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Zusammenfassung i

Zusammenfassung

Hintergrund Humane mesenchymale Stammzellen sind ein viel versprechendes Ziel fiir die ex
vivo Gentherapie, und Lentiviren sind exzellente Vehikel fiir den Gentransfer in hMSCs, da sie
hohe Transduktionsfrequenzen mit langfristiger Genexpression erreichen. Dennoch konnte die
Seneszenz von hMSCs die therapeutische Anwendung, infolge von zeitaufwendiger Zellselektion
und Virus Titration, limitieren. Diese Arbeit beschreibt optimierte Protokolle fiir hoch effizienten
ex Vivo lentiviralen Gentransfer in hMSCs und eine schnelle und verldssliche Methode, um den
funktionellen lentiviralen Titer mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) zu

bestimmen.

Methoden EGFP wurde als Markergen/-protein verwendet, um verschiedene lentivirale
Expressionsvektoren herzustellen. Die Produktion von Lentiviren wurde mit verschiedenen
Verpackungssystemen getestet. Der Prozentsatz transduzierter Zellen wurde durch Polybrene und
Blasticidinselektion erhéht. hMSCs von verschiedenen Spendern wurden mittels PCR und
Western Blot analysiert. Regulierte Genexpression wurde durch Herstellung eines Tet-On
selbstregulierten Expressionsvektors erreicht. Mit einem p24 ELISA-Test wurden iibrig
gebliebene virale Partikel im Zellkulturiiberstand detektiert. Die Effizienz des lentiviralen
Gentransfers wurde mittels Fluoreszenz-Mikroskopie beobachtet und mittels qRT-PCR und
FACS-Analyse quantifiziert. Die lentiviralen Titer wurden mit qRT-PCR der exprimierten

Transgene bestimmt. Die hMSC Differenzierung wurde histologisch untersucht.

Ergebnisse Selbstinaktivierende lentivirale Vektoren der dritten Generation zeigten hoch
effizienten Gentransfer in hMSCs bei der Verwendung von Polybrene. Die Blasticidinselektion
hat den Prozentsatz der transgenen Zellen weiter erhoht unter Selektion von Zellen die mehrere
Transgenkopien tragen. Die positiven Effekte von Polybrene und der Blasticidinselektion sind
nicht von hMSCs eines speziellen Spenders abhingig. Prizise Regulation der Genexpression
wurde durch Herstellung eines selbstregulierten Tet-On-Expressionssystems erreicht. Keine
viralen Antigene wurden im Zellkulturiiberstand nach aufeinander folgenden Medienwechseln
detektiert, was auf die Abwesenheit von infektiosen Partikeln nach einigen Tagen hindeutet. In
dieser Arbeit wurde ein starker linearer Zusammenhang zwischen der Virusverdiinnung und der
Starke der Transgenexpression mittels qPCR Analysen beobachtet, wodurch die Virustitration

durch Quantifizierung der Transgenexpression ermoglicht wird. AbschlieBend wurde durch
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Differenzierung in die adipogene, osteogene und chondrogene Richtung gezeigt, dass
transduzierte hMSCs ihren Stammzellcharakter beibehalten haben wund dass die

Transgenexpression durch die Differenzierung nicht beeinflusst wurde.

Schlussfolgerungen Die Quantifizierung der Transgen-Kopienanzahl durch qRT-PCR ist eine
schnelle und verlidssliche Methode, um den funktionellen lentiviralen Titer nach dem ex vivo
Gentransfer in hMSCs zu bestimmen. Die in dieser Arbeit optimierte und charakterisierte
Methode fiir die effiziente lentivirale Transduktion von humanen mesenchymalen Stammzellen,
in Verbindung mit regulierbarer Transgenexpression, ist ein sicheres, verldssliches und
leistungsstarkes Verfahren und bildet eine aussichtsreiche Grundlage fiir zukiinftige Gentherapie

und Tissue Engineering Anwendungen in hMSCs.
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Abstract

Background Human mesenchymal stem cells (hMSCs) are a promising target for ex vivo gene
therapy and lentiviruses are excellent gene transfer vehicles in hMSCs since they achieve high
transduction rates with long-term gene expression. Nevertheless, senescence of hMSCs may limit
therapeutic applications due to time-consuming cell selection and viral titration. This thesis
describes optimized protocols for highly efficient ex vivo lentiviral gene transfer in hMSCs and a
fast and reliable method to determine functional lentiviral titer by quantitative polymerase chain

reaction (qPCR).

Methods EGFP was used as a marker gene/protein to create different lentiviral expression
vectors. Lentivirus production was tested with different types of packaging systems. The
percentage of transduced cells was increased with polybrene and blasticidin selection. HMSCs
from different donors were analyzed by PCR and western blotting. Regulated gene expression
was achieved with the creation of a Tet-On self-regulating expression vector. Using p24 ELISA,
remaining viral particles were detected in the cell culture supernatant. The lentiviral gene transfer
efficiency was observed by fluorescence microscopy and quantified by qRT-PCR and FACS
analysis. Lentiviral titers were determined by qRT-PCR of expressed transgenes. HMSC

differentiation was assayed histological.

Results Third-generation self-inactivating lentiviral vectors showed highly efficient gene
transfer in hMSCs with the use of polybrene. Blasticidin selection further increases the
percentage of transgenic cells with a selection of cells carrying multiple transgene copies. The
positive effects of polybrene and blasticidin selection are not dependant on hMSCs from a
specific donor. Tightly regulated gene expression was achieved by creating a self-regulated Tet-
On expression system. No viral antigen was detected in the cell culture supernatant after serial
media changes, suggesting the absence of infectious particles after a few days. In this thesis a
strong linear correlation between virus dilution and level of transgene expression was observed
by qPCR analysis, therefore allowing viral titering by quantification of transgene expression.
Finally, it could be demonstrated that transduced hMSCs retained their stem cell character by
differentiation towards adipogenic, osteogenic and chondrogenic lineages and transgene

expression was not affected by differentiation.
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Conclusions  Quantification of transgene copy numbers by qPCR is a fast and reliable method
to determine functional lentiviral titer after ex vivo gene transfer in hMSCs. The optimized and
characterized method for lentiviral transduction of hMSCs, described in this thesis, together with
regulated transgene expression, is a safe, reliable and powerful procedure and provides promising

basis for future gene therapy and tissue engineering applications in hMSCs.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die mesenchymale Stammzelle (MSC)

1.1.1 Einleitung

Nach dem am 1. Juli 2002 in Kraft getretenen "Gesetz zur Sicherstellung des Embryonenschutzes
im Zusammenhang mit Einfuhr und Verwendung menschlicher embryonaler Stammzellen
(Stammzellgesetz)" sind Einfuhr und Verwendung menschlicher embryonaler Stammzellen fiir
hochrangige Forschungsziele unter strengen Voraussetzungen erlaubt. Einfuhr und Verwendung
werden dabei auf Stammzellen beschréinkt, die vor dem 1. Januar 2002 gewonnen wurden.

Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen werden humane mesenchymale Stammzellen
(hMSCs) aus Geweben von Erwachsenen isoliert. Da es sich also um adulte Stammzellen
handelt, kann durch ihre Verwendung die ethische Diskussion des Einsatzes embryonaler
Stammzellen vermieden werden.

Der Begriff einer Bindegewebsstammzelle wurde von Owen vorgeschlagen (Owen 1985; Owen
1988; Owen und Friedenstein 1988), grofBteils basierend auf den Pionierarbeiten von Friedenstein
(Friedenstein et al. 1968; Friedenstein et al. 1974a). Bereits seit 1966 konnte Friedenstein durch
Adhérenz an Zellkulturplastik fibroblastoide Zellen aus Nagetier- und
Meerschweinchenknochenmark isolieren und diese anschlieBend osteogen differenzieren
(Friedenstein et al. 1966; Friedenstein et al. 1970; Friedenstein et al. 1978). Es konnte aulerdem
gezeigt werden, dass sie in vitro, ausgehend von Einzelzellen, Kolonien bilden kénnen und dafiir
wurde der Begriff der ,,colony forming unit fibroblast precursor cells (CFU-F) eingefiihrt
(Friedenstein et al. 1974b; Friedenstein et al. 1976). Somit waren die Grundlagen der Isolation
und in vitro Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen geschaffen, und die Plastikadhirenz
ist bis heute ein wichtiges Definitionsmerkmal (Dominici et al. 2006). Der Begriff der
mesenchymalen Stammzelle (MSC) wurde dann in den frithen 90er Jahren des letzten
Jahrtausends von Caplan bekannt gemacht (Caplan 1991). Spéter wurden diese Zellen dann auch
aus verschiedenen anderen Geweben, wie z.B. dem Fettgewebe (Cowan et al. 2004; Lee et al.
2004b; Zuk et al. 2002), muskuldren Bindegewebe (Jiang et al. 2002b; Peng und Huard 2004)
und Blut (Kuznetsov et al. 2001) gewonnen (sieche 1.1.3 Die mesenchymale Stammzellnische).

Die Isolation von humanen mesenchymalen Knochemarkstammzellen erfolgt in der Regel {iber
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Knochenmarkaspirate des Beckenkamms oder Femurkopfes der Spender (Friedenstein et al.
1974a; Haynesworth et al. 1992a; Haynesworth et al. 1992b). Sie werden mesenchymale
Stammzellen (engl.: mesenchymal stem cells, MSC) oder Knochenmark Bindegewebszellen
(engl.: bone marrow stromal cells, BMSC) und, in letzter Zeit, auch multipotente mesenchymale
Bindegewebszellen (engl.: multipotent mesenchymal stromal cells, MMSC) genannt, alle durch
das Akronym MSC bezeichnet. Um Klarheit in die Bedeutung dieser Begriffsvielfalt zu bringen,
hat sich die Internationale Gemeinschaft fiir Zelltherapie (ISCT) in einer im Jahr 2005
erschienenen Publikation um die Vereinheitlichung der verwendeten Namen bemiiht. Demnach
werden die fibroblastoiden plastikadhdrenten Zellen, unabhidngig aus welchem Gewebe sie
stammen, als multipotente mesenchymale Bindegewebszellen bezeichnet, wohingegen nur eine
Subpopulation dieser Zellen, welche Stammzellenaktivitdt aufweisen miissen, als mesenchymale
Stammzellen bezeichnet werden. Fiir beide Namen kann das Akronym MSC verwendet werden,
daher ist eine genaue Definition notwendig (Horwitz et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit wird
der Begriff MSC fiir die Abkiirzung von mesenchymalen Stammzellen verwendet.

Die Entstehung von mesodermalen Geweben wie Knochen, Knorpel, Muskel, Knochenmark,
Sehnen, Fett, Haut, Bindegewebe in Embryos oder erwachsenen Organismen wird als
Mesogenese bezeichnet. Dieser Prozess ist an der stindigen Erneuerung von jedem
mesenchymalen Gewebe beteiligt und bildet die Voraussetzung fiir die schnelle Reparatur
defekter Gewebsareale. Die Isolation und Identifikation von mesenchymalen Stammzellen und
ihrer Anzahl sowie Verteilung, erlaubt ein besseres Verstindnis des Umsatzes und der
Reparaturfunktionen in erwachsenen Organismen. Mesenchymale Stammzellen durchleben
proliferative und festlegende Stadien, und ihre Nachkommen treten in einzelne Linien ein, was zu
einer endgiiltigen Differenzierung eines definierten Phénotyps wie Osteoblasten, Chondrozyten
oder Myoblasten fiihrt (Caplan 1994). Aus diesen Griinden sind mesenchymale Stammzellen fiir
Zell- und Gentherapie Strategien sowie fiir die Gewebetechnik (engl.: Tissue Engineering) von
besonderem Interesse und stellen dafiir eine viel versprechende Bezugsquelle von Zellen dar
(Caplan und Bruder 2001; Pittenger et al. 2002; Prockop 1998). Dies beruht hauptsidchlich auf
ihrer immanenten Fihigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung in funktionelle Zelltypen,
welche das Gewebe bilden, in dem sie existieren (Baksh et al. 2004). Es gibt immer mehr Erfolg
versprechende Ansitze, MSCs zu Therapiezwecken einzusetzen (Franceschi 2005; Giordano et
al. 2007; Gregory et al. 2005a; Hamada et al. 2005; Kassem 2004). Das Tissue Engineering bietet

innovative Therapiemoglichkeiten, die vor allem bei Knochenersatzmaterialien ein breites
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Forschungsfeld erdffnen (Seitz et al. 2007). Hierfiir werden derzeit bevorzugt autogene
(korpereigene) Transplantate verwendet, die aber naturgemdB nur in begrenztem Umfang
vorhanden sind. Als Alternative werden allogene (artgleiche) oder alloplastische (synthetische)
Ersatzmaterialien verwendet, bei denen aber Fremdkorperreaktionen auftreten konnen (Schieker
und Mutschler 2006). Trotz intensiver Forschung konnen die Anforderungen an
Knochenersatzmaterialien aus verschiedenen Griinden noch nicht zufrieden stellend erfiillt
werden. Die Bildung von kiinstlichem Knochen aus funktionell aktiven, kdrpereigenen Zellen, in
unterstiitzenden und Form gebenden Leitschienen, unter Zugabe geeigneter Wachstumsfaktoren
(Gerstenfeld et al. 2003; Tischer et al. 2004) und die anschlieBende Reimplantation in den
Patienten, bietet im Rahmen des Tissue Engineering eine attraktive Losung (Schieker et al.
2004b). Humane mesenchymale Stammzellen konnen aufgrund ihrer Differenzierungsfahigkeit in
Osteoblasten (Aubin 1998) fiir die Besiedelung solcher Leitschienen verwendet werden
(Minguell et al. 2001).

Gentherapie hat sich zu einer viel versprechenden Strategie fiir die Reparatur und Regeneration
von beschddigtem Gewebe des Bewegungsapparates entwickelt (Caplan und Goldberg 1999).
Verglichen mit konventionellen Methoden fiir den Knochenersatz hat die Anwendung dieser
Methode zur Knochenheilung eine erhdhte Wirksamkeit in préklinischen Tierversuchen gezeigt
(Beyer und da Silva 2006; Phillips et al. 2007a). In klinischen Studien hat die Therapie mit
patienteneigenen hMSCs eine Besserung bei verschiedenen Knochenerkrankungen, wie
Osteogenesis imperfecta (Glasknochenkrankheit) (Horwitz et al. 2001) und Osteoporose (Caplan
2005) gezeigt. In klinischen Zelltherapie Studien wurden hMSCs als unterstiitzende Behandlung
bei Autoimmunerkrankungen (EI Badri et al. 2004; Jones et al. 2004) und Tumorkrankheiten
(Studeny et al. 2002) eingesetzt.

Obwohl diese Ansdtze Erfolg versprechende Therapiemoglichkeiten bieten, besteht die Gefahr,
dass hMSCs im Sinne einer malignen Entartung unkontrolliert proliferieren (Docheva et al.
2007). Zum Beispiel konnte an mit MSCs besiedelten, allogenen Transplantaten im Mausmodell
eine Migration der Zellen in die Lungen und Extremitdten beobachtet werden. Aullerdem zeigte
sich eine, den Osteosarkomzellen dhnliche, abnorme genetische Verdnderung (Tolar et al. 2007).

Bis heute gibt es aber noch keine zugelassenen Therapieverfahren mit hMSCs.
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1.1.2  Definition

Aufgrund des Fehlens eines einzelnen spezifischen Markers (Conget und Minguell 1999) und
dem mangelnden Wissen iiber die anatomische Lage, sowie Verteilung von MSCs in vivo, beruht
die Definition derselben vorwiegend auf retrospektiven Priifungen. Seit der friihen Arbeiten von
Castro-Malaspina und Kollegen (Castro-Malaspina et al. 1980) haben viele Wissenschaftler
verschiedene Methoden fiir die Isolation von MSCs in serumhaltigen und serumlosen
Bedingungen durchgefiihrt und neue Ansétze zur Isolation von reinen MSC Populationen
entwickelt. Diese Fortschritte haben unser Verstindnis der Biologie von MSCs bereichert, haben
aber auch zu unterschiedlichen Terminologien und MaBstében bei der Beschreibung (betreffend
z.B. die Morphologie, den Phinotyp, die Genexpression und Kombinationen daraus) der aus
vielen adulten Geweben stammenden fibroblastoiden, adhdrenten Zellen gefiihrt (Bianco und
Gehron 2000; Caplan 1991; Shi et al. 2002). Immer noch mangelt es an Ubereinstimmung die
Identitét und Charakteristik von MSCs betreffend. Dies driickt sich auch durch die Vielfalt der
verwendeten Bezeichnungen aus, wie: multipotente adulte Vorlduferzellen (engl.: multipotent
adult progenitor cells, MAPCs) (Jiang et al. 2007), mesodermale Vorlduferzellen (engl.:
mesodermal progenitor cells, MPCs) (Reyes et al. 2001), aus Knochenmark isolierte, adulte, in
mehrere Linien induzierbare Zellen (engl.: marrow-isolated adult multilineage inducible cells,
MIAMI cells) (D'Ippolito et al. 2004) und zirkulierende, regenerative Stammzellen (engl.:
recycling stem cells, RS-1, RS-2) (Colter et al. 2000). Obwohl keine dieser Bezeichnungen den
Entstehungsort und die Differenzierungsfahigkeit dieser Zellen wirklich exakt beschreiben kann,
hat sich der Begriff ,,mesenchymale Stammzelle“ (MSC) durchgesetzt und wird derzeit am
héufigsten verwendet (Horwitz et al. 2005). Trotzdem hédngt die Definition dieser und der
anderen genannten Zelltypen von der Adhédrenz einer Population geernteter Zellen an ein
Zellkultursubstrat ab, und daher kann keine davon die tatsdchlich existierenden Vorldufer in
adultem humanem Knochenmark beschreiben. Da es keinen spezifischen Marker fiir MSCs gibt,
besteht eine sinnvolle Moglichkeit zur nédheren Charakterisierung der Zellen darin, gleichzeitig
mehrere Antigene auf einer einzelnen Zelle mittels Immunofluoreszenz (Schieker et al. 2004a)
oder in heterogenen Zellgemischen mittels FACS-Analyse (Mageed et al. 2007) nachzuweisen.
Trotz der vorhandenen Beschriankungen hat die Internationale Gemeinschaft fiir Zelltherapie
(ISCT) die folgenden Minimalbedingungen fiir die Definition von MSC festgelegt (Dominici et
al. 2006):
1) Adhirenz an Zellkulturkunststoff unter Standard Kulturbedingungen.
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2) Expression der Oberflichenmolekiile CD105, CD73 und CD90 und Abwesenheit von
CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79 oder CD19 und HLA-DR.
3) Invitro Differenzierbarkeit in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten

Die in dieser Arbeit verwendeten hMSCs erfiillen alle diese Bedingungen.

1.1.3 Die mesenchymale Stammzellnische

Die genaue Lokalisierung von MSCs in vivo ist nach wie vor sehr unzureichend bekannt.
Konventionell werden mesenchymale Stammzellen im Menschen aus Knochenmark isoliert
(DiGirolamo et al. 1999; Pittenger et al. 1999). Aber innerhalb des Knochenmarks machen MSCs
nur etwa 0,001 — 0,1 % der Gesamtheit aller mononukledren Zellen aus (Mageed et al. 2007,
Wexler et al. 2003). Damit aus einer sehr begrenzten Menge Knochenmark ex vivo geniigend
friihe Vorlduferzellen flir therapeutische Applikationen generiert werden konnen, ist das MSC
Proliferationspotential wichtig (Sekiya et al. 2002). Knochenmark ist eine akzeptierte Quelle fiir
MSCs, aber daneben wurden MSCs auch aus anderen Geweben isoliert, wie z.B. Knochenhaut
(Mason et al. 1998; Nakahara et al. 1991), Spongiosa (Noth et al. 2002), Muskel (Asakura et al.
2001), Fettgewebe (Zuk et al. 2001), Gelenkhaut (De Bari et al. 2001), Haut (Young et al. 2001),
Lunge (Sabatini et al. 2005), peripheres Blut (Zvaifler et al. 2000) und Nabelschnurblut (Erices et
al. 2000; Kern et al. 2006). Dies legt nahe, dass die MSC Nische nicht nur auf das Knochenmark
beschrankt ist. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die MSCs weiter verbreitet sind als frither
angenommen wurde und dass MSCs auch in den Winden von Blutgefa3en angesiedelt sind (da
Silva et al. 2006), in oder in unmittelbarer Umgebung der Haarfolikel (Tiede et al. 2007) und in
den Darmkrypten (Yen und Wright 2006). Dabei muss allerdings beachtet werden, dass die in
Blut und Geweben gefundenen MSCs auch nur eine Population von auswandernden Zellen sein
konnte, die lediglich vorriibergehend anzutreffen ist. Diese Ergebnisse zeigen auf, dass MSCs in
vivo mannigfaltig verteilt sind und als Folge eine eigene universelle Stammzellnische einnehmen

konnten.

1.1.4 Eigenschaften von MSCs

Traditionell sind drei grundlegende Eigenschaften von Stammzellen bekannt: die
Selbsterneuerung (mitotische Teilung in identische Tochterzellen), Plastizitét (Differenzierung in
verschiedene Gewebe) und Hierarchie (keine Riickdifferenzierung zur Stammzelle). Diese

Charakteristika beruhen hauptsichlich auf den Beobachtungen der klassischen hematopoetischen
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Stammzelle, sind aber nicht notwendigerweise anzuwenden fiir andere Stammzelltypen wie
MSCs (Zipori 2005). Die wichtigste Eigenschaft von MSCs ist die Plastizitit, wohingegen

Selbsterneuerung und Hierarchie nicht essentiell sind (Delorme et al. 2006).

1.1.4.1 Potential der Selbsterneuerung

Eine definierende Eigenschaft von Stammzellen ist ihr Potential zur Selbsterneuerung, d.h. durch
mitotische Zellteilungen entstehen identische Kopien der Zelle iiber einen lingeren Zeitrahmen,
sogar wihrend der gesamten Lebenszeit eines  Organismus. Das  absolute
Selbsterneuerungspotential von MSCs ist immer noch nicht endgiiltig bestimmt. Dies ist
hauptsdchlich durch die unterschiedlichen Methoden zur Gewinnung der MSCs und die
wechselnden Methoden zur Charakterisierung der Zellen und der Selbsterneuerung begriindet
(Smith et al. 2004). Es wurde gezeigt, dass MSCs in ihrer Gesamtheit eine signifikante wenn
auch sehr verdnderliche Fahigkeit zur Selbsterncuerung wihrend der in vitro Kultivierung
besitzen (Bruder et al. 1997; Colter et al. 2000). Mehrere Studien berichten, dass MSCs und
isolierte MSC Klone in Bezug auf ihre Selbsterneuerung sehr heterogen sind (Bianco et al. 2001;
Colter et al. 2000). MSCs in Zellkultur weisen replikativ seneszente Phdnotypen auf, die
abhéngig von der Spezies sind aus der sie gewonnen wurden. Zum Beispiel stellen humane MSCs
das Wachstum nach ca. 40-50 Populationsverdopplungen ein (Stenderup et al. 2003),
wohingegen murine MSCs iiber mehr als hundert Verdopplungen passagiert werden konnen
(Meirelles und Nardi 2003). In vitro geht die Seneszenz der hMSCs mit dem fortschreitenden
Verlust der klonalen Multipotenz einher (Fehrer und Lepperdinger 2005).

1.1.4.2 Differenzierungspotential

Eine wichtige und grundlegende Eigenschaft von mesenchymalen Stammzellen ist ihre Fahigkeit
in Zellen verschiedener Gewebetypen zu differenzieren. Wihrend aus embryonalen Stammzellen
alle Gewebearten entstehen konnen (Totipotenz), geht diese Eigenschaft im Verlauf der
Differenzierung verloren. MSCs sind pluripotent, d.h. sie konnen in mehrere, aber nicht alle
Gewebe differenzieren. Unter bestimmten induzierenden Bedingungen sind sie in der Lage,
Merkmale von Zellen aus dem embryonalen Mesoderm anzunehmen. Das
Differenzierungspotential von MSC Populationen wurde in vitro umfassend untersucht. Mehrere
Studien konnten zeigen, dass MSCs in vivo und in vitro die Féahigkeit besitzen, sich in endgiiltig

ausdifferenzierte mesenchymale Gewebe zu entwickeln (Abbildung 1). Darunter sind Knochen
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(Aslan et al. 2006; Aubin et al. 1995; Bruder et al. 1998b), Knorpel (Kadiyala et al. 1997,
Wakitani et al. 1994), Sehne (Awad et al. 1999; Young et al. 1998), Muskel (Ferrari et al. 1998;
Galmiche et al. 1993; Kadivar et al. 2006), Fettgewebe (Rogers et al. 1995) und das die
Hematopoese unterstiitzende Stroma (Cheng et al. 2000; Koc und Lazarus 2001). Das enorme
Differenzierungspotential wird noch weiter ausgedehnt durch die Erkenntnis, dass MSCs auch
keimblattiibergreifend in andere als das mesenchymale Gewebe transdifferenzieren konnen
(Abbildung 1). Einige Studien zeigen eine Differenzierung in ektodermales und endodermales
Gewebe (Jiang et al. 2002a; Zhao et al. 2002). Darunter sind neurale Zellen (Kopen et al. 1999;
Sanchez-Ramos et al. 2000; Temple 2001), Endothelzellen (Reyes et al. 2001), Hautzellen (Deng
et al. 2005), Bauchspeicheldriisen B-Zellen (Chen et al. 2004) und Hepatozyten (Kang et al. 2005;
Sato et al. 2005). Diese Plastizitdt in mesodermale, ektodermale und endodermale Zellen zu
differenzieren, charakterisiert MSCs als pluripotente Zellen. Es muss allerdings beachtet werden,
dass einige Studien berichten, dass MSC Populationen #&uBerst heterogen sind was ihr
Differenzierungspotential betrifft (Kuznetsov et al. 1997; Majumdar et al. 1998; Muraglia et al.
2000; Pittenger et al. 1999).

Mesenchymale

Stammazellen

Ektoderm Mesoderm Endoderm
Zellen Zellen Zellen
I [ [ [ [ I I I I I
Nerv Fett Knorpel Knochen Sehne Muskel Stroma Haut Leber Pankreas Endothelium

Abbildung 1: Plastizitdt (Differenzierung) von mesenchymalen Stammzellen.

1.1.4.3  Oberflaichenmarker

Mittels Fluoreszenz aktivierter (FACS) und magnetischer Sortiertechnik (MACS) wurde im
Bereich der Charakterisierung des Zelloberflichen-Antigenprofils von humanen MSCs aus
Knochenmark beachtlicher Fortschritt erreicht. Die Zahl der Oberflichenantigene zum Nachweis
von frithen Vorlduferzellen wichst stindig, jedoch ist die Vergleichbarkeit der einzelnen Studien

schwierig. Die Arbeiten unterscheiden sich von Gruppe zu Gruppe, im Ursprung der Zellen
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(Spezies, Entnahmeort), der Methode der Isolierung (Adhidrenz, Ficoll/Percoll, FACS), den
Kulturbedingungen (verschiedene Zusédtze) und den Analysemethoden (DNA-, RNA-,
Proteinebene), welche zudem noch heterogene Zellgemische untersuchen. Bis heute fehlt
allerdings immer noch der einzelne Marker der definitiv die in vivo MSC erkennt, auch auf
Grund von mangelnder Ubereinstimmung von diversen Dokumentationen des MSCs Phinotyp
(Gronthos et al. 1994; Minguell et al. 2001; Pittenger et al. 1999; Tocci und Forte 2003).
Trotzdem konnten durch die Verwendung einer Kombination von monoklonalen Antikorpern
gegen Oberflichenantigene (z.B. STRO-1, SH2, SH3, SH4) von in vitro kultivierten MSCs
einige viel versprechende Fortschritte bei der immunologischen Phinotypbestimmung gemacht
werden (Gronthos et al. 1994; Haynesworth et al. 1992a). Andererseits macht es die Tatsache,
dass MSCs einige Eigenschaften mit Endothel-, Epithel- und Muskelzellen gemeinsam haben und
eine sehr grofle Variabilitdt in ihrem Oberflachen-Antigenprofil aufweisen (Conget und Minguell
1999; Jiang et al. 2002a; Simmons und Torok-Storb 1991; Vogel et al. 2003) sehr schwierig, den
einzelnen universellen Marker fir MSCs zu finden. Trotz dieser Schwierigkeiten bei der
Definition einer ,,mesenchymalen Stammzelle* gibt es die allgemeine Ubereinstimmung, dass
MSCs keine der typischen hematopoetischen Marker wie CD45, CD34 und CDI14 besitzen
(Pittenger et al. 1999). Das heiit die Abwesenheit dieser Antigene ist ein weiteres
Definitionskriterium fiir MSCs.

1.1.44  Subpopulationen von MSCs

Neuere Untersuchungen (Colter et al. 2000; Colter et al. 2001; Igura et al. 2004; Prockop et al.
2001; Sekiya et al. 2001; Sekiya et al. 2002; Smith et al. 2004) konnten wéhrend der in vitro
Kultivierung verschiedene Untergruppen innerhalb der Population der mesenchymalen
Stammzellen nachweisen. Auch in eigenen Beobachtungen konnten auf dem Einzelzellniveau
mindestens drei verschiedene morphologische Phéanotypen identifiziert werden (Abbildung 2).
Neben den bisher fiir hMSC als typisch angesehenen bipolaren, fibroblastoiden, spindelférmigen
(engl.: spindle shaped) SS-Zellen (Abbildung 2A) mit hohem Teilungspotential konnten auch
kleine sehr schnell teilende (engl.: rapidly self-renewing) RS-Zellen (Abbildung 2B) und flache
(engl.: flat cell), weit ausgedehnte, multipolare FC-Zellen (Abbildung 2C) mit geringer

Proliferationskapazitit beobachtet werden.
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Abbildung 2: Phasenkontrastaufnahmen der Subpopulationen von hMSCs.
(A) SS-Zelle, (B) RS-Zelle, (C) FC-Zelle (Mafstabsbalken: 100 um).

In den einzelnen Subpopulationen konnten entsprechend ihrer morphologischen Phinotypen
unterschiedlich ausgepragte Differenzierungspotentiale nachgewiesen werden (Colter et al. 2001;
Prockop et al. 2001; Sekiya et al. 2001; Sekiya et al. 2002). Die RS-Zellen Subpopulation hat ein
hohes Potential in alle drei Linien (osteogen, adipogen, chondrogen) zu differenzieren, bevorzugt
aber in die adipogene Richtung. Mit Ausnahme der osteogenen Linie ist bei den FC-Zellen die
Differenzierungsfahigkeit eingeschrankt. Die SS-Population weist das groBite Potential auf in

Bindegewebe oder Fett zu differenzieren.

1.1.5 Aufgabe und Funktion von mesenchymalen Stammzellen

Die genaue in vivo Funktion von MSCs ist immer noch nicht vollstdndig aufgeklédrt und ist
Bestandteil vieler Untersuchungen. Trotzdem kommen einige dieser Studien zu dem Schluss,
dass sie eine essentielle Rolle bei der Hematopoese, der Gewebereparatur und Erhaltung
innerhalb des Kdorpers spielen. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass MSCs eine weit
reichende Fahigkeit besitzen das Immunsystem zu regulieren (Di Nicola et al. 2002; Krampera et
al. 2003). Beriicksichtigt man das enorme Potential dieser Zellen und unser mangelndes
Verstiandnis desgleichen, sind sie ein enorm wichtiger Untersuchungsgegenstand im Hinblick auf
den aktuellen Stand der Zell- und Gentherapie, sowie der Gewebeherstellung und Reparatur

(Tissue Engineering).

