenz vermittelt (s. D.2.1.8.2 und E.2.1). Dieser Vek-
tor wurde zusammen mit dem fiir die ®C31 Integrase kodierenden Plasmid pCMV-Int
(s. D.1.2.4.7) in hMSC transfiziert. Die transiente Transfektionseffizienz, gemessen als fluores-
zierende Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl, betrug dabei maximal 5 %. Trotz nachgewie-
sener Funktionalitat (Thyagarajan et al., 2001), erscheint die Kotransfektion der beiden DNA-
Sequenzen in vielerlei Hinsicht problematisch. Zum einen standen in den gewihlten Ver-
suchsbedingungen sowohl das Reportergen als auch die Integrase unter der transkriptionellen
Kontrolle eines CMV-Promotors. Es besteht daher die Mdglichkeit, dass es zu einer Auslastung
der Transkriptionsfaktoren kommt und die beiden Gene somit geringer transkribiert werden.
Zum anderen ist die Gesamtmenge an DNA, die in Sdugerzellen transfiziert werden kann, be-
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schrankt. Wie bereits beschrieben, wirkt eine DNA-Menge groBer 1 pg pro 10.000 Zellen to-
xisch auf hMSC (s. E.1.1.3). Um eine ausreichende Aktivitit der Integrase zu erzielen und damit
die Anzahl randomisierter Insertionen im Vergleich zu minimieren, muss die Integrase im Ver-
haltnis zu dem Vektor, der das Zielgen und die Rekombinationssequenz kodiert, jedoch im
Uberschuss vorliegen. Die gewihlten Verhiltnisse der beiden Vektoren wurden deshalb zwi-
schen 1:10 und 1:50 (als 1 wird jeweils der Vektor mit Zielgen und attB-Sequenz gesetzt) vari-
iert. Somit kann nur 1/10 bis 1/50 der Menge des fiir das Zielgen kodierenden Vektors einge-
setzt werden. Auch dies konnte eine Ursache der verringerten Transfektionseffizienz sein.

Zudem kann die Integration des fiir die Integrase kodierenden Vektors in das Genom nicht
ausgeschlossen werden. Die stabile Expression einer konstitutiv aktiven Integrase ist vor dem
Hintergrund der Biosicherheit nicht wiinschenswert (Groth et al., 2004) und miisste daher mit-
tels weiterer Analyseverfahren wie PCR oder Southern Blot ausgeschlossen werden.

Zur Losung dieser Problematik bieten sich zwei Alternativen an. Zum einen besteht die Mog-
lichkeit, die Zellen mit rekombinanter Integrase zu behandeln, wie dies auch im prokaryon-
tischen System bereits erfolgreich eingesetzt wird (Thorpe et al., 2000). In diesem Falle kénnte
man optimale Transfektionsbedingungen wahlen und wiirde zudem eine eventuelle Integrati-
on der Integrase selbst vermeiden. Dagegen spricht jedoch die aufwandige Herstellung eines
rekombinanten, hochreinen und enzymatisch aktiven Proteins. Zudem ist eine ausreichende
Inkorporation der Integrase in eukaryontische Zellen fraglich.

Zum anderen besteht die Moglichkeit, den fiir das Zielgen kodierenden attB-Vektor zusammen
mit der mRNA der Integrase zu transfizieren (Hollis et al., 2003; Groth et al., 2004). Auch diese
Methode wiirde nicht zu einer Insertion der ®C31 Integrase in das Genom der Zellen flhren.
AuBerdem miisste die mRNA zur Translation lediglich in das zytosolische Kompartiment der
Zellen inkorporiert werden. Da sich short interfering RNAs (siRNAs) mittels liposomalen Nukle-
otidtransfers hocheffizient in hMSC transfizieren lassen (Hoelters et al., 2005a; Neth et al.,
2006), erscheint eine ausreichende Transfektion von mRNA in hMSC ebenfalls nicht unrealis-
tisch. Ein weiterer Vorteil der Anwendung der Integrase in Form von mRNA besteht in der
frithzeitigen Translation der Integrase, so dass das Maximum der Integraseexpression mit der
hochsten Inkorporationsrate des attB-Vektors zusammenfillt (s. E.1.1.5). Dies wiirde die Wahr-
scheinlichkeit einer Integration erhéhen. Die Herstellung einer ausreichenden Menge an mRNA
kann durch in vitro-Transkription gewahrleistet werden, wird jedoch als anféllig fur replikative
Mutationen und die Ausbildung inhibitorischer RNA-Doppelstranghelices beschrieben (Forster
and Church, 2007).

