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CD cluster of differentiation
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CMV Cytomegalovirus Promoter
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(ds)RNA (doppelstrangige) RNA
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RNA interference, RNA-Interferenz
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small interfering RNA
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Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der weltweiten Knappheit an Spenderorgdiienie Transplantation war das Ziel
dieser Doktorarbeit die Entwicklung von  multitraeegn  Schweinen als
Transplantationsmodell. Die physiologischen Ahritigben der Organe von Mensch und
Schwein bildeten hierfir die Grundlage. Grol3tes unatogisches Problem bei der
Transplantation von artfremdem Gewebe, der Xensplantation, stellt die hyperakute
AbstoRungsreaktion dar, hauptsachlich hervorgerufédmrch die von der -1,3-
Galaktosyltransferase aGT) produzierten gal Epitope auf den Oberflachen der
Schweinezellen.

Daher stellte das erste Ziel dieser Arbeit die R&do der agal Epitope auf den
Zelloberflachen der Schweinezellen dar. Dies salibech gezielte Herunterregulation der
Genexpression der-1,3-Galaktosyltransferase mittels RNA InterfereflRNAI) erreicht
werden.

Durch Verwendung lentiviraler Vektoren (LV) zur Ergsion der RNAi-Kassetten sollte eine
stabile Reduktion der Genexpression derl,3-Galaktosyltransferase erzielt werden.
Desweiteren sollten lentivirale Vektoren zur Ubgmession bestimmter Enzyme generiert
und getestet werden, die zum einen die AbstoRuakioa selbst reduzieren (tsCR1,
trunkierter loslicher Complementrezeptor 1) odecmaorhandene gal Epitope von den
Schweinezellen entfernen (EndoGalC, EmdGalaktosidase C) Durch die gezielte
Kombination der lentiviralen Vektoren zur Expressigon tsCR1, EndoGalC und siRNA-
Kassetten sollten multitransgene Schweinezellen et und so letztlich einer
immunologischen AbstolRungsreaktion entgegengewudtden. Im letzten Schritt sollten
multitransgene Schweine generiert und auf Funkli@haler integrierten Gensequenzen hin
untersucht werden. Dies wurde zum einen durch Teki®n von Schweinezellen mit
Lentiviren und nachfolgendem Kerntransfer in keseloZygoten erreicht oder durch
subzonale Injektion von Lentiviren in fertilisier@ocyten. In beiden Fallen erfolgte ein
Embryonaltransfer in pseudoschwangere Fostertiegiehe die transgenen Tiere austragen.
Durch die Kombination der zwei Methoden RNAi und edéxpression
immunmodulatorischer Gene mittels lentiviraler \ekin sollte somit ein weiterer
Grundstein zur zukunftigen erfolgreichen Xenotrdastation gelegt werden, um der

Organknappheit entgegen zu wirken.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Lentiviren

Lentiviren, Spumaviren und Onkoviren bilden die idkénterfamilien der Familie der
Retroviren (Coffin 1990, Coffin 1992, Doolittlet al 1990, Shaunak und Weber 1992). Die
Retroviridae sind Viren mit zwei identischen einzelstrangigeiNA-Genomen, welche
mithilfe der Reversen Transkriptas®T) in den Wirtszellen in doppelstrangige DNA
umgeschrieben werden, was der Familie den Nameleivier(Reverse Transkriptase
Onkoviren) (Coffin 1990). 1966 erhielt Peyton RowdNobelpreis fur die Entdeckung des
nach ihm benannten ersten Retroviruses, dem Rausi8a/irus, welches bei Gefligel
Tumorerkrankungen hervorrufen kann (Rous 1911). Digerfamilie der Lentiviren (lat.
Lentus, langsam) wurde 1983 durch die Identifikataier humanen Immundefizienzviren
HIV-1 und HIV-2 durch die Arbeitsgruppen von Luc Nagnier am Pasteur-Institut in Paris
und Robert C. Gallo am National Institute of HeaithBethesda begrindet (Gallo und
Montagnier 1987). Seit der Erstbeschreibung 19&kréBSinousset al 1983, De Cock 2001)
der durch HIV hervorgerufenen Immunschwache AIDSjui@d immunodeficiency
syndrome) ist die Zahl der Menschen mit HIV-InfekilAIDS weltweit auf 34 Millionen
Menschen gestiegen (http://www.aidshilfe.de/detimét/hiv-zahlen/weltweit). Neben den
humanen Lentiviren sind Lentiviren in Affen (SIV,ffAn-Immundefizienzvirus), Katzen
(FIV, Katzen-Immundefizienzvirus), Rindern (BIV, miier- Immundefizienzvirus), Schafen
(VMV, Visna-Maedi-Virus), Pferden (EIAV, InfektioseAnadmie Virus) und Ziegen (CAEV,
Arthritis-Encephalitis-Virus) bekannt (Modrow 2010)

Das typische Lentivirus hat einen Durchmesser ven tOOnm und ist von einer
Hullmembran mit externen (gpl120) und transmembrafug#l) Glykoproteien umgeben
(Abbildung 1). An der Innenseite der HullmembramdsMatrixproteine (p17) angelagert. Die
beiden identischen einzelstrangigen RNA Molekllisalie Enzyme Reverse Transkriptase
(RT), Integrase (IN) und Protease (PR) sind mit Nukdgsidprotein (NC) komplexiert und

von Capsidproteinen (CA) in einem konischen Viryshdkern umschlossen (Abbildung 1).
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Abbildung 1
Schematischer Aufbau eines Lentiviruses am Beispigbn HIV-1. (hppt://hiv-info.de/img/hiv_cut.jpg)

Das Genom der Retroviren besteht aus zwei idems@&inzelstrangigen RNA Molekulen,
welche ahnlich der eukaryotischen mRNA eine 5’'Capd&ur und eine ca. 200 Basen lange
3' Polyadenylierung aufweisen. Auf der retroviral@NA ist die Information fir die Gene
gag (gruppenspezifische Antigene MA (Matrixprotein)ACONC), pol (EnzymeRT, IN, PR)
und env (Glykoproteine) codiert. Die codierenden Bereiolerden von Kontrollsequenzen
flankiert und sind essentiell fir den Lebenszykdies Viren (Abbildung 2A): Direkt hinter
der 5'Cap-Struktur liegt eine kurze R-Region (redamt), gefolgt von der U5-Region
(unique) welche wichtige Sequenzen fur die Provitogegration in das Wirtsgenom
aufweisen (Spriggst al 2008). An der 18 Basen langen Primer-Bindungssi{é&B) ist die
tRNA flr die Initiierung der Erststrang-DNA-Syntleegebunden. Die auf die PB folgende
Leader-Region besteht aus der Splei3donorstelle), (8@lche fir die Produktion aller
gespleiRten mRNA Molekile genutzt wird, und dem péekungssignal , welches
Bindungsstellen fur die Nukleokapsidproteine ausvend dadurch die RNA-Verpackung im
Viruskapsid bedingt (Berglunett al 1997, Cleveet al 2000). Den codierenden Bereichen ist
der Polypurintrakt (PP) nachgelagert, welcher dweeifstrang-DNA-Synthese bei der
reversen Transkription initiiert. Die nach dem BRyénde U3-Region ist beim HIV-1 ca. 450
Basen lang und enthalt wie die U5-Region wichtigeguignzen fir die Integration des
Provirus in das Wirtsgenom. Zusatzlich enthalt di8-Region Promotorencis-aktive
Elemente sowie Enhancer-Elemente. Diese Bereiah@ fir die Regulation der viralen
Transkription und Genexpression verantwortlich. Véad der reversen Transkription der
einzelstrangigen RNA in die komplementare doppétgige cDNA entstehen aus den RNA-
flankierenden 5° (R-U5) und 3‘ (U3-R) Sequenzen sligenannten Long-Terminal-Repeats
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(LTR). Die LTRs, bestehend aus der U3-Region, Ridtegnd U5-Region, werden hierbei
verdoppelt und flankieren nach Integration ins ¥genom das integrierte Provirus (Ketoal
1987, Starcich 1985) (Abbildung 2B).

A

%FOtRNA
3} 5

5" Cap . 9ag pol AAA 3’
R U5 PB | ¥ FPiU3: R

Spleilk- Spleif-
donor (SD) akzeptar (SA)
+— TR —»
—U3[RJUSIPB[ ¥ gag pol
Zell-
genom Spleik- Spleil- genom

donor (SD) akzeptor (SA)

nef

- L ur

SD/SA SA SD SA

Abbildung 2

RNA-Genomorganisation der Retroviren und Proviren.

(A) RNA-Genom des infektiosen Partike([®) Provirusgenomorganisation nach Reverser Transhmipind
Integration ins Wirtszellgenom(C) Genomaufbau von HIV-1 migag pol und env Genen sowie den
akzessorischen Gengat, rev, nef vpu, vpr undvif. Modrow 2010.

Neben dergag pol und env Genen besitzt HIV-1 weitere regulatorischat 4ndrev) und
akzessorischevif, vpr, vpu und nef) Gene (Abbildung 2C)Tat-Proteine (transactivator of
transcription) verstarken die Transkription des LPRbmoters durch Bindung an daaR
Element (trans-activation response) um mehr alshdaslertfache (Gaynor 1995, Harrieh
al 1996). Rev Proteine (regulator of expression of virion phmes¢ fungieren als
posttranskriptionelle Transaktivatoren, welche essk fur die zeitliche Regulation der
Genexpression wahrend eines Replikationszyklussed ¢Hope et al 1995). Die
akzessorischen Proteine sind vor allem fir die Iéira der Lentiviren verantwortlich (Cullen
et al 1991, Chinnasamgt al 2000). So beeinflul3t das vif Protein (viral infeat factor) die
Infektiositat freigesetzter Viren (Volskst al 1995, Kotleret al 1997). Es gibt Hinweise, das
auch das nef Protein (negative factor) und dasRuptein (viral protein out) die Virulenz der
15
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Viren beeinflussen (Vermeir al 2011, Jabbar 1995, Schubettal 1996). Pro Viruspartikel
sind ca. 100 vpr Proteine (viral protein rapid)galagert, welche die Virusreplikation und
Ausbildung des zytophatischen Effektes bei der $¥@llinfektion beschleunigen (Let al
1995).

HIV-1 Viren sind im Gegensatz zu den simpleren @atoviren in der Lage auch sich nicht-
teilende Zellen zu infizieren und weisen einen apsggten Tropismus auf CD4-positive
Zellen (T-Helferzellen, Monozyten und Makrophagenif (Bergeret al 1999). Das virale
gpl20 bindet dabei an den CD4 Rezeptor und den zZ€pteren CCR5 oder CXCR4
(Chemokin-Rezeptor) und leitet so die Membranfugarschen Viruspartikel und Wirtszelle
ein (Marsh und Helenius 2006, Wyatt und Sodros@8 Rizzutoet al 1998, Doms und
Moore 2000). Nach Umschreiben des RNA-Genoms inkdraplementare doppelstrangige
cDNA durch die Reverse Transkriptase wird der sagate Praintegrationskomplex (PIC)
gebildet und in den Zellkern transportiert. Dortrdvider doppelstréangige Provirus in das
Wirtszellgenom integriert (Abbildung 3). Die viralé&sene werden durch die wirtszelleigene
Maschinerie transkribiert, gespliced und die Viausixel reifen nach dem sogenannten
Budding extrazellular weiter und kénnen neue Wellen infizieren (Gottlingeet al 1989,
Jackset al 1988, Parkiret al1992, Swanstrorat al 1997) (Abbildung 3).

transcription
~_ & 7 o=
PIC @ (/\_/D =
0
o

o
o e | Nuclear entry k o o
X W ho GAG
) ~. Translation g r/-b of

A\E S AL
‘ S j”;tbw \%ﬂlg “, e e -Jm:\export

| 4 & L Y
L 1 Integration e Y, ranscription L oL
'\ g 2 ‘ﬁ()ﬂ? P J .‘.’}—"/I'.:rlnq_ /—’-v%\,tsﬂicing Bt
) | .. ¥
# | “AVR \

Abbildung 3
Schematischer Lebenszyklus der Retroviren am Beispli HIV-1. Modifiziert nach Goffet al (2007)

(A) Adsorption des Virus, reverse Transkription unkdnation ins Wirtsgenon{B) Transkription, Translation,
Bildung der Viruspartikel und Budding.

16



Einleitung

1.2. Entwicklung Lentiviraler Vektoren

Um Lentiviren mit der Eigenschaft der stabilen Geidegration fur die Forschung nutzbar
zu machen, wurden die virulenten akzessorischere @aa dem lentiviralen Genom entfernt,
die gewinschte Transgen-Expressionskassette eungahd die notwendigen Faktoren auf
mehrere Plasmide aufgeteilt (Naldiet al 1996, 1998, 1999). Durch Transfektion von
Helferzellen mit dem lentiviralen Plasmid und deerpackungs- und Strukturplasmiden
kénnen somit lentivirale Vektoren mit den minimditigen viralen Komponenten (Kiret al
1998) und der gewtinschten Transgenkassette gewaverden (Kafriet al 1999, Zuffereyet

al 1998, Leveet al 2004, Pfeifer und Verma 2001, Klagstsal 2000). Die Vektoren wurden
im Verlauf der Zeit weiterhin optimiert (AbbildurtB):

Die env Gene des Wildtyp-Virus wurden durch das Gen fig @aProtein des Vesicular
Stomatitis Virus (VSV-G) ersetzt, wodurch die Viratabiler sind (Akkinaet al 1996,
McClureet al 1998), per Ultrazentrifugation aufgereinigt werdé&gmnen (Naldinet al 1996)
und Einfrier- und Auftauprozesse besser Uberstébever et al 2004). Zum anderen wurde
dadurch der Tropismus der Lentiviren auf fast Zklen erhdht, da VSV-G pseudotypisierte
Viren durch Bindung an Phospholipide per Endozyiosdie Zelle gelangen (Kalajziet al
2001, Burnset al 1993, Emiet al 1991, Aiken 1997). Von allen viralen Genen wurden
letztlich nurgag, pol und rev behalten, codiert auf zwei separaten Verpackuagsgten
(Zuffereyet al 1998, Dullet al 1998, Kimet al 1998, Miyoshiet al 1998, Delenda&t al 2004,
Gasmiet al 1999). Das als lentivirales Plasmid bezeichnetktdfkonstrukt beinhaltet alle
cis-aktiven Sequenzen fur Verpackung)( reverse Transkription und Integration (LTR)
sowie SD/SA,RRE und gag Bindestellen fur die Transkriptionsregulation detegrierten
Provirus (Delendaet al 2004). Fur die Steigerung der Effizienz des Gesfiers flgte
Zennou et al einen zentralen Polypurintrakt (cPPT) ein und &xdy et al erhdhte die
Transgen-Expression durch Integration des poskragt®nell regulatorischen Elements des
Woodchuck Hepatitis-Virus (WPRE) (Zennetial 2001, Zuffereyet al 1999). Auch die U3-
Region des Lentiviruses wurde durch Entfernung lemmoter- und Verstarker-Elemente
dahingehend verandert, das nach der LTR-Konvessidmend der reversen Transkription die
U3-Region der 5'LTR keine transkriptionelle Akti&tt mehr besitzt. Die lentiviralen
Vektoren inaktivieren ihre Promoteraktivitdt wahdeder reversen Transkription in den
Provirus folglich selbst und Vektoren mit der Mutat in der U3 werden daher als selbst-
inaktivierend bezeichnet (SIN, self inactivatinguges) (Iwakumat al 1999, Kimet al 1998,

Miyoshi et al 1998, Zufferey et al 1998). Durch dieses System konnen diverse
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Transgenexpressionskassetten in das lentiviralentidia kloniert werden und die durch
Helferzellen hergestellten stabilen Lentiviralenkiégen fur die Transduktion von teilenden

und nicht-teilenden Zellen innerhalb eines groRRerisapektrums eingesetzt werden.

A

5 LTR gag 3'LTR

DlwalcAd oo [— v —[

PRl Rt [ | ] tat
BN EETENETE
vpr vpu env
HIV-1
10.000 Basen
Lentivirales Plasmid Verpackungs-Plasmide
‘ \ Y i
S SDW gagRRE3 22 T oppT [[Prom i—{waEHU3|Rp5}— N 92 | /
5LTR 3'LTR > e
RSV (rev
>
CMV|VSV-G }—
C
‘ . Y
> SDW gagRRE3 SA I cPPT H Promi—{WPRE |—|U3HJ5|ﬁ;

5°LTR 3'LTR

Abbildung 4

Schematische Darstellung des Genomaufbau von HIV-1(A), der lentiviralen Plasmide und
Verpackungsplasmide (B) sowie der integrierte Provus (C).

(A) Genomaufbau von HIV-1 mgag pol undenvGenen sowie den akzessorischen Geagmev, nef vpu, vpr
und vif. Modifiziert nach http://ars.sciencedirect.com/content/image/1-sBD043957107000719-grl.jp(B)
Schematische Darstellung der Entwicklung lentigral/ektoren der dritten Generation. Das virale Geno
wurde in Lentivirales Plasmid (links) und VerpaclsrPlasmide (rechts) unterteil{fC) Schematische
Darstellung des integrierten Provirus mit SIN Migtat CMV Cytomegalovirus Promoter; SIN Mutation;
Verpackungssignal; LTR Long Terminal Repeat; R rethnt region; U unique region; Prom Promoter der
Wahl; Tg Transgen der Wahtev und tat Regulatorische Geneiif, vpr, vpu Akzessorische Proteingag
Gruppenspezifische Antigenppl Enzymatische Aktivitdt; VSV-G G-Protein des Ves&uStomatitis Virus;
SA und SD SpleiRakzeptor und SpleiRdonor; cPPT rakemt Polypurintrakt; WPRE Regulatorisches
Posttranskriptionelles Element des Woodchuck Hepatirus.

1.3. RNAi und shRNA

Die RNAi (RNA Interferenz) ist ein evolutionar karsierter Mechanismus der
Genexpressions-Regulation. Durch RNAI wird die Ggmession wahrend der Entwicklung
kontrolliert, es spielt eine wichtige Rolle in dgewebsspezifischen Genregulation und

schitzt v.a. Pflanzen und Wirbellose vor RNA Vifeilu et al 2004, Cibrian-Jaramillet al
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2009). Fur die Entdeckung der sogenannten RNAferemz (RNAI) bekamen Andrew Fire
und Craig Mello 2006 den Nobelpreis fir Medizin ledren. Fireet al injizierten dabei
doppelstrangige RNA (ds RNA) irC. elegansund zeigten eine Minimierung der
Genexpression (Gene Silencing, Knockdown) von Gemnaiche komplementare Bereiche
zu den injizierten RNA Sequenzen aufwiesen (Eiral 1998). Bei diesen RNA Molekilen
handelte es sich um die sogenannten siRNAs (smtifering RNAS). Hierbei wird die
doppelstrangige RNA (dsRNA) in Form einer shortqbiai RNA (shRNA) durch die
Enzymatische Aktivitdt von DICER in kleine einzefsigige 21 bis 23 Nukleotide (nt) lange
RNA (ssRNA), den siRNA Fragmenten, prozessiertstéjmanet al 2004) (Abbildung 5).
Mithilfe des RISC RNA Interference Silencing Complex) werden die siRNAs an
komplementdre mMRNA Sequenzen angelagert und dexherch abgebaut (Hutvagner 2005,
Dykxhoorn und Liebermann 2005, Agravedlal 2003, Dykxhoorret al2003).

A
antisense loop sense Terminator
57 -GATAATCCCAGCAGTATTCTGTTCAAGAGACAGAATACTGCTGGGATTATCTTTTT -3’
37 —-CTATTAGGGTCGTCATAAGACAAGT TCTCTGTCTTATGACGACCCTAATAGARAAT -5’
8 ¢ vV
GAUAAUCCCAGCAGUAUUCUG
UUCUAUUAGGGUCGUCAUAAGAC , ShRNA
GA
c v
GAUAAUCCCAGCAGUAUUCUGUU _
UUCUAUUAGGGUCGUCAUAAGAC S1RNA

Abbildung 5

Prozessierung der siRNA.

(A) Schematische Darstellung der shRNA im doppelstgergiGenom in der Orientierung antisense-loop-sense-
Terminationssignal(B) Haarnadelstruktur der shRNA nach Transkripti@). SiRNA nach Prozessierung. Der
antisense siRNA Strang (rot dargestellt) ist kom@atar zur mMRNA des Zielgenes.

Neben den hier beleuchteten siRNAs gibt es aucbrsomte microRNAs (miRNAs), welche
durch Bindung in der seed region in der 3'UTR vameén zu einer verstarkten Degradierung
des Transkripts und somit ebenfalls zur ReduktiemRtoteinexpression fuhrt.
Viele Forschergruppen haben sich mit der Entwiclmon siRNA Expressionssystemen
beschaftigt (Tuschl und Borkhardt 2002). Zur shREApression in Zellen werden am
haufigsten die humanen RNA Polymerase Ill (Pol Ripmotoren U6 (small nuclear RNA
U6) oder H1 (RNA H1) verwendet (Mékinen et al 20@gherer 2004, Leet al 2002,
Brummelkampet al 2002). Es konnte gezeigt werden, dass spezidlBAiEigenschaften
wie z.B. Lange (Elbashet al 2001, Kimet al 2005), Zusammensetzung der Basen (Reynolds
et al2004), GC-Gehalt (Heakt al 2005) oder Sekundarstrukturen (Zucker 2003, Masregtw
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al 2004) wichtige Paramenter fur erfolgreiches Silega/on Zielgenen darstellen (Schwarz
et al 2003, Hofacker 2003, Harbortat al 2003). In der vorliegenden Arbeit wurden
verschiedene designte siRNAs als shRNA hinter dieé&hlten Promotoren in lentivirale
Plasmide kloniert und nach oben beschriebenen iBysiativirale Vektoren generiert, die fir
die Transduktion von Zellen eingesetzt wurden. IKaenbination von RNAI und Lentiviralen
Gentransfer in Zellen oder befruchtete Eizellerawdst eine stabile shRNA Expression und
Gensilencing nicht nur in den infizierten Zellenugisonet al 2003, Tiscorniget al 2003,
Stewartet al 2003), sondern auch in kompletten Tieren (Pfesteal 2006, Dieckhoff et al
2007, Hofmanret al 2004, Rubinsoet al 2003).

1.4. Xenotransplantation

Aufgrund der &hnlichen anatomischen und physiottgia Eigenschaften der Organe von
Mensch und Schwein bietet sich die Generierungstraner Schweine fiir die Ubertragung
von Zellen oder Zellverb&nden bis hin zu ganzena@®eg (Xenotransplantation) als Losung
fur den momentanen Organspendemangel an. Vieleusleeswurden bereits unternommen,
um die hyperakute Absto3ungsreaktion (HAR) der Sshezellen zu verhindern. Bei der
hyperakuten Abstof3ung verursachen die korpereigekikorper eine Aktivierung des
Komplementsystems. Dies fihrt innerhalb von Minutbis Stunden nach erfolgter
Transplantation des fremden Organes zu Blockiemunigs Blutflusses in den Organgefal3en,
was letztlich zum Absterben des Transplantatest.filie Uberexpression von humanen
Komplement regulatorischen Proteinen (CRPs) wie € d46, CD55 oder CD 5€(uster

of Differentiation) konnten bereits in GGAT1Schweinen (GTKO, homozygote-1,3-
Galaktosyltransferase Knockout Schweine, siehg gibgebracht und somit die hyperakute
AbstoRung von Herz (Niemann und Kues 2003, &v/al 2007, Mohiuddiret al 2011, Bauer
et al 2011), Leber (Ezzelaradt al 2011, Ekseet al 2011 und 2012), Lunge (Nguyen al
2010, ex vivQ und Niere (Linet al 2010) minimiert werden. Eine Verzdgerung der
AbstoRRungsreaktion von transplantierten Herzen ffemAkonnte fir 3-4 Wochen erreicht
werden (McGregoet al 2011). Die Gruppe um Le Bas-Bernardetl konnte transplantierte
Nieren von Schweinen mit GTKO sowie Uberexpressien komplementregulatorischen
Proteine CD39/CD55/CD59 zwei Wochen vor einer ABaty in Affen bewahren (Le Bas-
Bernardetet al 2011). Die Transplantation von dezellularisiertdarnhduten von GTKO

Schweinen in Rhesusaffen war in 80% der Eingritfie rhehr als sechs Monate erfolgreich
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(Choi et al 2011). Klymiuket al ist es gelungen, die Absto3ung transplantiertansgener
humaner Pankreas-Zellen zur Diabetis-Therapie imdmisierten Mausen zu verhindern
(Klymiuk et al 2012). Zusatzlich wird an der Uberexpression weiteanmunmodulatorischer
Gene wie CTLA4-Ig (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen Klulley et al 2006, Phelp®t al
2009), PD-L1 (Receptor programmed cell death lighnKeir et al 2007, Sharpe et al 2007,
Plegeet al 2010, Kempteet al 2012) oder TM (Thrombomodulin; Petersemnal 2009) zur
Verzogerung der Hyperakuten Abstol3ungsreaktionbgétaet sowie an der Entwicklung von
siRNAs gegen PERV (Porcine endogenous Retrovirie;kboff et al 2008, Mattiuzzeet al
2008, Ramsoondaet al 2009, Denner und Tonjes 2012). Die PERVs stellen eoger
Xenotransplantation ein Sicherheitsrisiko hinsichtl einer mdglichen Ubertragung
retroviraler Sequenzen dar, wenn sie durch das chbdse Immunsystem nicht erkannt
werden.

Trotz dieser ersten Erfolge wird noch viel Forsaysarbeit nétig sein, um alle noétigen
Transgene und siRNAs zu kombinieren und stabilgitranisgene Schweine fur erfolgreiche

und langfristige Xenotransplantation zu generidkgtseret al 2009).

1.5. -1,3-Galaktosyltransferase

Menschen und Altweltaffen besitzen nattrlich vorkoemde Antikorper gegen Galaktosyl-
1,3-Galaktose Molekile ¢al Epitope), welche z.B. auf der Zelloberflachenvo
Schweinezellen vorkommen (Abbildung 6A). Diese Adatper gegen gal Epitope
verursachen die HAR von transplantierten artfremdehen, Geweben bis hin zu ganzen
Organen (Coopezt al 1993, siehe 1.6). Das G&GAT1in Schweinen kodiert fir das Enzym
-1,3-Galaktosyltransferase@T), welches fir die Synthese degal Epitope verantwortlich
ist. Die GT besitzt vier HauptspleiRvarianten in denen gsiets Exon 9 mit der Kodierung
fur die enzymatische Aktivitat enthalten ist (Kedayaet al 1998) (Abbildung 6B). Einige
Forschergruppen haben bereits Uber den Kernransiersomatischen Zellen mit einem
Gendefekt inGGAT1Gen GGATI™ Schweine generiert (Dait al 2002, Laiet al 2002,
Phelpset al 2003). Die Zellen dieser Tiere zeigten ein miniesalevel bis hin zum vélligen
Fehlen (Knockout) der gal Epitope (Sharmat al 2003, Milland et al 2006). Da die
Generierung eines homozygoten GGATIDoppelknockout Schweines (GTKO) sehr
langwierig und schwierig war, kénnte die Entwicldutransgener Schweine mit Hilfe

lentiviraler Vektoren und RNAI eine schnellere ukastenginstigere Alternative darstellen
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(Hofmannet al 2003, Whitelawet al 2004). Hierbei sind die vier Haupt-Splicevariantr

GT mRNA (Abbildung 6B) die Ziele der siRNA Bindurigatayamaet al 1998). Zhuet al
gelang es erstmalig 2005 di&&T mRNA mittels RNAI in ihrer Expression zu reduze
(Zhu et al2005, Zhuet al2008).

G o IR =
ﬂ 0SS0 oy on Mg on con 4
HO 0 0. D&EA/D -
o‘gég;azo’féikar HO
o HO HE

NHac HO
Anti-agal Antikérper agal Epitope ‘I—H—-
(1-2% Total IgG (ca. 1 Million/Zelle) - - S~
3-5% Total IgM) ' I -
Mensch Schweine, Mause, Hunde, ...
Altweltaffen Neuweltaffen

Abbildung 6

Darstellung der agal Epitope (A) sowie der Splicevarianten der -1,3-Galaktosyltransferase mRNA (B).
modifiziert nach http://www.bioscience.org/19994Mbuhler/fulltext.htm.(A) Schematische Darstellung der
humanen Antikdrper gegen digal Epitope der GT. (B) Darstellung der vier Haupt-Splicevarianten det,3-
Galaktosyltransferase mMRNA in Schweinezellen naataiamaet al Exon 9 enthalt die enzymatische Aktivitéat.

1.6. Multitransgene Lentivirale Vektoren

Neben der Verwendung von silencing-Mechanismen myedje agal Epitope stellt die
Expression von immunmodulatorischen und Komplemegallatorischen Genen eine weitere
zusatzliche Méglichkeit dar, die HAR zu verhindeimd auch die verzogerte Organabstol3ung
von transplantierten Schweineorganen im Menschenmmimieren, da Millandet al
nachweisen konnte, dass in heterozygoten GTKO Sobwenoch eine minimale Anzahl von
gal Epitopen vorkommt (Milland et al 2006).

Die Endo- -galactosidase C (EndoGalC) v@&ilostridium perfringensfusioniert mit dem
Golgi-Lokalisationssignal der-1,3-Galaktosyltransferase, ist in der Laggal Epitope auf
Schweinezellen zu reduzieren (Ogaetaal 2002, Watanabet al 2008, Ashidaet al 2001).

Zu den Komplement regulatorischen Proteinen (CRjegpren Proteine wie CD39, CD46,
CD59, DAF (decay accelerating factor, CD55) oderlQRomplement Receptor Type 1,
CD35). Die Komplement regulatorischen Proteine dnldneben den Antikdrpern einen
wichtigen Bestandteil in der Regulation der Immumamt. Die trunkierte und damit
sezernierte Rezeptorvariante (tsCR1) des CR1 olgtaplasmatische und transmembrane
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Domane ist in der Lage, die Zelllyse von Schweitlemedurch humanes Komplement fast
vollstandig zu inhibieren (Manzat al 2006, Chernajovskgt al 2000).

In lentiviralen Vektoren kann eine Kombination vdmansgenkassetten zur RNAi und
Uberexpression erfolgen. Um viele Transgene plaizsyl in einem lentiviralen Vektor zu
kodieren, bietet sich beispielsweise die Verwendung sogenannten 2A Elementen an
(Donnellyet al2001) wodurch ein Promoter die Transkription medwdiransgene regulieren
kann. Die ca. 20aa langen 2A Elemente kommen meiériveise in Viren vor (F2A, Foot
and Mouth disease virus; E2A, Equine rhinitis Augir T2A, Thosea asigna virus) und stellen
ein natdrliches Spaltungsignal durch das ubiquegrimierte Enzym Furin (Furin cleavage
Site) dar (de Felipe 2004). Viele Forschergruppennken unter Verwendung lentiviraler
Vektoren die homogene Transgenexpression mit bigeruTransgenen verbunden Uber drei
2A Elemente nachweisen (Carelyal 2009, Donnellyet al 2001, de Felipe 2006, Faeg al
2005, Szymczalet al 2004). Chinnasamgt al zeigte jedoch , dass die Transgenexpression
des letzten Transgenes auch geringer ausfallen ,kadie Spaltungseffizienz
Konstruktabhangig ist und fast 10% ungespaltendef® in den Zellen zu finden sind
(Chinnasamyet al 2006). Auch kdnnen Deletionen bei grol3en Transgéde Felipe 2003)
und fehlende Funktionalitaten der Transgene duerhlgibende Aminosauren nach Spaltung
der 2A Sequenz auftreten (Hasegatval 2007) was bei jedem Konstrukt und Transgen eine

ausflihrliche Austestung vitro nétig macht.

1.7. Generierung transgener Schweine

Transgene Tiere tragen aufgrund menschlicher latgion rekombinante DNA in ihrem
Genom (Wall 1996). Die ersten transgenen Tiere amungdon Rudolf Jaenisch und Beatrice
Mintz durch DNA Mikroinjektion in Mauseembryonenzeugt (Jaenisch und Mintz 1974).
2002 enstanden die ersten transgenen Mause undenRattrch Infektion von
Praimplantationsembryonen mit lentiviralen SIN-\kin mit stabiler Transgenexpression
und Weitergabe Uber die Keimbahn (Leisal 2002, Pfeiferet al 2002). Die Entwicklung
transgener Schweine mittels lentiviraler Vektoremmte durch Hofmanget al und Whitelaw
et al gezeigt werden (Hofmanet al 2003 und 2006, Whitelawt al 2004). Die Generierung
transgener Schweine erfolgte dabei Uber die Igekiler lentiviralen Vektoren in den
perivitellinen Raum befruchteter Eizellen und atisflendem Embryonaltransfer (ET)

(Abbildung 7A und 7B). Eine weitere Mdglichkeit Bteler Kerntransfer (Nukleustransfer) in
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entkernte Oozyten (NT) dar. Nach Infektion von\Beimefibroblasten mit den gewiinschten
Vektoren wird der Fibroblastenkern in eine entkermDozyte transferriert und die
entstehenden Embryonen in das Muttertier implanf&igner und Wolf 2010, Giraldet al
2012) (Abbildung 7C).

A i B L-\\ C Egg Skin cell

Lentiviral

vectors a

Nucleus
(genetic material)

@ Skin cell genetic
material

Enucleofed egg

Genetic material
removed from egg

Abbildung 7

Subzonale Injektion und Nukleustransfer.

(A) Schematische Darstellung der subzonalen Irgektier lentiviralen Vektoren in den perivitellinBaum von
befruchteten Eizellen und (B) entsprechende Héditfgkroskopie. (C) Schematische Darstellung des
Nukleustransfers.

Diese Methoden kénnten die Generierung transgedewé&ne ermoglichen ohne grél3eren
zeitlichen Aufwand, wie er beispielsweise bei de¥n€rierung von Knockout-Schweinen

entsteht.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und L6sungen

Wenn nicht anders angegeben wurden Chemikaliefidaen Carl Roth GmbH (Karlsruhe),
Merck Millipore (Darmstadt), Calbiochem (DarmstadiyWR Prolabo (Darmstadt) und
Sigma-Aldrich (Munchen) verwendet.

