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1 Einleitung

1.1 Knochenheilung

Knochen bildet als spezielle Unterform des Bindegewebes den Hauptbestandteil des passiven
Bewegungs- und Stlitzapparats. Zusatzlich schiitzt er innere Organe wie Gehirn, Rickenmark,
Herz und Lunge, dient der Hamatopoese und Ubernimmt eine Speicherfunktion fiir
Mineralien. Die Therapie von Verletzungen des Skelettsystems zum Erhalt der o. g.
lebenswichtigen Funktionen des Knochens fillt in die Domane der Unfallchirurgie und
Orthopadie. Bereits im 19. Jahrhundert war der Effekt biomechanischer Belastung auf die
trabekulare Knochenstruktur bekannt, als der deutsche Chirurg Julius Wolff (1836-1902) das
,Wolffsche Gesetz der Transformation der Knochen” 1892 postulierte. Wolff erkannte als
Pionier auf dem Gebiet der orthopadischen Chirurgie den Zusammenhang mechanischer
Einflisse auf die innere Knochengeometrie: Belasteter Knochen nimmt an Knochendichte und
Festigkeit zu, nicht oder kaum belasteter Knochen wird hingegen abgebaut. Das Uberschreiten

der Uberlastungsgrenze resultiert in einer Fraktur — der Knochen bricht.

Fir gewodhnlich heilen die meisten Knochenbriiche innerhalb weniger Wochen. Eine
Besonderheit des Knochens ist — im Gegensatz zu vielen anderen Geweben, die als
Narbengewebe von minderer funktionaler Qualitat ausheilen — seine Fahigkeit, sich
vollstandig zu regenerieren. Hierbei wird die primare von der sekundaren Knochenheilung
unterschieden. Erstere ist nur bei eng adaptierten Frakturenden moglich wie beispielsweise
nach plattenosteosynthetischer Versorgung mit Kompression der Frakturenden (Schenk und
Willinegger, 1971, McKibbin et. al, 1978). Bei der primaren oder direkten Knochenheilung
kommt es nicht zur Bildung eines duBeren Kallus, die Havers-Kanadle der Osteone beider
Frakturenden wachsen aufeinander zu und fusionieren. Die sekunddre oder indirekte
Knochenheilung ist die deutlich haufigere Form der Frakturheilung und kommt bei
Stabilisierung durch Anlage eines Gipses, Fixateurs externe oder Einbringen eines Marknagels
vor (Perren et. al, 2002). Hierbei wird das Umgebungshamatom durch ein
Granulationsgewebe ersetzt; Chondroblasten wandern ein  und flhren zur
Faserknorpelbildung. Das Knorpelgewebe verknochert durch osteoblastisch differenzierte

mesenchymale Stammzellen. Dieser Kallus wird durch Mineralisation verhartet und es
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entsteht der Geflechtknochen, welcher seinerseits durch einen Kochenumbauprozess zu

lamellarem Knochen umgewandelt wird (McKibbin et. al, 1978).

Fir eine erfolgreiche Knochenheilung sind nach dem ,diamond concept” folgende vier
Faktoren notwendig: Osteogenese, Osteoinduktion, Osteokonduktion und mechanische
Stabilitdat (Giannoudis et al., 2007). Fur die Osteogenese wird eine geeignete zelluldre
Umgebung bendtigt: mesenchymale Stammzellen mit ihrer Fahigkeit zur osteogenen
Differenzierung. Im Umgebungshdamatom der Fraktur sind die Anwesenheit sowie der
osteoinduktive Effekt von zahlreichen Signal- bzw. Wachstumsfaktoren bekannt,
insbesondere ,bone morphogenetic proteins“ (BMPs). Osteokonduktion bezeichnet die
Fahigkeit eines Gerlistmaterials als Leitschiene fiir Knochenanbau zu dienen. Die mechanische
Stabilitdit wird durch diverse Osteosyntheseverfahren erreicht. Eine Stérung des
Zusammenspiels von biologischen und mechanischen Komponenten beeintrachtigt den
komplexen, physiologischen Verlauf der Knochenheilung. Zudem unterliegt der Knochen als

vitales, durchblutetes Organ kontinuierlichen Remodellierungsprozessen.

Knochenbildung und Knochenresorption fiihren als dynamische Prozesse zu einem Ersatz von
etwa 10 % Knochen im Jahr und einer kompletten Auswechslung etwa alle 10 Jahre (Cohen
2006). Essentiell fiir die Knochenhomdostase ist das Gleichgewicht zwischen
substanzaufbauenden Osteoblasten und substanzabbauenden Osteoklasten. Die mehrere
Wochen andauernde Remodellierung des Knochens umfasst flinf Phasen: Aktivierung,
Resorption, Umschaltphase, Knochenformation und Abschluss der Mineralisierung (s.
Abb. 1.1). Gruppen von Osteoklasten und Osteoblasten organisieren sich temporar als
multizellulare Grundeinheit (BMU, engl.: basic multicellular unit) (Frost 1983). Diese sind von
einer Zellschicht bedeckt, von der angenommen wird, dass sie eine geeignete Mikroumgebung
fiir die gekoppelte osteoklastische Resorption und osteoblastische Formation schafft (Hauge,

Qvesel et al. 2001, Andersen, Sondergaard et al. 2009).



Endostaler Sinus

{

e

M AL Mesenchymale Stammazelle
y
o A 1 Monozyt
- S ?

Hamatopoietische
Stammzellen <

Pra -Okl

Pra-Obl
4

Osteoklast

Osteoblasten Lining Zellen

r > X N —
\ = ¥ > " —
— e dOBO e W

e al

Neuer
Kj\O(flel\ i
2 o X = D
< Alter — \

3 Knochen

{ ) ; Osteozyten Makrophagen

Resorption Umkehr —— ’
Ruhe i \
Formation

Mineralisation

Abb. 1.1: Die Knochenhomoostase ist charakterisiert durch das essentielle Gleichgewicht zwischen substanzaufbauenden
Osteoblasten und substanzabbauenden Osteoklasten. Die Remodellierung des Knochens ist in finf Phasen eingeteilt:
Aktivierung aus der Ruhephase, Resorption, Umschaltphase, Knochenformation und Abschluss der Mineralisierung (Bartl R.
und Bartl C., 2004).

Bei einem Missverhiltnis zwischen Osteogenese und Osteolyse mit einem Uberwiegen des
Substanzabbaus spricht man von Osteoporose: Sie ist durch eine gestorte
Trabekelmikroarchitektur und eine verringerte Knochenmasse gekennzeichnet. Diese
negative Knochenbilanz erhoht die Frakturanfalligkeit enorm. In Anbetracht der Tatsache,
dass es sich bei der Osteoporose um die haufigste Knochenerkrankung weltweit handelt und
geschatzt 50 % der Frauen und 20 % der Méanner Uber 50 Jahre eine Osteoporose-bedingte
Fraktur erleiden, gewinnt die addaquate Therapie solcher oft schwer heilenden Frakturen an
immenser Bedeutung (Coughlan and Dockery 2014). Von unumstrittener Wichtigkeit sind
MaBnahmen der primaren und sekundaren Pravention wie Erndhrungs-, Lebensstildanderung
und Pharmakotherapie. Jedoch sind pathologische Frakturen nicht selten das
Schlisselereignis in der Feststellung einer Osteoporose —dann sind Malnahmen der tertidren
Pravention vorrangig, wie bereits bestehende Frakturen zu therapieren. Allerdings kann

Osteoporose als systemische Knochenerkrankung die Frakturheilung verzégern.

Bei einer verzogerten oder ausbleibenden Frakturheilung spricht man nach einem Zeitraum
von sechs Monaten von einer Pseudarthrose (im engl. Sprachraum ,non union“). Diese

unzureichende kndcherne Konsolidierung wird in etwa bei 10 % aller Frakturen beobachtet,
3



bei offenen Tibiafrakturen wird diese Rate sogar auf bis zu 50 % geschatzt (Ronga, Fagetti et
al. 2013). Durch das ungeniigende Zusammenwachsen der Frakturenden kann der Knochen
seine physiologische Stiitzfunktion nicht Gbernehmen, so dass Pseudarthrosen haufig mit
einer eingeschrankten Arbeitsfahigkeit und sportlichen Belastbarkeit des Patienten
einhergehen. Durch die oftmals lange Erkrankungsdauer — unter Umstdnden mit der
Entwicklung eines chronischen Schmerzsyndroms — entstehen hohe Kosten fir das
Gesundheitssystem. Bisheriger Therapiestandard zur Behandlung von vor allem atrophen,
avitalen Pseudarthrosen ist die Knochentransplantation, in Kombination mit einer
osteosynthetischen Stabilisierung. Es handelt sich in der Mehrzahl der Falle um ein autologes
Knochentransplantat aus dem Beckenkamm. Dies ist offensichtlich durch die geringe
Verfligbarkeit von Donorgewebe limitiert; zudem sind Infektion, Taubheitsgefiihl und
Schmerzen an der Knochenspanentnahmestelle unerwiinschte Nebeneffekte (Braddock,
Houston et al. 2001). Diese Einschriankungen erfordern neuartige Therapieansatze zur

Stimulation der Knochenregeneration bei komplexen Frakturen.

Es ist bekannt, dass eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren wie BMPs (engl.: bone
morphogenetic proteins), TGFs-B (engl.: transforming growth factor-B), IGFs (engl.: insulin-like
growth factor), PDGFs (engl.: platelet-derived growth factor), FGFs (engl.: fibroblastic growth
factors) (Bourque, Gross et al. 1993) sowie VEGFs (engl.: vascular endothelial growth factor)
(Collin-Osdoby 1994) physiologisch in die Frakturheilung involviert sind. Hierbei kommt den
BMPs, deren Funktionen in der vorliegenden Arbeit beleuchtet werden, eine Schliisselrolle zu.
Es wurde gezeigt, dass bei Pseudarthrosen lediglich eine geringe oder gar keine Expression
0.g. Wachstumsfaktoren stattfindet — pathophysiologisch fiihrt ein Mangel dieser Faktoren zu

einer beeintrachtigten Frakturheilung (Southwood, Frisbie et al. 2004).

1.2 Vorkommen und Struktur von knochenmorphogenetischen Proteinen (BMPs)

Knochenmorphogenetische Proteine (engl.: bone morphogenetic proteins, BMPs) sind
Wachstumsfaktoren mit vielfaltigen Funktionen und bilden eine Untergruppe der TGF-3-
Superfamilie (Chen, Zhao et al. 2004). 1965 wurde bereits die Aktivitdt einer bisher
unbekannten Gruppe von Proteinen und ihre Bedeutung fiir die Knochenbildung
nachgewiesen: Urist erzeugte eine ektope Knochenneubildung in Kaninchen-Muskelgewebe
durch Zugabe eines entmineralisierten Knochenpulvers (Urist 1965). Diese Proteine wurden
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als BMPs identifiziert (Wozney, Rosen et al. 1988), derzeit sind Uber 20 BMP-Typen
charakterisiert (Chen, Zhao et al. 2004, da Silva Madaleno, Jatzlau et al. 2020). BMPs wurden
nach ihrem urspriinglich entdecktem osteoinduktiven und chondroinduktiven Effekt benannt,
spielen jedoch auch in diversen Entwicklungsprozessen wie beispielsweise in der
Embryogenese eine fundamentale Rolle. So ist BMP4 in fiir die Neurulation wichtige
Signalwege involviert (Munoz-Sanjuan and Brivanlou 2002), BMP2 begiinstigt die Entwicklung
bestimmter Neuronentypen aus neuronalen Stammzellen (Yan, Chen et al. 2016) und inhibiert
die myogene Differenzierung in vitro (Yamaguchi, Katagiri et al. 1991). Der BMP-Signalweg

flihrt durch Apoptose zur Entwicklung der Finger aus dem Handteller (Zou H et. al, 1996).

BMPs werden unter anderem von Osteoblasten als Prakursorprotein mit einer Lange von 400-
500 Aminosauren synthetisiert. Dieses Vorldauferprotein besteht aus einem N-terminalen
Signalpeptid und einem C-terminalen Propeptid, welches mit dem reifen Protein verbunden
ist. Das reife Protein weist als strukturelle Gemeinsamkeit aller Mitglieder der TGF-B-
Superfamilie einen aus zehn Aminosauren bestehenden Cystin-Knoten auf. In der Anordnung
des Cystin-Knotens fallen drei besondere Bereiche auf (s. Abb. 1.2): zwei Paare antiparalleler
B-Strange, die aufgrund ihrer Gruppierung als ,,Finger” bezeichnet werden und eine a-Helix,
der sog. , wrist“- Region (engl. flir Handgelenk). Zur Interaktion mit Rezeptoren formen die

gekrimmten B-Strange jeweils eine konkave oder konvexe Oberflache (Lin, Lerch et al. 2006).

/o Finger 4
/ﬁ Finger 3

Finger 2

Wrist helix Fhger

N-term

Concave surface Fingertip

Wrist helix \3

Convex surface

Pre-helix loop - Knuckle

Abb. 1.2: Charakteristische Tertidrstruktur eines BMPs. Strukturelle Gemeinsamkeit aller Mitglieder der TGF-B-Superfamilie
ist der aus zehn Aminosaduren bestehende Cystin-Knoten. Hierbei fallen drei charakteristische Bereiche auf: zwei Paare
antiparalleler B Strdange, die aufgrund ihrer Gruppierung als ,Finger” bezeichnet werden und eine a-Helix, die sog. ,wrist*-
Region (engl. fur Handgelenk). Die konkaven und konvexen Oberflachen der gekrimmten B-Strange dienen der Interaktion

mit Rezeptoren (Lin, Lerch et al. 2006).



1.3 Rolle von BMPs in der Frakturheilung

BMPs kommen in der Frakturheilung eine Schliisselrolle zu, weshalb sie von groRem Interesse
flr die klinische Forschung sind (Southwood, Frisbie et al. 2004). Von BMP2, -4, -5, -6 und -7
ist ein starker osteogener Effekt bekannt (Chen, Deng et al. 2012). Die Expression von BMP2
ist notwendig, um die Bildung von Knochen zu induzieren (Noel, Gazit et al. 2004) und den
Osteocalcingehalt signifikant zu erhéhen (Huang, Ren et al. 2010). Die Nichtexpression von
BMP2 und BMP4 fiihrt zu einer schweren Beeintrachtigung der Osteogenese (Bandyopadhyay,
Tsuji et al. 2006). BMP7 ermoglicht sowohl die chondrogene als auch die osteogene
Differenzierung von MSCs durch eine gesteigerte Hochregulierung von chondrogenen und
osteogenen Differenzierungsmarkern (Shen, Wei et al. 2010). Interessanterweise wurde
gezeigt, dass BMP2/BMP7-Heterodimere einen starkeren induktiven Effekt auf die
Knochenregeneration haben als das BMP2- oder das BMP7-Homodimer allein (Morimoto et.
al, 2015). Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick tiber ausgewdhlte BMPs und ihre Rolle in der

Osteoinduktion.

Protein | generische Bezeichnung | Funktion

BMP-2 BMP2A Morphogenese von Knochen und Knorpel

BMP-3 Osteogenin negativer Regulator beziiglich der Knochendichte

BMP-4 BMP2B Morphogenese von Knochen

BMP-5 BMP-5 Morphogenese von Knochen

BMP-6 Vgr-1 Morphogenese von Knochen, Hypertrophie von
Knorpel

BMP-7 OoP-1 Morphogenese von Knochen, Augen- und
Nierenentwicklung

BMP-8 OP-2 Knochenformation

BMP-13 | CDMP-2, GDF-6 keine Beobachtung von Osteoinduktion; ektopische

Induktion von Sehnen und Bandern bei Ratten

Tab. 1.1: Uberblick von BMPs und ihre Rolle in der Knocheninduktion (aus dem Englischen, nach Luo et al, 2005).



BMPs binden an spezielle Oberflachenrezeptoren und vermitteln ihren osteo- und
chondroinduktiven Effekt Uber eine intrazellulare Signalkaskade, welche im Folgenden

beschrieben wird:

Der BMP-Signalweg

Es sind derzeit zwei Arten von BMP-Rezeptoren bekannt: BMP-Typ-I-Rezeptoren (BMPRI) und
BMP-Typ-lI-Rezeptoren (BMPRII) mit jeweils einer intrinsischen Serin-Threonin-
Kinaseaktivitat (Nishimura, Hata et al. 2003). Es wurde gezeigt, dass sog. Smads — eine
intrazellulare Proteingruppe — fiir die Vermittlung der Effekte von BMPs von grolRer Relevanz
sind (Nishimura, Hata et al. 2003). Diese libermitteln das BMP-Signal zum Zellkern und sorgen
somit fur eine Regulation von diversen Transkriptionsfaktoren (s. Abb. 1.3). Flr die osteogene
Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) sind dabei insbesondere
die Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix von Bedeutung, ersterer beeinflusst auch die

Formation reifer Chondrozyten (s. Abb. 1.4).

DKK
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des BMP-Signalwegs: BMPs binden an BMPRIlI und verursachen so eine
Heterodimerisierung von BMPRI und BMPRII; der von BMPRII phosphorylierte BMPRI phosphoryliert seinerseits diverse
SMAD-Proteine. Diese aktivierten SMAD-Proteine verbinden sich mit einem weiteren SMAD-Protein, gelangen in den Nukleus

und bestimmen so Uber eine Regulierung von Transkriptionsfaktoren und -koaktivatoren, wie Runx2, Osx und DIx5, die
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Expression bestimmter Zielgene. Diese sind essentiell fir die osteogene und teils auch chondrogene Differenzierung (Chen,

Deng et al. 2012).
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Abb. 1.4: Transkriptionelle Regulation der myogenen, adipogenen, chondrogenen und osteogenen Differenzierung. Runx2
und Osterix sind essentiell fiir die Bildung von Osteoblasten. Runx2 ist auch an der Bildung von reifen Chondrozyten beteiligt
(Harada and Rodan 2003).