1.1.6 Die Moglichkeiten von hMSCs in der Zell- und Gentherapie

Wihrend der letzten zwei Jahrzehnte hat die Moglichkeit des Gentransfers in Stammzellen die
Hoffnung, dass Methoden der Gentherapie dauerhafte therapeutische Wirkung erreichen, enorm
verstéarkt (Bianco und Robey 2001; Kofron und Laurencin 2006; Vollweiler et al. 2003). Es stellt

sich immer mehr heraus, dass adulte Stammzellen sehr gut als Werkzeug fiir die Zell- und
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Gentherapie einsetzbar sind, im Speziellen im Bereich des Tissue Engineering (Korbling und
Estrov 2003; Prockop et al. 2003). Das endgiiltige Ziel liegt sowohl in der Verwendung von
MSCs in verschiedenen Formen der Therapie, als auch als Hilfsmittel, um die Mechanismen zu
verstehen, die zur Reparatur und Regeneration von beschiddigtem oder krankem Gewebe und
Organen fiihren. Dieser Ansatz wurde bereits 1991 von Caplan (Caplan 1991) vorgeschlagen und
ist vor allem bei der Behandlung von Knochen, Knorpel, Sehnen, Bédnder und
Gefédlerkrankungen duferst vielversprechend (Baksh et al. 2004; Beyer und da Silva 2006;
Caplan und Bruder 2001; Franceschi 2005; Giordano et al. 2007; Gregory et al. 2005b; Hamada
et al. 2005; Kassem 2004; Pittenger et al. 2002). Die lange Lebensdauer und Féahigkeit von MSCs
gezielt in Gewebe einzuwandern sind wiinschenswerte Eigenschaften in Bezug auf Strategien der
Gentherapie, welche gegen infektiose Krankheiten oder Metastasen bildende Tumore gerichtet
sind. Die Verwendung von MSCs in der Immuntherapie, in verschiedenen therapeutischen
Ansitzen, einerseits als Immunsystem unterdriickende Substanzen, oder andererseits genetisch
modifiziert um therapeutisch wirksame Proteine zu exprimieren, welche gegen autoimmune
Prozesse wirken, sind von Jorgensen et al. (Jorgensen et al. 2003) zusammengefasst worden. Es
gibt immer mehr Hinweise, dass MSCs eine Reihe von Mechanismen einsetzen, welche sie vor
Immunantworten des Wirtes schiitzen. Beobachtungen in vitro und in vivo lassen vermuten, dass
MSCs moglicherweise verwendet werden konnen, die Toleranz in allogenen oder xenogenen
Empfingern zu erhdhen. Dies kann die Transplantation von hematopoetischen Stammzellen
vereinfachen und die ,graft versus host disease minimieren, wodurch die AbstoBung von
Organen nach der Transplantation verhindert werden kann.

Wie bereits 1995 von Caplan vorgeschlagen (Caplan 1995) konnten genetisch modifizierte MSCs
bei Erkrankungen einerseits direkte in situ Einsatzmoglichkeiten in einer Reihe von Zelltypen, in
komplexen Mikroumgebungen und unterschiedlichsten Geweben haben, andererseits auch im
Bereich des Tissue Engineering, indem sie, auf Leitschienen ausgeséit, bestimmte
Wachstumsfaktoren oder therapeutisch wirksame Proteine bilden. (Baksh et al. 2004; Ballas et al.
2002; Beyer und da Silva 2006; Caplan und Bruder 2001; Franceschi 2005; Giordano et al. 2007;
Gregory et al. 2005a; Hamada et al. 2005; Heyde et al. 2007; Justesen et al. 2001; Kassem 2004;
MacKenzie und Flake 2002; Noel et al. 2002; Phillips et al. 2007a; Pittenger et al. 2002;
Smogorzewska und Weinberg 2004). Die Moglichkeit mesenchymale Stammzellen genetisch zu
verdandern, bietet die Moglichkeit der dauerhaften Expression von therapeutisch wirksamen

Genen/Proteinen gegen eine grofle Anzahl Erkrankungen wéhrend der gesamten Lebenszeit eines
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Patienten. MSCs konnen derart manipuliert werden, dass sie in vitro und in vivo eine Vielzahl
verschiedener Proteine sezernieren, welche potentiell zur Behandlung vieler Serumprotein-
Mangelkrankheiten und anderer genetisch bedingter oder erworbener Erkrankungen oder
Gewebsdefekte dienen konnen, z.B. Knochen, Knorpel und Knochenmarkskrankheiten (Bruder et
al. 1998a; Caplan et al. 1997; Otto und Rao 2004), oder sogar Krebs (Bazan-Peregrino et al.
2007; Dachs et al. 1997; Dickson et al. 2005; Lo et al. 2005). Fortschritte bei dem Gentransfer in
HSCs haben Hinweise auf entscheidende Verbesserungen geliefert, welche notwendig sind, um
die therapeutische Wirksamkeit von MSCs bei einer Reihe von Erkrankungen zu erhdhen. Ein
besseres Verstindnis der molekularen Mechanismen welche die Proliferation, Differenzierung
und Migration von MSCs regulieren, werden letztendlich die erfolgreiche ex vivo und in vivo
Manipulation von MSCs ermdglichen und somit die Regeneration von komplexen Geweben und
Organen (Satija et al. 2007). Aus den genannten Griinden ist es unumginglich eine &uflerst
schnelle und effiziente Methode des Gentransfers in hMSCs zu entwickeln, und Methoden um

die Effizienzen zeitnah und verldsslich in den modifizierten Zellen verifizieren zu konnen.

1.2  Gentransfer

Unter Gentransfer versteht man den Vorgang, bei dem genetisches Material in Zellen
eingeschleust wird, mit dem Ziel, die Expression relevanter Proteine zu beeinflussen. Dies kann
entweder in vitro in der Zellkultur oder in vivo in Organismen geschehen. Die Regulation der
Zielgene bzw. Proteine kann positiv oder negativ erfolgen, unter anderem durch:
- Einschleusung einer oder mehrer Kopien eines Gens,
- Uberexpression einer dominant-negativen Mutante,
- Transfer von kurzen regulativen RNA-Fragmenten (siRNA, miRNA) bei der RNAi-
Technologie,
- Einbringen von Genen (Transkriptionsfaktoren), welche ihrerseits die endogene
Regulation der Zielgene positiv oder negativ beeinflussen.
Die zwei potenziellen Ziele des Gentransfers sind die Untersuchung unbekannter Genfunktionen
und die Gentherapie. Die wichtigste Funktion der Gentherapie ist es, eine Methode zu
entwickeln, die ein therapeutisch wirksames Gen (Transgen) in ausgewihlte Zellen abliefert und
dort zur ordnungsgemifBen Genexpression fiihrt. Eine optimale Gentransfer Methode muss drei
Hauptbedingungen erfiillen: (1) das Transgen muss vor Degradierung durch Nukleasen in der

interzellularen Matrix geschiitzt werden, (2) das Transgen muss durch die Plasmamembran und in
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den Nukleus der Zielzellen transportiert werden, und (3) die Methode darf keinen schéddlichen
(toxischen) Effekt haben (Gao et al. 2007).

In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl von Methoden fiir den Gentransfer entwickelt,
sowohl virale als auch nicht virale (Lavigne und Gorecki 2006; Miyazaki et al. 2006) fiir in vitro
(ex vivo) (Menon et al. 2007; Stender et al. 2007) und in vivo (Liu et al. 2007; Palizban et al.
2007) Anwendungen ohne und mit Leitschienen (Awad et al. 2007), sowohl reguliert (Brough et
al. 2007) als auch unreguliert (Phillips et al. 2007b). Mit wenigen Ausnahmen sind alle
Ergebnisse positiv dahingehend, dass sie iiberhaupt Genexpression zeigen und darauf folgende
Effekte auf Gewebewachstum und Umgestaltung. Jede davon hat bestimmte Vor- und Nachteile
die abhingig sind von der jeweiligen Fragestellung, fiir die sie verwendet werden sollen. Einen
umfassenden Uberblick hierzu haben kiirzlich Heyde und Kollegen verdffentlicht (Heyde et al.
2007). Bei der Wahl eines addquaten Systems flir den Gentransfer miissen einige Faktoren
sorgfiltig abgewdgt werden: (1) Dauer der Proteinexpression um eine effiziente Wirkung zu
erreichen (transient oder dauerhaft), (2) Zielzellen (leichte Transfizier-/Transduzierbarkeit,
Rezeptorexpression, teilende oder ruhende Zellen), (3) Weg des Gentransfers (ex vivo oder in
Vivo), (4) maximaler Grenzwert der fiir den Wirt vertretbaren vektorinduzierten Immunantwort,
und (5) gewiinschte zeitliche Regulation der Transgenexpression (induzierbar oder konstitutiv).
Es ist unwahrscheinlich, dass jemals eine einzige Technologie universell geeignet fiir alle
Szenarien ist, daher muss die gewdhlte Methode fiir die spezielle Anwendung optimiert werden

(Phillips et al. 2007a).

1.2.1 Exvivo - in vivo Gentransfer

Genetisches Material kann entweder durch eine in vivo oder aber durch eine ex vivo Methode in
die Zielzellen des Wirts eingeschleust werden.

In vivo Strategien umfassen das Einbringen des Vektors durch intravendse Injektion oder direkte
lokale Implantation in einen bestimmten anatomischen Bereich. Obwohl diese einfachen,
einstufigen Vorginge vom Operateur relativ leicht durchzufiihren sind und notwendig sein
konnten, bei Erkrankungen die sofortige Behandlung bendtigen, sind auch erhebliche
Herausforderungen damit verbunden. Dies sind z.B. die geringere Transfektions-
/Transduktionseffizienz im Vergleich zu in vitro Methoden, Entziindungs- oder
Immunreaktionen, und Schwierigkeiten bei der zielgerichteten Modifikation der gewiinschten

Zellpopulation. AuBerdem sind diese Strategien abhingig von der Anwesenheit und
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Empfindlichkeit der Wirtszellen. Bei Patienten mit gestorter Fahigkeit, Zellen am Ort einer
Verletzung zu erneuern, z.B. durch Krankheit, Trauma, Strahlungsbehandlung oder
altersbedingten Gewebeverfall, konnen in vivo Methoden unter Umstédnden nicht erfolgreich sein
(Heyde et al. 2007; Phillips et al. 2007a).

Ex vivo Ansitze umfassen das Ernten einer bestimmten Zellpopulation des Patienten, gefolgt von
genetischer Verdnderung dieser Zellen unter in vitro Bedingungen und anschlieBender
Implantation an den Ort der Verletzung. Der ex vivo Gentransfer ermdglicht die Expansion der
Zielzellpopulation vor der genetischen Verdnderung und die Selektion von Zellen, welche das
Transgen exprimieren. Aulerdem konnte der ex vivo Gentransfer in einem klinischen Szenario
sicherer sein als die direkte Injektion von z.B. Viren in vivo. Zudem koénnen die Zellen vor der
Implantation in den Wirt auf maligne, krebsauslosende Entartungen iiberpriift werden. Diese
Schritte sind allerdings oft komplex und arbeitsintensiv und konnen erhebliche Kosten

verursachen (Heyde et al. 2007; Phillips et al. 2007a).

1.2.2  Regulierte Transgenexpression (Tet-System)

Die konstitutive Uberexpression von osteogenen Transgenen fiihrte erfolgreich zur Stimulation
der Osteoblastendifferenzierung und Knochenregeneration (Gysin et al. 2002). Dennoch riskiert
man durch die unregulierte Uberexpression dieser Proteine anormale Effekte der unkontrollierten
Signaltransduktion, einschlieBlich Tumorinduktion (Ide et al. 1997; Pouliot et al. 2003) und
Uberproduktion von Knochen (Moutsatsos et al. 2001; Peng et al. 2005), wenn das
Knochenwachstum iiber die Defektgrole hinausgeht. Um diesen Bedenken Beachtung zu
schenken, wurden induzierbare Expressionsysteme entwickelt, um die Aktivitit der genetisch
manipulierten Zellen kontrollieren zu konnen (Goverdhana et al. 2005). Diese Systeme treiben
die Transgenexpression typischerweise von einem induzierbaren Promotor an, welcher von
modifizierten und/oder nicht aus Sdugetieren stammenden Transkriptionsfaktoren reguliert wird.
Die Aktivitdt dieser Transkriptionsfaktoren wird von exogenen chemischen Substanzen
kontrolliert, welche die Transgenexpression zulassen (,,an“ Zustand) oder unterdriicken (,,aus*
Zustand). Prinzipiell umfasst die ex vivo regulierbare Gentherapie Methode die Implantation von
modifizierten Zellen z.B. in einen Knochendefekt und die Aufrechterhaltung eines optimalen
Niveaus der Expression des Transgens im ,an“ Zustand. Wenn eine ausreichende Heilung
stattgefunden hat, werden die Zellen in den ,,aus* Zustand geschaltet um jeglichen nachteiligen

Effekt einer anhaltenden Uberexpression des Transgens auszuschlieBen. Zusitzlich ermdglicht
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die Regulation die Analyse von einzelnen Expressionsmustern, inklusive Variationen in der
Dauer und Stédrke der Expression, zyklische Expression und Koordination der Abfolge mehrerer
exogen exprimierter Gene (Phillips et al. 2007a).

Das am besten charakterisierte dieser regulierbaren Systeme ist das Tetrazyklin induzierbare
Expressionsystem, das erstmals von Gossen und Bujard beschrieben wurde (Abbildung 3)
(Gossen und Bujard 1992). Das Originalsystem verwendet den durch Tetrazyklin kontrollierten
Transaktivator (tTA). In der Abwesenheit von Tetrazyklin bindet tTA an das tet Operon und
aktiviert die Transkription eines nachgeschalteten Gens von Interesse. In der Anwesenheit eines
nichttoxischen Niveaus von Tetrazyklin bindet das Antibiotikum an tTA, blockiert dessen
Bindung an das tet Operon und somit die anschlieBende Transaktivierung in Abhéingigkeit von
der Tetrazyklinkonzentration (Abbildung 3A) (Baron und Bujard 2000). Das System ist in vitro
kompatibel durch die Zugabe von Tetrazyklin in das Zellkulturmedium und in vivo durch die
Verabreichung von Tetrazyklin {iber das Trinkwasser. Dieses ,, Tet-Off™* System wurde spéter zu
einem ,Tet-On“ System modifiziert, in dem die Transaktivierung mit der

Tetrazyklinkonzentration zunimmt (Abbildung 3B) (Gossen et al. 1995).

A. Tet-Off System
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Abbildung 3: Die Tet-Off und Tet-On Systeme.
(A) Tet-Off System. Der Tetrazyklin-kontrollierte Transaktivator (tTA) ist ein Fusionsprodukt des wildtyp Tet
Repressors (tetR) mit der VP16 Aktivierungsdomine (AD) des Herpes Simplex Virus. (B) Tet-On System. Der

Austausch von vier Aminosduren des TetR erzeugt den reversen TetR (rTetR) und verdndert die
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Bindungseigenschaften des Transaktivators (rtTA), welcher in Anwesenheit von Doxyzyklin an TRE (engl.:

tetracyclin response element) bindet. Modifiziert nach (BD Biosciences Clontech * www.bdbiosciences.com 2005).

Zwar hat das Tet-On Derivat eine grolere Relevanz fiir klinische Applikationen, aber es wird
weit verbreitet berichtet, dass das Tet-Off System ein hoheres MalB3 der Induzierbarkeit hat
einschlieBlich niedrigere Basalexpression im ,,aus* Zustand und hohere Expressionspegel im
»an® Zustand (Mizuguchi und Hayakawa 2002). Allerdings haben neue Modifikationen des Tet-
On Systems verbesserte Induktionsniveaus und niedrigere Basalaktivititen im ,,aus® Zustand
gezeigt (Salucci et al. 2002; Urlinger et al. 2000). In dieser Arbeit wird eines dieser verbesserten
Tet-On Systeme verwendet (siehe 2.1.13). Es handelt sich dabei um das pTRE-tight-Plasmid von
Clontech welches den Piigni (TREign)-Promotor verwendet. Dieser ist ebenfalls durch eine sehr
geringe Basalaktivitdt sowie hohe Induzierbarkeit gekennzeichnet (BD Biosciences Clontech e

www.bdbiosciences.com 2003).

1.2.3 Nicht virale Methoden

Bei den nicht viralen Methoden unterscheidet man zwischen physischen (trigerfreier Gentransfer,
auller bei der Genkanone) und chemischen (synthetische oder natiirliche Vektoren als Triger der
DNA) Ansétzen. Bei den physischen Methoden, zu denen unter anderem die Injektion ,,nackter*
DNA (Choate und Khavari 1997; Hickman et al. 1994; Wolff et al. 1990), Elektroporation
(Heller et al. 2005; Neumann et al. 1982), Genkanone (Yang et al. 1990; Yang und Sun 1995),
Ultraschall (Lawrie et al. 2000) und hydrodynamische Aufnahme (Liu et al. 1999; Zhang et al.
1999) gehoren, wird physische Kraft eingesetzt, welche die Zellmembran durchdringt und den
intrazelluldren Gentransfer ermdglicht. Spezifische oder unspezifische Rezeptoren auf der
Zelloberfliche, welche DNA binden und einschleusen konnen, werden als zusétzlicher
Mechanismus impliziert, jedoch sind genaue Details unklar (Gao et al. 2007). Die Vorteile des
Gentransfers mittels ,,nackter DNA sind die relativ einfache Durchfiihrbarkeit sowie die
Abwesenheit von Toxizitdt. Die chemischen Ansédtze nutzen synthetische oder natiirlich
vorkommende Priparate als Triger, um das Transgen in Zellen einzuschleusen. Die meist
verwendete Methoden hierfiir ist das Einbringen von DNA in kondensierte Partikel aus
kationischen Lipiden (Felgner et al. 1987; Liu et al. 2003), kationischen Polymeren (Neu et al.
2005; Wu und Wu 1988) oder einer Lipid-Polymer Kombination aus Polykationen, entweder
umbhiillt mit kationischen Liposomen (Gao und Huang 1996; Sorgi et al. 1997), anionischen

Liposomen (Lee und Huang 1996) oder amphiphilen Polymeren mit und ohne Helferlipide (Lee
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et al. 2006). Am besten sind hierfiir Aminosdurepolymere geeignet (McKenzie et al. 2000). Die
Peptid-basierten Gentransfermethoden sind bei den nicht viralen Methoden von grofer
Bedeutung und konnten, wenn einige notwendige Verbesserungen erreicht werden, gerade im
Bereich der Gentherapie zum Mittel der Wahl werden (Adami und Rice 1999; Mahato 1999;
Martin und Rice 2007; Wadhwa et al. 1997). Die DNA-enthaltenden Partikel werden dann von
den Zellen durch Endozytose, Makropinozytose oder Phagozytose in der Form von
intrazelluldren Vesikeln aufgenommen, von denen ein geringer Teil der DNA in das Zytoplasma
abgegeben wird und in den Nukleus gelangt, wo dann die Transgenexpression stattfindet (Gao et
al. 2007). Die Nachteile gegeniiber den Methoden ohne Trégersubstanzen liegen in der Toxizitét
mancher Substanzen sowie einer moglichen immunologischen Abwehrreaktion.

Alle nicht viralen Methoden haben aulerdem den Nachteil, dass mit den heute zur Verfiigung
stehenden Vektoren keine dauerhafte Langzeitexpression der Transgene moglich ist. Zwar
wurden wihrend der letzten Jahre eine Reihe episomaler nicht viraler Vektoren konstruiert,
welche sich extrachromosomal autonom in der Zelle replizieren, allerdings wurde noch keiner in
klinischen Versuchen eingesetzt. Aufgrund des mangelnden Wissens iiber das molekulare
Verhalten dieser Vektoren in den Zielzellen, sowie technische Beschrinkungen bei der
Herstellung und Verwendung kiinstlicher Chromosomen, bleibt ihr Einsatz in den néchsten
Jahren sehr beschrinkt (Jackson et al. 2006). Obwohl erheblicher Fortschritt bei dem
grundlegenden Wissen und der Anwendung von vielen nicht viralen Gentransfer Methoden
gemacht wurde, sind sie immer noch sehr viel weniger effizient als virale Vektoren (Gao et al.
2007; Heyde et al. 2007; Jackson et al. 2006; Kofron und Laurencin 2006; Martin und Rice 2007,
Phillips et al. 2007a; Stiehler et al. 2006; Zhang und Godbey 2006). Aus den genannten Griinden

wurde fiir die vorliegende Arbeit ein virales Gentransfer System ausgewdhlt.

1.2.4 Virale Methoden

Mit der Entwicklung der ersten viralen Vektorsysteme vor 20 Jahren (Mann et al. 1983;
Watanabe und Temin 1983; Wei et al. 1981) ist die Gentherapie in die vorderste Reihe bei der
ErschlieBung neuer Therapiemethoden geriickt (Cavazzana-Calvo et al. 2000). Ein besseres
Verstidndnis der Vektorbiologie und den molekularen Mechanismen bestimmter Krankheiten,
zusammen mit enormen Fortschritten bei der Vektortechnologie, haben zu bedeutenden
Fortschritten im Bereich der humanen Gentherapie gefiihrt (Bartosch und Cosset 2004).

Typischerweise werden die Viren vermehrungsunfihig gemacht durch die Entfernung eines
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erheblichen Bereichs der genetischen Sequenz, die fiir die Fortpflanzung der Viren notwendig
sind. An dessen Stelle wird eine Expressionskassette fiir das jeweilige Transgen gesetzt (siche
auch: 1.3). Zahlreiche virale Vektoren mit verschiedenen Eigenschaften wurden zu Zwecken der
Gentherapie studiert, zu den haufigsten gehoren Retroviren, Adenoviren und adeno-assoziierte
Viren (AAV) (Kofron und Laurencin 2006; Oligino et al. 2000; Phillips et al. 2007a). Jedes
System hat eigene Stirken und Schwichen und es ist vom jeweiligen Verwendungszweck
abhingig welcher Vektor am besten geeignet ist (Abdellatif et al. 2006; Stiehler et al. 2006). Die
Vor- und Nachteile der einzelnen Methoden werden im Folgenden dargestellt und sind in Tabelle
1 zusammengefasst.

Retroviren wurde die meiste Beachtung geschenkt und die Biologie dieses Systems ist
wohlverstanden (siehe auch: 1.3). Der Hauptvorteil von Retroviren ist die effiziente Integration
von neuem genetischem Material in das Wirtsgenom, um eine dauerhafte Expression des
Transgens zu erreichen. Ein gravierender Nachteil von Retroviren im Allgemeinen ist die
Unfdhigkeit, Zellen zu infizieren, die sich nicht teilen. Zudem gibt es erhebliche
Sicherheitsbedenken wie die Bildung vermehrungsfahiger Retroviren und das Auftreten von
Insertionsmutagenese (Zhang und Godbey 2006). Die in dieser Arbeit verwendeten Lentiviren
basieren auf dem HIV Typ I und sind eine spezialisierte Klasse von Retroviren. Auf ihre Vor-
und Nachteile wird in Kapitel 1.3 néher eingegangen.

Adenovirale Vektoren konnen einen Grof3teil humaner Zellen infizieren, sowohl teilende als auch
Zellen, die sich nicht teilen. Adenoviren liegen nur episomal vor, integrieren nicht ins
Wirtsgenom und rufen daher auch keine Insertionsmutagenese hervor. Da das Virusgenom nicht
auf alle Tochterzellen iibertragen wird, geht es im Laufe fortschreitender Zellteilungen verloren,
daher ist die Transgenexpression nur transient und nicht dauerhaft. Adenoviren kénnen eine
heftige Immunantwort ausldsen. Nach der Entwicklung von adenoviralen Vektorsystemen der
dritten Generation (,,gutless®) ist die Wahrscheinlichkeit, dass vermehrungsfihige Viren gebildet
werden, sehr gering (Zhang und Godbey 2006).

Adeno-assoziierte Viren konnen fiir eine stabile langfristige Transgenexpression verwendet
werden. Wie Adenoviren konnen sie ebenfalls eine Vielzahl von Zellen transduzieren. Sie sind
vermehrungsunfihig, nicht pathogen und 16sen keine Immunantwort aus. Beschrankungen dieser
Vektoren liegen in der verhdltnismiBig kleinen Grofe des Transgens die sie tragen konnen und

der Notwendigkeit flir Helferviren zur Aktivierung der AAV (Zhang und Godbey 2006).
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Vor etwa 10 Jahren wurden Herpes Viren (Herpes Simplex Virus, HSV) etabliert, welche aber
aufgrund ihrer neurotropischen Eigenschaften hauptsidchlich fiir die Behandlung von
Erkrankungen des zentralen Nervensystems geeignet sind (Jenkins und Turner 1996; Lilley et al.
2001). Herpesviren konnen sehr grofle Transgene tragen (Oligino et al. 2000).

Erst in neuerer Zeit werden auch Baculoviren und Derivate fiir den Gentransfer verwendet. Die
Abwesenheit von Toxizitdt in Sdugetierzellen, die Unfdhigkeit sich in diesen zu vermehren, die
Féhigkeit Zellen zu infizieren, die sich nicht teilen (Bilello et al. 2001) und die verhiltnisméBig
groBBe Transgenldnge, die sie tragen konnen, macht sie fiir die Gentherapie sehr geeignet (Zhang
und Godbey 2006). Durch Modifikationen sind sie sowohl fiir die transiente als auch die
konstitutive Genexpression geeignet (Zeng et al. 2007). Die ersten in vivo und in vitro Ergebnisse
(Grassi et al. 2006; Ho et al. 2004; Li et al. 2005b; Pieroni et al. 2001) sind &uBerst viel
versprechend, allerdings sind die Erfahrungen noch sehr begrenzt. In Zukunft konnten diese
Viren sehr zum Erfolg der Gentherapie und des Tissue Engineering beitragen. Derzeit sind noch
keine Studien veroffentlicht, welche die baculovirale Transduktion von hMSCs untersuchen.
Zudem wird auch noch kein kommerzielles Transduktionssystem mit Baculoviren angeboten.
Retrovirale und adenovirale Vektoren sind die am besten untersuchten und am meisten
verwendeten Werkzeuge flir den Gentransfer beim Tissue Engineering. Weit seltener werden

adeno-assoziierte Viren, Herpes Viren und Baculoviren verwendet (Zhang und Godbey 2006).

Tabelle 1: Vergleich der Eigenschaften viraler Vektoren fiir die Gentherapie.

Virus Charakteristik Retrovirus® Lentivirus® Adenovirus® ,,Gutles§“ 2  AAV? HSV"®
Adenovirus

Insertgrofle 7-11 kb ~10k b 7-8 kb 30 kb ~5 kb ~ 40kb

Virales Genom RNA RNA dsDNA dsDNA ssDNA dsDNA

Integration in Wirtsgenom Stabil Stabil Episomal Episomal Stabil/episomal Episomal

Vektorkonstruktion”® Einfach Moderat Moderat Moderat Einfach Schwierig

Produktion in groflem Einfach Komplex Einfach Komplex Moderat Moderat

MalBstab

Transduktionseffizienz® Gering Moderat Hoch Hoch Moderat Sehr hoch

Starke der Hoch Moderat Sehr hoch Moderat/variabel =~ Moderat Sehr hoch

Transgenexpression”

Expression viraler Proteine Nein Ja/Nein Ja Nein Nein Ja

Immunantwort Gering Gering Hoch Moderat Moderat Gering

Transgenexpression Konstitutiv Konstitutiv Transient Transient Konstitutiv/transient ~ Transient

Infiziert Zellen, die sich Nein Ja Ja Ja Ja Ja

nicht teilen

Immunogenitt Gering Gering Hoch Moderat Moderat Gering

Potentielle Pathogenitét Gering Hoch Gering Gering Keine Gering

Risiko der Ja Ja Nein Nein Ja/Nein Nein

Insertionsmutagenese

%(Phillips et al. 2007a), °(Oligino et al. 2000)
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1.3 Lentivirale Vektoren zum Gentransfer in Zellen

Das Interesse an und die Verwendung von Lentiviren steigt seit 1996 an, als gezeigt wurde, dass
Vektoren, die auf dem humanen Immundefizienzvirus (HIV) Typ I basieren, in der Lage sind,
Zellen, die sich nicht teilen, effizient und stabil zu transduzieren (Cohen 1996; Naldini et al.
1996a; Naldini et al. 1996b), wodurch einer der grofiten Nachteile der herkdmmlichen
retroviralen Vektoren iiberwunden wurde (Miller et al. 1990; Roe et al. 1993). Die folgenden
Eigenschaften machen lentivirale besonders geeignet fiir die Gentherapie (Kofron und Laurencin
2006; Trono 2000): (1) Lentivirale Vektoren konnen groBe Transgene aufnehmen (8-10 kb), (2)
teilende und Zellen, die sich nicht teilen, werden effizient transduziert, (3) Lentiviren 16sen, wenn
iiberhaupt, nur eine geringe Entziindungs- und Immunantwort aus, und (4) sie integrieren als
Provirus in das Genom der Zielzellen und fiihren somit zu einer stabilen Langzeitexpression.
Darin liegt allerdings auch das grofite Risiko bei der Verwendung dieser Vektoren. Durch die
Integration in regulativen oder kodierenden Bereichen des Wirtsgenoms kann es zu
Insertionsmutagenese und im Fall von Proto-Oncogenen zu maligner Entartung in den Zielzellen
kommen (Beard et al. 2007a). Einige Studien berichten allerdings, dass dieses Risiko fiir
konventionelle Retroviren hoher ist als bei Lentiviren (Montini et al. 2006), da Lentiviren im
Allgemeinen weiter distal entfernt von kodierenden Sequenzen und weniger haufig in oder in der
Nihe von Proto-Oncogenen integrieren (Beard et al. 2007b; Laufs et al. 2006). Durch die
Verwendung selbstinaktivierender Vektoren in Verbindung mit schwécheren bzw. regulierten
Promotoren und durch das Fehlen von transkriptionell aktiven langen terminalen Repetitionen
(LTRs) kann das Risiko weiter reduziert werden (Beard et al. 2007b).

Derzeit sollte bei dem Einsatz von lentiviralen Vektoren fiir klinische Gentherapie
Anwendungen, die Erstellung von Integrationsprofilen oder zumindest die Analyse der Zellen auf
maligne Entartungen, unbedingt in Betracht gezogen werden. In Zukunft kann im Idealfall ein
lentivirales Vektorsystem entwickelt werden, das die zielgerichtete Insertion in sichere Bereiche
des Genoms ermdglicht (Beard et al. 2007a; Beard et al. 2007b).

Dennoch werden selbstinaktivierende Lentiviren als eine sichere Methode zur langfristigen
Transgenexpression in MSCs angesehen und sind daher fiir Gentherapie- und Tissue-
Engineering-Strategien, bei denen lidngere Transgenexpressionen bendtigt werden, besonders
interessant (Montini et al. 2006). Der bis jetzt einzige Gentherapie Versuch unter Verwendung

von lentiviralen Vektoren der dritten Generation begann im Juli 2003 fiir die Behandlung von
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HIV Patienten. Bis heute ist bei keinem der Patienten ein nachteiliger Effekt aufgrund der

Behandlung aufgetreten (Levine et al. 2006).