Lésungen wurden stets mit bidestilliertem (EASYpuré/UF system der Wilhelm Werner
GmbH, Leverkusen) und sterilisiertem Wasser angesgtd wenn nicht anders angegeben

bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

2.2. Gerate

Folgende GroRRgerate wurden zur Durchfihrung deefxgnte verwendet:

Autoklav (Varioklav 135S, Thermo Scientific, Dreih), Bakterienschuttler (Sartorius,
Gottingen),  Bakterienzentrifuge  (Sigma  GK15, Samgr Gottingen), C©
Inkubationsschrank Zellkultur (CB150, Binder, Tuntjen; HeraCell 150, Heraeus, Hanau;
Certomat IS, Sartorius, Goéttingen), DurchfluBcytteneCoulter Epics XL-MCL (Beckman
Coulter, Krefeld), Elektroblotter fur Northern BIQNB; Peglab, Erlangen), Elekrophorese-
und Blottingkammer fur Westernblot (WB; Mini-Proted Cell, BioRad, Minchen), ELISA-
Plate Reader (Tecan, Crailsheim), Entwicklermaslfiilm Processor CP100, Agfa, Kéln),
Geldoc (UV light transilluminator Geldoc®XR, BioRaMinchen), Gefrierschrank -20°C
(Liebherr, Biberach), Gefrierschrank -80°C (Revcalué Plus, Thermo Scientific, Dreieich),
Gellaufkammer fiir Agarosegele (RunOfi€EmbiTec, Peglab, Erlangen), Gellaufkammer fiir
Agarosegele (Mupid, Biorad, Minchen), Inkubatiolmsaok 37°C und 55°C (Heraeus,
Hanau; Advantage Lab, Darmstadt), Kuhlzentrifuge 18.000rpm (Biofuge Primo, Heraeus,
Hanau; 5415R, Eppendorff, Hamburg, I-GK15, SargriGottingen), Laminar Air Flow
(Kojair BW-200silus, Kojair, Finnland; HeraSafe, tdeus, Hanau), Magnetrihrer (Heidolph
MR, Schwabach), Mikroskop (Leica MZ16F Stereomikags Lichtquelle KL150DLCD;
Leica DM14000B Fluoreszenz, Lichtquelle LTR4000;nkaa DFC420C; Leica, Wetzlar),
Mikrowelle (Severin, Sundern), Multipipette (Epperid Hamburg), PCR Gerat
(Thermocycler T1, Biometra, Goéttingen), Photome(EBppendorf Biophotometer 6131,
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Hamburg), Pipetten (Sarstedt, Nurnbrecht; Gilsomhdurg), Powersupply (Consort E835,
Peglab, Erlangen), Real-Time PCR Gerat (iIQ5 Cy®&RAD), Rollinkubator fir NB und
Souhernblot (SB; Heidolph MR, Schwabach), Scirttdlas-MeRR3gerat (FCI Frenzel,
Straubenhardt), Stickstofflagertank (Vorratstankokgp 200, Probenlagersystem Biosafel00,
Fullstandsregelgerat ADUR: Cryotherm, Kirchen/Sieg), Thermomixer (Eppendb&50,
Hamburg), Ultraschallbad (USC100T, VWR, Darmstadtjrazentrifuge + Rotoren (Optima
L-100XP/L-80XP, SW32 Rotor, SW55 Rotor, Beckman By USA bzw. Krefeld), UV-
Crosslinker (CL-1000 UVP, Hoefer, USA), Vortexere@fab, Erlangen; VWR, Darmstadt),
Wasseraufbereitungsanlage fir d@H(EASYpure UV/UF system der Wilhelm Werner
GmbH, Leverkusen; Arium 611VF, Sartorius, Gottingewasserbad (Haake P14, Thermo
Haake, USA bzw. Karlsruhe), Wippe/Schuttler (HegdoDmax1000, Schwabach).

2.3. Design der short hairpin Oligonukleotide

2.3.1. Ermittlung der Sekundarstruktur

Fur den optimalen siRNA Knockdown derl,3-Galaktosyltransferase wurde die Pubmed
AF221508 Sequenz deBus Scrofa -1,3-Galaktosyltransferase mRNA (Anhang Sequenz
6.1.1.) verwendet und die Sekundarstruktur der RN&n Exon 4-9 Uber
http://mfold.bioinfo.rpi.edu/ ermittelt (Zuckeat al 2003, Mathewst al 2004). Die Lage der
siRNAs wurde nach Mdglichkeit auf einzelstrangigeNAR Sekundéarstrukturbereiche

ausgerichtet.

2.3.2. siRNA Design

Die Lage der siRNAs beschrankte sich auf die Ex¢®sder -1,3-Galaktosyltransferase.
Dabei wurden bei der siRNA Entwicklung folgende tKrien herangezogen bzw.
bertcksichtigt: (i) Zusammensetzung der siRNA Sagusach Reynoldst al (an Position
drei A/U, an Position 10 U, an Position 13 A/U/@,Rosition 19 A; Reynoldst al 2004), (ii)
siRNA-Bindungsstelle an mdglichst einzelstrangigel,3-Galaktosyltransferase  mRNA
Bereiche (http://mfold.bioinfo.rpi.edu/; Zuckeret al 2003), (i) %GC Gehalt
(http://www.genelink.com/tools/gl-tm.asp; Heakt al 2005), (iv) Sekundarstruktur der
siRNA (antisense Strang) nach Zuclkeral (http://mfold.bioinfo.rpi.edu/; Zuckeet al 2003,
Mathews et al 2004) sowie (v) mdglichst niedrige kcal/mol Wertantisense Strang;
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http://saturn.coh.org:8080/calc/index.php; Heztlal 2005). Die siRNA Lange betrug 19 oder
21 Basen (Reynoldst al 2004) mit der Ausnahme der siRNA2-27 mit 27 Bag8€m et al
2005, Elbashiet al2001).

2.3.3. shRNA Design

Alle shRNAs wurden auf Grundlage von ermittelterhadtenen oder publizierten siRNA-
Sequenzen in der Orientierung antisense-Loop-séesainationssignal (ass) gebildet. Die
shRNA 12 wurde zusatzlich in der Orientierung sdmsep-antisense-Terminationssignal
(sas) kloniert und getestet. Das Terminationssignestand aus finf Thyminen. Die
Loopsequenz war TTCAAGAGA (Zhet al 2003), bei den shRNAs 11 und 12 war die
Loopsequenz CCACACC (Eigendesign). Die siRNAs 18 ua wurden durch die Firma B-
Bridge siPRECISE (USA bzw. Heidelberg) und die sf®NL5 und 17 durch EuroGenTech
(KoIn) nach deren firmeneigenen spezifischen Abkponen hergestellt und nachfolgend
eigens in der Orientierung antisense-Loop-sensaihationssignal als shRNA generiert. Die
Sequenz der siRNA 20 stammte aus 2hal und diente als eigens gebildete ShRNA20 als
Positivkontrolle (Zhuet al 2005). Die shRNA Oligonukleotide fir die Kloniegimit U6-
Plasmiden wurden so entwickelt, das sie nach ahgesenem Annealing (2.4.1.) und
Phosphorylierung (2.4.2.) der forward und reverdigddukleotide als shRNA-Doppelstrang
am 5’Ende blunt waren und am 3' Ende eine funkiiengbal Schnittstelle aufwiesen und
somit in das pTZU6+1 Schuttleplasmid (6.3.1.) ligiwerden konnten (2.5. und 2.6.). Die
shRNA Oligonukleotide fur die H1-shRNA Expressioasgetten wurden so entwickelt, das
sie als shRNA-Doppelstrang am 5’Ende eine funkilen&glll und am 3 Ende eine
funktionelle Hindlll Schnittstelle fur die Klonierung in das Virugigmid mit H1 Promoter
aufwiesen (2.6.). Die Oligonukleotide wurden vonr dérma Eurofins MWG Operon
(www.eurofinsdna.com/, Ebersberg) synthetisierte ShRNAs sind in Tabelle 15 im Anhang

aufgelistet.

2.4. Molekularbiologische Klonierungs-Methoden

2.4.1. Annealing von shRNA Oligonukleotiden

Die beiden jeweils komplementaren und einzelstigemmi shRNA Oligonukleotide
(10pmol/ul) wurden zu gleichen Teilen gemischt, fismin im 80°C heil3en Wasserbad

inkubiert und anschliessend langsam innerhalb 1tR&wabgekihilt.

27



Material und Methoden

ss-shRNA Oligonukleotid 1_fw 10ul
ss-shRNA Oligonukleotid 2_rev 10ul

2.4.2. Phosphorylierung von shRNA Oligonukleotiden

Allen doppelstrangigen shRNA Oligonukleotiden wurdiurch Inkubation mit T4
Polynukleotid Kinase (PNK) bei 37°C fir 30min eirPhosphat von ATP an das 5’Ende

angefugt:

ds-shRNA 10ul
10x Ligase Puffer  2ul
PNK 1pl
H.O 7ul

2.4.3. Restriktionsverdau von DNA

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von Bemen NewEnglandBiolabs (NEB,
Frankfurt a.M.), Invitrogen (bzw. life technologjd3armstadt) und Fermentas (bzw. Thermo
Scientific, Dreireich) bezogen. Die Restriktionsi#tze wurden nach Angaben der Hersteller
mit Puffern von NEB (Frankfurt a.M.) oder Roche (ehimaching) durchgefuhrt. Fir den
Verdau von 1ug DNA wurde standardméanig folgendekiR@wabei 37°C fur 1h angesetzt:

DNA lug
10x Puffer  2ul
Enzym 5 Units
H.O ad 20ul

Fur praparative Restriktionsverdaue wurden bis QuglPlasmid oder PCR-Ansatz in einem

Volumen von 50ul angesetzt.

2.4.4. Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Zur Entfernung der reaktiven 5’-Phosphatgruppe naRbstriktionsverdau und zur

Vorbereitung auf Ligationen mit den Inserts wur@ée DNA-Plasmide mit Calf Intestine
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Phosphatase (CIP) nach folgendem Protokoll bei 3ufG0min dephosphoryliert:

DNA lug
10x NEB3 Puffer 2ul
CIP 1pl
H.O ad 20ul

2.4.5. Auffullen von DNA-Enden nach Restriktionsyau

Durch Inkubation mit der T4 Polymerase bei 37°C 8@min wurden nach folgendem
Protokoll durch Auffillen der durch Restriktionsgdau gewonnenen und dephosphorylierten
5’Uberhange glatte DNA Enden generiert:

DNA lug
10x NEBS3 Puffer 2ul
dNTPs (10mM) 2ul
T4 Polymerase 1ul
H.O ad 20ul

2.4.6. Agarose Gelelektrophorese

Zur analytischen oder praparativen Auftrennung @WA-Fragmenten wurden 0,7-3%ige
Agarosegele verwendet. Dazu wurde Agarose in 1x TB&belle 1) unter mehrmaligem
Aufkochen gel6st, die Losung unter standigem Rutaehca. 50°C abgekuhlt und nach
Zugabe von Ethidiumbromid in einer Endkonzentratkmm 800ng/ml in Gelkammern der
Firmen Peglab (Erlangen) oder Biorad (Minchen) gsgn. Die Proben wurden mit 6x
Auftragspuffer (Tabelle 1) oder 10x Loading Dye Ilf€le 1) versetzt und pro Geltasche
maximal 1ug DNA aufgetragen. Nach einer Laufzeih \80-60min in 1x TBE bei 100V

wurden die GrolRen und Konzentrationen der DNA-Freagen durch Vergleich mit einem
ebenfalls aufgetragenen DNA-Standards (1kb Laddeitrogen, USA) bestimmt. Die DNA

Banden wurden per UV Light Transilluminator GelD@elDoc®XR mit QuantityOne®

Software, Biorad, Miinchen) bei 366nm visualisiert.
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Tabelle 1

Auflistung der Losungen fur Agarosegele und Probenaftragung.

10x Loading Dye 6x Auftragspuffer 10x TBE

Harnstoff 21g 10x TBE 60%  |Tris-HCI 0,9M
Glycerol 20ml  [Ficoll Typ 400 18%  Borsdure 0,9M
EDTA; 0,5M 5ml EDTA; pH 8,0 0,12M [EDTA; pH 8,0 20mM

Tris-HCI; pH7,0; IM 0,5ml  Bromphenolblau 0,15%
Bromphenolblau 0,5mg* Xylencyanol FF 0,15%
Xylencyanol 0,5mg*
Losen durch Riihren

Loading Dye und Auftragspuffer wurden bei 4°C geldglOx TBE bei RT. * entspricht etwa einer Spaiéke.

2.4.7. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Um nach Auftrennung der DNA-Fragmente nach AgarGstelektrophorese (2.4.6.) die
DNA aus dem Gel zu extrahieren, wurde das GRit (GE-Health Care, UK) nach den
Anleitungen des Herstellers verwendet. Die DNA veustets mit 35ul KO eluiert und die

Konzentration in 2ul Losung tUber Gelelektrophordsech den Vergleich mit dem DNA-
Standard (2.4.6.) bestimmt.

2.4.8. Ligation

Wahrend der Ligation werden Plasmid und DNA-Fragmezw. ds-shRNA Fragmente
miteinander verbunden. Die Plasmide wurden dafimozmit Restriktionsenzymen verdaut
(2.4.3.), dephosphoryliert (2.4.4.). und die Platnden teilweise aufgefullt (2.4.5.). Die T4
DNA Ligase generiert bei 16°C im Wasserbad Uberhiaach folgendem Protokoll eine
Phosphodiestergruppe zwischen einer 3’'Hydroxyl- einer 5’Phosphatgruppe:

Plasmid + DNA-Fragment Plasmid + ds-shRNA
DNA-Fragment (2.4.7.) 150ng ds-shRNA (2.4.2.) 5ut,
Plasmid-DNA (Vektor) 50ng Plasmid-DNA (Vektor) (670)
10x Ligase Puffer 1,5ul 10x Ligase Puffer 0,I75u
T4 DNA Ligase 1ul T4 DNA Ligase 1l
H.O ad 15pl KO ad 15ul
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2.4.9. Herstellung chemisch kompeteriEeroli XL-1 Blue

Als Standard-Bakterienstamm fir die Herstellungneiseh kompetenter Bakterien diente der
E.coli Stamm XL-1 Blue MRF (Stratagene, USA). Aus einemaktBrienklon eines
Verdunnungsausstriches auf Agarplatten (30pg/miatgtlin) (Tabelle 2) wurde Uber Nacht
in LB*-Medium (Tabelle 2) eine Vorkultur hergestellt (87°225rpm). Je 1ml Vorkultur
wurde zu 200ml LBMedium (Tabelle 2) gegeben und bis zu einers§@Biophotometer,
Eppendorf, Hamburg) von 0,3 inkubiert (37°C, 225ypdas durch Zentrifugation bei 4°C
und 4000rpm fir 5min gewonnene Bakterienpellet wund25ml frisch angesetztem Puffer A
(Tabelle 2) resuspendiert, fur 1h auf Eis inkubiartl erneut pelletiert. Das Bakterienpellet
wurde in 4ml frisch angesetzten Puffer B (Tabellegsuspendiert, zu je 100ul aliquotiert
und schockgefroren in Trockeneis-gekuhltem 100%igeéthanol. Die Langzeitlagerung
chemisch kompetentét.coli XL-1 Blue erfolgte bei -80°C.

Tabelle 2

Auflistung der Losungen fur Bakterienmedien und Agaplatten.

LB-Medium, pH 7.5 LB -Medium, pH 7,5 Agarplatten, pH 7,5

Pepton 10g Pepton 10g Pepton 10g

Hefeextrakt S5g Hefeextrakt Sg Hefeextrakt S¢g

NaCl 5g NaCl Sg NaCl 5¢

H>O ad 11 Glucose lg Glucose lg

autoklavieren H>O ad 11 Agar 15¢

autoklavieren H20 ad 11

autoklavieren, bei 60°C
Antibiotikum zugeben
und Platten gieen

Puffer A Puffer B

KCl 100mM CaCla 75mM
MnCl: 50mM KCI 10mM
KAc 30mM MOPS, pH 7,0 10mM
CaClz 10mM Glycerol 15%
Glycerol 15% sterilfiltrieren
sterilfiltrieren

Alle Medien und die Agarplatten wurden bei 4°C geld.

2.4.10. Transformation in chemisch kompetdaili XL-1 Blue

Pro 100ul Aliquot chemisch kompetenter XL-1 BluekBaien (2.4.9.) wurde nach dem
Auftauen auf Eis bis zu 7,5ul Ligationsansatz @ Mpipettiert. Nach 30min Inkubation auf
Eis folgte ein Hitzeschock im 42°C warmen Wasseffiad5sec und erneuter Inkubation auf
Eis fur 2min. Nach Zugabe von 900ul I-Bledium (Tabelle 2) wurde die
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Bakteriensuspension fur 30min bei 37°C und 225rprkubiert und anschliessend bei
3500rpm fiir 5min pelletiert. Der Uberstand wurdewafen und das Pellet in ca. 100pl
Restvolumen resuspendiert und je nach Antibiotiiatenz des Plasmides auf Ampicillin-
haltigen (50ug/ml) oder Kanamycin-haltigen (30ug/dbarplatten (Tabelle 2) ausplattiert.
Bakterienklone wurden nach einer Inkubationszemn d-16h bei 37°C sichtbar. Fiur die
Klonierung von besonders grof3en Plasmiden wurdern &(L-10 Gold Ultrakompetente
Zellen nach dem Protokoll von Stratagene (USA) esdet.

2.4.11. Plasmid-DNA Minipraparation

Die Plasmid-DNA aus Bakterienklonen (2.4.10.) wuddech alkalische Lyse nach Sambrook
und Russell (Sambrook und Russell 2006) isolieaizibwurde jeder Klon in 5ml Antibiotika-
haltigem (50pug/ml Amp oder 30ug/ml Kan) [4®ledium (Tabelle 2) iiber Nacht bei 37°C
und 225rpm vermehrt. Nach Zentrifugation bei 35@01fir 5min wurde das Bakterienpellet
in 250l Puffer 1 (Tabelle 3) resuspendiert. DuZcigabe von 250ul Puffer 2 (Tabelle 3) und
Inkubation fur 3min wurden die Bakterien lysiertdudie Reaktion mit 250ul Puffer 3
(Tabelle 3) und anschliessender Inkubation aufil#id5min gestoppt. Die Zentrifugation bei
13000rpm fir 15min trennte alle Zellbestandteila wter im wassrigen Uberstand geldsten
Plasmid-DNA, welche in ein neues 1,5ml Reaktiong@efiberfihrt und durch Zugabe von
500ul Isopropanol ausgefallt wurde. Wiederholtestéfigieren (13000rpm, 15min, 4°C)
pelletierte die DNA und nach einem Waschschritt ii#oigen EtOH wurde das Pellet kurz
bei RT getrocknet und in 30ul,B geldst.

Tabelle 3

Auflistung der Lésungen fiur die Plasmid-DNA Minipréparation.

MP1-Puffer MP2-Puffer MP3-Puffer, pH 5,5

Tris 6,06g NaOH 8g KaAc 294,5¢

EDTA 3,72¢ H,O ad 900ml pH 5,5 mit Eisessig einstellen
H,O ad 11 10%SDS 100ml H,0 ad 11

pH 8,0 mit HCI einstellen

RNascA 100mg

Alle MP-Puffer (Minipréparation) wurden bei 4°C ggért.

2.4.12. Plasmid-DNA Maxipraparation

Zur Praparation von Plasmid-DNA in grol3erem Malistalrde eine Maxipraparation

durchgefuhrt. Hierzu wurde ein Bakterienklon mitrdeiter Plasmid-DNA in 100mi
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Antibiotika-haltigem (50pg/ml Amp oder 30pg/ml KabB*-Medium (Tabelle 2) Giber Nacht
bei 37°C und 225rpm vermehrt. Die Isolation dersRi@-DNA wurde nach Angaben des
Hersteller (MACHEREY-Nagel, Diren) mittels Nuclea®f PC 500 Kit oder NucleoBofd
PC 500 EF Kit fur Endotoxin-freie DNA durchgefuhiie DNA-Konzentration wurde
photometrisch bei 280nm (Biophotometer, Eppendéaimburg) ermittelt.

2.4.13. Amplifikations PCR

Zur Amplifikation von DNA Bereichen aus Plasmidemurde die PCR (polymerase chain
reaction, Saiket al 1988) angewandt. Durch Verwendung derffu-Polymerase (MetaBion,
Martinsried) und entsprechender Primer (Tabellen urffl 20 im Anhang) mit den
gewinschten Restriktionsschnittstellen wurden DNxdiche fir die anschlieRende

Klonierung in Zielvektoren nach folgendem Protokathplifiziert:

Amplifikations-Ansatz Amplifikations-PCR Programm

Plasmid-DNA 30ng 1. Denaturierung initial 95°C120sec
Primer 1_fw (1:10) 25pmol 2. Denaturierung 95°C30-45sec
Primer 2_rev (1:10) 25pmol 3. Annealing Tm 30-45sec
dNTP (10mM) 4ul 4. Synthese 72°C  500bp/min
10x Puffer 5ul 5. Synthese final 72°C 120619
mi-Pfu(2,5units/ul) 0,5ul Wiederholung Schritt 2 bi8@-35x

H.O ad 50pl

Die mi-Pfu-Polymerase wurde aufgrund der integrierten Febleektur, dem sogenannten
proof reading, bevorzugt verwendet. Die Primer @li@19 und 20 im Anhang) wurden
durch die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)isgtisiert und in gereinigter Form zur
Verfigung gestellt. Die optimale Annealing Temperater Primerpaare wurde mittels eines
Oligo-Tm-Calculator Programms (http://www.genelirdm/tools/gl-tm.asp) berechnet.

Die so gewonnenen DNA-Fragmente wurden anschlie@@h&estriktionsenzymen (2.4.3.)
behandelt, dephosphoryliert (2.4.4.), Uber Geletghtorese (2.4.6.) aufgereinigt und
extrahiert (2.4.7.) und mit den entsprechendenetmahbdelten Plasmiden ligiert (2.4.8.). Auf
diese Weise wurden die H1-shRNA, PGK-EndoGalC u@K®sCR1 Plasmide kloniert,
sowie Plasmide mit zwei und drei U6-shRNA und HRNW Expressionskassetten (2.5 und
2.6).
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2.4.14. Semiquantitative PCR

Der Nachweis der erfolgreichen Klonierung von Tgaren in Plasmide (2.4.8.), der
erfolgreichen Expression von integrierten Transgene Zellen (2.10.3.) sowie die
Generierung von Sonden (2.10.10.) erfolgte durchrwdadung der TagPolymerase

(TanoreO-Kit, QBiogene, Heidelberg) nach folgendem Protbkol

Ansatz PCR-Programm

cDNA 2ul 1. Denaturierung initial 95°C 3728
Primer 1_fw 25pmol 2. Denaturierung 95°C s&0
Primer 2_rev 25pmol 3. Annealing 096 30sec
dNTP (10mM) 8ul 4. Synthese 72°C 30-60sec
10x Puffer + MgCj 5ul 5. Synthese final 72°C 120sec
TagPolymerase (2,5units/ul) 0,5ul Wiederholung 8tBrbis 4 35-40x

H.O ad 50ul

Der Ansatz wurde nach Ablauf der PCR mit 6x Auftagffer versetzt und je nach zu

erwartenden PCR Banden auf 0,7% Agarosegele (Bgndléa bis 500bp), auf 1,5%

Agarosegele (BandengrofRe bis 100bp) oder auf 3,0#ro5egele bei Bandengrol3en unter
100 bp aufgetragen. Die PCR Primer (Tabelle 192(han Anhang) wurden durch die Firma

Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert. Dtimale Annealing Temperatur der

Primerpaare wurde mittels eines Oligo-Tm-Calculator Programms

(http://www.genelink.com/tools/gl-tm.asp) berechnet

2.4.15. Sequenzierung

Alle klonierten Promotoren, Transgene und shRNAu®egen wurden zur Uberpriifung der
korrekten Basenabfolge durch die Firma Seqlab (@j&h) sequenziert. Dazu wurden 500ng
Plasmid und 20 pmol Sequenzierprimer (Tabelle 2JAithang) in einem Volumen von 7ul
0,5M Tris-Puffer (pH8,5) verschickt. Sequenzvergheund Auswertung erfolgte mit Hilfe
des Programms DNAMan.

Tris-Puffer (pH8,5)
Tris 0,069

H.O 100ml
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pH8,5 mit 1N HCI einstellen

2.5. Shuttleplasmide und Virusplasmide

Alle ds-shRNA Oligonukleotide wurden in einem ensteKlonierungsschritt in
Shuttleplasmide kloniert. Fur die Generierung vo-dbRNA wurde der Schuttlevektor
pTZU6+1 verwendet (small nuclear RNA U6 Pol Il Rrater; Vektor von Dr. J.J. Rossi
Laboratory, Beckman Research Institute, City of éldpalifornia; Leeet al2002, Makineret

al 2006, Scherer 2004). Das Plasmid pBlueskript (pB8atagene, USA) wurde als
Shuttleplasmid fur die Klonierung von multitransganPlasmiden verwendet. Die Orginal
Virusplasmide nach dem pRRL.SIN-18 Vektorsystemdeuarvon Inder Verma (The Salk
Institute for Biological Studies, Laboratory of Gaies, La Jolla, CA, USA) zur Verfigung
gestellt. Der Promoter H1 (RNase P RNA H1 Promdenmmelkampet al 2002, Leeet al
2002) steht im Virusplasmid Hplm-H1 zu Verfugundir Flie Austestung der Promotoren
U6.3 (humaner Pol Il Promoter) und 1.0-U6 (Pol Rromoter der Maus) wurden die
Plasmide pRNA-U6.3/Neo (GenSript, USA) und pSilehd®U6 (Ambion, Darmstadt)
verwendet. Der MTD Promoter (modified tRNAmet-dexdvPol 11 Promoter) wurde aus dem
MTD-pAAV-MCS Plasmid (Stratagene, USA) in das Hpftasmid kloniert (Boderet al
2003). Die Maps der verwendeten Plasmide befinddmis Anhang 6.3.

2.6. Klonierung shRNA-codierender Virusplasmide

Die shRNA Expressionskassette wurde durch Anned®¥y.1.), Phosphorylierung (2.4.2.)
und anschlielender Ligation (2.4.8.) der shRNA @ligkleotide in den pTZU6+1
Schuttleplasmid (6.3.1.) kloniert. Daftir wurde @diZU6+1 Schuttleplasmid tber ein&al
Restriktionsverdau  (2.4.3.), anschlieRender DNAdiflillung (2.4.5.), Xbad
Restriktionsverdau (2.4.3.) und abschlieRender nitdephosphorylierung (2.4.4.)
vorbereitet. Die U6-shRNA Expressionskassette wuiider Restriktionsverdau mit den
EnzymenSty/Pst (2.4.3.) aus dem pTZU6-shRNA Vektor in das vodiete Virusplasmid
Hplm (Xbal/Pst) kloniert (2.4.3. und 2.4.4.) (Abbildung 8A). D&&usplasmid mit zwei U6-
shRNA Kassetten wurde Uber Amplifikations-PCR (34) der U6-shRNA mit den Primern
U6-siPst_fw/U6-EcaRl_rev (Tabelle 19 im Anhang) und anschlieRendesnidrung des
Fragments hinter die erste ExpressionskassettenrHgpim-U6-shRNA generiert (Abbildung
8B). Die dritte Expressionskassette wurde Uber Afikptions-PCR (2.4.13.) von U6-shRNA
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mit den Primern U6-Xhd_fw/U6-Kpnl_rev (Tabelle 19 im Anhang) und anschliel3ender
Klonierung hinter die zweite Expressionskassettéein Hplm-2x U6-shRNAXhad/Acd511)
eingefligt (Abbildung 8B). Das Hplm-LTR-U6-shRNA Baid wurde Uber Amplifikations-
PCR (2.4.13.) von U6-shRNA mit den Prim&anmH|_fw/Pst_rev (Tabelle 19 im Anhang),
anschlieBendem auffullen der Enden (2.4.5.) undni€loing (2.4.8.) in die LTR
(BsEl/blunt) generiert (Abbildung 8C). Die lentivirmlePlasmide und damit generierte
Lentiviren wurden im weiteren Verlauf wiefolgt bédenet: U6-shRNA, 2xU6-shRNA,
3xU6-shRNA und LTR-U6-shRNA.

A
shRNA Salll 4 shRNA [Xbal
blunt
ETZU6_11J6 | shRNA
pTZUB-shRNA
Styl Salll Xbal Pstl
blunt
5'SD 3'SA v
5'LTR —————— cPPT HUB| shRNA ‘ ‘ 3LTR
U6-shRNA Xball Xbal Pstl EcoRl  Xhol — Accb511  BspEl
Styl
B /—> PCR 4\
X * X
5'SD 3'SA v
5'LTR —————— cPPT HUB | shRNA U6 | shRNA ‘ ‘ 3LTR
2xU6-shRNA Xball Xbal Pstl EcoRl Xhol Acc651I BspEl
Styl
\
5'SD ay 3'SA
5'LTR ————— cPPT HUB| shRNA —UB | shRNA [-UB| shRNA H3'LTR
Axki6-shRNA Xball Xbal Pstl EcoRl Xhol Kpnl/  BspEl
Styl Acc651
c v
5'LTR 220 cPPT 3'LTR|UB | shRNA [3'LTR
LTR-U6-shRNA BspEl/ BspEl/
blunt blunt
Abbildung 8

Schematische Darstellung der Klonierung der pTZU643RNA Plasmide und der Generierung der U6-
shRNA, 2xU6-shRNA, 3xU6-shRNA sowie LTR-U6-shRNA Bkmide Gber Amplifikations-PCRs der U6-
shRNA Expressionskassetten und anschlieBender Ligah in die jeweiligen vorverdauten Virusplasmide.

(A) Klonierung der shRNA in den pTZU6 Schuttlevektoit mnschlielender Klonierung der U6-shRNA
Expresionskassette in den Virusvektor Hp(B) Klonierung der 2xU6-shRNA, 3xU6-shRNA sowie LTR-U6
shRNA Vektoren(C) durch PCR-Amplifikation der U6-shRNA Expressionss@tten mit den jeweiligen
spezifischen PCR-Primern und anschlieRender Ligatialie Virusplasmide. SIN Mutation.
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Zur Generierung von lentiviralen Konstrukten mit-R@omoter getriebener shRNA wurden
die  entsprechenden  shRNA  Oligonukleotide mit angfefti Bglll/Hindlll
Restriktionsschnittstellen (2.4.1.), phosphoryli€2t4.2.) und anschlielend direkt in das
Bglll/Hindlll gedffneten und dephosphorylierten (2.4.3. @x.4.) Hplm-H1 Virusplasmid
ligiert (2.4.8. sowie Abbildung 9A). Die Hplm-2xHIhRNA, Hplm-3xH1-shRNA und Hplm-
LTR-H1-shRNA Plasmide wurden analog zu den U6-shReé¢hstrukten mit den in Tabelle
19 im Anhang aufgelisteten Primern und der in Adiloilg 9B und 9C dargestellten Schemas
generiert. Das Virusplasmid mit zwei H1-shRNA Katse wurde Gber Amplifikations-PCR
(2.4.13.) der H1-shRNA mit den Primern HXlsal_fw/H1-Pst_rev (Tabelle 19 im Anhang)
und anschlieBender Klonierung des Fragments voerdie Expressionskassette in den Hplm-
H1-shRNA generiert (Abbildung 9B). Die dritte Expstonskassette wurde Uber
Amplifikations-PCR (2.4.13.) von H1-shRNA mit denrifRern H1-skhd fw/H1-
Ac®51l_rev (Tabelle 19 im Anhang) und anschlieBendiEmierung hinter die zweite
Expressionskassette in den Hplm-2x U6-shRN¥Ad/Ac®511) eingefligt (Abbildung 9B).
Der Hplm-LTR-U6-shRNA Vektor wurde uber Amplifikams-PCR (2.4.13.) von HI1-
SshRNA9 mit den PrimerBsEl_fw/BsfEl_rev (Tabelle 19 im Anhang) und anschliel3ender
Klonierung (2.4.8.) in die LTRBSEI/BsgEl) generiert (Abbildung 9C). Die lentiviralen
Plasmide wurden im weiteren Verlauf wie folgt bebaiet: H1-shRNA, 2xH1-shRNA, 3xH1-
ShRNA und LTR-H1-shRNA.

2.7. Klonierung multitransgener Virusplasmide

Fur die Transkription der verwendeten Transgene dewuder starke und ubiquitar
exprimierende PGK (Phosphoglyceratkinase) Promatesgewahlt (Zernicka-Goetet al
1997) und lentivirale Vektoren der dritten Genenatimit SIN-Mustation und den in der
Einleitung beschriebenden Verstarkerelementen clRRTWPRE verwendet (Follenet al
2000, Zuffereyet al 1999). Als Ausgangsplasmid fur die Klonierung deansgene wurde
das lentivirale Plasmid HpiIm-PGK-GFP-WPRE verwen@dbildung 10A). Dieses wurde
durch Klonierung der PGK-GFP-WPRE Kassette mitteRestriktionsverdau mit
Xhd/Ac®w511 aus dem lentiviralen Plasmid prrl-SIN18-PGKRSWPRE (6.3.4.) generiert
(Hofmannet al 2006).

Das Transgen EndoGalC (Mareti al 2006) wurde durch die Firma Eurofins MWG Operon
(Ebersberg) synthetisiert und im Plasmid pBS-EndG&e&5TOP-2A zur Verfigung gestellt.
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A
shRNA Bglll 4 shRNA Hindlll
‘ ‘ Y
5'LTR =" cPPT | H1 | shRNA 3LTR
H1-shRNA Xbal Pstl EcoRI Bgll Hindlll Xhol Acc6511 BspEl
B //—> PCR 4\
X + X
~ . v
5'LTR =221 cPPT HH1 [ shRNA (HH1|shRNA H3'LTR
2x-H1-shRNA Xbal Pstl EcoRl  Hindlll  BspEl
~ . v
5'LTR SSDW‘”“’RRZSA cPPT HH1 | shRNA HH1 | shRNA HH1 | shRNA H3'LTR
3xH1-shRNA Xbal Pstl EcoRl  Hindlll Xhol  Acce511 BspEl
C \/
5'LTR SSDW“"”’"RRZSA cPPT 3'LTR|H1 | shRNA [3'LTR
LTR-H1-shRNA BapEl BapEl

Abbildung 9

Schematische Darstellung der Klonierung der H1-shRN Plasmide und der Generierung der 2xH1-
SshRNA, 3xH1-shRNA sowie LTR-H1-shRNA Plasmide UberAmplifikations-PCRs der H1-shRNA
Expressionskassetten und anschlieRender Ligation has jeweilige vorverdaute Virusplasmid.

(A) Klonierung der shRNA in das Virusplasmid Hplm-HB) Klonierung der 2xH1-shRNA, 3xH1-shRNA
sowie LTR-H1-shRNA Plasmid€C) durch PCR-Amplifikation der H1-shRNA Expressionssgtten mit den
jeweiligen spezifischen PCR-Primern und anschlidBehigation in die Virusplasmide. SIN Mutation.

EndoGalC wurde aus dem Plasmid mittels AmplifikasiCR durch Verwendung der
Primer End@&glll_fw/EndoStofsal_rev (Tabelle 19 im Anhang) generiert und in die
lentiviralen Plasmide kloniert (Abbildung 10B). Ditorbereitung des lentiviralen Plasmids
Hplm-PGK- GFP-WPRE erfolgte
Restriktionsverdau (2.4.3.) miganH|/Sal und anschlie3ender Dephosphorylierung (2.4.4.).

Uber Entfernung des TransgenesP Ghittels
Aus dem daraus resultierenden Hplm-PGK-EndoGalC-®/PRlasmid wurde mittels
Restriktionsverdau (2.4.3.) nithd/Ac®511 die PGK-EndoGalC-WPRE Kassette in ein mit
Xhd/Ac®w511 vorverdautes und dephosphoryliertes (2.4.4)HLTR-U6-shRNA Plasmid
kloniert (Abbildung 10B).

Das Transgen tsCR1 wurde von der ArbeitsgrupperDii. Chernajovsky (St Bartholomew’s
and Royal London School of Medicine and Dentistigndon, UK) im Plasmid MFG-tsCR1
zur Verfigung gestellt (Chernajovsky al 2000). Das 2,3 kb grof3e tsCR1 Fragment wurde
Restriktionsverdau (2.4.3.) miNotl/Xhd und anschlieRender Auffullung der

Restriktionsenden (2.4.5.) gewonnen und in das sgiasmid Hplm-PGK-GFP-WPRE
38
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kloniert (Abbildung 10C). Die Vorbereitung des lemalen Plasmids erfolgte hierbei tGber
die Entfernung des Transgenes GFP mittels Restn&tierdau (2.4.3.) miAgd/Sal,
anschlieBender Auffillung der Restriktionsender.&2) und Dephosphorylierung (2.4.4.).
Die Klonierung des Hplm-PGK-tsCR1-WPRE-LTR-U6-shRNpasmids (Abbildung 10C)
erfolgte analog zum Hplm-PGK-EndoGalC-WPRE-LTR-8HRNA9 (Abbildung 10B).

Im Anhang sind die Sequenzen der Transgene tsCR12(6und EndoGalC (6.1.3.) sowie
die Plasmidkarten (6.3.) abgebildet.