Eine weitere Mdglichkeit der Verbesserung des ®C31-Systems besteht in der Fusion der Inte-
grase mit einem nuclear localization signal (NLS). Die ®C31 Integrase besitzt eine molekulare
Masse von 67 kDa; ihr passiver Transport in den Nukleus erscheint aufgrund dieser GroBe so-
mit eher unwahrscheinlich. Zwar gelangt die Integrase in den Zellkern, was durch Analyse sei-
ner Aktivitat auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. Die zugrunde liegenden Mecha-
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nismen hierzu sind jedoch nicht bekannt. Um die Effizienz des nukledren Transports zu er-
hohen, kann man sich ein NLS zunutze machen. Diese zumeist aus wenigen, iberwiegend ba-
sischen Aminosduren bestehenden Motive dirigieren Proteine, wie z.B. das SV40 T large
antigen, in den Zellkern (Kalderon et al., 1984). Durch C-terminale Fusion dieses NLS an die
®C31 Integrase wurde eine signifikante Steigerung der Aktivitdt in Sdugerzellen beobachtet
(Andreas et al., 2002). Hiervon erhofft man sich eine deutlich hohere Rekombinationseffizienz
(Hollis et al., 2003).

F.2.1.2 Detektion des chromosomalen Integrationsortes

Nach Kotransfektion der beiden Vektoren pattB-IRES-neo2 und pCMV-Int, anschlieBender Se-
lektion und klonaler Expansion der Zellen, wurde die genomische DNA aus den stabil transfi-
zierten hMSC isoliert (s. D.2.1.12). Daraufhin wurde die Integration an der pseudo-attP-
Sequenz A auf Chromosom 8 mittels Amplifikation der Rekombinationssequenz und anschlie-
Bender Restriktionsfragmentlangenanalyse bzw. DNA-Sequenzierung untersucht. Beide Ana-
lysen zeigten, dass die Integration spezifisch an dieser Stelle stattgefunden hatte.

Die gewahlten Nachweismethoden basierten auf der prinzipiellen Untersuchung der Anwend-
barkeit der Kotransfektion. So wurden nicht einzelne Klone untersucht, sondern eine Populati-
on von stabil transfizierten hMSC. Mit diesem proof-of-priciple konnte gezeigt werden, dass
die gewdhlten Versuchsbedingungen zur ortsspezifischen Integration von exogener gene-
tischer Information in das Genom von hMSC fiihren. Auch die Funktionalitdt der Vektoren
konnte so uberprift werden.

Eine Quantifizierung des Integrationsereignisses konnte allerdings aus logistischen Griinden
nicht mehr vorgenommen werden. Sie konnte indirekt mit dem so genannten plasmid rescue-
Verfahren vorgenommen werden. Dazu wird genomische DNA aus den zuvor mit der ®C31
Integrase transfizierten Zellen isoliert. AnschlieBend wird diese mittels weniger Restriktions-
endonukleasen (RE) fragmentiert. Dabei missen zwei Voraussetzungen erfiillt sein. Zum einen
missen die RE kohdsive Enden generieren. Zum anderen diirfen sie keine Erkennungsstellen
innerhalb des transfizierten Vektors besitzen. Die DNA-Fragmente werden daraufhin ligiert, so
dass zirkuldre doppelstringige DNA entsteht. Diese wird in kompetente Bakterien trans-
formiert und mithilfe der prokaryontischen Antibiotikumsresistenz selektioniert, die sich auf
dem in das Genom integrierten Vektor befindet. Die so wieder gewonnenen Plasmide ent-
halten neben der urspriinglichen Plasmidsequenz flankierend auch Nukleotide des chromo-
somalen Integrationsortes. Diese Plasmide konnen sequenziert und der chromosomale Inte-
grationsort zugeordnet werden (Thyagarajan et al., 2001; Chalberg et al., 2006).