1.3.1 Gentransfer in MSCs mittels lentiviralen Vektoren

Neuere Ergebnisse aus verschiedenen Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass HIV-1-basierte
Vektoren MSCs sehr effizient transduzieren und Transgene in diesen exprimieren konnen (Davis
et al. 2004a; Lee et al. 2004a; Totsugawa et al. 2002; Zhang et al. 2002; Zhang et al. 2004b).
Durch einmalige Transduktion unter Verwendung unkonzentrierter lentiviraler Vektoren kann die
effiziente Transduktion von humanen MSCs und anhaltende Transgenexpression flir mindestens
5 Monate erreicht werden (Zhang et al. 2002). Ein Vorteil der Lentiviren gegeniiber
herkommlichen Retroviren ist, dass sie in der Lage sind, ruhende Zellen zu transduzieren
(Mochizuki et al. 1998; Reiser et al. 1996). Dies ist eine duBerst wichtige Eigenschaft im
Hinblick darauf, dass ein verhidltnisméBig groBer Anteil (20%) der MSCs als quieszent (ruhend)
beschrieben wird (Conget und Minguell 1999). Untersuchungen konnten zeigen, dass lentiviral
transduzierte MSCs in vitro ihre Féhigkeit behalten, in Adipozyten, Osteozyten und
Chondrozyten (vgl. Abbildung 30), sowie in Myozyten- und Astrozyten-dhnliche Zellen zu
differenzieren. Somit konnen lentivirale Vektoren MSCs transduzieren, ohne ihr
Differenzierungspotential zu beeinflussen (Anjos-Afonso et al. 2004; Zhang et al. 2002).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass lentivirale Vektoren ein vielseitiges und effektives
Mittel fiir den Transfer und die dauerhafte Expression eines Transgens in MSCs sind. Es traten
bis jetzt keine erkennbaren immunologischen oder pathologischen Folgen auf, die auf den Vektor
zuriickzufiihren sind und die Gefahr der Integrationsmutagenese ist gering (Montini et al. 2006).
Um das verwendete, auf HIV Typ I basierende, lentivirale Vektorsystem (vgl. 2.1.1) darstellen zu
konnen, ist das grundlegende Verstidndnis der lentiviralen Virionstruktur, des Genoms, und des
Replikationszyklus notwendig (Buchschacher, Jr. und Wong-Staal 2000; Coffin et al. 1997;
Freed und Mouland 2006; Gelderblom et al. 1987). Dies soll am Beispiel von HIV néher gebracht

werden.

1.3.2 Humanes Immundefizienzvirus (HIV)

Das HIV gehort zur Gattung der Lentiviren, ein Genus exogener Viren mit einem komplexen
Genomaufbau (Oligino et al. 2000), welches zusammen mit den a-, B-, y-, 6-, und &-Retroviren

sowie den Spumaviren die sieben Genera der Familie der Retroviren bildet. Die taxonomische
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Einteilung basiert auf Unterschieden in der Morphologie, der Genomsequenz, den antigenen
Eigenschaften, der Wirtsspezifitit und der Pathogenese (ICTV 2000). Retroviren wurden
erstmals 1908 und 1911 beschrieben, als es sowohl der Arbeitsgruppe um Ellermann und Bang
(Ellermann und Bang 1908), als auch Rous (Rous 1911) gelang, Leukédmien bzw. Tumore bei
Gefliigel mittels Ultrafiltraten zu iibertragen. Bittner beschrieb 1936 das MMTYV (engl.: murine
mammary tumor virus) als Erreger der malignen Milchdriisenerkrankung bei Méusen, ein
weiterer Beweis fiir die Assoziation von Viren mit Tumorerkrankungen (Bittner 1936).
Miihlbock fand 1955, heraus dass das durch MMTYV induzierte Milchdriisenkarzinom in Méausen
sowohl viral iibertragen (horizontale Transmission) als auch vererbt (vertikale Transmission)
werden kann (Mihlbock 1955). 1970 entdeckte man, dass die Besonderheit dieser RNA-Viren
auf die Funktion der Reversen Transkriptase zuriickzufiihren ist, ein damals unbekanntes Enzym,
das RNA in DNA umschreibt, welche der Gruppe der Retroviren schlielich ihren Namen gab
(Baltimore 1970; Temin und Mizutani 1970). Das erste fiir den Menschen pathogene Retrovirus
wurde 1980 entdeckt, in Zusammenhang mit epidemiologischen Studien iiber die in Japan
endemische adulte T-Zellleukdmie (Miyoshi et al. 1980) und T-Zell-Neoplasien in der Karibik
und den USA (Poiesz et al. 1980).

Visna, eine neurologische Erkrankung bei Schafen wurde 1957 beschrieben. Sie wird von einem
Lentivirus ausgelost und hat zu dem Konzept und der Namensgebung der langsamen (lat.: lentus,
langsam) viralen Infektion gefiihrt (Poiesz et al. 1980). Zu den wohl bekanntesten und am besten
untersuchten humanen Retroviren z&hlt das humane Immundefizienzvirus (HIV), welches im Jahr
1983 von Luc Montagnier und Robert Gallo als Lentivirus und als Ursache von AIDS
identifiziert wurde (Barre-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al. 1983). HIV wird aufgrund
unterschiedlicher phylogenetischer und biologischer Eigenschaften in zwei Typen, HIV-1 (HIV-
I) und HIV-2 (HIV-II) und zahlreiche Gruppen (M, N und O fiir HIV-1 und A bis H fiir HIV-2)
eingeteilt (Butler et al. 2007). Viele Subtypen, Sub-Subtypen und in Umlauf befindliche
rekombinante Formen (engl.: circulating recombinant forms, CRF) sind in den letzten 50 Jahren
entstanden, und noch immer werden neue Varianten entdeckt (Sierra et al. 2007; Tee et al. 2006;
van der Hoek et al. 2007). Die grofite Hiirde bei der Kontrolle der Ausbreitung von AIDS liegt in
der Vielfalt von HIV und seinem enormen evolutiven Potential (Lemey et al. 2006; Mullins und
Jensen 2006). Beide HIV Typen haben eine dhnliche Struktur und l6sen AIDS aus, dennoch ist
HIV-1 weltweit dominierend (Butler et al. 2007; Requejo 2006). Das in dieser Arbeit verwendete
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lentivirale Expressionssystem basiert ebenfalls auf HIV-1, weshalb im Folgenden nur auf diesen

Typ eingegangen wird.

1.3.2.1 Morphologie von HIV-1 Virionen

In fritherer Zeit erfolgte die Benennung der retroviralen Proteine durch den Buchstaben ,p*
gefolgt von dem ungefdhren Molekulargewicht, welches mittels SDS-Gelelektrophorese oder
Gelfiltration geschétzt wurde (August et al. 1974). Da diese Nomenklatur aus mehreren Griinden
ungeeignet und ungenau erschien, werden retrovirale Proteine heutzutage iiblicherweise geméaf
threr Funktion und Lokalisation innerhalb des Virions durch eine prézisere 2-Buchstaben
Abkiirzung benannt (Leis et al. 1988), oftmals in Kombination mit der dlteren ,,p* Bezeichnung.
Die infektiosen Partikel (Virionen) aller Lentiviren zeichnen sich durch eine charakteristische
Morphologie aus (Abbildung 4A). Die runden Viruspartikel haben einen Durchmesser von 80 bis
100 nm und sind von einer Doppelmembran umbhiillt, die zelluldren Ursprungs ist. Darin
eingebettet liegen externe und transmembrane Glykoproteine, die bei HIV-1 als gp120 (engl.:
surface, SU) und gp41 (engl.: transmembrane, TM) bezeichnet werden. Die Innenseite der
Membran wird von einer Schicht aus Matrixproteinen (MA, pl7) ausgekleidet. Im
Partikelinneren befindet sich das virale Capsid (lat.: capsula, kleine Kapsel, CA, p24) oder Core
(engl.: core, Kern), das bei den Lentiviren charakteristisch konisch geformt ist. Ein
Verbindungsprotein (engl.: link, LI, p6) verkniipft das Capsid mit der Hiille. Im Capsid
eingeschlossen liegt das virale Genom in Form zweier identischer, linearer, nicht segmentierter,
einzelstringiger aber dimerisierter RNA-Molekiile (ssRNA). Wihrend der Dimerisierung,
Einkapselung und dem Zusammenbau interagiert das Nukleocapsid (NC, p7) mit der RNA.
Weitere wichtige virale Komponenten des Viruspartikels sind die essentiellen Enzyme Reverse
Transkriptase (RT, p66), Integrase (IN, p32/p31) und Protease (PR, p12) (Gelderblom et al. 1987;
Gelderblom 1997; Nermut und Hockley 1996).

1.3.2.2  Molekularbiologie von HIV-1

In den Jahren unmittelbar nach der Identifizierung des HI Virus konnten mehrere Arbeitsgruppen
unabhingig voneinander das Virusgenom entschliisseln (Ratner et al. 1985; Sanchez-Pescador et
al. 1985; Wain-Hobson et al. 1985). Aufgrund der hohen Mutationsrate des HIV konnten bis
heute enorm viele genetische Variationen und Polymorphismen identifiziert werden (Gale et al.

2006; Sucupira et al. 2007; Vidal et al. 2007). Trotzdem sind die grundlegende Struktur und der
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Aufbau des Virusgenoms bei allen Typ-1 Viren dhnlich. Das Genom der Retroviren hat eine
Linge von 7 bis 12 Kilobasen. Wie bei allen Lentiviren ist das Genom von HIV-1 komplexer
aufgebaut als das anderer Retroviren und hat eine Lange von etwa 9 kb (Coffin et al. 1997). Das
Genom von HIV besteht aus zwei im Capsid verpackten einzelstringigen RNA-Transkripten, die
am 5" Ende mit einer Cap Gruppe modifiziert und am 3 Ende polyadenyliert sind und dadurch
die typischen Merkmale einer eukaryotischen mRNA tragen. Diese RNA kodiert fiir alle viralen
Gene, die zur Vermehrung notwendig sind. Die Organisation 5°'LTR-gag-pol-vif-vpr-tat-rev-vpu-
env-nef-3’'LTR, in der mehrere virale Gene tiberlappend angeordnet sind, ermoglicht es HIV-1,
eine Vielzahl von Proteinen auf einem relativ kleinen Genom zu kodieren (Abbildung 4B)
(Buchschacher, Jr. und Wong-Staal 2000; Zhang und Godbey 2006). Das Genom des HI Virus
umfasst die drei groBlen fiir alle Retroviren iiblichen Leserahmen (engl.: open reading frame,
ORF) gag (gruppenspezifische Antigene), pol (Polymeraseaktivitidten) und env (engl.: envelope,
Hiulle), welche fiir die Capsidproteine (gag), die viralen Enzyme (pol) und die
Hiillenglykoproteine (env) kodieren (Lever et al. 2004). Daneben enthdlt das HIV-1 Genom
weitere Gene fiir die essentiellen regulatorischen Proteine Tat und Rev und die vier nicht
essentiellen, akzessorischen Proteine Nef, Vif, Vpr und Vpu. Diese werden gewdhnlich nicht in
das Virion verpackt, sind jedoch in infizierten Zellen nachweisbar. Die Gene tat und rev bestehen
aus jeweils zwei Exons, deren Expression, im Gegensatz zu den Strukturgenen, durch die
Translation von mehrfach gespleifiter mRNA erfolgt (Cohen et al. 1996; Cullen und Greene
1990; Subbramanian und Cohen 1994).
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Abbildung 4: Morphologie und Genomstruktur von HIV-1.

(A) Schematische Darstellung des Viruspartikels und (B) Genomkarte. Die Leserahmen (gag, pol, env) sind mit
farbigen Késtchen hervorgehoben (Abbildung 4B) deren Farbe und Beschriftung mit den hiervon exprimierten
Genprodukten (Abbildung 4A) korrespondiert. Die Exons der Proteine Tat und Rev sind jeweils durch Striche
miteinander verbunden. Die akzessorischen und regulatorischen Genprodukte sind in Abbildung 4A nicht dargestellt.
Erlduterungen siehe Text. att: Anschlussstelle, CA, p24: Capsidprotein, CEL: Kern-Hiille Verbindung, DIS: Dimer
Initiationsstelle, env: Leserahmen fiir Hiillenglykoproteine, gag: Leserahmen fiir Strukturproteine, IN, p32/p31, int:
Integrase, LI, p6: Verbindungsprotein, LTR: lange terminale Repetition, MA, pl7: Matrixprotein, MHC:
Haupthistokompatibilitdtskomplex, NC, p7: Nukleocapsidprotein, p2, pl: Spacerpeptid, PBS: Primerbindungsstelle,
pol: Leserahmen fiir virale Enzyme, PPT: Polypurinbereich, PR, p12, prot: Protease, ¥: Verpackungssignal, R:
Sequenz die an beiden Enden von RNA wiederholt ist, rev: Regulator der Expression viraler Proteine, RNA: Virales
RNA-Genom, RRE: Rev Bindungsstelle. RT, p66, (p51+pl5): Reverse Transkriptase, SD: Spleissdonor, SU, gp120:
externes Glykoprotein, TAR: Tat-Bindungsstelle, tat: Transaktivator der Transkription, TM, gp41: transmembranes
Glykoprotein, U3: einzigartige Sequenz typisch fiir das 3'Ende von RNA, U5: einzigartige Sequenzen typisch fiir das
5’Ende von RNA, vif: Virion Infektiositdtsfaktor, vpr: virales Protein R, vpu: virales Protein U, nef: negativer
Faktor, (A) Modifiziert nach (Gelderblom et al. 1987; Gelderblom 1997), (B) Modifiziert nach (Bette T.M.Korber et
al. 2005; Coffin et al. 1997).
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Die LTR und UTR regulativen Bereiche der proviralen DNA

Die virale RNA wird am 5 nicht kodierenden Bereich (engl.: untranslated region, UTR) und am
3"'UTR von regulatorischen Kontrollsequenzen (engl.: long terminal repeat, lange endstindige
Wiederholungen, LTR) flankiert (Abbildung 4). Die Sequenz der 5'LTR ist die gleiche wie die
der 3'LTR in gleicher Orientierung. An den Enden der LTRs sind kurze Sequenzen, die wichtig
fiir die Integration in das Wirtsgenom sind und Bindungsstellen (engl.: attachment sites, att)
genannt werden. Die Integration erfolgt tiber Wechselwirkungen mit dem Integrase (IN) Enzym
(Kulkosky und Skalka 1994; Vink und Plasterk 1993). Die LTR Sequenz kann weiter unterteilt
werden in U3 (engl.: unique, einzigartige Sequenz typisch fiir das 3’'Ende von RNA), R (engl.:
repeated, Sequenz die an beiden Enden von RNA wiederholt wird) und U5 (einzigartige Sequenz
typisch fiir das 5'Ende von RNA). Die LTRs spielen auch bei der viralen Transkription eine
essentielle Rolle. U3 enthélt die meisten der transkriptionellen Kontrollelemente des Provirus und
tragt den viralen Promotor und Transkriptionsverstirker (engl.: enhancer). Die R Region ist
notwendig fiir die reverse Transkription und Replikation. U5 enthélt das poly-A Signal und legt
zusammen mit der R Region die Addition des poly-A Schwanzes an die virale RNA fest. Beide
LTRs sind zwar funktionale, induzierbare Promotoren, die 3’LTR erreicht jedoch nur etwa 10%
der Transkriptionsaktivitit der 5'LTR in vitro (Klaver und Berkhout 1994). In der infizierten
Zelle kontrolliert die 5'LTR die Transkription der viralen Gene und fungiert somit als
Transkriptionspromotor des integrierten Provirus. Die 3'LTR dagegen dient als
Polyadenylierungssignal und kontrolliert die Prozessierung und Polyadenylierung der viralen
Transkripte.

Zwischen dem 5'LTR und dem gag Leserahmen folgt eine Reihe wichtiger regulativer Elemente.
Unmittelbar nach der U5 Region im 5'UTR befindet sich eine Primerbindungsstelle (PBS) mit
einer Sequenz, die zu einem Teil von zelluldrer tRNA komplementér ist, welche als Primer fiir
die reverse Transkription fungiert (Zhang und Godbey 2006). Unmittelbar danach folgt die
Dimer-Initiations-Stelle (DIS) an der die Verkniipfung der beiden RNA-Molekiile stattfindet
(Paillart et al. 2004), gefolgt von einer Spleissdonor (SD) Stelle, die neben weiteren Spleissdonor
und -akzeptor (SA) Stellen, fiir das Spleissen der viralen RNA essentiell ist (Lutzelberger et al.
2006; Stoltzfus und Madsen 2006). Abgeschlossen wird dieser regulative Bereich schlie8lich von
dem Verpackungssignal ¥. Dies interagiert mit viralen Proteinen um die Verpackung der
dimerisierten, viralen RNA in die Virionen zu erreichen (Rein 1994). Die Position von ¥ ist fiir

HIV-1 nicht so eindeutig bestimmt wie fiir das murine Leukdmie Virus, aber das zentrale
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Element umfasst sicherlich den 5'UTR, sowie den 5" Anteil des gag Leserahmens (Hu und
Pathak 2000). Alle diese regulativen Elemente (PBS, DIS, SD, V) liegen in unmittelbarer Néhe
zueinander und bilden, zusammen mit dem Startcodon von gag, durch die Basenpaarung der
selbstkomplementéren Sequenzen eine Haarnadelstruktur mit vier Schleifen, welche essentiell fiir
die Dimerisierung der viralen RNA ist (Greatorex und Lever 1998). Es wird angenommen, dass
RNA-Interaktionen die in dem Dimer stattfinden, einige Schliisselschritte im Lebenszyklus der
Retroviren spielen: (1) Translation und Verpackung: das Beenden der gag Translation durch das
komplex strukturierte DLS (engl.: dimer linkage site, Dimer Verbindungsstelle)
Verpackungssignal macht das RNA-Genom zugénglich fiir die Verpackungsmaschinerie und (2)
Rekombination wihrend der reversen Transkription: Die Anwesenheit von zwei RNA-Molekiilen
in Virionen ist notwendig fiir die Variabilitit und Entwicklungsfahigkeit der Viren bei der
Vermehrung und die geordnete Struktur, die auf der DLS, beruht ist notwendig fiir eine effiziente
Transkription (Paillart et al. 1996).

Ein Polypurin Bereich (PPT, engl.: polypurine tract) liegt zwischen env und dem 3’LTR im
3'UTR. Es ist eine kurze (~10) Serie von A/G Basen, die den RNA-Primer fiir die Initialisierung
der (+) Strang DNA-Synthese wihrend der reversen Transkription bindet (Zhang und Godbey
20006).

Gruppenspezifische Antigene (gag Genprodukte)

Von der integrierten proviralen DNA werden mRNA Transkripte iiber die volle Lénge (engl.:
full-length) synthetisiert. Da das gag-Gen tiberlappend mit dem pol-Gen angeordnet ist, werden
von diesen Transkripten sowohl die Gag (Pr55) als auch die Gag/Pol (Pr155) Vorlaufer
Polyproteine translatiert. Da gag und pol in unterschiedlichen Leserahmen liegen, muss es fiir die
Translation des Gag/Pol Fusionsproteins in dem Uberlappungsbereich zu einem ribosomalen
Leserahmenwechsel (engl.: frameshift) kommen (Jacks et al. 1988). Nach der Knospung (engl.:
budding) (siehe 1.3.2.3) von der Zellmembran wird das Gag Polyprotein durch die virale Protease
in die Strukturproteine Matrixprotein (MA, p17), Capsidprotein (CA, p24), Nukleocapsid (NC,
p7) und Linkprotein (LI, p6) gespalten. Erst durch diesen Reifungsschritt entstehen die einzelnen
funktionalen Proteine (Henderson et al. 1992).

Die Gag-Proteine iiben unterschiedliche Funktionen aus, die zum Zusammenbau und zur
Infektiositdt der Viren beitragen. Durch Interaktionen der Matrix- und Capsid-Proteinanteile

sammeln sich die Gag (Pr55) und Gag/Pol (Pr155) Polyproteine etwa in einem 20 zu 1 Verhéltnis
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an der Zelloberflache und oligomerisieren. Sie schniiren sich in Form von Lipid-Proteinpartikeln
mit Membrananteilen ab und sind somit fiir den Zusammenbau und die Freisetzung der Viren
essentiell (Jowett et al. 1992; Nermut et al. 1994; Zhang et al. 1996b). Die Funktionen von Pr55
Gag sind notwenig fiir die Einlagerung von Pr155 Gag/Pol in die wachsende Ribonukleoprotein
(RNP) Hiille (Smith et al. 1993).

Zwei Faktoren, co-translationale Myristoylierung und eine #duBlerst basische Region im N-
terminalen Bereich des Matrixprotein (MA), welcher an Phospholipide bindet, sind essentiell fiir
die stabile Assoziation von MA mit der Plasmamembran und die Bildung infektioser HI Viren
(Bryant und Ratner 1990; Gottlinger et al. 1989; Zhou et al. 1994). Andere Bereiche von MA
bedingen das gezielte Binden von Pr55 Gag an die Plasmamembran, welches der regulierende
Schritt des Viruszusammenbaus ist (Facke et al. 1993; Yuan et al. 1993). Die Funktion von MA
ist notwendig, einerseits flir die Selbstanordnung der Gag und Gag/Pol Polyproteine und
andererseits, die Integration der viralen Env-Proteine in die zukiinftige Hiille (Dorfman et al.
1994; Yu et al. 1992). Bedeutsamerweise ist MA Teil des viralen Priintegrationskomplexes und
wirkt dabei, diesen Komplex in den Nukleus von ruhenden (engl.: quiescent) Zellen zu bringen,
dem Prozess, der die Infektion von Zellen, die sich nicht teilen, ermoglicht (Bukrinsky et al.
1993).

Das Capsid ist aus p24 (CA)-Proteinen aufgebaut (Chrystie und Almeida 1989; Gelderblom et al.
1987). Dominen die hauptsidchlich am C-terminus von CA lokalisiert sind, sind essentiell fiir den
richtigen Zusammenbau der RNP Hiille (Zhang et al. 1996b), wohingegen N-terminale Bereiche
fiir die Bildung des gereiften konisch geformten Kerns notwendig sind. Die mittlere Region von
CA, die das ,,Haupthomologie Motiv* enthilt, ist zwischen verschiedenen Retroviren betriachtlich
konserviert und wichtig fiir die Bildung infektidser Virionen (Mammano et al. 1994).

Fir eine effektive Einkapselung des viralen Genoms interagiert NC (p7), wihrend des
Zusammenbaus mit der viralen RNA, iiber zwei Zink-Finger dhnliche Motive (Bess, Jr. et al.
1997; Clavel und Orenstein 1990; Gorelick et al. 1990). AuBlerdem ist ein funktionelles NC
notwendig fiir erfolgreiche Virusherstellung (Jowett et al. 1992).

Der C-terminale Bereich des Pr55-Polyproteins bildet p6 (LI), welches notwendig fiir den letzten
Schritt der viralen Knospung ist (Gottlinger et al. 1991). Deletionen in p6 verhindern einerseits
die Schliefung der runden RNP Hiille und andererseits die Abgabe der Viruspartikel. Aus
Strukturanalysen schlie3t man, dass p6 auch die Verbindung zwischen Kern (Capsid) und Hiille

bildet (engl.: core-envelope link, CEL) (Hoglund et al. 1992; Nilsson et al. 1992).
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Zwischen CA (p24) und NC (p7) liegt ein Abstandshalter (engl.: spacer) mit einer Lange von 14
Aminoséduren (p2) und ein weiterer Abstandshalter (pl) liegt zwischen NC (p7) und LI (p6)
(Henderson et al. 1992). Der C-terminale Bereich von CA, der einen Teil von p2 enthilt, ist
wichtig fiir die HIV Morphogenese. Der Spacer ist notwendig fiir den geordneten Zusammenbau
der runden Ribonukleoproteinhiille (RNP). Das Entfernen von p2 vom C-Terminus von CA (p25)
passiert spit, wihrend der pr55 und pr155 Reifung und ist notwendig fiir den Ubergang der
runden RNP in den konisch geformten Kern, wihrend der Virusreifung (Gottlinger et al. 1989;
Krausslich et al. 1995; Pettit et al. 1994).

Nur wenige Untersuchungen beschéftigen sich mit dem Spacerpeptid pl und demnach sind
funktionelle Daten nur begrenzt vorhanden. Allerdings ist bekannt, dass die richtige Faltung,
welche durch die Prolinreste in pl gewihrleistet wird, wichtig fiir die Ansteckungsfahigkeit,
Proteinverarbeitung und Stabilitdt des genomischen RNA Dimers ist (Hill et al. 2002; Hill et al.
2007).

Enzyme (pol Genprodukte)

Da die gag und pol Gene iiberlappen, werden die pol Genprodukte als Gag/Pol-Vorlduferproteine
von Vollldngentranskripten translatiert, wobei es sich um Fusionsproteine zwischen Gag- und
Pol-Proteinen handelt. Voraussetzung fiir die Synthese der Gag/Pol-Fusionsproteine ist die
Verschiebung des ribosomalen Leserasters der Volllingen mRNA Transkripte. Verantwortlich
hierfiir ist eine spezielle Heptanukleotidsequenz (Reil et al. 1993). Eine abwirts der
Verschiebungsstelle gelegene Haarnadelstruktur ist fiir diese Verschiebung als positiver
Modulator wichtig, aber nicht essentiell (Parkin et al. 1992; Reil et al. 1993). Trotzdem passiert
der Wechsel des Leserahmens jedoch nur selten, so dass nur etwa 2% bis 5% der Vollldngen
RNA im pol Leserahmen translatiert werden (Reil et al. 1993). Dieser Leserahmen enthélt die
Gene fiir die drei viralen Enzyme Protease (PR, p12), Reverse Transkriptase (RT, p66) und
Integrase (IN, p31/p32) (Craven et al. 1991; Katz und Skalka 1994).

Die Protease (PR) ist als Homodimer aus zwei identischen Untereinheiten mit einem
Molekulargewicht von 12 kD (p12) aktiv (Lapatto et al. 1989). Wéhrend der Reifung schneidet
sich die Protease zundchst autokatalytisch aus dem Vorldufer-Polyprotein aus, um anschlieend
die Gag- und Pol-Vorlduferproteine in funktionale Proteine zu prozessieren (Wan et al. 1996).
Die Reverse Transkriptase (RT) von HIV-1 ist ein Heterodimer aus zwei unterschiedlich

prozessierten Proteineinheiten mit Molekulargewichten von 66 kD (p51+p15) und 51 kD (p51)
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(Le Grice et al. 1991). Drei verschiedene enzymatische Aktivititen sind mit der retroviralen RT
assoziiert: (1) Eine RNA-abhingige DNA-Polymerase Aktivitit fiir die Synthese des (-) Stranges
der proviralen DNA, (2) Eine DNA-abhéngige DNA-Polymerase Aktivitit welche die Synthese
des (+) DNA-Stranges katalysiert und (3) einer RNaseH Aktivitdt (Jacobo-Molina und Arnold
1991). Die Polymerasedomédnen liegen im aminoterminalen Bereich der groBen Untereinheit und
auf der kleinen Untereinheit. Sie besitzen keine Fehlerkorrektur Funktion. Der karboxyterminale
Bereich der 66 kD Einheit ist mit seiner RNaseH Doméne (RH, p15) fiir den Abbau des RNA-
Anteils in den RNA/DNA-Hybridmolekiilen verantwortlich, die bei der reversen Transkription
als intermediéres Produkt auftreten und bewahrt am Polypurin Bereich (PPT) den RNA-Primer,
der fiir die Synthese des (+) DNA-Stranges notwendig ist (Tanese und Goff 1988). Aullerdem ist
die RNaseH Aktivitit beteiligt an der endgiiltigen Entfernung des tRNA Primers, der fiir die
Initiation der Erststrangsynthese verwendet wird (Tarrago-Litvak et al. 1994). Wiéhrend der
reversen Transkription werden auch die verkiirzten LTR Bereiche der viralen RNA wieder
aufgefillt (Coffin et al. 1997). Durch die hohe Fehlerrate bei der reversen Transkription und
durch Rekombinationsereignisse entsteht die hohe genetische Variabilitdt der HI Viren. Dies
filhrt in Verbindung mit dem hohen Selektionsdruck zur kontinuierlichen Bildung neuer HIV
Varianten (Preston et al. 1988).

Am 3’Ende des pol Gens liegt der Leserahmen fiir die Integrase (IN). Sie besitzt Endonuklease-
und Ligaseaktivitdt und bindet an die Enden (att) der doppelstrangigen DNA und integriert diese
in das Wirtsgenom der Zelle (Panganiban und Temin 1984). Die HIV-1 Integrase besteht aus drei
Dominen. Die zentrale katalytische Domédne muss mindestens ein Tetramer bilden um
katalytisch aktiv zu sein. In ihr erfolgt die Bindung an die Ziel DNA und Integration der
proviralen DNA. Die Funktionen der N- und C-terminalen Doménen sind nicht so eindeutig
bekannt. Die N-terminale Doméne ist wie die zentrale Doméine gut konserviert und bindet
unspezifisch an DNA, mdglicherweise an nicht terminale Bereiche gerade innerhalb der Enden
der viralen DNA. Die C-terminale Doméne ist weniger stark konserviert, ihre Funktion ist
weitgehend unbekannt. Der Integrationsmechanismus erfolgt schrittweise. In einem ersten Schritt
werden von jedem 3 Ende der viralen DNA zwei Nukleotide entfernt. Durch diese so genannte
3’Ende Bearbeitung (engl.: 3’end processing) wird eine 3" Hydroxylgruppe zuginglich, die im
ndchsten Schritt mit der durch die Endonukleasaktivitit aufgeschnittenen Ziel-DNA verbunden

werden kann (Craigie 2001).
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Glykoproteine der Virushiille (env Genprodukte)

Die HIV-1 Hiillenglykoproteine werden von einer bicistronischen mRNA kodiert, die den env
Leserahmen unmittelbar nach dem vpu Leseraster enthdlt (Schwartz et al. 1990). Das
Uberspringen der Ribosomen und Initiation an einem abwirts gelegenen env Startcodon tritt als
Folge davon ein, dass die schwache Initiationssequenz des vpu nur unzureichend erkannt wird
(Schwartz et al. 1992). Bei der Translation wird ein etwa 90 kD groBBes Polyprotein gebildet,
welches im endoplasmatischen Reticulum (ER), durch das Anhidngen von etwa 31
Oligosachariden, glycosyliert wird, wodurch das gp160 Vorldufer-Polyprotein generiert wird
(Allan et al. 1985). Die weitere Entwicklung des Proteins erfolgt dann im Golgi Apparat, wo
zunichst die Oligosacharidketten getrimmt werden (Dewar et al. 1989; Stein und Engleman
1990). Dieses gp160 Vorlduferprotein wird dann im Golgi Apparat von endogenen zelleigenen
Proteasen endoproteolytisch geschnitten (Hallenberger et al. 1992; Kido et al. 1993; Ohnishi et
al. 1994) um die Hiillenglykoproteine gp120 (SU) und gp41 (TM) zu bilden (Robey et al. 1985;
Veronese et al. 1985). Bereits im ER findet die Zusammenlagerung der gp160 Vorldufer zu
Homodimeren, Trimeren und Tetrameren statt (Earl et al. 1991). Diese multimere Struktur wird
auch von der Proteolyse nicht beeinflusst, so dass auch die fertigen Hiillenglykoproteinen gp120
(SU) und gp41 (TM) auf der Virusoberfldche als Oligomere angeordnet sind (Weiss et al. 1990).
Nach der Bearbeitung im ER und Golgi Apparat erfolgt der Transport zur Zellmembran. Die
richtige Faltung, Glykosylierung, Oligosaccharidtrimmung und Oligomerisierung von gp160 sind
essentiell fiir die Proteolyse und Herstellung von SU und TM (Bour et al. 1995). Das externe SU-
Protein ist verantwortlich fiir die Bindung an den CD4 Rezeptor der Wirtszelle (McDougal et al.
1986), wihrend das TM-Protein SU durch nicht kovalente Verbindung verankert und fiir die
Membranfusion mit der Wirtszelle sorgt (Gallaher 1987; Gallaher et al. 1989; Kowalski et al.
1987; Sodroski et al. 1986).