Der osteo- und chondroinduktive Effekt von BMPs wird bereits bei speziellen Indikationen
klinisch eingesetzt. Zugelassen ist beispielsweise rekombinantes BMP-2 (InductOS®, Wyeth,
CHMP, 2015) fir den Einsatz bei Tibiafrakturen oder zur Lendenwirbelfusion. Solche BMP-Kits
enthalten rhBMP2 als steriles Pulver, welches in Wasser aufgelost wird. Mit dieser Losung
getrankte Rinderkollagenmatrizes konnen im Frakturgebiet aufgelegt werden. Jedoch erfolgt
die BMP-Zugabe in deutlich supraphysiologischer Menge, die rekombinante Herstellung von
BMPs ist zudem teuer und ihre Verweildauer in vivo ist abbaubedingt begrenzt (El Bialy, Jiskoot
et al. 2017). Eine geeignete Alternative, um dennoch vom positiven Effekt der BMPs auf die
Knochenheilung zu profitieren, kann eine lokale BMP-Uberexpression durch humane

mesenchymale Stammzellen sein.

1.4 Humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs)

Stammzellen sind universelle, noch undifferenzierte Zellen, die sich durch die Fahigkeit der
Selbstreplikation und Differenzierung in verschiedene Gewebe auszeichnen. Sie werden in
embryonale und adulte Stammzellen kategorisiert. Aus ersteren kann jede Zelle des Korpers

hervorgehen; dies wird als Totipotenz bezeichnet. Hierbei bestimmen Zytokine und
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Wachstumsfaktoren Differenzierungsbeginn und -richtung. Zu den adulten Stammzellen
gehoren die mesenchymalen Stammzellen — sie sind multipotente, mesodermale
Progenitorzellen mit der Fahigkeit zur Differenzierung in Knochen (Bruder et. al, 1998), Fett
(Rogers et. al, 1995), Knorpel (Wakitani et. al, 1994), Sehne (Young et. al, 1998) und Muskel
(Ferrari et. al, 1998). AuRerdem wurde eine Differenzierung in Zellen nicht mesodermalen
Ursprungs beobachtet, u.a. in Neuronen oder Hepatozyten (Dezawa, Kanno et al. 2004).

Abb. 1.5 bildet das Differenzierungspotential von hMSC ab.
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Abb. 1.5: Differenzierungspotential von hMSC: Sie konnen sich u.a. in Knochen-, Knorpel-, Muskel-, Sehnen- und Fettgewebe

differenzieren (Singer and Caplan 2011).

Friedenstein et al. identifizierten und charakterisierten in Russland erstmals aus Knochenmark
isolierte, an Plastik adharente Zellen mit der Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
Differenzierung — es handelte sich um hMSCs (Owen and Friedenstein 1988). Im Vereinigten
Konigreich arbeiteten Owen et al. an Zellkultursystemen zur Kultivierung und Expansion von
MSCs (Owen and Friedenstein 1988). Im Verlauf wurde beobachtet, dass hMSCs und MSC-
ahnliche Zellen sich nicht nur aus Knochenmark, sondern auch aus peripherem Blut

(Kuznetsov, Mankani et al. 2001), Nabelschnurblut (Rosada, Justesen et al. 2003),



Milchzahnen (Miura, Gronthos et al. 2003), Synovialmembran (De Bari, Dell'Accio et al. 2001)
und Amnionflissigkeit (De Coppi, Bartsch et al. 2007) isolieren lieRen.

MSCs liben eine physiologische Rolle in der Induktion, Regeneration und Reparatur von
Knochen und vielen anderen Geweben aus. Der Begriff der mesenchymalen Stammzellen ist
aktuell in der Literatur umstritten (Bianco, Robey et al. 2008, Pittenger, Discher et al. 2019)
und es wird diskutiert, ob es sich hierbei um Perizyten handelt. Es gibt keine spezifischen
Oberflaichenmarker fur die Identifizierung von MSCs. Dennoch sind MSCs durch ihre
multipotente Differenzierungskapazitat in vitro fiir zellbasierte Therapieansatze von groRem
Interesse. Schon in den 90er Jahren entwickelte Caplan das Konzept, patienteneigene hMSCs
fir die Geweberegeneration von Knochen und Knorpel einzusetzen (Caplan, 1991). MSCs
werden von lokalen Faktoren angelockt, kdnnen zweckgerichtet im Defektgebiet z.B. osteogen
differenzieren und stimulieren zudem benachbarte Zellen zur Regeneration (Gafni et. al,
2004). In  Kombination mit der Gentherapie eroffnen sich  zahlreiche
Behandlungsmoglichkeiten: Gene bzw. Proteine kdnnen durch genetisch modifizierte, lokal
implantierte MSCs gezielt in ein spezifisches Gewebe oder Organ gebracht werden. Die
Gentherapie stellt eine Alternative zu herkémmlichen (Ersatz)-Therapien dar, in denen das
jeweilige betroffene Protein meist rekombinant hergestellt und anschlieBend dem
Organismus zugefiihrt wird. Nachteil dieser herkdmmlichen Therapien ist, neben der
Produktionskosten, die abbaubedingt meist kurze Nachweisbarkeit des zugegeben Proteins in
vivo (Ramamoorth and Narvekar 2015). Dies erhoht durch die Notwendigkeit einer
regelmaRigen Applikation des Proteins die Kosten.

Noch sind nicht alle Mechanismen von hMSCs und ihre genaue Funktionsweise in der
Defektregeneration géanzlich erforscht. Jedoch entstehen durch die Gewinnung neuer
Erkenntnisse fortwahrend neue Konzepte. Diese gilt es zu perfektionieren, damit der Einsatz

als fester Bestandteil klinischer Therapien in der Frakturheilung moglich ist.

1.5 Nicht-viraler Gentransfer

Der Begriff Gentransfer bezeichnet die Ubertragung von Genen in eine Zielzelle oder
Organismus. Zur Einschleusung des genetischen Materials bedarf es eines Vektors. Man
unterscheidet hierbei zwischen viralen und nicht-viralen Gentransfermethoden, deren Vor-

und Nachteile im Folgenden beleuchtet werden.
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Eine optimale Gentransfermethode sollte drei Hauptkriterien erfillen: sie muss das Transgen
vor einem Abbau durch intrazellulare Nukleasen schitzen, sie muss das Transgen durch die
Plasmamembran in den Nukleus bringen und sie darf keinen schadlichen Einfluss auf die
Zielzelle haben (Gao, Kim et al. 2007). Virale Vektoren erfillen lediglich die ersten beiden
dieser Kriterien. Vorteil ist ihre hohe Effizienz, welche in ihrer natirlichen Fahigkeit liegt, im
Rahmen eines Infektionsprozesses Zellmembranen zu durchdringen und Nukleinsduren zu
transferieren (lvics and Izsvak 2011). Jedoch I6sen sie aufgrund ihrer Immunogenitat eine
Immunantwort im Zielorganismus aus und haben dadurch einen potenziell schadlichen Effekt.
Zudem ist die Gefahr von einer malignen Zelltransformation durch eine Insertionsmutagenese
bei ektopischer Virus-DNA-Integration bekannt (Ramamoorth and Narvekar 2015). Alternative
ist ein nicht-viraler Gentransfer, bei dem physikalische Methoden von chemischen Methoden
unterschieden werden. Zu ersteren gehoren beispielsweise eine mechanische Mikroinjektion
von DNA (Wolff, Malone et al. 1990), Elektroporation (Heller, Ugen et al. 2005), Genkanone
(Yang, Burkholder et al. 1990) oder Ultraschall (Lawrie, Brisken et al. 2000) zur Durchdringung
der Zellmembran. Zu den chemischen Methoden zahlen die Verwendung synthetischer
Vektoren oder kationischer Lipide (Liu, Ren et al. 2003, Neu, Fischer et al. 2005). Die
Transfektionseffizienz dieser Methoden ist in der Regel im Vergleich zur Verwendung viraler
Vektoren geringer (Bono, Ponti et al. 2020). Hauptvorteil ist neben der geringeren
Immunogenitat und Zytotoxizitdt nicht-viraler Gentransfermethoden vor allem die héhere
biologische Patientensicherheit durch Vermeidung eines viralen Vektors (Ramamoorth and
Narvekar 2015). Dies begriindet auch die immer weiter zunehmende Verwendung nicht-
viraler Vektoren in Publikationen. Tab. 1.2 stellt die am haufigsten angewendeten nicht-

viralen Vektoren in der Gentherapie dar.

Vektor/Methode Beschreibung Vorteil Nachteil
,nackte” DNA | direkte Injektion blanker DNA einfach, moglicherweise nur
nicht transiente Expression,
immunogen geringe
Transfektionseffizienz
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Liposom | DNA-Phospholipidkomplex, um einfache moglicherweise nur
den Eintritt in die Zelle zu Herstellung, | transiente Expression,
erleichtern nicht geringe

immunogen | Transfektionseffizienz

Elektroporation Anwendung eines einfach, Zytotoxizitat durch
kontrollierten elektrischen nicht Zellmembranschaden,
Felds zur Erhéhung der immunogen geringe
Zellmembranpermeabilisierung Transfektionseffizienz,

wenig geeignet fiur

Anwendung in vivo

Genkanone DNA wird mithilfe von nicht Zytotoxizitat,
Partikeln (z. B. Gold) in die immunogen technisch
Zelle ,,geschossen” anspruchsvoll, geringe

Transfektionseffizienz

Tab. 1.2: Haufig angewendete nicht-virale Vektoren in der Gentherapie in der ersten Spalte. Nachfolgend aufgelistet sind eine

Kurzbeschreibung der Methode sowie Vor- und Nachteile (aus dem Englischen, nach Nauth et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Elektroporation angewendet. Diese physikalische
Methode zur Uberwindung der Zellmembran fiir das Einbringen von DNA wurde 1982 in
Minchen erstmals beschrieben (Neumann, Schaefer-Ridder et al. 1982). Eine mit einer
Zellsuspension und der zu transfizierenden DNA gefiillte Kiivette wird in einen sogenannten
Elektroporator (berfliihrt. Dieses Gerat kann ein elektrisches Feld erzeugen. Ein kurzer
elektrischer Impuls erhoht voriibergehend die Permeabilitdt der Zellmembran, so dass die
Fremd-DNA eingeschleust wird. Die Elektroporation ist bei Transfektionen in vitro bereits eine
weitverbreitete Methode und erreicht hohe Transfektionsraten, wurde aber auch bereits in
vivo eingesetzt (Heller, Ugen et al. 2005). Fir eine stabile Transfektion mit hoher Effizienz
wurde die Elektroporation mit dem ,sleeping beauty“-Transposonsystem (dt.: Dornrdschen;
SB-Transposonsystem) kombiniert. Der Name des SB-Transposonsystems riihrt von der

Tatsache, dass es auf mehrere Millionen Jahren alten, aufgrund vielfacher Mutationen
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inaktiven Sequenzen von Fischen beruht. Die SB-Transposase konnte rekonstruiert werden
und die SB100X-Transposase ist nun 100 Mal effizienter als die erste funktionstlichtige
Generation. DNA-Transposons sind Gen-Abschnitte, die ihre Position im Genom durch
Herausschneiden und Einbauen an einer anderen Stelle variieren kénnen (s. Abb. 1.6). Durch
diese Eigenschaft eignen sie sich hervorragend als molekularbiologisches Werkzeug fiir einen
Gentransfer. Zudem ist im Vergleich zu viralen Vektoren, welche mindestens die

gentechnische Sicherheitsstufe 2 benétigen, die Sicherheitsstufe 1 ausreichend.

plasmid vector

9
WW

genomic integration

Abb. 1.6: Aufbau, Funktionsweise und Verwendung von transposablen Elementen als Genvektoren. Gegenldufige
Wiederholungssequenzen (engl.: terminal inverted repeats, TIRs) flankieren das Transposase-Gen (A). Das Transposon-
Vektorsystem beruht auf zwei Komponenten: Ein Plasmid enthélt das Zielgen (,,gene of interest” (GOI)), ein weiteres das
Transposasegen (B). Da GOl wird durch die Transposase aus dem Spenderplasmid herausgeschnitten und in die Ziel-DNA

integriert (C) (lvics and Izsvak 2011).

1.6 Zielsetzung

Wie oben dargestellt verfigen BMPs (ber einen nachgewiesenen osteo- und
chondroinduktiven Effekt. Einige Subtypen werden bereits klinisch in der Frakturheilung
eingesetzt. Rekombinantes Protein wird dabei auf einer Tragermatrix auf die
Frakturoberflache gebracht. Jedoch ist die rekombinante Herstellung von BMPs teuer und ihre
Verweilzeit in vivo betrdagt wenige Tage. Eine effektive Alternative, um dennoch vom osteo-
und chondroinduktiven Effekt der BMPs in der Frakturheilung zu profitieren, kann eine lokale

BMP-Uberexpression durch hMSCs sein.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung und Charakterisierung stabil
BMP-liberexprimierender humaner mesenchymaler Stammzellen mittels eines nicht-viralen
Gentransfers. Hierbei sollten BMP2-, BMP4-, BMP7-, BMP2/7- und BMP4/7-
Uberexprimierende humane mesenchymale Stammzellen hergestellt werden. Hierzu sollten
die jeweiligen BMP-Sequenzen mittels klassischer Klonierungsmethoden in das Sleeping-
Beauty-Vektorriickgrat pSBbi-GP kloniert werden. Das auf dem Vektorriickgrat befindliche
Resistenzgen flir Puromycin verleiht den erfolgreich transfizierten hMSCs eine Resistenz
gegenliber diesem Antibiotikum. Auf diese Weise kann eine antibiotische Selektion
durchgefiihrt werden. pSBbi-GP beinhaltet auch die Sequenz der enhanced-Variante des griin
fluoreszierenden Proteins (eGFP), weshalb die Expression von BMP mit der Expression von
eGFP positiv korreliert. Auf diese Weise sollte mittels Fluoreszenzmikroskopie der
Transfektionserfolg beurteilt werden und durchflusszytometrisch mittels FACS (engl.:
fluorescence-activated cell sorting) eine Sortierung in stark und schwach BMP-
Uiberexprimierende hMSC erfolgen. AnschlieRend sollte die BMP-Uberexpression auf RNA-
Ebene mittels RT-PCR untersucht und zur Quantifizierung spezifische BMP-ELISAs verwendet
werden. Mittels eines Luciferase-Reporter-Assays sollte unter Verwendung von BMP-
sensitiven Reporterzellen die Bioaktivitat der von den hMSC sezernierten BMPs nachgewiesen

werden.

Parallel zur Herstellung der durch nicht-viralen Gentransfer stabil BMP-liberexprimierenden
hMSCs wurden bestehende BMP-lberexprimierende hMSCs differenziert, welche im
ExperiMed-Labor mittels lentiviralen Gentransfer durch Frau Dr. Veronika Schonitzer und Frau
Dr. Uta Moll hergestellt wurden. Hierbei wurde eine adipogene Differenzierung durchgefiihrt

und eventuelle Wirkungen von BMP auf die Differenzierungskapazitat untersucht.
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2 Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden alle in den durchgefiihrten Experimenten verwendeten

Materialien und Methoden aufgefiihrt.

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Substanz Hersteller

Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf
Ampicillin Roth, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat (APS) Roth, Karlsruhe

Bacto-Agar BD, Heidelberg
Bacto-Hefeextrakt BD, Heidelberg
Bacto-Trypton BD, Heidelberg

BODIPY-Fluoreszenzfarbstoff (D3922) Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Bovines Serumalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe

CaCl, Merck, Darmstadt
cOmplete, Mini, EDTA-free Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Chloramphenicol Roth, Karlsruhe
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dexamethason Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt

Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Salzlésung Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt

Ethansaure Merck, Darmstadt
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Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FBS)
Gel-Ladepuffer, 6x purple dye
Glycerin

Glycin

HCl
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)
Indomethacin

Insulin

Kaliumacetat

Kanamycin

KCl

Methanol

MgCl,

Milchpulver

3-(N-Morpholino)propansulfonsdureMOPS/NaOH

NaCl

NEB-Puffer

Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin-Losung
Protease-Inhibitor

Puromycin
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

New England BiolLabs, Frankfurt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

New England BiolLabs, Frankfurt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PAA, Pasching, Osterreich
Roche, Penzberg

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
16
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Tris-Base

Tris-HCI

Trypsin-EDTA (10x)

Tween 20

X-Gal

Zellkulturmedium MEM a high Glucose
Zellkulturmedium D-MEM high Glucose
Zeocin

B-Mercaptoethanol

2.1.2 Pufferlésungen
Tfb | 30 mM KAc

50 mM MnC|2

100 mM KCl

15 % (v/v) Glycerin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Invitrogen, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

mit 2 M HAc einstellen auf pH 5,8

Tfb 1l 10 mM MOPS/NaOH

75 mM CacCl,

10 mM KCl

15 % (v/v) Glycerin

50x TAE-Puffer 242 g Tris-Base

57,1 ml reine Essigsaure

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0

ad 1 | mit H20, auf pH 8,3 einstellen
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2.1.3 Enzyme

CIP Enzym (Calf Intestine alkaline) New England Biolabs, Frankfurt/Main
Phosphatase)

HotStar HiFidelity DNA Polymerase Qiagen, Hilden

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Frankfurt/Main

2.1.4 Organismen

Bakterien

DH5a E. coli

Diese Bakterien bildeten die Grundlage fiir die Herstellung kompetenter Zellen.
Zelllinien

SCP1

SCP1 ist die Abktirzung fir ,single cell picked clone 1 — bei diesen Zellen handelt es sich um
immortalisierte, humane mesenchymale Stammzellen. Sie wurden im ExperiMed-Labor fir
Experimentelle Chirurgie und Regenerative Medizin lber einen lentiviralen Gentransfer von
hTERT in hMSCs hergestellt (Bocker, Yin et al. 2008). In der Publikation von Bocker et. al (2008)
wurde unter anderem gezeigt, dass die hTERT-liberexprimierenden hMSCs auch nach tiber 60
Passagen ihren Stammzellcharakter behalten und keiner malignen Transformation

unterliegen.

SCP1-Zellen waren die Grundlage fiir die Herstellung BMP2-, BMP4- und BMP7- sowie
BMP2/7- und BMP4/7-lberexprimierender, GFP-exprimierender hMSCs. Es wurde zudem
eine lediglich GFP-exprimierende SCP1-Zelllinie generiert, um mogliche Begleiterscheinungen
der Transfektionsmethode sowie der Expression von GFP separat von der BMP-

Uberexpression untersuchen zu kénnen.