Dariiber hinaus besteht die Mdglichkeit Zellklone zu untersuchen. Ein Teil des Klons kénnte zur
Analyse des Integrationsortes herangezogen werden. Der andere Teil kdnnte fiir weitere Stu-
dien zur Verfligung stehen. Allerdings bedarf es hierbei einer gréBeren Anzahl von Zellen. Zu-
dem muss gewdhrleistet sein, dass es sich mit Sicherheit um einen Zellklon und keine geno-
misch heterogene Zellpopulation handelt.
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AbschlieBend kann festgehalten werden, dass - wie in der Aufgabenstellung formuliert - in
der vorliegenden Arbeit mithilfe nicht-viraler Methoden sowohl eine effiziente Transgenex-
pression als auch eine ortsgenaue Integration von DNA in eine bestimmte Region des Genoms
von hMSC gezeigt werden konnte.

Zu Beginn der Promotionsarbeit war die Forschung an nicht-viralen Transfektionssystemen zur
genetischen Modifikation von humanen Stammzellen zum einen und die Notwendigkeit ziel-
gerichteter Integrationsstrategien zum anderen weitgehend unbeachtet. Die aktuellen For-
schungsanstrengungen, die durch die Induktion und Reprogrammierung humaner somatischer
Zellen mittels embryonaler Transkriptionsfaktoren ein neues Kapitel in der Stammzell-
forschung aufgeschlagen haben, unterstreichen jedoch die Notwendigkeit gerade diese Unter-
suchungen fortzufiihren (Yu et al., 2007; Takahashi et al., 2007). Den beiden Arbeitsgruppen
um J. A. Thomson und S. Yamanaka gelang es mittels retroviralem Transfer der Gene Oct3/4,
Sox2, c-Myc und KIf4 in adulte humane Hautfibroblasten Zellen zu generieren, die Ahnlichkeit
mit humanen embryonalen Stammzellen besitzen. Dies konnte hinsichtlich der Genexpression,
dem Proliferationsverhalten, der Morphologie der Zellen, deren Oberflachenmarker als auch in
Bezug auf ihre Differenzierung in Zelltypen aller drei Keimblatter in vitro sowie durch Tera-
tombildung nach Implantation in immundefiziente SCID-Mause gezeigt werden (Yu et al,
2007).

Zur Diskussion stellen die Autoren mehrere Fragen, die vor dem Hintergrund der eigenen
Arbeit beispielhaft folgende Schlussfolgerungen und Ausblicke erlauben und die Bedeutung
der in dieser Promotionsarbeit generierten Daten in diesem Kontext unterstreichen.

Jeder Zellklon der so genannten induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS) enthélt drei bis
sechs retrovirale Integrationen pro Faktor, so dass mehr als 20 ungerichtete Integrations-
ereignisse pro Zelle vorliegen, die das Risiko der Tumorigenese deutlich erh6hen (Hacein-Bey-
Abina et al., 2003b). Die Autoren fordern, dass nicht-retrovirale Methoden untersucht werden
missen, um das mutagene Risiko zu mindern. Die in der eigenen Arbeit untersuchte ®C31
Integrase stellt nach aktuellem Stand des Wissens hierzu zwar keine ausreichend sichere Alter-
native dar, da auch sie keine auf einen singularen Genomlokus bezogene Integration gewahr-
leistet. Dennoch erfolgt die durch die ®C31 Integrase vermittelte genomische Integration
nach einem statistischen Modell in 61 % der Falle in intergenische Bereiche, lediglich 37 % in
Introns und 2 % in Exons. Retroviren hingegen integrieren mit einer Frequenz von 67 % in
Transkriptionseinheiten (Schroder et al., 2002; Chalberg et al., 2006). Das rechnerische Risiko
eines ,Genproduktschadens" konnte somit zumindest reduziert werden und die gewiinschten
Integrationsereignisse mittels Southern Blot-Analyse gefiltert und entsprechende Klone selek-
tioniert werden.
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Von weiterer Bedeutung ist zudem, dass die zielgerichtete Integration in genreiche Regionen,
wie z.B. einer definierten intergenischen Stelle des Chromosms 19, in der ca. 7,5 % aller durch
die ®C31 Integrase vermittelten Rekombinationen stattfinden, eine hohe Expression ver-
spricht. Vor diesem Hintergrund erfolgte in unserer Arbeitsgruppe bereits eine Fortsetzung der
hier dargestellten Promotionsarbeit. Eine komparative Analyse der Expression des Reporters
Luciferase nach ungerichteter und gerichteter Integration von hMSC zeigte sowohl im
undifferenzierten Status als auch nach osteogener Differenzierung eine signifikant hohere
Transgenaktivitat in den mittels der ®C31 Integrase modifizierten Zellen (Keravala et al., 2005;
Hoelters et al., 2005b). Weitere Untersuchungen sind jedoch nétig, um dieses Ergebnis zu
erharten.