A

5'SD gag 3'SA y
5LTR cPPT HPGK|GFP |WPREH 3'LTR
\'4 RRE
PGK-GFP Xhol BamHI Agel Sall  Acc651I
B
BS ASTOP|2A |——
pBS-EndoGalC
Bglll - Agel
PCR TOP
Bgill + %
5SD gag 3'SA '
5'LTR cPPT H PGK-WPRE L [3LTR
4 RRE
PGK-EndoGalC BamHl/ sall
Bglll v
- 5'SD gag 3'SA - :
5LTR T cPPT PGK-WPRE— 3'LTR|U6| shRNA [3'LTR
PGK-EndoGalC-LTR-U6-shRNA Xhol Acce511 BspEl/ BspEl/
blunt blunt
C
MEG
MFG-tsCR1
Notl + Xhol
5SD ‘ \/
gag 3'SA
5LTR cPPT | PGK! weRE H 3'LTR
\' RRE
PGK-tsCR1 Notl/Agel/ Xhol/Sall/
blunt blunt
SLTR P2 929 SSAT ooy PGK [ ECRIN 3‘T_TR U6| ShRNA |3'LTR
- - s
v RRE C WPRE
PGK-tsCR1-LTR-U6-shRNA Xhol Acc651 BspEl/ BspEl/
blunt blunt
Abbildung 10

Schematische Darstellung der Klonierung der Singl&+ansgen Virusplasmide PGK-EndoGalC und PGK-
tsCR1 sowie PGK-EndoGalC-LTR-U6-shRNA und PGK-tsCR1LTR-U6-shRNA.
(A) Ausgangsplasmid PGK-GFP mit Schnittstell@). Klonierung des Transgens EndoGalC in virale Pldemi

Erzeugung von PGK-EndoGalC und PGK-EndoGalC-U6-shRR) Klonierung des Transgens tsCR1 in virale

Plasmide: Erzeugung von PGK-tsCR1 und PGK-tsCRishRNA.

SIN Mutation.
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Im Folgenden wurden ebenfalls multitransgene |&alie Plasmide generiert, wobei die
beiden Transgene EndoGalC und tsCR1, verbundend#seE2A Element (Donnellgt al
2001), in das lentivirale Plasmid Hplm-PGKGFP-WPRE kloniert wurden. Das EndoGalC-

STOP-2A  Element wurde UUbeBglll/Agd Restriktionsverdau (2.4.3.) aus dem
Schuttleplasmid pBS-EndoGalCSTOP-2A (Eurofins MWG Operon, Ebersberg) gewonnen
und in das lentivirale Plasmid Hpim-PGKsFP-WPRE BanHI/Agd) kloniert (Abbildung
11A und 11B). Das tsCR1 Fragment wurde aus dem MER1 (Chernajovskgt al 2000)
Vektor Uber PCR (2.4.13.) unter Verwendung der EBErinmisCR1Agd_fw/tsCR1-
pBSStofpal_rev (Tabelle 19 im Anhang) amplifiziert und in sd&lpim-PGK-EndoGalC-

STOP-2A-WPRE Agd/Sal) Plasmid kloniert (Abbildung 11B). Die multitragsnen
lentiviralen Plasmide wurden im weiteren Verlaufewlgt bezeichnet: PGK-EndoGalC,
PGK-tsCR1, PGK-EndoGalC-2A-tsCR1, PGK-EndoGalC-LURshRNA sowie PGK-
tsCR1-LTR-U6-shRNA.

A v
- 5'SD gag 3'SA .
5'LTR cPPT HPGK|GFP |wPREH 3'LTR
34 RRE
PGK-GFP Xhol BamHI Agel Sall  Acc651l
B MFG
MFG-tsCR1
Notl Xhol
—_— STOP
/A/ge|—> 4%
5LTR 27 A T opr Hpek 2A ‘ITR
L o - WPREH 3
PGK-EndoGalC-2A-tsCR1 Xhol BamHl/ Agel Sall  Acc651I1
Bglll *
BS ASTOP|2A
pBS-EndoGalC
Bglll Agel
Abbildung 11

Schematische Darstellung der Klonierung des PGK-EmulGalC-2A-tsCR1 Viruskonstruktes.

(A) Ausgangsplasmid PGK-GFP mit Schnittstell¢éB) Klonierung des Transgens EndoGalSTOP (ber
Restriktionsverdau und des Transgens tsCR1 lbelifdagons-PCR in das PGK-GFP Virusplasmid. SIN
Mutation.
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2.8. Zellkultur

Wenn nicht anders angegeben wurden fir die Zeikeftung Einmalpipetten und
Zellkulturschalen (96, 24, 6 Well, 10cm und 15cratiin) von Sarstedt (Nurnbrecht)
verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgteDMEM 61965 (Gibco, Karlsruhe) mit 10%
FBS (10% wl/v, Biochrom AG, Berlin) und 1% Pen/St@®0 U/ml Penicillin/100ug/mi
Streptomycin, Biochrom AG, Berlin) (folgend nur Mocals DMEM bezeichnet) in
Zellkulturinkubatoren bei 10% CGQund 37°C. Wenn nétig, wurde das Medium in Abstéinde
von 2-3 Tagen bis zum Erreichen vollstandiger Koefiz gewechselt. Alle selbst

hergestellten Mediumzusatze und Losungen wurdeitfittgert oder autoklaviert.

2.8.1. Zellen

Immortalisierte Fetale Hautfibroblasten von Ferkbhorcine scin fibroblasts, PSF Zellen)
wurden fur alle Zellkulturversuche herangezogene Dmmortalisierung erfolgte mittels
lentiviraler Vektoren, welche flr das large tumatigen (TAg) des Simian Virus 40 (SV40)
unter Kontrolle des PGK Promoters kodieren (Salrabal 2000) (2.8.3.). Zur Kultivierung
wurden die Zellen in 10cm Zellkulturschalen heraaggen. In einigen Experimenten wurden
auch nicht immortalisierte PSF Zellen (fPSF#14)112. verwendet (Aigner und Wolf 2010).
Fur die Generierung transgener Schweine mittels Milrden fur die initiale
Virustransduktion (2.9.3.) fetale fPSF#14 Zellem A& Wolf verwendet (Aigner und Wolf
2010). Fur die Herstellung lentiviraler Vektoren ws® Zellkulturversuche zur
Transgenuberexpression wurden HEK293T Zellen (hunsamnbryonal kindey cells)
verwendet. Als Kontrolle wurden in einigen Experiiten immortalisierte GGAT1
Knockout Schweinefibroblasten (igalverwendet.

2.8.2. Split

Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und durclygaBe von 1ml Trypsin-EDTA
(Biochrom AG, Berlin) bei 10cm Zellkulturschalendumnerhalb von 5-10min bei 37°C/10%
CO, abgelést. Nach Resuspension in DMEM erfolgte delit Standardmaflig 1:8. Das
Aussahen von Zellen einer bestimmten Zellzahl gtfolurch Zellfarbung mit Trypanblau
(0,4% (v/v) Losung, Sigma Aldrich, Minchen) und @r®gRender Zellzahlung mittels
Neubauer Zahlkammer (Labomedic, Giessen).
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IxPBS,pH 7.4

NaCl 89
KCI 0,29
KH2PO, 0,249
NaHPO*2H,0 1,449
H,O ad 1l

2.8.3. Immortalisierung von Zellen

Fetale Hautfibroblasten aus der Oberschenkelinmensgen frisch geborenen Ferkeln wurden
in 6 Well (oder 10cm Zellkulturschalen) unter Vendeng von DMEM einige Tage bis zum
Erreichen der vollstandigen Konfluenz bei 10%,Q@d 37°C inkubiert. Durch Zugabe von
10ul LV-TAQ-SV40 Virus wurden die Zellen Gber Naclmfiziert (2.9.3.), dadurch
immortalisiert und als Mischpopulation fir alle Eelturversuche verwendet. Die so
immortalisierten Zellen (PSF) wurden nach 2.8.2itevekultiviert und fur den Grof3teil der

Experimente verwendet.

2.8.4. Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden von 10cm Kulturschalen abtrypsini(siehe 2.8.2.), in 10ml DMEM
resuspendiert und in ein 15ml Falcon (Sarstedtnbli@cht) Gberfuhrt. Nach Zentrifugation
fur 5min bei 1200rpm wurde das Zellpellet in Imhtgermedium (DMEM + 10% (v/v)

DMSO) aufgenommen und in 1,8ml Kryoréhrchen (Saltstéltrnbrecht) pipettiert. Nach
15min Inkubation auf Eis wurden die Zellen tber Nam -80°C Gefrierschrank eingefroren
und zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoféiithrt.

2.8.5. Auftauen von Zellen

Das Kryoréhrchen wurde rasch aus der Stickstofflagg in ein 37°C Wasserbad tberfihrt
und aufgetaut. Die Zellen wurden in 10ml frischeMlEM resuspendiert und in ein Falcon
tberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 1200rpm fiir 5Smiarden die Zellen nach Entfernung des
Uberstandes in 10ml frischem DMEM aufgenommen umddcm Zellkulturschalen fur die

Kultivierung ausgesaht.
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2.8.6. Transfektion von Zellen mit tsCR1 codierané&¢asmiden

Zur Austestung von kurzzeitigen Transgenuberexmesa von tsCR1 wurden HEK293T
Zellen mit tsCR1 codierenden Plasmiden transfekti®szu wurden die HEK293T Zellen auf
Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, Minchen) beschichtetécm Zellkulturschalen ausgeséht.
Die Poly-L-Lysinbeschichtung erfolgte durch Zugalm 4ml Poly-L-Lysin (Tabelle 4) in

die Zellkulturschale, welches nach einer Inkubagiait von 15min bei RT wieder entfernt
wurde. 24h nach der Zellaussahung erfolgte die idiazAhosphat-Transfektion bei einer

Konfluenz von 40-50% nach folgendem Protokoll:

Plasmid 9ug
CaCl (2,5M) 46,6l
H.O ad 466ul
2x BBS 466ul

Der 2x BBS Puffer (Tabelle 4) wurde langsam ungbfeoweise zum Ansatz aus Plasmid,
Wasser und Caglpipettiert, danach wurde die Gesamtsuspensioni@¢tiert und 15min
bei RT inkubiert. Der gesamte Ansatz von 932ul wuedif die Zellen in 10ml DMEM
Medium (2.8.) verteilt und bei 3% G@nd 37°C Uber Nacht inkubiert. Am Folgetag erfelgt
ein Mediumwechsel auf 10ml FBS-freies Panserin @8&n Biotech, Aidenbach) mit 1%
Pen/Strep (Biochrom AG, Berlin) und weitere Kulékiing fur 24h bei 10% GO

2.9. Rekombinante Lentiviren

2.9.1. Generierung rekombinanter Lentiviren

Die zur Produktion von selbst-inaktivierenden Leinén (SIN) nétigen Elemente waren auf
vier separaten Plasmiden (Endotoxin-freie Maxi-Braponen, 2.4.12.) vorhanden und
wurden mittels Kalzium-Phosphat-Transfektion in HEIRT eingebracht. Die Vektorkarten
sind im Anhang 6.3. aufgelistet.

Das erste Verpackungs-Plasmid pMDLg/pRRE kodiert di¢ gag- und pol-Proteine des
Wildtyp-HIV sowie fur das Polyadenylierungssignasdhumaneiv-Globins unter Kontrolle
des CMV-Promoters. RSV-Rev kodiert fir Rev, ohnessée Bindung an RRE (rev
responsive element) der Transport der viralen mRMNA dem Zellkern nicht méglich ware.
Das dritte Verpackungs-Plasmid pMD.G kodiert fis ditlillprotein VSV-G unter Kontrolle
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des CMV-Promoters, durch welches das Virus fur dndektion vieler Zelltypen
pseudotypisiert werden kann (Defl al 1998). Beim vierten Plasmid handelt es sich um das
jeweils klonierte lentivirale Plasmid, welches dt®RNA- oder Transgensequenzen (2.6 und
2.7) sowie das virale RNA-Verpackungssignal, cPRT WPRE enthalt.

Fur die Transfektion mit dem lentiviralen Plasmidndu den Struktur- und
Verpackungsplasmiden wurden HEK293T Zellen auf Relysin beschichteten 15cm
Zellkulturschalen ausgesaht (Vorbehandlung mit &aly-L-Lysin; analog zu 2.8.6.) und
nach 24h bei einer Konfluenz von 40-50% erfolge Kalzium-Phosphat-Transfektion nach

folgendem Protokoll (Pfeifer und Hofmann 2009):

Ansatz pro 15cm Zellkulturschale

Virusplasmid 22,5ug
pMDLg/pRRE 14,6ug
RSV-Rev 5,719
pMD.G 7,940
CaCl (2,5M) 117ul
H,0 ad 1,17ml
2x BBS 1,17ml

Der 2x BBS Puffer (Tabelle 4) wurde dabei langsamd tropfenweise zum Plasid-Cacl
H,O-Ansatz pipettiert, danach wurde die Gesamtsugmp@l®x invertiert und 15min bei RT
inkubiert. Der Ansatz wurde danach auf Zellen ircrhSZellkulturschalen in 18ml DMEM
pro Platte verteilt und die Zellen bei 3% £0nd 37°C Uber Nacht inkubiert. Nach 16h
erfolgte ein Mediumwechsel mit 16ml DMEM und wedeKultivierung bei 10% C@ Die
Virusernte aus dem Zelliberstand erfolgte in zwakhiriten: 24h nach dem Mediumwechsel
wurde der erste virushaltige Uberstand abgenommierch einen 45um CA-Filter (VWR,
Darmstadt) filtriert und bei 19400rpm (SW32 Rotand 17°C fir 2h in der Ultrazentrifuge
zentrifugiert. Das erste Viruspellet wurde in HB8Sbco, Karlsruhe) gelost und bei 4°C
gelagert. Das zweite Viruspellet wurde nach weitétéh durch Zentrifugation bei 19400rpm
(SW32 Rotor) und 17°C fur 1,5h gewonnen, nach HE8§abe mit dem ersten
resuspendierten Pellet (ca. 500ul Gesamtvolumenginteund Uber einen 2ml 20%igen
Sukrosegradienten (Tabelle 4) bei 21000rpm (SW5®dRand 17°C fur 2h gereinigt und
aufkonzentriert. Das entstandene Viruspellet wumdEOul HBSS pro 15cm Platte gel6st, bei
1400rpm und 16°C fur 45min im Thermomixer geschiitted in 5-10ul Aliquots bei -80°C
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gelagert. Fur eine standardmafiige Viruspraparattarden 6-12 15cm Zellkulturschalen
verwendet und die Viruspellets aller Uberstandewer

Tabelle 4

Puffer far die Kalzium-Phosphat-Transfektion, Poly-L-Lysin-Plattenbeschichtung und
Virusaufkonzentrierung

2x BBS, pH 6,95 20% Sucrose (w/v) Poly-L-Lysin

BES 4,26g Saccharose 20g Poly-L-Lysin (0,01%) 50ml
NaCl 6,54¢ 1x PBS ad 100ml 1x PBS ad 500ml
Na:HPO4 0,085¢ Sterilfiltrieren

H>0 ad 400ml

Alle Lésungen wurden bei 4°C gelagert.

2.9.2. Bestimmung des Virustiters/ELISA

Der Virustiter wurde Uber die Menge an Reversem3kaptase in 1pl Virusldsung mittels
dem Enzyme-linked-immunosorbent Assay (ELISA, R¢ch@ach den Angaben des
Herstellers bestimmt. Die Auswertung erfolgte mitféd des TECAN-Plate Readers bei
405nm und Vergleich mit der Kalibrierkurve. Die Aaige der Viruskonzentration erfolgte in

ng/ul Reverser Transkriptad@ T Tbzw. VirusRT).

2.9.3. Transduktion mit Virus

Zur Infektion von Zellen wurden am Morgen 230.008l&n pro Well einer 6 Well Platte
ausgesaht. Nach Anwachsen der Zellen bis zum Abemden die Zellen standardmafig mit
DMEM mit 200ng oder 600ng ViruBT Uber Nacht bei 10% CQund 37°C transduziert.
Dazu wurde die jeweils notwendigen Virusaliquotsr w80°C auf Eis aufgetaut, kurz bei
13000rpm zentrifugiert, in einem Volumen von 80MMEM verdinnt und auf die Zellen
gegeben. Nach 14-16h Inkubation wurde das Mediunmeh mit 2ml frischem DMEM
aufgefillt und die Zellen bis zum Zeitpunkt der Ars& 72h p.i. kultiviert.
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2.10. Molekularbiologische Analyse-Methoden

2.10.1. Generierung von Zellklonen

Immortalisierte Porcine Schweinefibroblasten (P®ffen, 2.8.3.) wurden mit einer Zellzahl
von ca. 100.000 Zellen pro 6 Well einer 6 Well ®laausgesaht und nach 24h mit 25ng,
50ng, 200ng oder 600ng U6-shRNA9 Vim3-infiziert.

Nach zwei Tagen erfolgte eine Uberfiihrung der Zeite15cm Platten in einer Verdiinnung
von 1:20. Pro 6 Well wurden so ca. 10-20 15cm @Matgeneriert. Die vereinzelten
heranwachsenden Zellklone wurden bis zur Sichthiakkdtiviert, das Medium wurde dabei
alle zwei Tage gewechselt. Auf der Zellkulturschalgterseite wurde mittels
Hellfeldmikroskopie die Lage von 5-7 Zellklonen pt&dcm Zellkulturschale markiert. Die
Zellen wurden gewaschen und die Zellklone mittate® Fettmarkerstiftes umrandet und mit
einem 30ul Trypsintropfen fur 10min bei 37°C abgeltDie Zellklone wurden jeweils
einzeln in ein Well einer 24 Well Platte Uberfulkajtiviert und Gber 6 Wells bis hin zu 10cm
Zellkulturschalen herangezogen. Diese Methode dauesgesamt je nach Zellklon 4-6

Wochen.

2.10.2. RNA-Isolation

Fur die RNA Isolation aus transfektierten (2.8.6der transduzierten (2.9.3.) Zellen oder
Gewebeproben (2.12.1.) wurde Peq(?eriFast (Peglab, Erlangen) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die RNA wurde Uber Nacht3%iC in 30-50ul DEPC-HD geldst.

Die RNA Isolation fur den Northern Blot (siehe 210.) wurde mittels des Protokolls des
mirVana miRNA detection Kit (Ambion bzw. life tecblogies, Darmstadt) zur Isolation von
kleinen RNA Fragmenten durchgefuhrt. Das RNA PelNetde dabei ebenfalls in 30-50ul
DEPC-HO geltst. Die RNA-Konzentration wurde Uber photaimsehe Vermessung bei

260nm ermittelt.

DEPC-HO
H,0 1l
DEPC 1ml

60min bei RT mischen, autoklavieren
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2.10.3. cDNA-Synthese

Die einzelstrdngige RNA (2.10.2.) wurde bei Beddrf doppelstrangige cDNA
umgeschrieben. Hierzu wurden 3pug RNA mittels depeS‘Blcrip?ll First-Strand Synthesis
Kit (Invitrogen, bzw. life technologies, Darmstadt) cDNA nach folgendem Protokoll

umgeschrieben:

Ansatz cDNA-Synthese PCR-Protokoll cDNA-Synthese

RNA 3ug 1. 30min 37°C

10x RT-Puffer 2ul 2. 5min 75°C, + 1ul Oligo-(d)T Prime
DTT 2ul 3. 10min 70°C, + 1ul DTT, + 1ul ANTP
DNasel 0,1ul 4. 5min 42°C, + 0,25ul SuperS@ﬂipRT
RNaseOUT 0,25ul 5. 50min 42°C

H,0 ad 15,25ul 6. 5min 90°C

7. 10min 4°C, + 0,4ul RNaseH
8. 20min 37°C

Die cDNA wurde als 2l Aliquots bei -20°C gelagert.

2.10.4. Real-Time PCR

Zur Quantifizierung der mRNA Expressionslevel wurdgpezielle Primer undagVian-
Sonden verwendet (Eurofins MWG Operon, Ebersb&m).Primer (Tabelle 20 im Anhang)
binden dabei spezifisch an die cDNA (2.10.3.) desamalysierenden Genes. DiagVvan-
Sonden trugen alle am 3'Ende einen BHQ1 (Black HQlgencher 1) und am 5‘Ende
verschiedene Farbmarkierungen: Fur die AnalyseadbB-Galaktosyltransferase auf mRNA
Level wurde der Farbstoff FAM (gBhgq Sonde) verwendet, fur die Analyse der mRNA Level
des Transgens EndoGalC der Farbstoff HEX (HmeapSonde) und fir tsCR1 der Farbstoff
Cy5 (tsCRIag Sonde) verwendet (Tabelle 20 im Anhang). Zur Qtiaigrung wurde der
MRNA Gehalt von Actin herangezogen, indem die eetdpenden Primer sowie Sonde mit
3'BHQ1 und 5'Farbstoffmarkierung TexasRed (atdg Sonde) verwendet wurde (Tabelle
20 im Anhang). Sonden und Primer des jeweiligenn3gans sowie von Actin wurden
gleichzeitig zur analysierenden cDNA gegeben. Durctie verschiedenen
Farbstoffmarkierungen ist eine gleichzeitige Datwkider ct-Werte moglich. Die Real-Time

PCR wurde unter Zugabe des 1Q Multiplex Powermix Eiema Biorad (Munchen) nach
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folgendem Protokoll (am Beispiel von zwei gleichizpeingesetzten Sonden, x steht fir ein
beliebiges Gen, siehe Anhang Tabelle 20) durchgefuh

pro Proben-Ansatz

cDNA 2ul

H.O ad 6,6ul

Jeder Ansatz mit cDNA wurde als Triplett hergestell

Mastermix pro Ansatz

actinTaqg_fw 1:20 1,5ul (= 7,5pmol)
actinTaqg_rev 1:20 1,5ul (= 7,5pmol)
actin_TagSonde 1:20 1pl (= 5pmol)
xTaqg_fw 1:20 1,5ul (= 7,5pmol)
xTaq rev 1:20 1,5ul (= 7,5pmol)
X_Sonde 1:20 1ul (= 5pmol)
IQ5 Mastermix 12,5l

H20 ad 23pl

Jeder Ansatz mit Mastermix wurde als Triplett hetght. Nach dem Ansetzten der
Mastermix Tripletts wurde der cDNA Triplett-Ansatmzupipettiert, vermischt, anschlie3end
auf drei Wells einer Multi 0,2ml Rigrid PCR Ultraell-Platte pipettiert und mit 8-strip clear
flat caps (Peske, Karlsruhe) verschlossen.

Real-Time PCR Programm

1. Denaturierung 95°C 180sec

2. Denaturierung 95°C 15sec

3. Annealing 50°C 30sec

4. Synthese 72°C 30sec Real-Time Aufnahme
5. Endsynthese 72°C 180sec

6. Schmelzkurvenermittiung 55°C 30sec Real-Tinnénahme

Schritte 2 bis 4 wurden 30x wiederholt. Schritt @rde 81x wiederholt.
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Die Auswertung erfolgte durch die Auswertungssofavdes verwendeten iCycler/®Real-
Time PCR Gerates von Biorad (Mlnchen). Das Gerhteobis zu finf Fluorophore

gleichzeitig messen. Die Primer und Sonden sinthivelle 20 im Anhang aufgelistet.

2.10.5. SYBR-Green PCR

Neben der Real-Time PCR (2.10.4.) wurde zur Quardring der mRNA Expressionslevel
auch die SYBR-Green PCR verwendet. Hierbei wurdesihrend der PCR mithilfe
spezifischer Primer (Eurofins MWG Operon, Eberspengd einem Reaktionsmix, welcher
das Fluorophor SYBR enthielt, SYBR-Green gelabdR€R-Fragmente gebildet, die
detektiert werden kénnen. Die SYBR-Green PCR wumiléels iQ SYBR Green Supermix
Kit der Firma Biorad (Munchen) nach folgendem Pkotbdurchgefuhrt:

pro Proben-Ansatz

cDNA 2ul

H.O ad 6,6ul

Jeder Ansatz mit cDNA wurde als Triplett hergestell

Mastermix pro Primerpaar

x_fw 1:20 1,5ul (= 7,5pmol)

x_rev 1:20 1,5ul (= 7,5pmol)

IQ SYBR-Green Supermix 12,5ul (enthalt Fluoroph¥BR)
H20 ad 23pl

Jeder Ansatz mit Mastermix wurde als Triplett hetght. Nach dem Ansetzten der
Mastermix Tripletts wurde der cDNA Triplett-Ansatmzupipettiert, vermischt, anschlie3end
auf drei Wells einer Multi 0,2ml Rigrid PCR Ultraell-Platte pipettiert und mit 8-strip clear
flat caps (Peske, Karlsruhe) verschlossen.
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PCR Programm

1. Denaturierung 95°C 180sec

2. Denaturierung 95°C 15sec

3. Annealing 50°C 30sec

4. Synthese 72°C 30sec Real-Time Aufnahme
5. Endsynthese 72°C 180sec

6. Schmelzkurvenermittiung 55°C 30sec Real-TinoénAhme

Schritte 2 bis 4 wurden 30x wiederholt. Schritt Grde 81x wiederholt.

Die Auswertung erfolgte durch die Auswertungssofavdes verwendeten iCycler/®Real-
Time PCR Gerates von Biorad (Ebersberg). Die Prisiad in Tabelle 20 im Anhang

aufgelistet.

2.10.6. tsCR1 Proteinisolation

tsCR1 wurde aus dem Mediumiberstand und dem ZeNymatransfektierten HEK-Zellen
gewonnen (2.8.6.). Hierfir wurde der Mediumiberdtangenommen und Uber einen 0,2um
Filter (VWR, Darmstadt) filtriert. Das Filtrat wuedauf eine VivaSpin 15R Saule (30.000
MWCO, Sartorius, Gottingen) geladen und bei RT 8100g fur 15min zentrifugiert. Die
gewonnenen Proteine aus dem Mediumiberstand wsa@uf ein Volumen von 50-100ul
aufkonzentriert. Die Proteinlosung wurde mit 1x [Oyse-Puffer/Complete (Roche,
Mannheim) (Tabelle 5) auf 200ul aufgefillt und n&radford vermessen (2.10.7.).

Fur die Bestimmung von in den Zellen verbliebens@R1 wurden die HEK Zellen mit 2ml
Trypsin fur 5min bei 37°C inkubiert und mit 8ml Madch abgelést (2.8.2.). Nach
Zentrifugation fir 5min bei 1100rpm wurde das Zellpt mit 5ml 1x PBS gewaschen und
erneut pelletiert. Das Zellpellet wurde in 200ul Ix-Lyse-Puffer/Complete (Tabelle 5)
gelost, fur 10min auf Eis inkubiert und fur 15miei13.000rpm zentrifugiert. Der 200ul
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR ubertind die Proteinkonzentration nach
Bradford bestimmt (2.10.7.). Die Proteine aus Zstyund Mediumuberstand wurden bei 4°C

gelagert.
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Tabelle 5

Auflistung der Lésungen fir die Proteinisolation.

3x Tx-Lyse Puffer Complete 1x Tx-Lyse-Puffer/Complete
Tris-HCI 50mM 1 Tablette in 2ml H2O Idsen  |3x Tx-Lyse-Puffer =~ 10ml
NaCl 150mM zu 500pl aliquotieren 1x PBS 20ml
CaCl x 2H20 2mM Complete 1,2ml
Triton-X 100 0,50%

steril filtrieren

Alle Lésungen wurden kurzzeitig bei 4°C gelagert.

2.10.7. Quantifizierung von Proteinen nach Bradford

Zu 100ul einer 0,15M NaCl Lésung wurden 2ul dert@rddsung (2.10.6.) gegeben und mit
1ml Coomassie (Merck, Gilching) vermischt. Nach i2mwurde die Losung im

Biophotometer bei 595 nm vermessen.

Coomassie-Ldsung

Coomassie Brilliant Blue G 250 100mg
EtOH 95% (v/v) 50ml
Ortho-Phosphorsaure 100ml
H-O ad 1l

durch Ruhren I6sen, filtrieren, bei 4°C dunkel lege

2.10.8. Isolation genomischer DNA

Zellpellets von transduzierten Zellen (2.9.3.) bzmerkleinerte Gewebesticke (2.12.1.)
wurden mit 500ul Proteinase K-Puffer und 3,3ul Pirdse K (Roche, Unterhaching) bei
800rpm und 55°C im Thermomixer tber Nacht inkubi&tach Zugabe von 500ul RBti
Phenol (Roth, Karlsruhe) wurde die Probe kraftigaheittelt, bei RT und 13.200rpm fir
15min zentrifugiert und der wassrige Uberstand icbti) in ein neues ReaktionsgefaRl
Uberfuhrt. Durch Zugabe von 500ul Chloroform, kg#im Schuitteln und anschliessender
Zentrifugation wurde aus dem Uberfiihrtem Uberstdmth Zugabe von 800l Isopropanol
die genomische DNA (gDNA) durch vorsichtiges 12-ged Invertieren ausgefallt. Die
gDNA wurde bei RT und 13.200rpm fiir 10min pelldtiéiir 30min bei 37°C getrocknet und
Uber Nacht bei 55°C in ca. 100u}®i gelost.
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Proteinase K Puffer

1M Tris, pH 8,5 50ml
0,5M EDTA, pH 8,0 5ml
10% SDS (w/v) 10ml
5M NacCl 20m|
H20 ad 500m|

2.10.9. Praparativer Restriktionsverdau genomisbing

FUr die Virusintegrantenbestimmung wurden ca. 20@er gDNA (2.10.8.) mit 3-6ul
BanmHI (10U/ul) in einem Volumen von 50ul bei 37°C dbdacht geschnitten. Fur die
Bestimmung der Methylierung der gDNA wurden ca.4PQd der gDNA mit 3-6ulSst
(10U/ul) und in einem zweiten Ansatz ca. 20-40ulgi2NA mit 3-6uSst sowie 3-6ulEad
oder Clal (je 10U/ul) bei 37°C uber Nacht geschnitteikag bzw. Clal sind
methylierungssensitive Restriktionsenzyme, d.hvogiegender Methylierung der gDNA an
der Schnittstelle erfolgt keine DNA Restriktion.

2.10.10. Southern Blot

Die verdaute gDNA (2.10.9.) wurde mit 5ul 6x Aufispuffer (Tabelle 1) versetzt und der
gesamte Ansatz auf ein 0,7%iges (w/v) Agaroseged.€) in einer Gellaufkammer
(PerfectBlue, Peqglab, Erlangen) in die gespiltefiaGehen eingefillt. Als Marker dienten
30ul 1kb Ladder Marker (Invitrogen bzw. life tectogies, Darmstadt). Der Gellauf in 1x
TBE Puffer (Tabelle 1) erfolgte fir 30min bei 12@vd anschlie3end fur 3iB&nmHI cuts)
oder 6h §Sst/Ead bzw. Sst/Clal cuts) bei 150V (2.10.9.). Das Gel wurde im Geldoc
fotographiert und tberschussige Gelrdnder abgesehnfir 20min in 0,2M HCI, fir 30min
in 0,5M NaOH/1,5M NaCl und abschliel3end fir 30mmi®j5M Tris/3M NaCl (Tabelle 6) auf
dem Schuttler inkubiert.

Der NaRRblot wurde anschlie3end in folgender Reiblgef aufgebaut: in einer Metallwanne
wurde ein Schwamm mit 10x SSC (Tabelle 6) getraeikt,zugeschnittenes Whatmanpapier
aufgelegt und das Gel platziert. Die Nylon Blottikggmbran (PorengrofRe 0,45um, Peglab,
Erlangen) wurde 15min in 10x SSC vorequilibriettf das Gel gelegt und mit einem zweiten
Whatmanpapier luftblasenfrei abgedeckt. Eine cacnil@icke Schicht aus saugfahigen
Papiertichern bewirkte Uber Nacht einen Flissigked, welcher die DNA Fragmente aus
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dem Gel auf die Membran blottet. Nach dem Blotteoigy wurde die Membran gewendet
(DNA ,nach oben®) auf ein Whatman Papier gelegt, %inin bei RT getrocknet und fir
30sec im UV-Crosslinker behandelt und somit die DId&f der Membran fixiert. Die
Membran wurde fir mind. 2-3h im Rollinkubator b&°€ in 40ml Church Buffer (Tabelle 6)
vorhybridisiert und anschlielBend Uber Nacht im Rkllibator bei 60°C in 15ml Church
Buffer inklusive 1ml gelabelter Sonde hybridisidbie Southern Blot Sonden fir die oben
beschriebene Hybridisierung wurden Gber PCR nach Beotokoll der Semiquantitativen
PCR (2.4.14.) mit den Primern U6-9 fw/U6-9 rev fire U6-shRNA9 Sonde und
Gag_for/Gag_rev fir die gag-Sonde (siehe Tabellari®@nhang) generiert. 100ng Sonden
DNA (2.4.6.), gelost in 7ul O, wurden fir 10min bei 97°C denaturiert, anscldref310min
auf Eis inkubiert und nach dem Sondenherstellurrgskoll fir 50min bei 37°C inkubiert.
Hierfir wurde das Random Primed DNA Labeling KibRe, Unterhaching) fiir’P-dCTP
(3000 Ci/mmol, 10mCi/ml Lead; GE Healthcare bzwrkite EImer, Rodgau) gelabelte

Sonden verwendet:

Sondenherstellung

100ng PCR-Sonde Tl
p.dCTP 7ul
dNTP-Mix dCTP 3ul
Hexanukleotide 1,5ul
Klenow-Polymerase 1pl

Zur Aufreinigung wurde eine Sephadex Saule (GE-tHeale, England) senkrecht in ein
Stativ eingespannt, mit 3ml 1x TE Puffer (Tabel)egésplilt und der Reaktionsansatz auf die
Saule gegeben. Die erste Fraktion, welche durchal@iyon 380ul 1x TE durchlauft, kann
verworfen werden. Durch Zugabe von 400ul 1x TE wuardnschlielRend die radioaktiv
markierten DNA-Fragmente mit einer durchschnitéichRadioaktivitdt (gemessen in cpm
mittels Szintillationszahler) von ca. 1-4x'&pm/400p| erhalten. Die gelabelte Sonde wird im
letzten Schritt mit 600ul 1x TE Puffer in einem 15Rundbodenfalcon (Nalgene bzw.
Thermo Scientific, Dreieich) fur 10min in kochend&asser denaturiert.