SCP1-BMP2-GFP, SCP1-BMP4-GFP, SCP1-BMP7-GFP, SCP1-BMP2/7-GFP, SCP1-BMP4/7-GFP,

SCP1-GFP
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Diese Zelllinien wurden in der vorliegenden Arbeit selbst hergestellt; SCP1-Zellen wurden
nicht-viral stabil transfiziert. Mittels FACS-Sorter erfolgte eine Sortierung nach
Fluoreszenzintensitat in jeweils eine GFP hoch- bzw. niedrigexprimierende Gruppe. Bei diesen
Zellen handelt es sich jeweils um die GFP-hochexprimierende Gruppe, die in den weiteren

Experimenten verwendet wurde.

SCP1-BMP2, lentiviral hergestellt

Im ExperiMed-Forschungslabor wurden BMP2-iliberexprimierende hMSCs durch Frau Dr. Moll
Uber einen lentiviralen Gentransfer hergestellt (Moll, 2014). Die Klone 1, 4 sowie die Mock-
Variante wurden in der vorliegenden Arbeit adipogen differenziert und anschlieRend der

Einfluss von BMP2 auf die Differenzierungskapazitat untersucht.

HepG2BRA-Reporterzellen

Es handelt sich bei den HepG2BRA-Zellen um eine Reporterzelllinie zur Untersuchung der
BMP-Bioaktivitat. Zur Herstellung dieser wurden humane Hepatomzellen (HepG2) mit einem
BMP/Smad-abhéangigen Enhancer, welcher von einem Id1-Promoter abgeleitet und mit einem
Luciferase-Reportergen verbunden ist, stabil transfiziert (Zilberberg, ten Dijke et al. 2007).
Diese Zellen wurden dem ExperiMed-Forschungslabor freundlicherweise durch Daniel B.
Rifkin von der New York University (NYU) Uberlassen. HepG2BRA sind geeignet, die BMP-

Aktivitat mit hoher Sensitivitat zu messen (Zilberberg, ten Dijke et al. 2007).

2.1.5 Maedien fiir Bakterienkulturen

LB-Medium, steril 1 % NaCl
0,5 % Bacto-Hefeextrakt
1 % Bacto-Trypton
ad 11 H;0, einstellen auf einen pH zwischen 7,2-7,5
autoklavieren
Ampicillin-LB-Medium steriles LB abkihlen lassen, ad 100 pg/ml Ampicillin

Kanamycin-LB-Medium steriles LB abkiihlen lassen, ad 100 pg/ml Kanamycin
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LB-Agarplatten

SOC-Medium

2.1.6 Gene und Vektoren
Gen/Vektor

pCMV/(CAT)T7-SB100X

pSBbi-GP

hBMP2

pCMV-SPORT6-BMP4

(Klonname: HsCD00331030)

pDONR221-BMP7

(Klonname: HsCD00043511)

pCR2.1-TOPO

LB-Medium mit 1,6 % Agar
0,5 % Bacto-Hefeextrakt

2 % Bacto-Trypton

10 mM NacCl

2,5 mM KClI

10 mM MgCI2

10 mM MgS0O4

20 mM Glukose nach autoklavieren und abkiihlen, anschlieRend

sterile Filtration

GrolRe [kb]  Bezugsquelle

4,8 freundlicherweise zur Verfligung gestellt

durch PD Dr. Attila Aszodi
ExperiMed, Miinchen

6,6 Eric Kowarz (Addgene-Plasmid #60511
http://n2t.net/addgene:60511,
RRID:Addgene_60511)

Addgene, Cambridge

Wyeth Research, Cambridge

6,0 Harvard PlasmID, Harvard Medical School,
Boston

3,9 Harvard PlasmID, Harvard Medical School,
Boston

3,9 Invitrogen, Darmstadt
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pUC19 2,7 Invitrogen, Darmstadt

2.1.7 Na&ahrmedium und Materialien fir Zellkultur

Medium fir hMSCs/SCP1 10 % FBS
1 % Penicillin/Streptomycin
in MEM a high Glucose
Medium fur HepG2BRA 10 % FBS
1 % Penicillin/Streptomycin
in D-MEM high Glucose
Adipogene Differenzierung (Zusatze zum Standardmedium)
Induktionsmedium:
1 uM Dexamethason
0,2 mM Indomethacin
1 mM IBMX
Erhaltungsmedium:
0,1 mg/ml Insulin
Medium fir Kryo- 10 % DMSO
konservierung 20 % FBS

70 % MEM a high Glucose

Zellkulturflaschen Nunc, Wiesbaden
25/75/175/225cm?

Zellkulturplatten Nunc, Wiesbaden
6/24/96 well
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96-well Platte schwarz Thermo Fisher Scientific, Schwerte

2.1.8 Standards
1kb Plus DNA-Marker/ New England Biolabs, Frankfurt/Main

2-Log-DNA-Marker
Gene Ruler 1kb Plus DNA/ Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Fermentas G. 1kb Plus DNA

Protein-Marker V VWR, Ismaning

2.1.9 Oligonukleotide

2.1.9.1 PCR-Primer

Bezeichnung Sequenz von 5‘ nach 3’ Tm/°C
hBMP2_Sfil_for GGCCTCTGAGGCCACCATGGTGGCCGGGACC 56,0-78,8°C
hBMP2_Sfil_rev GGCCTGACAGGCCCTAGCGACACCCACAAC 55,2-75,0°C
hBMP4_PspXI_for ACTCGAGCTATGATTCCTGGTAACCGAATG 66,8°C
hBMP4_Hindlll_rev AAGCTTCAGCGGCACCCACATCC 66°C
hBMP7_Sfil_for GGCCTCTGAGGCCACCATGCACGTGCGCTCAC 54,3-77,2°C
hBMP7_Sfil_rev GGCCTGACAGGCCCTAGTGGCAGCCACAG 54,3-75,2°C
BMP2_P2A_7_for AAGCTTGCTCGAGTGCAC 56°C
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BMP2_P2A_7_6_rev CCCGGGGTATCACGC 56°C
BMP4_P2A_7_for AAGCTTCGCCGGTGGAT 55,2°C

BMP4_P2A_7_rev CCATGCTGTACCTGGATG 56°C

2.1.9.2 Sequenzierprimer

Plasmid Primername Sequenz von 5 nach 3*
pSBbi-GP-hBMP2 hBMP2_seq_01 CAACTCGAACTCGCTCAGG
pSBbi-GP-hBMP2 hBMP2_seq_02 CTGGCTGATCATCTGAACTC

pSBbi-GP-hBMP2-

P2A-hBMP7
pSBbi-GP-hBMP4 hBMP4_seq_01 CTGCAGAAGTGTCGCCTCG
pSBbi-GP-hBMP4 hBMP4_seq_02 GTGCCATCTCCATGCTGTAC

pSBbi-GP-hBMP4-

P2A-hBMP7
pSBbi-GP-hBMP7 hBMP7_seq_01 GATGAAGCTCGAGTGCAC
pSBbi-GP-hBMP7 hBMP7-seq_02 CATCGTGCAGACGCTGGTC

pSBbi-GP-hBMP4-

P2A-hBMP7

pSBbi-GP-hBMP4-P2A  BGH_rev TAGAAGGCACAGTCGAGG
2.1.10 Kits
Micro BCA Protein Assay Thermo Fischer Scientific, Schwerte
BMP2 Quantikine ELISA Kit R&D Systems, Minneapolis
BMP4 Quantikine ELISA Kit R&D Systems, Minneapolis
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BMP7 Quantikine ELISA Kit

HotStar HiFidelity Polymerase Kit
Luciferase Assay System

NucleoSpin Gel und PCR clean-up

P1 Primary Cell 4D-Nucleofector™ Kit
P3 Primary Cell 4D-Nucleofector™ Kit
PureYield™ Plasmid Miniprep
RNeasy Mini Kit

T4-DNA-Ligase-Kit

TOPO TA Cloning Kit

Transcriptor First Strand

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

2.1.11 Geréte

4D-Nucleofector™ Core Unit
Analysewaage

Autoklav

Bunsenbrenner, Typ Fireboy eco
Durchflusszytometer BD FACSAria™
Durchlichtmikroskop, Leica M165 FC

Elektrophorese-Spannungsquelle

Elektrophoresekammer

Entwickler fiir Westernblot-Membran,
Typ ImageQuant LAS 4000 mini
Feinwaage, Typ 770

ImageQuant LAS 4000 mini

Inkubator flir Bakterien

R&D Systems, Minneapolis
Qiagen, Hilden

Promega, Madison, Wisconsin
Kit Macherey-Nagel, Diren
Lonza, Basel

Lonza, Basel

Promega, Madison, Wisconsin
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

Roche, Basel

Qiagen, Hilden

Lonza, Basel

Sartorius, Gottingen

H+P Labortechnik, Oberschleiheim
Integra Biosciences, Fernwald

BD, Heidelberg

Leica, Germany
Peqglab, Erlangen

Peqglab, Erlangen

GE Healthcare, Miinchen

Kern&Sohn, Balingen
GE Healthcare, Miinchen

Memmert, Schwabach
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Inkubator fiir Zellkulturen,
Typ HERAcell 240 i
Magnetriihrer mit Heizplatte

Mikropipetten

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Axon, Kaiserslautern

Mikroskop AxioObserver.Z1, AxioCam MRm Zeiss, Oberkochen

Mini-Trans-Blot Elektrophoresekammer

Mischer Vortex-Genie 2
Nanodrop Spektralphotometer
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Thermocycler
PCR-Thermocycler

pH-Meter

Pipetboy

Plattformschittler mit Inkubator 1000

Plattformschittler, Rotamax 120
Spannungsquelle flir Western Blot
Tecan-Safire2-Mulitplate-Reader
Thermomixer,

Typ comfort mit Thermoblock
Tischzentrifuge fiir ReaktionsgefalRe
Tischzentrifuge, Typ Biofuge pico
Trans-Blot Turbo Transfer System
UV-Leuchttisch

Wasserbad

Zellkultur-Mikroskop, Typ Diavert
Zellkultur-Zentrifuge, Typ Univ. 16R
Zentrifuge, Typ Jouan BR 4

2.1.12 Software
Adobe Photoshop CS6 13.0

Adobe Illustrator CS6 16.0.0

Bio-Rad, Miinchen

Scientific Industries, New York, USA
Peqlab, Erlangen

Brand, Wertheim

Bio-Rad, Miinchen

WTW Inolab, Weilheim
Hirschmann, Eberstadt

Heidolph, Schwabach

Heidolph, Schwabach

Consort, Turnhout, Belgien
Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Eppendorf, Hamburg

neolab, Heidelberg

Heraeus, Hanau

Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen
Vilber Lourmat, Eberhardzell

GFL, Burgwedel

Leitz, Wetzlar

Hettich, Tuttlingen

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Bildbearbeitung

Bildbearbeitung
25



BioEdit 7.1.3
CloneManager 9
GraphPadPrism 8.3.1
ImageJ 1.8.0

Zeiss ZEN 2.3 (blue edition)

Sequenzanalyse

Klonierung

Auswertung und Statistik
Bildbearbeitung und Auswertung

Mikroskopsoftware
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden
Die mikrobiologischen Arbeiten wurden mit dem DH5a-E. coli-Bakterienstamm, sofern nicht

anders angegeben, bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.2.1.1 Bakterienkultivierung auf Agarplatten

Selbsthergestelltes, mit Agar versetztes, autoklaviertes LB-Medium wurde zum GieRen der
Agarplatten verwendet. Je nach Bedarf wurden dem sterilen LB-Medium nach ausreichender
AbkUhlungszeit aufgrund der Thermosensibilitdt von einigen Antibiotika jeweils Ampicillin,

Chloramphenicol oder Kanamycin in einer Konzentration von 100 pg/ml zugegeben.

Zur Bakterienkultivierung aus Glycerinkulturen wurde eine sterile Mikropipettenspitze zur
Materialgewinnung verwendet und anschlieRend als Verdiinnungsausstrich im Sinne eines
Drei-Osen-Ausstrichs auf eine Agarplatte aufgetragen. Bei Transformationen wurde die
Bakteriensuspension mit einem Drygalski-Spatel ausplattiert. Dieser wurde zuvor in 80%igem

Ethanol eingetaucht und anschlieBend mit dem Bunsenbrenner kurz abgeflammt.

Die Agarplatten wurden Uber Kopf im Bakterieninkubator bei 37 °C (iber Nacht aufbewahrt.

Mit Parafilm versiegelte Platten konnten bei 4 °C bis zu 7 Tage aufgehoben werden.

2.2.1.2 Bakterienkultivierung im Flissigmedium

Zur Beimpfung von Flussigkulturen wurde eine sterile Mikropipettenspitze mit einer sterilen
Pinzette gefasst und Material von einem auf einer Agarplatte kultivierten Reinheitsausstrich
gewonnen. Die Spitze wurde kurz in ein mit 4 ml LB-Selektionsmedium — also LB-Medium
versetzt mit dem geeigneten Antibiotikum — geflilltes Kulturréhrchen getaucht und leicht
geschiittelt. AnschlieBend wurde der luftdurchldssige Deckel angeschraubt. Uber Nacht
wurden die Kulturréhrchen bei 37 °C bei 270 rpm geschiittelt. Zur Beimpfung von groRen
Bakterienkulturen wurden 99 ml LB-Selektionsmedium und 1 ml Bakterienflissigkultur in
einem 500 ml fassenden Erlenmeyerkolben ebenfalls Gber Nacht bei 37 °C bei 270 rpm

geschittelt.
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2.2.1.3 Kryokonservierung von Bakterienkulturen

Mittels Glycerinkultur konnten Transformanden kryokonserviert werden. Hierfiir wurde eine
Einzelkolonie in 4 ml LB-Selektionsmedium (ber Nacht bei 37 °C mit 270 rpm geschiittelt.
850 pl dieser Bakteriensuspension wurde mit 150 pl 100%igem autoklaviertem Glycerin durch
mehrfaches Auf- und Abpipettieren in einem Kryovial griindlich resuspendiert und sofort in

flissigem Stickstoff schockgefrostet und anschlieRend bei -80 °C gelagert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen
Durch Erhéhung der Permeabilitat von Zellwand und Plasmamembran der Bakterien soll die
Aufnahme von DNA erleichtert werden. Diese Fahigkeit zur Aufnahme freier DNA wird als

Kompetenz bezeichnet.

DH5a-Zellen wurden aus einem bei -80°C gelagertem Glycerolstock auf Agarplatten
ausgestrichen und lber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden drei Vorkulturen
je 4 ml LB-Medium in Kulturrohrchen tGber Nacht bei 37 °C bei 190 rpm geschiittelt und
anschliefend drei Mal 50 ml LB-Medium mit jeweils 750 pl Vorkultur in 250 ml fassende
Erlenmeyerkolben beimpft. Durch Messung der Absorbanz bei einer Wellenlange von 578 nm
wurde die optische Dichte (0.D.) gemessen; sie steigt von ca. 0,06 auf 0,6 in etwa zwei
Stunden. Bei einer O.D. von 0,6 wurden die Bakteriensuspensionen in je ein steriles 50 ml-
Falcon Gberfiihrt und auf Eis gestellt. Bei 4 °C wurden sie fiir 7 min bei 2000 x g zentrifugiert
und der Uberstand gut abdekantiert. Nun wurden je 15 ml frisch zubereiteter eisgekiihlter
Transformationspuffer | (Tfbl) pro Falcon zugegeben, das Zellpellet durch Vortexen
resuspendiert und 5-10 min auf Eis inkubiert. Derweil wurden sterile Kryor6hrchen beschriftet
und in flissigem Stickstoff vorgekihlt. AnschlieRend wurden die Zellen fiir 5 min bei 700 x g
bei 4 °C abzentrifugiert und gut abdekantiert. Nun wurden je 2 ml frisch zubereiteter
eisgekihlter Transformationspuffer Il (Tfbll) pro Falcon zugegeben. Auf keinen Fall sollten die
Zellen gevortext werden; sie wurden daher ca. 10-20 min im Eiswasser bis zur vollstandigen

Resuspension geschwenkt. Zuletzt wurden die Zellen portionsweise a 200 ul pro Kryordéhrchen
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aliquotiert und sofort in fllissigem Stickstoff schockgefroren. Bei -80 °C sind die kompetenten
Zellen problemlos mehrere Monate haltbar. Mittels Testtransformation mit 10 pg pUC19-

Vektor wurde die Transformationseffizienz ermittelt.

2.2.2.2 Transformation in E. coli-Zellen

Die Transformationen wurden mittels der Hitzeschock-Methode durchgefiihrt.

Zum Ligationsansatz wurden 50 pl auf Eis aufgetaute chemisch kompetente Zellen (s. 2.2.2.1)
gegeben und fir 30 min im Eisbad inkubiert; dabei wurden sie zwischendurch mehrmals
vorsichtig geschwenkt. Dann erfolgte der Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C im Wasserbad mit
anschlieBender Kiihlung auf Eis. 500 pl SOC-Medium wurden hinzugegeben und die Bakterien-
DNA-Suspension im Thermomixer fiir 60 min bei 37 °C und 300 rpm geschittelt. Je 20 pl,
180 pul und der Rest wurden auf Agarplatten aus dem geeigneten Selektionsmedium

ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °Cinkubiert.

Bei Transformationen mit dem PCR2.1-TOPO-Vektor wurden positive Transformanden mittels
Blau-WeilR-Screening identifiziert. Hierflir wurden die Agarplatten vor dem Ausplattieren
gleichmaBig mit der gelblichen Substanz X-Gal bestrichen. Der oben genannte Vektor enthalt
an der so genannten ,Multiple Cloning Site” das B-Galaktosidase-Gen lacZ, welches den
Bakterien durch Expression einer Galaktosidase ermdglicht, X-Gal in einen blauen Farbstoff
und Galaktose umzuwandeln. Demzufolge wird bei Einbau des Inserts das lacZ-Gen inaktiviert
und die Kolonien mit positiven Transformanden bleiben ungefarbt, also weils. Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit sollten X-Gal sowie X-Gal-enthaltende Agarplatten im Dunkeln gelagert

werden.

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentrationen erfolgte spektralphotometrisch mit Hilfe
eines NanoDrop Spektralphotometers. Mittels der Lambert Beer‘schen-Formel kann anhand
der Extinktion bei OD2sonm durch das Gerat die Konzentration an Nukleinsdauren ermittelt
werden. Ein Wert zwischen 1,8 und 2,0 beim OD260nm/OD2sonm-Quotienten entspricht einer

reinen, fir die Weiterverarbeitung geeigneten Probe.