Die Arbeiten an iPS-Zellen werfen zudem die Frage auf, warum lediglich ein geringer Anteil
von 0,0002 Prozent der transduzierten humanen Hautfibroblasten den Charakter von iPS an-
genommen hat (Takahashi et al., 2007). Die Autoren konstatieren, dass dies undifferenzierte
Stamm- bzw. Progenitorzellen sind, deren Suszeptibilitat fiir eine Reprogrammierung deutlich
hoher ist. Sollte sich dies bewahrheiten, so ist anzunehmen, dass es sich hierbei um humane
mesenchymale Stammzellen oder eine Subpopulation von hMSC handelt. Somit gerat die For-
schung an hMSC und der zielgerichteten genetischen Modifikation weiter in den Mittelpunkt
aktueller Stammzellforschung und sollte sicherlich ein wesentlicher Gegenstand zukiinftiger
Forschungsanstrengung bleiben.
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1.1 Kulitivierung von hMSC

Die Kultivierung und Subkultivierung von hMSC erfolgte je nach Erfordernis in Zellkultur-
schalen unterschiedlicher GroBe. Einen Uberblick tiber die ausgesite Zellzahl und die erwartete
Zellernte sowie das notwendige Mediumvolumen gibt die folgende Tabelle 11 zusammenge-
fasst wieder.

Tab. I1: Aussaat und Ernte von hMSC in Zellkulturschalen verschiedener GroBe.

Die effektive Kulturfliche der jeweiligen Kavititen wurde von den Daten des Herstellers der Platten (Nunc, USA)
tbernommen. Die Anzahl der Zellen bei Zellernte entspricht der zu erwartenden Zellzahl, wenn die Zellen eine
90 -100 %ige Konfluenz erreicht haben.

Kulturflache Zell-Aussaat Zellernte Mediumvolumen
Kavitatenformat
in [cm2] Zellzahl in [1000] Zellzahl in [1000] in [ml]
T25 25 125 375 - 1000 5
T75 75 375 1125 - 3000 10
T150 150 750 2250 - 6000 20
35 mm 88 45.000 135 - 360 2
60 mm 21,5 110.000 330 - 880 5
100 mm 56,7 275.000 825 - 2200 7
150 mm 145 725.000 2175 - 5800 18
6 well 9,6 48.000 144 - 384 2
12 well 3,5 17.500 52,5 -140 1
24 well 19 9500 28,5 - 760 0,5
48 well 1.1 5500 16,5 - 44 0,25
96 well 0,33 1650 49 -132 0,15
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Transfektionsprotokoll fiir METAFECTENE

Zur Transfektion werden 10.000 hMSC pro Quadratzentimeter Kulturfliche einer
Zellkulturschale in 150 - 300 ul  Stammzellwachstumsmedium (entsprechend der
KavitatengroBe, s. Tab. 12) pro 10.000 Zellen ausplattiert.

Die Zellen werden 18-24 Stunden bei 37 °C in einem CO,-Brutschrank (5 % CO,) und ge-
sattigter Wasserdampf-Atmosphéare inkubiert. Die optische Konfluenz sollte 60 % der
Wachstumsflache betragen.

. Vor dem Gebrauch werden die DNA-L6sung und das Transfektionsreagens jeweils kurz
geschiittelt (Vortex-Mischer). Beide Losungen sollten Raumtemperatur besitzen.