Die Membran wurde nach abgeschlossener Hybridisgefir 15min in 2x SSC/0,1% (w/v)
SDS bei 60°C, fur 30min in 0,4x SSC/0,1% (w/v) SiE 65°C und fir mind. 40min in 0,4x
SSC/0,1% (w/v) SDS (Tabelle 6) bei 68°C gewasch®af. die Membran, eingebettet
zwischen zwei Folien, wurde der Entwicklerfilm Hyplen MP (Amersham bzw. GE
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Healthcare, England) fir mind. 4 Tage aufgelegt imneiner Entwicklerkassette dunkel bei -
80°C gelagert. Zur Signalverstarkung wurden diesté&kerfolien Standard 100 oder Extra
200 (Amersham bzw. GE Healthcare, England) verweridee Filmentwicklung erfolgte
mittels der CP100 Entwicklermaschine (Agfa, Minghen

Tabelle 6

Auflistung aller Southern Blot Lésungen

3M NaCl 1M Na;HPO4 1M NaH2PO4

NaCl 175,32g Na:HPO4*2H.0 355,98g [NaHPO4*H.Q 69¢g

H>O ad 11 H-O ad 21 H-O ad 500ml

0,2N HC1 IM NaOH 0,5M NaOH/1,5M Na(Cl

37%ige HC1 10ml NaOH 20g NaOH 10g

H-0 ad 500ml H20 ad 500ml NaCl 43,75¢g

frisch herstellen frisch herstellen H:O ad 500ml

20x SSC 20% (w/v) SDS TE-Puffer

NaCl 350,62 SDS 200g 1M Tris, pH 8,0 10ml

Nas-Citrat*2H>0 176,4g H-O ad 11 0,5M EDTA, pH8,0 2ml

H,O ad 21 3h unter Riithren 16sen H-0O ad 11

2x SSC/0,1% SDS 0,4x SSC/0,1% SDS 0,5M EDTA, pH&,0

20x SSC 100ml 20x SSC 20ml EDTA 93,06g

20% (w/v) SDS Sml 20% (w/v) SDS Sml -0 ad 400ml

H20 ad 11 H20 ad 11 pH 8,0 mit SM NaOH einstellen
H>0 ad 500ml

IM Tris, pH 8,0 0,5M Tris/3M NacCl 10x TBE

Tris-Base 121,14¢g IM Tris 500ml  [Tris-Base 540g

H>O ad 900ml H-0 ad 800ml Borsdure 275g

pH 8,0 mit 37%iger HCI einstellen NaCl 175,32g 0,5M EDTA 200ml

H->O ad 11 H>O ad 11 H->O ad 51

Church-Buffer ss DNA 10mg/ml

BSA Sg Heringsperma DNA  500mg

H:0 ad 50ml H20 ad 50ml

durch Erwidrmen auf 65°C lésen  junter Erwirmen 18sen

1M Na>HPO4 193,5ml autoklavieren

1M NaH,PO4 56,5ml

20% (w/v) SDS 175ml

0,5M EDTA, pH8.,0 1ml

ss DNA S5ml

H-O ad 500ml

Die Salmon Sperm DNA wurde bei -20°C gelagert uwd @ebrauch fir 5min bei 100°C im Wasserbad
gekocht. Der Church Buffer wurde bei 4°C gelager wor Verwendung fir 2h bei 50°C vortemperierte Di
restlichen Losungen wurden bei RT gelagert.
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2.10.11. Northern Blot

Zur Anfertigung der 12% Gele fiir den Northern Bhatrde das SequaGelSequencing System

Kit (National Diagnostics Amersham bzw. GE HealtlegcdEngland) nach Herstellerangaben

verwendet:

12% Gel

SequaGel Concentrate 48ml
SequaGel Diluent 42ml
SequaGel Buffer 10ml
TEMED 40ul
10% (w/v) APS 800ul

Das Gel wurde vor Probenbeladung fur 20min bei 250V1x TBE Puffer (Tabelle 7)

vorbehandelt. Ca. 20-30pug RNA (2.10.2., Konzerdra@rmittelt durch Vergleich mit Marker
auf Agarosegel, 2.4.6.) wurden mit 2x Dye (in DERE, 2.10.2. und Tabelle 1) auf ein
maximales Volumen von 40ul angesetzt und in diep@ésn Geltaschen eingefullt. Als
Marker dienten 15ul siRNA Marker (NEB, Frankfurta). Der Gellauf in 1x TBE Puffer

erfolgte fir 50min bei 300V. Zur Vorbereitung deslotBsorganges wurden vier
zugeschnittene Whatman Papiere fur 5min in 0,5x TB&belle 7) und eine BrightStar Plus
Positively Charged Nylon Membran (Ambion bzw. lisxhnologies, Darmstadt) fur 2min in
DEPC-HO (2.10.2.) und 10min in 0,5x TBE inkubiert. In @inSemidry Blotapparatur
(Biorad, Muinchen) wurde der Northern Blot in folgen Reihenfolge aufgebaut: auf zwel
Whatmanpapieren wurde zuerst die Nylon Membran gielgefolgt vom Gel und

abschlie3end mit zwei Whatmanpapieren luftblaseafsgedeckt. Geblottet wurde fiir 30min
bei 11V. Nach dem Blottvorgang wurde die Membrah &in Whatman Papier gelegt, fur
5min bei RT getrocknet, fir 30sec im UV-Crosslinkgrert und fur 1h bei 80°C gebacken.
Die Membran wurde fir mind. 1h im Rollinkubator &£°C in 15ml Hybridisierungspuffer
(Tabelle 7) vorhybridisiert und anschlie3end Gbacht im Rollinkubator bei 50°C in 15ml
Hybridisierungspuffer inklusive 100ul gelabeltern8e hybridisiert. Die **P-ATP (6000

Ci/mmol, 10mCi/ml Lead; Perkin Elmer, Rodgau) gelad Sonde (Tabelle 19 im Anhang)
wurde nach den Herstellerangaben des Random Pribi¢d Labeling Kit (Roche,

Unterhaching) in 30min bei 37°C hergestellt:

55



Material und Methoden

Sondenherstellung

Sonde 1:10 4ul (ca. 100ng)
p.ATP 10pl

10x T4 PNK-Puffer 4l

H,O 21ul

PNK 1l

Zur Aufreinigung der Sonde wurde eine Sephadex §#b column (Roche, Unterhaching)
verwendet und fur 2min bei 700x g zentrifugiertr Reaktionsansatz wurde mit 60l 50mM
EDTA (Tabelle 7) versetzt, auf die Saule gegebed emneut fir 2min bei 700x ¢
zentrifugiert. Die Membran wurde nach abgeschlossétybridisierung fur 20min in 5x
SSC/1% (w/v) SDS und fir mind. 20min in 1x SSC/Mvf SDS (Tabelle 7) gewaschen.
Auf die Membran, eingebettet zwischen zwei Foliyrde der Entwicklerfiim Kodac
Biomax MS (Amersham bzw. GE Healthcare, England)nfiind. 4 Tage aufgelegt und in
einer Entwicklerkassette dunkel bei -80°C geladeie. Filmentwicklung erfolgte mittels der
CP100 Entwicklermaschine (Agfa, Miunchen). Die Merdgr aufgetragenen RNA im
Northern Blot konnte durch den Nachweis der miRNA&firVana miRNA detection Kit,
Ambion bzw. life technologies, Darmstadt) quaniéit werden. Fir die anschlieBende
Hybridisierung der Membran mit der mi2l Loading 8erwurde die Membran fir 10min
bein 97°C mit HO-DEPC gestripped, zweimal fur 15min mit 1x SSC/18v) SDS
gewaschen und anschlieRend 1h bei 50°C vorhyleitliddie weitere Vorgehensweise der
radioaktiven Markierung der miRNA21 Sonde inklusider Hybridisierung bis hin zur

Filmentwicklung erfolgte wie oben beschrieben.
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Tabelle 7
Auflistung aller Northern Blot Losungen.
20x SSC 20% (w/v) SDS IM Na;HPO., pH7,2
NaCl 350,6g SDS 200g Na,HPO4 355,98¢g
NasCitrat*2H,O 176,4g H20-DEPC ad 11 H>O-DEPC ad 21
H>O-DEPC ad 21 3h unter Rithren 16sen
1x SSC/1% SDS 5x SSC/1% SDS 0,5x TBE
20x SSC 50ml  20x SSC 250ml  |10x TBE 2,5ml
20% (w/v) SDS 50ml  20% (w/v) SDS 50ml H>0-DEPC ad 500ml
H>O-DEPC ad 11 H>0-DEPC ad 11
10x TBE 50mM EDTA, pH 8,0 50x Denhardts Solution
Tris-Base 540¢g EDTA 9.31g BSA lg
Borsdure 275g H20 ad 400ml [Polyvinylpyrolydon K301g
0,5M EDTA 200ml  pH 8,0 mit 5M NaOH einstellen |Ficoll 400 1ml
H>O-DEPC ad 51 H>O-DEPC ad 500ml [H20-DEPC ad 100ml
ss DNA 10mg/ml Hybridisierungslosung
Heringsperma DNA500mg [20x SSC 75ml
H,O-DEPC ad 50ml [IM Na;HPO4, pH7,2 6ml
unter Erwidrmen 19sen 10% (w/v) SDS 210ml
autoklavieren 50x Denhardts Solution 6ml

ss DNA 3ml

Alle fur den Northern Blot verwendeten Losungen derr mit DEPC-HO (2.4.6.) angesetzt. Die Salmon Sperm
DNA wurde bei -20°C gelagert und vor Gebrauch fimirb bei 100°C im Wasserbad gekocht. Die
Hybridisierungslésung wurde bei 4°C gelagert und Merwendung fur 2h bei 50°C vortemperiert. Die
restlichen Losungen wurden bei RT gelagert.

2.10.12. Western Blot

100pg Proteinlésung (2.10.6.) wurden mit 6xLammiffé (Laemmli 1970) (Tabelle 8) und
1x TxLyse-Puffer (Tabelle 5) auf ein maximales fokn von 50ul versetzt, fir 5min bei
97°C gekocht und bis zur Auftragung auf Eis gelagbre Proben wurden auf ein SDS-
PAGE Gel aufgetragen, bestehend aus einem 12%igamdel (unten) und einem 5%igen
Sammelgel (oben):

12% Trenngel 5% Sammelgel

H.O 6,6ml HO 2,7ml
30% Acrylamid 8,0ml 30% Acrylamid 670ul
1,5M Tris/SDS pH8,8 5,2ml 1M Tris/SDS pH6,8 500ul
10% (w/v) APS 200ul 10% (w/v) APS 40ul
TEMED 8ul TEMED 4pl

Mengenangaben ausreichend fiir 2 SDS-Gele (Tabelle 8
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Als Marker dienten 10ul des All-Blue Markers (Piat&tandard Precision plus All Blue,
Biorad, Munchen) oder 10ul High-Ranke Rainbow Marf@mersham bzw. GE Healthcare,
England). Das SDS-Gel lief in einer Mini-ProteanC2Il Elektrophoresekammer nach
Herstellerangaben (Biorad, Minchen) fur 1,5-2,5h10®V in 1x Elpho-Puffer (Tabelle 8).
Zur Vorbereitung des Blottvorganges wurden viereaatpnittene Whatman Papiere und zwei
Blottschwamme fur 15min in Transferpuffer (Tabdéeinkubiert. Die PVDF Membran (0,45
um, Merck Millipore, Darmsatdt oder PerkinElmer,dgau) wurde fur 15sec in Methanol,
fur 2min in KO und anschliel3end fur 15min in Transferpuffer bikw. Der Blot wurde in
folgender Reihenfolge aufgebaut: auf einen Schwamnden zwei Whatmanpapiere und die
Membran gelegt, gefolgt vom Gel, zwei Whatmanpapieund abschlieend einem
Schwamm. Die Blothalterung wurde luftblasenfreisaélossen und so in den Mini-Protean 3
Cell Blottingtank (Biorad, Minchen) eingesetzt, slake Proteine fur 1-2h bei 100V und
300mA auf die Membran geblottet werden. Nach deottBbrgang wurde die Membran mit
der Proteinseite nach oben auf ein Whatman Pagilegy der sichtbare Marker mit einem
Kuli nachgezeichnet, die Membran fur 15sec in Methhayeschwenkt und fir mind. 30min
bei RT getrocknet. Nachdem die Membran erneut figet in Methanol geschwenkt wurde,
wurde sie auf dem Schdttler fir 2min in 1x TBS (@& 8) gewaschen und anschlie3end fur
1h in 2x Roti-Block® (Roth, Karlsruhe) (Tabelle Blockiert. Der erste Antikdrper CD35
(Clone J3D3 (0,2mg), Beckman Coulter, Krefeld) waurd einer 1:100 Verdinnung in 5ml
0,2x Roti-Block frisch angesetzt und fur 1-2h béi Rkubiert. Nach dreimaligem Waschen
fur 5min in 1x TBST (Tabelle 8) wurde der zweitetkdrper anti-mouse HRP (0,8mg/mi;
Dianova, Hamburg) in einer 1:10.000 Verdunnung mnl B,2x Roti-Block frisch angesetzt
und fur 1h bei RT inkubiert. Nach erneutem Wasckian5min in 1x TBST wurde die
Membran, eingebettet zwischen zwei Folien, mit BZus (Amersham bzw. GE Healthcare,
England) oder SuperSignalWest (Thermo Scientifiagi®ch) nach Herstellerangaben
behandelt und der aufgelegte Film (Amersham bzw.He&lthcare, England) nach 30sec,
Imin, 2 min und 5min entwickelt. Die Filmentwickiginerfolgte mittels der CP100
Entwicklermaschine (Agfa, Munchen). Das tsCR1 Rmot€778 aa) zeigte je nach
Glykosylierung eine Bande bei mind. 95 kDa (Maetzal 2006). Fur die Loading Kontrolle
mittels der Detektion des Tubulins in den Probemdewieselbe Membran fur 15-30sec in
Methanol geschwenkt, fir 30min in 3x TBE (Tabel)eg8stripped und dreimalig fiir 5min in
1x TBS gewaschen. Nach Blockierung in 1x TBST n¥i MP (Tabelle 8) fur 1h bei RT,
wurde die Membran dreimal fir 5min in 1x TBST geelsen und mit dem ersten Antikorper

anti-Tubulin (20pg/ml; Dianova, Hamburg) in eined30 Verdinnung in 5ml 1x TBS/1%
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MP (Tabelle 8) fur 1h bei RT inkubiert. Abschlie@enurde die Membran gewaschen, fir 1h
bei RT mit dem zweiten Antikorper anti-mouse-HREB(0g/ml; Dianova, Hamburg) in einer
1:10.000 Verdinnung in 5ml 1x TBS/1% MP inkubigewaschen und eingebettet zwischen

zwei Folien mit ECL und aufgelegtem Film nach 5ddisec und 15sec entwickelt.

Tabelle 8
Auflistung aller Western Blot Losungen

Ix TBST 1x TBST/1% MP 10x TBS pH 8,0
10x TBS 100ml Milchpulver  1g Tris-Base 243¢g
Tween-20 Iml TBST 100ml NaCl 80g
H,O ad 11 H,O ad 11
Transferpuffer 10x Elphopuffer 10% APS
Methanol 200ml Tris-Base 30,3g APS lg
10x Elphopuffer 100ml Glycin 144¢g H,O ad 10ml
H,0 ad 11 SDS 10g
H,O ad 11
2x Roti-Block 1,5M Tris/SDS pH8,8 1M Tris/SDS pH6,8
Roti-Block 1ml Tris-Base 181,70¢g Tris-Base 121,14¢g
H.0 4ml SDS 10g SDS 10g
H.0 ad 11 H.O ad 11
10x TBE in PBS
Tris-Base 540¢g
Borsiure 275g
0,5M EDTA 200ml
PBS (2.8.2.) ad 51

Alle Lésungen wurden bei RT gelagert.

2.10.13. Coomassie-Staining von SDS-Gelen

Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden auf Polyacrglgelen wurde mit einer Coomassie-
Losung gefarbt. Proteinloading und Gellauf erfalgtiabei wie beschrieben (2.10.12.). Das
Gel wurde anschlieBend fur 10min in Coomassie-Bigihdsung auf der Wippe inkubiert.
Die Losung wurde abgekippt und das Gel Gber Nacher Destaining-Losung auf der Wippe
inkubiert.

Coomassie-Staining-Ldsung Destaining-L6sung

Essigsaure  50ml Essigsaure 50ml
Methanol 150ml Methanol 150ml
Coomassie 1,25g (= 0,25%) 2®1 ad 500ml
H.O ad 500m|
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2.11. Funktionelle Analyse-Methoden

2.11.1. Lectin-Staining von Zellsuspensionen

Die transduzierten Zellen (2.9.3.) wurden bei Koefiz mit 1x PBS (2.8.2.) gewaschen, mit
200ul Trypsin pro 6 Well fir 5-10min bei 37°C gdld2.8.2.) und mit 1ml Medium
resuspendiert. Das durch Zentrifugation fur 5min R€ und 1100rpm erhaltene Zellpellet
wurde mit 1ml 1x PBS gewaschen und erneut zentaftigPro Zellpellet wurden 100ul
PBA/Lectin (Lectin von Bandeiraea SimplicifoliaBS, FITC gelabelt; Sigma-Aldrich,
Steinheim) (Tabelle 9) zugegeben und im Dunkelnltiirauf Eis inkubiert (Wt al 1996).
Ein Zellpellet wurde mit 100ul PBA (Tabelle 9) ohZeigabe von Lectin behandelt und
diente als Negativprobe. Die Zellen wurden ans8elie bei 4°C und 1100rpm zentrifugiert,
zweimal mit PBA und darauffolgend einmal mit 1x PBfewaschen und stets gut
resuspendiert. Die Zellen wurden fur 15min im Dunlkauf Eis in 500ul 4% PFA (Tabelle 9)
fixiert, mit 1x PBS gewaschen und das Zellpelletcithie3end in 500ul 1x PBS resuspendiert
und in FACS-Rohrchen (Beckman Coulter, Krefeld)riildart.

Tabelle 9

Auflistung aller Losungen fir Lectin-Staining.

PBA PBA/Lectin 4% PFA

1x PBS 50ml PBA 495ul PFA 4g

BSA 0,5¢ Lectin Spl 1x PBS 100ml

Natriumazid  0,05g dunkel lagern unter Rithren bei 100°C losen
sterilfiltrieren

PBA und PBA/Lectin wurden bei 4°C gelagert. 4%PFéde bei -20°C gelagert.

2.11.2. Durchflusszytometrie

Die Analyse von 20.000 Zellen pro Probe erfolgtechnd ectin-Staining (2.11.1.) im
Durchflusszytometer Coulter Epics XL-MCL (Beckmaroulier, Krefeld) bei FL1 670-
650nm. Die Auswertung erfolgte durch das ProgrammNDI 2.8.. Dabei wurden 90% der
gemessenen nichtinfizierten und ungefarbten PSIErZder Kontrollprobe (wt- Lectin) in der
Auswertungssoftware als negative, nicht fluoregride Zellen markiert, und alle Zellen ab
dieser Fluoreszenzschwelle im FL1 als positivertisaierende Zellen gewertet (Pfeitdral
2009).
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2.11.3. Mikroskopie

Die transduzierten Zellen (2.9.3.) wurden auf gsplén Mikroskopierslides (VWR,
Darmstadt) wie im Folgenden beschrieben herangezagefarbt und mikroskopiert. Diese
Mikroskopierslides sind in 4 gleichgroien Kammemteuteit, so dass die gleichzeitige
Analyse von 4 Proben unter dem Mikroskop moéglichDse Slides wurden hierzu vorher fur
1h bei RT mit Kollagenase R (Serva, Heidelbergbiehtet.

Die infizierten Zellen eines 6 Wells einer 6 We#lK&ulturschale wurden durch trypsinieren
abgel6st (2.8.2.) und auf die vier SlidekammernMésoskopierslides tUberfihrt. Erreichten
die Zellen 100% Konfluenz, konnte der Slidekammtsaiz entfernt werden und das Slide in
einer Histologiekammer fur Objekttrager mit 1x PBS8.2.) fur 5min gewaschen werden.
Mit Zellstoff wurden die Slidekammerabgrenzung geknet und mit einem Fettmarkerstift
umrandet. Die Zellkammern, welche mit Lectin gefan®rden sollten, wurden mit 100ul
PBA/Lectin (Tabelle 9) und die Kammer fur die Negatobe wurde mit 100ul PBA (Tabelle
9) fur 1h bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Das Slidaunde zweimal fir je 5min in der
Histologiekammer mit PBA und anschlielBend einmal 5inin mit 1x PBS gewaschen.
Erneut wurde die Slidekammerabgrenzung mit Zellstgétrocknet und mit einem
Fettmarkerstift umrandet. Die Kammern wurden mit@®ul 4% PFA (Tabelle 9) fir 15min
bei 4°C inkubiert und anschlieRend einmal fur 5Smmirder Histologiekammer mit 1x PBS
gewaschen. Pro Slidekammer wurde ein Tropfen Pé&rma&fequous Mounting Medium
Liquid (Beckman Coulter, Krefeld) zugegeben und dagde mit einem Glasdeckel
luftblasenfrei abgeschlossen. Uber Nacht trockndierSlides bei 4°C in einer abgedunkelten
Histologiemappe und wurden dann mittels Fluoresmgkroskop (Axioskop 2 mit Atto Arc
Lichtquelle, HBO-Lampe 100W; AxioCam Kamera und é&Wision Software von Zeiss,

Oberkochen) bei einer durchschnittlichen Vergrofligreon 20-40x analysiert.

2.11.4. Sulforhodamin B Assay

Das Sulforhodamin-B Assay diente der Farbung vobehédproteinen und der visuellen
Abschatzung des Zellwachstums sowie der Ermittluag zytotoxischen Effekten. Dafur
wurde eine definierte Zellzahl von 46.000 Zellero 24 Well ausgesaht, mit Virus
transduziert und fir 72h inkubiert (2.9.3.). Dasdilen wurde abgesaugt und die Zellen
einmal mit 1x PBS gewaschen. Pro Well wurden didledemit 250ul 10%iger (v/v)

Trichloressigsaure (Tabelle 10) fur 30min bei 4%ieft. Die Trichloressigsaure wurde

anschlieBend abgekippt, die Wells einmal mgOHgewaschen und fir 30min bei 50°C

61



Material und Methoden

getrocknet. Die Zellen wurden abschlieend durclyabe von 250ul 0,4%iger (w/v)
Sulforhodamin-B-Lésung (Tabelle 10) fir 30min beil Ryefarbt. Die L6sung wurde
abgekippt und die Wells finfmal mit 1%iger (v/v)sigsaure (Tabelle 10) gewaschen. Die
Zellkulturplatte wurde erneut fur 30min bei 50°Ctrgeknet und anschlieRend pro Well
500ul 10mM Tris-HCI Losung (Tabelle 10) zugegebereser Schritt |10ste die gebundenen
Farbstoffe. Pro Ansatz wurden 50ul in ein 96 Watlee 96 Well Platte tberfuhrt. Mittels
ELISA-Plate Reader (Tecan, Crailsheim) konnte aisfeend die Farbintensitat bei 570nm
gegen die Kontrolle aus 50ul 10mM Tris-HCI ermittelerden. Als Referenzwellenlange
wurden im Plate Reader 620nm und 405nm ausgewBindt. Absorption wurde auch
alternativ direkt im Biophotometer bei 570nm geneess

Tabelle 10
Auflistung der Lésungen fur den SRB-Assay.

1% (v/v) Essigsdaure 10% (w/v) Trichloressigsdaure |0,4% (w/v) Sulforhodamin B

Essigsiure 10ml TCA 10g SRB 0,2g

H->0 990ml H-,0 90ml 1% Essigsdure ad 50ml
unter Rithren 16sen
H>O ad 100ml

10mM Tris-HCL, pH 10,5

Tris-Base 1,2g

H-O ad 9ml

pH 10,5 mit 37%iger HCI einstellen

H-0 ad 10ml

Alle Losungen wurden bei RT gelagert.

2.11.5. Propidiumiodid-Assay

Lebende Zellen sind in der Lage Propidiumiodid ereduszuschleusen, in toten Zellen lagert
sich der Farbstoff ein. Dadurch konnte nach Zugadre humanem Serum (NHS), welches
humanes Komplement enthalt, die Apoptose- und y&diate ermittelt werden. Das NHS
(Lagerung -80°C) war ein Serum-Pool von drei Miatdrn der Arbeitsgruppe Pfeifer.
Hierflr wurden nach der Blutabnahme die festen@standteile durch kurze Zentrifugation
abgetrennt und das lUberstehende Serum gepoolt.

Die Zellen wurden in 10cm Zellkulturschalen kuléx, vom Medium befreit und einmal mit
1x PBS (2.8.2.) gewaschen. Mit 1ml Trypsin wurdés Zellen in 5min bei 37°C abgeldst
(2.8.2.), anschlieBend in 6ml Medium resuspenddid, Zellzahl ermittelt und nach 5min
Zentrifugation bei 1100rpm in 1x PBS zu einer Zaizvon 100.000 Zellen/100ul geldst. Die
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Proben setzten sich entsprechend folgender Auistgltusammen und wurden jeweils fir 1h
bei 37°C auf dem Schdttler inkubiert:

Probe 1x PBS 4% PEA NHS Zellen

ungefarbt 100ul - - 100ul

gefarbt 100ul - - 100ul

fixiert - 100pl - 100ul (maximale Lyserate)
1:1 - - 100ul 100ul

1.2 50ul - 50ul 100ul

1.4 75ul - 25ul 100ul

1:16 93,75yl - 6,25ul 100pl

1:32 96,38l - 3,13ul 100pl

Pro Zellprobe wurden nachfolgend 500ul einer 1:1P@0pidiumiodid-Losung (Lagerung -
20°C; Labomedic, Bonn) zugegeben und fur 20min BT inkubiert. Mittels
Durchflusszytometrie (2.11.2.) wurden 20.000 Ze(lleb2 bei 700nm) vermessen und mittels
WinMDI2.8 Software ausgewertet und die % tote ZellRl-positiv) ermittelt. Als Kontrollen
fur die Methode wurden HEK293T Zellen und i(jé{ellen (2.8.1.) verwendet, welche durch
das Fehlen deagal Epitope vom NHS unberthrt und nicht lysiert e sollten.

2.11.6. Chrom-Release

Der *’Chrom-Release Assay zur Analyse von Zelllyse vandduzierten PSF Zellen durch
humanes Komplement (NHS) wurde nach dem Protoketl AG Schwinzer in der MH
Hannover durchgefihrt (Niemaret al 2001). Die Zellen wurden dabei mit radioaktivem
*IChrom inkubiert und unter NHS-Zugabe die freigeseienge an radioaktivertChrom

als Mal3 fur die Zelllyserate gemessen. Das humaonenptement wurde hierbei in
aufgereinigter Form verwendet.
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2.12. Generierung transgener Schweine

Die Generierung transgener Schweine erfolgte ddrelArbeitsgruppe von Prof. Wolf unter
der Leitung von Dr. Barbara Kel3ler (Lehrstuhl fiolekulare Tierzucht und Biotechnologie,
Munchen). Mittels der auf Trockeneis versendetemudéliquots wurden nach dem Protokoll
der AG Wolf (Aigner und Wolf 2010, Giraldet al 2012) die subzonalen Injektionen bis hin
zum Embryonaltransfer durchgefuhrt (ET Tabelle &v Anhang). Bei der Methode NT
(Nukleustransfer oder Kerntransfer) wurden fPSFZbllen mit ein- bis dreimal 600ng
Virus-RT transduziert (2.9.3.), kultiviert bis zur vollstagen Konfluenz und zur
Arbeitsgruppe von Prof. Wolf versendet, wo der &fisBende Kerntransfer und
Embryonaltransfer durchgefuhrt wurde (NT Tabelle ia8 Anhang). Die fPSF#14 Zellen
wurden dafir auf Kollagen R (Serva, Heidelberg)chahtete Zellkulturschalen kultiviert.
Hierfir wurde pro 6well einer 6well Platte 1ml Kadlen R zupipettiert, Uber Nacht bei RT
inkubiert, abgenommen und die Platten bei 4°C bisverwendung gelagert. Das verwendete
Zellkulturmedium bestand aus DMEM 61965 (Gibco, IKauhe), versetzt mit 20% (w/v)
FBS (Biochrom AG, Berlin), 1% Pen/Strep (BiochromGA Berlin), 1% L-Glutamin
(Biochrom AG, Berlin), 1% Sodiumpyruvat (BiochromGA Berlin), 1% NEAA (Biochrom
AG, Berlin) und -ME (1:10.000 in 1x PBS; Biochrom AG, Berlin).

2.12.1. Ohrprobengewinnung und Organentnahme

Zur Analyse der geborenen Ferkel auf Transgenititien den lebenden Tieren ca. 0,5cm
kleine Ohrstiicke herausgestanzt und bei -20°C gdlad/ittels Skalpell wurden diese

Ohrstucke weiter zerkleinert und die Hautgewebdstimur Analyse von DNA (2.10.8.) und

RNA (2.10.2.) den Protokollen entsprechend weigdramdelt.

Bei der Organentnahme verstorbener oder getétéeF@ragerung bei -20°C) wurden diese
auf Eis langsam aufgetaut (mind. 24h) und kleinga@stiicke entnommen, zerkleinert, die
Gewebestlicke ausaliquotiert und wieder bei -20°Cagget oder zur Analyse von

genomischer DNA (2.10.8.) und RNA (2.10.2.) den t&kollen entsprechend weiter

behandelt.
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3. Ergebnisse

Um den bestmoglichen Knockdown darl,3-GalaktosyltransferaseaGT) zu erreichen,
wurde die Struktur deaGT mRNA untersucht, um die siRNA Bindungsstellem &inen
optimalen RNAI Effekt zu ermitteln. Nachfolgend wlen shRNA exprimierende lentivirale
Vektoren generiert unth vitro auf den Knockdown deaGT mRNA hin untersucht. Durch
Generierung von PSF Zellklonen wurde die Stabitigs Knockdowns analysiert. Lentivirale
Vektoren mit der shRNA Expressionskassette, korebirmit den Expressionskassetten fir
das komplementregulatorische Protein tsCR1 (trutki#dsliche Form des Complement
Rezeptors 1) sowie fur EndoGalC (Endgalactosidase C) wurden in PSF
Mischpopulationen und PSF Zellklonen untersuchtzilieh wurden ausgewahlte Lentivirale
Vektoren zur Generierung multitransgener Schweireaigezogen und die Knockdown

Effektein vivountersucht.

3.1. Lentiviraler Knockdown dex-1,3-Galaktosyltransferase

Die Reduktion dern-gal Epitope (Knockdown) auf den Oberflachen dem@anehautzellen
(porcine skin fibroblasts, PSF Zellen) wurde nadr dransduktion mit verschiedenen

lentiviralen shRNA-Vektorkonstrukten, gerichtet gaglieaGT, untersucht.

3.1.1. Analyse deai-1,3-Galaktosyltransferase mRNA

Fur die Ermittlung potentieller Zielsequenzen der entwickelnden siRNAs erfolgte im
ersten Schritt die Analyse darl,3-Galaktosyltransferase mMRNAGT mRNA) hinsichtlich
ihrer Expression in den Zielzellen und der Sekusiddktur der mRNA. Die PCR-Analyse
(2.4.14) deraGT mRNA in den verwendeten PSF Zellen unter Verwegdder Primer
GT_fw/GT1 rev (Tabelle 20 im Anhang, Katayarebal 1998) zeigte wie erwartet vier
Haupt-Splicevarianten (Abbildung 12A, siehe auchbikdung 6B), von denen die
Splicevarianten Exon 4-9 (entspricht dem 445bp FRZ&Ryment) und Exon5 (Splicevariante
mit Exone 4-9 aber ohne Exon 5; 409bp) in hoherandé vertreten waren als die
Splicevarianten Exon5-6 (346bp) und Exon5-7 (241bp) (Katayamet al 1998). Da alle

Splicevarianten deaGT mMRNA stets die Exone 4, 8 und 9 trugen, diemliese Exone im
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weiteren Verlauf der Experimente als Haupt-TargetssiRNA Entwicklung (Katayamet al
1998).

Mittels der von Zukeret al verotffentlichten Internetplattform (2.3.1.) konmte47
verschiedeneaGT mRNA Sekundarstrukturen (E4-9, 1115 Basen mRNA kbmpletten
Exone 4-9 inkl. Start und Stop Codon) ermittelt desr, welche unterschiedliche
doppelstrangige und einzelstrangige RNA Bereich&zedgten (Abbildung 12B als ein
Beispiel aus 47 Mdoglichkeiten). Die kurzen Absctenin den Exons 4 (Base 1-16), 7 (Base
195-245), 8 (Base 355-395) und 9 (Basen 443-472960d1008) zeichneten sich in 39 von
47 aGT mRNA Sekundarstrukturen durch hohe Wahrschdikéiten einzelstrangiger
Bereiche aus (im Beispiel in Abbildung 12B: 14,9% 53,2% rot markiert). Da diese mMRNA
Bereiche optimale Bindungsstellen fur den RISC-sfRibmplex darstellen und somit dem
Silencing Prozess forderlich sein sollten, diergenim weiteren Verlauf der Experimente als
Haupt-Targets der siRNA Entwicklung.

A e

bp PSF H,0

445
409—{

oGT mRNA

443472
241—

271

346 —
R

actin Sy, 1 e
355-395 3

(ES8, 34%) 1
A 2R 960-1008
’-Zlm‘m:"::a:.'}v‘f N . VERAEN)

195-245
(E7, 53,2%)

116
(E4, 8,5%)

Abbildung 12

Analyse der vier Hauptsplicevarianten der GT mRNA sowie Darstellung einer typischeraGT mRNA
Sekundarstruktur.

(A) Auftragung der DNA-Fragmente auf ein AgarosegelhnBCR von porciner gDNA mittels der Primerpaare
GT_fw/GT1_rev und actin_fw/actin_rev (Tabelle 20 Anhang).(B) Darstellung einer typischeaGT mRNA
Sekundarstruktur nach mfold (Exon 4-9, 1115 Baséfigzelstrangige Bereiche der Exons 4, 7, 8 umdilen
als Beispiele fir hohe Wahrscheinlichkeiten einzé&igiger Bereiche dexGT mRNA rot markiert.
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3.1.2. siRNA Design

Fur das Design der siRNA Sequenzen wurden die Bésctheit der Sekundarstruktur der
siRNA (antisense Strang) (Zucket al 2003, Mathewset al 2004), die thermodynamische
Stabilitat der siRNA Duplex Enden (Heade al 2005), der GC Gehalt der siRNA, die Tools
von siRNA-Design Firmen (EuroGeneTech, B-Bridgeyvigodie Kriterien nach Reynolds
(Reynoldset al 2004) verwendet (2.3.2.). Die durch Reynoddsal beschriebenen Kriterien
einer 19 Basen langen siRNA erzielten hohe KnockdBaten der Ziel mRNA (Reynoldd

al 2004). Um dies zu ermdglichen sollte méglichst asiffon 3 der sense-siRNA die Base A
oder U stehen, an Position 10 die Base U, an Bosi8 A, U oder C, an Position 19 die Base
A und bestmdglich sollte die siRNA mit A oder U den letzten 3 Basen enden. Die
designten siRNAs 1-7 wurden nach Beachtung der &dgrKriterien generiert (Tabelle 15
im  Anhang). Die Sekundarstrukturen (http://mfoldibfo.rpi.edu/) der sieben
entsprechenden antisense-siRNAs, welche direkieaa@T mRNA binden, ergaben jedoch
teilweise mehrfache interne Basenpaarungen (AbihgdlBA als ein Beispiel). Da lange 3
Uberhange bei vorhandenen kleineren Basenpaaru@aildung 13B als ein Beispiel)
sowie das voéllige Fehlen einer Sekundarstrukturb{ilong 13C als ein Beispiel) deGT
MRNA Zielsequenzbindung begtnstigen und somit déen@ng Effekt erhbhen kdnnten,
wurden durch Verschiebungen der siRNA Bindungsstath der GT mRNA um = drei
Basen die Strukturbildung unter Beachtung der Riggn&riterien optimiert und dadurch
weitere siRNAs designt. Zeitgleich wurde die thedymamische Stabilitdt der 5° Enden der
Duplex-siRNAs berlcksichtigt. Mittels dem von Heaatwickelten Duplex-End Energy
Difference Calculator (http://saturn.coh.org:80&0¢andex.php) wurden die kcal/mol Werte
der 5 antisense RNA ermittelt. Je positiver diert¥@usfielen, umso instabiler konnte das 5°
antisense RNA Ende und dadurch die Strangbindunchdiden RISC ausfallen (Head al
2005) (Tabellel5 im Anhang). Mittels dem Intermetlihttp://www.genelink.com/tools/gl-
tm.asp konnte der GC Gehalt und die Schmelztempeflah errechnet werden. Der GC
Gehalt der siRNAs sollte zwischen 30-52% und didnSelztemperatur so gering wie

maoglich sein.
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Abbildung 13

Design der siRNAs fur den GT mRNA Knockdown.

(A) siRNA mit unglnstiger Sekundarstruktur nach Regs@t al am Beispiel der siRNA7(B) siRNA mit
gunstigerer Sekundarstruktur durch langem 3‘ Ubmghand kleinem Basenpaarungsbereich am Beispiel der
siRNA20. (C) siRNA mit ginstigster Sekundarstruktur ohne inteBasenpaarungen am Beispiel der siRNA9.
(D) Schematische Darstellung der Bindungsstellen deselbst designten siRNAs auf de&T mRNA. Nicht
eingezeichnet: siRNAs 15, 16 und 18. Diese konntelnt erfolgreich kloniert und daher nicht weitertersucht
werden. Die Sequenzen und Eigenschaften sind irllEab5 im Anhang aufgefihrt.