29



2.2.2.4 Restriktionsverdau von DNA

Beim Restriktionsverdau wird DNA mithilfe von Restriktionsenzymen an bestimmten
Positionen in Fragmente geschnitten. Dies kann sowohl analytisch zur Plasmididentifikation
als auch praparativ zur Gewinnung eines bestimmen DNA-Fragments verwendet werden. Fir
ersteres wurden anhand der Plasmidkarten bestimmte Enzyme mit definierten Schnittstellen

ausgesucht, sodass nur das richtige Plasmid Fragmente mit korrekten Langen aufweist.

Komponente Analytischer Ansatz Praparativer Ansatz
Plasmid: 500 ng 2 ug

passender Puffer: 10 % 10 %

Enzym: 0,5 ul 3ul

H,0: ad 10 ul ad 60 ul

Analytische Ansatze wurden fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Praparative Ansatze wurden fiir 2 h
bei 37°C inkubiert. Bei Doppelverdauen wurden zwei Restriktionsenyzme mit
Ubereinstimmenden Puffern und Reaktionstemperaturen ausgewahlt. Bei analytischen
Ansatzen wurden je 0,5 ul, bei praparativen Ansatzen je 3 ul pro Enzym hinzugegeben. Der
Enzymanteil im Ansatz darf 10 % nicht (iberschreiten, da das enthaltene Glycerin zu Star-
Aktivitat fuhren kann. Dies bezeichnet das Schneiden an anderen Stellen als den

Standardsequenzen und senkt somit die Spezifitdt des Enzyms.

2.2.2.5 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese trennt Nukleinsaurefragmente aufgrund ihrer Ladung und GroRRe in
einem elektrischen Feld auf. Als Tragermaterial diente hierbei ein Agarosegel: 1x Tris-Acetat-
EDTA-Puffer wurde mit 1-2% iger Agarose aufgekocht; in flissigem Zustand wurden 6 pl
Ethidiumbromid pro 100 ml Gel hinzugefigt. Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsduren.
Die Zunahme der Fluoreszenzintensitat kann detektiert werden und ist abhdngig von der

Menge an Nukleinsduren. Die geeignete KammgroRe wurde ausgewahlt, das Gel gegossen und
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mindestens 30 min ausgehartet. In die Geltaschen wurden die verdauten DNA-Ansatze
mitsamt 6x Purple Dye pipettiert. Dieser farbige Gelladepuffer dient als optische Kontrolle
beim Auftragen der Proben und Verfolgen der Laufgeschwindigkeit sowie -strecke. Ein
sogenannter Standard diente zur Abschatzung der Fragmentlange; hierbei handelt es sich um
ein Gemisch von DNA-Fragmenten definierter Langen. Die Elektrophorese erfolgte mit 1x TAE
als Laufpuffer bei einer Spannung von 120-130 V. Unter UV-Licht kommt es zur Anregung der
Fluoreszenz. Nukleinsdurehaltige Bereiche imponieren als helle, leuchtende Bereiche — sog.

Banden. Bereiche ohne Nukleinsduren erscheinen dunkel.

2.2.2.6 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Unter moglichst kurzer UV-Licht-Durchleuchtung zur Vermeidung von Mutationen wurden die
bendtigten Nukleinsdurefragmente nach praparativen Verdauen identifiziert und diese
mithilfe eines Skalpells aus dem Gel geschnitten und in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefald
Uberfiihrt. Die DNA-Extraktion aus dem Gelstiick erfolgte mit dem NucleoSpin Gel und PCR-

clean-up-Kits nach Anleitung des Herstellers. Die eluierte DNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.2.7 DNA-Plasmidisolierung aus E. coli

Mit Material von auf einer Agarplatte kultiviertem Reinheitsausstrich wurden 4 ml-LB-
Selektionsmedium beimpft. Die fliissige Ubernachtkultur wurde mehrmals in einem 1,5 ml-
Eppendorf-Reaktionsgefall abzentrifugiert und das Bakterienzellpellet in 600 ul TE-Puffer
resuspendiert. Mit dem PureYield-Plasmid-Miniprep-Kit wurde nach Angaben des Herstellers
die DNA im analytischen MaBstab isoliert. Flir h6her konzentrierte, reinere und endotoxinfreie
DNA — wie beispielsweise bei der Transfektion benétigt — erfolgte die DNA-Isolierung mittels
des QIAGEN-Maxiprep-Kits. Hierfiir wurden Bakterien von groRen Ubernachtkulturen a 100 ml
geerntet und nach Aufreinigung und Isolierung der DNA in 150 pl endotoxinfreiem Wasser

eluiert. Die Proben wurden analytisch verdaut und der Rest bei -20 °C gelagert.
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2.2.2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die PCR (engl.: polymerase chain reaction) dient der Vervielfaltigung von DNA und wurde in
der vorliegenden Arbeit sowohl analytisch als auch praparativ eingesetzt. Es wurde das

HotStar-HiFidelity-PCR-Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers verwendet.

Komponente Analytischer Ansatz Préaparativer Ansatz
Template-DNA: 10-50 ng 100-200 ng
5x HotStar HiFidelity-PCR-Puffer inkl. 5 ul 10 pl

dNTPs und 7,5 mM MgSOsa:

gef. 5x Q-Solution: 5 ul 10 pl
Sense-Primer: 2,5 ul 5ul
Antisense-Primer: 2,5 ul 5ul
HotStar-HiFidelity-DNA-Polymerase 0,5 pl 1l

(2,5 units/p):

PCR-Wasser: ad 25 ul ad 50 ul

Alle Komponenten wurden in 0,2 ml-ReaktionsgefaBen auf Eis angesetzt. Zur
Qualitatsuberpriifung wurde jeweils eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Bei diesem Ansatz
wurde statt einer Template-DNA PCR-Wasser verwendet. Zur Verbesserung der Amplifikation
wurde bei manchen Reaktionen Q-Solution, welche Einfluss auf das Schmelzverhalten von
Nukleinsduren hat, hinzugefiigt. Hierflir wurden jeweils Ansdtze mit oder ohne Q-Solution

vorbereitet und die Ergebnisse verglichen.

Folgendes Standardprogramm wurde fir die Amplifizierung der Template-DNA im PCR-

Thermocycler verwendet:
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Zeit Temperaturoptimum Bemerkung

Initialer 5 min 95 °C Zur Aktivierung der

Aktivierungsschritt: HotStar-DNA-Polymerase

Denaturierung: 15s 94 °C

Annealing: 1 min 50-68 °C etwa 5°C unter Tn des
Primers

Elongation: 1 min 72°C

Zyklen: 30-45 abhangig von Template-

(Wiederholung von DNA-Menge

Denaturierung,

Annealing und

Elongation)

Endelongation: 10 min 72 °C

Ende des PCR- unlimitiert 8°C empfohlen zur Kiihlung
Programmes: nach Ende des PCR-

Programms

Das Primerpaar gibt die Annealing-Temperatur vor. Teile der Ansatze wurden anschlieRend
direkt mit 6x Purple-Dye-Ladepuffer gemischt und einer Gelelektrophorese unterzogen. Der

Rest wurde gegebenenfalls bei -20 °C gelagert.

2.2.2.9 Calf-Intestinal-Phosphatase (CIP)

Zur Vermeidung einer Selbstligation nach Schnitt durch das Restriktionsenzym wurden die
Vektorenden dephosphoryliert. Dies geschah mithilfe des CIP-Enzyms (engl: calf intestine
alkaline phosphatase), einer alkalischen Phosphatase. Hierfir wurde der nach
Restriktionsverdau und Gelelektrophorese aus dem Gel extrahierte Vektor mit 1 pl CIP-Enzym,

2 ul 10xcutsmart-Puffer, 1 pmol DNA-Enden und ad 20 pl H2O fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
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Die Reaktion wurde mit 1 ul 0,5 M EDTA gestoppt und der Vektor mittels Nucleospin-clean-

up-Kit erneut aufgereinigt.

2.2.2.10 Ligation von DNA
Zur Erhohung der Ligationseffizienz wurden Vektor und Insert im Verhaltnis 1:3 eingesetzt;
berechnet nach folgender Formel:

3 * MasseVektor[ng] » Langelnsert[bp]
LangeVektor [bp]

Masse Insert [ng] =

AnschlieBend wurden 1 ul 10x Ligasepuffer, 1 pl Ligase und Wasser ad 10 pl hinzugefigt,
gemischt und bei 16 °C im Thermomixer Uber Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde der
komplette Ligationsansatz fiir die Transformation verwendet. Alternativ ist eine Lagerung bei

-20 °C moglich.

2.2.2.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG Operon durchgefiihrt. Hierzu
bendtigte die Firma 100 ng DNA der zu sequenzierenden DNA ad 15 pl H0. Es wurden sowohl
Standard-Sequenzierprimer der Firma als auch selbstdesignte Sequenzierprimer verwendet.

Die Sequenzanalyse erfolgte mit BioEdit.

2.2.2.12 Nicht-virale Transfektion

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von freier DNA in eukaryotische Zellen. Es
existieren verschiedene Transfektionsmethoden; in der vorliegenden Arbeit wurde die
Elektroporation angewandt. Ziel war eine stabile Transfektion — also ein dauerhafter Einbau
in das Genom — mittels ,,sleeping beauty“-Transposon-System, welches sich als vorteilhaftes
molekularbiologisches Werkzeug gegeniliber viralen Vektoren herausstellte: ,The newly
developed transposase yields unprecedented stable gene transfer efficiencies following
nonviral gene delivery that compare favorably to stable transduction efficiencies with

integrating viral vectors.” (Mates, Chuah et al. 2009).
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Vorteil ist unter anderem die geringere Immunogenitat gegenlber lentiviralen

Transfektionsmethoden.

2.2.2.13 ,sleeping beauty“-Transposon-System

Transposons sind DNA-Abschnitte, die ihre Position im Genom im Sinne eines so genannten
,cut-and-paste“-Mechanismus verandern konnen; sie kodieren auch die Transposase-
Sequenz, welche von gegenldufigen Wiederholungssequenzen umgeben ist (engl.: inverted
terminal repeats, ITRs) (Mates, Chuah et al. 2009). ITRs sind notwendig fiir das Erkennen der
Bindungsstellen durch das Transposase-Enzym. Jedes von diesen ITRs umgebene Zielgen kann
transpositioniert werden, weshalb DNA-Transposon-Systeme ein ideales

molekularbiologisches Werkzeug fiir Gentherapien sind (Mates, Chuah et al. 2009).

Es existieren zwei Vektortypen: pSBbi-Derivate fir eine konstitutive Expression, pSBtet-
Derivate fir eine induzierbare Expression. In der vorliegenden Arbeit wurde pSBbi-GP
verwendet, ein SB-Transposon-Plasmid mit einem konstitutiven, bidirektionalen Promoter:
auf der einen Seite befindet sich die Sfil-cloning-site fiir das GOl und auf der anderen Seite das
GFP- und Puromycinresistenzgen. Zur Verwendung der SB-Transposase flir eine
Genlbertragung wird ein transposables Element bendtigt. Daflir wird das Transposase-Gen
durch das GOI ersetzt. Ein zweites Plasmid dient nun als Quelle fir das Transposase-Enzym

(Kowarz, Loscher et al. 2015).

2.2.2.14 Elektroporation

Bei der Elektroporation handelt es sich um eine physikalische Transfektionsmethode. Sie
wurde jeweils mithilfe des Nucleofector-Kits von Lonza durchgefiihrt. Hierfliir wurden die
hMSCs bis zu einer Konfluenz von 70-85 % kultiviert. Zu hohe Zelldichten fihrten zu einer
Verringerung der Transformationseffizienz. Die Zellen wurden trypsiniert und fiir 10 min bei
200 x g zentrifugiert. Nach griindlicher Aspiration des Uberstandes ohne Aufwirbeln des
Zellpellets wurde dieses in 20 ul Nucleofector-Losung resuspendiert. Nun wurden maximal
2 ul von Transposase- und kloniertem Transposonplasmid in einem Verhaltnis von 1:2
hinzugegeben — beispielsweise 0,4 ug und 0,8 pg. AuRerdem wurde ein Ansatz mit dem

pmaxGFP-Vektor zur Uberpriifung des Transfektionserfolgs vorbereitet. Je 20 ul des
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Zellsuspensions-DNA-Gemischs wurden in Nucleovetten-Strips Uberfiihrt. Dabei ist eine
Bildung von Luftblasen zu verhindern, denn die Proben miissen den kompletten Boden der
Nucleovette bedecken. AnschlieBend wurden die Nucleovetten-Strips in den Nucleofector
gestellt und das Programm FF104 gestartet. Nach Beendigung des Programms wurden die
Zellen fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurden die Zellen mit 80 pl
vorgewarmtem Medium gemischt und in je ein Well einer 6-well-Platte ausgesat. Die 6-well-
Platten wurden bei 37 °C im Zellkultur-Inkubator gelagert. Nach einer Erholungsphase von
sieben Tagen erfolgte eine Selektion mit Puromycin 1ug/ml Medium Gber 14 Tage. Die

Medienwechsel erfolgten zwei Mal pro Woche.

Der Transfektionserfolg konnte fluoreszenzmikroskopisch ab dem ersten Tag nach
Elektroporation Uberprift werden: Transfizierte Zellen erscheinen grin aufgrund des

exprimierten GFPs. Nicht transfizierte oder abgestorbene Zellen zeigen keine Fluoreszenz.

2.2.3 Zellkultur

Fiir die adharent wachsenden hMSCs wurden Zellkulturflaschen und -platten verschiedener
GrolRen verwendet. Wenn nicht anders angegeben wurden die Zellen bei 37 °C und in einer

5%igen COz-Atmosphéare im Zellkultur-Inkubator kultiviert.

2.2.3.1 Auftauen von hMSCs

Zunachst wurde eine Zellkulturflasche mit Medium vorbereitet und zum Vorwarmen in den
Inkubator gelegt. Das jeweils korrekte Kryovial wurde aus dem Stickstofftank entnommen und
sofort auf Trockeneis gegeben. Dann wurden die Zellen im Wasserbad bei 37 °C zligig

aufgetaut und sofort in die vorgewarmte Zellkulturflasche gegeben.

2.2.3.2 Medienwechsel bei hMSCs mit Standardmedium
Medienwechsel erfolgten, wenn nicht anders angegeben, zweimal die Woche. Das
Standardmedium fiir die SCP1-Zellen und Derivate enthielt 10% FBS und 1%

Penicillin/Streptomycin in MEMa-Medium. Bei den HepG2BRA-Reporterzellen wurde anstelle
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des MEMa-Mediums DMEM-Medium verwendet. Gegebenenfalls wurden Zeocin bzw.
Puromycin zur Selektion hinzugefiigt. Es wurde jeweils das alte Medium mit autoklavierten

Glaspipetten abgesaugt und das vorgewarmte, neue Medium dazugegeben.

2.2.3.3 Medienwechsel bei der adipogenen Differenzierung

Fiir die adipogene Differenzierung wurden die Zellen in 6-well-Platten mit einer Dichte von
3,2x10* Zellen/cm? ausgesat und die adipogene Stimulation bei einer Konfluenz von 100 %
begonnen. Drei ,wells“ erhielten das Induktionsmedium und drei weitere das
Standardmedium als Kontrolle. Fir das Induktionsmedium der adipogenen Differenzierung
wurden zum Standardmedium 1 uM Dexamethason, 0,2 mM Indomethacin, 1 mM IBMX und
0,1 mg/ml Insulin hinzugegen und fur je funf Tage auf den Zellen belassen. Das
Erhaltungsmedium der adipogenen Differenzierung enthielt zusatzlich zum Standardmedium
0,1 mg/ml Insulin und wurde fur zwei Tage auf den Zellen belassen. Die Medienwechsel

wurden fir insgesamt drei Wochen durchgefiihrt.

2.2.3.4 Passagieren von hMSCs

Die Zellen wurden jeweils vor Erreichen ihrer Konfluenz trypsiniert, gezahlt und anschlieRend
die benoétigte Zellzahl in die gewlinschte Kulturflasche bzw. -platte ausgesat. Hierzu wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen mit einer Phosphat-gepufferten Salzlésung (PBS-Puffer)
gewaschen, um Uberschissiges Serum aus dem Medium zu entfernen, welches die Aktivitat
des Trypsins hemmen konnte. Der PBS-Puffer wurde ebenfalls abgesaugt und nun das 1x-
Trypsin zugegeben. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 37 °C inkubiert und die Ablésung der
Zellen unter dem Lichtmikroskop Uberprift. Dann wurde die Aktivitdt des Trypsins durch

Zugabe des doppelten Volumens an Medium gestoppt.

10 pl der Zellsuspension wurden in die Neubauer-Zahlkammer pipettiert und die vier dufleren
Quadranten ausgezahlt. Der Mittelwert multipliziert mit 1x10* ergab die Zellzahl pro Milliliter
Zellsuspension — mithilfe dieses Werts konnten Kulturflaschen und —platten mit der

gewlinschten Zelldichte ausgesat werden.
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2.2.3.5 Kryokonservierung von hMSCs

Fir die langere Lagerung der Zellen — in der Regel in fllissigem Stickstoff bei -196 °C - eignet
sich eine Kryokonservierung in speziellem Einfriermedium. Hierfiir wurden die Zellen zunachst
abgeldst mittels 1x Trypsin und anschliefend wie oben beschrieben gezahlt. Die gewlinschte
Zellzahl - fur gewohnlich 1x10° Zellen — wurde in einem Milliliter des Einfriermediums
resuspendiert und in einem Kryovial aufbewahrt und sofort in Trockeneis gestellt. Das
Einfriermedium besteht aus 80 % normalem Zellkulturmedium, 10 % Dimethylsulfoxid

(DMSO) sowie 10 % FBS.

2.2.4 Expressions- und Aktivitatsbestimmung der BMPs

2.2.4.1 RT-PCR
Die Reverse-Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, welche RNA in cDNA
umschreiben kann. In Kombination mit der PCR kann die Expression bestimmter Gene in Zellen

nachgewiesen werden.