In zwei Polystyrol-Réhrchen werden jeweils 15 pl Serum- und Antibiotika-freies Medium
(DMEM) pro 10.000 Zellen vorgelegt. In eines der beiden R6hrchen wird 0,2 pg der Plas-
mid-DNA (ebenfalls bezogen auf 10.000 hMSC) gegeben. In das zweite R6hrchen wird die
4,5-fache Menge (0,9 pl pro 10.000 hMSC) METAFECTENE pipettiert. Beide Suspensionen
werden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren jeweils gemischt.

Nach der Vereinigung der beiden Suspensionen werden diese wiederum durch Auf- und
Abpipettieren vermischt und 15 bis 20 Minuten inkubiert.

Inzwischen wird das lberstehende Medium von den hMSC abgenommen und durch 250 pl
frisches Stammzellwachstumsmedium pro 10.000 Zellen ersetzt.

Die DNA/Lipid-Komplexe werden nun zu den Zellen gegeben, vorsichtig mit dem
Stammzellwachstumsmedium vermischt und sechs Stunden im CO,-Brutschrank inkubiert.

SchlieBlich wird die Transfektionslésung nach Beendigung der Inkubation von den Zellen
abgenommen und durch 150 - 300 ul Stammzellwachstumsmedium pro 10.000 Zellen
ersetzt (s. Tab. 12).

Tab. 12: Transfektion von hMSC mit METAFECTENE in verschiedenen Zellkultur-Formaten.
Bei den Medienvolumina handelt es sich um das jeweils géngige Volumen (s. Tab. 11). Die Verdiinnungsvolumina
sind auf die Verdiinnung der DNA bzw. des Reagenzes in der entsprechenden Menge DMEM bezogen.

" 24-well 12-well 6-well 125 175

Oberfliche [em?] 3,5 9,6 25 75
’ 3000 35.000 96.000 250.000 750.000
’ 0,07 0,7 2 5 15
‘ 032 3,2 9 22,5 67,5
’ 5 50 150 375 1000
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1.3

10.

11

Transfektionsprotokoll fiir Lipofectamine Plus

Zur Transfektion werden 10.000 hMSC pro Quadratzentimeter Kulturflache einer Zell-
kulturschale in 230 - 400 pul Stammzellwachstumsmedium (entsprechend der Kavitaten-
groBe, s. Tab. 13) pro 10.000 Zellen ausplattiert.

Die Zellen werden 18-24 Stunden bei 37 °C in einem CO,-Brutschrank (5 % CO,) und ge-
sattigter Wasserdampf-Atmosphéare inkubiert. Die optische Konfluenz sollte 60 % der
Wachstumsflache betragen.

Vor dem Gebrauch wird die DNA-LGsung geschiittelt (Vortex-Mischer) und kurz zentrifu-
giert. Das Transfektionsreagens hingegen wird nur durch leichtes Schwenken durchmischt.
In zwei Polystyrol-Réhrchen werden jeweils 35 pl Serum- und Antibiotika-freies Medium
(DMEM) pro 10.000 Zellen vorgelegt.

In eines der beiden Rohrchen wird 0,2 pg der Plasmid-DNA (ebenfalls bezogen
auf 10.000 hMSC) gegeben.

Zur Prakomplexierung der DNA wird die dreifache Menge (bezogen auf die DNA) PLUS-
Reagens (d.h. 0,6 pl pro 10.000 Zellen) in die DNA-Medium-Suspension pipettiert und diese
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren durchmischt. Die Bildung der Komplexe be-
notigt eine Inkubationszeit von 15 Minuten (bei Raumtemperatur).

Nach Ablauf der Inkubation des DNA-PLUS-Gemisches wird in das zweite Rohrchen die
4-fache Menge (0,8 ul pro 10.000 hMSC) Lipofectamine pipettiert. Die Suspension wird
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt.

Nach der Vereinigung der beiden Suspensionen werden diese wiederum durch Auf- und
Abpipettieren vermischt und 15 bis 20 Minuten inkubiert.

Inzwischen wird das Medium von den hMSC abgenommen und durch ca. 250 pl frisches
Serum- und Antibiotika-freies Medium pro 10.000 Zellen ersetzt.