Die regulatorischen Proteine (tat und rev Genprodukte)

Das Genom von HIV kodiert fiir zwei Regulationsproteine Tat und Rev, die friih im
Infektionszyklus von mehrfach gespleissten mRNAs synthetisiert werden (Wang et al. 2000).
Beide sind in vitro und in vivo essentiell fiir die Vermehrung von HIV (Steffy und Wong-Staal
1991). Als sie erstmals identifiziert wurden, bildeten sie die Prototypen einer neuen Gruppe von

eukaryotischen RNA-Transkriptionsfaktoren (Haseltine 1991).
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Das Tat-Protein (engl.: transactivator of transcription) ist der wichtigste Regulator der viralen
Transkription (Arya et al. 1985). Es wird durch zwei Exons kodiert, die in unterschiedlichen
Leserahmen liegen. Wie Rev wird Tat friih nach der Infektion gebildet und in den Nukleus
transportiert, wo es die Promotoraktivitit stark transaktiviert. Es bindet an die Haarnadelstruktur
des TAR-Element (engl.: transactivation response) in der R Region des viralen LTR (Berkhout et
al. 1989; Berkhout und Jeang 1989; Marciniak et al. 1990a). Einige zelluldre Proteine binden
ebenfalls an das TAR-Element und/oder das Tat-Protein und modulieren den viralen LTR
(Gatignol et al. 1989; Gatignol et al. 1991; Marciniak et al. 1990b). Eine Bindung an die friihen
Transkripte fithrt bei der RNA-Polymerase II zu einer erhdhten Initiationsfrequenz und
effizienten Leseaktivitit tiber die volle Linge der RNA und somit zu einer mehr als hundert
(Wang et al. 2000) bis tausendfachen (Zhang und Godbey 2006) Steigerung der allgemeinen
Genexpression (Feng und Holland 1988; Laspia et al. 1990; Rosen et al. 1986).

Das Rev-Protein (engl.: regulator of expression of virion proteins) wird von zwei Exons in
unterschiedlichen Leserahmen kodiert, die mit denen des Tat-Proteins liberlappen. Wie das Tat-
Protein wird Rev frith im Infektionszyklus gebildet und reichert sich ebenfalls im Zellkern an
(Cochrane et al. 1989), wo es an das strukturiert gefaltete RRE-Element (engl.: rev responsive
element) bindet, welches sich innerhalb des kodierenden Bereiches des Env-Proteins befindet
(Cullen 1998; Le et al. 1990; Malim et al. 1989). Die Bindung von Rev an RRE verhindert die
Interaktion mit zelluldren Spleiflfaktoren und somit das Spleilen der genomischen Vollldngen
RNA. Die Rev-Expression bewirkt daher den Export einfach oder ungespleisster mRNAs in das
Zytoplasma, wo diese translatiert oder als genomische RNA in das Virion verpackt werden
(Felber et al. 1989; Steffy und Wong-Staal 1991; Venkatesh et al. 1990). Rev ist ein zeitlicher
Regulator der viralen Genexpression. Bald nach der Infektion dominieren kleine (mehrfach
gespleisste) mRNAs im Zytoplasma die Tat, Rev, und Nef kodieren. Spiter werden genomische
(ungespleisste) und einfach gespleisste RNAs (Vpu, Env, Vif, Vpr) die Hauptformen im
Zytoplasma (Stoltzfus und Madsen 2006). Rev ist ein Schliisselfaktor, der diesen Ubergang
kontrolliert (Jeang et al. 1999; Wang et al. 2000). Die Expression von Rev ist notwendig fiir die
Produktion der viralen Strukturgene gag, pol, und env, aber nicht fiir die Expression der
regulatorischen Gene selbst.

Der genaue Mechanismus der Tat und Rev Transaktivierung ist duBlerst komplex und fiir das
grundlegende Verstindnis der Funktionsweise von Lentiviren nicht notwendig. Da es iiber den

Rahmen der vorliegenden Arbeit hinausgehen wiirde, wird hier auf eine umfassende Darstellung
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verzichtet. Einige detaillierte Zusammenfassungen hierzu wurden von (Coffin et al. 1997; Cullen
1991; Haseltine 1991; Steffy und Wong-Staal 1991; Wang et al. 2000; Wong-Staal 1991)
publiziert.

Akzessorische Proteine (vif, vpr, vpu und nef Genprodukte)

Im Gegensatz zu Tat und Rev sind die Proteine Vif, Vpr, Vpu, und Nef fiir die Virusvermehrung
in vitro nicht essentiell, beeinflussen jedoch die Funktion anderer viraler Proteine, und die
Pathogenese des Virus in vivo, sowohl positiv als auch negativ und fungieren als Helferproteine.
Sie werden deshalb als akzessorische oder Helferproteine bezeichnet. Dennoch gibt es immer
mehr Hinweise, dass diese Proteine eine wichtige Rolle im viralen Lebenszyklus spielen und in
Vivo nicht entbehrlich, sondern essentiell sind. Thre Leserahmen sind unter HIV Stimmen und
auch unter weiter entfernten lentiviralen Verwandten hoch konserviert. (Cohen et al. 1996;
Subbramanian und Cohen 1994).

Vif (engl.: viral infectivity factor) ist ein Polypeptid, das notwendig ist fiir die Replikation und
Infektiositdt von HIV-1 in bestimmten, vor allem primédren, Zelltypen (Fan und Peden 1992;
Gabuzda et al. 1992; Sakai et al. 1993; von Schwedler et al. 1993). Allerdings wird Vif in den
meisten Zelllinien nicht bendtigt, was dafiir spricht, dass diese Zellen Proteine exprimieren die
eine dhnliche Funktion wie Vif haben (Strebel et al. 1987). Es wird angenommen, dass Vif eine
wichtige Rolle wihrend des Zusammenbaus oder der Reifung der Virionen spielt (Gabuzda et al.
1992).

Vpr (engl.: viral protein R) ist im Préintegrationskomplex (PIC) vorhanden und vermittelt durch
die Erleichterung der Lokalisation des PIC in den Nukleus die HIV Infektion von ruhenden
Zellen (Heinzinger et al. 1994)

Vpu (engl.: viral protein U) wird von derselben RNA exprimiert, die fiir Env kodiert, aber auf
einem viel niedrigeren Niveau. Vpu hat zwei wesentliche Funktionen. Zum einen induziert es die
Degradierung von CD4 im endoplasmatischen Reticulum. CD4 bindet die viralen
Hiillproteienvorldufer im ER. Durch den CD4 Abbau konnen diese effizienter zur Zellmembran
transportiert werden. Die zweite Funktion von Vpu ist die Steigerung der Abgabe von
Viruspartikeln von der Zelloberfliche. Beide biologische Aktivititen von Vpu arbeiten mit zwei
unterschiedlichen molekularen Mechanismen und umfassen zwei unterschiedliche strukturelle

Doménen des Vpu-Proteins (Schubert et al. 1996).
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Nef (engl.: negative Factor) ist das erste virale Protein, das sich nach der HIV Infektion in der
Wirtszelle auf ein nachweisbares Niveau anreichert. Es hat mehrere Aufgaben, z.B. die
Herrunterregulation von CD4 auf der Zelloberfliche wund Klasse I MHC
Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl.: major histocompatibility complex, MHC) (Garcia und
Miller 1992; Schwartz et al. 1996), die Stérung der T-Zell Aktivierung (Skowronski et al. 1993),
und die Stimulation der HIV Replikation und Infektiositdt (Miller et al. 1994).

1.3.2.3  Replikationszyklus von HIV-1

Der detaillierte Mechanismus des Replikationszyklus von HIV-1, im Speziellen die Regulation
desselben ist dullerst komplex. Er soll hier nur in einer vereinfachten Form dargestellt werden,
soweit es zum Verstdndnis der Funktion des in der Arbeit verwendeten lentiviralen
Expressionssystems notwendig ist (Abbildung 5).

Die Replikation von HIV-1 ist sowohl vom Zelltyp als auch vom Proliferationsstadium der
infizierten Zelle abhingig. HIV-1 kann proliferierende und ruhende CD4+ Zellen infizieren. Es
handelt sich dabei in vivo in erster Linie um T-Lymphozyten, aber auch um Makrophagen,
Monozyten, dendritische Zellen und Mikrogliazellen.

Die Infektion beginnt mit der Bindung der Viruspartikel an spezifische Rezeptoren auf der
Oberfliache der Zielzellen. Es kommt dabei zu einer starken Wechselwirkung zwischen dem
viralen Hiillglykoprotein SU (gp120) und dem CD4 Rezeptor der Wirtszelle (Clapham et al.
1991; Dalgleish et al. 1984; McDougal et al. 1986). Unter Beteiligung des Hiillglykoprotein TM
(gp41) kommt es zur Fusion der Virusmembran mit der Membran der Wirtszelle (Gallaher 1987;
Gallaher et al. 1989; Kowalski et al. 1987; Sodroski et al. 1986). Zusédtzlich zum CD4 Rezeptor
sind bestimmte Chemokin-Rezeptoren der Familie der CC bzw. CXC Rezeptoren essentielle Co-
Rezeptoren fiir HIV (Alkhatib et al. 1996; Feng et al. 1996). Die Verwendung unterschiedlicher
Co-Rezeptoren bestimmt den Tropismus der unterschiedlichen HIV Stimme. Insbesondere in der
kritischen friihen Phase der Infektion existieren vorwiegend RS5-Virusstimme (ehemals als
Makrophagen-trophe Stimme bezeichnet) die an den CCR5 Rezeptor binden, wohingegen in der
spiteren Phase mehr X4-Viren (ehemals als T-Zell-troph bezeichnet) den CXCR4 Rezeptor
(Fusin) binden (Gartner et al. 1986). Es werden dann bevorzugt Zielzellen infiziert, die den Co-
Rezeptor CXCR4 exprimieren (Feng et al. 1996; Koyanagi et al. 1987). Dieser Wechsel der Co-
Rezeptor Affinitdt tritt in der Regel nur bei etwa 30% bis 40% der Infektionen durch HIV-1
Subtyp B auf und konnte bei Subtyp C nicht nachgewiesen werden. Es gibt allerdings auch
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dualtrope X4R5-Viren (Doranz et al. 1996). Die physiologischen Liganden des CCRS Rezeptors
sind die B-Chemokine RANTES, MIP-1a und MIP-1B (D'Souza und Harden 1996). Diese
Chemokine werden von CD8-Zellen sezerniert und sind in vitro in der Lage, die Expression von
HIV zu inhibieren (Cocchi et al. 1995). Weitere, dem CCRS Rezeptor dhnliche Rezeptoren wie
CCR2b und CCR3 wurden bislang identifiziert (Choe et al. 1996; Doranz et al. 1996).

Durch die rezeptorvermittelte Infektion gelangt das Capsid in das Zytoplasma der Wirtszelle und
wird dort entpackt. Die partikuldre Struktur des Capsids bleibt dabei erhalten, seine
Konformation dndert sich jedoch (Priintegrationskomplex, PIC). Die beiden Molekiile virale
RNA werden unter Verwendung einer als Primer dienenden tRNA von der viruseigenen
Reversen Transkriptase (RT) in doppelstringige DNA umgeschrieben (vgl. 1.3.2.2) (Morrow et
al. 1994). Da die reverse Transkriptase keine Fehlerkorrektur anwendet, ist die Transkription sehr
fehlerhaft und trdgt somit zur genomischen Variabilitit von HIV bei (Preston et al. 1988). Nach
dem aktiven Transport der viralen DNA im Komplex mit den Capsid Komponenten in den
Nukleus der Wirtszelle erfolgt mittels der viralen Integrase die Integration in das Wirtsgenom
(Morrow et al. 1994). Der Virus wird darauthin als Provirus bezeichnet. Je nach der Stelle der
Integration konnen zelluldre Gene zerstort werden oder unter der Kontrolle des viralen Promotors
aktiviert werden, wodurch eine Insertionsmutagenese verursacht und Tumore induziert werden
konnen (Sourvinos et al. 2000). Die provirale DNA wird dann bei jeder Zellteilung mitotisch
geteilt und an die Tochterzellen weitergegeben. Ob das Provirus transkribiert oder latent vorliegt,
héngt vom Aktivierungszustand der Zelle ab (Stevenson et al. 1990). Im Falle einer Aktivierung
kommt es zur Bindung zellulirer Faktoren an die cis-regulatorischen Elemente der
Enhancer/Promotor Region des LTR und Transkription der integrierten DNA durch die zelluldre
DNA-Polymerase und nachfolgend zur Translation der viralen RNA (Rosen et al. 1985). Hierbei
werden aus dem einzelnen, priméren, viralen RNA-Transkript durch alternatives Spleissen iiber
40 verschiedene RNA-Spezies hergestellt (Stoltzfus und Madsen 2006). Dabei entstehen kurz
nach der Infektion auf niedrigem Niveau (basale Expression) erst die kurzen mehrfach
gespleissten mRNA Molekiile, welche fiir die regulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef
kodieren, wohingegen die einfach oder ungespleissten (genomischen) RNAs erst im weiteren
Verlauf der Infektion hergestellt werden. Tat verstirkt darauthin die RNA-Produktion und Rev
reguliert die Bildung von mehrfach, einfach und ungespleisster RNA (vgl. 1.3.2.2) (Jones und
Peterlin 1994; Luukkonen et al. 1995). Die Volllingen RNA kann als genomische RNA zum
Verpacken in neue Viruspartikel oder als mRNA zur Translation der Gag und Gag/Pol-
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Vorlauferproteine dienen. Fiir die Env-Polyproteine sowie vif, vpr und vpu dient die einfach
gespleisste RNA als Template. Die Env-Proteine werden iiber das endoplasmatische Reticulum
und den Golgi Apparat weiterverarbeitet, wo die Glykosylierung und Spaltung in SU und TM
durch zellulire Enzyme erfolgt. Sie werden anschlieBend zur Zellmembran transportiert (vgl.
1.3.2.2). Die Selbstaggregation der viralen Vorlduferproteine Gag und Gag/Pol zu neuen
Viruspartikeln erfolgt an der Zellmembran. Als Erbinformation fiir einen neuen Infektionszyklus
werden zwei Molekiile ungespleisste RNA in das unreife Capsid verpackt. Zusatzlich werden die
Gag- und Gag/Pol-Vorlduferproteine mitverpackt. Das Capsid nimmt in einem als Knospung
bezeichneten Prozess einen Teil der Zellmembran als Hille auf, in welche die
Hiillenglykoproteine SU und TM eingelagert sind. Bei dem Verlassen der Wirtszelle beginnt der
Reifungsprozess der Virionen. Die Proteasedoméne (PR) spaltet sich in einem autokatalytischen
Schritt aus dem Gag/Pol-Vorlaufer-Polyprotein heraus, um die Gag- und Gag/Pol-
Vorlauferproteine anschlieBend in die Matrix- (MA), Capsid- (CA), Nukleocapsid- (NC) und
Verbindungsproteine (LI) sowie die Reverse Transkriptase (RT) und Integrase (IN) zu spalten
(vgl. 1.3.2.2) (Kaplan et al. 1994b). Erst bei diesem Schritt erhdlt das Capsid seine typische
konische Form und die Virionen ihre Infektiositdt (Kaplan et al. 1994a).
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Golgi
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Abbildung 5: Replikationszyklus von HIV-1.

(1) Bindung; (2) Fusion; (3) Aufnahme; (4) Reverse Transkription; (5) Transport in den Nukleus; (6) Chromosomale
Integration der proviralen DNA; (7) Transkription und Spleissen der RNA; (8) Export aus dem Nukleus; (9)
Translation und Weiterverarbeitung; (10) Transport zur Zellmembran; (11) Zusammenbau; (12) Knospung; (13)
Reifung. Erlduterungen siehe Text. Modifiziert nach (Weiss 2000).
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1.4  Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung, Optimierung und Charakterisierung eines
hocheffizienten lentiviralen Transduktionssystems fiir den Gentransfer in humanen
mesenchymalen Stammzellen mit dem langfristigen Ziel der Gentherapie und des Tissue
Engineerings unter Verwendung von hMSCs. Allerdings ist die Verwendung grofler MOIs (engl.:
multiplicity of infection, Virusmenge pro Zelle) nicht kompatibel mit der Anwendung in
klinischen Versuchen fiir die Gentherapie (Rouas et al. 2002). Daher soll in dieser Arbeit, fiir
klinische Anwendungen, unter Verwendung unkonzentrierter Viruspriparationen, eine Methode
entwickelt werden, um die Transduktionseffizienz der Lentiviren in hMSCs und die Ausbeute der
transgenen hMSCs zu erhohen. Hierflir miissen die Protokolle fiir die Herstellung der Lentiviren
sowie fiir die Transduktion der Zielzellen, mit dem Ziel die Ausbeute der transduzierten hMSCs
zu erhohen, optimiert werden.

Um das lentivirale Expressionssystem optimieren und charakterisieren zu konnen, ist eine genaue
Beobachtung und Messung der Transgenexpression notwendig. Zu diesem Zweck sollen in dieser
Arbeit lentivirale Expressionsvektoren hergestellt werden, die ein geeignetes Markergen/-protein
exprimieren. Fiir viele Anwendungen in der Gentherapie oder dem Tissue Engineering ist eine
regulierbare Transgenexpression wiinschenswert, um die Sicherheit und Wirksamkeit des
therapeutischen Gentransfers zu erhohen. Daher soll auch ein zuverldssiges System fiir die
regulierte Genexpression mittels lentiviralem Gentransfers entwickelt werden. In Gentherapie-
und Tissue-Engineering-Anwendungen ist es unbedingt notwendig, die Effekte der
Transgenexpression von Effekten, die durch die lentivirale Transduktion an sich entstehen,
unterscheiden zu kénnen und negative Effekte, die durch die Transduktion an sich ausgelost
werden, ausschlieBen zu konnen. Um dieses Ziel zu erreichen, soll in dieser Arbeit als
Negativkontrolle eine Attrappe (engl.: mock) des lentiviralen Expressionsvektors hergestellt und
deren Funktionsfdhigkeit getestet werden.

Als weiterer Schritt in die Richtung der gentherapeutischen Anwendung und fiir das Tissue
Engineering muss die biologische Sicherheit der transduzierten hMSCs gewihrleistet werden.
Hierfiir soll ein geeignetes System etabliert werden.

Fiir Anwendungen im Bereich der Gentherapie und des Tissue Engineering mit MSCs ist die
priazise Bestimmung des lentiviralen Titers essentielle Voraussetzung. Daher muss eine
zuverléssige und schnelle Methode entwickelt werden um den funktionellen Virustiter und damit

die Transduktionseffizienz direkt in den transduzierten hMSCs zu bestimmen.
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Auflerdem soll gezeigt werden, dass die lentiviral transduzierten hMSCs ihre
Differenzierungsfahigkeit nicht verlieren und die Transgenexpression durch die Differenzierung

nicht beeintrachtigt wird.
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2

2.1

2.1.1

Material und Methoden

Material

Das ViraPower™ lentivirale Expressionssystem

Das ViraPower lentivirale Expressionssystem von Invitrogen ermoglicht die Herstellung von selbstinaktivierenden

(SIN) vermehrungsunfahigen Lentiviren, die verwendet werden, um ein Gen von Interesse, entweder in teilende oder

nicht teilende Zellen zu transportieren und zu exprimieren. Das System basiert auf dem lentikat™ System, das von

Cell Genesys entwickelt wurde (Dull et al. 1998). Die Hauptkomponenten des Systems umfassen:

Ein Expressionsplasmid, welches das Gen von Interesse enthélt unter der Kontrolle eines Promotors und
Elemente, die die Verpackung des Konstrukts in Virionen, ermdglichen.

Eine optimierte Mischung der drei Verpackungsplasmide (pLP1, pLP2, und pLP/VSVG, engl.: packaging
mix, PM), welche die Struktur- und Replikationsproteine, die zur Produktion der Lentiviren notwendig sind,
in trans zur Verfiigung stellen.

Die 293FT Zelllinie, welche nach der Co-Transfektion des Expressionsplasmids und der
Verpackungsplasmide im ,,Verpackungsmix“ (engl.: packaging mix, PM) die Produktion der Lentiviren

ermoglicht.

Die Verwendung des ViraPower lentiviralen Expressionssystems fiir die lentivirale Expression des Gens von

Interesse bietet folgende Vorteile (vgl. 1.3):

2.1.11

Es erzeugt Lentiviren, welche auf HIV-1 basieren, die effizient sowohl teilende als auch nicht teilende
humane und Sdugetierzellen transduzieren, wodurch die potentiellen Anwendungsmdglichkeiten iiber die
auf traditionellen Moloney Leukdmie Viren (MoMLYV) basierten retroviralen Systemen hinaus erweitert
werden (Naldini 1998).

Das Gen von Interesse wird effizient in humanen und S&ugetierzellen transportiert, sowohl in Zellkultur (in
vitro) als auch in vivo (Dull et al. 1998).

Die stabile Langzeitexpression des Zielgens wird ermdglicht, hinausgehend iiber die Mdglichkeiten von
traditionellen auf Adenoviren basierten Systemen (Dull et al. 1998; Naldini et al. 1996a)

Ein pseudotypisierter Virus wird gebildet, welcher ein vergrofertes Wirtsspektrum hat (Yee et al. 1994).
Die gebildeten Lentiviren rufen keine Immunantwort hervor (Teschemacher et al. 2005).

Enthilt mehrere besondere Merkmale, welche die biologische Sicherheit des Systems erhdhen.

Sicherheitskonzept des ViraPower™ lentiviralen Systems

Die Vektoren sind Derivate von HIV-1 Lentiviren, welche so verdndert wurden, dass sie ein fremdes Gen von

Interesse in eine Zielzelle einschleusen. Die Vektoren sind selbstinaktivierend (SIN) und vermehrungsunféhig und

konnen nur einen einzelnen Vermehrungszyklus durchlaufen (Miyoshi et al. 1998). Aufgrund der Gestaltung der

vermehrungsunfahigen Vektoren konnen Viruspartikel hergestellt und fiir die Infektion der Zielzellen verwendet
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werden. Das Vektorgenom wird revers transkribiert und in das Zellgenom integriert, wo das fremde Gen exprimiert
wird, ist aber nicht in der Lage sich weiter zu vermehren und auf andere Zellen auszubreiten.

Die Verwendung selbstinaktivierender Vektoren ist eine notwendige Sicherheitsmassnahme. Ein SIN Vektor
reduziert auBerdem das Problem der Onkogenese durch Promotorinsertion und Insertionsmutagenese, und es
vermindert signifikant das Risiko der Vektormobilisierung und Rekombination mit dem Wildtyp HIV und somit das
Risiko, der Entstehung von vermehrungsfahigen Rekombinanten (Beard et al. 2007b).

Fiir die Herstellung eines selbstinaktivierenden vermehrungsunfahigen Vektors sind die LTRs modifiziert und die cis
und trans titigen Sequenzen des viralen Genoms getrennt. Dazu sind die in trans titigen gag, pol und env Gene aus
dem Virusgenom entfernt (und durch das fremde Transgen ersetzt). Nur die cis regulierenden Regionen die nétig
sind fiir reverse Transkription, Integration, Transkription und Einkapselung verbleiben im Genom. Folgende

Sicherheitsfaktoren wurden in das System integriert:

- Der pLenti-Expressionsvektor enthélt eine Deletion im 3'LTR (AU3), welche die Herstellung des viralen
Genoms in der Produzentenzelle nicht beeinflusst, aber die Selbstinaktivierung des Lentivirus nach der
Transduktion der Zielzelle zur Folge hat (Yee et al. 1987; Yu et al. 1986; Zufferey et al. 1998). Einmal
integriert in die transduzierte Zielzelle ist das lentivirale Genom nicht mehr in der Lage verpackungsfahige
virale Genome herzustellen.

- Die Anzahl der Gene von HIV-1, die im System verwendet werden, wurde auf drei reduziert (gag, pol und
rev).

- Das VSV-G-Gen des Vesicular Stomatitis Virus wird anstelle des HIV-1 env verwendet (Burns et al. 1993;
Emi et al. 1991; Yee et al. 1994).

- Gene, die fiir strukturelle und andere Komponenten kodieren, die fiir die Verpackung des viralen Genoms
notwendig sind, sind auf vier Plasmide verteilt. Alle vier Plasmide wurden so bearbeitet, dass sie keine
homologen Bereiche zueinander haben um ungewiinschte Rekombinationsereignisse zu vermeiden, welche
zur Bildung eines vermehrungsfahigen Virus fiihren konnten (Dull et al. 1998).

- Keines der drei Verpackungsplasmide enthdlt LTRs oder das ¥ Verpackungssignal. Das bedeutet, dass
keines der viralen Strukturgene in den verpackten viralen Genomen vorhanden ist und somit auch nicht in
den transduzierten Zellen exprimiert wird. Kein neuer vermehrungsfahiger Virus kann gebildet werden.

- Die lentiviralen Partikel, die mit diesem System gebildet werden, sind nicht vermehrungsfahig und tragen
nur das Gen von Interesse. Keine andere Virusspezies wird gebildet.

- Die Expression der gag- und pol-Gene von pLP1 wurde durch das HIV-1 RRE im gag/pol mRNA
Transkript Rev abhingig gemacht. Die Addition von RRE verhindert gag- und pol-Expression in
Abwesenheit von Rev (Dull et al. 1998).

- Die U3 Promotorregion des 5'LTR wurde entfernt. Ein starker konstitutiver Promotor (Rous Sarkom Virus-
Promotor, Prsy) (Gorman et al. 1982) wurde oberhalb des 5'LTR in den pLenti-Expressionsvektor eingefiigt
um die effiziente Produktion der viralen RNA unabhéngig von Tat zu machen (Dull et al. 1998).
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2.1.1.2 Komponenten des ViraPower™ lentiviralen Systems

Der virale pLenti-Expressionsvektor (vgl. 1.3.2.2)

Der Bereich zwischen den LTRs des Vektors ist das einzige genetische Material, das in die Zielzellen iibertragen
wird. Er enthdlt sowohl alle cis regulativen Sequenzen, die fiir die Verpackung (¥), reverse Transkription (PBS,
LTRs), Integration (att), und Transkription (5'LTR und heterologer Promotor) nétig sind, als auch das Transgen
selbst. Ein besonderes Merkmal ist die Integration von RRE, wodurch die Bildung von ungespleisster Vektor-RNA
in den Produzentenzellen gefordert wird. Dadurch kénnen auch komplexe Transgene mit Introns und Spleisssignalen
in den Vektor integriert werden (Dull et al. 1998).

In dieser Arbeit wurde der Gateway® kompatible pLenti6/V5-DEST-Vektor von Invitrogen fiir die
Transgenexpression in hMSCs verwendet (Abbildung 6, Tabelle 2). Er enthélt den Promotor eines frithen Gens des
humanen Cytomegalievirus (CMV-Promotor, Pcyy) der die konstitutive Expression des Gens von Interesse auf
hohem Niveau in humanen und Séugetierzellen ermoglicht (Andersson et al. 1989; Boshart et al. 1985; Nelson et al.
1987).

Er enthélt zusdtzlich das Blasticidin-Resistenzgen fiir Blasticidin-S-Deaminase (bsd) (Kimura et al. 1994), welches
die Blasticidinselektion (TAKEUCHI et al. 1958; Yamaguchi et al. 1965) der Zellen ermdglicht, die stabil mit dem
lentiviralen Konstrukt transduziert wurden. Das bsd-Gen steht unter Kontrolle des simianen Virus 40 Promotors
(SV40-Promotor, Pgy4).

Die verwendeten viralen Promotoren (Prsy, Pcmy, Psvao) sind zwar in den meisten Zelltypen sehr aktiv, dennoch
konnen aktive virale Promotoren in bestimmten Zelllinien die Genddmpfung (engl.: gene silencing) des integrierten
Provirus, durch Methylierung (Curradi et al. 2002), Histon-Deacetylierung (Rietveld et al. 2002) oder beides,
auslosen. Dies trifft auch fiir Prgy, Pcmy, und Psygo zu und muss, je nach der zu transduzierenden Zelllinie,

beriicksichtigt werden.

| e e @ |

Abbildung 6: Plasmidkarte von pLenti6/V5-DEST (Invitrogen 2006a).
Nach der Clonase Reaktion ersetzt DNA aus dem ENTR Klon den Bereich zwischen attR1 und attR2.

Tabelle 2: Merkmale von pLenti6 V5-DEST.

Merkmal Leistung
Rous Sarkom Virus (RSV) Enhancer/Promotor Ermoglicht Tat unabhingige Produktion der viralen mRNA (Dull et al.
1998).
Verkiirzter HIV-1 5'LTR Erméglicht Virusverpackung und reverse Transkription der viralen

mRNA (Coffin et al. 1997).



Material und Methoden

42

Merkmal

Leistung

5" Spleissdonor und 3" Spleissakzeptor

HIV-1 psi (¥) Verpackungssignal
HIV-1 Rev-reagierendes Element (RRE)

Humaner Cytomegalievirus Promotor (Pcuvy)
attR1 und attR2
Chloramphenicol-Resistenzgen (CM®)

ccdB-Gen
V5 Epitop

SV40 frither Promotor und Ursprung

Erhoht die biologische Sicherheit des Vektors durch das Entfernen des
Y Verpackungssignal und des RRE so dass die Expression des
Transgens in der transduzierten Wirtszelle nicht linger Rev abhéingig
ist (Dull et al. 1998).

Ermoglicht die Virusverpackung (Coffin et al. 1997).

Ermoglicht ungespleisster viraler mRNA den Rev abhéngigen Export
aus dem Nukleus (Kjems et al. 1991; Malim et al. 1989).

Ermoglicht konstitutive Expression des Transgens auf hohem Niveau
(Andersson et al. 1989; Boshart et al. 1985; Nelson et al. 1987).

Aus Bakteriophagen stammende DNA-Rekombinationssequenz die
rekombinierende Klonierung des Transgens aus einem Gateway®
Eingangsklon (ENTR) ermoglicht (Landy 1989).

Ermoglicht Kontraselektion des Plasmids.
Erlaubt negative Selektion des Plasmids.

Ermoglicht die Detektion von rekombinanten Fusionsproteinen mittels
des Anti-V5 Antikorpers (Southern et al. 1991).

Erméglicht die Expression des Selektionsmarkers auf hohem Niveau

und episomale Replikation in Zellen die das SV40 grofie T-Antigen
exprimieren.

EM7-Promotor Synthetischer prokaryotischer Promotor fiir die Expression des
Selektionsmarkers in E.coli.

Erlaubt die Selektion von stabil transduzierten humanen und
Sdugetierzellen (Kimura et al. 1994).

Blasticidin-Resistenzgen (bsd)

AU3/HIV-1 verkiirzter 3 LTR Ermoglicht Virusverpackung, aber fiihrt zur Selbstinaktivierung des 5°
LTR aus Griinden der biologischen Sicherheit (Dull et al. 1998). Das
Element enthilt auch ein Polyadenylierungssignal fiir die Termination

der Transkription und Polyadenylierung der mRNA in transduzierten

Zellen.

SV40 Polyadenylierungssignal (pA) Erlaubt die Termination der Transkription und Polyadenylierung der
mRNA.

bla-Promotor Erlaubt Expression des Ampicillin-Resistenzgens.

Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase, bla) Ermoglicht Selektion des Plasmids in E.coli.

pUC Ursprung (ori) Ermoglicht Replikation auf hohem Niveau und Erhaltung des Plasmids
in E.coli.

Modifiziert nach (Invitrogen 2006a).

Das Verpackungssystem (PM) (vgl. 1.3.2.2)

Die letzte, dritte Generation der Verpackungssysteme enthalten nur drei der neun HIV-1 Gene: gag, pol und rev
(Dull et al. 1998). Der Urspriingliche HI Virus kann aus diesem extrem defizienten Verpackungssystem nicht wieder
hergestellt werden, da etwa 60% seines Genoms komplett entfernt wurde (Trono 1998; Zufferey et al. 1997). Um die
Moglichkeit der Entstehung eines vermehrungsfahigen Virus weiter zu vermindern, liegen die drei Gene auf zwei
getrennten Plasmiden vor.

Ein weiteres Plasmid tragt die Hiillenglykoproteine. Das native Env-Protein ist in lentiviralen Verpackungssystem
iiblicherweise durch heterologe Hiillenglykoproteine ersetzt. Dieser Vorgang, der auch Pseudotypisierung genannt
wird, kann den Tropismus gegeniiber Wirtszellen und Geweben enorm vergréfern (Sanders 2002). Das Glykoprotein
vom Vesicular Stomatitis Virus (VSV-G) wird sehr hiufig zu diesem Zweck verwendet (Akkina et al. 1996;
McClure et al. 1988). Die Taktik der Pseudotypisierung wurde weithin {ibernommen und hat den zusétzlichen
Vorteil, dass ein Viruspartikel gebildet wird, der sehr viel stabiler als der native Virus ist (Burns et al. 1993; Hopkins
1993). Diese Vektoren konnen mittels Ultrazentrifugation konzentriert werden und {iberleben das Einfrieren und
Auftauen. Pseudotypisierung mit VSV-G hat auch das Wirtsspektrum der Viren vergrofert, da VSV pantropisch ist.

Ein weiterer offensichtlicher Vorteil ist die Reduktion der essentiellen lentiviralen Gensequenzen, was zu einer
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Erhohung der Sicherheit fiihrt, durch Reduktion der Gefahr einer rekombinatorischen Wiederherstellung eines
Wildtyp Lentivirus (Lever et al. 2004).

In dieser Arbeit wurde der ViraPower Packaging-Mix von Invitrogen fiir die Produktion der Lentiviren verwendet.
Er enthdlt eine optimierte Mischung der drei Verpackungsplasmide pLP1 (Abbildung 7, Tabelle 3), pLP2
(Abbildung 8, Tabelle 4), und pLP/VSVG (Abbildung 9, Tabelle 5).

Abbildung 7: Plasmidkarte von pLP1 (Invitrogen 2006b).

Tabelle 3: Merkmale von pLP1.

Merkmal Leistung

Humaner Cytomegalievirus Promotor (Pcwy) Ermoglicht konstitutive Expression der HIV-1 gag und pol Gene in
humanen und Siugetierzellen auf hohem Niveau (Andersson et al.
1989; Boshart et al. 1985; Nelson et al. 1987)

Humanes B-Globin Intron Verstirkt die Expression der gag und pol gene in humanen und
Saugetierzellen.

HIV-1 gag kodierende Sequenz Kodiert die viralen Capsid-Proteine die fiir die Strukturbildung der
Lentiviren nétig sind (Coffin et al. 1997).

HIV-1 pol kodierende Sequenz Kodiert die viralen Replikationsenzyme die fiir die Replikation und
Integration der Lentiviren nétig sind (Coftin et al. 1997).

HIV-1 Rev reagierendes Element (RRE) Ermoglicht Rev-abhingige Expression der gag und pol gene.

Humanes B-Globin Polyadenylierungssignal (pA) Erlaubt effiziente Termination der Transkription und Polyadenylierung
der mRNA.

pUC Ursprung (ori) Ermoglicht Replikation auf hohem Niveau und Erhaltung des Plasmids
in E.coli.

Ampicillin-Resistenzgen (bla) Ermoglicht Selektion des Plasmids in E.coli

Modifiziert nach (Invitrogen 2006b).

Abbildung 8: Plasmidkarte von pLP2 (Invitrogen 2006b).
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Tabelle 4: Merkmale von pLP2.

Merkmal

Leistung

RSV Enhancer/Promotor (Prsy)

HIV-1 Rev Leserahmen

HIV-1 LTR Polyadenylierungssignal (pA)
pUC Ursprung

Ampicillin-Resistenzgen (bla)

Erméglicht Expression des rev Gens auf hohem Niveau (Gorman et al.
1982).

Kodiert das Rev-Protein das mit dem RRE in pLP1 interagiert um die
Gag- und Pol-Expression zu induzieren und in pLenti6/V5 um der
ungespleissten viralen mRNA den Export aus dem Nukleus und die
Verpackung in virale Partikel zu ermoglichen.

Erlaubt effiziente Termination der Transkription und Polyadenylierung
der mRNA

Ermoglicht Replikation auf hohem Niveau und Erhaltung des Plasmids
in E.coli.

Ermoglicht Selektion des Plasmids in E.coli

Modifiziert nach (Invitrogen 2006b).

Abbildung 9: Plasmidkarte von pLP/VSVG (Invitrogen 2006b).

Tabelle 5: Merkmale von pLP/VSVG.

Merkmal

Leistung

Humaner Cytomegalievirus Promotor (Pcuvy)

Humanes B-Globin Intron

VSV-G-Glykoprotein (VSV-G)

Humanes B-Globin Polyadenylierungssignal (pA)
pUC Ursprung

Ampicillin-Resistenzgen (bla)

Erméglicht konstitutive Expression des VSV-G Gens in humanen und
Sdugetierzellen auf hohem Niveau (Andersson et al. 1989; Boshart et
al. 1985; Nelson et al. 1987).

Verstérkt die Expression des VSV-G Gens in humanen und
Sdugetierzellen.

Kodiert das Hiillen-G-Glykoprotein des Vesicular Stomatitis Virus um
die Produktion eines pseudotypisierten Retrovirus mit einem breiten
Wirtsspektrum zu ermoglichen (Burns et al. 1993; Emi et al. 1991; Yee
et al. 1994).

Erlaubt effiziente Termination der Transkription und Polyadenylierung
der mRNA.

Erméglicht Replikation auf hohem Niveau und Erhaltung des Plasmids
in E.coli.

Ermoglicht Selektion des Plasmids in E.coli

Modifiziert nach (Invitrogen 2006b).

Die Produzenten Zelllinie

Die grofle Mehrheit der retroviralen und lentiviralen Vektoren wird bis jetzt mittels transienter Transfektion der

viralen und Verpackungsplasmide in humane embryonale Nierenzellen (HEK293T) hergestellt (Amar et al. 2006;

Evans et al. 2004; Li et al. 2005a; Metharom et al. 2005). Diese Zellen exprimieren konstitutiv stabil das grofle T-

Antigen von SV40. Das grofle T-Antigen ermoglicht die optimale Virusproduktion und die episomale Replikation

von Plasmiden, die den frithen SV40-Promotor (Psy4) und Replikationsursprung enthalten. Die 293FT-Zellen sind
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ein schnell wachsendes Derivat der 293T-Zellen und besonders leicht zu transfizieren. Sie exprimieren konstitutiv
stabil das groe T-Antigen von SV40 aus pCMVSPORT6Tag.neo unter Kontrolle des CMV-Promotors. Studien
konnten zeigen, dass die 293FT Zelllinie eine besonders gut geeignete Zelllinie fiir die Produktion von Lentiviren ist
(Naldini et al. 1996a). Sie werden in dieser Arbeit als Teil des ViraPower Systems als Produzentenzelllinie

verwendet.

2.1.1.3 Herstellung der Lentiviren und Transduktion der Zielzellen

Das ViraPower System verwendet getrennte Komponenten, die in ihrer jeweiligen Funktion so unvollstdndig sind,
dass infektiose Partikel nur von der Produzentenzelle hergestellt werden konnen, wenn alle Bestandteile in dieser
zusammenkommen und nicht von dem fertigen Vektor. Typischerweise wird eine Produzenten-Zelllinie co-
transfiziert mit (1) dem viralen Vektorplasmid, welches das Gen von Interesse, die lentiviralen LTRs, das Rev
empfindliche Element (RRE) und das Verpackungssignal (V) enthilt; (2) ein Plasmid welches die viralen gag und
pol Gene enthilt; (3) ein Plasmid welches die Gene fiir die Hiillenglykoproteine triagt und (4) ein Plasmid das nur das
rev-Gen beinhaltet. Keines dieser Plasmide ist alleine in der Lage als autonomer Virus zu funktionieren oder Viren
zu bilden. Zusitzlich sind die meisten der HIV-1 akzessorischen Gene (vif, vpr, vpu und nef, vgl. 1.3.2.2) entfernt,
ohne dass dies einen negativen Effekt auf den effizienten Gentransfer hat. Nur das virale Vektorplasmid enthélt das
Verpackungssignal (¥), so dass infektiose Partikel nur die vorgesehene RNA mit dem gewiinschten Transgen
aufnehmen (Dull et al. 1998; Zufferey et al. 1997).

Abbildung 10 zeigt schematisch die einzelnen Schritte der Vektorherstellung und Transduktion am Beispiel von
EGFP als Transgen. Die Nummerierung entspricht den jeweiligen Textabschnitten.

Zunichst wird das lentivirale Expressionsplasmid zusammen mit den drei Plasmiden (pLP1, pLP2, pLP/VSVG) in
einem speziell fiir die Transfektion optimiertem serumfreien Medium (OptiMEM I, Invitrogen) verdiinnt (1).

In einem separaten Reaktionsgefdl wird das Transfektionsreagens ebenfalls in OptiMEM 1 verdiinnt. Als
Transfektionsreagens wird in dieser Arbeit Lipofectamine 2000 von Invitrogen verwendet. Es handelt sich dabei um
ein kationisches Lipid, bestehend aus einem unpolaren lipophilen Schwanz aus Kohlenwasserstoffketten, einem
Lipidanker und einer polaren positiven Kopfgruppe. Durch ihre charakteristische Struktur sind die kationischen
Lipide in der Lage in wissrigem Milieu Liposomen zu bilden. Die hydrophilen Képfe ragen hierbei nach auflen,
wiahrend nach innen die lipophilen Schwinze der beiden Teilschichten aneinander grenzen. Im Innenraum des
Liposoms befindet sich wieder wéssriges Milieu mit den polaren Kopfgruppen (2).

Nach dem Mischen der Plasmide mit dem Transfektionsreagens konnen die auf der Oberfliche des kationischen
Liposoms befindlichen positiv geladenen Kopfgruppen mit den negativ geladenen Phosphatgruppen des DNA-
Riickrats interagieren. Das fiihrt zur Bildung von DNA-Lipid-Komplexen, so genannten Lipoplexen (Felgner et al.
1987; Felgner et al. 1997). Auf diesen beruht das Prinzip der Lipofektion (3).

Anschliefend werden die Lipoplexe direkt zu den Produzentenzellen gegeben, wo diese von der Zelle aufgenommen
werden konnen (4).

Der genaue Mechanismus der Aufnahme von Lipoplexen in die Zielzelle steht noch zur Diskussion. Obwohl viele
Studien einen endozytotischen Aufnahmemechanismus der Lipoplexe favorisieren, schliefen sie aufgrund der

teilweise uneinheitlichen Daten Fusionsprozesse nicht kategorisch aus (de Lima et al. 1999; Friend et al. 1996; Pires
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et al. 1999; Stegmann und Legendre 1997; Zhou und Huang 1994). Besonders bei den anschlieenden intrazelluldren
Vorgdngen, wie der Verschmelzung mit der Endosomenmembran, wird oft eine Fusion diskutiert (5) (Friend et al.
1996; Stegmann und Legendre 1997; Wrobel und Collins 1995; Xu und Szoka, Jr. 1996).

Die mit der Auflésung der Endosomen (6) (El Ouahabi et al. 1997; Wattiaux et al. 1997) verkniipfte DNA-
Freisetzung aus dem Lipoplex bildet wiederum die Basis fiir die Aufnahme der intakten Ziel-DNA in den Zellkern
(Escriou et al. 1998; Friend et al. 1996). Es wird diskutiert, ob eine Zellteilung fiir den Eintritt von Plasmid-DNA in
den Kern erforderlich ist (Fasbender et al. 1997). In direktem Zusammenhang dazu steht auch die Zellzyklusphase:
Wie mehrfach gezeigt wurde, erzielen in der Mitose befindliche Zellen hohere Transfektionseffizienzen als Zellen in
der G1- oder gar GO-Phase (Fasbender et al. 1997; Mortimer et al. 1999; Wilke et al. 1996). Dies wirkt sich
dementsprechend auf die Transfizierbarkeit verschiedener Zelltypen aus, in Abhdngigkeit von deren Teilungsrate
und Differenzierungsgrad (7).

Die Schritte der Virusproduktion entsprechen im Wesentlichen denen der Wildtyp HIV Produktion (vgl. 1.3.2.3): Im
Nukleus werden die Plasmide transkribiert. Die mRNA wird in das endoplasmatische Reticulum transportiert, wo die
mRNA translatiert wird und die viralen Proteine anschlieBend in das Zytosol transportiert werden. An der
Zellmembran assemblieren die Viren und werden durch Knospung aus der Zelle abgegeben. Bei diesem Vorgang
kommt es zu einer morphologischen Verdnderung der 293FT-Zellen: Durch die Expression des VSV-G-
Glykoproteins kommt es zwischen einzelnen Produzentenzellen zur Bildung von Syncitien (8).

Die Vektoren werden von den Produzentenzellen in das Zellkulturmedium abgegeben und kdnnen geerntet werden.
Nach der Emte kann der virushaltige Zellkulturiiberstand direkt zur Transduktion der Zielzellen eingesetzt werden,
oder die Viren mittels Ultrazentrifugation oder Filtration aufkonzentriert werden (9).

Die Schritte der Infektion entsprechen im Wesentlichen denen der Wildtyp HIV Infektion (vgl. 1.3.2.3): Aufnahme,
Reverse Transkription, Import der viralen DNA in den Nukleus (10) und Integration in das Wirtsgenom (11). Als
Teil des Wirtsgenoms wird der Provirus transkribiert, und die mRNA des Transgens (z.B. EGFP) in der iiblichen
Weise von der Proteinbiosynthese Maschinerie der Zellen weiterverarbeitet (12).

Durch die zufillige Integration des Provirus in verschiedenen aktiven und/oder inaktiven Bereichen des
Wirtsgenoms, sowie unterschiedlicher integrierter Kopienanzahl, kommt es zur Bildung einer heterogenen
Zellpopulation, in der einzelne Zellen eine niedrige bis hohe Transgenexpression haben. Andere Zellen, welche gar
keinen Virus aufgenommen haben und somit untransduziert sind, exprimieren das Transgen gar nicht. Diese

heterogene Zellpopulation kann nun mittels Blasticidin selektioniert werden (13).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Virusproduktion und der Transduktion.

(1) Verdiinnen der Plasmide und (2) des Transfektionsreagens; (3) Mischen von Plasmid und Transfektionsreagens; (4) Beimengung zu den

Produzentenzellen; (5) Aufnahme der Lipoplexe; (6) Auflosung der Endosomen; (7) Aufnahme der DNA in den Zellkern; (8) Transkription,

Translation, Assemblierung der Viren, Knospung; (9) Emte; (10) Aufnahme, Reverse Transkription, Import der viralen DNA in den Nukleus; (11)

Integration in das Wirtsgenom; (12) Proteinbiosynthese; (13) Erzeugung einer heterogenen Zellpopulation. Erlduterungen siehe Text.
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2.1.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden im Reinheitsgrad “A.C.S* oder ,,p.A.* verwendet.

1,4-Dithiothreitol (DTT)

3-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)

3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)

Agarose, LE

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ammoniumsulfat

Ampicillin Natriumsalz

Aqua ad iniectabilia

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast Extract

B-Glycerophosphat

B-Mercaptoethanol

Blasticicdin S HCI

Bovines Serum Albumin (BSA)

Bromphenolblau

Chloramphenicol

Coomassie Brilliant Blau R-250

D(+)-Glucose-Monohydrat

Dexamethason

Diethyl Pyrocarbonat (DEPC)

Dimethyl Sulfoxid (DMSO)

dNTP Mix (10 mM)

Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)

Doxycyclin HCI

DPX Eindeckmedium

Dulbecco’s Phosphat gepufterte
Salzlésung (D-PBS)

Ethanol, absolut (EtOH)

Ethidiumbromidlsung (1%)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Essigsdure, Eisessig

Fetales Kalberserum (FBS)

Formaldehyd (37%)

Formamid

Gelladepuffer, 6x Orange Dye

Gelladepuffer, 10x Blue Juice

Geneticinlosung (100x)

Glycerin

Glycin

Glycogen, UltraPure

Harnstoff

Hexadimethrine Bromid (Polybrene)

Indomethacin

Insulin

Insulin-Transferin-Selenit Mix (ITS, 100x)

Isopropanol

Jung Einbettmedium

Kalium Hydroxid Pldtzchen
Kanamycin Sulfat
Kristallviolett
L-Ascorbinsiure-2-Phosphat
L-Glutamin Losung (200mM)

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Biozym, Oldendorf

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Ipswich, MA,USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

PAA, Pasching, A

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Leica Microsystems, Nussloch
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PAA, Pasching, A
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L-Prolin

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green [

Linolséure

Lipofectamine 2000

Magnesiumchlorid

MEM Nichtessentielle Aminosduren (NEAA, 100x)

Methanol

Milchpulver

N,N,N",N’-Tetramethylendiamin (TEMED)

Natrium Acetat

Natrium Chlorid

Natrium Deoxycholate

Natrium Fluorid

Natriumpyruvat Losung

Natrium Tetraborat

Natronlauge

Oil Red O

Penicillin-Streptomycin Losung (100x)

Tween 20

Protease Inhibitor, Complete, Mini, EDTA-frei

Pyrogallolldsung (1%)

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)
Acrylamid- und Bisacrylamidstammldsung

Salzsdure

Schwefelsdure

Silbernitrat

SOC Medium

TGF-B3, rekombinant human

Toluidinblau

Tris-Base

Tris-HCI

Triton X-100

Trypanblau, Féarbelosung 0,4%

Trypsin-EDTA (10x) Losung

Waroklar

Zellkulturmedium, AlphaMEM +GlutaMAX

Zellkulturmedium, D-MEM, high Glucose
+L-Glutamin, +Pyruvat

Zellkulturmedium, McCoy’s SA (veradndert)
+GlutaMAX

Zellkulturmedium, RPMI1640 +L-Glutamin

Zellkulturmedium, OptiMEM I

ViraPower lentiviraler Packaging-Mix

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche, Grenzach-Wyhlen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PAA, Pasching, A

Merck, Darmstadt

Roche, Grenzach-Wyhlen
Klinikapotheke, M-Innenstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

PAA, Pasching, A

Waldeck, Miinster
Invitrogen, Karlsruhe

PAA, Pasching, A

Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Pasching, A

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Alle weiteren Chemikalien stammen, falls nicht anders vermerkt, von den Firmen Merck, Sigma-Aldrich oder Carl

Roth.

2.1.3 Losungen und Puffer

Alle Standardlosungen und Puffer wurden in Ubereinstimmung mit Sambrook et al. vorbereitet (Sambrook und

Russel 2001). Alle Losungen und Puffer wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit quarzbidestiliertem Wasser

(H,04q) hergestellt und durch Autoklavieren fiir 20 Minuten bei einem Druck von 15 psi sterilisiert. Losungen mit

temperatursensitiven Komponenten wurden sterilfiltriert. Der pH-Wert wurde mittels einer pH-Elektrode bei

entsprechender Temperatur eingestellt.
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APS (10%)

Blockierldsung
Blotting-Puffer (10x)
Blotting-Puffer (1x)

Cracking-Puffer (2x)

Coomassie-Blau-Farbelosung

DEPC-Wasser

DTT-Losung
EDTA-Stammlosung
Entfarbeldsung

FA-Gelpuffer (10x)

FA-Gellaufpuffer(1x)

FACS-Puffer
Isopropanol-Fixierlosung
Kristallviolett-Farbelosung

Laemmli-Auftragspufter (5x)

Natriumacetatlosung (NaAc)

Oil-Red-O-Stammlosung (0,3%)

10% (w/v) APS
Aliquots fiir einmalige Verwendung bei
-20°C aufbewahren

5% (w/v) Milchpulver
ad Waschpuffer

250 mM Tris-base
1.92 M Glycin

10% (v/v) Blotting Puffer (10x)
20% (v/v) Methanol

0,2 M NaOH

0,5 % (w/v) SDS

20 % (w/v) Glucose

0,4 % (w/v) Bromphenolblau
pH 5,2

7% (V/V) Essigsdure
40% (v/v) Methanol
0,025% (w/v) Coomassie Brilliant Blau
0,1% (v/v) DEPC
inkubieren 12 h, 37°C
autoklavieren

I M DTT
Aliquots bei -20°C

500 mM EDTA

pH 8,0

7% (v/v) Essigsdure

40% (v/v) Methanol

200 mM MOPS

50 mM Natrium Acetat

10 mM EDTA

pH 7,0 (NaOH)

ad DEPC-Wasser

10% (v/v) FA Gelpuffer (10x)
2% (v/v) Formaldehyd (37%)
ad DEPC-Wasser

1% FBS

ad D-PBS

10 % (v/v) Essigséure
25 % (v/v) Isopropanol

1% (w/v) Kristallviolett
ad Ethanol (10%)

225 mM Tris-HCI (pH 6,8)

5% (w/v) SDS

0,05% (w/v) Bromphenolblau

50% (v/v) Glycerin

ad HzO

- Aliquots bei -20°C aufbewahren
250 mM DTT, (DTT Losung 1:4 frisch zugeben)
3 M Natriumacetat

pH 5,2

3 mg/ml Oil Red O

ad Isopropanol

filtrieren
- 4 Wochen haltbar
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Oil-Red-O-Arbeitslosung (0,2%)

RIPA-Puffer

RNA-Gelladepuffer

SDS (10%)
SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)
Silbernitratldsung (5%)

Stripping-Puffer:

TE-Puffer, pH 8,0

TAE-Puffer (50x)

Toluidinblau-Ldsung (1%)
Tris-Base (pH 7,4)
Tris-Base (pH 8,8)
Tris-HCI (pH 6,8)

Waschpuffer

2.14 Medien und Zusitze fiir Bakterienkultur

60% (v/v) Oil Red O Stammlosung

ad HyO(aq)

filtrieren

-> 3 Stunden haltbar

0,1% (w/v) SDS

1% (w/v) NaDOC

1% (v/v) Triton X-100

50 mM Tris Base (pH 8,2)

150 mM NaCl

10 mM EDTA (pHS,0)

20 mM NaF

2> bei 4°C max. 6 Monate haltbar
1 Tablette/10 ml Protease Inhibitor, immer frisch
zugeben

16 ul gesittigte, wissrige Bromphenolblau Losung
80 ul EDTA (500mM, pH 8,0)

720 pl Formaldehyd (37%)

2 ml Glycerin (100%)

3,084 ml Formamid

4 ml FA Gelpuffer (10x)

ad 10 ml DEPC-Wasser

10% (w/v) SDS

250 M Tris-Base (pH 8,3)
1,92 M Glycin

1% (w/v) SDS

5% (w/v) Silbernitrat

-> vor Licht schiitzen

100 mM B-Mercaptoethanol

2% (w/v) SDS

62,5 mM Tris HCI (pH 6,8)

10 mM Tris-HCl

1 mM EDTA

pH 8,0

242 g/l Tris-Base

57,1 ml/l Eisessig

100 ml/l EDTA (500mM, pH 8,0)

10 mg/ml Toluidinblau

10 mg/ml Natrium Tetraborat
1 M Tris Base

pH 7,4 (HCI)

1 M Tris Base

pH 8,8 (HCI)

1 M Tris HCI

pH 6,8 (HCI)

10 mM Tris-Base (pH 7,4)
150 mM NaCl

0,05% (v/v) Tween 20

Medien fiir die Kultivierung von Bakterien wurden in Ubereinstimmung mit Sambrook et al. (Sambrook und Russel

2001) mit quarzbidestiliertem Wasser (H,Og4q) vorbereitet und durch Autoklavieren fiir 20 Minuten bei einem Druck
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von 15 psi sterilisiert. Temperatursensitive Komponenten wie z.B. Antibiotika wurden in getrennten Stammldsungen

sterilfiltriert und dem Medium nach Abkiihlung auf weniger als 50 °C zugegeben.

Medien fiir Bakterienkultur

LBy-Medium (fiir E. coli): 10 g/l Bacto Trypton
(Luria Bertani) 5 g/l Hefe Extrakt
10 g/l NaCl
ad H20dd
pH 7,0 (NaOH)
fiir LB,-Platten: 15 g/l Bacto Agar

Antibiotika Stammldsungen

Ampicillin Stammldsung (Amp): 100 mg/ml in 70 % EtOH
Chloramphenicol Stammlésung (Cm): 34 mg/ml in 70 % EtOH
Kanamycin Stammlésung (Kan): 50 mg/ml in H20y

Alle Antibiotika-Losungen wurden sterilfiltriert, bei -20 °C gelagert und bei Bedarf dem LB(-Medium bei einer
Temperatur von 50 °C oder weniger im Verhéltnis 1:1000 zugesetzt. Agarplatten und Flissigmedien wurden bei 4

°C gelagert.

2.1.5 Medien und Zusitze fiir Zellkultur

Medienzusitze fiir Zellkulturmedien wurden in getrennten Stammldsungen angesetzt und sterilfiltriert. D-PBS, FBS,
Penicillin-Streptomycin Losung und Trypsin wurden bereits steril, fiir Zellkulturanwendungen geeignet, bezogen.
Die verwendete FBS Lot.Nr. wurde vor Verwendung auf gutes Zellwachstum und Proliferation getestet, fiir alle

Arbeiten wurde die gleiche Lot.Nr. verwendet.

Medien fiir 293FT
Kulturmedium ohne Geneticin: 10% (v/v) FBS
1% Penicillin-Streptomycin Losung
0,1 mM MEM-NEAA
ad D-MEM
Kulturmedium mit Geneticin: 500 pg/ml Geneticin
ad Kulturmedium
Einfriermedium: 10% (v/v) DMSO
ad Kulturmedium
-> sterilfiltrieren
Medien fiir hMSCs
Kulturmedium: 10% (v/v) FBS
1% Penicillin-Streptomycin Losung
ad AlphaMEM
Einfriermedium: 5% (w/v) BSA
10% (v/v) DMSO

ad Kulturmedium
- sterilfiltrieren
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Differenzierungsmedien fiir hMSCs

Basalmedium

Adipogenes Induktionsmedium:

Adipogenes Erhaltungsmedium:

Chondrogenes Differenzierungsmedium:

Osteogenes Differenzierungsmedium:

Medien fir HT1080

Kulturmedium:

Einfriermedium:

Medien fiir U20S

Kulturmedium:

Einfriermedium:

Weitere Zellkulturlésungen und Medienzusétze

Trypsin (1x)

10% (v/v) FBS
1% (v/v) Pen/Strep Losung
ad D-MEM

10% (v/v) FBS

1% (v/v) Pen/Strep Losung
1 uM Dexamethason

200 uM Indomethacin

0,1 mg/ml Insulin

1 mM IBMX

ad D-MEM

- sterilfiltrieren

10% (v/v) FBS

1% (v/v) Pen/Strep Losung
0,1 mg/ml Insulin

ad D-MEM

-> sterilfiltrieren

1% (v/v) Pen/Strep Losung

100 nM Dexamethason

1 mM Natriumpyruvat

195 uM L — Ascorbinséure-2-Phosphat
350 uM L - Prolin

1,25 % (v/v) ITS (100x)

5,35 pg/ml Linolséure

1,25 mg/ml BSA

ad D-MEM

- sterilfiltrieren

10 ng/ml TGF-B3, immer frisch zugeben

10% (v/v) FBS

1% (v/v) Pen/Strep Losung

100 nM Dexamethason

10 mM P — Glycerophosphat

50 uM L — Ascorbinsdure-2-Phosphat
ad D-MEM

-> sterilfiltrieren

10% (v/v) FBS
1% Penicillin-Streptomycin Losung
ad RPMI1640

10% (v/v) DMSO
ad Kulturmedium
- sterilfiltrieren

10% (v/v) FBS

1% Penicillin-Streptomycin Losung
ad McCoy's 5a Medium

10% (v/v) DMSO

ad Kulturmedium

- sterilfiltrieren

10% (v/v) Trypsin (10x)
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ad D-PBS

Blasticidin-Stammlésung 10 mg/ml Blasticidin S HCI
ad D-PBS
- sterilfiltrieren

Doxycyclin-Stammldsung 1 mg/ml Doxycyclin
ad D-PBS
- sterilfiltrieren

Polybrene-Stammldsung 8 mg/ml Polybrene
ad D-PBS
- sterilfiltrieren

Alle Kulturmedien wurden bis zu 8 Wochen bei 4°C aufbewahrt, Differenzierungsmedien bis zu 4 Wochen. Die
Medien fiir Kryokonservierung wurden immer frisch zubereitet. Zellkulturlésungen und Medienzusitze wurden in
kleinen Aliquots fiir bis zu 12 Monate, Blasticidin fiir 8 Wochen bei -20°C aufbewahrt. Die Aliquots wurden
maximal dreimal aufgetaut und eingefroren, danach verworfen. Fiir die Blasticidinselektion und die Doxycyclin-
Stimulation der Zellen wurden die Stammldsungen im Verhéltnis 1:1000 in Kulturmedium verdiinnt. Wahrend der
Transduktion der Zellen wurde die Polybrene-Stammlésung der Medium-Virus-Mischung im Verhéltnis 1:1000 (8
pg/ml) bis 1:1333 (6 pg/ml) zugesetzt.

2.1.6 Kits

Bei der Verwendung von Kits wurden die jeweils von der Herstellerfirma empfohlenen und mitgelieferten Losungen

und Puffer eingesetzt.

Alliance HIV-1 P24 ANTIGEN ELISA Kit Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Cloned AMV First Strand cDNA Synthese Kit Invitrogen, Karsruhe

DryEase Mini-Geltrocknungs Kit Invitrogen, Karsruhe

ECL Plus Western Blot Detektions Kit Amersham, Little Chalfont, UK
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

GenElute Plasmid Miniprep Kit Sigma-Aldrich, Deisenhofen

NucleoSpin Extract IT Kit Macherey-Nagel, Diiren

Quick Ligation Kit New England Biolabs, Ipswich, MA,USA
RNeasy Mini Kit mit QiaShredder Qiagen, Hilden

ViraPower Lentiviral Expression System Invitrogen, Karsruhe

BCA Protein Assay Kit Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA

2.1.7 Enzyme

Bei der Verwendung von Enzymen wurden die vom Hersteller empfohlenen und mitgelieferten Losungen und Puffer

eingesetzt.