Zunachst wurden hMSCs in T25-Flaschen bis zur Konfluenz kultiviert. Mithilfe des RNeasy-
Mini-Kits wurde nun die RNA aus den hMSCs nach Angaben des Herstellers isoliert. Je 1 ug
RNA wurde fiir die cDNA-Synthese mittels Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
bendtigt. Die synthetisierte cDNA wurde 1:10 verdiinnt fliir PCR-Ansatze nach folgendem

Programm verwendet:

Temperaturoptimum Zeit
Initiale Denaturierung: 94 °C 10 min
Denaturierung: 94 °C 30s
Annealing: individuell, abhangig von 30s

den verwendeten Primern: 50-62 °C
Elongation: 72 °C 1 min

Zyklen: 30-41
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Finale Elongation: 72 °C 10 min

Kihlung: 8°C unlimitiert

2.2.4.2 BMP-ELISA
Die BMP-ELISAs wurden mit dem Medienliberstand jeweils nach Angaben des Kit-Herstellers

durchgefiihrt. Zuvor wurden die Zellen fiir 3 Tage kultiviert.

2.2.4.3 BMP-Reporterzellassay
Nach dem Nachweis der BMP-Uberexpression wurde die BMP-Bioaktivitat mithilfe eines BMP-

Reporterzellassays ermittelt.

Am ersten Tag wurden 1x10* HepG2BRA-Zellen pro well in eine 96-well-Titerplatte ausgesét.
Am nachsten Tag wurden die Reporterzellen mit PBS gewaschen und anschlieend 150 ul der
BMP-Uberstinde bzw. Kontrollen in Dubletten hinzugegeben. Die Kontrollen waren die
Uberstinde der SCP1-GFP-Zellen, angereichert mit rekombinantem BMP in einer
Konzentration von 500 ng/ml. Nach weiteren 16-18 Stunden wurden die Uberstinde
abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Pro well wurden 20 pl 1x Reporterlysepuffer
hinzugefiigt und die 96-well-Titerplatte fiir eine Stunde bei -20 °C gelagert. Die aufgetauten
Proben wurden anschlieRend in eine schwarze 96-well-Titerplatte Gberflihrt und zum Tecan-
Safire2-Mulitplate-Reader getragen. Dort erfolgte nach Zugabe von 100 pl Luciferase-assay-
Reagenz pro well unmittelbar die Messung im Tecan-Gerat. Mit diesem wurde die aus der

Luciferaseaktivitat resultierende Lumineszenz bestimmt.

2.2.5 Histologische Methoden

2.2.5.1 Zellfixierung mit Formalin vor Anwendung des BODIPY-Fluoreszenzfarbstoffs
Nach zwei Wochen adipogener Stimulation mittels Induktion- und Erhaltungsmedium wurde
das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden zu jedem Well

der 6-well-Platte 500 ul gekiihltes, 4%iges Paraformaldehyd (PFA) hinzugegeben und fir
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25 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurde das PFA entfernt und die Zellen

dreimal mit PBS gewaschen.

2.2.5.2 Nachweis von Triglyzeriden mittels BODIPY-Fluoreszenzfarbstoffs

Zur Lipidfarbung wurde der BODIPY-Fluoreszenzfarbstoff angewandt. Hierflir wurde zundachst
eine 5 mM-Stocklosung in DMSO hergestellt, aliquotiert und bei -20 ° C aufbewahrt. Zur
Anwendung als Farbstofflosung wurden 0,04 % der aufgetauten Stocklésung mit 99,96 %
destilliertem H,O verdinnt und pro Well 500 ul hinzugegeben und bei 37 °C fiir 15 min

inkubiert. Zuletzt wurden die Zellen dreimal mit 1x PBS gewaschen.

2.2.6 Statistik

Flr die statistische Auswertung wurde die Software GraphPad Prism 8.3.1 verwendet. Zur
Untersuchung der statistischen Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt, als
statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 angesehen. Samtliche Experimente wurden in
mindestens zwei unabhangigen Durchlaufen und in Duplikaten durchgefiihrt. Die

Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung der BMP-iliberexprimierenden Zellen

3.1.1 Klonierungsstrategien

Es wurden finf verschiedene BMP-lberexprimierende Zelllinien mittels nicht-viralen
Gentransfers generiert. Hierflir wurde jeweils ein eigenes Expressionsplasmid mittels
Klonierung hergestellt: pSBbi-GP-hBMP2, pSBbi-GP-hBMP4 und pSBbi-GP-hBMP7 fiir die
BMP-Homodimer-iiberexprimierenden Zellen sowie pSBbi-GP-hBMP2-P2A-hBMP7 und pSBbi-
GP-hBMP4-P2A-hBMP7 flir die BMP-Heterodimer-iberexprimierenden Zellen. Als
Vektorrickgrat diente pSBbi-GP, ein SB-Transposon mit einem konstitutiven bidirektionalen
EFla-Promoter (s. Vektorkarte im Anhang) — auf der einen Seite befindet sich die Sfil-
Klonierungsstelle fir das Zielgen, auf der anderen Seite das eGFP-Fluoreszenzgen sowie das
Puromycin-Resistenzgen (Kowarz et al.,, 2015). Zur Untersuchung der Einfliisse des
Transfektionsprozesses und der Expression von eGFP wurde eine Negativkontrolle mit dem

reinen Vektorriickgrat ohne BMP-Gen durchgefiihrt.

3.1.2 Klonierungsstrategie von pSBbi-GP-hBMP2

Das BMP2-Gen wurde von Bobby Bangoura, Wyeth freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
Mittels PCR konnte der gewiinschte Abschnitt amplifiziert werden und Uber die
Oligonukleotide hBMP2_Sfil_for und hBMP2_Sfil_rev wurde sowohl am 5‘-Ende als auch am
3‘-Ende eine Sfil-Schnittstelle eingefihrt. Durch die Ligation des PCR-Produkts in das pCR2.1-
Plasmid entstand ein TOPO-hBMP2-Zwischenprodukt. Dieses wurde mittels analytischer
Restriktionsverdaue von drei unter Blau-Weil3-Selektion ausgesuchten Klonen unter
Verwendung folgender Enzyme Uberprift: EcoRI (FragmentgroBen: 3931bp + 1220bp), Sfil
(FragmentgroRen: 3931bp + 1220bp), Hindlll/Notl (FragmentgroRen: 3931bp + 1220bp). Ein
ausgewdhlter Klon wurde zur Uberpriifung auf Richtigkeit sequenziert. Im letzten Schritt
wurde das hBMP2-Gen aus dem Zwischenprodukt TOPO-hBMP2 in den Zielvektor pSBbi-GP
ligiert. Hierfir wurde das Zwischenprodukt mit Sfil (FragmentgréRen: 3931bp + 1220bp)

praparativ verdaut und das kleinere DNA-Fragment — das Insert — aus dem Gel exzidiert und
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aufgereinigt. Der Zielvektor wurde ebenfalls mit Sfil (FragmentgroRe: 6431bp) praparativ
verdaut. Zur Vermeidung einer Selbstligation des geschnittenen Zielvektors wurden dessen
freien Enden mithilfe des CIP-Enzyms dephosphoryliert. Zuletzt wurde das Insert mit einer
DNA-Ligase in den Zielvektor tiberfiihrt. Zur Uberpriifung des Endprodukts pSBbi-GP-hBMP2
wurden Kontrollverdaue mit Sphl (Fragmentgrofen: 7269bp + 369bp) und Fspl
(FragmentgrofRen: 3501bp + 2245bp + 1892bp) durchgefiihrt (s. Abb. 3.2) und die Richtigkeit

des Plasmids mittels Sequenzierung bestatigt.

pCR2.1-TOPO + I 1
3931 bp —
1220 bp
l Ligation

Sfil

TOPO-hBMP2 _
5151 bp

o PSBbI-GP

- Sfil
6640 bp

und

Restriktion mit Sfil
Ligation

pSBbi-GP-hBMP2
7638 bp

Abb. 3.1: Klonierungsstrategie von pSBbi-GP-hBMP2.

A pSBbi-GP-hBMP2 B pSBbi-GP-hBMP2
Fspl Sphi Sfil
110.000 10.000_
8000 _ _ 8000 _ -
5000 5000
1000 00
5000 3500
000 000
LU00 1000
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Abb. 3.2. Uberpriifung des klonierten pSBbi-GP-hBMP2-Plasmids mittels analytischer Restriktionsverdaue mit einer DNA-
Leiter als Komigrationsstandard linksseitig, Angabe in Basenpaaren (bp). Bei Anwendung der Enzyme Fspl und Sphl wurden
FragmentgroRen von 3501bp + 2245bp + 1892bp bzw. 7269bp + 369bp erwartet (A). Da sich die kleine Bande bei der
Verwendung von Sphl nur sehr schwach identifizieren lieR, wurde ein weiterer Restriktionsverdau mit Sfil durchgefiihrt mit

erwarteten FragmentgroRen von 6431bp + 1207bp (B).

3.1.3 Klonierungsstrategie von pSBbi-GP-hBMP4

Das BMP4-Gen wurde bei PlasmID, dem Plasmidrepositorium der Harvard Medical School,
gekauft (s. 2.1.6). Bei der PCR zur Amplifikation des benétigten Gens wurden mit den Primern
hBMP4_PspXIl_for und hBMP4_HindlIll_rev Schnittstellen eingefiihrt: am 5‘-Ende eine PspXI-
Schnittstelle und am 3‘-Ende eine Hindlll-Schnittstelle. Durch Ligation des PCR-Produkts in den
pCR2.1-Klonierungsvektor entstand ein TOPO-hBMP4-Zwischenprodukt. Mithilfe des Blau-
Weil-Screenings wurden drei Klone fir analytische Verdaue mit Hindlll/PspXI
(FragmentgroBen: 3931bp + 1231bp) und EcoRl (FragmentgroRen: 3931bp + 1231bp)
ausgewahlt. Der vielversprechendste Klon wurde mittels Sequenzierung verifiziert.
AnschlieBend wurde das hBMP4-Gen aus dem TOPO-hBMP4-Zwischenprodukt in den
Zielvektor pSBbi-GP (iberfiihrt. Daflir wurden beide Plasmide praparativ mit PspXI und HindllI
doppelverdaut, also TOPO-BMP4 (FragmentgrofRen: 3931bp + 1231bp) und pSBbi-GP
(FragmentgroBe: 6439bp). Das kleinere DNA-Fragment aus dem Verdau des
Zwischenproduktes entspricht dem Insert, welches in den geschnittenen Zielvektor ligiert
wurde. Zur Uberpriifung des Endprodukts pSBbi-GP-hBMP4 wurden Kontrollverdaue mit
Hindlll/PspXI (FragmentgréRen: 6439bp + 1207bp) und Nco | (FragmentgroRen: 6648bp +

1024bp) durchgefiihrt (s. Abb. 3.4) und das Plasmid mittels Sequenzierung verifiziert.
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PspX|

pCR2.1-TOPO + 1
3931 bp heipa  Hindil
1231 bp

l Ligation

+
Hindnil Hindll pSBbi-GP
Psp!

PspX|

TOPO-hBMP4 _
5162 bp

=

6640 bp

und

Restriktion mit PspXI und Hindlll
Ligation

pSBbi-GP-hBMP4
7646 bp

Abb. 3.3: Klonierungsstrategie von pSBbi-GP-hBMP4.

pSBbi-GP-hBMP4

Hindlll  Ncol
PspXi

:!An-ud

L2000 - - |
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Lc000.

4000,

3500

L 30004

Abb. 3.4. Uberpriifung des klonierten pSBbi-GP-hBMP4-Plasmids mittels analytischer Restriktionsverdaue. Die erwarteten
FragmentgréRen bei Verwendung der Enzyme Hindlll/PspXl bzw. Ncol betragen 6439bp + 1233bp respektive 6648bp +
1024bp.

3.1.4 Klonierungsstrategie von pSBbi-GP-hBMP7

Das BMP7-Gen wurde ebenfalls Giber PlasmID, dem Plasmidrepositorium der Harvard Medical

School, erworben (s. 2.1.6). Das zu klonierende Gen wurde mittels PCR vervielfiltigt. Uber die
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Primer hBMP7_Sfil_for und hBMP7_Sfil_rev wurden sowohl am 3‘-Ende als auch am 5’-Ende
eine Sfil-Schnittstelle eingefligt. Das PCR-Produkt wurde ebenfalls in den pCR2.1-TOPO-
Klonierungsvektor zwischenkloniert und das TOPO-hBMP7-Zwischenprodukt aus drei blau-
weiR-selektionierten Klonen mit Sfil (FragmentgrofRen: 3931bp + 1325bp) und Hindlll/Notl
(FragmentgroRen: 3931bp + 1325bp) analytisch verdaut. Ein ausgesuchter Klon wurde
sequenziert und das hBMP7-Gen aus dem TOPO-hBMP7-Zwischenprodukt in den Zielvektor
pSBbi-GP eingefiihrt. Hierflir wurden praparative Verdaue mit Sfil durchgefiihrt: TOPO-hBMP7
(FragmentgrofRen: 3931bp + 1325bp), pSBbi-GP (Fragmentgrolle: 6431bp). Das kleinere DNA-
Fragment aus dem Verdau des Zwischenproduktes entspricht wieder dem Insert, welches in
den geschnittenen Zielvektor ligiert wurde. Dessen freie Enden wurden zuvor — um eine
Selbstligation nach Restriktion zu vermeiden — durch das CIP-Enzym dephosphoryliert. Zur
Uberpriifung des Endprodukts pSBbi-GP-hBMP7 wurden Kontrollverdaue mit Sfil
(FragmentgrofRen: 6431bp + 1312bp) und Xhol (FragmentgrofRen: 7385bp + 358) durchgefiihrt

(s. Abb. 3.6) und das Plasmid zur Kontrolle sequenziert.

Sfil

PCR2.1-TOPO N o

3931bp

—
1325bp

l Ligation

il

TOPO-hBMP7 .
5256 bp

und

Restriktion mit 5fil
Ligation

PSBbi-GP-hBMP7
7743 bp

Abb. 3.5: Klonierungsstrategie von pSBbi-GP-hBMP7.
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Abb. 3.6. Uberpriifung des klonierten pSBbi-GP-hBMP7-Plasmids mittels analytischer Restriktionsverdaue. Die erwarteten
Fragmentgrofen bei Verwendung der Enzyme Xhol und Sfil betragen 7385bp + 358bp respektive 6431bp + 1312bp. Die
kleinere Bande bei der Verwendung von Xhol war nach einer kurzen Elektrophoresezeit von 30 min in der korrekten GroRRe
zu sehen, jedoch nach langerer Laufzeit, welche zur vollstindigen Verteilung der DNA-Leiter als Komigrationsstandard

benotigt wird, nur schwach sichtbar. Zur besseren Erkennbarkeit ist diese Bande mit einer Ellipse umrandet.

3.1.5 Klonierungsstrategie von pSBbi-GP-hBMP2/7
Als Grundlage fur die Klonierung von pSBbi-GP-hBMP2/7 dienten die jeweiligen BMP-
Homodimer-Plasmide; demnach also pSBbi-GP-hBMP2 und pSBbi-GP-hBMP7.

Zunachst wurde ein BMP2-P2A-BMP7-0Oligo hergestellt, welches als Template-DNA fir die
erste PCR diente. Durch die verwendeten Primer BMP2_P2A_for und BMP2_P2A 7 6 _rev
wurden jeweils eine Hindlll- und Smal-Schnittstelle eingefiihrt, das PCR-Produkt wurde in den
pCR2.1-TOPO-Vektor ligiert. Mithilfe des Blau-Weil3-Screening wurden drei ausgewdhlte
Klone des ersten Zwischenprodukts TOPO-hBMP2-P2A analytisch unter Verwendung
folgender Enzyme verdaut: Ncol (FragmentgréRen: 7138bp + 670bp) und Hindlll/Smal
(FragmentgrofRen: 7382bp + 426bp). Nun wurde das Zwischenprodukt in pSBbi-GP-hBMP2
ligiert. Hierfir wurden Zwischenprodukt (FragmentgrofRen: 7382bp + 426bp) und Zielvektor
(FragmentgroRe: 7382bp) praparativ mit Hindlll/Smal doppelverdaut. Die kleinere Bande des
Zwischenprodukts entsprach dem Insert und wurde im Verhéltnis 3:1 zum Vektor zur Ligation
angesetzt. Das zweite Zwischenprodukt pSBbi-GP-hBMP2-P2A wurde mittels folgender
Restrikionsendonukleasen (berprift: BamHI (FragmentgroRen: 5793bp + 2015bp) und Ncol
(FragmentgroRen: 7138bp + 670bp). Zuletzt erfolgte ein Doppelverdau mit Hindlll/PspXI und
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das Endprodukt pSBbi-GP-hBMP2-P2A-hBMP7 wurde zur Kontrolle analytisch mit Ncol
(FragmentgroRen: 7476bp + 851bp + 670bp) und Hindlll/PspXI (FragmentgroRen: 7802bp +

1195bp) verdaut (s. Abb. 3.8) und die Richtigkeit des Plasmids mittels Sequenzierung
Uberprift.

Hindill §mal

Hindlll PspXI

+ | |

pp  Smal

Restriktion mit Smal und Hindlll
und
Ligation
Hindill PspXl
PspXI
Hindill
pSBbi-GP-hBMP2-P2A pSBbi-GP-hBMP7
7808 bp 7743 bp

und

Restriktion mit Hindlll und PspX|
Ligation

pSBbi-GP-hBMP2-P2A-hBMP7
8997 bp

Abb. 3.7: Klonierungsstrategie des Plasmids pSBbi-GP-hBMP2/7 (vereinfacht).
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Abb. 3.8. Uberpriifung des klonierten pSBbi-GP-hBMP2-P2A-hBMP7-Plasmids mittels analytischer Restriktionsverdaue. Bei
Ncol waren FragmentgroBen von 7802bp + 1195bp zu erwarten, bei der Verwendung von Hindlll/PspXI sollten sich drei

Fragmente a 7476bp + 851bp + 670bp.

3.1.6 Klonierungsstrategie von pSBbi-GP-hBMP4/7
Als Grundlage fur die Klonierung von pSBbi-GP-hBMP4/7 dienten die jeweiligen BMP-
Homodimer-Plasmide; demnach also pSBbi-GP-hBMP4 und pSBbi-GP-hBMP7.