Durch diese diversen Kriterien ergaben sich dieN#iRSequenzen 8-12 (Tabelle 15 im
Anhang). Die siRNAs 13-14 wurden von der Firma EigoeTech (K6In) und 16-17 von der
Firma B-Bridge (USA und Heidelberg) nach deren Aidponen entwickelt. Die siRNA 20
stammte von Zhet al und galt als Positivkontrolle flr einen bereitsmgewiesenemaGT
MRNA knockdown (Zhwet al 2005 und 2008). Die Bindungsstellen aller siRNAdar GT
MRNA wurde in Abbildung 13D schematisch dargestellt

Die insgesamt 18 verschiedenen siRNAs (Tabellemi®\nhang) hatten Zielsequenzen auf
der aGT mRNA vom Start bis Stop Codon (Abbildung 13D)a Deben dem Exon 8 die
Exons 4 und 9 in allen Splicevarianten @& T mRNA vorkommen (Katayamet al 1998)
und Exon 9 fir die enzymatische Aktivitdt des Engyoodiert, wurden besonders viele
SsiRNAs fur diese Abschnitte designt. Zudem konniégaund der Sekundarstrukturen der
aGT mRNA in den Exonen 7, 8 und 9 (3.1.1.) die siRRiAdung an Einzelstrangbereiche
erfolgen und den Erfolg auf einen hohen RNAI Effstdigern (Abbildung 12B).
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3.1.3. Screening der lentiviralen U6-shRNA Expresskassetten

Die Klonierung der 18 siRNAs (3.1.2.) erfolgte adhRNA in antisense-loop-sense
Orientierung mit zwei verschiedenen Loops (TTCAAGAGder CCACACC). In Abbildung
14A ist das verwendete lentivirale Backbone desnHplektors mit der U6-shRNA
Expressionskassette schematisch dargestellt.
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Abbildung 14

Screening verschiedener lentiviraler U6-shRNA Vekten.

(A) Schematische Darstellung des lentiviralen Verktors U6-shRNA Expressionskassette und shRNA

Orientierung(B) Real Time PCR Daten zuGT mRNA Expressionsrate in % gegeniber nicht iafien PSF

Zellen (wt). Die Transduktion der PSF-Zellen egtel mit 200ng Virus RT) mit den aufgelisteten shRNAs

unter Kontrolle des U6-Promoters. 3 Tage nach Thakison erfolgte die RNA Isolation und cDNA-Syntlees

gefolgt von der Analyse mittels quantitativer Réalke PCR. n>3, MW + SEM (Ausnahme shRNA12 mit n=2).
SIN Mutation.

In allen (auch nachfolgend beschriebenen) Experiemererfolgte wenn nicht anders
angegeben nach der Produktion der verschiedenénidalen Konstrukte (Klonierung der
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lentiviralen Plasmide siehe 2.6., Herstellung ard¥ektoren siehe 2.9.1.) die Transduktion
(2.9.3.) der PSF Zellen mit gleichen physikalisch@rusmengen (2.9.2.). Nach dreitagiger
Inkubation der infizierten Zellen wurde durch RNgelation (2.10.2.) und cDNA-Synthese
(2.10.3.) di,aGT mRNA Level mittels Real-Time-PCR (2.10.4.) bestit (Abbildung 14B).
Die Vektoren mit U6-Promoter und der shRNA1 (104416 16,21) und shRNA5 (116,20%
+ 12,78) zeigten keinen Effekt auf d&&GT mRNA Konzentration. Die shRNA1O zeigte
hingegen sogar ein erhoh@®&T mMRNA Level (193,65% + 15,60). Die ShRNA13 unddkt
Firma EuroGeneTech (Kd6ln) waren in der Lage, @eT mRNA auf 84,74% =+ 5,35 und
49,54% + 3,99 zu reduzieren. Die shRNA16 und 17 Eema B-Bridge (USA und
Heidelberg) reduzierten deGT mRNA Expression auf 36,15% + 9,94 bzw. 39,86%13.
Hohere knockdown Raten dasxGT mRNA um ca. 2/3 wurden durch die selbst desmgnte
SshRNA4 (33,02% + 4,04), 12 (31,06%, n=2), 11 (3982 1,10) und 7 (29,61% =+ 5,78)
erreicht. Die besten Reduktionen @ T mMRNA Level waren durch die shRNA2 (17,98% +
1,73), 9 (15,80% = 2,21) und 20 (11,58% + 1,41yemzeichnen (Abbildung 14B).

3.1.4. Optimierung der lentiviralen sShRNA Konstrikt

3.1.4.1. Anderung der shRNA Kassette

Nach dem ersten Screening wurde eine weitere Ogitimg der shRNA-Kassetten angestrebt
und hierfur verschiedene Gesichtspunkte beleucimetgenauer analysiert. So konnte durch
eine minimale Verschiebung der Bindungsstelle deNg an dieaGT mRNA (2.3.2.) um
eine Base nach rechts eine Verstarkung des Knoakslewn 29,61% £ 5,79 (shRNA7) auf
15,80% + 2,21 (shRNAD9) erzielt werden (Abbildundlszw. 15A und 15B).

Wurde eine Lange der siRNA von 27 Basen (Elbashal 2001) statt der tblichen 19 (Kim
et al 2005), verwendet, verschlechterte sich d&T mRNA Knockdown von 81,79% =+
12,69 (shRNA2-27) auf 37,89% (shRNA2-19) (AbbildutgC und 15D). Zusatzlich wurde
untersucht, ob der Knockdown Effekt durch die Kéyongsorientierung der shRNA im
Vektor (antisense-loop-sense (ass) versus senpealtitsense (sas)) verstarkt werden kénnte
(Abbildung 15E) (Harborthet al 2003). Der Knockdown Effekt wurde jedoch durch die
geanderte Orientierung verringert (ShRNA2: 17,98% A3 (ass) zu 25,72% (sas); ShRNA12:
31,06% (ass) zu 87,81% + 21,30 (sas)) (Abbildurig)1Als Fazit l&sst sich sagen, das keine
Anderungen hinsichtlich desGT mMRNA Knockdown Effektes zu beobachten waren.
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Abbildung 15
Anderungen der shRNA Kassette der lentiviralen shRIN Konstrukte.
(A) Bindungsstelle der siRNA7 und siRNA9 auf @g&8T mRNA. (B) Real Time PCR Daten zuiGT mRNA
Expressionsrate in % der lentiviral transduzie®SF (200ng ViruRT) gegeniuber nicht infizierten PSF Zellen
(wt), n>3, MW £ SEM.(C) Schematische Darstellung der shRNA2 mit 19bp siRMw¥ige (ShRNA2-19) und
Verlangerung der siRNA-Sequenz auf 27bp (shRNA2-ZD) Real Time PCR Daten zurGT mRNA
Expressionsrate in % der lentiviral transduzie RSt (200ng ViruRkT) gegeniber nicht infizierten PSF Zellen
(wt), MW n=3 + SEM (Ausnahme shRNA2-19 mit n=1).eHiwurde der H1l-Promoter verwendet (siehe
3.1.4.2.).(E) Klonierungsorientierung der shRNA in antisenseplsense (ass) und sense-loop-antisense (sas)
Orientierung.(F) Real Time PCR Daten zuGT mRNA Expressionsrate in % der lentiviral trarddtten PSF
(200ng VirusRT) gegenlber nicht infizierten PSF Zellen (wt), nd8) + SEM (Ausnahme shRNA12 (ass)
n=2, shRNA2 (sas) n=2).

3.1.4.2. Verwendung verschiedener Promotoren ZgN#tTranskription

Da die Knockdownrate deaGT mRNA von der Starke des Promoters fur die shRNA
Transkription abhangig ist, wurden neben dem UGrter (Mékinenet al 2006) weitere in

eukaryotischen Zellen gut exprimierende Promotonée MTD (Bodenet al 2003), H1
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(Brummelkampet al 2002), 1.0-U6 (Ambion bzw. life technologies, Datadt) oder U6.3
(GenScript, USA) getestet (siehe 2.5. und im Anh&aBg) (Abbildung 16A).

Unter Verwendung der shRNAZ2 zeigte der MTD Prom&ne Reduktion desGT mRNA
Expressionslevel (111,36%) (Abbildung 16B). Die Eegsionsrate konnte um Uber 60% mit
dem H1 Promoter auf 37,89% reduziert werden unddikkste Reduktion auf 17,98% + 1,73
wurde durch Verwendung des U6 Promoters erzielb{ldbng 16B). Im Folgenden wurden
die verschiedenen U6 Promotoren hinsichtlich de®dkdowns deraGT mRNA unter
Verwendung der shRNA9 getestet (Abbildung 16C): RéksteaGT mMRNA Reduktion auf
15,80% + 2,21 konnte durch den U6 Promoter gezewtden, gefolgt von dem UG6.3
Promoter mit 47,90% und dem 1.0-U6 Promoter mi6%% (Abbildung 16C).
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Abbildung 16

Anderungen der Promotoren mit dem Ziel der Optimierung der lentiviralen shRNA Konstrukte.

(A) Schematische Darstellung des lentiviralen Hplmtdiekmit den verschiedenen Promotor@). Real Time
PCR Daten zurGT mRNA Expressionsrate in % der lentiviral traradeten PSF (200ng VirukT) gegeniber
nicht infizierten PSF Zellen (wt), n=3, MW + SEM 8nahme siRNA2 unter MTD Promoterexpression (n=2),
unter H1 Expression (n=1)JC) Real Time PCR Daten zuiGT mRNA Expressionsrate in % der lentiviral
transduzierten PSF (200ng VirBH gegeniber nicht infizierten PSF Zellen (wt), nd8V + SEM (Ausnahme
SiRNA9 unter 1.0-U6 Promoterexpression (n=2), ubt@r3 Expression (n=2)). SIN Mutation.
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Die aufgezeigten Anderungen der Promotoren ergadsgiesamt keine weiteren Reduktionen
desaGT mRNA Knockdown Effektes entsprechend der Stichpn mit den shRNA2 und 9.
Es wurde daher auf weitergehende Untersuchungeer Wwerwendung anderer shRNAs

verzichtet. Insgesamt zeigte der U6-Promoter dérksten Effekt.

3.1.4.3. Anderung der Anzahl an shRNA Kassetten wo#alisation im
lentiviralen Vektor

Neben der Klonierung der shRNA Expressionskassettie Multiple Cloning Site (MCS)
des lentiviralen Vektors wurde auch die Méglichkagr Klonierung in die Long terminal
Repeats (LTR) genutzt. Der Vorteil der Expressiassktte in der LTR ist eine Verdopplung
dieser durch den Prozess der reversen Transkrifiti@n). Aul3erdem wurde die Anzahl der
U6-shRNA Expressionkassetten in der MCS erhoht. dieéer Grundlage wurden diverse
neue lentivirale Konstrukte generiert (AbbildungA)7und hinsichtlich des Knockdown
Effektes analysiert (Abbildung 17B). Zusatzlich wen auch die dreifachen Virusmengen
(von 200ng auf 600ndrRT) appliziert, um den Effekt auf den Knockdown zueifytifen
(Abbildung 17C). In allen Fallen wurde mit den sNund 20 gearbeitet, weil diese in den
vorangegangenen Analysen dae&T mRNA Expression die starksten Knockdown Effekte
erzielten (3.1.3. und Abbildung 14).

Die aGT mRNA Reduktion stieg mit zunehmender Anzahl Egpronskassetten im
Wirtszellgenom (von U6-shRNA9 15,80% + 2,21 Ubet@shRNA9 8,98% + 1,31 auf 3x
U6-shRNA9 8,12% + 1,506GT mRNA level gegenuber wt) (Abbildung 17B). Die
Verwendung des U6-shRNA Konstruktes in der LTR géigper der MCS ergab kaum einen
Vorteil, da &hnliche mRNA Level erzielt wurden (24% + 2,05 bei LTR-Klonierung versus
15,80% + 2,21 bei MCS Klonierung einer Kassettele Brhéhung von zwei auf drei
Expressionskassetten erzielte kaum noch zusatzi@teeggerungen hinsichtlich deaGT
MRNA Reduktion (von 2xU6-shRNA9 mit 8,98% = 1,31f 8xU6-shRNA9 mit 8,12% =+
1,50) (Abbildung 17B). Auch durch Verwendung vonexwerschiedenen shRNAs in der
MCS und in der LTR des lentiviralen Konstrukts (Adong 17A) zeigte sich kaum einen
Vorteil gegeniiber der Verwendung von zwei identscishRNAs in der MCS bzw. der
Verwendung des LTR-Konstruktes: DeGT mRNA level wurden nur minimal starker
reduziert (U6-shRNA9-LTR-U6-shRNA20 mit 8,00% + 9,4ersus 2xU6-shRNA9 mit
8,98% + 1,31 versus LTR-U6-shRNA20 mit 9,32% = ) (2Dbildung 17B). Bei zuséatzlicher
Verdreifachung der Virustransduktionsmenge von g0@nf 600ng ViruRT (Abbildung
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17C) konnten ebenfalls kaum starkere Reduktioneanad®T mRNA erzielt werden (von
15,80% + 2,21 auf 13,41% £ 1,82 fur U6-shRNA9; &h2% + 1,50 auf 8,16% + 0,96 fur
3xU6-shRNA9; von 11,58% + 1,41 auf 7,07% = 0,95U8rshRNA20 und von 9,32% + 1,29
auf 7,77% = 1,28 fur LTR-U6-shRNA20). Einzige Aubn® bildete die fast doppelte
Reduktion demGT mRNA bei Verwendung von 200ng bzw. 600ng ViRiBdes LTR-U6-
shRNA9 Konstruktes (von 17,24% + 2,05 auf 8,74%88)L(Abbildung 17C).
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Abbildung 17

Anderungen der Anzahl und Lokalisation der U6-shRNAKassetten zur Optimierung der lentiviralen
shRNA Konstrukte.

(A) Schematische Darstellung der klonierten lentieinal Vektoren mit ein bis drei U6-shRNA
Expressionskassetten. Es wurden die sShRNA9 undeP@endet(B) Real Time PCR Daten zuGT mRNA
Expressionsrate in % der lentiviral transduzie RSt (200ng ViruRkT) gegeniber nicht infizierten PSF Zellen
(wt), n=3, MW + SEM. Transduktion der PSF mit 200rigus-RT. (C) Real Time PCR Daten zuGT mRNA
Expressionsrate in % der lentiviral transduzieRSt (200ng bzw. 600ng Virk’T) gegeniber nicht infizierten
PSF Zellen (wt), n=3, MW + SEM. SIN Mutation.
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Insgesamt wurde die starkss&sT mRNA Reduktion unter Verwendung der U6-shRNA9
Kassette mit Transduktion von 600ng des LTR-U6-sABNKonstruktes (8,74% + 1,88)
erreicht. Die starkstaGT mMRNA Reduktion unter Verwendung der U6-shRNA2&s&ette
wurde mit Transduktion von 600ng des U6-shRNA20 #tarktes (7,07% + 0,95) erreicht
(Abbildung 17C).

3.1.5. Funktionelle Analysen der PSF Mischpopurtatio

3.1.5.1. Zellwachstum transduzierter PSF Mischpatputen

Neben erfolgreicher Reduktion desGT mRNA levels spielt auch die Vitalitdt der
transduzierten Zellen eine entscheidende Rollevitde beobachtet, dass durch Infektion der
PSF Zellen mit den LTR-U6-shRNA20 Vektoren stetsieeiVerschlechterung der
Wachstumsraten der Zellen zu verzeichnen war. Dialyse der Sterberate der Zellen durch
den Sulforhodamin B Assay (2.11.4.) zeigte ein Aksnh der Wachstumsrate innerhalb von
72h nach Transduktion (2.9.3.), wohingegen die W®&RshRNA9 infizierten Zellen
weiterhin eine dem Wildtyp (wt) entsprechende Waahnsrate aufwiesen (Abbildung 18).
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden weitere Versuoiie U6-shRNA9 und LTR-U6-
ShRNA9 codierenden Vektoren durchgefihrt.
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Abbildung 18

Sulforhodamin B Assay
Darstellung der ermittelten PSF Wachstumsraten irdé6 lentiviral transduzierten PSF (200ng ViRiE-

gegeniber nicht infizierten PSF Zellen (wt), n=1.
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3.1.5.2. Mikroskopie transduzierter PSF Mischpofoieen

Zur Visualisierung der Reduktion dergal Epitope auf den Oberflachen der PSF Zellen
wurden die transduzierten Zellen (2.9.3.) auf sgkri Mikroskopierslides kultiviert, mit
Lectin gefarbt (2.11.1.) und mikroskopiert (2.11L.&egenuber dem U6-shRNA9 Konstrukt
(Abbildung 19B) besall das LTR-U6-shRNA9 Konstrukbljildung 19C) im Vergleich zu
den nicht transduzierten PSF Zellen (Abbildung 18A¢h visuell das starkere Knockdown
Potential deragal Epitope. Dies bestatigt die bisherigen Ergedmnider Analysen deaGT
MRNA level und deutet nicht nur auf die Reduktier dhRNA hin, sondern auch auf die

Reduktion des Enzyms auf Proteinlevel, was zur iwigerung der Anzahl deagal Epitope
fuhrt.

A wt + Lectin wt

B U6-shRNA9 U6B-shRNA9 C LTR-UB-shRNA9 LTR-UB-shRNA9
+ Lectin + Lectin

‘‘‘‘‘‘‘

PH PH

FL FL

200ng RT

Abbildung 19

Lectinstaining und Mikroskopie von U6-shRNA9 und LTR-U6-shRNA9 transduzierten PSF Zellen mit
zwei unterschiedlichen Virusmengen (200ng und 600rigT).

(A) Nicht transduzierte PSF Zellen mit (a, c¢) und ohfe d) Lectinstaining. VergroRerung 20x,
Mikroskopieeinstellungen: Hellfeld/PhasenkontradBH): (a-b; 6,76ms Belichtung, 0,2 Sattigung, 1,0nGe,
1,0 Gain), Fluoreszenz (FL) nach Lectin Stainingl(d0,2s Belichtung, 0,5 Sattigung, 1,0 Gamma,Qafn).
(B) Mikroskopie von transduzierten PSF Zellen mit 20@nd 600ng U6-shRNA9 ViruBT, VergroRerung 20x,
Mikroskopieeinstellungen siehe 19A4C) Mikroskopie von transduzierten PSF Zellen mit 2p@md 600ng
LTR-U6-shRNA9 VirusRT, VergroRerung 40x, Mikroskopieeinstellungen si2Ba.

600 ng RT 200ng RT 600 ng RT
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3.1.5.3. Durchflusszytometrie transduzierter PSBddipopulationen

Die Quantifizierung der Reduktion dagal Epitope auf den Oberflachen der transduzierten
PSF Zellen (2.9.3.) erfolgte nach Lectin-Staini@dLL.1.) per Durchflusszytometrie (2.11.2.)
von 20.000 Zellen pro Probe (Abbildung 20).
Durch Infektion mit U6-shRNA9 konnte die Anzaldal Epitope auf 54,87% + 16,2 (200ng
RT) bzw. 47,20% (600n&T) reduziert werden (Abbildung 20A). Eine weiteredRlktion der
gal Epitope wurde durch Infektion mit dem LTR-UGRMA9 Konstrukt erzielt (40,42% =+
8,09 bei 200ngRT und 10,67% * 2,61 bei 600ngT) (Abbildung 20A). Bei beiden
Konstrukten zeigte sich folglich eine Effizienzvesiserung durch Erhéhung der Virusmenge,
insbesondere bei LTR-U6-shRNAS9. Interessanterwassgten sich bei der Analyse de&T
MRNA levels nach Transduktion mit 600R3J U6-shRNA9 bzw. LTR-U6-shRNA9 nicht so
starke Unterschiede wie ebi Analyse d@eyal Epitope: Wéhrend eine Reduktion d&ST
MRNA levels auf 13,41% + 1,82 (U6-shRNA9) bzw. 8&4 1,88 (LTR-U6-shRNA9)
erreicht wurde (3.1.4.3., siehe auch Abbildung 1A@)rden 47,20% (U6-shRNA9) bzw.
10,67% + 2,61 (LTR-U6-shRNA@gal Epitope detektiert (Abbildung 20B).
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Lentivirale Vektoren Lentivirale Vektoren
Abbildung 20

Lectinstaining und Durchflusszytometrie von U6-shRM9 und LTR-U6-shRNA9 transduzierter PSF mit
zwei unterschiedlichen Virusmengen (200ng und 600rigT).

(A) gal Epitope in % der lentiviral transduzierten P&00ng bzw. 600ng ViruRT) gegeniber nicht
infizierten PSF Zellen (wt), Analyse von 20.00012elnach Lectinstaining, n>3, MW = SEM (Ausnahm@r&f
U6-shRNA9 n=2).(B) Korrelation der gal Epitopreduktion (Durchflusszytometrie) mit de6T mRNA
Reduktion (Real-Time PCR) in % der U6-shRNA9 bzWR:-U6-shRNA9 lentiviral transduzierten PSF (600ng
Virus-RT) gegenilber nicht infizierten PSF Zellen (wt).
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3.1.5.4. siRNA Expression in transduzierten PSFchp®pulationen

Neben den direkten Effekten der shRNA9 aufali@l mRNA level (3.1.4.3.) und Expression
der agal Epitope (3.1.5.2. und 3.1.5.3.) wurde im Fobiggm mittels Northern Blot Analyse

(2.10.11.) die Menge der gebildeten siRNAs (2.10i2. den transduzierten PSF Zellen
(2.9.3.) nachgewiesen (Abbildung 21).

Abbildung 21

siRNA9 Expression und funktionelle Analysen der letiviralen Vektoren mit H1-shRNA9 und U6-
shRNA9 Expressionskassetten.

(A) Northern Blot Analyse der siRNA9 gegenuber der ta@hsiRNA miR-21 nach Transduktion mit
verschiedenen lentiviralen Vektoren mit 200ng 0866ng VirusRT. (B) gal Epitope in % der lentiviral
transduzierten PSF (200ng bzw. 600ng ViRIB- gegenuber nicht infizierten PSF Zellen (wt),
Durchflusszytometrie von 20.000 Zellen nach Lec#imng, n>3, MW * SEM.(C) GT mRNA in %
gegeniber nicht infizierten PSF Zellen (wt), Reahd@-PCR Analyse, n>3, MW + SEM.
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Durch die Verwendung der U6-shRNA Expressionskémsekonnten bei allen drei
verwendeten lentiviralen Konstrukten (200 bzw. GPMGIT U6-shRNA9 sowie LTR-U6-
shRNA9) jeweils groRere siRNA9 Mengen im Verglemh den H1-shRNA9 Konstrukten
(200 bzw. 600ndRT H1-shRNA9 sowie LTR-H1-shRNA9) erzielt werden (Adong 21A).
Dementsprechend zeigten auch die Analysen dal Epitope (Abildung 21B) und deGT
MRNA (Abbildung 21C) in den transduzierten Zellent iH1-shRNA Expressionkassetten
geringere Reduktionen im Vergleich zu den U6-shRK&#ssetten. Unter Verwendung des
U6-Promoters konnte Reduktionen degal Epitope mittels Durchflusszytometrie (2.11.2.)
(Abildung 21B) und der GT mRNA mittels Real-Time PCR (2.10.11.) (AbbildugdC)
nachgewiesen werden, welche einher geht mit deeredhsiRNA Mengen im Northern Blot
(Abbildung 21A). Durch die generell starkere Exgies des U6 Promoters liel3en sich im
Northern Blot keine visuellen Unterschiede mehiden siRNA9 Mengen in Abhéngigkeit

vom Konstrukt im Vergleich zur Loading Kontrolle Ri21 erkennen (Abbildung 21A).

3.1.5.5. Lyse/Chrom-Release Assay

Im Folgenden wurde untersucht, inwieweit ein Knamkd der aGT und damit
einhergehender Reduktion dagal Epitope an der Zelloberflache die Lyse von e
Zellen durch Komplement-haltigem humanen Serum (NR®&pidiumiodid-Assay) oder
aufgereinigtem Komplement (AG Prof. Schwinzer, @GhwBelease Assay) verringert werden
kann. Dafur wurden PSF Zellen mit U6-shRNA9 Expi@sskassetten transduziert, mit
Komplement-haltigen Lésungen inkubiert und die ge# mittels Propidiumiodid-Assay
(2.11.5.) oder Chrom-Release-Assay (2.11.6.) amaty®abei konnten in Abhangigkeit von
der Starke demgal Epitopreduktionen unterschiedlich hohe Lyserdestgestellt werden.
Der Chrom-Release-Assay zeigte durch Zugabe vogeaeihigtem humanem Komplement
im Vergleich zu Wildtyp-PSF Zellen bei den U6-shRNwnsduzierten PSF Zellen eine
verminderte Zelllyse (Abbildung 22A, griine KurvBje Zelllyse konnte durch Erhéhung der
Virusmenge (von 200ng auf 600yT) zusatzlich reduziert werden (Abbildung 22A, rote
Kurve). Nach Infektion der PSF Zellen mit 600ng &HRNA9 wurden die Lyse stark
reduzierte (Bsp. 1:20 Komplementverdiinnung, 0,3%.,86, Abbildung 22B). Mittels
Propidiumiodid-Assay konnte nach Transduktion m@0Rg RT LTR-U6-shRNA9 die
Zelllyse durch Zugabe von NHS ebenfalls reduziedrden (Abbildung 22C). Hierbei
erreichten die transduzierten PSF Zellen (Bsp. Nig@&lunnung 1:2 mit 0,38% + 1,10)

gleiche Lysewerte wie die igalknockout Zellen (0,41% + 1,11), welche durch métishes
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Komplement nicht lysiert werden und als Kontrollerden (Abbildung 22D). Auch HEK
Zellen zeigen keine durch das Mel3verfahren detdldie Lyse durch Zugabe von NHS. Die
hierbei ermittelten negativen Werte wurden jedodbhtn auf Null gesetzt, um den
Kurvenverlauf fur die Analysen beizubehalten (Abbihg 22C und 22D).

Abbildung 22

Analyse der Zelllyse von U6-shRNA9 und LTR-U6-shRNA transduzierten PSF Zellen.

(A) Zelllyse mittels Komplement (Chrom-Release-Ass&ypperation mit Prof. Schwinzer, Hannover) in % der
lentiviral transduzierten PSF (200ng bzw. 600ngus+RT) gegeniiber nicht infizierten PSF Zellen (wt), n=3,
MW + SEM. (B) Zelllyse nach Chrom-Release-Assay in % der lemativransduzierten PSF (200ng bzw. 600ng
Virus-RT) gegeniber nicht infizierten PSF Zellen (wt), Bé&$ Komplementverdiinnung 1:20, n=3, MW %
SEM. (C) Zelllyse mittels NHS (Propidiumiodid-Assay) in %rdentiviral transduzierten PSF (200ng VifR$}
gegeniber nicht infizierten PSF Zellen (wt), n>3M\ SEM (Ausnahme n=2 fir HEK293TD) Zelllyse nach
Propidiumiodid-Assay in % der lentiviral transdutém PSF (200ng ViruBT) gegenuber nicht infizierten PSF
Zellen (wt), Beispiel NHS-Verdiinnung 1:2, n>3, MWSEM (Ausnahme n=2 fir HEK293T).
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3.1.6. Generierung von Zellklonen

In den bisherigen Versuchen wurden PSF Zellen nmeredefinierten Virusmeng&kT
transduziert und sogenannte Mischpopulationen gaher Die Analysen solcher
Mischpopulationen stellten immer nur MittelwertéealZellen der Zellpopulation dar, wobei
neben Zellen mit hoher Integrantenzahl auch imnmmgransduzierte Zellen existieren. Um
gezielter die Knockdown Raten transduzierter Zellewersuchen zu konnen, wurden aus
einem transduzierten Zellpool einzelne Zellklonevgenen und analysiert (2.10.1.). Diese

tragen eine definierte Anzahl Integranten.

3.1.6.1. Bestimmung der Integrantenanzahl in déikldeen

Um in den zu untersuchenden Zellen einen stabileacKdown zu gewahrleisten, wurden
insgesamt 209 Zellklone durch Virustransduktion @6t600ngRT U6-shRNA9 generiert

(2.9.3.), von denen 114 Klone angewachsen sind0.(R)L (Tabelle 11). Von den 114
Zellklonen wurde die genomische DNA isoliert (289. mit Restriktionsenzymen
geschnitten (2.10.9.) und mittels Southern Blot §e& (2.10.10.) die Anzahl der lentiviralen

Virusintegranten untersucht.

Tabelle 11
Statistische Analyse der gewonnenen 209 Zellklone.

In  Abbildung 23A wurden beispielhaft einige Zellklw mit unterschiedlichen
Virusintegranten im Southern Blot dargestellt. 38 @14 Klone trugen zwischen einem und
sechs Virusgenomintegranten (Tabelle 16 im Anha¥igh den 38 Klonen trugen 22 Klone
einen Virusintegranten, 7 Klone trugen zwei, 4 Kotmugen drei, 4 Klone trugen vier
Virusintegranten und ein Klon trug sechs Virusgeimiegranten (Tabelle 16 im Anhang).
Dabei war die durchschnittlich erreichte Integraatezahl umso hoher, je mehr Virusmenge
fur die Zellklongenerierung verwendet wurde, vor0@6 Integranten bei Verwendung von
25ng VirusRT hin zu @ 2,14 Integranten bei Verwendung von 600itgs-RT (Tabelle 11
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und Abbildung 23B). Dem Erfolg in der durchschmitien héheren Virusintegrantenzahl
(2,14) bei hoher verwendeter Virusmenge (60®ij stand eine geringe Uberlebensrate
(9,59%) der generierten Zellklone gegeniber (TalEll).

Abbildung 23

Bestimmung der U6-shRNA9 Virusintegranten von Zellkonen.

(A) Southern Blot Analyse von gewonnenen Zellklonen Yirusintegrantenbestimmung. Beispiel Blot mit
sechs Zellklonen mit 2 bis 4 Virusintegranten. (wintransduzierte Kontzrolle]B) Durchschnittliche
Integrantenanzahl generierter Zellklone nach Trakisoin mit 25ng, 50ng, 200ng und 600ng VifR$-

3.1.6.2. Analyse deaGT mRNA Expression in den Zellkonen

Im Folgenden wurden die Zellklone mittels Real-TiR€R (2.10.4.) hinsichtlich desGT
MRNA Levels untersucht.

Abbildung 24

Darstellung der Korrelation von Virusintegrantenanzahl der Zellklone und Reduktion der GT mRNA in
% im Vergleich zu nicht transduzierten PSF-Zellen {t).
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Die Analyse der 38 Zellklone, die einen bis seclrsidintegranten trugen, zeigte dabei eine
zunehmende Reduktion derGT mRNA mit zunehmender Virusintegrantenzahl pro
Wirtszellgenom, von durchschnittlich 39,44% + 3,49ei Zellklonen mit einem
Virusintegranten, Uber 16,36% = 1,74 bei Zellklomeih zwei Integranten, 19,31% =+ 3,12
bei Zellklonen mit drei Virusintegranten, 11,23% ¥10 bei Zellklonen mit vier
Virusintegranten bis hin zu durchschnittlich 8,21%6 1,92 bei Zellklonen mit sechs
Integranten (Abbildung 24). Dabei wurden die Zellié mit gleicher Integrantenanzahl
zusammengefasst, unabhangig von der urspringiolduzierten Virusmenge (Tabelle 11).
In Abbildung 25 wurden dieGT mRNA Reduktionen aller 38 Zellklone, welche @irtgs
sechs U6-shRNA9 Virusintegranten tragen, dargegestibildung 25). Dabei erreichten von
den 38 Zellklonen sechs Klone (ca. 16%) eil' mRNA Reduktion auf einen Bereich von
100-50% (Tabelle 16 im Anhang). Zwei Klone hatteneeErhdhung der GT mRNA im
Vergleich zu nicht transduzierten PSF Zellen (wt) Eolge. Acht Klone (ca. 21%) wiesen
eine GT mRNA Reduktion auf 50-25% auf. Die Mehrzahl d@llklone (17 Klone, dies
entspricht ca. 45%) erreichte eine Reduktion d@f mMRNA auf 25-10%. Die starkst&sT
MRNA Reduktion auf unter 10% konnte durch finf Kdajea. 13%) erzielt werden (Tabelle
16 im Anhang). Fiur weitere Untersuchungen wurde Egkus auf die in Abbildung 25
markierten Zellklone gelegt und die Zellkone ohnsatzliche Angabe der urspriinglichen
Virusmenge (25, 50, 200 bzw. 600Rd) aufgeflhrt.
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Abbildung 25

Analyse der GT mRNA level von U6-shRNA9 Zellklonen in % im Verdeich zu nicht transduzierten
PSF-Zellen (wt).

Die Bezeichnungen 25, 50, 200 und 600 bezogenaitldie MengeRT in ng des verwendeten U6-shRNA9
lentiviralen Konstruktes, die urspriinglich zur Tseoktion der PSF Zellen verwendet wurden, aus démen
Folgenden die Zellklone generiert wurden (siehehaBid.6. und 3.1.6.1.). 8, MW + SEM ¥t Wichtige
Zellklone nachfolgender Experimente.
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3.1.6.3. Langzeitanalyse de6T mRNA Knockdown in den Zellklonen

Durch die Generierung der Zellklone (2.10.1.) kenjgdem Zellklon eine definierte Anzahl
an viralen Integranten zugeordnet werden (3.1.6.Djes sollte auch in stabilen
Knockdownraten der GT mRNA resultieren, was beispielhaft fur die Zkllke 19 (zwei
Integranten) und 24 (drei Integranten) im Verlawdnvvier Zellkulturpassagen (2.8.2.)
wiederkehrend mittels Real-Time PCR (2.10.4.) nashgsen wurde (Abbildung 26). Selbst
nach vier Passagen, was einem Zeitraum von ca.ch&o(Klon 19) bis ca. 5 Wochen (Klon
24) entsprach, blieben die ermittelteBT mRNA Level konstant.

Abbildung 26
Langzeitanalyse der GT mRNA der Zellklone 19 und 24.
Dargestellt ist der Verlauf von 4 Zellkulturpassage % gegentiber untransduzierten PSF. n=3, MW M.SE

3.1.6.4. Mikroskopie der Zellklone

Zur Visualisierung der Reduktion damgal Epitope auf den Oberflachen der PSF Zellen
wurden die Zellklone (2.10.1.) auf speziellen M#kopierslides herangezogen, mit FITC-
gelabelten Lectin gefarbt (2.11.1.), welches siah @ie agal Epitope anlagert, und
mikroskopiert (2.11.3.). Dabei zeigte sich, dasbtgber die Virusintegrantenzahl der Klone
war, umso deutlicher fiel auch die visuelle Ausprdg deragal Epitopreduktion unter dem
Mikroskop (Abbildung 27B) im Vergleich zu PSF Whigizellen aus (Abbildung 27A).
Abbildung 27B zeigt diese Korrelation am Beispier &ellklone 19 (2 Integranten), 24 (3
Integranten) und 42 (4 Integranten). Obwohl diéT mRNA level der Zellklone 117
(15,27% + 1,77, 2 Integranten) und 126 (5,90% & 045Integranten) relativ gering ausfielen
(Abbildung 25), zeigten sie in der mikroskopischmalyse hdhere Fluoreszenzintensitaten
im Vergleich zu den Zellklonen 42 (14,16% + 0,46§019 (8,54% + 0,66) (Abbildung 27B).

85



Ergebnisse

Abbildung 27

Lectinstaining und Mikroskopie von U6-shRNA9 Zellklonen.

(A) Nicht transduzierte PSF Zellen mit (b, d) und oh(® c) Lectinstaining. VergroRerung 20x,
Mikroskopieeinstellungen: Hellfeld/PhasenkontraBH): (a-b; 6,76ms Belichtung, 0,2 Sattigung, 1,0nGe,
1,0 Gain), Fluoreszenz (FL) nach Lectin Stainingl(d0,2s Belichtung, 0,5 Sattigung, 1,0 Gamma,Qafn).