Alkalische Phosphatase, aus Kdlberdarm (CIP) New England Biolabs, Ipswich, MA USA
DNA-Polymerase I, GroBes (Klenow) Fragment New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Gateway LR Clonase I Enzymmix Invitrogen, Karsruhe

Platinum Taq DNA-Polymerase High Fidelity Invitrogen, Karsruhe
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
RNase freies DNase Set Qiagen, Hilden

Taq DNA-Polymerase, Rekombinant Invitrogen, Karsruhe

2.1.8 Antikorper

Anti-GAPDH (IgM) aus Maus Biotrend, Kdln
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Anti-GFP (IgG) aus Maus Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Maus IgM aus Ziege, HRP konjugiert Santa Cruz Biotech., Heidelberg
Anti-Maus IgG aus Rind, HRP konjugiert Santa Cruz Biotech., Heidelberg

2.1.9 Marker und Standards

100 bp DNA-Marker Invitrogen, Karsruhe
250 bp DNA-Marker Invitrogen, Karsruhe
1kb DNA-Marker Fermentas, St. Leon-Rot
Seeblue Plus2 Protein-Marker Invitrogen, Karsruhe

2.1.10  Oligonukleotide

PCR Primer

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Zum Entwerfen der Primer und
Ausrechnen der Schmelztemperatur (Tm) wurde das Programm Clone Manager zu Hilfe genommen. Die
berechneten Annealing-Temperaturen der Primer liegen zwischen 50 °C und 60 °C. Es wurden, soweit moglich, die
iiblichen Regeln des Primerdesigns beriicksichtigt: Zusammengehorende Primerpaare sollten in etwa die gleiche
Schmelztemperatur {iber 50 °C haben, wobei fiir die Berechnung die tiberhdngenden Enden nicht beriicksichtigt
werden. Mindestens 18 Basen sollten komplementir sein und der GC Gehalt sollte tiber 50 % liegen. Primer sollten
mit G oder C enden und moglichst keine Sekundirstruktur ausbilden. Soweit nicht anders vermerkt, wurde die
Konzentration sdamtlicher Primer mit aqua ad iniectabilia auf 10 pmol/ul eingestellt. Primer fiir die Klonierung der
gewiinschten DNA-Fragmente aus den Template Vektoren wurden in Abhédngigkeit von den Zielvektoren entworfen,
wobei die Restriktionsschnittstelle im nicht-komplementiren Bereich, also im 5" iiberhdngenden Ende des Primers
liegt. Vor den eingebauten Restriktionsschnittstellen liegen 4-10 zufillig gewidhlte Basen, damit
Restriktionsendonukleasen binden kénnen. Die Position der Klonierungsprimer wurde durch die Lage der Anfangs
und Endsequenzen der gewiinschten DNA-Bereiche festgelegt.

In der folgenden Tabelle sind die Sequenzen, die fir die PCR verwendete Annealingtemperatur

(Bindungstemperatur), sowie die Grofle des amplifizierten Produkts zusammengefasst:

Tabelle 6: Primer fiir PCR.

Template Primersequenz Annealing- PCR- Produkt- Quelle
temperatur Zyklen grofie
(°C) (bp)
GAPDH Vorwirts: 5'- CAACTACATGGTTTACATGTTC-3 50 30 181 (Takahashi
Riickwirts: 5'-GCCAGTGGACTCCACGAC-3’ etal. 2003)
EGFP Vorwirts: 5'- CAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC -3 55 30 409 (Liu et al.
Riickwirts: 5'- CACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGG -3’ 2004)
Vorwirts:
. "CTGA -3’
pLP2 5-GACTGACCTGAGGTTGTACGCGGTTAGGAG-3 50 35 1099 Clone
Riickwirts: Manager

5’-GACTGACCTGAGGGCTGCAAGGCGATTAAG-3"

Kursiv gedruckte Nukleotide kennzeichnen die zufillig gewihlten Basen und rot gedruckte Nukleotide die Schnittstellen fiir das verwendete

Restriktionsenzym (Bsu361).
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Sequenzierprimer
Als Sequenzierprimer wurden die Primer fiir die Standardbindungsstellen in den jeweiligen Plasmiden ausgewahlt.

Sequenzierprimer wurden von der Firma Metabion (Martinsried) bezogen.

LightCycler Primer Sets

Fiir die quantitative PCR in der LightCycler I Maschine wurden speziell entwickelte und optimierte Primersets von
der Firma Search-LC (Heidelberg) erworben. Diese enthalten das jeweilige Primerpaar in einer optimalen MgCl,
Konzentration, einen quantifizierten Standard, eine Standard Stabilisierungslosung zur Verdiinnung des Standards,
hochreines PCR Wasser und eine cDNA Mischung aus mehreren humanen Zelllinien und 20 unterschiedlichen
Geweben. Die Primer sind gebrauchsfertig fiir die Verwendung mit dem LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green I. In dieser Arbeit wurden folgende Primersets verwendet:

- Human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

- Enhanced green fluorescent protein (EGFP)
- Blasticidin-S-deaminase (BSD)

2.1.11 Bakterienstimme

Die kompetenten Zellen wurden nach einer patentierten Modifikation der Methode von Hanahan hergestellt

(Hanahan 1983).

One Shot TOP10 chemisch kompetente E.coli (Invitrogen, Karlsruhe)

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG
Beschreibung: TOP10 E.coli-Zellen sind ideal fiir hocheffiziente Klonierung und Plasmid Vermehrung und

ermdglichen stabile Replikation von Plasmiden mit einer hohen Kopienzahl.

RapidTrans TAM1 chemisch kompetente E.coli (Active Motif, Rixensart, B)

Genotyp: mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araAl39 (ara-leu)7697 galU
galK rpsL endA1 nupG
Beschreibung: RapidTrans TAM1-Zellen sind hocheffiziente kompetente E. coli die die stabile Replikation

von Plasmiden mit einer hohen Kopienzahl erlauben.

Library efficiency DB3.1 kompetente E. coli (Invitrogen, Karlsruhe)

Genotyp: F- gyrA462 endA1 A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rg-, mp-) supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2
rpsL20(Sm®) xyl-5 A- leu mtl1
Beschreibung: Diese Zellen enthalten das gyrA462 Allel welches den Stamm resistent gegen die toxischen

Effekte des ccdB Gens macht. Sie konnen verwendet werden fiir die Vermehrung von
Plasmiden die das ccdB-Gen enthalten, wie die Gateway Plasmide von Invitrogen.

One Shot Stbl3 chemisch kompetente E.coli (Invitrogen, Karlsruhe)

Genotyp: F— mcrB mrr hsdS20(rz—, mg—) recA13 supE44 ara-14 galK2 lacY 1 proA2 rpsL20(Str") xyl-5
A leu mtl-1 endA1+
Beschreibung: Der Stbl3 E.coli Stamm wurde entwickelt fir die Klonierung von DNA mit direkten

Wiederholungen wie in lentiviralen Expressionsvektoren. Anders als TOP10 E.coli reduzieren
diese Zellen die Haufigkeit von ungewollten homologen Rekombinationen von langen
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endstindigen Wiederholungen (LTRs) wie sie in ViraPower lentiviralen und anderen
retroviralen Vektoren vorkommen.

2.1.12  Eukaryote Zellen und Zelllinien

293FT (Invitrogen, Karlsruhe)

Zelltyp: Genetisch modifizierte humane embryonale Nierenzellen
Quelle: Gewonnen aus der humanen 293F priméren embryonalen Nierenzelllinie.
Beschreibung: Epitheliale, adhdrente Zelllinie. Die 293FT Zelllinie ist besonders gut geeignet fiir die

Produktion von lentiviralen Vektoren. Sie exprimieren konstitutiv das grofle T-Antigen von
SV40 aus pPCMVSPORT6Tag.neo unter Kontrolle des CMV-Promotors (vgl. 2.1.1.2).

hMSC (Cambrex, East Rutherford, NJ, USA)

Zelltyp: humane mesenchymale Stammzellen
Quelle: Gewonnen und kultiviert aus humanem Knochenmark.
Beschreibung: Der Reinheitsgrad der Zellen wurde mittels Durchflulzytometrie getestet. Die Fahigkeit der

Zellen in die osteogene, chondrogene und adipogene Linie zu differenzieren wurde iiberpriift.
Die Zellen sind positiv fiir CD105, CD166, CD29 und CD44, negativ fiir CD14, CD34 und
CD45. In dieser Arbeit wurden Zellen zwei verschiedener Spender verwendet (Lot. Nr.:
2F1656, 4F0760).

HT1080 (LGC Promochem, Wesel)

Zelltyp: Fibrosarkom Zelllinie
Quelle: Gewonnen aus einem Bindegewebstumor eines 35 jahrigen Kaukasiers.
Beschreibung: Epitheliale, adhdrente Zelllinie etabliert aus einem Fibrosarkom. Die Zellen bilden in

immunsuppremierten Mausen Tumore aus. Die Zellen enthalten ein aktiviertes N-ras
Onkogen. Pseudodiploiditdt wurde hdufig beobachtet. Etwa 40% der Zellen haben neu
angeordnete Karyotypen mit einem extra Gruppe E Chromosom und ein fehlendes Gruppe C
Chromosom. Die Zellen zeichnen sich durch eine hohe Transduktionseffizienz aus und werden
als Kontrollzellen fiir Transduktionsstudien empfohlen.

U20S (LGC Promochem, Wesel)

Zelltyp: Osteosarkom Zelllinie
Quelle: Gewonnen aus einem Knochentumor in der Tibia eines 15 jéhrigen kaukasischen Madchens.
Beschreibung: Epitheliale, adhédrente Zelllinie etabliert aus einem Osteosarkom. Die U20S Zelllinie ist

chromosomal stark verdndert, mit Chromosmomen-zahlen im hypertriploiden Bereich. Sehr
wenige normale Chromosomen sind vorhanden, aber unter den Verdnderten gibt es einige
stabile Markerchromosomen. Die Zellen lassen sich leicht transfizieren.

2.1.13 Plasmide

pUC19, Linge 2,7 kb (Invitrogen, Karlsruhe)

Das pUC19-Plasmid enthilt eine flexible Klonierungsstelle (Polylinker, MCS) und ein Ampicillin-Resistenzgen.
Zusétzlich enthilt es das f-Galactosidase-Gen fiir die Identifizierung von rekombinanten Klonierungsprodukten. Das

pUCI19-Plasmid wird in dieser Arbeit als Positivkontrolle fiir die Transformation kompetenter E.coli verwendet.
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pTRE-tight, Lange 2.6 kb (Clontech-Takara, Saint-Germain-en-Laye, F)

In dieser Arbeit wird eines der verbesserten Tet-On Systeme verwendet (vgl. 1.2.2). Es handelt sich dabei um das
pTRE-tight-Plasmid von Clontech, welches den Pygn-Promotor (TREg,) verwendet, der aus einem optimierten
Tetrazyklin reaktivem Element (TRE,,), sowie einem minimalen CMV-Promotor (Pyi,cmy) besteht. Dieser ist im
Vergleich zu den traditionellen Tet-ON Systemen durch eine extrem geringe Basalaktivitit sowie hohe maximale
Induzierbarkeit gekennzeichnet. Das Plasmid trigt auflerdem ein Ammpicillin-Resistenzgen fiir die Selektion

transformierter E.coli, sowie den Col E1 ori Replikationsursprung.

pTet-On, Linge 7.4 kb (Clontech-Takara, Saint-Germain-en-Laye, F)

Das pTet-On-Plasmid exprimiert den reversen Tetrazyklin empfindlichen Transaktivator (rtTA) unter Kontrolle des
starken CMV-Promotors. tTA ist eine Fusion der Aminosduren 1-207 des tet Repressors (TetR) und der negativ
geladenen C-terminalen Aktivierungsdoméne (130 Aminoséduren) des VP16-Protein des Herpes Simplex Virus. pTet-
On ist identisch zu pTet-Off, auBer fiir vier Aminosaure Substitutionen, die den TetR in den rTetR und somit tTA in
rtTA dndern (pTet-Off enthilt auBerdem einige stille Mutationen). pTet-On wurde urspriinglich als pUHD17-1neo
von Gossen et al. beschrieben (Gossen et al. 1995). pTet-On kann mittels HindIII Restriktionsverdau von pTet-Off
unterschieden werden.

Der pTet-On-Vektor wird verwendet um stabile Tet-On Zelllinien zu generieren. Nachdem ein Vektor, welcher ein
Gen unter Kontrolle eines Tetrazyklin empfindlichen Elements (TRE) trégt, in eine Tet-On Zelllinie transfiziert wird,
bindet rtTA an TRE und aktiviert dadurch die Transkription in der Anwesenheit von Doxycyclin (Dox). Wenn Dox
aus dem Kulturmedium entfernt wird, wird die Transkription von TRE in einer stark konzentrationsabhingigen

Weise abgestellt.

pEGFP-N3. Lénge 4,7 kb (Clontech-Takara, Saint-Germain-en-Laye, F)

pEGFP-N3 kodiert eine in das rote Spektrum verschobene Variante des wildtyp GFP (Prasher et al. 1992), welche
fiir hellere Fluoreszenz und stirkere Expression in humanen und Séugetierzellen optimiert ist (Anregungsmaximum
= 488 nm; Emissionsmaximum = 507 nm). pEGFP-N3 kodiert fiir die GFPmutl Variante (Cormack et al. 1996), die
einen doppelten Aminoséureaustausch enthilt: F64L und S65T. Die kodierende Sequenz des egfp Gens enthélt mehr
als 190 stille Mutationen, die der bevorzugten humanen Codonverwendung entsprechen. Die flankierenden
Sequenzen wurden in eine Kozak Sequenz gedndert (Kozak 1987), um die Translationseffizienz in eukaryoten Zellen

noch weiter zu erhohen.

pENTRI11, Liange 2.7 kb (Invitrogen, Karlsruhe)

Das pENTR11-Plasmid erlaubt die Klonierung eines Gens von Interesse mittels Restriktionsendonukleasen in einen
Vektor, als Zugang in das Gateway-System von Invitrogen (Eingangsvektor).

Das Plasmid enthélt die rrnB T1 und T2 Transkriptions-Terminations-Sequenzen, um die Basalexpression des
klonierten Gens in E.coli zu verhindern (Orosz et al. 1991), um mdgliche Toxizitit zu reduzieren. Die attL1 und
attL2 Bereiche ermoglichen die gerichtete Rekombination des Eingangsvektors mit einem Gateway Zielvektor
(Landy 1989). Eine Kozak-Sequenz ermdglicht effiziente Initiation der Translation in eukaryoten Systemen (Kozak

1987). Das ccdB-Gen, welches zwischen den beiden attL Bereichen liegt, macht eine negative Selektion der
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Expressionsklone moglich. Ein Kanamycin-Resistenzgen ermdglicht ebenfalls die Selektion des Plasmids in E.coli.
Der Vektor enthélt einen pUC Replikationsursprung, der die Replikation in hoher Kopienzahl in E.coli ermdglicht.

Um den pENTRI11-Vektor erhalten und vermehren zu koénnen, miissen DB3.1 kompetente Zellen fiir die
Transformation verwendet werden, da dieser spezielle E.coli Stamm resistent gegen die toxischen Effekte des ccdB
Gens ist. Fiir die Gateway Klonierung muss das klonierte Gen das ccdB-Gen zwischen den beiden attl Stellen

ersetzen.

pLenti6/V5-DEST, Linge 8.7 kb (Invitrogen, Karlsruhe)

Der pLenti6/V5-DEST-Vektor ist ein Zielvektor, geeignet fiir die Verwendung mit der Gateway Technologie von
Invitrogen. Er ist so entworfen, dass bei der Verwendung von Invitrogen’s ViraPower lentiviralem Expressionsystem
eine Expression von rekombinanten Fusionsproteinen auf hohem Niveau in humanen und Sdugetierzellen moglich
ist. Die fiir das virale System relevanten Merkmale wurden bereits ausfiihrlich dargestellt (vgl. 2.1.1.2). Deshalb
werden hier nur die fiir die Klonierung relevanten Merkmale erléutert.

Um die Rekombination des Gens von Interesse aus einem Eingangsklon zu ermdglichen befinden sich unterhalb des
CMV-Promotors die zwei Rekombinationsbereiche attR1 und attR2. Zwischen diesen befindet sich ein
Chloramphenicol-Resistenzgen (Cm"), welches die Kontra-Identifizierung von Klonen ohne Transgen erméglicht.
Das ccdB-Gen, welches sich ebenfall zwischen den attR Bereichen befindet, erlaubt die negative Selektion von
Klonen ohne Insert, und das C-terminale V5 Epitop kann verwendet, werden um Fusionsproteine mittels eines anti-
V5 Antikorpers zu detektieren (Southern et al. 1991). Die Expression des Blasticidin-Resistenzgen wird neben dem
eukaryotischen Promotor auch von dem prokaryotischen EM?7-Promotor angetriecben. Da Blasticidin die
Proteinbiosynthese sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten inhibiert, ist die Blasticidinselektion ebenfalls in
E.coli moglich. Der Vektor enthélt auflerdem ein Ampicillin-Resistenzgen und einen pUC Replikationsursprung fiir
die Selektion und Replikation in hoher Kopienzahl in E.coli.

Um den pLenti6 V5-DEST-Vektor erhalten und vermehren zu kdnnen, miissen DB3.1 kompetente Zellen fiir die
Transformation verwendet werden, da dieser spezielle E.coli Stamm resistent gegen die toxischen Effekte des ccdB
Gens ist. Nach der Gateway Klonierung ersetzt das klonierte Gen das ccdB-Gen und das Cm"*-Gen zwischen den
beiden attR Bereichen.

Fiir diesen Vektor wird der Stbl3 E.coli Stamm fiir die Transformation empfohlen, da dieser Stamm besonders gut

geeignet ist fiir die Klonierung von DNA, welche direkte Wiederholungen enthilt, wie die LTRs der viralen DNA.

Packaging-Mix Plasmide pLP1, pLP2 und pLP/VSVG

Die Eigenschaften der Packaging-Mix Plasmide pLP1, pLP2 und pLP/VSVG wurden bereits ausfiihrlich dargelegt
(vgl. 2.1.1.2). Die isolierten Plasmide wurden freundlicherweise von Georg Malterer, Max-von-Pettenkofer-Institut,

LMU Miinchen, Pettenkofer Strale 9a, 80336 Miinchen zur Verfiigung gestellt.

2.1.14  Laborgeriite

-80°C Gefrierschrank, Typ 6485 GFL, Burgwedel
Analysenwaage, Typ 770-12 Kern, Balingen
Analysenwaage, Typ GJ4100-2M Kern, Balingen

Analysenwaage, LC621P Sartorius, Gottingen
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Dampfsterilisator, Typ Varioklav 300E
Digitalkamera, Typ DSC-S75
DurchfluBBzytometer, Typ BD FACSCanto
Einfrierbox fiir Kryordhrchen, Typ "Mr. Frosty"
Eismaschine, Typ TC401-C
Elektrophoresekammer, Typ AS, B1, B2
Elektrophoresekammer, Typ 40-0708
Elektrophoresekammer, Typ Mini Protean 3
Elektrophorese Spannungsquelle, Typ E 802
Elektrophorese Spannungsquelle, Typ E 132
Filmentwickler
Geldokumentationssystem, Typ Gel iX Imager
Glasskiivetten fiir Objekttriager
Hybridisierungsofen, Typ HB-1000
Inkubator, Typ BE 40
Kryostat, Typ Vacutome HM 200 OM
Kiihlblock, Typ Labtop Cooler (-20°C)
Kiihl-Gefrier-Kombination, Typ 561284
Kiihlzentrifuge, Typ BR4i, Rotor AB2.14
Kiihlzentrifuge, Typ CT422
Kiihlzentrifuge, Typ Megafuge 1.0R, Rotor 2704
LightCycler I
LightCycler Zentrifugenadapter
Magnetriihrer, Typ RCT-B
Mikroskop, Typ Axiovert S100

mit Axiocam, Typ MR
Mikrotiterplatten-Photometer,

Typ Digiscan 400
Mikrowellenherd, Typ HZ86 B000
Mikrozentrifuge, Typ GMC-060
Mini Trans-Blot Zelle
Minizentrifuge, Typ MCF-2360
Mischer Vortex-Genie 2, Typ G-560E
Mischer, Typ REAX IR
Neubauer Zahlkammer
Ofen, Typ EU53 Poupinel
PCR Thermocycler, Typ PTC-200

mit Alpha Unit Block 1 x 96 und 2 x 48
PCR Werkbank, Typ Captair Bio
pH-Meter, Typ pH525
Pipette, Typ Distriman
Pipette, Typ Mehrkanal 300 pl
Pipette, Typ Pipetman 2, 10, 20, 200, 1000 pl,

10 ml
Pipettierhilfe, Typ Pipetus-akku
Pipettierhilfe, Typ Pipetting Aid
Rontgenfilmkassette, Typ Hypercassette
Duran Glassware (Flaschen, Trichter, etc.)
Schiittelinkubator, Typ Inkubator 1000

mit Unimax 1010
Schiittelinkubator, Typ Certomat HK

mit Certomat R
Schiittler, Typ Rotamax 120
Sicherheitswerkbank, steril, Typ HS12/2
Spektrophotometer, Typ Biophotometer

mit Thermodrucker DPU414

H+P Labortechnik, Oberschlei3heim
Sony, Berlin, Germany

BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Nunc, Wiesbaden

Tritec, Hannover

Owl Separation Systems, Portsmouth, NH, USA
Peqlab, Erlangen

Bio-Rad, Mannheim

Consort, Turnhout, B

Consort, Turnhout, B

Kodak, Stuttgart

Intas SII, Gottingen

VWR, Darmstadt

UVP, Cambridge, UK

Memmert, Schwabach

Microm, Walldorf

Nunc, Wiesbaden

Liebherr, Ochsenhausen

Jouan, Unterhaching

Jouan, Unterhaching

Heraeus, Hanau

Roche, Grenzach-Wyhlen

Roche, Grenzach-Wyhlen

IKA, Staufen

Carl Zeiss, Berlin

ASYS Hitech, Eugendorf, A

Siemens, Miinchen

Daihan Labtech, Namyangju, KR
Bio-Rad, Mannheim

LMS, Tokyo, J

Scientific Industries, New York, NY, USA
Heidolph, Schwabach

Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Jouan, Unterhaching

Bio-Rad, Mannheim

Erlab, Koln

WTW, Weilheim

Gilson, Middleton, WI, USA
Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middleton, WI, USA
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
Gilson, Middleton, WI, USA
Amersham, Little Chalfont, UK
Schott Duran, Mainz

Heidolph, Schwabach

B.Braun, Melsungen

Heidolph, Schwabach

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Seiko Instruments, Neu-Isenburg
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Stickstoff Aufbewahrungstank,
Typ Thermolyne Locator JR
Stickstoff Vorratstank, Typ XL-120
Stoppuhr, Typ Labtimer
Thermomixer, Typ comfort mit Thermoblock fiir
1,5 ml, 15 ml, 50 ml
Tischzentrifuge, Typ 5415D
Tischzentrifuge, Typ Biofuge pico
Ultraschall-Generator, Typ Branson sonifier
UV Leuchttisch, Typ TFX-35.M 312 nm
Vakuumkonzentrator, Typ RC10-10 mit
Vakuum Pumpe, Typ AEPF63BL-4-SO
Wasserbad, Typ 1012
Zellkultur-Inkubator, Typ IG150
Zellkultur-Mikroskop, Typ Diavert
Zellkultur-Sicherheitswerkbank, steril,
Typ Antares 72
Zellkultur-Vakuum Pumpe, Typ VDE0530
Zellkultur-Zentrifuge, Typ Univ. 16R, Rotor 1624

2.1.15 Verbrauchsmaterial

Alufolie, Typ Universal 30

Deckgliser 24 x 50 mm

Faltenfilter, div. Typen

Filterpapier, Typ Mini Trans-Blot

Glasobjekttrager, Typ SuperFrost Plus

Handschuhe, Typ Sempercare edition

Handschuhe, Typ Sempercare nitrile

Kaniilen, Typ Microlane 3

Kryoréhrchen ,1,0, 1,8 ml

LightCycler Kapillaren, Typ 20ul

Mikrotiterplatten, Typ 96-well

Mikroliter Spritze, Typ Hamilton 1705 RN

Parafilm, Typ M

Paraflex Einbettwannen

Pasteurpipetten, Typ Glass, lang

PCR Reaktionsgefifle, 0,2 ml

Petrischalen @10 cm

Photometer Polystyrol Kiivetten, 1,5ml

Photometer Kiivetten, Typ UVette

Pipettenspitzen, 10 ul kurz, lang

Pipettenspitzen, 10 ml

Pipettenspitzen, 200, 1000 pl

Pipettenspitzen, 300 pl

Pipettenspitzen mit Filter, 10, 20, 200, 1000 pl

Pipettenspitzen, Typ DistriTips 125 pl,
1250 pl,12,5 ml

Plastikspritzen, Typ BD DiscarditIl 2, 5, 10, 20 ml

Plastikspritzen, Typ BD Plastipak, 50 ml

Polycarbonat Membranfilter, Porengréfe 8 pm

Polystyrol Petrischalen, ©@ 94 mm

Polystyrol Rundboden Roéhrchen, 5 ml

PVDF-Membran

Reagensgefifie, Kunststoff 15, 50 ml

Reaktionsgefafle, Kunststoff 0,5, 1,5, 2,0 ml

Rontgenfilme, Typ Lumi-Film

Barnstead Int., Dubuque, 1A, USA
Taylor-Wharton Harsco, Mildstedt
Oregon Scientific, Neu-Isenburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Branson Ultrasonics, Danbury, CT, USA
Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee, F
Jouan, Unterhaching

ATMA, Schwarzenbach/Saale

GFL, Burgwedel

Jouan, Unterhaching

Leitz, Wetzlar

Heraeus, Hanau
Neuberger, Freiburg
Hettich, Tuttlingen

VWR, Darmstadt

Menzel, Braunschweig
Schleicher & Schuell, Dassel
Bio-Rad, Mannheim
Menzel, Braunschweig
Semperit Techn. Prod., Wien
Semperit Techn. Prod., Wien
Becton Dickinson, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden

Roche, Grenzach-Wyhlen
Nunc, Wiesbaden

Hamilton, Bonaduz, CH

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA

IMEB, Chicago, IL, USA
Brand, Wertheim

Biozym, Oldendorf

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middleton, WI, USA
Gilson, Middleton, WI, USA
Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg

VWR international, Darmstadt

Gilson, Middleton, WI, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Costar, Pleasanta, CA, USA
Greiner, Solingen

Becton Dickinson, Heidelberg
Roche, Grenzach-Wyhlen
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Roche, Grenzach-Wyhlen
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Serologische Pipetten 2, 5, 10, 25, 50 ml

Skalpelle, #11

Spritzenaufsatzfilter, Typ Millex GP 0,22, 0,45 um
Zellkulturflaschen, 25, 75, 150, 225 cm?
Zellkulturplatten, 6-, 12-, 24-, 48-, 96-well
Zellkulturschalen, @ 6, 10cm

Zellschaber

2.1.16 Zusitzliches Material

Sarstedt, Niimbrecht

Feather Safety Razor, Osaka, Japan
Millipore, Eschborn

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Bacillol AF Bode-Chemie, Hamburg
Biocidal WAK Chemie, Steinbach Ts.
DNA Remover Minerva Biolabs, Berlin
Kohlendioxid Gas Linde, Pullach

Mycoplasma Off Minerva Biolabs, Berlin

2.1.17 Computerprogramme und Web tools

Adobe Illustrator CS

Adobe Photoshop CS
AxioVision, Version 4 SP1

BD FACSDiva, Version 4
Chromas Lite, Version 2

Clone Manager, Version 7
LightCycler Software, Version 3
MikroWin 2000

MS Office 2003

Sigmaplot, Version 8

Vector NTI Advance, Version 10

2.2 Methoden

Adobe Systems, Miinchen

Adobe Systems, Miinchen

Carl Zeiss, Berlin

BD Biosciences, San Jose, CA, USA
http://www.technelysium.com.au/
Sci Ed Software, Cary, NC, USA
Roche, Grenzach-Wyhlen
Mikrotek, Overath

Microsoft, Unterschlei3heim
SPSS, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

Bei allen mikrobiologischen Arbeiten und zur Anzucht wurden sterile Gerdte und Losungen verwendet. Soweit nicht
anders angegeben, wurde bei Raumtemperatur in einer sterilen Sicherheitswerkbank gearbeitet. Die Arbeiten wurden

in Anlehnung an Sambrook (Sambrook und Russel 2001) durchgefiihrt.
2.2.1.1 Kultivierung von E. coli

Plattenkulturen

Agarplatten wurden je nach Bedarf vor dem Giessen mit Antibiotikum versetzt. Die Anzucht der E. coli Stimme
erfolgte durch Animpfen mittels eines sterilen Zahnstochers oder einer Impfose aus einer kryokonservierten
Glyzerinkultur, einer Einzelkolonie oder direkt durch ausplattieren von 20 - 200 pl eines Transformationsansatzes
mit einem sterilen Drygalski-Spatel. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C oder fiir zwei Tage bei 25 °C im

Brutschrank mit dem Boden nach oben inkubiert.

Fliissigkulturen
Fliissiges LBy Medium wurde bei Bedarf mit Antibiotikum versetzt. Kleine Volumina (< 5ml) wurden mit einer

Einzelkolonie von Plattenkulturen mittels Impfose oder sterilem Zahnstocher angeimpft, groBere Volumina aus



Material und Methoden 63

stationiren Ubernachtkulturen in einer 1:500 bis 1:1000 Verdiinnung und bis zur gewiinschten Zelldichte (12 — 24h)
bei 37 °C inkubiert. Kleinere Ansétze (bis 5 ml) wurden in Reagenzgldsern im Schiittelinkubator (bei 200 — 300
U/min), groBere Volumina in Erlenmeyerkolben im Schiittelinkubator (mit 150 - 250 U/min) inkubiert. Die
Zelldichte wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm bestimmt. Eine Egy (Extinktion bei 600 nm) mit

dem Wert 1 entspricht ca. 8 x 10°® E. coli-Zellen pro ml Kultur.

Aufbewahrung der Bakterienkulturen

Agarplatten und Flissigkulturen wurden, mit Parafilm versiegelt, fiir begrenzte Zeit bei 4°C gelagert. Fiir die
Langzeitaufbewahrung wurden Bakterienkulturen in entsprechendem LB-Selektionsmedium als Glyzerinkulturen bei
—80°C gelagert. Hierzu wurden aus einer frischen, stationiren Ubernachtkultur 600 ul entnommen, in Kryordhrchen

mit 300 pl sterilem Glyzerin (50% v/v) versetzt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Bei allen molekularbiologischen Arbeiten wurden sterile Gerdte und Losungen verwendet. Die Arbeiten wurden in
Anlehnung an Sambrook (Sambrook und Russel 2001) durchgefiihrt. Soweit nicht anders angegeben, wurde bei
Raumtemperatur gearbeitet. Das verwendete Wasser zum Eluieren und Lésen von DNA, sowie in Enzymansétzen

war in der Regel Aqua ad iniectabilia.

2.2.2.1 Transformation kompetenter E. coli

Die Transformation der Zellen erfolgte mittels Hitzeschock nach einer vereinfachten Vorschrift von Hanahan
(Hanahan 1983). Nach Auftauen auf Eis wurden zu je 50 pl Zellsuspension 0,5 - 5 pl gereinigtes Plasmid bzw. 5 pl
Ligationsansatz gegeben und vermischt. Bei jeder Transformation wurden 10 pg pUC19-Plasmid als Positivkontrolle
in einem separaten Ansatz mit transformiert. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 30
Sekunden einem Hitzeschock von 42°C im Wasserbad unterzogen, wieder fiir 2 min auf Eis abgekiihlt und nach
Zugabe von 250 pl vorgewdrmtem SOC Medium bei 37°C unter leichtem Schiitteln (250 Upm) in einem
Thermomixer fiir 60 Minuten inkubiert. Dann wurden 20 - 200 pl des Ansatzes mit einem sterilen Drygalski-Spatel
auf Selektionsplatten mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und bei 37 °C mit dem Boden nach oben iiber

Nacht inkubiert.
2.2.2.2 Isolierung und Reinigung von DNA

Plasmid-Cracking

Mit dem ,,Plasmid-Cracking kdnnen Plasmid tragende Bakterienkolonien schnell und in groBer Anzahl identifiziert
werden. Hierbei dient die Plasmidgrosse als Merkmal, um Plasmide mit inseriertem Genfragment, d. h. die gesuchten
Transformanten, zu erkennen. Die Qualitdt und Reinheit der erhaltenen Plasmid-DNA ist nicht ausreichend fiir
weitergehende Anwendungen und muss mittels Gelextraktion verbessert werden.

Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher oder Impfose von der Agarplatte gepickt und direkt in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal gestrichen, oder eine 1,5 ml Fliissigkultur nach 3-6 h Inkubation bei 13.000 Upm fiir 1 min
zentrifugiert und in 50 pl EDTA-Losung (10mM) resuspendiert. Nach Zugabe von 50 pl 2x Cracking-Puffer wurden
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die Ansitze gemischt, 10 min bei 70 °C im Thermomixer inkubiert und nach Abkiihlen auf RT 2-3 min griindlich
gevortext. 20 pl der erhaltenen Losung wurden auf ein 1 % Agarose Gel aufgetragen. Als negative Kontrolle wurde
das entsprechende leere Plasmid aufgetragen, das sich durch sein Laufverhalten im Agarose Gel von den Plasmiden
mit inserierten Fragmenten unterscheiden ldsst. Die GroBe der Fragmente muss hierfiir mehr als 500 Basenpaare

betragen.

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Protokolle fiir die Plasmid-Isolierung basieren auf einer modifizierten alkalischen Lyse (Birnboim und Doly
1979; Le Gouill et al. 1994), gefolgt von einer Aufreinigung mittels einer Anionen-Tauscher Saule. Zur Gewinnung
von reiner Plasmid-DNA wurde eine Préparation mit dem GenElute Plasmid Miniprep Kit von Sigma-Aldrich
(Deisenhofen) aus 2 - 5 ml E. coli UN-Kulturen durchgefiihrt. Zur Priiparation groBerer Mengen Endotoxin freier
Plasmid-DNA fiir die Transfektion aus 200 — 300 ml Bakterienkultur kam der EndoFree Plasmid Maxi Kit von
Qiagen (Hilden) zum FEinsatz. Alle Kits wurden mit Losungen und Protokoll des jeweiligen Herstellers verwendet.
Die Elution bei der Mini-Préparation erfolgte in Regel in 50 pl H,O (ad iniectabilia), wobei das Eluat fiir einen
zweiten Elutionsschritt verwendet wurde um die Ausbeute zu erhohen. Die Resuspension bei der Maxi-Praparation
erfolgte in der Regel in 500 ul Endotoxin freiem TE Puffer Die DNA wurde anschlieBend direkt verwendet oder bei
-20 °C gelagert.

Auftrennung von DNA durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese erfiillt analytische, sowie priparative Aufgaben. Sie dient der Analyse von PCR
Reaktionen, Qualitatskontrolle, Konzentrationsabschétzung, der Suche nach Transformanten mit korrekten Vektoren
und zur préparativen Reinigung von DNA-Fragmenten, durch eine Auftrennung nach ihrer Form und Gréfle. Wenn
nicht anders vermerkt, wurden 0,7 — 2%ige Agarosegele verwendet, wobei sich die Agarosemenge nach der GroBe
der gesuchten Fragmente richtet. Bei Fragmentgréfien zwischen 5 kb und mehr wurden 0,7%, bei 0,5 kb bis 5 kb
0,7% bis 1,5% und bei weniger als 0,5 kb 1,5% bis 2% verwendet. Fiir die Gelherstellung wurde TAE Puffer mit der
entsprechenden Menge Agarose in der Mikrowelle aufgekocht und nach Abkiihlen auf 60°C mit 2 ul/100 ml
Ethidiumbromidlésung (1%) versetzt. Fiir analytische Gele wurden bis zu 500 ng, fiir priparative Gele, soweit
vorhanden, mehr als 500 ng DNA verwendet. Zu den DNA-Proben wurden 10 % (v/v) 10x BlueJuice DNA-
Auftragspuffer oder, bei Fragmenten mit einer Ldnge von weniger als 200 bp 17% (v/v) 6x Orange Loading Dye
DNA-Auftragspuffer gegeben. Die Ansdtze wurden je nach GroBe der erwarteten Fragmente zusammen mit den
100bp, 250 bp oder 1kb DNA-GrofBenstandards auf das erstarrte Gel aufgetragen und mit 1x TAE als Laufpuffer bei
einer Spannung von 5 - 7 V/em fiir 30 - 60 min elektrophoretisch aufgetrennt. Zum Ausschneiden von DNA-
Fragmenten aus dem Gel wurde es anschlieend auf einem UV-Leuchttisch (302 nm) betrachtet, die Dokumentation

erfolgte mittels eines Geldokumentationssystems.

Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Um linearisierte Plasmide, DNA-Fragmente oder PCR Produkte zu reinigen, wurden diese in préparativen
Agarosegelen der Grofe nach aufgetrennt. Die zu isolierenden DNA-Banden wurden unter UV-Belichtung mit

einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und in 2 ml Reaktionsgefafe iiberfiihrt. Das Prinzip der Gelextraktion



Material und Methoden 65

beruht auf dem Auflosen der Agarose und der Bindung der enthaltenen DNA an Glassoberflichen (Vogelstein und
Gillespie 1979). In dieser Arbeit erfolgt die Aufreinigung der DNA aus den Gelstiicken mittels Siliziumgel Sdulen
aus dem NucleoSpin Extract II Kit von Macherey-Nagel (Diiren) mit Losungen und nach dem Protokoll des
Herstellers. Die finale Elution wurde mit 30 ul H2O (ad iniectabilia) durchgefiihrt, wobei das Eluat fiir einen zweiten
Elutionsschritt verwendet wurde, um die Ausbeute zu erhéhen. Die DNA wurde anschlieBend direkt verwendet oder

bei -20°C gelagert.

Reinigung von DNA mit dem NucleoSpin Extract II Kit

Wenn keine Gelelektrophorese erfolgte, wurde zur Entfernung von Primern und Enzymen und zur Entsalzung nach
PCR, Restriktions- und Enzymansétzen eine Reinigung der DNA mit dem NucleoSpin Extract II Kit von Macherey-
Nagel (Diiren) durchgefiihrt. Dabei wurde nach Angaben des Herstellers verfahren. Die Elution erfolgte in 50 pul H,O
(ad iniectabilia), wobei das Eluat fiir einen zweiten Elutionsschritt verwendet wurde, um die Ausbeute zu erhohen.

Die DNA wurde anschlieBend direkt verwendet oder bei -20 °C gelagert.

Fillung von DNA

Wenn keine Gelelektrophorese oder Sdulchenreinigung erfolgte, wurde zur Entfernung von Primern und Enzymen
und zur Entsalzung nach PCR, Restriktions- und Enzymansitzen eine Reinigung der DNA, DNA-Fragmente oder
PCR Produkte mittels Ethanolfillung durchgefiihrt. Dies wurde auch durchgefiihrt, um gegebenenfalls die
Konzentration von besonders schwachen Proben zu erhéhen. Hierzu wurde die DNA-Losung mit 10%
Natriumacetatlosung (3 M, pH 5,2) versetzt und 2,5 Volumen eiskalter (-20 °C) Ethanol zugegeben. Bei DNA-
Fragmenten mit einer Linge von weniger als 1 kb wurde zur Erhéhung der Ausbeute zusdtzlich Glycogen als
Tréagersubstanz in einer Endkonzentration von 0,2 — 0,4 ug/ul zugegeben. Die Proben wurden gut gemischt und fiir
mindestens 30 Minuten bei -20°C inkubiert, gefolgt von einer 30 miniitigen Zentrifugation bei 4°C mit 14.000 Upm.
Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet in dem 5-fachen Volumen der urspriinglichen Probe mit 70%
Ethanol gewaschen, um verbleibende Salzreste zu 16sen. Nach einer Zentrifugation fiir weitere 10 Minuten bei
14.000 Upm und 4°C wurde der Uberstand vollstindig entfernt und das DNA-Pellet in einem Vakuum Konzentrator
fiir 10 — 20 Minuten getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde dann in einem geeigneten Volumen H20O (ad

iniectabilia) oder TE Puffer gelost.

Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrad von DNA

Die Bestimmung der DNA-Konzentration kann mittels eines Spektrophotometers bei einer Wellenlénge von 260 nm
erfolgen. Eine OD,gp mit dem Wert 1 entspricht ca. 50 pg doppelstrangiger DNA pro ml Probe. Das Verhéltnis
zwischen der Messung bei 260 nm und 280 nm ermdglicht eine Abschitzung der Reinheit der Nukleinsduren. Reine
DNA sollte ein E,40/Epg0 Verhiltnis von etwa 1,8 haben. Protein Verunreinigung reduziert diesen Wert (Manchester
1995; Wilfinger et al. 1997). Die Absorption bei 230 nm zeigt Verunreinigungen von z.B. Kohlenwasserstoffen,
Peptiden, Phenolen oder aromatischen Verbindungen. Das E4/E»;39 Verhiltnis sollte in reinen Proben groBer als 2,0
sein. Eine eventuelle Triibung der Losung kann korrigiert werden, durch die Verwendung der Hintergrundkorrektur
des E320 Wertes, der fiir reine Proben null sein sollte. Besonders unreine oder sehr schwach konzentrierte Proben

wurden nochmals mittels des NucleoSpin Extract II Kits oder Ethanolfillung gereinigt bzw. konzentriert.
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2.2.23 Sequenzanalyse von DNA

Die Sequenzierung von gereinigter Plasmid-DNA und PCR-Produkten wurde von der Firma Sequiserve
(Vaterstetten) unter Standardbedingungen nach dem Prinzip der Dideoxynukleotid-Methode von Sanger (Sanger et
al. 1977) durchgefiihrt. Die Analyse der Sequenzieransitze erfolgte in einem automatisierten ABI Prism 3730
Kapillarsequencer. Die Analyse der von Sequiserve erhaltenen Chromatogramme erfolgte mittels der kostenlosen

Software Chromas Version 2.

2.2.24 Isolierung und Reinigung von RNA

Alle Arbeiten mit RNA wurden in einer hochreinen RNase freien Umgebung durchgefiihrt. Bei allen Arbeiten mit
RNA wurde soweit moglich zertifizierte, RNase freie Plastikware und Losungen verwendet. Zum Pipettieren wurden
Filterspitzen verwendet. DEPC inaktiviert RNasen durch kovalente Modifikation. Fiir die Herstellung von RNase
freiem Wasser und Losungen (auBer Tris Puffer, fiir die DEPC behandeltes Wasser verwendet wurde) wurden diese
mit 0,1% DEPC versetzt und fiir 12 Stunden bei 37°C inkubiert, danach autoklaviert, wobei das DEPC zerfillt.
Wieder verwendbare Plastikware, sowie Elektrophoresewannen, wurden nacheinander mit 0,1 M NaOH, ImM
EDTA, 0,5% (w/v) SDS gewaschen, dann mit DEPC-Wasser und Ethanol gespiilt und Iuftgetrocknet. Glass- und
Porzellanmaterial wurde mit 0,5% (w/v) SDS gewaschen, gespiilt mit DEPC-Wasser und iiber Nacht bei 240°C im

Ofen gebacken. Soweit moglich wurde immer auf Eis bzw. gekiihlt gearbeitet.

Isolierung und Reinigung der gesamt-RNA aus kultivierten eukaryoten Zellen.

Die Isolierung und Reinigung von RNA aus Zellen erfolgte mit dem RNeasy-Mini-Préparation-Kit von Qiagen, laut
Anweisungen des Herstellers. Soweit nicht anders angegeben, erfolgte die Lyse der adhdrenten Zellen direkt in den
ZellkulturgefaBen. Hierzu wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen einmal mit dem gleichen
Kulturvolumen D-PBS gewaschen. Nach der Zugabe des Lysepuffers (RLT) wurde das Lysat mittels eines
Zellschabers gesammelt und zum homogenisieren auf eine QiaShredder Sdule pipettiert. Zum Entfernen von Spuren
genomischer DNA wurde der optionale DNase Verdau mit dem RNase freien DNase Set von Qiagen durchgefiihrt.
Die Elution erfolgte in 50 pl RNase freiem Wasser, wobei das Eluat fiir einen zweiten Elutionsschritt verwendet
wurde um die Ausbeute zu erhéhen. Die RNA wurde anschlieend direkt verwendet oder fiir kurze Zeit (bis 4

Wochen) bei -20°C gelagert. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -80°C.

Auftrennung von RNA durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese der RNA dient dem Uberpriifen der Integritit und der Auftrennung entsprechend der GroBe der
enthaltenen RNA-Fragmente. Die einzelnen ribosomalen RNA-Fragmente sollten hierbei als deutliche, scharfe
Banden zu erkennen sein. Das sichtbare Verhiltnis der 28S rRNA zu der 18S rRNA sollte etwa 2:1 betragen. Wenn
die ribosomalen Banden nicht scharf, sondern in die Richtung der kleineren RNAs verschmiert sind, ist es in der
entsprechenden RNA-Probe zu Degradierung gekommen. Fir RNA wurde eine modifizierte Agarose-
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt.

Fiir ein 1,2% RNA-Gel wurden 1,2 g Agarose eingewogen, 10 ml FA Gelpuffer (10x) zugegeben und dann mit
RNase freiem Wasser auf 100 ml aufgefiillt. Die Gelmischung wurde in der Mikrowelle aufgekocht und nach

Abkiihlung auf 60°C, 1,8 ml Formaldehyd (37%) und 2 pl/100 ml Ethidiumbromidlésung (1%) zugegeben. Vor dem
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Lauf wurde das Gel fiir mindestens 30 min in 1x FA Gellaufpuffer inkubiert, um ein Gleichgewicht zwischen Gel
und Laufpuffer herzustellen. Die RNA-Proben wurden im Verhiltnis 1:5 mit 5x RNA-Gelladepuffer versetzt und
gemischt. Danach wurde 3 bis 5 Minuten bei 65°C im Thermomixer inkubiert und auf Eis abgekiihlt, bevor die
Proben auf das Gel geladen wurden. Die Elektrophorese erfolgte bei 5 — 7 V/ecm in 1x Gellaufpuffer fiir 30 — 60
Minuten. Das Gel wurde anschliefend auf einem UV-Leuchttisch (302 nm) betrachtet, die Dokumentation erfolgte

mittels eines Geldokumentationssystems.

Fillung von RNA

Zur Reinigung von RNA oder um gegebenenfalls die Konzentration von besonders schwachen Proben zu erhéhen,
wurde ein Isopropanolféllung durchgefiihrt. Hierzu wurde die RNA-L&sung mit 10% Natriumacetatlosung (3 M, pH
5,2) versetzt und 2,5 Volumen eiskalter (-20 °C) Isopropanol, sowie Glycogen als Tridgersubstanz, in einer
Endkonzentration von 0,2 — 0,4 pg/ul zugegeben. Die Proben wurden gut gemischt und fiir mindestens 60 Minuten
bei -20°C inkubiert, gefolgt von einer 30 miniitigen Zentrifugation bei 4°C mit 14.000 Upm. Der Uberstand wurde
verworfen und das RNA-Pellet in dem 5-fachen Volumen der urspriinglichen Probe mit 75% Ethanol gewaschen um
verbleibende Salzreste zu 16sen. Nach einer Zentrifugation fiir weitere 30 Minuten bei 14.000 Upm, 4°C wurde der
Uberstand vollstindig entfernt und das RNA-Pellet in einem Vakuum Konzentrator fiir 10 — 20 Minuten getrocknet.
Das getrocknete Pellet wurde dann in einem geeigneten Volumen RNase freiem DEPC-Wasser, unter Erhitzung auf

55°C fiir 10 Minuten in einem Thermomixer, gelost.

Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrad von RNA

Die Bestimmung der RNA-Konzentration kann mittels eines Spektrophotometers bei einer Wellenldnge von 260 nm
erfolgen. Eine OD,¢, mit dem Wert 1 entspricht ca. 40 ug RNA pro ml Probe. Das Verhéltnis zwischen der Messung
bei 260 nm und 280 nm ermdglicht eine Abschitzung der Reinheit der Nukleinséuren. Reine, gut geloste RNA sollte
ein Eyg/Eagp Verhiltnis von etwa 1,9 — 2,1 haben. Protein Verunreinigung und schlecht geloste RNA reduzieren
diesen Wert (Manchester 1995; Wilfinger et al. 1997). Die Absorption bei 230 nm zeigt Verunreinigungen von z.B.
Kohlenwasserstoffen, Peptiden, Phenolen oder aromatischen Verbindungen. Das Ey¢y/E»3¢ Verhiltnis sollte in reinen
Proben grofler als 2,0 sein. Eine eventuelle Triibung der Losung kann korrigiert werden, durch die Verwendung der
Hintergrundkorrektur des E320 Wertes, der fiir reine Proben null sein sollte. Besonders unreine oder sehr schwach
konzentrierte Proben wurden nochmals mittels des RNeasy Mini Kits oder Isopropanolfillung gereinigt bzw.

konzentriert.
2.2.2.5 Enzymatische Modifikation von DNA

DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind in der Lage spezifische Abschnitte einer DNA-Sequenz zu erkennen, daran zu
binden und zu hydrolysieren (spalten) (Arber 1965; Danna und Nathans 1971; Smith und Wilcox 1970). Durch
Verwendung eines Enzyms, das zwei verschiedene Stellen schneidet oder einen Doppelverdau (zwei Enzyme
gleichzeitig oder hintereinander) konnen Bereiche gezielt ausgeschnitten und ersetzt werden (,,Klonierung®).

Schnittstellen, die tiberlappende Enden (engl.: sticky ends) generieren, sind erwiinscht, weil sie eine



Material und Methoden 68

enzymvermittelte Verbindung (Ligation) wesentlich leichter gestalten als stumpfe Enden (engl.: blunt ends). Die
enzymatische Aktivitit wird in Units (U) angegeben, wobei 1 U der Enzymmenge entspricht, die nétig ist um 1
Mikrogramm DNA in einer Stunde komplett zu schneiden. Generell wurden Restriktionsansétze in dieser Arbeit mit
einem leichten Enzymiiberschuss durchgefiihrt. Die Gesamtmenge an Enzymlosung sollte dabei 10% des
Ansatzvolumens nicht {ibersteigen, da Glycerin, ein Hauptbestandteil der Enzymldsung, die Enzymaktivitit inhibiert.
Fiir analytische Verdaue wurden Restriktionsansétze in 20 pl Reaktionsvolumen mit ca. 100 - 500 ng Plasmid-DNA
oder PCR Produkt und jeweils 2 U der jeweiligen Restriktionsenzyme hergestellt. Die mitgelieferten Puffer und BSA
wurden laut Angaben des Enzymherstellers eingesetzt. Die Inkubation erfolgte 1,5 - 3 Stunden bei den empfohlenen
Temperaturen.

Préaparative Ansitze fiir die Klonierung wurden in 50 pl Endvolumen unter Einsatz von bis zu 10 pg DNA mit bis zu
20 U der jeweiligen Enzyme unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen fiir mindestens 2 h durchgefiihrt.
Alle Ansétze wurden mit Wasser (ad iniectabilia) auf das entsprechende Endvolumen aufgefiillt.

In einem Doppelverdau mit zwei Restriktionsenzymen, die gleiche Reaktionsbedingungen erfordern, wurden beide
Enzyme simultan verwendet. Bei unterschiedlichen Pufferbedingungen wurde das Enzym mit Niedrigsalz-Puffer
zuerst verwendet und nach der Inkubationszeit, durch Zugabe von hdher konzentriertem Puffer und dem
entsprechenden Enzym, die zweite Hydrolyse gestartet. Bei unterschiedlicher Inkubationstemperatur wurde zunichst
der Ansatz bei niedriger Temperatur inkubiert, dann das zweite Restriktionsenzym zugegeben und bei hoherer
Temperatur inkubiert. War dies nicht moglich, wurde eine DNA-Reinigung oder Gelextraktion durchgefiihrt, bevor
der zweite Restriktionsverdau angesetzt wurde.

Nach der Reaktion wurden die Restriktionsansétze auf Agarosegelen analysiert und bei praparativen Ansitzen eine

Gelextraktion durchgefiihrt

Herstellung stumpfer DNA Enden

Aufgrund der im Plasmid vorhandenen Schnittstellen ist es nicht bei allen Klonierungen méglich geeignete
Endonukleasen zu verwenden, welche komplementére iiberhdngende Enden generieren. Daher ist es in solchen
Féllen notwendig Enzyme zu verwenden, welche stumpfe Enden generieren oder eines oder sogar beide der
iiberhdngenden Enden nachtréglich in stumpfe Enden zu modifizieren. Dies kann durch die Verwendung des grofen
(Klenow) Fragments der DNA-Polymerase I erreicht werden. Dieses Enzym ist ein proteolytisches Produkt der
DNA-Polymerase I aus E.coli, welches seine Polymerisations- und 3'—5" Exonuklease Aktivitit behalten, aber die
5'—3" Exonuklease Aktivitit verloren hat (Jacobsen et al. 1974). Es ermdglicht das Auffiillen von 5° Uberhiingen
und Entfernen von 3" Uberhiingen, um stumpfe DNA-Enden zu generieren.

Klenow-Ansitze wurden mit 1- 2 Mikrogramm in 50pul Gesamtvolumen durchgefiihrt. Der Ansatz enthielt 10% (v/v)
10x NEBuffer 2 ergénzt mit 8% (v/v) ANTP Mix (10mM) und 5 U Klenow-Enzym. Die Inkubation erfolgte fiir 60
Minuten bei 37°C. Die Reaktion wird durch Zugabe von EDTA (Endkonzentration: 10 mM) und Erhitzen auf 75°C
fir 20 Minuten in einem Thermomixer gestoppt. Die DNA wurde anschlieBend mittels Gelextraktion,

Saulchenreinigung oder Ethanolféllung gereinigt.
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Dephosphorylierung von DNA Enden

Bei Bedarf wurde der gereinigte linearisierte Vektor mit alkalischer Phosphatase (CIP) (Mossner et al. 1980)
behandelt, was zu einer Dephosphorylierung des Vektors fiihrt, um zu verhindern, dass einfach geschnittener oder
,blunt-end* Vektor im Ligationsansatz religiert.

Hierfiir werden pro Mikrogramm Plasmid-DNA (0,5 nug/10 ul), 0,5 U alkalische Phosphatase und 10% (v/v) 10x
NEBuffer 3 des Herstellers zugegeben. Nach 60 Minuten Inkubation bei 37 °C wurde die DNA mittels

Gelextraktion, Sdulchenreinigung oder Ethanolféllung gereinigt.

Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation dient der kovalenten Verkniipfung von DNA-Fragmenten mit Hilfe des Enzyms Quick T4 DNA-Ligase
aus dem Quick Ligation Kit. Ligationen wurden in der Regel mit 50 ng Vektor und dem 2 bis 6-fachen Uberschuss
an Insertionskonstrukt durchgefiihrt. Um die Ligationseffizienz iiberpriifen zu koénnen, wurden fiir jede Ligation
verschiedene Vektor/Insert Verhaltnisse benutzt und eine zusitzliche Reaktion mit H,O statt Insert angesetzt, um die
Menge an religiertem Vektor, ohne Insert, abschitzen zu kénnen. Das Volumen der Mischung wurde auf 10 pl mit
Wasser (ad iniectabilia) aufgefiillt und 10 pl Quick Ligation Puffer (2x) zugegeben und gemischt. Nach Zugabe von
1 pl Quick T4 DNA-Ligase wurde der Ansatz kurz zentrifugiert und fiir 5 — 15 Minuten bei Raumtemperatur (25°C)
inkubiert. Der Transformationsansatz wurde entweder bei -20°C aufbewahrt oder 5 pl wurden direkt fiir die

Transformation von 50ul kompetenter E.coli verwendet.

Gateway LR Klonierung

Die Gateway-Technologie ist eine universelle Klonierungmethode, die den Vorteil der sequenzspezifischen
Rekombinationsfihigkeit des Bacteriophagen Lambda ausnutzt (Landy 1989), um eine schnelle und hocheffiziente
Maoglichkeit zu bieten DNA-Sequenzen in mehrere Vektorsysteme einzubringen. Im Folgenden und in Abbildung 11

wird die Gateway-Technologie schematisch gezeigt:

attB1-Gen-attB2 x attPl-ccdB-attP2 «  attL1-Gen-attL2 x attR1-ccdB-attR2

(Expressionsvektor) (pDONR) (Eingangsvektor) (Zielvektor)

Die attB x attP Reaktion wird von dem Gateway BP Clonase I Enzymmix; die attL x attR Reaktion von dem
Gateway LR Clonase II Enzymmix katalysiert. Das ccdB-Gen wird durch das F-Plasmid kodiert und verhindert das
Wachstum von E.coli (Bernard und Couturier 1992; Miki et al. 1992). “Gen” bezeichnet eine beliebige DNA-
Sequenz von Interesse (z.B. PCR Produkt, cDNA, genomische DNA).
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Gen ccdB
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Abbildung 11: Die Gateway LR Klonierung.

Ein Eingangsvektor, der das gewiinschte Gen flankiert von den Rekombinationsstellen enthélt, wird mittels LR Clonase mit dem Zielvektor,
welcher das ccdB-Gen enthélt rekombiniert, um den Expressionsvektor mit dem Gen und ein Nebenprodukt (pDONR) mit dem ccdB-Gen zu
erhalten. Durch Selektion der E.coli mit Ampicillin kénnen von den vier Moglichen Transformanten nur diejenigen wachsen, die den korrekten
Expressionsvektor aufgenommen haben (Bei Verwendung zu grofer Plasmidmengen, konnen Transformanten mit mehr als einem

Plasmidmolekiil entstehen). Ap": Ampicillin Resistenz; Km': Kanamycin Resistenz. Modifiziert nach (Invitrogen 2007).

Pro Reaktion wurden in einem 0,5 ml Reaktionsgefd 150 ng des Eingangsvektors (ENTR) und 150 ng Zielvektor
(DEST) eingesetzt und das Volumen mit TE Puffer auf 8 ul aufgefiillt. Der LR Clonase II Enzymmix wurde auf Eis
aufgetaut (ca. 2 Minuten), zweimal kurz (2 Sekunden) gevortext, 2 pl zu den Proben zugegeben und durch auf- und
abpipettieren gut gemischt. Als Negativkontrolle wurde fiir jeden Ansatz eine parallele Reaktion angesetzt in der die
LR Clonase II weggelassen wurde. Die Reaktionen wurden fiir 60 Minuten bei 25°C inkubiert. Danach wurde zum
Stoppen der Reaktion 1 pl Proteinase K Losung zugegeben, kurz gevortext und fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden 2 bis 3 pl des Ansatzes direkt fiir die Transformation von Stbl3 kompetenten E.coli verwendet.
Der Rest der LR Ansétze wurde fiir eine eventuell notwendige weitere Transformation bei -20°C fiir bis zu einer

Woche aufgehoben.

2.2.2.6 PCR Methoden

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) von Mullis (Mullis und Faloona 1987) ist
eine Methode zur schnellen und gezielten Amplifikation von DNA-Fragmenten. Sie kann préparative als auch
analytische Funktion haben. Als priparativ amplifizierendes Enzym wurde in dieser Arbeit die Platinum Taq DNA-
Polymerase High Fidelity mit Korrekturlesefunktion (engl.: proof-reading) verwendet. Fiir die analytische PCR von
kurzen DNA-Fragmenten wurde die Taq Polymerase ohne Fehlerkorrektur eingesetzt.

RNA kann nicht direkt als Template fiir die PCR eingesetzt werden und muss erst in DNA zuriick geschrieben
werden (engl.: reverse transcription). Der als RT-PCR benannte Prozess ist eine kombinierte Methode in der die

reverse Transkription mit der PCR Amplifikation der resultierenden cDNA (engl.: complementary DNA) verbunden
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ist (Lee et al. 1989). Die RT-PCR kann entweder direkt mit Genspezifischen Primern in einem Ansatz (engl.: one-
step RT-PCR) ablaufen oder die reverse Transkription wird mit universellen Primern durchgefiihrt, um die gesamte
RNA umzuschreiben und erst danach wird, getrennt davon, die PCR mit genspezifischen Primern durchgefiihrt
(engl.: two-step RT-PCR). Die Gefahr bei der einstufigen RT-PCR besteht in der Inhibition der PCR durch die
Komponenten der RT Reaktion, im Speziellen die Reverse Transkriptase (Fehlmann et al. 1993; Liss 2002; Sellner et
al. 1992). Daher wurde in dieser Arbeit die zweite Methode der getrennten cDNA Synthese verwendet, mit einer
verdiinnten cDNA als Template fiir die anschlieBende PCR, um inhibtorische Effekte der RT Komponenten
auszuschliefen.

Alle PCR Arbeiten wurden in einer sterilen PCR Werkbank durchgefiihrt. Es wurden Filterspitzen verwendet. Zum
Ansetzen der Losungen und Reaktionen wurde Wasser ad iniectabilia bzw. das in den Kits enthaltene DEPC-Wasser
oder hochreines PCR Wasser verwendet. Alle Komponenten wurden in einem Kiihlblock aufgetaut und alle

Reaktionen im Kiihlblock angesetzt.

Reverse Transkription

Die reverse Transkription wurde mit der reversen Transkriptase des avidren Myeloblastosis Virus (AMV) (Monahan
et al. 1976; Rougeon und Mach 1976) durchgefiihrt. Im Speziellen wurde das Cloned AMV First Strand cDNA
Synthesis Kit von Invitrogen verwendet. Fiir die cDNA Synthese wurde, wenn vorhanden, 1 Mikrogramm RNA
eingesetzt, ansonsten die gesamte vorhandene Menge. Bei Bedarf wurde die RNA in einem Vakuumkonzentrator
eingedampft. Etwaige Mengenunterschiede wurden durch die entsprechende Verdiinnung der cDNA fiir die PCR
wieder ausgeglichen. Als Primer wurden die im Kit enthaltenen Random Hexamer Primer verwendet. Die
Reaktionen wurden nach Angaben des Herstellerprotokolls in einem PCR Thermocycler durchgefiihrt, die
Synthesephase betrug 50 Minuten bei 50°C. Die Lagerung der nicht sofort fiir die PCR verwendeten cDNA erfolgte
bei -20°C.

PCR Amplifikation von DNA

Fiir die analytische PCR von kurzen DNA-Fragmenten wurde die rekombinante Taq Polymerase von Invitrogen
eingesetzt. Wenn 1 Mikrogramm RNA fiir die cDNA Synthese eingesetzt wurde, wurde die Template cDNA vor der
PCR um den Faktor 1:10 in Wasser verdiinnt, bei weniger RNA wurde der Verdiinnungsfaktor entsprechend
angepasst (z.B. 1:5 bei 0,5 pg). Fiir die praparative PCR wurde die Platinum Tag DNA-Polymerase High Fidelity mit
Korrekturlesefunktion verwendet. Wenn nicht anders vermerkt, wurden die PCR-Reaktionen unter Verwendung der
vom Hersteller der Polymerasen mitgelieferten Reaktionspuffer und Magnesium Ldsungen in diinnwandigen 0,2 ml

PCR GefiB3en, in folgenden Standardansétzen, durchgefiihrt:
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Tabelle 7: PCR-Ansitze.