Zuerst wurde ebenfalls ein PCR-Produkt hergestellt: BMP4-P2A-BMP7. Durch die PCR wurden
mittels der Primer BMP4_P2A for und BMP4_P2A _rev eine BamHI- bzw. Hindlll-/Xcml-
Schnittstelle eingeflihrt und das PCR-Produkt in pCR2.1-TOPO zwischenligiert. Aus mehreren
Klonen wurde Plasmid-DNA isoliert und das erste Zwischenprodukt TOPO-BMP4-P2A mit
Restriktionsverdauen durch die Enzyme BamHI (FragmentgrofRen: 5849bp + 2015bp) und Xcml
(FragmentgroBen: 7592bp + 272bp) liberpriift. Dieses wurde gemeinsam mit dem Zielvektor
pSBbi-GP-hBMP4 durch Hindlll/Xcml praparativ doppelverdaut und in den Zielvektor ligiert.
Das zweite Zwischenprodukt pSBbi-GP-hBMP4-P2A wurde durch Ncol (FragmentgroRe:
6840bp + 1024bp) und Hindlll/Xcml (FragmentgréRen: 8136bp + 272bp) analytisch verdaut
und ein ausgewihlter Klon zur Uberpriifung sequenziert. Zuletzt wurden das zweite
Zwischenprodukt und pSBbi-GP-hBMP7 mit HindlIll/SgrAl praparativ doppelverdaut und ligiert
(s. Abb. 3.9). Das Endprodukt pSBbi-GP-hBMP4-P2A-hBMP7 wurde durch analytische Verdaue
mit Hindlll/SgrAl (FragmentgroRen: 7858bp + 1181bp) und Ncol (FragmentgroRen: 7476bp +
1024bp + 539bp, s. Abb. 3.10) sowie mittels Sequenzierung eines ausgewahlten Klons

verifiziert.
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Abb. 3.9: Klonierungsstrategie des Plasmids pSBbi-GP-hBMP4/7 (vereinfacht).
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Abb. 3.10. Uberpriifung des klonierten pSBbi-GP-hBMP4-P2A-hBMP7-Plasmids mittels analytischer Restriktionsverdaue. Die

Verwendung der Enzyme Hindlll/SgrAl fihrten zu erwarteten FragmentgroBen von 7858bp + 1181bp, hingegen Ncol zu

7476bp + 1024bp + 539bp. Zur besseren Erkennbarkeit ist die kleinste Bande mit einer Ellipse umrandet.



3.2 Charakterisierung der BMP-iiberexprimierenden Zellen

3.2.1 Nachweis der Expression mittels Fluoreszenzmikroskopie und FACS

Da die BMP-Gene in das oben beschriebene pSBhi-GP-Vektorriickgrat kloniert wurden, konnte
angenommen werden, dass die Expression von GFP mit der Expression von BMP positiv
korreliert. So war eine direkte Beurteilung des Transfektionserfolgs durch
Fluoreszenzmikroskopie moglich. Abb. 3.6 zeigt die Zelllinien drei Tage nach Transfektion und
noch vor der Antibiotikaselektion. In der oberen Zeile sind jeweils korrespondierend zu den

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen die Phasenkontrastbilder dargestellt.
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Abb. 3.6: Untersuchung der Expression von eGFP in den klonalen Zelllinien drei Tage nach Transfektion. In der oberen Zeile

200 pm

zeigen sich die jeweiligen Phasenkontrastaufnahmen zu den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen: SCP1-BMP2-GFP (A),
SCP1-BMP4-GFP (B), SCP1-BMP7-GFP (C), SCP1-BMP2/7-GFP (D), SCP1-BMP4/7-GFP (E) und SCP1-GFP (F).

Es erfolgte eine zweiwdchige Selektion erfolgreich transfizierter Zellen durch das Antibiotikum
Puromycin. In Folge starben nicht transfizierte Zellen, die nicht das Puromycin-Resistenzgen
enthielten, ab. Transfizierte Zellen verfligen hingegen liber das auf dem Vektorriickgrat

befindliche Puromycinresistenzgen (s. Abb. 3.7).
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200 pum

Abb. 3.7: Phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen klonaler Zelllinien nach zweiwd6chiger
Antibiotikaselektion mittels Puromycin: SCP1-BMP2-GFP (A), SCP1-BMP4-GFP (B), SCP1-BMP7-GFP (C), SCP1-BMP2/7-GFP
(D), SCP1-BMP4/7-GFP (E) und SCP1-GFP (F).

Die selektionierten Zellen wurden durchflusszytometrisch unter Verwendung eines FACS-
Sorting-Geréts (engl.: fluorescence-activated cell sorting) anhand ihrer Fluoreszenzintensitat
jeweils in eine hoch und in eine niedrig eGFP-exprimierende Gruppe eingeteilt (FACS-Sorter-

Daten aller Zelllinien im Anhang). Die Transfektionseffizienz konnte im Rahmen des FACS-
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Sortings ermittelt werden und betrug nahezu 100 % (s. Tab. 3.1). Die weiteren Experimente

wurden mit den hoch eGFP-exprimierenden Zelllinien fortgefiihrt: SCP1-BMP2-GFP, SCP1-

BMP4-GFP, SCP1-BMP7-GFP, SCP1-BMP2/7-GFP, SCP1-BMP4/7-GFP, SCP1- GFP (s. Abb. 3.8).

Zelllinie | Transfektionseffizienz
SCP1-BMP2-GFP | 99,8 %
SCP1-BMP4-GFP | 99,8 %
SCP1-BMP7-GFP | 99,8 %

SCP1-BMP2/7-GFP | 99,3 %
SCP1-BMP4/7-GFP | 99,5 %
SCP1-GFP | 100 %

Tab. 3.1. Transfektionseffizienzen der einzelnen Zelllinien.
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Experimente wurden mit den stark fluoreszierenden Zellen fortgefiihrt, um eine méglichst hohe BMP-Uberexpression zu

erzielen.

3.2.2 Nachweis der Expression auf RNA-Ebene

Zum Nachweis der Expression der BMP-Gene auf RNA-Ebene diente die RT-PCR. Hierfiir wurde
zunachst die einzusetzende cDNA-Menge mittels Expression eines Haushaltsgens — in der
vorliegenden Arbeit GAPDH — normalisiert. AnschlieRend wurden BMP2-, BMP4- sowie BMP7-

spezifische Primerpaare bei allen Zelllinien angewendet (s. Abb. 3.9).

Bei spezifisch an die BMP2-Sequenz bindenden Primern konnte eine Bande richtiger Grof3e
bei der Verwendung der cDNA von SCP1-BMP2-GFP und eine starkere Bande bei SCP1-
BMP2/7-GFP gesehen werden. Bei spezifisch an die BMP4-Sequenz bindenden Primern lieRen
sich starke Banden richtiger GroRe bei SCP1-BMP4-GFP und SCP1-BMP4/7-GFP darstellen. Es
waren jedoch auch schwache Banden derselben GréRe bei SCP1-BMP7-GFP, SCP1-BMP2/7-
GFP und SCP1-GFP sowie eine sehr schwache Bande bei SCP1-BMP2-GFP sichtbar. Bei
spezifisch an die BMP7-Sequenz bindenden Primern wurden gleich starke Banden richtiger
GroRe bei SCP1-BMP7-GFP, SCP1-BMP2/7-GFP-high sowie SCP1-BMP4/7-GFP dargestellt. Es
konnte demnach die Expression des jeweils transfizierten BMP-Gens bzw. BMP-Gene fir alle

BMP-Zelllinien bewiesen werden.
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Abb. 3.9: RT-PCRs zum Nachweis der BMP-Expression auf RNA-Ebene. Die Darstellung einer Bande weist unter Verwendung
spezifisch bindender Primerpaare die Expression des jeweiligen BMPs nach. Es wurde bewiesen, dass jede Zelllinie spezifisch
ihr jeweiliges BMP bzw. ihre jeweiligen BMPs auf RNA-Ebene exprimiert. Zusatzlich lasst sich flir BMP4 eine intrinsische

Expression durch SCP1-Zellen ableiten.
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Des Weiteren erfolgte eine semiquantitative Analyse der Genexpressionslevel mittels Image)

nach Normalisierung auf das Haushaltsgen GAPDH (s. Tab. 3.2 und Abb. 3.10).

Genexpression nach Normalisierung

auf das Haushaltsgen GAPDH (£ 100 %)

BMP2 | SCP1-BMP2-GFP 146,43 %
SCP1-BMP2/7 GFP 228,01 %
BMP4 | SCP1-BMP2-GFP 3,50 %
SCP1-BMP4-GFP 379,35 %
SCP1-BMP7-GFP 44,41 %
SCP1-BMP2/7-GFP 39,73 %
SCP1-BMP4/7-GFP 222,17 %
SCP1-GFP 28,21 %
BMP7 | SCP1-BMP7-GFP 290,94 %
SCP1-BMP2/7-GFP 249,01 %
SCP1-BMP4/7-GFP 309,54 %

Tab. 3.2. Genexpression nach Normalisierung auf das Haushaltsgen GAPDH, welches 100 % entspricht.
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Abb. 3.10. Genexpressionslevel von BMP2 (A), BMP4 (B) und BMP7 (C) nach Normalisierung auf GAPDH. Alle Zelllinien
Uberexprimierten ihr jeweiliges BMP als Homo- respektive Heterodimer. Auffallig ist eine intrinsische BMP4-Expression in

allen Zelllinien (aufgrund des MaRstabes ist der Wert von 3,50 % bei der Zelllinie SCP1-BMP2-GFP kaum wahrnehmbar).

3.2.3 Nachweis der Expression mittels BMP-ELISA

Unter Verwendung von kommerziellen ELISAs wurde das von den Zellen in den
Zellkuturiiberstand sezernierte BMP auf Proteinebene untersucht. Hierzu wurden die
Zelllinien in einer Dichte von 5000 Z./cm? in eine T75-Flasche ausgesat und fur funf Tage
kultiviert. AnschlieRend wurden die Uberstinde gesammelt und in Aliquots schockgefroren
sowie die Zellen in den T75-Flaschen zur besseren Vergleichbarkeit gezahlt. Die sezernierte
BMP-Menge im Medium wurde mit spezifischen BMP-ELISAs quantifiziert; anhand der Zellzahl
konnte die BMP-Konzentration in [ng/10000 Zellen] umgerechnet werden und so die
Syntheseleistung verglichen werden. Zum Nachweis der Spezifitat der BMP-ELISAs wurden
jeweils Uberstinde aller Zelllinien aufgetragen: So wurden beim BMP2-ELISA Uberstinde von
SCP1-BMP2-GFP, SCP1-BMP4-GFP, SCP1-BMP7-GFP, SCP1-BMP2/7-GFP, SCP1-BMP4/7-GFP
und SCP1-GFP aufgetragen, ebenso beim BMP4- und BMP7-ELISA. Die BMP-ELISAs erwiesen
sich als spezifisch fur ihr jeweiliges BMP. Es zeigten sich hohere Expressionslevel bei BMP4 und
BMP7 im Vergleich zu den jeweiligen Heterodimeren; bei BMP2 hingegen war das

Expressionslevel geringer als zum dazugehorigen Heterodimer (s. Abb. 3.10 und Tab. 3.3).
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Abb. 3.10: Untersuchung der BMP-Uberexpression mittels BMP-ELISAs: BMP2-ELISA (A), BMP4-ELISA (B) und BMP7-ELISA (C).

Die BMP-Konzentration ist in [ng/10.000 Zellen] angegeben. (n=2)
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BMP-Protein Zelllinie mittlere BMP-Konzentration
[ng/10.000 Zellen]
BMP2 SCP1-BMP2-GFP 1,38+0,11
SCP1-BMP2/7-GFP 2,17 £0,22
BMP4 SCP1-BMP4-GFP 4,10 +0,63
SCP1-BMP4/7-GFP 1,47 £0,30
BMP7 SCP1-BMP7-GFP 11,99+1,63
SCP1-BMP2/7-GFP 2,58+0,31
SCP1-BMP4/7-GFP 4,26 +0,53

Tab. 3.3. BMP-Konzentration in den Medieniiberstianden tiber ELISA [ng/10.000 Zellen]. n=2

3.2.4 Untersuchung der Proteinaktivitat mittels BMP-Reporterzellassay

Zur Untersuchung der BMP-Bioaktivitat wurde die HepG2BRA-Reportzelllinie verwendet, ihr
BMP/Smad-abhangiger Enhancer ist mit einem Luciferase-Reportergen verbunden. Die
Exposition dieser Zellen gegeniliber BMPs fiihrt daher zur Luciferaseexpression. Die mittels
Luminometer gemessenen dimensionslosen Werte wurden in RLU (engl.: relative light units)
mit SCP1-GFP entsprechend 1 normalisiert. Als Kontrolle dienten Uberstinde der SCP1-GFP,
angereichert mit rekombinantem humanem BMP2, BMP4 bzw. BMP7 in einer Konzentration
von 500 ng/ml. Der BMP-Reporterzellassay weist unspezifisch fiir diverse BMPs ihre jeweilige
Bioaktivitdat nach. Anhand der Abb. 3.11 zeigt sich, dass der Assay je nach Art des BMPs
unterschiedlich sensitiv ist. Hier wurden Kontrollen von BMP2, BMP4 und BMP7 in gleicher
Konzentration eingesetzt und verschiedene RLU-Werte ermittelt, sodass davon auszugehen
ist, dass der Assay sensitiver fir BMP2 und BMP4 im Vergleich zu BMP7 ist. Die gemessene
Luziferase-Aktivitat von den Uberstianden der SCP1-BMP2-GFP-Zellen war mit 25,9 + 4,5 RLU,
von den SCP1-BMP4-GFP-Zellen mit 23,1 + 8,8 RLU und von den SCP1-BMP7-GFP-Zellen mit
25,1 + 2,6 jeweils signifikant hoher (p < 0,05, Mann-Whitney-U-Test) als bei den SCP1-GFP-
Zellen. Die Luziferase-Aktivitat bei den Heterodimer-Zelllinien war bei den SCP1-BMP2/7-
Zellen mit 11,4 + 6,4 RLU nicht signifikant hoher, bei den SCP1-BMP4/7 mit 9,2 + 1,1 RLU
jedoch wieder signifikant héher als bei den SCP1-GFP-Zellen.
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Insgesamt ist die BMP-Bioaktivitat der BMP-Homodimer-lberexprimierenden Zelllinien héher

als jene der BMP-Heterodimer-tberexprimierenden Zelllinien.
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Abb. 3.11: MP-Reporterzellassay zur Untersuchung der BMP-Aktivitdt. Alle mittels Luminometer gemessenen
dimensionslosen Werte wurden zur Luciferaseaktivitdt nach Inkubation auf SCP1-GFP-Zellen, welche mit 1 RLU (engl.: relative
light unit) gleichgesetzt wurde, in Bezug gesetzt. Als Positivkontrollen dienten die Uberstinde der SCP1-Zellen, jeweils
versetzt mit 500 ng/ml rhBMP2, rhBMP4 oder rhBMP7 (A). Die BMP-Bioaktivitdt der BMP-Homodimer-tiberexprimierenden
Zelllinien ist hoher als jene der BMP-Heterodimer-Uberexprimierenden Zelllinien (B). Es handelt sich bei den dargestellten

Werten um Mittelwerte. n=3

3.2.5 Adipogene Differenzierung

Nach adipogener Stimulierung der SCP1-rh-BMP- und SCP-1-mock Zellen wurden die
gebildeten Lipidvakuolen mit dem BODIPY (D3922)-Fluoreszenzfarbstoffs angefarbt.
AnschlieBend wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der gesamten Wells angefertigt
(s. Abb. 3.12). Mittels Image) wurde fiir jeden Klon respektive flir die Mock-Variante die
Fluoreszenzintensitat quantifiziert und der Anteil der gefarbten Lipidtropfen in Bezug zur
gesamten Wellflache errechnet. Fiir die SCP1-mock-Zelllinie, also jene Zellen, welche BMP
nicht Gberexprimieren, zeigte sich eine deutlich hdhere Intensitdt und ein bis zu siebenmal
groferer Anteil der Lipidtropfen an der Gesamtflache des Wells im Vergleich zu den BMP-

Uberexprimierenden Zellen (s. Abb. 3.13.): Bei den SCP1-mock-Zellen war der Anteil mit 41,2
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% * 2,4 % signifikant hoher als fur die SCP1-rhBMP-Klon1-Zelllinie mit einem Anteil von 6,4 %
+ 1,6 % und die SCP1-rh-BMP2-Klon4-Zelllinie mit 13,4 % + 4,0 % (p < 0,05, Mann-Whitney-U-

Test).

A

SCP1-rhBMP2Klon1  SCP1-rhBMP2 Klon 4 SCP1-mock 220HM

Abb. 3.12: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach adipogener Stimulation. Die obere Reihe zeigt die Kontrollen (-): Bei
diesen Zellen wurden die Medienwechsel mit einem Kontrollmedium ohne adipogene Zusatze durchgefiihrt. Die untere Reihe
stellt die adipogen stimulierten Zellen dar (+): Im Wechsel wurden Induktions- und Erhaltungsmedium verwendet. Die
gefarbten Lipidtropfen erscheinen grin fluoreszierend. In der oberen Reihe wurden die entsprechenden
Phasenkontrastbilder eingefiigt, um die Zellkonfluenz zu verdeutlichen, welche aufgrund der fehlenden Fluoreszenz nicht
sichtbar ist. In der unteren Reihe zeigt sich, dass bei der SCP1-mock-Zelllinie ein héherer Anteil an Lipidtropfen vorliegt und

diese auch groRer waren; der Unterschied wurde mittels Image) quantifiziert und in der Abbildung 3.13 dargestellt. n=3
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Abb. 3.13. Quantifikation der dimensionslosen Fluoreszenzintensitat (A). Da es sich bei BODIPY um einen Fluoreszenzfarbstoff
handelt, erscheinen die gefarbten Lipidtropfen bei Betrachtung mit dem Fluoreszenzmikroskop griin. So kann der Anteil der
Lipiditropfen an der Gesamtflache der Wells berechnet werden und als weiteres MaR zur Beurteilung der BMP-Wirkung auf
die adipogene Differenzierung wirken. Fir die SCP1-rhBMP-Klon1-Zelllinie zeigte sich ein Anteil von 6,4 % * 1,6 %, fir die
SCP1-rh-BMP2-Klon4-Zelllinie 13,4 % * 4,0 % und fiir die SCP1-mock-Zellen 41,2 % + 2,4 %. n=3
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4 Diskussion

4.1 Herstellung Zelllinien

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, BMP-lUberexprimierende humane mesenchymale
Stammzellen herzustellen: Es wurden hierbei BMP2, -4 wund -7-Homodimer-
Uberexprimierende Zellen sowie BMP2/7- und BMP4/7-Heterodimer-iberexprimierende
hMSCs generiert. Es wurden verschiedene BMPs kloniert, um ihre individuellen Eigenschaften
zu charakterisieren und zu vergleichen. Von den aktuell ca. 20 bekannten BMP-Typen sind
insbesondere BMP2, -4 und -7 durch ihren starken osteogenen Effekt hervorzuheben (Chen et
al., 2012). Unumstritten ist ihre Rolle in der Knochenbildung und Frakturheilung. Fiir BMP-
Heterodimere wurde ein groRerer osteoinduktiver Effekt beschrieben als fir BMP-
Homodimere (Morimoto et. al, 2015). Deshalb sollten zusatzlich Heterodimer-

Uberexprimierende Zelllinien generiert werden.