(B) Mikroskopie ausgewahlter U6-shRNA9 Zellklone; VMeifgerung 20x (a-d) sowie 40x (e-f),
Mikroskopieeinstellungen siehe 27A
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3.1.6.5. Analyse dergal Epitope der Zellklone

Im Folgenden wurden die U6-shRNA9 Zellklone mittélectin Staining (2.11.1.) und
Durchflusszytometrie (2.11.2.) hinsichtlich degal Epitoplevel quantitativ untersucht. Die
Durchflusszytometrie von 13 ausgewahlten Zellklonaih 1-4 Virusintegranten zeigte eine
zunehmende Reduktion dergal Epitope mit zunehmender Virusintegrantenzatdn v
durchschnittlich 58,88% + 5,64 bei Zellklonen minheam Virusintegranten bis hin zu
durchschnittlich 10,95% = 1,55 bei Zellklonen miénvVirusintegranten (Abbildung 28A).
Die agal Epitoplevel von Zellklonen mit nur einem Virnggranten schwankte zwischen
92,04% + 17,54 (Klon 4) bis 32,01% = 5,39 (Klon ZBbbildung 28B, Beispielhafte
Darstellung von 7 Zellklonen, Darstellung aller IKklne mit einem Virusintegranten siehe
Abb. 25). In Abbildung 28C wurden digjal Epitopreduktionen von ausgewahlten Zellklonen
mit 2-4 Virusintegranten dargestellt, welche aufgtihrer guten Wachstumsraten und hohen
Silencingpotentiale (3.1.6.2.) bevorzugt fur westddntersuchungen herangezogen wurden
(Klon 12, 19 und 117 mit zwei Integranten, Klon it drei Integranten sowie Klon 42 und
126 mit vier Integranten). Die Reduktion deamgal Epitope stieg mit zunehmender
Integrantenzahl von 61,13% + 10,57 (Klon 12) Ub&B83% * 6,03 (Klon 24) auf 9,58% =+
1,87 (Klon 42) (Abbildung 28C). In der Abbildung @8vurden zu Vergleichszwecken die
Ergebnisse der Analysen d@GT mRNA level (Abbildung 25) ausgewéhlten Zellklomét
den Ergebnissen der Analysen @gral Epitope zusammengefasst dargestellt. Das Ausmalf}
der Reduktion desGT mRNA levels und der Reduktion degal Epitope korrelierten dabei
jeweils mit der Anzahl der Virusintegranten: Je mehusintegranten der Zellklon aufwies,
umso hoher fielen die Reduktionen vaBT mRNA und gal Epitopen aus (Abbildung 28C).
Die starksten gal Epitop Knockdown Raten wiesen die beiden Klonmst vier
Virusintegranten auf: Klon 42 mit 9,58% + 1,87 Udn 126 mit 14,14% + 2,02. Die hohen

GT mRNA Knockdown Raten der Klone 19, 24 und 11Bk#dung 25 bzw. 28C) wirkten
sich hingegen nicht auf ahnlich hohe Knockdown Rater gal Epitope aus: Klon 19 mit
34,38% + 3,21, Klon 24 mit 33,33% * 6,03 sowierKIdl7 mit 50,22% + 5,86 (Abbildung
28C).
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Abbildung 28

Analyse deragal Epitope und Darstellung deaGT mRNA levels ausgewéahlter Zellklone.

(A) Darstellung der Korrelation von Virusintegranterainl der Zellklone mit unterschiedlicher Integranzizhl
und Reduktion dergal Epitope in % im Vergleich zu nicht transduzertPSF-Zellen (wt)(B) gal Epitope
von U6-shRNA9 Zellklonen mit einem Integranten ini®b Vergleich zu nicht transduzierten PSF-Zellet)(w
n3 MW = SEM (Ausnahme n=2 fir Klon 166)(C) Korrelation der gal Epitopreduktion
(Durchflusszytometrie) mit derGT mRNA Reduktion (Real-Time PCR) in % gegenlbehninfizierten PSF
Zellen (wt), n 3, MW £ SEM. Daten bernommen aus Abbildung 25.
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3.1.6.6. Lyse der Zellklone

Die Analyse der Zelllyse erfolgte nach Zugabe vamiplement-haltigen Loésungen (NHS)
mittels des Propidiumiodid-Assays (2.11.5.). Dabedie Zelllyse umso geringer, je niedriger
die Anzahl deragal Epitope auf den Zelloberflachen ist. Das Lyskeaken der Zellklone war
bei allen funf betrachteten Zellklonen &hnlich (AbBbng 29). Bei einer NHS Verdinnung
von 1:2 lag die niedrigste Lyse eines Zellklones 1i603% + 2,77 (Klon 117). Dies lag
zwischen der Zelllyse von igalZellen (0,41% + 1,11) und HEK Zellen (-6,69%), ore
jeweils durch menschliches Komplement nicht lysreutden (Abbildung 29).

Abbildung 29

Untersuchung der Zelllyse von U6-shRNA9 Zellklonemittels Propidiumiodid-Assay.

Nach Inkubation der Zellen mit humanem Serum etéottie Analyse der Zelllyse, dargestellt sind diert¥ in
% gegenlber nicht infizierten PSF Zellen (wt), N3 + SEM (Ausnahme n=2 fir HEK293T).

3.1.6.7. siRNA Expression in den Zellklonen

Neben den direkten RNAI-Effekten durch die UG6-shRNAXxpressionskassetten der
Zellklone auf dieaGT mRNA (3.1.6.2.) undagal Epitope (3.1.6.4. und 3.1.6.5.) wurde
anschlieend mittels Northern Blot Analyse (2.10.1die Menge der gebildeten siRNAs
(2.10.2.) nachgewiesen (Abbildung 30). Dabei zesith, dass je mehr Virusintegranten der
Zellklon aufwies (3.1.6.1.), umso grol3ere siRNA Men waren visuell auch sichtbar
(Abbildung 30). Wie schon bei den Mischpopulatiorggzeigt wurde (3.1.5.4.), korrelierte
die Menge an nachgewiesener siRNA9 mit der Stadee Khockdown Potentials vorGT
MRNA (Abbildung 25 bzw. 28C) undgal Epitope (Abbildung 28). So korrelierten die im
Northern Blot (Abbildung 30) sichtbar geringerefRNIA Mengen des Klones 12 (zwei
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Virusintegranten) gegenuber den starker sichtb@&B®NA Mengen des Klones 42 (vier
Virusintegranten) mit den ermitteltelsT mRNA (36,90% = 4,62 versus 14,16% + 0,49) und
gal Epitop Reduktionen (61,13% * 10,57 versus 9,%8¥87).

Abbildung 30

Untersuchung der siRNA9 Expression der Zelklone miels Northern Blot Analyse.

Dargestellt ist die Menge der siRNA9 in den versdbieen U6-shRNA9 Zellklonen. Als loading-Kontrolle
diente miRNA21.

3.2. Kombination verschiedener Expressionskassettérentivirus

3.2.1. Generierung multitransgener lentiviraler ¥e&n

Neben der U6-shRNA Kassette fir den Knockdown @&l mRNA sollten im weiteren
Verlauf noch weitere Transgene in die lentiviradektoren (LV) kloniert werden (1.6.).
Dabei lag der Fokus auf die trunkierte 16slichesiamn des Complement Rezeptors 1 (tsCR1),
ein komplement-regulatorisches Enzym, und auf eelob-galactosidase C (EndoGalC), ein
Enzym, welchesagal Epitope auf Schweinezellen reduzieren kannd®dtroteine sollten
letztlich zur geringeren Organabstoung fuhren inbktk auf die Xenotransplantation
porciner Organe. Da die gesamte VirusgenomgrofRgidinist (ca. 12kb max. mdgliche
Virus-Genomkapazitat, Let al 2011), wurde eine U6-shRNA Expressionskassetteigkw
welche mdoglichst eine geringe GrélRe bei hohem E#ekwies (3.1.4.3.). Daher wurden fur
die nachfolgenden Versuche mit U6-shRNA9 Expreskiassetten im multitransgenen
Vektor lentivirale Konstrukte mit der Lokalisatiasher U6-shRNA9 Kassette in der LTR
gewahlt. Es wurden unterschiedliche Konstrukte iddn (i) Konstrukte mit nur einem
Transgen (tsCR1 oder EndoGalC), (ii) Konstrukte mitem der beiden Transgene und

zusatzlich die U6-shRNA9 Expressionskassette irBderR oder (iii) Konstrukte mit beiden
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Transgenen gleichzeitig (tsCR1 und EndoGalC), vedea Uber ein 2A Element (Abbildung
31) (2.7.).

Abbildung 31

Schematische Darstellung verschiedener lentivirale¥ektoren.

EndoGalC (Endo-galactosidase C vorClostridium perfringely tsCR1 (trunkierte l6sliche Version des
Complement Rezeptors 1), 2A Element (22 aa langafuhgssignal fur das Enzym Furin).

3.2.2. Nachweis der Transgenexpression per PCR

Zur Analyse der EndoGalC und tsCR1 Expression answuzierten Zellen wurde die
semiquantitative PCR (2.4.14.) herangezogen. Djabeerste Hinweise fur die Funktionalitat
der multitransgenen lentiviralen Vektoren (3.2.1Nach Transduktion (2.9.3.) von zwei
ausgewahlten U6-shRNA9 Zellklonen (Klon 12 und Ki24) mit dem tsCR1 Konstrukt
(Abbildung 31, PGK-tsCR1) konnte die tsCR1 mRNA ¢d&/ in den Zellen im Vergleich zu
nicht transduzierten PSF Wildtypzellen nachgewiesegrden (Abbildung 32A). Nach
Transduktion von PSF Wildtypzellen mit den lenten Konstrukten PGK-EndoGalC,
PGK-tsCR1 und PGK-EndoGalC-2A-tsCR1 sowie PGK-Emal@a.TR-U6-shRNA9 und
PGK-tsCR1-LTR-U6-shRNA9 (Abbildung 31) wurden ehals tsCR1 und EndoGalC
MRNA Expressionen nachgewiesen (Abbildung 32B). Dignsgenexpressionen von tsCR1
und EndoGalC waren nach Transduktion mit den Eiremedgenvektoren inklusive der U6-
ShRNA Kassette (PGK-EndoGalC-LTR-U6-shRNA9 und PGER1-LTR-U6-shRNA9)
mit 131,79% bzw. 150,48% jeweils hoher im Vergleiehr Transduktion mit den
Einzeltransgenvektoren ohne zusatzliche shRNA (EBHeGalC und PGK-tsCR1)
(Abbildung 32B und 32C). Bei Infektion mit dem Dadpansgen Konstrukt PGK-
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EndoGalC-2A-tsCR1 war aufféllig, das die EndoGalCRMA im Vergleich zum
Einzelkonstrukt PGK-EndoGalC konstant blieb (10938 die tsCR1 mRNA jedoch in
geringer Menge (32,44%) nachweisbar war (Abbild828 und 32C).

Abbildung 32

Nachweis der Transgenexpression EndoGalC und tsCRder Semiquantitativer PCR nach Transduktion
mit lentiviralen Konstrukten im Vergleich zu nicht transduzierten Zellen (wt).

(A) Agarosegelelektrophorese nach SemiquantitativeR.PTansduktion der U6-shRNA9 Zellklone 12 (2
Integranten) und 24 (3 Integranten) mit PGK-tsCR1Mergleich zu nicht transduzierten Zellen (WtCRl und
actin Primer sind in Tabelle 20 im Anhang aufgelis(B) Agarosegelelektrophorese nach Semiquantitativer
PCR nach Transduktion von PSF Zellen mit verschieddentiviralen Vektoren (200ng Vird®T) im Vergleich

Zu nicht transduzierten Zellen (wt). EndoGalC, t4GRd actin Primer: Tabelle 20 im Anhar{@) Grafische
Auswertung der EndoGalC und tsCR1 mRNA ExpressiachrSemiquantitativer PCR in % im Vergleich zu
den jeweiligen transduzierten Zellen mit PGK-EndiGdzw. PGK-tsCR1. Die Daten wurden aus den
Ergebnissen in (B) ermittelt.
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Im Anschlul3 erfolgte die quantitative Bestimmurey dransgenexpression aller Transgene
nach Transduktion der PSF Zellen (2.9.3.) mit dentitransgenen lentiviralen Vektoren
(3.2.1.) zeitgleich in einem PCR-Ansatz mittels &fBR-Green PCR Analyse (2.10.5.).
Abbildung 33A zeigt die EndoGalC mRNA Expressiomath Transduktion mit dem PGK-
EndoGalC-2A-tsCR1 Doppeltransgenkonstrukt bzw. de@@K-EndoGalC Einzelkonstrukt.
Dabei war im Vergleich zum Einzelkonstrukt die EG@C mMRNA Expression des
Doppelkonstruktes  ahnlich  stark  (85,47% + 22,63).urdd Erhéhung der
Virustransduktionsmengen von 200ng auf 60BTgkonnten die Expressionen der EndoGalC
MRNA gesteigert werden (von 100% auf 283,90% fis B&K-EndoGalC Konstrukt und
von 85,47% * 22,63 auf 156,25% + 34,22 fur das FEBIdeGalC-2A-tsCR1 Konstrukt)
(Abbildung 33A). In Abbildung 33B wurden die tsCRhRNA Expressionen nach
Transduktion vom PGK-EndoGalC-2A-tsCR1 Doppeltramsgnstrukt mit der Expression
nach Transduktion vom tsCR1 Einzelkonstrukt vergdit. Dabei war im Vergleich zum
Einzelkonstrukt (200ndRT) die tsCR1 Expression des Doppelkonstruktes starkmiert
(13,13% =+ 3,28). Durch Erhdhung der Virustransduigmengen von 200ng auf 600Rg
PGK-tsCR1 (Einzelkonstrukt) konnten die Expressioer tsSCR1 mRNA von 100% auf
216,64% gesteigert werden (Abbildung 33B). Die HEdrig der Virustransduktionsmengen
konnte die Expression der tsSCR1 mRNA fir das PGKeEalC-2A-tsCR1 Doppelkonstrukt
zwar ebenfalls erhéhen (von 13,13% + 3,28 auf 34,340,58), blieb damit jedoch weiterhin
stark minimiert im Vergleich zur Transduktion miterd PGK-tsCR1 Einzelkonstrukt
(Abbildung 33B). In weiteren nachfolgenden Versucha&urde geklart, ob diese
Expressionsraten von tsCR1 fur einen funktionelgfekt auf die Reduktion der Zelllyse

ausreichend sind, da bisher lediglich Untersuchoragg mRNA-Level durchgefuhrt wurden.
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Abbildung 33

Analyse der EndoGalC und tsCR1 mRNA level transduzrter PSF mittels Real-Time PCR Analyse.

(A) SYBR-Green PCR Analyse nach Transduktion von PR3FPGK-EndoGalC und PGK-EndoGalC-2A-
tsCR1 Konstrukten mit 200 und 600MjT jeweils im Vergleich zur Transduktion mit 200MT PGK-
EndoGalC. n=3, MW + SEM (Ausnahme n=2 fiir 60®if PGK-EndoGalC)(B) SYBR-Green PCR Analyse
von PSF nach Transduktion mit PGK-tsCR1 und PGKd&alC-2A-tsCR1 Konstrukten mit 200 und 600R§
jeweils im Vergleich zur Transduktion mit 200RY PGK-tsCR1. n=3, MW + SEM (Ausnahme n=2 fir 600ng
RTPGK-tsCR1).

3.2.3. Nachweis des tsCR1 Proteins

Wie schon vorangegangen erwahnt sollte im Folgergganift werden, ob die auf mRNA
level nachgewiesene Expression von tsCR1 in tramedan PSF Zellen (3.2.2.) fur eine
ausreichende Funktionalitat des Enzyms ausreicd. tBCR1 Protein wird nach Bildung von
den Zellen sezerniert und kann mittels Western Blaalyse (2.10.12.) untersucht werden.
Nach Infektion von PSF Zellen mit den KonstrukteBKRPtsCR1 und PGK-EndoGalC-2A-
tsCR1 konnte das tsCR1 Protein sowohl im Zellysataach im Zelliberstand (Abbildung
34A und 34B) nachgewiesen werden. Dies bestatigt&Sdzernierung des gebildeten tsCR1

Proteins in nachweisbaren Mengen.
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Abbildung 34

Western Blot Analyse vom tsCR1 Protein in Zellysatind Zelliberstand transduzierter PSF Zellen.

(A) Western Blot Analyse von tsCR1 und der Loading tkaite Tubulin nach Transduktion von PSF Zellen mit
den Konstrukten PGK-tsCR1 und PGK-EndoGalC-2A-ts@R¥ergleich zu nicht transduzierten PSF (wt) und
L23 Kontrollzellen.(B) Coomassie Gelstaining als Loadingkontrolle degetrfigenen Proteine im Uberstand.

3.2.4. Funktionelle Analysen der Einzel- und Dopagisgen Vektoren

Desweiteren wurde analysiert, ob die gebildeten o8adC mRNA Mengen ebenfalls
ausreichend waren, um eine Reduktion @gal Epitope detektieren zu kénnen und dadurch
eine Minimierung der Zelllyse nach sich ziehen. iGielbe tsCR1 Proteinmengen dienen
ebenso der Reduktion der Zelllyse und wurden daegd auf Funktionalitdt untersucht.
Hierzu wurden die mit den lentiviralen Vektoren23.) transduzierten Zellen (2.9.3.) auf die
agal Epitoplevel (2.11.2.) und das Zelllyseverhalteacth Propidiumiodid Assay (2.11.5.)
analysiert und verglichen. Per Real-Time PCR (2.)0Oerfolgte zusatzlich ein genereller
Vergleich der multitransgenen Vektoren mit den LOUB-shRNA9 Vektorkonstrukten
hinsichtlich demaGT mRNA Reduktion. In Abbildung 35A wurden die R&tlanen der GT
MRNA durch Infektion von PSF Zellen mit den vergcd@nen lentiviralen Vektoren (3.2.1.)
dargestellt. Da nur die shRNA9 einen direkten Eidfauf das GT mRNA Level hat, wurde
erwartungsgemaf nur nach Infektion mit diesen Kakstn eine GT mMRNA Reduktion
messbar (LTR-U6-shRNA9 auf 17,24% * 2,05, PGK-Enal@a TR-U6-shRNA9 auf
21,33% + 0,93 sowie PGK-tsCR1-LTR-U6-shRNA9 auf324s + 3,21 gegenuber Wildtyp-
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Level) (Abbildung 35A). Dabei zeigte erwartungsg@mdie zusatzliche Klonierung der
Transgene EndoGalC oder tsCR1 in den LTR-U6-shRNa&Ror keine Anderung deaGT
MRNA Level, sie waren bei allen drei Konstruktemléh stark reduziert. Die Konstrukte
PGK-tsCR1 (120,31% + 15,72), PGK-EndoGalC (116,58%9,03) und PGK-EndoGalC-
2A-tsCR1 (109,48% = 6,42) hatten wie erwartet unel @ben bereits erwahnt keinen Effekt
auf die GT mRNA Level (Abbildung 35A). Die Funktionalitdedlentiviralen Vektoren mit
dem Transgen EndoGalC auf dagal Epitope wurde in Abbildung 35B dargestellt: Die
Reduktion der gal Epitope wird dabei sowohl durch shRNA9 Exprassils auch durch die
EndogalC Expression beeinflul3t. Dagal Epitop Reduktion durch das Konstrukt LTR-U6-
shRNA9 (auf 40,42% + 8,09 gegenuber wt) konnte ukombination mit der PGK-
EndoGalC Expressionskassette mit dem Konstrukt BB#eGalC-LTR-U6-shRNA9
(21,94% + 2,71) weiter verstarkt werden (AbbilduBgB). Die beiden Konstrukte ohne
SshRNA (PGK-EndoGalC und PGK-EndoGalC-2A-tsCR1) wresahnlich starke gal
Epitopreduktionen auf (73,55% und 78,52% + 14,5B6billung 35B). PGK-tsCR1 selbst
(103,28% + 6,03) hatte wie erwartet keinen Einfaud die Abundanz dergal Epitope
(Abbildung 35B).

Abbildung 35

Analyse der aGT mRNA und agal Epitope nach Transduktion von PSF mit verschiednen
multitransgenen lentiviralen Vektoren.

(A) GT mRNA Level verschiedener Vektoren in % nach $darktion von PSF im Vergleich zu nicht
transduzierten PSF (wt). n=3, MW + SENB) gal Epitop Level verschiedener Vektoren in % nach
Transduktion von PSF Zellen im Vergleich zu nictansduzierten PSF (wt). n=3, MW + SEM, Ausnahme
PGK-EndoGalC mit n=2.
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Die nachgewieseneagal Epitop Reduktionen wurden anschlieRend aufldagverhalten
der Zellen und damit auf die Funktionalitat hinensucht. Nach Transduktion der PSF Zellen
mit den Konstrukten PGK-EndoGalC, PGK-tsCR1 und PEKloGalC-2A-tsCR1 wies das
PGK-EndoGalC Konstrukt die geringste Zelllyse imr§leich zu nicht transduzierten Zellen
auf (Abbildung 36A). Die Zelllyse des PGK-EndoG&&-tsCR1 Konstruktes (5,93% +
4,88) lag dabei zwischen der des PGK-EndoGalC 9%,% 6,07) und des PGK-tsCR1
Konstruktes (9,33% + 2,28). Die Reduktion der %sk durch das tsCR1 Konstrukt konnte
durch Erhéhung der transduzierten Virusmenge vdingGauf 600ngRT verstarkt werden
(beispielhaft fur die NHS-Verdinnung 1:2 von 9,33%),28 auf -1,04%) (Abbildung 36B).

Abbildung 36

Analyse der Zelllyse von PSF Zellen nach Transdukbin mit verschiedenen Viruskonstrukten mittels
Propidiumiodid-Assay.

(A) Zelllyse von PSF Zellen nach Transduktion mit 20RTgVviruskonstrukten in % gegeniber nicht infizierten
PSF Zellen (wt). n=3, MW + SEMB) Zelllyse von PSF Zellen nach Transduktion mit 29p@md 600ngRT
PGK-tsCR1 Viruskonstrukt in % gegenlber nicht iiditen PSF Zellen (wt). n=3, MW + SEM. (Ausnahme fi
600ng PGK-tsCR1mit n=1)C) Zelllyse vom Zellklon 42 nach Transduktion mit 2gRT PGK-tsCR1 in %
gegeniber nicht infizierten PSF Zellen (wt). n=3\/M SEM.

In einem zusatzlichen Versuch wurde der Zellklon(d&i U6-shRNA9 Virusintegranten)
mit dem PGK-tsCR1 Konstrukt transduziert und didllyse analysiert. Die zuséatzliche
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Infektion zeigte dabei nur bei der hdochsten Serungeeeine weitere Minimierung der
Zelllyse (Abbildung 36C). Der hauptsachliche Effekthrt daher von der U6-shRNA9

Transgenkassette.

3.3. Generierung Transgener Schweine

Die vorangegangenen beschriebenen Klonierungenvitater Vektoren mit U6-shRNA
(3.1.4.3.) sowie weiteren Transgenen wie EndoGafler asCR1 (3.2.1.) dienten dazu,
Konstrukte zu finden, die am effizientesten d@TmRNA level undagal Epitope an der
Zelloberflache reduzieren und die Zelllyse porcirggllen durch humanes Serum am
starksten verhindern. Diese lentiviralen Vektoremrden anschlie3end fur die Generierung
transgener Schweine in Kooperation mit der Arbeitsge von Prof. Wolf (Lehrstuhl fur
molekulare Tierzucht und Biotechnologie, Minchesjwendet.

3.3.1. Generierung und Geburt von Schweinen

Transgene Schweine wurden Uber zwei Methoden gatidi) Gber subzonale Virusinjektion

in den perivitellinen Raum einer befruchteten He&h Einzellstadium mit anschlieRendem
Embryonaltransfer (ET) und (i) Uber Virustransdakt (2.9.3.) von PSF Zellen mit

anschlieBendem Nukleustransfer (NT) in entkerntezel€n und nachfolgendem

Embryonaltransfer (2.12.). Dies erfolgte in einemtiAum von Marz 2006 bis Februar 2009
(Tabelle 17 und Tabelle 18 im Anhang). Insgesamtdem 20 Embryonaltransfers nach
subzonaler Virusinjektion durchgefiihrt, von denechs in einer Trachtigkeit resultierten und
davon funf erfolgreich beendet werden konnten (Tabd2). Dies entsprach einer

Trachtigkeitserfolgsrate dieser Methode von 25%bevd.8 der 27 geborenen Ferkel lebend
geboren wurden (Tabelle 12). Aus den sieben dufidhgen Nukleustransferen resultierten
funf Trachtigkeiten, von denen bei zwei eine Resonpder Embryonen stattfand, zwei

gezielt vorzeitig fur die Analyse abgebrochen undeevollstandig ausgetragen wurde
(Tabelle 13). Insgesamt wurden dabei 10 Tiere g@hovon denen vier lebend geboren
wurden und sechs Feten (F1-F6) wegen frihzeitigbbréchs tot geholt wurden (Tabelle

13).
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Tabelle 12
Auflistung der funf erfolgreich beendeten Trachtigkeiten mittels Subzonaler Virusinjektion und
anschlieBendem Embryonaltransfer.

Tabelle 13
Auflistung der drei erfolgreichen Trachtigkeiten mittels Virustransduktion, anschlieRendem Kerntransfe
und Embryonaltransfer.

* Ein lebend geborenes Ferkel wurde am Tag 2 naebu@ von der Mutter erdriickt. # Die Trachtigkeiten
wurden gezielt vorzeitig abgebrochen und die Fétegeholt.

Die Ferkel wurden nach der Geburt unter naturlichBadingungen in speziellen
Aufzuchtgehegen bei der Mutter gehalten und durekedernahrt (Abbildung 37).

Abbildung 37
Beispiel der Aufzuchtgehege mit Muttertier und vierFerkeln.
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3.3.2. Analyse der Integranten und Methylierungen

Die genomische DNA (2.12.1.) aller 27 Ferkel ausr déethode der subzonalen
Virusinjektion (2.12.) und aller 10 Ferkel aus dédethode des Nukleustransferes (2.12.)
wurden entsprechend der Reihenfolge der Wiirfe (leah2 und 13) auf das Vorhandensein
lentiviraler Integranten mittels Southern Blot Ayse (2.10.10.) hin untersucht. Die Isolation
der RNA (2.10.2.), gefolgt von cDNA Synthese (231pund semiquantitativer PCR (2.4.14.)
diente als erste Einschatzung, ob transgene Fenkélurf vorhanden waren.

Nach subzonaler Injektion des Virus U6-shRNA9 am i 2006 konnten nachfolgend 38
Embryonen erfolgreich in das Muttertier 446 transi¢ werden. Am 15. Oktober 2006
wurden sieben Ferkel geboren (9536-9542), von demwesi die Geburt nicht tberlebten
(9538 und 9542). Die PCR Analyse der cDNA zeigtes das lebend geborene Ferkel 9539
transgen war. (Abbildung 38A). Die Southern Blotaiyse der gDNA unter Verwendung der
U6-shRNA9-Sonde (Tabelle 19 im Anhang) ergab fi& Berkel 9539 einen Virusintegranten
(Abbildung 38B). Die Analyse mit nicht methyliersggensitiven EnzymenSét) sowie
methylierungssensitiven Enzymeg&ag und Clal) (Abbildung 38C) und nachfolgendem
Southern Blot lie jedoch aufrund der identischemdenmuster (Abbildung 38D) auf eine
Methylierung des integrierten Virusgenoms und daawit eine transkriptionelle Inaktivitat
schlieBen. Alle Ferkel dieses Wurfes wurden daiawghbtotet.

Nach subzonaler Injektion des Virus PGK-tsCR1-LTR4hRNA9 am 28. Januar 2008
konnten nachfolgend 65 Embryonen erfolgreich inMagtertier 478 transferiert werden. Am
19. Mai 2008 wurden vier Ferkel geboren (9687-969@n denen zwei die Geburt nicht
Uberlebten (9688 und 9689). Die Southern Blot Asalynter Verwendung der gag-Sonde
(Tabelle 19 im Anhang) ergab fur das Ferkel 9688lches bei der Geburt gestorben war,
einen Virusintegranten (Abbildung 39A und 39B). Digulerliche physiologische
Begutachtung aller Ferkel des Wurfes war gleich umauffallig (Abbildung 39C als Beispiel
fur eines der vier Ferkel). Die Integration desugkonstruktes beim verstorbenen Ferkel
9688 war erwartungsgemal in allen untersuchten Gewgleich (Abbildung 39D).
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Abbildung 38

Analyse der Ferkel 9536-9542 aus der subzonalen &ktion des U6-shRNA9 lentiviralen Konstruktes.

(A) Agarosegelelektrophorese nach semiquantitativd? Baf das Vorhandensein des U6-shRNA9 Konstruktes
im Vergleich zu PSF Wildtypzellen (wt) und einemllklen mit U6-shRNA Virusintegranten (200-5, 1
Virusintegrant).(B) Southern Blot Analyse der Ferkel zur Virusintegembestimmung im Vergleich zu einem
Zellklon mit lentiviralem Integrant (200-5, 1 Virindegrant). Die gDNA (Ohrprobe) wurde nidanmHI verdaut
und der Southern Blot mit U6-shRNA9 Sonde gelal{€l). Schematische Darstellung der Bindungsstelle der
U6-shRNA9 Sonde und der Schnittstellen &st, Eag sowieClal zur Ermittlung des Methylierungsgrades der
gDNA. *Methylierungssensitive Enzymiag und Clal (Restriktion der gDNA an dieser Stelle erfolgtrnu
wenn die gDNA nicht methyliert ist}(D) Southern Blot Analyse der Ferkel zur Bestimmung gBNA
Methylierung. Die gDNA von Ferkel 9539 wurde mist/Eadg sowie Sst/Clal verdaut und der Southern Blot
mit U6-shRNA9 Sonde gelabelt. Die Kontroll-gDNAs rden nur mitSst verdaut.
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Abbildung 39

Analyse der Ferkel 9687-9695 aus der subzonalen é&ition des PGK-tsCR1-LTR-U6-shRNA9
lentiviralen Konstruktes.

(A) Schematische Darstellung der Bindungsstelle gy Sonde und der Schnittstellen v@anHl. (B)
Southern Blot Analyse der Ferkel zur Virusintegeattestimmung im Vergleich zu den Ferkeln 9539 uswil9
(ein Integrant bzw. kein Integrant, siehe auch khlyig 38). Die gDNA (Ohrprobe) wurde niBanHI verdaut
und der Southern Blot mgag Sonde gelabel{C) Abbildung eines der vier Ferkel des Wurfél3) Southern
Blot Analyse des Ferkels 9688 zum Integrationsnatsider lentiviralen DNA in allen untersuchten Gbese

im Vergleich zum nicht transgenen Ferkel 9687. BRNA aus verschiedenen Geweben wurde BatrH]I
verdaut und der Southern Blot rgiig Sonde gelabelt.
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Nach Transduktion von fetalen PSF Zellen mit demuskonstrukt PGK-EndoGalC-2A-
tsCR1 und anschlieBendem Nukleustransfer am O7efber 2008 in eine entkernte Eizelle
konnten nachfolgend erfolgreich mehrere Embryormemdas Muttertier NT28 eingebracht
werden. Von den vier (9832-9835) am 03.03.2009 gaten Ferkeln Uberlebten nur drei, das
Ferkel 9832 wurde nach zwei Tagen von der Muttedriekt (Tabelle 13). Die
semiquantitative PCR Analyse ergab im Wurf ein $gmes Ferkel 9833 (Abbildung 40A).
Die Southern Blot Analyse unter Verwendung dag-Sonde (Tabelle 19 im Anhang und
Abbildung 40B) ergab fiir das Ferkel 9833 einen §imtegranten (Abbildung 40C).

Im Anschluss wurden die transgenen Ferkel 9688s(wdyen, Abbildung 39) und 9833
(lebend, Abbildung 40) mittels methylierungssensii Southern Blot analysiert, um
herauszufinden, ob eine Methylierung des integrerProvirus vorliegt (Abbildung 41A).
Aufgrund der identischen Bandenmuster nach Verddu nicht methylierungssensitiven
(Sstl) sowie methylierungssensitiven (Eagl) EnzyrbenFerkel 9688 (PGK-tsCR1-LTR-U6-
ShRNA9) lie? sich auf eine Methylierung des integen Virus und damit auf eine
transkriptionelle Inaktivitat schlieRen (Abbildung 41A). Aufgrund der
Bandenmusterunterschiede beim Ferkel 9833 (PGK-Galf®>2A-tsCR1) kann auf ein
Fehlen von Methylierungen der gDNA geschlossen aenhd dementsprechend sollte eine
transkriptionelle Aktivitat vorliegen (Abbildung 4). Die jeweils zu erwartenden
Bandenmuster wurden in Abbildung 41B (PGK-tsC1-LUB-shRNA9) und Abbildung 41C
(PGK-EndoGalC-2A-tsCR1) schematisch dargestellt.
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Abbildung 40

Analyse der Ferkel 9832-9835 aus dem Kerntransferath Transduktion von Zellen mit dem EndoGalC-
2A-tsCR1 lentiviralen Konstrukt.

(A) Agarosegelelektrophorese nach semiquantitativeR RGf das Vorhandensein des Virusintegranten im
Vergleich zu Ferkeln aus Abbildung 39 (9687: keitegrant, 9688: 1 Integrant PGK-tsCR1-LTR-U6-shRINA9
(B) Schematische Darstellung der Bindungsstelle gy Sonde und der Schnittstellen vd@anHI. (C)
Southern Blot Analyse der Ferkel 9832-9835 zur $imtegrantenbestimmung im Vergleich zu den Ferkeln
9687 und 9688 (PGK-tsCR1-LTR-U6-shRNA9, Abbildurg).3Die gDNA aus verschiedenen Geweben wurde
mit BanHI verdaut und der Southern Blot ngiag Sonde gelabelt.
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Abbildung 41

Analyse der Methylierung der gDNA der Ferkel 9832-835 (PGK-EndoGalC-2A-tsCR1) und der Ferkel
9687-9688 (PGK-tsCR1-LTR-U6-shRNA9).

(A) Southern Blot Analyse der Ferkel zur Bestimmunggi2NA Methylierung. Die gDNA (Ohrprobe) wurde
mit Sst (jeweils linke Spur) undEag (Jeweils rechte Spur) verdaut und der Southewt Blit gagSonde
gelabelt.*Methylierungssensitives Enzymad (Restriktion der gDNA an dieser Stelle erfolgtrhnwenn die
gDNA nicht methyliert ist).(B) Schematische Darstellung der Bindungsstelle deg-Sonde und der
Schnittstellen vorSst und Eag zur Ermittlung des Methylierungsgrades der gDNér drerkel 9687-9688
(PGK-tsCR1-LTR-U6-shRNA9)(C) Schematische Darstellung der Bindungsstelle gkyrSonde und der
Schnittstellen vorSst und Eag zur Ermittlung des Methylierungsgrades der gDN@r drerkel 9832-9835
(PGK-EndoGalC-2A-tsCR1).
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3.3.3. Funktionelle Analyse des transgenen Schw&883

Die Ferkel 9833-9835 aus dem Wurf vom 03.03.2008KH=ENdoGalC-2A-tsCR1) wurden
fur weiterfUhrende Analyse am Leben erhalten. Vamdeinzigen Ferkel 9833 mit
Virusintegranten (1 Virusintegrant, Abbildung 40ndu aktiver Transkription aufgrund
fehlender Methylierung des Virusintegrationsberegcin der gDNA (Abbildung 41) wurden
nach Biopsie Zellkulturen angelegt. Per SYBR-Gré€&R (2.10.5.) konnte im Ferkel 9833
im Vergleich zum nicht transgenen Geschwistertiesseélben Wurfes (9834) eine um den
Faktor 26,58 + 7,52 hohere Expression der EndoGalRNA nachgewiesen werden
(Abbildung 42A). Die Expression von tsCR1 mRNA irarkel 9833 war im Vergleich zum
nicht transgenen Geschwistertier nicht nachweighlbildung 42B). Nach Inkubation von
Zellen mit NHS und anschlieendem Propidiumiodidads (2.11.5.) zeigten Zellen des
Ferkels 9833 im Vergleich zu den Zellen des Gesstantieres 9835 eine reduzierte Zelllyse
(Abbildung 42C), blieb jedoch hoher als die Zellyson PGK-EndoGalC-2A-tsCR1
transduzierten PSF Zellen (Abbildung 42C). Da zdiar Expression der EndoGalC mRNA
nachgewiesen werden konnte, der ExpressionsnackieeisCR1 mRNA aber nicht erbracht
werden konnte und zusatzlich die Reduktion derly&adl der Zellen des Ferkels 9833 nicht
ausreichend war, wurde das Tier abschlieRend getote

Abschlie3end wurde auch da&sT mRNA level von Zellen der Ferkel 9833 und 983% p
Real-Time PCR (2.10.4.) analysiert (Abbildung 4Babei zeigte sich eine geringea&T
MRNA Abundanz von Ferkel 9833 gegentiber dem Gestértier 9835. Die Expression der
aGT mRNA im Ferkel 9833 sollte durch das lentivirglenstrukt PGK-EndoGalC-2A-tsCR1
unberihrt bleiben, da das Konstrukt keine shRNAsK#s enthélt. Diese Ergebnisse spiegeln
demnach die natirlichen Schwankungen in der Meega@T mRNA Expression unter den

Geschwistertieren wider.
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Abbildung 42

Funktionelle Analyse des transgenen Ferkels 9833 iergleich zu Geschwistertieren 9834 bzw. 9835.