Die DNA/Lipid - Komplexe werden zu den Zellen gegeben, vorsichtig mit dem Medium ver-
mischt und sechs Stunden im CO,-Brutschrank inkubiert.

. Die Transfektionslosung wird nach Ablauf der Inkubationszeit von den Zellen abge-

nommen und durch 230 - 400 pl Stammzellwachstumsmedium pro 10.000 Zellen ersetzt
(s. Tab. 13).

Tab. 13: Transfektion von hMSC mit Lipofectamine Plus in verschiedenen Zellkultur-Formaten.
Bei den Medienvolumina handelt es sich um das jeweils gangige Volumen (s. Tab. 11). Die Verdiinnungsvolumina
sind auf die Verdiinnung der DNA bzw. des Reagenzes in der entsprechenden Menge DMEM bezogen.

96-well 24-well 125 175
Oberflache [em’] 3,5 9,6 25 75
30.000 80.000 215.000 625.000
‘ 0,06 0.6 1,6 43 12,5
‘ 0,18 18 4,38 12,9 37,5
’ 0,24 2.4 6.4 17,2 50
‘ 5 50 150 375 1000




ANHANG 120

Transfektionsprotokoll fiir Lipofectamine 2000

Zur Transfektion werden 8500 hMSC pro Quadratzentimeter Kulturflaiche einer
Zellkulturschale in 200 - 350 ul  Stammzellwachstumsmedium  (entsprechend der
KavitatengroBe, s. Tab. 14) pro 8500 Zellen ausplattiert.

Die Zellen werden 18-24 Stunden bei 37 °C in einem CO,-Brutschrank (5 % CO,) und ge-
sattigter Wasserdampf-Atmosphéare inkubiert. Die optische Konfluenz sollte 50 % der
Wachstumsflache betragen.

. Vor dem Gebrauch wird die DNA-LGsung geschiittelt (Vortex-Mischer) und kurz zentri-
fugiert. Das Transfektionsreagens hingegen wird nur durch leichtes Schwenken
durchmischt. Die Losungen sollten beide Raumtemperatur besitzen.

In zwei Polystyrol-Rohrchen werden jeweils ca. 30 pl Serum- und Antibiotika-freies
Medium (DMEM) pro 8500 Zellen vorgelegt. In eines der beiden R6hrchen wird 0,17 pg der
Plasmid-DNA (ebenfalls bezogen auf 8500 hMSC) gegeben. In das zweite Rohrchen wird
die 1,5-fache Menge (0,26 pl pro 8500 hMSC) Lipofectamine 2000 pipettiert. Beide Sus-
pensionen werden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt.

Nach der Vereinigung der beiden Suspensionen werden diese wiederum durch Auf- und
Abpipettieren vermischt und 15 bis 20 Minuten inkubiert.

Inzwischen wird das Medium von den hMSC abgenommen und durch 250 pl frisches
Stammzellwachstumsmedium pro 8500 Zellen ersetzt.

Die DNA/Lipid - Komplexe werden zu den Zellen gegeben, vorsichtig mit dem Stammzell-
wachstumsmedium vermischt und sechs Stunden im CO,-Brutschrank inkubiert.

Die Transfektionslosung wird nach vollstandiger Inkubationszeit von den Zellen abge-
nommen und durch 200 - 350 pl Stammzellwachstumsmedium pro 8500 Zellen ersetzt (s.
Tab. 14).

Tab. 14: Transfektion von hMSC mit Lipofectamine 2000 in verschiedenen Zellkultur-Formaten.
Bei den Medienvolumina handelt es sich um das jeweils géngige Volumen(s. Tab. I1). Die Verdiinnungsvolumina
sind auf die Verdiinnung der DNA bzw. des Reagenzes in der entsprechenden Menge DMEM bezogen.

12-well 6-well T25 175

Oberfliche [em’] 3,5 9,6 25 75
Zellzahl 30.000 80.000 215.000 625.000
Medium [ml] 1 2 5 10
DNA [ug] 0,6 1,6 43 12,5
Lipofectamine 2000

09 2,4 6,45 18,75
(]
Verdiinnung [pl] 100 250 750 2000
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