Zur besseren Visualisierung und um die transfizierten, BMP-lberexprimierenden Zellen direkt
mittels Fluoreszenzmikroskopie untersuchen zu kénnen, wurden mit dem Vektor, der die
jeweiligen BMPs und BMP-Heterodimere-Sequenzen codiert, die eGFP-Sequenz
miteingefluihrt. GFP wurde initial 1961 in der Quallenart Aequorea victoria von Shimomura
entdeckt (Shimomura et. al, 1962). In den folgenden Jahren entwickelte sich GFP zu einem
weitverbreiteten Protein in der Zellbiologie und Biochemie und ist auch heutzutage ein
unverzichtbares Werkzeug in der Molekularbiologie und dient als Marker fir die
Genexpression (Tsien et. al, 1998). Das Wildtyp-GFP wurde modifiziert und bietet in der
,enhanced“-Version zahlreiche Vorteile gegeniiber anderen fluoreszierenden Proteinen: Es
Uberzeugt mit einer starken Leuchtkraft und Stabilitat iber Monate hinweg, mit nur geringer
Ausbleichung. Zudem eignet es sich sowohl fir in vivo als auch fiir in vitro Untersuchungen

(Lippincott-Schwartz et. al, 2003).

Fiir einen optimalen Gentransfer wurde eine nicht-virale, physikalische Methode verwendet.
Wie in der Einleitung erlautert sollten drei Hauptkriterien fir einen sicheren, effizienten
Gentransfer erflllt sein: das Transgen muss vor einem Abbau durch intrazellulare Nukleasen

geschutzt sein, durch die Plasmamembran in den Nukleus gebracht werden und der Transfer
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darf dabei keinen schadlichen Einfluss auf die Zielzelle haben (Gao et al., 2007). Nach
ausfihrlicher Literaturrecherche und unter Abwagen der Vor- und Nachteile wurde eine nicht-
virale Gentransfermethode ausgewahlt. Virale Vektoren verfiigen zwar Ulber eine hohe
Effizienz, haben jedoch aufgrund ihrer Immunogenitat einen potenziell schadlichen Effekt auf
den Zielorganismus. Zusatzlich sind bereits maligne Zelltransformationen im Fall einer
ektopischen Virus-DNA-Integration bekannt und beschrieben worden (Ramamoorth und
Narvekar, 2015). Innerhalb des nicht-viralen Gentransfers existieren wiederum verschiedene
Methoden mit jeweiligen Vor- und Nachteilen. Als vielversprechend zeigte sich die
Elektroporation aufgrund ihrer technisch einfachen Anwendung und Maoglichkeit zur stabilen
Transfektion. Nachteilig erwies sich jedoch ein Absterben der elektrotransfizierten Zellen von
ca. 75 % nach Zellenauszahlung in der Neubauerzahlkammer. Fir eine moglichst hohe
Transfektionseffizienz ist selbstverstandlich das Uberleben einer groBen Anzahl von Zellen
essenziell. Es erholten sich alle Zelllinien ziigig und nach der Puromycinselektion nach 2
Wochen war eine Transfektionsrate von bis zu 100 % anzunehmen, da samtliche Zellen
fluoreszierten. Dies wurde im anschlieRend erfolgten Zellsorting mittels FACS bestatigt (s. Tab.
3.1). Dies liegt deutlich Gber den in der Literatur beschriebenen Werten bezliglich der
Transfektionseffizienz mittels Elektroporation bei hMSCs von 44,6 % bis zu 90 % (Helledie T et
al., 2008, von der Haar K et. al, 2019). Die nicht-virale Transfektion mittels Sleeping-Beauty-
Transposon-System liefert zudem sehr gute Effizienzen im Vergleich zur lentiviralen
Transduktion von hMSC, hier sind variable Werte von 39 % bis 89 % beschrieben (Lin P et. al,
2012).

4.2 BMP-Uberexpression

In der vorliegenden Arbeit wurden erfolgreich stabil BMP-lberexprimierende Zelllinien
hergestellt: SCP1-BMP2-GFP, SCP1-BMP4-GFP, SCP1-BMP7-GFP, SCP1-BMP2/7-GFP und
SCP1-BMP4/7-GFP. Unter Anwendung von FACS-Sorting und Fluoreszenzmikroskopie wurde
die eGFP-Expression bewiesen, welche aufgrund der beschriebenen Klonierungstechnik mit
der BMP-Expression korreliert. Mittels RT-PCR und ELISA konnte nachgewiesen werden, dass
jede Zelllinie ihr jeweiliges bzw. ihre jeweiligen BMP-Gene sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene Uberexprimiert. In weiteren Experimenten wurde die Bioaktivitdt der

Uberexprimierten BMPs bestatigt, dies wird separat im nachsten Abschnitt beleuchtet.
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Um besonders stark BMP-lberexprimierende Zellen zu detektieren und mit ihnen die
Folgeexperimente durchzufiihren, wurden die Zelllinien nach der Transfektion zunachst
mittels dem Antibiotikum Puromycin selektioniert. Wir erinnern uns, dass als Vektorrickgrat
fir die Klonierung das Plasmid pSBbi-GP ausgesucht wurde: Hierbei handelt es sich um ein
Sleeping-Beauty-Transposon mit einem bidirektionalen Promoter mit einer Sfil-
Klonierungsstelle fiir das Zielgen einerseits und einem eGFP-Fluoreszenzgen sowie Puromycin-
Resistenzgen andererseits. Nur die stabil transfizierten Zellen waren in der Lage, neben der
BMP- und eGFP-Expression auch das Puromycin-Resistenzgen zu bilden. Der Erfolg der
Selektionsmethode konnte unmittelbar durch Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden: Die
erfolgreich transfizierten Zellen fluoreszierten griin. Der unmittelbare Vergleich mit den
Phasenkontrastbildern bestatigte, dass nach der Puromycin-Selektion alle Zellen
fluoreszierten. Im Anschluss erfolgte eine RT-PCR-Analyse, hierbei konnten bei allen Zelllinien
nach Bindung der spezifischen Primer an die jeweiligen BMP-Sequenzen Banden korrekter
GroRRe gesehen werden. Die semiquantitative Auswertung der Level der Genexpression

erfolgte Gber Imagel) nach Normalisierung auf GAPDH (s. Tab. 3.2).

Beziglich der Genexpression von BMP2 zeigte sich, dass die Heterodimer-Zelllinie SCP1-
BMP2/7-GFP mit 228,0 % ein hoheres Expressionslevel als die Homodimer-Zelllinie SCP1-
BMP2-GFP mit 146,4 % aufwies. Jedoch war bei der BMP4-Expression das Level der
Homodimer-Zelllinie mit 379,3 % hoher als jenes der dazugehorigen Heterodimer-Zelllinie
SCP1-BMP4/7-GFP mit 222,1 %. Aufféllig war zudem, dass auch die nicht BMP4-
uberexprimierenden Zelllinien SCP1-BMP2-GFP, SCP1-BMP7-GFP, SCP1-BMP2/7-GFP und
SCP1-GFP eine Bande in der RT-PCR aufwiesen, jedoch zeigte sich nach Normalisierung auf
GAPDH lediglich eine geringe Genexpression von 3,5 % bis max. 44,4 %. Dies spricht fiir eine
bereits intrinsisch vorhandene BMP4-Expression in der SCP1-Zelllinie und die starkeren
Banden bei SCP1-BMP4-GFP und SCP1-BMP4/7-GFP beweisen die Uberexpression im
Vergleich zum Ausgangslevel. Bei SCP1-BMP7-GFP, SCP1-BMP2/7-GFP und SCP1-BMP4/7-GFP
zeigten sich jeweils gleich starke Banden, dies bestatigte sich nach Normalisierung auf GAPDH

in dhnlich hohen Expressionsleveln von 249,0 % bis 309,5 % (s. Abb. 3.1.).

Im ELISA bestitigte sich die BMP-Uberexpression auf Proteinebene mittels Untersuchung der
Medienlberstande der verschiedenen Zelllinien. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die

Zellen gezdhlt und die Proteinsyntheseleistung als BMP-Konzentration in ng/10.000 Zellen
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ermittelt. Die BMP2-Konzentration war bei der Heterodimer-Zelllinie SCP1-BMP2/BMP7-GFP
mit 2,17 + 0,22 ng/10.000 Zellen hoher als bei der Homodimer-Zelllinie SCP1-BMP2-GFP mit
1,38 + 0,11 ng/10.000 Zellen. Hingegen zeigte sich die BMP4-Konzentration bei der
Homodimer-Zelllinie SCP1-BMP4-GFP mit 4,10 £ 0,63 ng/10.000 Zellen hoher als bei der
zugehorigen Heterodimer-Zelllinie SCP1-BMP4/7-GFP mit 1,47 + 0,30 ng/10.000 Zellen. Fir
BMP7 lieB sich bei der Homodimer-Zelllinie die hochste Proteinkonzentration mit
11,99 + 1,63 ng/10.000 Zellen nachweisen, gefolgt von den Heterodimer-Zelllinien SCP1-
BMP4/7-GFP mit 4,26 = 0,53 ng/10.000 Zellen und SCP1-BMP2/7-GFP mit 2,58
0,31 ng/10.000 Zellen. Bei BMP2 und BMP4 korrelierte das in der RT-PCR ermittelte
Expressionslevel mit dem AusmaR der Uberexpression auf Proteinebene: Bei BMP2 zeigte die
Heterodimer-Zelllinie eine hohere Genexpression und Proteinliberexpression als die
Homodimer-Zelllinie, fir BMP4 war das Gegenteil der Fall. Bemerkenswert ist, dass sich die
allerhéchste BMP-Konzentration mit der SCP1-BMP7-GFP-Homodimer-Zelllinie erzeugen lieR,
obwohl BMP7 mit 49,3 kDa das groRte Protein ist, gefolgt von BMP2 mit 26,0 kDa und BMP4
mit 23,9 kDa.

In der vorliegenden Arbeit wurden nach bisherigem Kenntnisstand erstmalig BMP-
Uberexprimierende humane mesenchymale Stammzellen mittels nicht-viraler Transfektion
hergestellt und etabliert. In der Literatur sind derzeit lediglich Angaben zur BMP-
Uberexpression von viral transduzierten hMSCs bzw. MSCs tierischen Ursprungs bekannt. So
beschrieb Stice fur hMSCs eine BMP2-Expression von 0,488 + 0,358 pg/Zelle, entsprechend
4,88 + 3,58 ng/10.000 Zellen (Stice et al., 2018). Mumaw erzeugte mittels Adenovirus-
transduzierter MSCs von Schafen eine BMP2-Expression von bis zu 0,7 pg/Zelle, dies
entspricht 7 ng/10.000 Zellen (Mumaw et. al, 2012). Damit liegen die in der Literatur
beschriebenen Werte in einer dhnlichen GroRenordnung wie bei den hMSCs in der

vorliegenden Studie ohne den potenziell immunogenen Effekt eines viralen Vektors.

4.3 BMP-Bioaktivitat

In der Einleitung wurde beschrieben, wie BMPs an Oberflachenrezeptoren binden und tber
eine intrazelluldre Signalkaskade im Nucleus die Transkription diverser Zielgene regulieren.

Die Bioaktivitat der BMPs selbst ist reguliert durch extrazelluldre inhibitorische Molekile wie
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Chordin, Noggin oder Follistatin (Balemans et al., 2002). Gut etabliert und haufig angewandt
wurde der Alkalische-Phospatase-Assay (ALP-Assay) zur Quantifikation der BMP-Bioaktivitat,
jedoch wurde auch gezeigt, dass der Reporterzellassay sensitiver und schneller und damit
besser geeignet ist (Zilberberg et al., 2007). Der ALP-Assay umfasst ein meist zwei- bis
flinftagiges Protokoll und ist weniger sensitiv gegenitiber dem BMP-Reporterzellassay, dessen
Durchfiihrung maximal 48 h bendtigt. Der Reporterzellassay ist zudem in der Lage, die
Bioaktivitat vieler verschiedener BMPs nachzuweisen. Als Nachweis hierfir und auch zur
Kontrolle der Sensitivitit wurden Uberstdnde von SCP1-GFP-Zellen verwendet, welche mit
einer fixen Konzentration von jeweils BMP2, BMP4 respektive BMP 7 versetzt waren. Bei
gleicher BMP-Sensitivitat ware eine dahnlich dimensionierte RLU zu erwarten gewesen, jedoch
zeigten sich bei der Zugabe von rekombinantem BMP2 und BMP4 Werte um 25 RLU und bei
rekombinantem BMP7 ein Wert um 10 RLU. Der Reporterzellassay ist demnach in der Lage,
die Bioaktivitdt von allen drei BMP-Arten zu bestimmen, scheint jedoch gleichermalien
hochsensitiv flir BMP2 und BMP4 zu sein und in geringerem Male sensitiv fiir BMP7.
Interessanterweise zeigte sich in der Vermessung der Reporterzellen, welche den
Uberstinden der BMP-iiberexprimierenden Zelllinien ausgesetzt waren, fiir alle BMP-
Homodimere eine ahnliche RLU im Bereich von 23 bis 26 trotz der geringeren Sensitivitat fir
BMP7. Dies liegt am ehesten in der starken BMP7-Uberexpression begriindet: Der ELISA zeigte
fur BMP7-lUberexprimierende Zellen eine Konzentration von 12 ng/10.000 Zellen und war
damit drei- bis sechsfach erhoht im Vergleich zu den BMP2- und BMP4-Konzentrationen,
welche zwischen 2 und 4 ng/10.000 Zellen lagen. Unter Berlicksichtigung dessen ist also neben
der BMP7-Uberexpression auch bewiesen, dass das exprimierte BMP7 aktiv ist. Insgesamt
zeigte sich bei den BMP-Homodimer-liberexprimierenden BMPs eine hohere RLU im Vergleich
zu den BMP-Heterodimer-tberexprimierenden BMPs. In unserem Labor wurden zuvor BMP2-
Uberexprimierende Zellen Gber einen lentiviralen Gentransfer hergestellt und ebenfalls die
BMP-Bioaktivitat untersucht und in RLU gemessen (Moll, 2014). Im Vergleich zeigen die neuen
nicht-viral transfizierten Zelllinien eine bis zu 17 Mal hohere RLU mit 25,6 + 4,9 im Vergleich

zu der RLU der lentiviral hergestellten Zelllinien 1,47 + 0,45.
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4.4 Einfluss von BMP auf die adipogene Differenzierungskapazitat von hMSCs

In der Einleitung wurde der gut untersuchte, namensgebende osteoinduktive Effekt von BMPs
beschrieben. HMSCs als adulte Stammzellen haben jedoch auch die Fahigkeit sich neben
Knochen u.a. in Knorpel oder Fett zu differenzieren. In der vorliegenden Arbeit wurden
lentiviral hergestellte stabil BMP2-lberexprimierende hMSCs adipogen differenziert und der
Einfluss der BMP-Uberexpression auf die Differenzierungskapazitit untersucht. Hierbei
wurden zwei verschiedene Klone BMP-liberexprimierender Zelllinien differenziert sowie eine
SCP1-mock-Zelllinie als Kontrolle. Bei allen Zelllinien gelang die adipogene Differenzierung
nach zwei Wochen adipogener Stimulation mithilfe eines Induktions- und
Erhaltungsmediums. Es zeigten sich in der Phasenkontrastmikroskopie bereits nach der ersten
Woche die klassischen Fettvakuolen, welche nach Abschluss der Differenzierung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff BODIPY spezifisch gefarbt wurden, um weitere quantitative Analysen zu
ermoglichen. Als Vergleichsparameter dienten die dimensionslose Fluoreszenzintensitat
sowie der Anteil des von Lipidtropfen bedeckten Wells. Bemerkenswert ist, dass die SCP1-
mock-Zelllinie als einzige nicht BMP-liberexprimierende Zelllinie den gréBten Anteil an
Lipidtropfen aufwies. Mit im Schnitt 41,2 % war dieser Anteil sogar bis zu siebenmal groRRer als
jener der SCP1-rhBMP2-Klon1-Zelllinie mit 6,4 %. Moglicherweise liegt hier ein negativer
Effekt von BMP auf die adipogene Differenzierungskapazitat von hMSCs vor. Die Literatur zeigt
jedoch, dass BMP2 den Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor gamma (PPARy) aktiviert
und somit die Adipogenese begiinstigt (Jeon et al., 2003, Liu et al., 2014). Dieser beschriebene
proadipogene Effekt kénnte sich nachteilig auf die starke osteoinduktive Kapazitat von BMP
auswirken, da hierdurch die Qualitat des gebildeten Knochens vermindert wiirde: Anstelle der
trabekuldaren Knochenstruktur kdnnten zystenartige, mit Fettmark gefillt Hohlraume im
Knochen entstehen (Zara et al., 2011). Letztlich zeigte sich, dass auch die Art des BMP-
Rezeptors (iber Osteo- und Adipogenese bestimmt: Die Signallibertragung durch BMPR-IA
wirkt adipogen wahrend die Signallibertragung Giber BMPR-IB einen osteogenen Effekt auslibt
(Chen D et al., 1998, McArdle A et al., 2014). Ebenfalls beschrieben ist eine durch den Wnt/B-
Catenin-Signalweg bedingte inverse Wechselbeziehung zwischen osteogener und adipogener
Differenzierung: Durch die Aktivierung dieses Signalweges wird die Osteogenese zu
Ungunsten der Adipogenese induziert und umgekehrt (Li et. al, 2008, James et. al, 2013).
BMP2 wiederum kann die Wnt-Signalibertragung durch Hochregulierung diverser
Whnt-Liganden verstarken (Chen et, al, 2007, Lin et. al, 2011). Letztlich ist der gemeinsame
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Einfluss multipler Signalwege auf das Schicksal der mesenchymalen Zelldifferenzierung zu
berlicksichtigen und ihr Wechselspiel komplex. So kdnnten grundlegende Unterschiede in den
Versuchsbedingungen zu scheinbaren Widerspriiche in der Literatur fihren, zudem verfiigt
die losgeloste Untersuchung eines Signalweges unter Laborbedingungen in vitro liber eine nur

bedingte Aussagekraft liber die tatsachlichen Effekte in vivo.