(A) Faktor der EndoGalC mRNA Expression nach SYBR-GER im Vergleich zum Geschwistertier 9834.
(B) Faktor der tsCR1 mRNA Expression nach SYBR-Gre€R in Vergleich zum Geschwistertier 983€)
Prozentuale Zelllyse von 9833 Zellen nach Inkubmatiit NHS und anschlieenden Propidiumiodid-Assay i

Vergleich zu Zellen des Geschwistertieres 9835 sdwGK-EndoGalC-2A-tsCR1 (200rigT) transduzierten
PSF Zellen. n=3, MW £ SEM.

Abbildung 43
aGT mRNA Expression der Ferkel 9835 und 9833, in %egenuber Ferkel 9835.
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Die drei aufgezeigten Wurfe mit den drei transgefiegren (9539, 9688 und 9833) im
Zeitraum von 2006 bis 2009 wurden in Tabelle 14amumengefaldt. Alle drei transgenen
Tiere wurden nach Abschluf3 der Analysen get6tet) einen aus Grinden des Silencing des

Virusintegranten (9539 und 9688) und zum anderen Grilnden der nicht ausreichenden

Reduktionspotentiale vaagal Epitopen und Zelllyse durch einen viralen Inéegen (9833).

Tabelle 14
Auflistung der drei Wirfe mit den daraus resultierenden transgenen Ferkeln.

* Ferkel 9832 wurde 2 Tage nach der Geburt durehMlitter erdrtickt.
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4. Diskussion

4.1. Auf der Suche nach der shRNA mit dem hdchstéiit mRNA Silencing

Potential

Eine Vielzahl vorangegangener Arbeiten auf dem &eler RNAI (SIRNA und shRNA) zum
erfolgreichen Knockdown von Zielgenen mittels leméler Vektoren (Rubinsoet al 2003,
Tiscorniaet al 2003, Stewaret al 2003, Zhuet al 2005) haben es ermdglicht, innerhalb der
vorliegenden Arbeit in kurzer Zeit eine effektiverdegie zum Silencing der mRNA da¥
1,3-Galaktosyltransferase GT) zu entwickeln. Die Sekundarstruktur des Zie&gen-1,3-
Galaktosyltransferase bot sehr viele mdgliche Afgpunkte fur die siRNA Silencing
Maschinerie, so dass unter Anwendung entsprechaizprter Regeln fir das si/shRNA-
Design einige wenige Bereiche ermittelt werden kenndie mit hochster Wahrscheinlichkeit
zu einem erfolgreichen Knockdown fuhren sollten sodhit den Grundstein fir diese Arbeit
legten (Zuckeret al 2003, 3.1.1. und Abbildung 12B). Um den bestmdgiic Knockdown
mittels shRNA codierender lentiviraler Vektoren zreichen, wurden insgesamt 18
verschiedene shRNA Sequenzen mit den aktuellstéifeptlichten Merkmalen (Reynolds

al 2004) unter Bericksichtigung der Sekundarstrulexgthnungen (Zuckeet al 2003,
Mathews et al 2004, unterschiedlichen Sequenzlangen (Keh al 2005), optimaler
thermodynamischer Stabilitat (Head¢ al 2005), der shRNA Orientierung (Harborth al
2005), dem GC Gehalt und verschiedensten firmeneigeAlgorithmen (B-Bridge,
EuroGeneTech) generiert und getestet (3.1.2. ubéllEal5 im Anhang).

Bei den beiden generierten shRNAs 1 und 5 konnieekBlinimierung des GT mRNA
levels mittels Real-Time-PCR Analyse festgestelkerden (3.1.3. und Abbildung 14B:
SshRNA1: 104,16% + 16,21; shRNA5: 116,20% = 12,7B)ermodynamisch unglnstige
Sekundarstrukturen der entstandenen siRNAs undisfatgend eine schlechtere Bindung im
RNAI Interference Silencing Complex (RISC) konnteine Ursache fir die fehlengeGT
MRNA Reduktion durch die siRNAs 1 und 5 gewesen §&il.2. und Abbildung 13A sowie
13B). Neben der siRNA Sekundarstruktur konnte adiehOrientierung der siRNA in der
shRNA einen direkten EinfluR auf d&GT Transkriptionsrate aufweisen, indem bevorzugt
der sense Strang (bei Orientierung der shRNA skmgeantisense, sas) statt dem antisense

Strang (bei Orientierung der shRNA antisense-loapss, ass) im RISC gebunden wurde und
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somit kaum ein Silencing Effekt delGT mRNA hervorgerufen werden kann. Es muss an
dieser Stelle jedoch auch erwahnt werden, dassuels Rublikationen gibt, wo die sas
Orientierung fur das optimale Silencing des Ziekgrgewahlt wurde (Ubersicht unter
http://de-de.invitrogen.com/site/de/de/home/RefeesPmbion-Tech-Support/rnai-
sirna.html). Bei der shRNA12 mit der Orientierungs &konnte eine starkeeGT mRNA
Reduktion (auf 31,06%) im Vergleich zur gegenlaefigOrientierung sas auf nur 87,81% =+
21,30 diesen Effekt aufzeigen (3.1.4. und Abbildas& sowie 15F). Wahrend die durch die
Firmen EuroGeneTech (Kdln) und B-Bridge (USA) geseen shRNAs 13-17 nur mittlere
GT mRNA Reduktionen auf level zwischen 84,74% 55$hRNA13) und 36,15% + 9,94
(shRNA16) erzielten und die shRNA1O sogar einerhtnierklarbaren Anstieg derGT
MRNA (auf 193,65% = 15,60) aufwies, konnten die 3ged ermittelten GT mMRNA
Reduktionen durch die selbst designte shRNA 9 (&80% + 2,21) sowie die durch Zkt
al (Zhu et al 2005 und 2008) beschriebene shRNA20 (auf 11,58%4%) nachgewiesen
werden (3.1.3. und Abbildung 14B). Diese beidendARSequenzen wiesen auch fast alle
oben erwédhnten Merkmale von shRNAs fir einen eréattpen Knockdown des Zielgenes
auf (3.1.2. und Tabelle 15 im Anhang). Zusammemfadskonnte in dieser Arbeit das
erfolgreiche Silencing mittels verdffentlichten Meralen bestatigt werden.
Fur den weiteren Verlauf der Experimente wurdestiBNA9 starker in den Fokus geriickt
als die shRNA20. Die Ursachen lagen unter anderann,ddass die durch Zhat al
verotffentlichte Sequenz lediglich als Positivtess derwendeten Vektorsystems dienen sollte.
Die U6-shRNA20 Konstrukte wiesen zudem eine ausggprToxizitat in den infizierten PSF
Zellen auf (3.1.5.1. und Abbildung 18) und im Tiewdhkell konnte keine erfolgreiche
Tréachtigkeit erreicht werden (3.3.1. und Tabellarh7Anhang). Der favorisierte U6 Promoter
(pTZU6+1 Plasmid, 6.3.1.) zur Transkription der BHR wurde bereits in vielen
Publikationen erfolgreich verwendet (Makinehal 2006, Leeet al 2002). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zeigte sich ebenfalls, dass Wé-Promoter geeignet ist, da das
Knockdown Potential auf d@GT mRNA hier am grof3ten war. Dies zeigte sich imsvehen
mit shRNA2 und shRNA9 und Einsatz der Promotoren W'D, H1, U6.3, 1.0-U6
(3.1.4.2.), wobei die Verwendung des U6 Promotemsejls die hochstemGT mRNA
Reduktionen erzielte (U6-shRNA2: 17,98% + 1,73,4b&NA9: 15,80% =+ 2,21; Abbildung
16 B sowie 16C). Die hohere Effektivitat des U6 rRoders im Vergleich zum H1 Promoter
konnte zusatzlich durch vermehrt gebildete siRNAnEn nachgewiesen werden (3.1.5.4.
und Abbildung 21). Der von Aet al (An et al 2006) geaul3erte Verdacht der Zytotoxizitat
des U6 Promoters in humanen Lymphozyten konnteased Arbeit im allgemeinem nicht
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bestatigt werden (3.1.5.1. und Abbildung 18). Dieitarfihrenden Klonierungen zur
Generierung von noch effizienteren lentiviralen RNA&ktoren mit mehreren U6-shRNA
Expressionskassetten zeigten, dass eine Verdoppluhgr gar Verdreifachung der
Expressionskassetten in der Multiple Cloning SikCE) lediglich geringe zusatzliche
Reduktionen der GT mRNA (auf 15,80% = 2,21 bei 1xU6-shRNA9, 8,98%l 81 bei
2xU6-shRNA9, 8,12% =+ 1,50 bei 3xU6-shRNA9) oder ietbn der gal Epitope (54,87%
+ 16,20 bei 1xU6-shRNA9, 53,69% bei 3xU6-shRNA9lihgten (3.1.4.3. und Abbildung
17). Eine Ursache hierfir kbnnte die direkte Nabe zwei bzw. drei aktiven U6 Promotoren
sein, welche sich durch Bindung der Transkriptioaschinerie und durch die nur sehr kurzen
SshRNA Sequenzen dazwischen behindern kénnten. Diei¢fung der U6-shRNA9 Kassette
in die lentivirale Long Terminal Repeat Sequenz R)Tzeigte hingegen hohe Knockdown
Potentiale bei derGT mRNA (17,24% + 2,05), bei demgal Epitopen (40,42% + 8,09) und
beim Schutz vor Zelllyse durch humanes Komplemer@®,38% + 1,10 Dbei
Komplementverdinnung 1:2) (3.1.4.3., 3.1.5.3. savie5.5.). Die Klonierung der Kassette
in die 3'LTR hat den Vorteil, dass das RNA Genom pieduzierten lentiviralen Vektoren
nur einmal die U6-shRNA Kassette enthalt, der imrt8¥ellgenom integrierte Provirus
jedoch (bedingt durch die LTR Konversion bei deversen Transkription) zweimal die
Expressionskassette enthélt. Dies spart nicht mifr kei der Klonierung, sondern ist auch
hinsichtlich tbriger verfigbarer Klonierungskapatiginstig, da somit mehr Platz fur andere
Transgenkassetten zur Verfigung steht (maximale@kapazitat der lentiviralen Vektoren:
12kb). Bei der Transduktion von PSF Zellen mit 20@&T konnten jeweils ahnlich starke
Reduktionen deaGT mRNA level undagal Epitope unter Verwendung von U6-shRNA9
(15,80% =+ 2,21 und 54,87% * 16,20) und LTR-U6-shRNA7,24% + 2,05 und 40,42% +
8,09) gezeigt werden (3.1.5.3. und Abbildung 2@Be Verdreifachung der Virusmenge auf
600ng RT wies bei Verwendung des LTR-U6-shRNA9 Konstruktesveils hohere
Reduktionen im Vergleich zum U6-shRNA9 Konstrukf,aowohl beimaGT mRNA level
(8,74% * 1,88 vs. 13,41% + 1,82) als auch bei demmtlanz deagal Epitope (10,67% =
2,61 vs. 47,20%) (3.1.4.3. mit Abbildung 17C untl.3.3. mit Abbildung 20A).
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4.2. Mit U6-shRNA lentiviralen Vektoren zu Zellklen mit stabiler shRNA

Expression

Aufgrund der guten Silencing Effekte des U6-shRNARonstruktes in  PSF
Mischpopulationen wurden zur Austestung der stabifeunktionalitat PSF Zellklone
generiert. Der Vorteil der Generierung von Zellldariegt darin, das keine untransduzierten
Zellen im Verlauf vieler Passagen wahrend der z#tilk die RNAIi-Effekte aufheben
(3.1.6.3. und Abbildung 26).

Da bei den PSF Mischpopulationen durch Erh6hungVilersmenge von 200ng auf 600ng
RT das GT mRNA level (von 15,80% + 2,21 auf 13,41% + 1,82.4.3. mit Abbildung
17C) und die Anzahlgal Epitope (von 54,87% + 16,20 auf 47,20%; 3.1.88 Abbildung
20A) jeweils reduziert wurde und auch der Lyseszhiirch humanes Komplement (von
4,55% + 2,29 auf 0,3% = 1,06 bei Komplementverdingnir2; 3.1.5.5. mit Abbildung 22B)
verstarkt werden konnte, wurden PSF Zellklone dufcansduktion mit 600nRT U6-
shRNA9 generiert (2.10.1.). Um sicher zu stellen, dasshazellklone mit nur einem
Virusintegranten entstehen, wurden auch Zellkldper idie Transduktion von PSF Zellen mit
25ng, 50ng sowie 200ndRT U6-shRNA9 generiert. Erwartungsgemafd korrelierte die
Virusintegrantenzahl mit der verwendeten Virusmefgéd.6.1. und Abbildung 23B). Bei
25ng VirusRT betrug die durchschnittliche Virusintegrantenz@filé, bei 600ng ViruRT
betrug sie durchschnittlich 2,14 (Tabelle 11). ZwBh&nomene waren bei der
Zellklongenerierung auffallig: Zum einen war diellKienausbeute in Anbetracht von 209
gepickten Zellklonen gering: nur 54,5% (114 Klond¢r gepickten Zellklone waren
angewachsen und davon trugen nur 33,3% (38 Klon&jdestens einen oder mehr
Virusintegranten. Zum anderen fielen das sehr kEmgs Zellwachstum und teilweise
morphologische Zellverdnderungen der Klone (mikopséche Daten nicht gezeigt) im
allgemeinem auf und haufig zeigten urspriinglich eavarhsene Zellklone kein weiteres
Wachstum aufgrund gestoppter Zellteilung. Dies gglie sich auch bei der Betrachtung der
Uberlebensraten wider: so (berlebten 78,57% bei 2f8mg RT Zellklonen und lediglich
9,59% bei den 600ngT Zellklonen (Tabelle 11). Eine von vielen moglicHdrsachen dieser
Phanomene konnte die willkirliche Virusintegratims Wirtsgenom sein. Wenn bei der
Virusgenomintegration wichtige Genbereiche fur &elffwechselaktivitditen unterbrochen
werden, kann der genetisch manipulierte Zellklon $einen Stoffwechsel- und
Wachstumseigenschaften stark eingeschrankt seieseDiwillkirliche Integration von

lentiviralen Vektoren ins Wirtsgenom ist nicht rhei den Zellklonen, sondern auch bei der
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Generierung von Tréachtigkeiten eine nicht kalkidaee Ursache fur die teilweise geringen
Erfolgsquoten der Methodik. Der Verdacht der Taéizdes U6 Promoters in den PSF Zellen
hatte sich in den vorangegangenen Experimentert bediatigt (3.1.5.1. und Abbildung 18)
und konnte als Ursache fur das Absterben generiéeiéklone ausgeschlossen werden @&n

al 2006). Zellklone mit einem bis drei Virusintegramtkonnten durch Transduktion mit allen
Virusmengen (25-600ng Viru’T) nach dem Zufallsprinzip der Integration geneneerden
(Tabelle 16 im Anhang). Zellklone mit vier (Zellkle 23, 39, 42 und 126) und sechs
(Zellklon 135) Virusintegranten entstanden hingegen bei Transduktion von 200ng und
600ngRT (Tabelle 16 im Anhang). Die Reduktionen d&T mRNA und gal Epitop Level
korrelierten direkt mit der Anzahl der Virusintegtan: je mehr Integranten, desto hoher war
das Knockdown Potential (3.1.6.2. und Abbildungs@wie 3.1.6.5. und Abbildung 28A). Bei
der Betrachtung individueller Zellklone gab es auetche, die keine direkte Korrelation von
Knockdown und Virusintegrantenzahl aufwiesen. Beispwaren der Zellklon 25 mit nur
einem Virusintegranten, aber einer ausgeprag@®n mRNA Reduktion auf 17,53% = 8,15
und der Zellklon 38 mit drei Virusintegranten, alegmer eher geringen Reduktion de€sT
MRNA auf 60,38% * 9,43 (3.1.6.2. und Abbildung 2Bjese fehlende Korrelation kdnnte
darin begrindet liegen, dass Faktoren wie Intemmatrt und Methylierungsgrad und damit
die transkriptionelle Aktivitat gerade bei vielfashVirusintegrantenzahl eine essentielle
Rolle spielen. Bei den aufgrund des guten Zellwachs ausgewahlten représentativen
Zellklonen 12 (zwei Virusintegranten), 24  (drei rd8integranten) und 126 (vier
Virusintegranten) zeigte sich eine gute Korrelatemwrs VirusintegrantenzahlGT mRNA
level (Zellklon 12: 36,90% + 4,62, Zellklon 24 93% * 0,93, Zellklon 126: 5,90% * 0,57)
und gal Epitop level (Zellklon 12: 61,13% + 10,57, &é&in 24: 33,33% * 6,03, Zellklon
126: 14,14% = 2,02) (3.1.6.5. und Abbildung 28C)erDZellklon 117 mit zwei
Virusintegranten wies eine starke Reduktion d&T mRNA auf (15,27% + 1,77), eine
mittlere Reduktion dergal Epitope (50,22% + 5,86) und den starksten Schat Zelllyse
durch humanes Komplement (-1,03% + 2,77 bei einemplementverdiinnung von 1:2)
(3.1.6.5. und Abbildung 28C sowie 3.1.6.6. und Adimg 29). Dieser geringe Zelllysegrad
an der Nachweisgrenze der Methode lag sogar uetanan igal” Zellen (0,41% + 1,11 bei
einer Komplementverdiinnung von 1:2), welche aufdrutes Knockout der -1,3-
Galaktosyltransferase keingal Epitope auf der Zelloberflache mehr tragen, mgch kaum
durch NHS lysiert werden sollten und damit einehmr ggringen Lysegrad aufweisen (3.1.6.6.
und Abbildung 29). Der Zellklon 126 mit vier Virudegranten wies hingegen trotz bester
Knockdown Ergebnisse GT mRNA 5,90% = 0,57 undgal Epitope 14,14% + 2,02) die
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hochste gemessene Zelllyse (3,12%, n=1) auf. Eimgadbe dieser unterschiedlichen
Ergebnisse der Zelllyseexperimente bei den beidatkldnen (117 und 126) kdnnte eine
hohe spontane Apoptoserate des Zellklones 126 seilthe ein falsch-positives Ergebnis
hervorrufen kénnte. Dies misste in weiterfihrendellyseexperimenten fir den Zellklon
126 noch bestatigt werden, wurde jedoch im Rahnenvdrliegenden Arbeit nicht weiter
verfolgt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die abellkdie U6-shRNA9 stabil
exprimieren. Im allgemeinem wurden mit steigenderudintegrantenzahl der Zellklone
hohere siRNA9 Mengen (3.1.6.7.) sowie steigendecKdownraten hinsichtlich deaGT
MRNA (3.1.6.2.) undgal Epitope (3.1.6.5.) nachgewiesen.

4.3. Mit multitransgenen lentiviralen Vektoren zurverzdgerten

AbstofRungsreaktion

Die maximal mdgliche Kapazitat des Wildtyp-HIV Gen® betragt 12kb, was gleichzeitig die
maximal mdgliche Genomgrof3e der auf dem HIV-baseea und in der vorliegenden Arbeit
verwendeten lentiviralen Vektoren darstellt (Modr@®10, Luet al 2011). Die Klonierung
der multitransgenen Plasmide erfolgte wie beschriemit der platzsparenden Lokalisation
der U6-shRNA9 Kassette in der LTR und der TransgeméoGalC und tsCR1 in der MCS
(3.2.1. und Abbildung 31).

Dabei konnte sowohl die erfolgreiche Transgenuhmession von EndoGalC und tsCR1
(3.2.2. und 3.2.3., Abbildung 32, 33 und 34) alghadie Funktionalitat hinsichtlich der
Reduktionen dengal Epitope (3.2.4. und Abbildung 35B) und der Reuiun der Zelllyse
(3.2.4. und Abbildung 36B) in infizierten PSF Migdpulationen und PSF Zellklonen gezeigt
werden.

Die EndoGalC Uberexpression wurde durch Ermittideg EndoGalC mRNA nachgewiesen.
Durch Transduktion von PSF Zellen mit dem Einze#tanrkt PGK-EndoGalC konnte die
Expression mit erhdhter Virusmenge (600RJ) auf das fast dreifache gegenuber der
Verwendung von 200n&T (283,90% vs. 100%) gesteigert werden (3.2.2. ub8ildung
33A). Eine Virusmenge von 200gT PGK-EndoGalC war jedoch bereits ausreichend, um
die agal Epitope auf 73,55% zu reduzieren (3.2.4. untildong 35B). Das Doppelkonstrukt
PGK-EndoGalC-LTR-U6-shRNA9 wies erwartungsgemalliéinm Reduktionen der GT

MRNA im Vergleich zum LTR-U6-shRNA9 Konstrukt aufl(33% + 0,93 bei PGK-
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EndoGalC-LTR-U6-shRNA9 und 17,24% + 2,05 bei LTR-$MRNA9), da die
Uberexpression der EndoGalC keinen Einfluss aufriiRNA deraGT haben sollte. Durch
Expression der EndoGalC zusatzlich zum Knockdown a@&T konnte eine starkere
Reduktion der gal Epitope (21,94% * 2,71 bei PGK-EndoGalC-LTR4MRNA9 und
40,42% + 8,09 bei LTR-U6-shRNA9) erzielt werden2(8. und Abbildung 35). Die
gemessene Reduktion degal Epitope durch 200ng ViruRT des Doppelkonstruktes PGK-
EndoGalC-LTR-U6-shRNA9 lag damit im Bereich der Rieitbnen, die erreicht wurden mit
den zwei besten U6-shRNA9 Zellklonen 42 (9,58%871und 126 (14,14% + 2,02) (3.1.6.5.
und Abbildung 28C).

Die tsCR1 Uberexpression wurde durch Ermittlungtd@R1 mRNA mittels Real-Time PCR
(3.2.2. und Abbildung 33B), des tsCR1 Proteins .8.2ind Abbildung 34) sowie die
Funktionalitdt durch Reduktion der Zelllyse durclintanes Komplement (3.2.4. und
Abbildung 36B) nachgewiesen.

Beim Doppeltransgenkonstrukt PGK-EndoGalC-2A-tsQRQ0Nng RT) war zu beobachten,
dass die mRNA-Expression des ersten Transgens @@ im Vergleich zum
Einzelkonstrukt PGK-EndoGalC ahnlich stark war @00eim Einzelkonstrukt, 85,47% +
22,63 beim Doppeltransgenkonstrukt), die mRNA-Egpien des zweiten Transgens (tsCR1)
im Vergleich zum Einzelkonstrukt PGK-tsCR1 hingegeirifallig groRe Unterschiede zeigte
(100% beim Einzelkonstrukt, 13,13% + 3,28 beim Dsppnsgenkonstrukt) (3.2.2. und
Abbildung 33A und 33B).

Diese Expressionsraten der Transgene im Doppeffeakonstrukt lassen sich durch
Transduktion mit der erhdhten Virusmengen von 608 PGK-EndoGalC-2A-tsCR1
verbessern (EndoGalC mRNA von 85,47% + 22,63 aG%d% 34,22 und tsCR1 mRNA von
13,13% + 3,28 auf 31,14% + 0,58) (3.2.2. und Ahbilgl 33A und 33B). Die Ursache der
reduzierten Expressionslevel von tsCR1, dem Transgeh dem 2A-Element, kdnnte am
verwendeten 2A Element selbst liegen: Wenn daseld&mgmartranskript, bestehend aus der
EndoGalC und tsCR1 mRNA, in der Wirtzelle ineffekam 2A Element gespalten wird,
konnte die Expressionsmenge beider Transgene hé&inferden. Auch verbleibende Basen
des 2A Elementes an der tsCR1 Sequenz konnten rer @neffektiven Faltung des
entstehenden Proteins und damit zur vermindertémesen und demzufolge auch zu einer
verringerten Funktionalitat fihren (Chinnasaeatyal 2006, de Felipet al 2003, Hasegawet

al 2007). Es sei hier auch zu beachten, dass dieysmaller Mischpopulationen nach
Transduktion mit denselben Mengen ViiR$ erfolgte. Die VirusRT Konzentration spiegeln
jedoch nur den Gehalt an aktiver Reverser Trantlsgwider, nicht die biologische Aktivitat
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der viralen Vektoren. Diese kann variieren, trdeaaher VirusRT Konzentration, und damit
zu Unterschieden in der durchschnittlichen Tranegpression (Schwankungen der mRNA
level) in der Mischpopulation fuhren.

Der Schutz vor Zelllyse durch humanes Komplement dizrch die Uberexpression von
EndoGalC (in PGK-EndoGalC) und einer damit einhieegelen geringeren Anzaklgal
Epitope starker ausgepragt (-4,79% + 6,07 bei dlmanplementverdiinnung 1:2 und 200ng
Virusmenge) als durch die Uberexpression von ts@RPGK-tsCR1: 9,33% + 2,28 bei einer
Komplementverdinnung 1:2 und 200ng Virusmenge).43.2nd Abbildung 36A). Der
schitzende Effekt vor Zelllyse durch tsCR1 konrmgdogh durch Erhdhung der initialen
Virusmengen von 200ng auf 600ngT erhtht werden (3.2.4. und Abbildung 36B).
Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass dmsalsfe Konstrukt in diesem
Zusammenhang PGK-EndoGalC-2A-tsCR1-LTR-U6-shRNASewdnter Verwendung von
mindestens 600nBT Viruslast, um in den PSF Zellen und anschlielem&ersuchstier eine
Kombination aller Reduktionen zu erlangen und umeanaximal mdgliche Funktionalitat
vor einer Abstol3ungsreaktion zu gewahrleisten. BhrRen der vorliegenden Arbeit erfolgte
aus zeitlichen Grinden keine Klonierung eines soichripelkonstruktes.

Zusammenfassend konnte die Funktionalitdit des {eares EndoGalC hinsichtlich
zusatzlicher Reduktion dergal Epitope durch starke Uberexpression der Endd@aERNA
gezeigt werden (3.2.2. und 3.2.4.). Auch tsCR1 komfs Protein und mRNA nachgewiesen
werden und zeigte einen Schutz vor Zelllyse (3,2322.3. und 3.2.4.). Nur bei der
Kombination beider Transgene im PGK-EndoGalC-2AR&Konstrukt wurden schwéchere
Expressionsraten der Transgen mMRNA gemessen gefetgt einer schwacheren
Funktionalitat, vor allem beim Transgen tsCR1 @)2.Ausreichende Expressionsmengen
der Transgene konnten im Versuchstier also nutedrgs, wenn die initiale Virusmenge zur

Generierung der transgenen Schweine so hoch widiaghagwahlt wird.

4.4. Generierung multitransgener Schweine als Ehdzi

Das Ziel allerin vitro-Versuche war das Finden von Konstrukten, die zemg&erung von
transgenen Schweinen herangezogen werden kénnebeiueiner potentiellen Verwendung
der Organe in der Xenotransplantationsmedizin zingeren Abstol3ungsraten zu fihren.
Daher war begleitend zu dem vitro Versuchen die Generierung transgener Schweine und

deren Charakterisierung ein wichtiger Aspekt ddyehtr
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Die Erfolgsrate der 27 durchgefiihrten Embryonafifare in einem Zeitraum von Marz 2006
bis Marz 2009, wovon bei 20 die Embryonen nach snalen Virusinjektionen und bei 7 die
Embryonen nach Kerntransfer generiert wurden, wirimsgesamt drei positiv transgenen
Ferkeln aus 37 geborenen Ferkeln (8,11%) im allgeene sehr gering (Tabelle 14, Tabelle
17 und 18 im Anhang). Die Erfolgsrate der insgesamterzielten Trachtigkeiten bei 27
durchgefihrten Embryonaltransferen (ET), unabhé&ngyg der Methode, betrug damit
40,74%. Die subzonale Virusinjektion fuhrte dabeiirasgesamt 27 geborenen und davon
zwei transgenen Ferkeln (Tabelle 14, Tabelle 1Amhang). Dies entspricht einer Effizienz
von 7,41%. Im Vergleich zur Methode der subzonaleamsinjektion war die Effizienz der
Trachtigkeiten beim Nukleustransfer héher (5 Trigaiten und mit 10 Ferkel, Tabelle 18
im Anhang), und zwar um den Faktor 2,4, das erdBpainer Erhdhung von 30% auf 71,43%
(Abbildung 44). Die Effizienz des Kerntransfers sightlich der Anzahl transgener Ferkel
war aber lediglich um den Faktor 1,4 hoher, daspeiht einer Erhdhung von 7,41% auf
10%. Bei der Etablierung der Methode zur Generigriaransgener Schweine mittels
subzonaler Injektion und anschlieRendem Embryaradter konnten zuvor sehr viel hdhere
Erfolgsraten von 70% positiver Transgenese erzigtden (Hofmannet al 2003). Die
Ursache fiur die sehr viel geringere Effizienz ben dlurchgefiihrten subzonalen Injektionen
in dieser Arbeit lasst sich nicht abschlieliendddaiEine Mdglichkeit besteht sicher in den
verwendeten Konstrukten und ihren maglichen Ein#uB die Embryogenese nach Injektion.
Wahrend der Methodenetablierung wurden nur Remmwtexr verwendet (Hofmanat al
2003).

Abbildung 44
Vergleich der Methoden subzonale Injektion und Nukéustransfer hinsichtlich der Erfolgsraten fur
Trachtigkeit und transgene Ferkel zur Generierung tansgener Schweine in %.
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Werden die Effizienzen der Methoden mit den allgeméblichen WurfgréRen etc.
verglichen, so kann eine allgemein schlechte Esfalig festgestellt werden. In dem Zeitraum
von 2004 bis 2011 stieg beispielsweise in Niedérsae die durchschnittliche Ferkelzahl von
9,42 auf 11,06 pro Muttertier an (http://www.susoelde/meldungen/management/
Niedersachsen-Ringbetriebe-setzten-26-Ferkel-a@®®R8tml). Eine durchschnittliche Sau
ovuliert je Zyklus ca. 20 Eizellen aus denen diectschnittichen 11 Ferkel resultieren
(http://www.landwirt.com/Zuchtsauen-Embryonale- 8tiehkeit-entscheidend-fuer-
Wurfgroesse,,6213,,Bericht.html). In der vorliegendArbeit wurden den Muttertieren 28 bis
185 Embryonen (nach subzonaler Injektion oder Nugtlansfer) eingepflanzt (Tabelle 17
und 18 im Anhang). Die durchschnittliche Wurfgrafa 5,40 Ferkeln pro Muttertier bei der
Methode der subzonalen Injektion und 3,33 Ferkelm Muttertier bei der Methode des
Kerntransfers lag damit deutlich unter den in darctd Ublichen Werten. Auch der
durchschnittiche  Ferkelverlust von  14-15%  bei unchach der  Geburt
(http://www.susonline.de/meldungen/management/Nsstdsen-Ringbetriebe-setzten-26-
Ferkel-ab-699799.html) wurde mit 33,33% bei derzemalen Injektion Uberschritten. Ein
Grund fur diese niedrige Erfolgsrate kdnnte diew&rdung von Jungsauen als Muttertiere
gewesen sein, denn mit jedem erfolgreichen Wurfserfahrungsgemal die Ferkelanzahl
und die Uberlebensrate der Ferkel (http://elib4il@amnover.de/dissertations/
heusingm_ws03.html). Der Hauptgrund kénnte jedoctier genetischen Veranderung durch
die viralen Vektoren und deren Beeinflussung voaff#echsel und Teilungsverhalten je
nach Integrationsort gewesen sein, was bereitemrdvitro Versuchen anhand von hohen
Zellklonverlusten, verlangsamten Wachstumsraten modphologischen Zellveranderungen
beobachtet werden konnte (3.1.5.1. und Tabelle All¢ drei positiv transgenen Ferkel
(9539, 9688 und 9833) trugen jeweils einen virdigegranten, wobei aber nur beim Ferkel
9833 (PGK-EndoGalC-2A-tsCR1) der Integrant traimtlanell aktiv war (3.3.2., Abbildung
41A und 42). Das entsprach einer effektiven Transge von 33,3%, was deutlich unter den
erreichten 94% effektive Transgenese bei der Mathethblierung (Hofmanet al 2003) lag.
Generell stellt das transkriptionelle Silencing deingebrachten Sequenzede( novo
Hypermethylierungen von CpG-Nukleotiden innerhadls diralen oder transgenen Sequenz)
in der frihen embryonalen Entwicklung einen groRkachteil der retroviralen Transgenese
dar (Speer®t al 1980, Teichet al 1977, Ellis und Yao 2005, Sifuentes-Rometaal 2011,
Jahneret al 1982, Lakeret al 1998, Jones und Takai 2001). Die EndoGalC mRNA
Uberexpression konnte beim einzigen in dieser Artmezeugten und nicht Provirus-

methylierten transgenen Ferkel 9833 nachgewiesedeng3.3.2. und Abbildung 42A). Die
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tsCR1 Uberexpression war jedoch nicht detektie(Ba3.2. und Abbildung 42B). Schon in
denin vitro Versuchen mit dem Doppeltransgenkonstrukt zeigtie snmer eine geringere
Expression von tsCR1, welches nach dem 2A-Elemegt. IObwohl das Enzym EndoGalC
zur Reduktion deragal Epitope fuhren sollte und demnach auch beiefeddr tsCR1-
Expression zur Reduktion der Zelllyse durch NHSréimhsollte, zeigte sich nur ein geringer
Effekt (3.3.2. und Abbildung 42C). Die Ursachen ktam darin gelegen haben, dass das 2A
Element im Ferkel 9833 nicht vollstandig funktidnear. Im Falle der EndoGalC-Expression
konnte die nachgewiesene 26,58-fache UberexpredsioBndoGalC mRNA (gegeniiber der
EndoGalC mRNA vom Geschwistertier) im Tiermodelthti ausreichend gewesen sein, um
als sezerniertes Protein einen nachweisbaren Edigkdie gal Epitope zu erzielen. Daraus
lant sich schlieRen, dass unter Umstdnden mehkéike &/irusintegranten pro transgenem
Ferkel notwendig sind, um eine Steigerung der Effekhnlich wie in der Zellkultur bei
Steigerung der Virusmenge von 200ng auf 60BAgzu erreichen. Zusatzlich missen auch
die natirlichen Schwankungen zwischen den Tiererucksichtigt werden. Dies war
besonders deutlich amGT mRNA level zu sehen: Das transgene Ferkel 9833 keine
ShRNA und sollte somit keine reduzierteBT mMRNA level aufweisen. Allerdings variierte
dieser Wert zwischen dem transgenen Ferkel 9833 saithem nicht transgenen
Geschwistertier 9835 sehr stark (62,44% + 1,03108%, 3.3.2. und Abbildung 43). Jedoch
sollte von diesem einen positiv-transgenen FerB8B9mit geringem funktionellem Ergebnis
nicht auf die Gesamtheit des Erfolges der Methagi&chlossen werden. Daflr missen sich
weitere Untersuchungen und insbesondere Analyseitere®e positiv-transgener Ferkel

anschlielRen.