4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden erfolgreich BMP-Uberexprimierende Zelllinien hergestellt,
welche durch eine stabile Expression des jeweiligen BMP-Gens sowie durch die Bioaktivitat
und Funktionalitdit des jeweiligen BMP-Proteins charakterisiert sind. Es gelang,
immortalisierte humane mesenchymale Stammzellen mit eigens klonierten Plasmiden
nicht-viral zu transfizieren, um eine Uberexpression von BMP zu induzieren. Soweit uns
bekannt ist, wurden in dieser Arbeit zum allerersten Mal BMP-{iberexprimierende hMSCs
durch einen Gentransfer mittels Sleeping-Beauty-Transposonsystem hergestellt und ein
elementarer Grundstein fiir weitere Untersuchungen zur zelltherapeutischen Anwendung

gelegt.

Zu Beginn wurde beschrieben, dass rekombinante BMPs 2 und 7 (rhBMP2 und rhBMP7)
bereits klinisch in der Frakturheilung eingesetzt werden. Allerdings fiihrt die deutlich
supraphysiologische Gabe in grolen Mengen zu hohen Kosten, zudem sind die BMPs lediglich
4-8 Tage in vivo nachweisbar. Die zelltherapeutische Verwendung von BMPs-
Uberexprimierenden Zellen stellt daher eine kostenglinstigere und effizientere Alternative fiir
die Behandlung vor allem von schlecht heilenden Frakturen dar. Hierdurch wird nicht die hohe
BMP-Konzentration wie durch die Zugabe von rekombinanten BMPs erreicht, jedoch kime es
zu einer lokalen Expression Uber einen langeren Zeitraum. So beschrieb Zhang flir BMP2 ein

osteogenes Potenzial auch bei Zugabe in physiologischen Dosen in vitro (Zhang et. al, 2019).

Als wesentliches Gegenargument bezliglich einer BMP-liberexprimierenden Zelltherapie wird
der Sicherheitsaspekt genannt. Dieser Gedanke entstand jedoch vor allem vor dem
Hintergrund der Immunogenitdt bei Verwendung eines viralen Vektors, bei der die

Immunantwort der Zielzelle potenziell einen schadlichen Effekt ausiibt. Dieser unerwiinschte
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Nebeneffekt der Immunogenitdt im Rahmen einer Transfektion wurde durch die erstmalige
Verwendung des nicht-viralen Sleeping-Beauty-Transposonsystems, fir das die
Sicherheitsstufe 1 im Labor genlgt, zur Herstellung BMP-Uberexprimierender Zellen
umgangen. Hiermit wurde ein weiterer, wichtiger Schritt zur Erhéhung der Sicherheit von

Zelltherapien bei schwer heilenden Frakturen bewerkstelligt.

Zu diesen schwer heilenden Frakturen gehoéren insbesondere osteoporotische Frakturen,
welche aufgrund der stetig ansteigenden Lebenserwartung immer mehr an klinischer
Bedeutung gewinnen. Problematisch bei der Heilung von osteoporotischen Frakturen ist die
verzogerte Callusbildung und die reduzierte endochondrale Ossifikation. Humane
mesenchymale Stammzellen, die die Frakturheilung unterstiitzen, werden unter anderem
durch Zytokine wie BMPs zur Frakturstelle rekrutiert. In unserem Labor konnte gezeigt
werden, dass hMSCs aus osteoporotischen Patienten zu BMP-2 in einem Chemotaxis- sowie
in einem Transwell-Invasionstest zu BMP-2 bzw. BMP-7 migrieren, auch wenn ihre Migrations-
bzw. Invasionskapazitat signifikant schwacher als bei hMSCs aus gesunden Patienten ist
(Haasters et al., BBRC, 2014). Damit besitzen die BMPs therapeutisches Potential sowohl als

Chemoattraktanden als auch als Stimulatoren der osteogenen Differenzierung.

Zunachst kann man in weiteren Studien die hier etablierten hMSC-Zelllinien osteogen, aber
auch adipogen und chondrogen differenzieren und Einflisse der jeweiligen Gberexprimierten
BMPs auf die Differenzierung ableiten. So ist es moglich, das bereits bekannte osteoinduktive
Potential von BMPs und insbesondere das Potential der verschiedenen BMP-Isodimere in vitro
untereinander zu vergleichen. In einem Migrations- sowie in einem Transwell-Invasions-Test
kann das BMP in den Zellkulturiiberstanden als Chemoattraktand untersucht werden. Mit dem
Plasmid des vielversprechendsten BMP-Homodimers oder BMP-Heterodimers kann man in
einem nichsten Schritt zur besseren Anwendbarkeit beim und Ubertragbarkeit auf den
Menschen nicht immortalisierte hMSC transfizieren. Hier gilt es sicherlich vor allem im
Rahmen des Elektroporations-Transfektionsprozesses Versuchsschritte zu optimieren, denn
nicht immortalisierte hMSC reagieren empfindlicher auf die Elektroporation als
immortalisierte hMSC. Ein moglicher potentieller auslosender Faktor ist hierbei, dass die
permeabilisierten Zellmembranen vulnerabel sind und infolgedessen zur Aufnahme von
toxischen Metallionen fiihren. Der Uberragende Vorteil, den die Elektroporation als

physikalische, nicht-virale Methode bietet, durch den sie sich auszeichnet und weshalb sie
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ausgewahlt wurde, ist die fehlende Immunogenitat im Vergleich zu viralen Vektoren. Von den
hier verwendeten Vektoren pSBbi-Vektoren gibt es auch Vektoren, die erlauben die
Expression des Transgens Uber das so genannte TetOn-System zu induzieren. Dies konnte fiir
klinftige in vivo-Anwendungen interessant werden, um die gewlinschte Zeit der Expression
kontrollieren zu kénnen. Hervorzuheben ist noch der in dieser Arbeit gezeigte mogliche
inhibierende Effekt auf die adipogene Differenzierung der BMP-lberexprimierenden hMSCs.
Da einer Verfettung des Knochenmarks entgegengewirkt wird, welche vor allem bei
geriatrischen oder osteoporotischen Patientinnen und Patienten problematisch ist, kann sich
dies beglinstigend auf die Knochenheilung auswirken (Astudillo et. al, 2008, Rodriguez JP et.

al, 2000).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern richtungsweisende Erkenntnisse fir

zelltherapie-basierte Therapien mit humanen mesenchymalen Stammzellen.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: BMPs als Wachstumsfaktoren und Untergruppe der TGF-B-Superfamilie
kommen zahlreiche Funktionen in der Embryogenese und diverser Entwicklungsprozesse zu;
sie sind aber vor allem fiir ihren namensgebenden osteoinduktiven Effekt bekannt. Durch ihre
Schliisselrolle in der Knochenbildung sind sie essenziell fiir die Frakturheilung und deshalb von
groflem klinischem Interesse. Es gibt derzeit (iber 20 bekannte Typen und es wurde gezeigt,
dass BMP-Heterodimere Uber einen groReren osteoinduktiven Effekt verfiigen als BMP-
Homodimere (Morimoto et al., 2015). BMPs werden bereits klinisch in der Frakturheilung
eingesetzt, jedoch ist die Produktion von rekombinantem BMP mit hohen Kosten verbunden
und es muss in supraphysiologischen Dosierungen angewandt werden. Lésung ware hier ein
zelltherapeutisch-basierter Ansatz: Humane mesenchymale Stammzellen werden transfiziert
und so modifiziert, dass sie BMP lberexprimieren. Hierfiir wurden sowohl Plasmide mit BMP-
Homodimergenen als auch mit BMP-Heterodimergenen kloniert und die hMSC stabil, nicht-

viral transfiziert.

Methoden: Es wurden sechs Zelllinien hergestellt: SCP1-BMP2-GFP, SCP1-BMP4-GFP und
SCP1-BMP7-GFP mit einer jeweiligen BMP-Uberexpression als Homodimer. Zusatzlich wurden
SCP1-BMP2/7-GFP und SCP1-BMP4/7-GFP hergestellt, welche jeweils BMP2/7 respektive
BMP 4/7 Uberexprimieren. Als Kontrolle diente eine SCP1-GFP-Zelllinie, die ebenfalls einer
Elektroporation zugefiihrt wurde, um maogliche Einflisse des Transfektionsprozesses
auszuschlieBen. AnschlieBend erfolgte eine Uberpriifung der stabilen und funktionalen BMP-
Uberexpression anhand von Fluoreszenzmikroskopie, RT-PCR, ELISA und BMP-

Reporterzellassay.

Ergebnisse: Es gelang der Nachweis einer stabilen Transfektion sowohl auf RNA-, als auch auf
Proteinebene mittels der genannten Methoden. Die Zelllinien SCP1-BMP2-GFP, SCP1-BMP4-
GFP und SCP1-BMP7-GFP sowie SCP1-BMP2/7-GFP und SCP1-BMP4/7-GFP exprimierten
ausnahmslos stabil ihr jeweiliges respektive ihre jeweiligen BMP-Gene. Die RT-PCR deutete
zusatzlich auf  eine  intrinsische BMP4-Expression  von  SCP1-Zellen hin.
Fluoreszenzmikroskopisch bestatigte sich der Transfektionserfolg und es gelang eine weitere
Selektion durch das Antibiotikum Puromycin, da nur die transfizierten Zellen (ber das

Puromycinresistenzgen verfiigen. Der BMP-ELISA wies fiir alle Zelllinien eine signifikant
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erhéhte BMP-Produktion im Vergleich zu der Kontroll-Zelllinie SCP1-GFP nach. Die BMP7-
Uberexprimierende Zelllinie zeichnete sich durch die hochste BMP-Konzentration aus. Es
zeigten sich bei BMP4 und BMP7 hohere BMP-Konzentrationen im Vergleich zum jeweiligen
Heterodimer. Zudem konnte durch den Luciferase-BMP-Reporterzellassay gezeigt werden,
dass samtliche produzierte BMPs bioaktiv sind. Bei den BMP-Homodimer-
Uberexprimierenden BMPs ist aufgrund der hoheren RLU im Vergleich zu den BMP-

Heterodimer-lberexprimierenden BMPs eine héhere Bioaktivitdt zu erwarten.

Konklusion: In der vorliegenden Arbeit wurden erfolgreich BMP-{iberexprimierende hMSCs
hergestellt und etabliert. Die hier gezeigten Erkenntnisse liefern einen wichtigen Impuls fir
zelltherapie-basierte, neuartige, zukiinftige Therapien zur Frakturheilung und Behandlung von

Knochenerkrankungen wie der Osteoporose.
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Abstract

Background: BMPs as growth factors and a subgroup of the TGF- superfamily have numerous
functions in embryogenesis and various developmental processes; however, they are mainly
known for their eponymous osteoinductive effect. Their key role in bone formation makes
them essential for fracture healing and therefore of great clinical interest. There are currently
over 20 known types and it has been shown that BMP heterodimers have a greater
osteoinductive effect than BMP homodimers (Morimoto et al., 2015). BMPs are already used
clinically in fracture healing, but the production of recombinant BMP is associated with high
costs and it must be applied in supraphysiological doses. The solution here would be a cell
therapy-based approach: human mesenchymal stem cells are transfected and modified to
overexpress BMP. For this purpose, plasmids with BMP homodimer genes as well as with BMP

heterodimer genes were cloned and the hMSCs were stably, non-virally transfected.

Methods: Six cell lines were generated: SCP1-BMP2-GFP, SCP1-BMP4-GFP and SCP1-BMP7-
GFP, each with BMP overexpression as a homodimer. In addition, SCP1-BMP2/7-GFP and
SCP1-BMP4/7-GFP were generated, each overexpressing BMP2/7 and BMP 4/7, respectively.
An SCP1-GFP cell line, which was also subjected to electroporation, served as a control in order
to exclude possible influences of the transfection process. Subsequently, stable and functional
BMP overexpression was verified by fluorescence microscopy, RT-PCR, ELISA and BMP

reporter cell assay.

Results: Evidence of stable transfection at both the RNA and protein levels was obtained using
the above-mentioned methods. The cell lines SCP1-BMP2-GFP, SCP1-BMP4-GFP and SCP1-
BMP7-GFP as well as SCP1-BMP2/7-GFP and SCP1-BMP4/7-GFP all stably expressed their
respective BMP genes. RT-PCR additionally indicated an intrinsic BMP4 expression of SCP1
cells. Fluorescence microscopy confirmed the transfection success and further selection by
the antibiotic puromycin was successful, as only the transfected cells had the puromycin
resistance gene. The BMP ELISA demonstrated significantly increased BMP production for all
cell lines compared to the control cell line SCP1-GFP. The BMP7-overexpressing cell line was
characterized by the highest BMP concentration. BMP4 and BMP7 showed higher BMP
concentrations compared to the respective heterodimer. In addition, the luciferase-BMP

reporter cell assay demonstrated that all BMPs produced were bioactive. The BMP
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homodimer-overexpressing BMPs are expected to have higher bioactivity due to the higher

RLU compared to the BMP heterodimer-overexpressing BMPs.

Conclusion: In the present work, BMP-overexpressing hMSCs were successfully generated and
established. The findings shown here provide an important impetus for cell therapy-based
novel future therapies for fracture healing and treatment of bone diseases such as

osteoporosis.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

BMP Knochenmorphogenetisches Protein (engl.: bone morphogenetic protein)
bp Basenpaar, DNA-Einheit

BSA Bovines Serum Albumin

cDNA komplementare DNA (engl.: complementary DNA)

CIp Calf-Intestinal-Phosphatase-Enzym

Da Dalton, Einheit der molekularen Masse

D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotid-Triphosphat

E. coli Escherichia coli

eGFP engl.: enhanced green fluorescent protein

ELISA enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (engl.: enzyme

linked immunosorbent assay)
FACS fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (engl.: fluorescent

activated cell sorting)

FBS Fetales Rinderserum (engl.: fetal bovine serum)

FGF Fibroblastenwachstumsfaktor (engl.: fibroblast growth
factor)

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GFP grin fluoreszierendes Protein
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Anhang

1. pSBbi-GP (Kowarz et al., 2015).
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2. FACS-Sorting Daten fir SCP1-BMP2-GFP
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3. FACS-Sorting Daten fir SCP1-BMP4-GFP
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4. FACS-Sorting Daten fiir SCP1-BMP7-GFP
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5. FACS-Sorting Daten fuir SCP1-BMP2/7-GFP
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GFP-4 = GFP-4
Tube: BMPZ2+7
Papulation #Events %FParent %Total
._ All Events 10,000 HEHE) 1000
. P1 2,548 855 855
. P2 8,484 993 248
D P3 226 27 23
'. low GFF 1,833 228 183
] high GFP 4215 487 422
Experiment Name: 2018-12-13 Sanchin Aminaa AG...
Specimen Mame: Specimen_001
Tube Mame: BMP2+7
Record Date: Dec 13, 2018 2:20:09 PM
S0OP: Administrator
GUID: 489a2f44-c758-401f-ab3e-9855...
FSC-A S3C-A
FPopulation #Events “Parent Mean Mean
B Al Events 10,000 braveaind 21,255 27,897
| I 8548 85.5 79,700 25,366
HF: 2484 933 79,670 25,311
Or3 226 27 70,287 20.089
B low GFP 1,933 228 78.070 24,185
[ high GFP 4215 497 80.761 25,8929
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6. FACS-Sorting Daten fiir SCP1-BMP4/7-GFP

Specimen_001-BhP4+7

Specimen_001-BhMP4+7
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Tube: BMP4+7
Population #Events %Parent %Total
._ All Events 10,000 HiHE 1000
. P1 8,368 837 837
. P2 8,325 995 833
|:| P3 305 37 30
[l low GFP 1,734 208 173
] high GFP 3.461 416 346
Experiment Mame: 2018-12-13 Sanchin Aminaa AG...
Specimen Mame: Specimen_001
Tube Name: BMP4+7
Record Date: Dec 13, 2018 2:22:19 PM
SOP: Administrator
GUID: 38628654-08b3-485d-ad43-8b...
FSC-A S3C-A
Population #Events FParent Mean Mean
Il 21l Events 10,000 frarevars 82817 28325
M P 2,368 837 81917 26,309
HF: 8,328 995 81,832 26,286
Oerz 305 37 728838 21,459
B low GFP 1,734 208 79,250 25,139
[ high GFP 3.461 41.6 85,042 28.105
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7. FACS-Sorting Daten fir SCP1-GFP
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GFP-A 151 BEFLA
Tube: GFF pos
Population #Events %Parent %Total
._ All Events 10.000 #HgE) 1000
. P1 8.635 26.4 86.4
. P2 2.631 100.0 26.3
D P3 311 3.6 31
. low GFP 2496 289 25.0
[ high GFP 2411 279 241
Experiment Name: 2018-11-14 Sanchin Aminaa AG...
Specimen Mame: Specimen_001
Tube Name: GFF pos
Record Date: Mov 14, 2018 8:43:45 AM
SOP: Administrator
GUID: d011fa44-db58-49b4-abc7-363...
FSC-A S8C-A
Population HEvents % Parent Mean Mean
M 2l Events 10,000 Hit 96,302 33.806
HF 8.635 86.4 §7.208 31.787
HF: 2.631 100.0 97218 31,789
ar2 311 36 86,000 27,624
B low GFP 2496 289 94,338 28717
[ high GFP 2411 278 101.970 35,022
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