4.5. Ausblick in die Zukunft

Immer noch warten rund 12.000 Bundesbirger in @bilaad auf ein Spenderorgan. Deshalb
wurde im Mai 2012 die Organspende neu geregelt. A&inen soll in regelméafigen
Abstanden jeder Birger Uber 16 Jahre von den Kr&assen Uber Neuerungen in der
Organspende informiert werden, um eine Entscheiding@der gegen die Organspende zu
erleichtern. Zum anderen erhélt die Deutsche Stft@rgantransplantation (DSO), welche
die Organspende deutschlandweit koordiniert, durckine Anderung des
Transplantationsgesetzes  Unterstlitzung durch  Tiamsgpionsbeauftragte  welche
Organtransplantationen durchfuhren. (http://wwwtwdeVpolitik/deutschland/
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article106378240/Organspende-wird-neugeregelt-2ibieiben.html). Doch ob und wie
schnell diese MalRnahmen zu einer Erh6hung der Atmatdtigter Organe fihren sind noch
ungewiss. Deshalb sind alle Bemihungen in der Rarsg weiterhin von grol3er Bedeutung,
vor allem bei Organen die nicht durch eine Lebeaddp ersetzt werden kdnnen (Beispiel
Herz und Lunge). Die Nutzung des Hausschweines dweit grof3en physiologischen
Gemeinsamkeiten zum Menschen, jahrzehntelangen teftelygen und weitverbreiteten
Zuchtanlagen bietet eine gute Grundlage fur dieeBerung transgener Schweine fir die
Xenotransplantation. Der stabile Knockdown von Gemittels shRNA codierenden
lentiviralen Vektoren wurde bereits vielfach in dateratur beschrieben (Rubinsat al
2003, Tiscorniaet al 2003, Stewaret al 2003, Pfeiferet al 2006, Dieckhoff et al 2007,
Hofmannet al 2004, Rubinsoret al 2003), ebenso die Nutzung lentiviraler Vektorem zu
Uberexpression von Transgenen (Miyoshial 1997, Hofmanret al 2003, Petersest al
2009, Mulleyet al 2006, Plegest al 2010). Die Funktionalitat lentiviraler Vektoren tneiner
Kombination aus shRNA fir den Knockdown deGT und der Transgene tsCR1 und
EndoGalC fir die Uberexpression porcinen Zellenrtererstmals in dieser Arbeit aufgezeigt
werden. Die Vektoren zeigten hierbei gute Ergeleniss denn vitro Experimenten, jedoch
missten die auftauchendenvivo Probleme wie etwa die geringe Anzahl an Trachttgke
die geringe Anzahl Ferkel pro Wurf oder die geridgeahl positiv-transgener Ferkel durch
weiterfihrende Experimente noch beseitigt werdem die Generierung multitransgener
Schweine fir die Xenotransplantation zu beschleamigst die Verwendung von bereits
geziichteten GGAT Knockout Schweinen (Niemann und Kues 2003) und lictisf vieler
Transgenintegration zur Verzégerung und Minimieralgy Abstof3ungsreaktion unerlailich
(Ekseret al 2011 und 2012, Mc Gregat al 2011, Le Bas-Bernhardet al 2011). Einzig
problematisch bleibt aufgrund der komplett fehlendgal Epitope die mangelnde Erkennung
der durch Schweinezellen gebildeten Retroviren ldudas menschliche Immunsystem
(Dieckhoff et al 2008, Mattiuzzoet al 2008, Ramsoondaet al 2009, Denner und Tonjes
2012). Aus diesem Grund stellt die Knockdown Methodnittels shRNA eine
vielversprechende Alternative dar: die gebildetercmen Retroviren werden durch minimale
gal Epitopreste gerade noch vom menschlichen Imystes erkannt, die Suppression der
Immunantwort verhindert jedoch gerade noch die ekuibstoRungsreaktion des
transplantierten Organes. Zusatzlich konnte eiredgerichtete Virusgenomintegration in
transkriptionell aktive Genombereiche der Wirtszahne Beeinflussung des Stoffwechsels
die Effektivitat der Generierung transgener Scheesteigern und die Entwicklungszeit hin

zu ersten Transplantationsversuchen verkirzen.
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Zusammengenommen konnte in dieser Arbeit die gétatishe Funktionalitat lentiviraler
multitransgener Vektoren zur Generierung von Scherials Xenotransplantationsmodell
gezeigt werden und weiterfihrende Ansatze konntender Zukunft dem Mangel an

Spenderorganen entgegenwirken.
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5. Zusammenfassung

Aufgrund der weltweiten Knappheit an Spenderorgdfienlie Transplantation war das Ziel
dieser Dissertation die  Entwicklung von  multitraesgn  Schweinen  als

Transplantationsmodell.

Die lentiviralen Vektoren wurden wegen der stabilategration ins Wirtszellgenom und
damit einhergehender stabiler Expression der Gemeendet. Die klonierten lentiviralen
Vektoren, welche flir verschiedene shRNA Sequenzedieden, waren durch stabile
Integration ins Wirtszellgenom in der Lage, did,3-Galaktosyltransferase mRNA und damit
die gal Epitope auf den Zelloberflachen von Schweinetedien zu reduzieren. Dies konnte
nach Transduktion sowohl in PSF-Mischpopulationén auch in generierten Zellklonen
gezeigt werden. Dabei zeigte sich, dass die Einhglbereits publizierter Regeln zum Design
von siRNA zu einem effizienten Knockdown fuhrt. Audie Lage der Orientierung der
shRNA-Kassette im lentiviralen Vektor und der vemdete Promoter zeigte einen
wesentlichen Einflul3 auf die Reduktion des mRNAelswes Zielgens in den transduzierten
Zellen.

Die zuséatzliche Kombination der shRNA codierendemtiViralen Vektoren mit der
Uberexpression der Transgene EndoGalC (Endogaldkses C; Reduktion demgal Epitope)
oder tsCR1 (trunkierte l6sliche Form des Complenkereptors 1; Reduktion der Zelllyse
durch humanes Komplement) bedingtevitro eine Verstarkung der shRNA-basierenden
Silencing Effekte. Dian vitro Applikation multitransgener lentiviraler Vektorenittels der
durch das 2A Element verbundenen Transgene EndoGal@ tsCR1 zeigte eine
Uberexpression und Funktionalitat des ersten Temss; EndoGalC. Die Uberexpression
und Funktionalitét des zweiten Transgenes tsCRL1 skalpst bei maximal verwendeter
Virusmenge von 600nBT deutlich unter den Expressionsraten von EndoGalC.

Parallel zu dern vitro Experimenten wurden transgene Schweine durch sabednjektion
von Lentiviren in befruchtete Oocyten oder Kernsfen von lentiviral transduzierten
Zellkernen in kernlose Oocyten und jeweils ans@diedlem Embryonaltransfer generiert.
Insgesamt konnten aufgrund sehr geringer Erfolgsoguaur drei transgene Ferkel erzeugt
werden mit unterschiedlichem Genotyp (U6-shRNA9KRE&CR1-LTR-U6-shRNA9, PGK-
EndoGalC-2A-tsCR1). Nur bei einem Ferkel (9833, PBiloGalC-2A-tsCR1) zeigte sich
in der methylierungssensitiven Southern Blot Analigeine Provirusmethylierung und damit

potentiell vorhandene transkriptionelle Aktivitaerd Transgenkassette. Die funktionellen
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Analysen isolierter Zellen zeigten trotz meRbarbetgxpression der EndoGalC mRNA keine
tsSCR1 Uberexpression und keinen messbaren Schutpateinen Zellen vor Zelllyse in
Gegenwart von humanen Serum (NHS).

Weiterfihrenden vitro Experimente zur Erhéhung der Transgentberexpressid weitere

in vivo Versuche zur Erzeugung von multitransgenen Ferkalngleichzeitiger shRNA-
Expression mit mehrfachen viralen Integranten smudwendig, um potentiell geeignete
Organe fir die Xenotransplantation zu erzeugen. Bdgebnisse der Arbeit zeigen jedoch,
dass die Grundsteine fur die Entwicklung der nmaltisgenen Schweine bereits gelegt werden

konnten.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit 18 verdehe shRNAs kloniert, von denen 13
eine 19bp lange siRNA, 4 eine 21bp lange siRNA em& shRNA eine 27bp lange siRNA
aufwiesen. Von den shRNAs wurden 13 selbst entitickeliber Firmen synthetisiert und
eine shRNA wurde als Kontrolle von Zhet al (2005) verwendet. Zur Austestung der
shRNAs wurde neben dem H1 Promoter hauptséchlichJéePromoter verwendet. Unter
Verwendung des U6-shRNA9 Virusvektors wurden 38Kimhe generiert, von denen 5 durch
Transduktion mit 25ng ViruRT, 10 durch Transduktion mit 50ng Virl&SF 18 durch
Transduktion mit 200ng ViruBT und 6 durch Transduktion mit 600ng VirR3-entstanden.
Insgesamt wurden 20 subzonale Injektionen mit dieftdndem Embryonaltransfer zur
Generierung transgener Schweine durchgefihrt. Ddwammten 6 Trachtigkeiten erzielt
werden, von denen 5 erfolgreich beendet wurdenF&Kkel wurden Uber diese Methode
geboren, von denen 18 uberlebten. Nur 2 der Fesketen einen Virusintegranten auf,
welcher durch Methylierung des Genomes transkmgdioinaktiv war. Zusatzlich wurden 7
Kerntransfere mit anschlieBendem EmbryonaltranafierGenerierung transgener Schweine
durchgefuhrt. Hier konnten 5 Trachtigkeiten erzielerden, von denen eine erfolgreich
beendet wurde und 2 vorzeitig gezielt abgebrocher@n. Unter den 10 Ferkeln bzw. Feten
wurde ein Ferkel mit einem transkriptionell aktiv¥irusintegranten EndoGalC-2A-tsCR1
detektiert.
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6. Anhang

6.1.

Seguenzen

6.1.1.aGT cDNA

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
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GCGCAGGGCT CCGGGGCCCC TCCCTGCAGT ACTGGGTGAGACCCCACT CCACCCTCCG
GGTCCCTCCA CCCCCACCAC GTGCAGGCCA GAGAAGGCASAGGCCCAG CCACCCTCAC

CAGGGAATTT CTTTTCTTTT TTTGCTGGTT TCAGGCTTTT TTCTGCCTGA GTGAAAATGA
AACAAACACC CCCTGCGCCT CCCGGCCACC AGACACACSCGCACCGGC ACTCGCGCAC
TCGCGCCCTC GGCCTCCTAG CGGCCGTGTC TGGGGCGE®EAGCTCTGC ACAAACAGCC
GCGGGCCGGG TGGAGCGGGG AGCTCGCCGCL CCGLCCG@ITACCGLLG GCTTCCTCGC
GCCCCTGCCC GCCACCCCGG AGGAGCACAC AGCGGCCGGGCCGGAGLC GCAGGCGGCA
CACCCCGCCC CGGCACGCCC TGCCGAGCTC AGGAGCATBECGCGCCAC TGTTCCCTCA
GCCGAGGACG CCGCCGGGGG GCCGGGAGCC GAGGTGTRAGCCCCGA GCGCACCCAG
CTTCTGCCGA TCAGGAGTTG GAACGCAGCA CCTTCCCTTCTCCCAGCCC TGCCTCCTTC
TGCAGAGCAG AGCTCACTAG AACTTGTTTC GCCTTTTACTTGGGGGGAG AGAAGCAGAG
GATGAGGAGA AAATAATGAA TGTCAAAGGA AGAGTGGTTOGTCAATGCT GCTTGTCTCA
ACTGTAATGG TTGTGTTTTG GGAATACATC AACAGCCCABAGGTTCTTT GTTCTGGATA
TACCAGTCAA AAAACCCAGA AGTTGGCAGC AGTGCTCAGBGGGCTGGTG GTTTCCGAGC
TGGTTTAACA ATGGGACTCA CAGTTACCAC GAAGAAGAABCGCTATAGG CAACGAAAAG
GAACAAAGAA AAGAAGACAA CAGAGGAGAG CTTCCGCTAGGACTGGTT TAATCCTGAG
AAACGCCCAG AGGTCGTGAC CATAACCAGA TGGAAGGCTDAGTGGTATG GGAAGGCACT
TACAACAGAG CCGTCTTAGA TAATTATTAT GCCAAACAGAAATTACCGT GGGCTTGACG
GTTTTTGCTG TCGGAAGATA CATTGAGCAT TACTTGGAGEGTTCTTAAT ATCTGCAAAT
ACATACTTCA TGGTTGGCCA CAAAGTCATC TTTTACATCAGGTGGATGA TATCTCCAGG
ATGCCTTTGA TAGAGCTGGG TCCTCTGCGT TCCTTTAAAGGTTTGAGAT CAAGTCCGAG
AAGAGGTGGC AAGACATCAG CATGATGCGC ATGAAGACTDBGGGGAGCA CATCCTGGCC
CACATCCAGC ACGAGGTGGA CTTCCTCTTC TGCATGGAGGGATCAGGT CTTCCAAAAC
AACTTTGGGG TGGAGACCCT GGGCCAGTCG GTGGCTCABCAGGCCTG GTGGTACAAG
GCACATCCTG ACGAGTTCAC CTACGAGAGG CGGAAGGATIGCAGCCTA CATTCCGTTT
GGCCAGGGGG ATTTTTATTA CCACGCAGCC ATTTTTGGGEEAACACCCAC TCAGGTTCTA
AACATCACTC AGGAGTGCTT CAAGGGAATC CTCCAGGABGSGAAAATGA CATAGAAGCC
GAGTGGCATG ATGAAAGCCA TCTAAACAAG TATTTCCTTTCAACAAACC CACTAAAATC
TTATCCCCAG AATACTGCTG GGATTATCAT ATAGGCATGTTGTGGATAT TAGGATTGTC
AAGATAGCTT GGCAGAAAAA AGAGTATAAT TTGGTTAGAATAACATCTG ACTTTAAATT
GTGCCAGCAG TTTTCTGAAT TTGAAAGAGT ATTACTCTGGTACTTCTCC AGAGAAGTAG
CACCTAATTT TAACTTTTAA AAAAATACTA ACAAAATACC AACACAGTAA GTACATATTA
TTCTTCCTTG CAACTTTGAG CCTTGTCAAA TGGGGGAATBCTCTGTGGT AATCAGATGT
AAATTCCCAA TGATTTCTTATCTGTTCTGG GTTGAGGGGGATATACTAT TAACTGAACC
AAAAAAAAAA TTGTCATAGG CAAAGAAAAA GTCAGAGACEBTCTACATGT CATACTGGAG
AAAAGTATGC AAAGGGAAGT GTTTGGCAAC AAAATAAGATGGGAGGGGT CGTCCTCTTG
ATTTTAGCGT CTTCCTGTCT CTGCTAAGTC TAAAGCAACAAGTTGCTTT GCAGCAGGAG
ATCAGAGTCT ACCTTAGCAA TCCTCAGATG ATTTCAACAGAGAGGACTT CAGGTTATTT
GAAGTCCATG TCCTTTTCGC ATCAGGGTTT TGTTTGGCTTTGCGCAGGA TACTGATCAA
GATTCCCAAT GTGAATGTTG GAGTTACAGG GAATCCGAAFAACCAATGG GAGCTCAGCA
CGAAATAAAA GCACAGCTTC TAAGTAAGTT TGCCATGAATBAGCGAAGAC AGATTGGAAA
GAGAGGGGGC TGATCACTGT GGGGCAATGC CATTTCTAAGACACAGGG CATGGAGTTG
GCATGTACAT ACAGCTTGGA TCCAGGCACT GAATGGGAGBATGAGAGT GGCTCCAGCC
TCCTCAACCA TATGACAACT AGAGCAGCAC TGTCTTAGABATGCTTCTT GCTTTGGCCA
AGTCATATTC AGTCTGCCAG ACTCTGGAAC TTGTGTCTABAATCCTTGC TCAGAGGAAG
TGGATGATGT CAGAGTGGAC AGAGGCCTAC ATTGGGTTBETGACTTCC TAGACCTTGG
CTTCATGACA ATCAGGCATC AGCAAGCCCT GCTGCCACGITCTAACTC TCAGAGTCCC
TCAGCCCATC ATGGGCAACT TGAGAGCCAC CGTCAAGGAGGACTAGAG GAAAAGCCTG
CTTATCAGGG AACCTCTCAT TTCCCCTGCC CCAGCTGCAACTGAAGTG TAACTGCCGG
ACATGTTTAA TAAAGTGGTT AATTGATTTT ATATCAAAGT AGAGAGGATG GCAATGGGAG
ACCCAGTCCT CATGACTAAA CAGCTTTTCA ATCCCTTTCTCTAAGAAAAG CTATGAGATC
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3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

TTACATGTAA TTTAAAGTTA AGCAGTTTGG TGTAAAGGAAGTTAGGAGGC AATATTTACA
TCTGCAGGTA TGTGATATAC TTTTGCTTGT GTTCCAGTTTAGGTCATTTG TGTCCATTTT
CAAATGATTT ACTTGAAGAG CCATTGCACT GACTTGATGTCAGCACGAT GGGCTTCTTT
GATAAAATGA AACCTACATT TTCTCTACTG TTTCCCTGGGCCTCCTACTC TTCAATTCTT
GCTAAAAATT TTTGCAACCC AGCAAAATAA CTCAACAAAAAACCCAACA AAATAACTCA
ACAAAAATCC TGGAGAAGTA GTCTTGTAAA AGAAAAAGGAATCACAAGT CAATTAGGAC
TCTTGTTTCT CTATAACGCA AGTTTATGGA ATCCATTCTGGAGTGCAGAG ACTTCATGGT
GCAAGTTCCA AACTACAGAA ATGATTCGTT CTCAAAGATRAAGAAAAGG ACTGATATTT
CCTTTTGAAG GAATCTTGAT TTTTAAAAAA AAAATCATTT AAATTTAAAT TTCAAATGGA
CAAATTCAAG ATCTTATTAA TAGTTCAATA TTAAAAAATA AAAATTCCTG ATTTAAAATT
AAATAAATTATTTTCTCAGT ATAT

SequenzSus scrofaa-1,3-Galaktosyltransferase 4GT).
Quelle: PubMed Sequenz AF221508, 3684 bp.

6.1.2. tsCR1 cDNA

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ATGGGGGCCT CTTCTCCAAG AAGCCCGGAG CCTGTCGGGC CGCCEEBITTCCCC

TTCTGCTGCG GAGGATCCCT GCTGGCGGTT GTGGTGCTAUTGCGCTGCC GGTGGCCTGG

GGTCAATGCA ATGCCCCAGA ATGGCTTCCA TTTGCCAGGTTACCAACCT AACTGATGAA
TTTGAGTTTC CCATTGGGAC ATATCTGAAC TATGAATGCGSGCCCTGGTTA TTCCGGAAGA
CCGTTTTCTA TCATCTGCCT AAAAAACTCA GTCTGGACTGGTGCTAAGGA CAGGTGCAGA
CGTAAATCAT GTCGTAATCC TCCAGATCCT GTGAATGGCAGGTGCATGT GATCAAAGGC
ATCCAGTTCG GATCCCAAAT TAAATATTCT TGTACTAAAGGATACCGACT CATTGGTTCC
TCGTCTGCCA CATGCATCAT CTCAGGTGAT ACTGTCATTTGGGATAATGA AACACCTATT
TGTGACAGAA TTCCTTGTGG GCTACCCCCC ACCATCACCATGGAGATTT CATTAGCACC
AACAGAGAGA ATTTTCACTA TGGATCAGTG GTGACCTACGCTGCAATCC TGGAAGCGGA
GGGAGAAAGG TGTTTGAGCT TGTGGGTGAG CCCTCCATACTGCACCAG CAATGACGAT
CAAGTGGGCA TCTGGAGCGG CCCCGCCCCT CAGTGCATTACCTAACAA ATGCACGCCT
CCAAATGTGG AAAATGGAAT ATTGGTATCT GACAACAGASCTTATTTTC CTTAAATGAA
GTTGTGGAGT TTAGGTGTCA GCCTGGCTTT GTCATGAAAGACCCCGCCG TGTGAAGTGC
CAGGCCCTGA ACAAATGGGA GCCGGAGCTA CCAAGCTGCTAGGGTATG TCAGCCACCT
CCAGATGTCC TGCATGCTGA GCGTACCCAA AGGGACAAGGAACTTTTC ACCTGGGCAG
GAAGTGTTCT ACAGCTGTGA GCCCGGCTAC GACCTCAGAESGCTGCGTC TATGCGCTGC
ACACCCCAGG GAGACTGGAG CCCTGCAGCC CCCACATAR&TGAAATC CTGTGATGAC
TTCATGGGCC AACTTCTTAA TGGCCGTGTG CTATTTCCABAAATCTCCA GCTTGGAGCA
AAAGTGGATT TTGTTTGTGA TGAAGGATTT CAATTAAAAGSCAGCTCTGC TAGTTACTGT
GTCTTGGCTG GAATGGAAAG CCTTTGGAAT AGCAGTGTTAGTGTGTGA ACAAATCTTT
TGTCCAAGTC CTCCAGTTAT TCCTAATGGG AGACACACAGAAAACCTCT GGAAGTCTTT
CCCTTTGGGA AAACAGTAAA TTACACATGC GACCCCCAGTAGACAGAGG GACGAGCTTC
GACCTCATTG GAGAGAGCAC CATCCGCTGC ACAAGTGACTCAAGGGAA TGGGGTTTGG
AGCAGCCCTG CCCCTCGCTG TGGAATTCTG GGTCACTGABGCCCCAGA TCATTTTCTG
TTTGCCAAGT TGAAAACCCA AACCAATGCA TCTGACTTTCCATTGGGAC ATCTTTAAAG
TACGAATGCC GTCCTGAGTA CTACGGGAGG CCATTCTCTEACATGTCT AGATAACCTG
GTCTGGTCAA GTCCCAAAGA TGTCTGTAAA CGTAAATCAGTAAAACTCC TCCAGATCCA
GTGAATGGCA TGGTGCATGT GATCACAGAC ATCCAGGTBATCCAGAAT CAACTATTCT
TGTACTACAG GGCACCGACT CATTGGTCAC TCATCTGCTAATGTATCCT CTCGGGCAAT
GCTGCCCATT GGAGCACGAA GCCGCCAATT TGTCAACGARACCTTGTGG GCTACCCCCC
ACCATCGCCA ATGGAGATTT CATTAGCACC AACAGAGAGA TTTCACTA TGGATCAGTG
GTGACCTACC GCTGCAATCC TGGAAGCGGA GGGAGAAAIBITTGAGCT TGTGGGTGAG
CCCTCCATAT ACTGCACCAG CAATGACGAT CAAGTGGGORTGGAGCGG cceaaeecceT
CAGTGCATTA TACCTAACAA ATGCACGCCT CCAAATGTGEBAAATGGAAT ATTGGTATCT
GACAACAGAA GCTTATTTTC CTTAAATGAA GTTGTGGAGTTAGGTGTCA GCCTGGCTTT
GTCATGAAAG GACCCCGCCG TGTGAAGTGC CAGGCCCTAEMAATGGGA GCCGGAGCTA
CCAAGCTGCT CCAGGGTATG TCAGCCACCT CCAGATGTCGCATGCTGA GCGTACCCAA
AGGGACAAGG ACAACTTTTC ACCCGGGGGA TCCACTAG®

Sequenz der trunkierten Form des ldslichen Komplenm@rezeptors 1 (tssCR1) vom Start bis Stop Codon
(nach Chernajovskyet al2000).
Quelle: Pubmed Sequenz sCR1 NM_000561, DarstelRB2Lbp.
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6.1.3. EndoGalC cDNA

1 ATGAATGTCA AAGGAAGAGT GGTTCTGTCA ATGCTGCTTG TCTCAAGRGGGTTGTG
61 TTTTGGGAAT ACATCAACAG CCCAGAAGGT TCTTTGTTCTGGATATACCA GTCAAAAAAC
121 CCAGAAGTTG GCAGCAGTGC TCAGAGGGGC TGGTGGTTTCGAGCTGGTT TAACAATGGG
181 ACTCACAGTT ACCACGAAGA AGAAGACGCT ATAGGCAACEAAAGGAACA AAGAAAAGAA
241 GACAACAGAG GAGAGCTTCC GCTAGTGGAC TGGTTTAATCTGATGAGAA TGAATATGTA
301 CTTACAAATG TATTAAATGG CTTAATACCT ACTACTAATA GTAAACATAT GATTATTAGT
361 GGGCATTCTA CTGTACCACA AGTATCAATA TTACATCCAGATTCAGCAAC TGATGGAGAT
421 AATTCATCTA GTAATGATGA TAGTTTAAAT ACTAAAGTTA TAGTTGGAGA AGAAACAGGA
481 GGATTAGATA ATGGTTATAG TAAATGGGAA CCTGTTTTTCTACAATATGA TTTAAAAAAA
541 ATTCGTCCAG TAAAAGAAAT CAAAATTTAT AGAAATACTT ATGATAATGC AATACCAACA
601 TTCAAAGATG TAAAAGTAGA ATTATCAACT AGTCCAAATT TTGAAAAAGA TAATACATCT
661 GTTGTGTTTG AAAAGCAAGA TATTATTGAA AGTAGAGAAAGCAAAGGTAA TCCTCAAATT
721 ATAAGTTTAG ATAAAGCTAT TGATGCTCAA TATATCCGAATTTGGGGAAA GGGACATTAT
781 ATTGAAAATA CCAATAGTTC ATGGAAAGGA TATAGCAATGGAAATCTTTA TAATGAAATA
841 GAAGTTATGG CTAATGTTCC AAAGTCTGAA GTACCAAGTAGCCAGACAA TATTCAGCCT
901 AGAAATCTAG CAAGTGGAAA GCTTCCGTAT GTTTATGGATAGAGCCAAG TAATATAGAA
961 GCAATTACAG ATGGAAAAAT AGATGATAAT TATGCTGTACACAATAGTAT GGGAAATAAC
1021 TGGCTTCAAT TTGAATATAA AAATACTTAT AAATTTAATA GTATAAAGTT TAAATTAGAA
1081 CCAGGGAACT ATAAATCTGT TAAAGTAGCT ATTTCTAATTCTCCAAACAA TGGATTTAAA
1141 GAGGTTTTTA GTAAAATAAA TTGGACACAA AATAATGATTTAGAAGTAAT AAATTTACCT
1201 TCTAATACTA AAGGCAGATA TATTCGTTTT ACAATTGATAAAGATGGAAA GAGTAAAACA
1261 AAATATTCTG AGATTGAAAT ATGGGGAACA GGAAATAATATGATGAAAG TAAAGATGAG
1321 TACGTTGAAC CACAATCCAA ATATAATGAA CTTGTTTGGASTGACGAGTT TAATGGTGAA
1381 AAAATAGATG AGAATAAATG GACTATTATA GATGGAATGGTAACCATGG TGCAATCTAT
1441 AATAGGGGAG CAGTAAGCAT AAAAAAGGAT GGCAATAATICTATTTAGC AATAAACACT
1501 AAAAACTTTA ATAGCACAGA AGAATTAATT AAGGCTGTTGSAGTAGATAA TTATTTAGGA
1561 CAAAGTATAA ATAAACAAAA AGTTACTTGG TCATCTGGAAGAATTGAATC AAAAAATAAA
1621 TATTCTTTTC AATTTGGACG TATGGCAGTA AGGGCAAAAGAAATGATTC TCAAGGAATT
1681 TGGCCAGCAA TATGGATGTT ATCTCAAGAT GAAACAGGCO GATGAAAT AGATGTTTTA
1741 GAATATTTAG GACAAGATCC TTGGGGTGCA TGGACAACTN CATTTTGG AATATTAGGA
1801 AAAAATAAAG CTTCTAATGG AATTAGAAAT AGTAATTATGAGGCTTGGAG TCAAGATTTT
1861 CATGTCTTTG AAGTTGAATG GGATCCAGAA TTTATAAAATGGTATATAGA TGGAAAGGAA
1921 GTATTTCAAA GTACTCAAGG AAGAGATGAT GGCAGAGATGTATGCATAC TAGACCTATG
1981 TTCCCAATAT TAGAGACACA AGTTGGAGAT GGTTGGGTTGTGATGTTGA TTATAATAAG
2041 CAAAATACAA AGCAAAATTC AGATTATTTA ATTGATTGGATAAGAGTATA TCAAATGCCT
2101 AATCAAGCAA ATGTAAAATT TGATGATTTA AGAAGTCTTGATAAGAAAGA AAATAAAGGA
2161 TATGAAGTAA CTCCTTATTC TCATACAAAT AATTTAATAA AATTATCAGA TGGAGATTTA
2221 AATGAAGAAA ACAAGGATAA TTTTTACTAT GGGGGTCAACTAGATTAGA AAATAATCGT
2281 ATAGCTGTTG GAGAAAATGG AGGTAGAGAA TCTATAATTATAATGTTAC TAATGTTAAA
2341 GATATACATT TAACTACTTA CTATCAAACT ATTGAAGATAAAATCACATG GAATAGAAGT
2401 GCAGGTGCAT ATGAAGGATA TTCAATTAGA TCATCATTAAAAGTGGTAA TATAGATTTT
2461 AAATTATTTA CATCAGATGA CGGAGAAATT TGGAATGAAGTAGAAATGT AAAAATAGTA
2521 GATAATTTTG TAGAAAAACA TCCAGGATAT GCCAGAACARATTTGATGC TTATAATTTA
2581 CCAAAGAATA CTCAATTTAT AAAAATTGAA TTTCCACAATATAAAAATGT AAAATATAGA
2641 TTAAATAGTG GGGCTATAAA AGATGTGAAA AATACTGATATCAATTAGC TAAAGTAACT
2701 TTTTTACAAA ATAAA TAA

Sequenz der fusionierten Form der Endo--galactosidase C vorClostridium perfringensmit dem Golgi-
Lokalisationssignal der -1,3-Galaktosyltransferase (EndoGalC) vom Start biStop Codon (nach Ogawa
et al2002).

Quelle: PubMed Sequenz AB0O387QAdstridium perfringens Exon 4-7 von AF221508(s Scrofg 2718 bp.
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6.1.4. FE2A cDNA

1 AGATCTCTGC AGAAAATCGA TCGCGCAAAG CGACAGTGTATAATTATGC TCTCTTGAAA
TCTAGAGACG TCTTTTAGCT AGCGCGTTTC GCTGTCACAT ATTAATACG AGAGAACTTT

61 TTGGCTGGCG ATGTTGAGAG CAACCCTGGG CCGGGATCABGACGCGGL CGC
AACCGACCGC TACAACTCTC GTTGGGACCC GGCCCTAGGOHTGCGCCG GCG

20aa lange Sequenz dd=squine rhinitis A virus (E2A) fusioniert mit dem Spaltungsignal fir das Enzym
Furin (F, Furin cleavage Site).
Quelle: nach Donnellgt al2001 und de Felipe 2004.

6.2. Tabellen

Tabelle 15
Auflistung der 18 verschiedenen siRNA Sequenzen fudie Klonierung der U6-shRNA lentiviralen
Konstrukte.

Die Klonierung aller shRNAs erfolgte in antisenseg-sense Orientierung (ass). Die siRNA 12 wurde
zusétzlich in der Orientierung sense-loop-antisésas) als ShRNA19 kloniert. Das Terminationssigwal bei
allen shRNAs TTTTT. Die Loopsequenz war bei allbiRNAs TTCAAGAGA, eine Ausnahme bildeten die
shRNAL1 und 12 mit der Loopsequenz CCACACC (2Big shRNA1-12 wurden nach Kriterien wie in der
Arbeit beschrieben designt und durch die Firma MVE@Grofins Operon (Ebersberg) synthetisiert. Die
shRNA13-14 wurden durch die Firma B-Bridge (Heidetf) und die shRNA 16-17 durch die Firma
EuroGenTech (Kdln) jeweils nach deren Algorithmesignt und synthetisiert. Die ShRNA20 stammte vbo Z
et al Die zugrundeliegende cDNA Sequenz 8es scrofa -1,3-Galaktosyltransferase Klon A stammte aus der
GenBank Accession No. AF221508 (6.1.1.). Die kcal//erte und die Sekundarstrukturen wurden unter
Zuhilfenahme des antisense Stranges ermittelt,%@&C Werte und die Reynolds Kriterien wurden unter
Zuhilfenahme des sense Stranges ermittelt.
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Tabelle 16
Auflistung aller 38 generierten Zellklone mit mind. einem U6-shRNA9 Virusintegranten.

PSF Wildtypzellen wurden mit 25riRT, 50ngRT, 200ngRT bzw. 600ngRT des lentiviralen Konstruktes U6-
shRNAQ infiziert und Zellklone generiert (2.10.1Die Zellklone wurden mittels Southern Blot Analyse
(2.10.10.) auf die Anzahl der Virusintegranten himtersucht. Per Real-Time PCR (2.10.4.) wurdenadid
MRNA Level und per Durchflusszytometrie (2.11.26 algal Epitopmengen bestimmt.
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Tabelle 17
Auflistung aller durchgefiihrten Subzonalen Injektionen.

* Die Trachtigkeit konnte nicht erfolgreich beendetrden (Abbort). # Durch die zu geringe Anzahl
gewonnener Embryonen nach subzonaler Injektion \{iside kein Embryonaltransfer (ET) in ein Muttertie
durchgefuhrt.

Tabelle 18
Auflistung aller durchgefiihrten Kerntransfers.

* Die Trachtigkeit konnte nicht erfolgreich beende¢rden (Abbort). Die PSF Wildtypzellen wurden e&im
bzw. dreimal mit 600ndRT des lentiviralen Viruskonstruktes transduziert9(2.) und zum Nukleustransfer
(Kerntransfer) der AG Wolf iibergeben (2.12.).
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Tabelle 19
Auflistung aller verwendeten Primer fur Klonierungen.

Alle Primer (0,01pmol, HPSF gereinigt) wurden dukalrofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert.
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Tabelle 20
Auflistung aller verwendeten Real-Time PCR, SYBR-Geen PCR und Semiquantitativer PCR Primer.

Alle Primer wurden durch Eurofins MWG Operon (Eleng)) synthetisiert. Actin_fw und actin_rev stammen
aus Zhuwet al 2005. Die Primer und Sonden wurden wiefolgt gegeinnd markiertTag-Man Primer (0,01pumol,

HPSF gereinigt)TagMan-Sonde (0,05umol, HPLC gereinigt; mit 3'Modidiion BHQ1 (Black hole quencher
1) und 5’Modifikation Fluorophor).
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Tabelle 21
Auflistung aller verwendeten Sequenzierprimer.

Alle Primer (0,01pmol, HPSF gereinigt) wurden dukalrofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert.

6.3. Plasmidkarten

6.3.1. pTZU6+1

Das Plasmid stammte von Dr. J.J. Rossi LaboraBegkman Research Institute, City of Hope, Califarni
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6.3.2. pBluescript

Das Plasmid stammte von Stratagene (bzw. Agilenhii@ogies, Waldbronn).

6.3.3. MTD-pAAV-MCS

Modifiziert nach http://addgene.org/vector-datalibé42/.
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6.3.4. pRRL.SIN-18

Modifiziert nach http://www.medecine.unige.ch/~sahfivpu/.

6.3.5. pRSV Rev

Modifiziert nach http://www.addgene.org/12253/.
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6.3.6. pMDLg/pRRE

Modifiziert nach http://www.addgene.org/12251/.
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6.3.7. pMD2.G

Modifiziert nach http://www.addgene.org/12259/.

6.3.8. pSilencer 1.0-U6

Das Plasmid stammte von Ambion (bzw. life techn@sgDarmstadt).
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6.3.9. pRNA-U6.3/Neo

Das Plasmid stammte von GenScript (USA).
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