Komponente Analytisch Priiparativ
Template DNA 1-5ul 50 ng
verdiinnte cDNA  Plasmid-DNA
10x PCR Reaktionspuffer 2 ul Sul
10 mM dNTP Mix 0,4 pl 1l
50 mM MgCl, 0,6 ul -
50 mM MgSO, - 2 ul
Vorwirts Primer (10uM) 0,5 ul 1l
Riickwirts Primer (10uM) 0,5 ul 1pl
Taq DNA-Polymerase (5U/ul) 0,2 pl 0,2 ul
(Taq) (Platinum Taq)
Aqua ad iniectabilia ad 20 ul ad 50 pl

Wenn moglich wurde ein Mastermix fiir mehrere Reaktionen mit den gleichen Primern hergestellt, um die
Handhabung der kleinen Volumina zu erleichtern. Bei allen PCR Reaktionen wurde pro Primerpaar eine
Negativkontrolle, in der das Template durch Wasser ersetzt wurde, mit angesetzt. Bei allen PCR Reaktionen wurde
eine vereinfachte ,,hot start Methode verwendet. Hierzu wurden die PCR Ansitze erst aus dem Kiihlblock in den
Thermocycler gestellt, nachdem dieser bereits auf 95 °C erhitzt wurde. Dadurch wird die Template-DNA quantitativ
denaturiert, die Bildung unspezifischer Amplifikationsprodukte vermindert und die Ausbeute an PCR-Produkten
erhoht. Die eigentliche Amplifikation wurde in 25 - 35 Wiederholungen von (1) DNA-Denaturierung, (2) Primer-
Bindung (engl. Annealling) und (3) Primer-Extension im PCR Thermocycler bei beheiztem Deckel durchgefiihrt. Die
Einstellungen des Thermocyclers wurden je nach Primerpaar (vgl. Tabelle 6), Template-Lénge, Template-
Konzentration und verwendeter DNA-Polymerase variiert. In der Regel wurden folgende Standardbedingungen

verwendet:

Tabelle 8: Programmierung des PCR Thermocyclers.

Anzahl Schritt Analytisch Priparativ
Dauer Temp. Dauer Temp.
1x Anfangsdenaturierung 5 min 95°C 2 min 94°C
1) Denaturierung 30 sek 95°C 30 sek 94 °C
25-35x 2) Annealing 30sek | 50-60°C | 30sek | 50-60°C
3) Extension 1 min 72°C 1,5min | 68°C
1x Finale Extension 5 min 72°C 10 min 68 °C
1x Kiihlung 0 4°C © 4°C

Zum Abschluss wurden eventuell unvollstindige Amplifikate in einer verlangerten Extensionsphase komplettiert.

Die Lagerung der PCR Produkte erfolgte bei 4 °C iiber Nacht oder fiir lingere Zeit bei -20 °C.

Klonierung von PCR-Produkten

Nach einer Gelextraktion der PCR Produkte mit dem NucleoSpin Extract II Kit wurden diese zur gerichteten
Klonierung durch Restriktionsenzyme an ihren Enden geschnitten und in entsprechend vorbereitete Vektoren ligiert.
Die Restriktionsschnittstellen wurden direkt in der PCR-Reaktion durch entsprechend gewihlte Primer eingebaut

(vgl. Tabelle 6).
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Quantitative PCR Analyse in Echtzeit

Durch die quantitative PCR Analyse in Echtzeit (engl.: real-time quantitative polymerase chain reaction, rtqPCR)
konnten die Beschrinkungen der konventionellen, zeitaufwendigen quantitativen PCR (qPCR) Methoden
iiberwunden werden. Sie hat sich als eine Standardmethode zur Quantifizierung von Gen-Expressionsstirken, nach
der reversen Transkription (RT) von mRNA in komplementire DNA (cDNA), etabliert (Liss 2002). Bei der in dieser
Arbeit verwendeten Methode wird wahrend der PCR der Farbstoff SYBR Green, dhnlich wie Ethidiumbromid, in die
entstehenden PCR Produkte eingelagert und fluoresziert. Die Intensitdt der Fluoreszenz wird in jedem Zyklus der
PCR gemessen und ist proportional zur Menge des gebildeten PCR Produktes. Durch Vergleich mit der
Standardkurve wird eine absolute Quantifizierung der urspriinglich in der Probe enthaltenen Kopienanzahl des
Templates ermdglicht.

Die cDNA wurde verdiinnt und normiert in Bezug auf die eingesetzte RNA-Menge. Wenn 1 Mikrogramm RNA
verwendet wurde, wurde die cDNA um den Faktor 1:100 in hochreinem PCR Wasser verdiinnt. 10 pl wurden als
Template fiir die rtqPCR in der LighCycler II Maschine eingesetzt. Optimierte Primersets fiir die Detektion von
GAPDH, EGFP und BSD mit den zugehorigen Protokollen wurden in Verbindung mit dem LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green I Mix verwendet. Fiir jedes Primerpaar wurde ein Mastermix hergestellt, welcher 6 pl
hochreines PCR Wasser, 2 ul Primermix and 2 pl SYBR Green Mix pro Rektion enthielt. Das Rektionsvolumen
betrug 20 pl pro LightCycler Glasskapillare bestehend aus 10 pl verdiinnter cDNA und 10 pl Mastermix. Fiir jeden
Primer und jeden LightCycler-Lauf wurde eine Standardkurve generiert, die aus einer 10-fachen Verdiinnungsreihe
von 1:1 bis 1:1000 des im Primerset enthaltenen Standards bestand. Der periodische Durchlauf bestand aus einer
initialen Denaturierung bei 95°C fiir 10 Minuten, 45 Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 95°C fiir 10 Sekunden,
Primer Anlagerung fiir 10 Sekunden bei anfinglich 68°C mit einem Wechsel auf 58°C in Schritten von 0,5°C pro
Zyklus. Die Elongation erfolgte bei 72°C fiir 16 Sekunden, wihrend dessen die Datenerhebung im Einzelmodus
erfolgte. Die Geschwindigkeit des Temperaturwechsels zwischen den Schritten betrug 20°C pro Sekunde.

Im Anschluss wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die Spezifitdt des Signals zu bestitigen. Dafiir
wurden die Proben nach den 45 Zyklen erneut bei 95°C denaturiert, sofort auf 58°C fiir 10 Sekunden abgekiihlt und
mit einer Geschwindigkeit von 0,1°C pro Sekunde auf 95°C aufgeheizt. Die Schmelzkurve wurde durch
kontinuierliche Fluoreszenzmessung wihrend des Autheizens generiert. Jeder LightCycler-Lauf wurde durch
Abkiihlen der Maschine auf 40°C fiir 30 Sekunden abgeschlossen.

Die ausgegebenen Absolutwerte der Expressionsstirke von EGFP und BSD von jeder Probe wurden mit dem

korrespondierenden GAPDH-Gehalt normalisiert und die Werte als Relativwerte gezeigt.

2.2.3 Zellkulturmethoden

Alle Zelltypen wurden bei 37°C in befeuchteten Zellkultur-Inkubatoren in einer 5% CO, Atmosphére inkubiert. Fiir
die Kultivierung adhérenter Zellen wurden Zellkulturgefidle mit Nunclon Oberfliche verwendet. Alle verwendeten
Materialien, Losungen und Medien wurden sterilisiert und die Arbeiten in einer sterilen Sicherheitswerkbank

durchgefiihrt.
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2.2.3.1 Kultivierung von humanen Zellen

Humane mesenchymale Stammzellen
Humane mesenchymale Stammzellen wurden in Kulturmedium inkubiert. Die folgende Ubersicht zeigt die
verwendeten Kulturvolumina:

Gefil3 Volumen
T-225 Flasche 30 ml
T-150 Flasche 20 ml
T-75 Flasche 10 ml
T-25 Flasche 5 ml
Schale @10cm 7 ml
Schale @6cm 5 ml
6-Well Platte 2 ml
12-Well Platte 1 ml
24-Well Platte 500 pl
48-Well Platte 250 pl
96-Well Platte 150 pl

Zweimal wochentlich wurde das Medium gewechselt. Hierzu wurde das alte Medium komplett entfernt und durch
frisches ersetzt. Die Zellen wurden bis zu einer maximalen Konfluenz von 70% kultiviert und danach passagiert. Die
Aussaat der Zellen erfolgte in einer Zelldichte, so dass die Konfluenz am néchsten Tag ca. 20% - 50% betrug (2.500
— 6.500 Z/cm®). Fiir alle Transduktionen und Differenzierungsexperimente wurden Zellen, die nicht alter als 10

Passagen waren, verwendet.

293FT-Zellen

Die Zellen wurden nach dem Protokoll des Herstellers kultiviert. AuBler wahrend der Virusherstellung, wurden die
Zellen immer in Geneticin-haltigem Kulturmedium inkubiert. Da die Zellen aktiver sind und eine hohere
Stoffwechselrate haben als hMSCs, betrugen die Volumina des Kulturmediums in der Regel das 1,5-fache der fiir
hMSCs verwendeten Mengen. Medienwechsel wurden 2- bis 3-mal wochentlich durchgefiihrt. Die Zellen wurden
passagiert, bevor sie 90% Konfluenz erreichten. Es wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht iiberwuchsen, da
dies die Transfektionseffizienz beeinflusst. Die Zellen wurden in einer Zelldichte ausgesit, die einer Konfluenz von

20% - 30% (25.000 — 40.000 Z/cm?) am néchsten Tag entspricht.

HT1080-Zellen

Die Zellen wurden nach dem Protokoll des Herstellers kultiviert, aber ein RPMI1640-Medium verwendet. Da es sich
um eine Krebszelllinie handelt und diese Zellen sehr viel aktiver sind und eine sehr viel hohere Stoffwechselrate
haben als hMSCs, betrugen die Volumina des Kulturmediums in der Regel das Doppelte der fiir hMSCs verwendeten
Mengen. Medienwechsel wurden 2- bis 3-mal wochentlich durchgefiihrt. Die Zellen wurden passagiert, bevor sie
90% Konfluenz erreichten und es wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht {iberwuchsen. Die Zellen wurden in

einer Zelldichte ausgesit, die einer Konfluenz von 20% - 30% (25.000 — 40.000 Z/cm?) am néchsten Tag entspricht.
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U20S-Zellen

Die Zellen wurden nach dem Protokoll des Herstellers kultiviert. Da es sich ebenfalls um eine Krebszelllinie handelt,
betrugen die Volumina des Kulturmediums in der Regel das Doppelte der fir hMSCs verwendeten Mengen.
Medienwechsel wurden 2- bis 3-mal wochentlich durchgefiihrt. Die Zellen wurden passagiert, bevor sie 90%
Konfluenz erreichten und es wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht iiberwuchsen. Die Zellen wurden in einer

Zelldichte ausgesit, die einer Konfluenz von 20% - 30% (25.000 — 40.000 Z/cm?) am nichsten Tag entspricht.

2232 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden zu den oben genannten Zeitpunkten passagiert. Die Ernte der Zellen erfolgte durch Trypsinierung.
Trypsin gehort zu den sog. Endopeptidasen, die Eiweilmolekiile an bestimmten Stellen innerhalb der Eiweillkette
spalten. Trypsin ist eine Serinprotease. In Zellkulturlabors wird Trypsin verwendet, um adhérente Zellen vom Boden
der Kulturschalen zu 16sen bzw. um Zellen zu vereinzeln. Solange man die Zellen nicht zu lange mit Trypsin
behandelt, werden sie nicht geschidigt und nur die extrazelluldren Proteine werden gespalten.

Zum Trypsinieren wurde das Zellkulturmedium vollstdndig entfernt, und die Zellen vorsichtig im gleichen Volumen
D-PBS gewaschen um Mediumreste zu entfernen. Dann wurde je nach verwendetem Zellkulturgefa3 1/5 des
urspriinglichen fiir h(MSC angegebenen Volumens (z.B. 2 ml bei T-75) 1x Trypsin zugegeben und 5 — 10 Minuten
bei 37°C inkubiert, bis sich die Zellen von der Oberfliche abgeldst haben. Der Fortschritt wurde regelméfig unter
dem Lichtmikroskop kontrolliert. Wenn alle Zellen abgeldst waren, wurde zu dem Trypsin die doppelte Menge (z.B.
4 ml bei T-75) Kulturmedium zugegeben, um das Trypsin mit dem enthaltenen Serum zu inaktivieren. Die
Zellsuspension wurde anschlieBend mit 500 x g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und in einer geeigneten Menge vorgewiarmtem Kulturmedium resuspendiert. Die Aussaat der Zelle

erfolgte dann in den oben angegebenen Zelldichten in frischen KulturgefaB3en.

2.2.33 Zellzihlung mittels Neubauer Zihlkammer

Um die Zellzahlen zu bestimmen, wurden diese in einer Neubauer Zdhlkammer ausgezéhlt. Hierzu wurde die
Zellsuspension gut gemischt, um eine gleichmdfige Verteilung zu erreichen. Dann wurde ein kleiner Teil der
Zellsuspension so verdiinnt, dass die Gesamtzahl der gezdhlten Zellen nicht kleiner als 100 und nicht grofer als
1,000 war. Von dieser Verdiinnung wurden 20 pl entnommen und mit 10 pl Trypanblau Féarbeldsung versetzt und ein
bis zwei Minuten inkubiert. Die lebenden Zellen nehmen den blauen Farbstoff nicht auf, die toten Zellen farben sich
aufgrund von Schidden in der Zellmembran blau an. Somit konnten lebende und tote Zellen beim Zihlen
unterschieden werden. Die obere und untere Kammer einer Zahlkammer wurden befiillt und jeweils alle Felder der
vier AuBlenquadrate (A, B, C, D) ausgezdhlt. Hierbei wurden Zellen die auf den linken und oberen Feldlinien lagen
nicht mitgezahlt, Zellen die auf den rechten und unteren Feldlinien lagen wurden gezahlt. Die Zellzahl wurde mittels

der folgenden Formel berechnet:
(A +B+C+D+A,+By+CytDy) /2 /4 x 1,5 x 10* = Z/ml
Die Quote der lebenden Zellen konnte mit folgender Formel berechnet werden:
[1,00 - (Anzahl blauer Zellen / Gesamtanzahl Zellen)] x 100

Der Prozentsatz an lebenden Zellen sollte fiir gesunde Kulturen in der log-Phase mindestens 95% betragen.
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2.2.34 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden wie beschrieben trypsiniert und in einer Dichte von 1 — 2 x10° Z/ml in Einfriermedium
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf Kryordhrchen verteilt, pro Roéhrchen wurde 1 ml der Suspension
eingefiillt. Die Gefdfle wurden dann in eine spezielle Einfrierbox fiir Zellkultur Kryordhrchen gestellt und diese dann
iiber Nacht in einem -80°C Gefrierschrank gelagert. Dadurch wurde ein optimaler Einfrierprozess mit einer
Abkiihlung von 1°C pro Minute erreicht. Am néchsten Tag wurden die KryorShrchen in einen Stickstoff
Aufbewahrungstank umgelagert.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese zundchst aus dem fliissigen Stickstoff geholt und in ein 37°C Wasserbad
gegeben bis die Zellsuspension aufgetaut war. Um das DMSO des Einfriemediums zu entfernen, wurde die
Suspension anschlieBend in ein 15 ml Reagensgefal mit vorgewdrmtem Kulturmedium iiberfiihrt und fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur mit 500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in frischem
Kulturmedium resuspendiert und in ein Zellkulturgefdl mit der entsprechenden Menge vorgewédrmtem Medium
iiberfiihrt. Die Zellen wurden iiber Nacht unter Normalbedingungen inkubiert und am ndchsten Tag unter dem
Mikroskop tiberpriift. Um den Anteil der durch das Einfrieren und Auftauen abgestorbenen nicht adhirenten Zellen

zu entfernen, wurde darauthin ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

2.2.3.5 Differenzierung von hMSCs

Um den Stammzell-Charakter der hMSCs zu bestétigen, wurden die Zellen in vitro in die adipogene, osteogene und
chondrogene Richtung differenziert (Pittenger et al. 1999). Als Negativkontrolle wurden Zellen identisch in

Basalmedium ohne Differenzierungszusitze kultiviert.

Osteogene Differenzierung

Die osteogene Differenzierung wurde nach Jaiswal (Jaiswal et al. 1997) durchgefiihrt.

Die Zellen wurden in einer Dichte von 5 x 10° Zellen pro well in 6-well Zellkulturplatten ausgesit. Die Konfluenz
spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierungsfahigkeit der Zellen (McBeath et al. 2004), daher wurden sie
in Basalmedium (2 ml/well) kultiviert, bis zu einer Konfluenz von etwa 70%, dann wurde das Basalmedium durch
das osteogene Differenzierungsmedium ersetzt. Medienwechsel mit osteogenem Medium wurden 2- bis 3-mal
wochentlich durchgefiihrt. Die Stimulation erfolgte iiber einen Zeitraum von 16 Tagen, dann erfolgte die

Auswertung mittels Phasenkontrast und Fluoreszenzmikroskopie, sowie anschlieBender von Kossa Féarbung.

Adipogene Differenzierung

Die adipogene Differenzierung wurde, wie von Pittenger und Janderova publiziert, durchgefiihrt (Janderova et al.
2003; Pittenger 1998).

4 x 10’ Zellen pro well wurden in 12-well Zellkulturplatten ausgesit. Die Konfluenz spielt eine entscheidende Rolle
bei der Differenzierungsfahigkeit der Zellen (McBeath et al. 2004), daher wurden sie in Basalmedium (2 ml/well) bis
zu einer vollstindigen Konfluenz kultiviert. Die Differenzierung wurde dann durch Mediumwechsel mit adipogenem
Induktionsmedium gestartet. Mediumwechsel erfolgte dreimal wochentlich. Die Zellen wurden fiir fiinf Tage in

adipogenem Induktionsmedium kultiviert, dann fiir zwei Tage in adipogenem Erhaltungsmedium, dann wurde
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wieder zu Induktionsmedium gewechselt. Nach 16 Tagen erfolgte die Auswertung mittels Phasenkontrast und

Fluoreszenzmikroskopie, sowie anschlieBender Lipid Oil Red O Férbung.

Chondrogene Differenzierung

Die chondrogene Differenzierung wurde durch Kultivierung der Zellen im Pellet in Ubereinstimmung mit Mackay
und Derfoul durchgefiihrt (Derfoul et al. 2006; Mackay et al. 1998).

2,5 x 10° Zellen wurden pro Pellet eingesetzt. Die Zellen wurden nach Standardprotokoll geerntet und in einem 15
ml Reagensgefdl fiir 5 Minuten mit 150 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 1 ml
chondrogenem Differenzierungsmedium resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden noch einmal
resuspendiert und zentrifugiert, der Uberstand verworfen und durch 1 ml chondrogenes Differenzierungsmedium
ersetzt. Die Reagensgefafle mit den pelletierten Zellen wurden dann mit gelostem Deckel, um den Gasaustauch zu
gewihrleisten, inkubiert. Innerhalb von 24 Stunden bildeten die sedimentierten Zellen eine kugelformige Masse am
Boden des Gefifles, welche durch leichtes Anschnipsen des Gefdfles abgelost werden konnte. Medienwechsel
wurden 2- bis 3-mal wochentlich durchgefiihrt. Es wurde danach immer darauf geachtet, dass sich das Pellet frei
beweglich im Medium befand. Nach 5 Wochen Stimulation wurde das Zellpellet in D-PBS gewaschen und fiir 20
Minuten bei -20°C in eiskaltem Methanol fixiert. Die Auswertung erfolgte an Kryoschnitten mittels Phasenkontrast

und Fluoreszenzmikroskopie sowie anschlieBender Toluidinblau Farbung.

2.2.3.6 Transfektion

Fiir die Transfektion von eukaryoten Zellen mit Plasmid-DNA wurde das Lipofectamine 2000 Transfektionsreagens
verwendet. Die Transfektionen wurden im 6-Well Malistab durchgefiihrt. Alle Mengen und Volumina sind pro Well
angegeben.

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in 2 ml Kulturmedium ohne Antibiotika so ausplattiert, dass sie
am Tag der Transfektion 90 — 95% konfluent waren (~1x10° Zellen bei U20S). Fiir jedes Well wurden Lipoplexe
(vgl.: 2.1.1.3) wie folgt hergestellt: 4 Mikrogramm Plasmid-DNA wurden in 250 pl OptiMEM I serumreduzierten
Medium verdiinnt und vorsichtig gemischt. In einem separaten Rektionsgefdll wurden 10 pl Lipofectamine 2000 in
250ul OptiMEM I Medium verdiinnt und vorsichtig gemischt. Beide Ansdtze wurden fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die DNA mit dem Lipofectamine vorsichtig gemischt und fiir 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Auf jedes Well mit Zellen und Kulturmedium wurden dann die 500 pl Lipoplex
Suspension zugegeben und durch schwenken des Kulturgefdales gemischt. Die Platten wurden dann im Brutschrank
fir 5 — 6 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel mit Standard Kulturmedium. Die

transfizierten Zellen wurden frithestens 24 Stunden nach der Transfektion weiter verwendet.

224 Virologische Methoden

Alle virologischen Arbeiten und die Handhabung der Viren wurden geméaf} der Verfiigung des Klinikumsvorstandes
(Plewig und Auburger 2004) und den derzeit giiltigen Gesetzen und Verordnungen der Zentralen Kommission fiir die
Biologische Sicherheit und des Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit durchgefiihrt. Alle
virologischen Arbeiten wurden in einem S2 Labor des Max-von-Pettenkofer Instituts, Lehrstuhl fiir Virologie,

Pettenkoferstr. 9a, 80336 Miinchen durchgefiihrt.
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2.2.4.1 Herstellung der lentiviralen Vektoren

In dieser Arbeit wurde das ViraPower lentivirale Expressionssystem von Invitrogen fiir die Herstellung von
lentiviralen Vektoren zur stabilen Transduktion der Zielzellen verwendet. Die Priparation der Lentiviren erfolgte
nach den Anweisungen des Hersteller mit einigen geringfiigigen Anderungen nach Coleman (Coleman et al. 2003).
Fiir die Herstellung der lentiviralen Vektoren wurden 293 FT-Zellen verwendet, die nicht dlter als Passage 20 waren.
Um die Zellen zu synchronisieren, wurden sie nach dem Auftauen vor der Virusherstellung mindestens dreimal
passagiert. Die Zellen wurden trypsiniert, gezihlt und in einer Dichte von 1,2 x 10° Zellen/ml in FCS-haltigem
(10%) OptiMEM I ohne Antibiotika resuspendiert. 35,7 pg ViraPower lentiviraler Packaging-Mix und 11,9 pg des
jeweiligen pLENTI6/V5-Expressionsplasmids wurden in 5,9 ml OptiMEM I Medium ohne Serum verdiinnt. Wenn
das pLP1/2-Plasmid (vgl. Abbildung 12) fiir die Virusherstellung verwendet wurde, wurde der Packaging-Mix
ersetzt durch 22,5 pg pLP1/2 und 13,2 pg pLP-VSVG. In einem getrennten Reaktionsgefdl wurden 142,8 pnl
Lipofectamine 2000 in 5,9 ml OptiMEM I Medium ohne Serum verdiinnt. Nach 5 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die verdiinnte DNA mit dem verdiinnten Lipofectamine gemischt und fiir weitere 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA-Lipofectamine Komplexe (Lipoplexe, vgl. 2.1.1.3) wurden dann
in eine T-225 Zellkulturflasche mit 19,8 ml serumhaltigen OptiMEM 1 ohne Antibiotika gegeben. AnschlieBend
wurden 19,8 ml der gut resuspendierten 293FT Zellsuspension (23,76 x 10° Zellen) in die Zellkulturflasche gegeben
und fiir 6 Stunden bei 37°C im Zellkultur-Brutschrank inkubiert. Nach 6 Stunden wurde das Medium mit den
Lipoplexen entfernt und durch 21 ml 293FT Kulturmedium ohne Geneticin ersetzt. 48 Stunden nach der
Transfektion wurde der virushaltige Zellkulturiiberstand geerntet, mit 3000 Upm bei Raumtemperatur fiir 15
Minuten zentrifugiert, um Zellreste zu sedimentieren und durch einen sterilen Millex-GP 0,45 pm
Spritzenaufsatzfilter gefiltert. Die Viruslosung wurde entweder direkt verwendet oder in 5 ml Aliquots bei -80°C fiir

bis zu 12 Monate aufbewahrt. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren wurde vermieden.

2.24.2 Transduktion der Zielzellen

Unbehandelter virushaltiger Uberstand wurde fiir die Transduktion der Zielzellen verwendet. Die Transduktionen
wurden nach den Angaben im Herstellerprotokoll durchgefiihrt. AuBer fiir die Titrations-Studien wurde der virale
Uberstand in einer 1:2 Verdiinnung verwendet. Normales Kulturmedium wurde fiir die Verdiinnung verwendet.
Wenn Polybrene verwendet wurde, ist es der Medium-Virus-Mischung in einer Endkonzentration von 6 ug/ml oder 8
pg/ml wéhrend der Infektion der Zellen zugesetzt worden. Untransduzierte Kontrollzellen wurden identisch
behandelt, auer dass die Menge an virushaltigem Medium durch normales Kulturmedium ersetzt wurde. Die
Zielzellen wurden einen Tag vor der Transduktion je nach Experiment und Zelltyp in verschiedenen Dichten und
Kulturgefalen ausgesdt. In der Regel wurden Transduktionen in 6-Well Platten oder T-75 Zellkulturflaschen
durchgefiihrt. Die Konfluenz der Zellen lag dabei zwischen 30% und 50%. Das Tranduktionsvolumen betrug 2 ml
bzw. 10 ml. Am Tag der Transduktion wurde das Kulturmedium entfernt und durch die Virus-Polybrene-Mischung
ersetzt. Die Zellen wurden unter normalen Zellkulturbedingungen bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Am Tag nach der
Transduktion wurde das Virus- und Polybrene-haltige Medium entfernt und durch das jeweilige Kulturmedium ohne

Blasticidin ersetzt. Die Selektion mit Blasticidin (10 pg/ml) wurde frithestens am zweiten Tag nach der Transduktion
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begonnen, um den Zellen eine Regenerationsphase zu ermdglichen. Wenn nicht anders vermerkt, erfolgte die

Blasticidinselektion iiber einen Zeitraum von 12 - 15 Tagen.

2.24.3 Titration

Um den lentiviralen Titer zu bestimmen, wurde die Titration des virushaltigen Uberstands in HT1080 und hMSCs
und die Farbung der resistenten HT1080 Kolonien nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt, mit einigen
Anpassungen in Bezug auf hMSCs. Fiir hMSCs wurden T-75 Zellkulturflaschen verwendet und das Kulturvolumen
wurde auf 5 ml angepasst, um die gleiche Multiplizitit der Infektion (engl.: multiplicity of infection, MOI; absolute
Virusmenge pro Zelle) und Verdiinnungsfaktor in HT1080 und hMSCs zu erreichen, um diese vergleichen zu
konnen. Am Tag vor der Transduktion wurden die Zellen trypsiniert und gezzhlt. 2 x 10° Zellen wurden pro Well
bzw. Flasche in 6-Well Platten (HT1080) oder T-75 Flaschen (hMSCs) ausgesét, so dass sie zum Zeitpunkt der
Transduktion 30% bis 50% konfluent waren. Am Tag der Transduktion wurden 10-fache serielle Verdiinnungen von
10" bis 10” und eine Kontrolle ohne Virus vorbereitet. Fiir jede Verdiinnung wurde der lentivirale Uberstand mit
Kulturmedium auf 5 ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Das Kulturmedium der Zellen wurde entfernt und die jeweilige
Verdiinnung zu einem/einer Well/Flasche mit Zellen zugegeben. Polybrene wurde zu jeder Probe in einer
Konzentration von 6 pg/ml zugegeben. Die Kulturgefdfie wurden anschlieBend bei 37°C iiber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Virus-Polybrene-haltige Medium entfernt und mit 10 ml (T-75 Flasche) oder
5 ml (6-Well) Kulturmedium ohne Blasticidin ersetzt. Am zweiten Tag nach der Transduktion wurden die Zellen wie
folgt behandelt: Fiir die Blasticidinselektion und das Férben der resistenten HT1080 Kolonien wurde das Medium
entfernt und durch Medium mit 10 pg/ml Blasticidin ersetzt. Fiir die RNA-Isolation und die Bestimmung der EGFP
und Blasticidin Expressionslevel in HT1080 und hMSCs wurde das Medium entfernt und durch Kulturmedium ohne
Blasticidin ersetzt. Das jeweilige Medium wurde alle 3 - 4 Tage gewechselt. Die RNA-Isolation wurde am Tag 7
nach der Transduktion durchgefiihrt. Die Farbung der resistenten Kolonien erfolgte am dreizehnten Tag nach der
Transduktion. Keine lebenden Zellen konnten in der untransduzierten Kontrolle beobachtet werden und Antibiotika
resistente Kolonien, in den Wells, mit den Virusdverdiinnungen. Das Medium wurde entfernt, die Zellen zweimal
mit D-PBS gewaschen und 1 ml pro Well Kristallviolett-Farbelosung zugegeben. Nach 10 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Farbelosung entfernt und die Zellen wieder zweimal mit D-PBS gewaschen. Die blau
gefarbten Kolonien wurden gezihlt und der Titer der Lentiviruspréparation bestimmt. Diese Ergebnisse wurden dann

mit den mittels qPCR bestimmten EGFP und BSD Expressionsniveaus in HT1080 und hMSCs korreliert.

2.2.5 Fluoreszenz Durchfluflizytometrie (FACS)

Zell-Populationen die mit EGFP-Vektoren transduziert wurden, mit und ohne Blasticidinselektion (10 pg/ml),
wurden mittels Fluoreszenz-DurchfluBzytometrie (FACS) analysiert um den Prozentsatz EGFP exprimierender
Zellen zu quantifizieren. HT1080 und hMSCs wurden fiir die FACS-Analyse jeweils nach 5 und 14 Tagen Selektion
geerntet und einmal in FACS-Puffer gewaschen. Danach wurden die Zellen in 300 ul FACS-Puffer sehr gut
resuspendiert und in ein Sml BD Falcon Polystyrol Rundboden Rohrchen transferiert. Der FITC-A Kanal eines BD
FACSCanto Gerdts mit BD FACSDiva Software wurde verwendet, um den EGFP positiven Anteil der Zellen zu
bestimmen. Die Vorwérts- und Seitwirtsstreuung wurden verwendet, um eine Sammelbasis einzurichten mit der tote

Zellen und Zellreste ausgeschlossen werden konnten. Unspezifische Fluoreszenzsignale wurden durch Verwendung
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von untransduzierten Kontrollzellen bestimmt. Die Proben wurden mit einer mittleren FlieBgeschwindigkeit

gemessen. Es wurden jeweils 30.000 Ereignisse gezéhlt.

2.2.6 Immunoassays

P24 Antigen-ELISA

Fir den Nachweis, dass keine infektiosen Viren in der Zellkultur enthalten sind, wurde die Konzentration des viralen
Kernproteins p24 im Kulturmedium von Zellen, welche mit einer 1:2 Virusverdiinnung transduziert wurden,
gemessen. In der Abwesenheit von vermehrungsfahigen Lentiviren sollte die Konzentration iiber die Zeit abnehmen,
wihrend die Zellen mehrere Passagen durchlaufen. Wenn kein p24 mehr nachweisbar ist, dann ist auch kein intakter,
infektidser Virus enthalten. Um diese Abnahme zu kontrollieren, wurden Proben des Zellkulturiiberstandes bei jedem
Mediumwechsel und Passagieren abgenommen. Die Quantifizierung der p24-Konzentration mittels ELISA ist eine
weit verbreitete Methode die Virusmenge zu bestimmen (Klein et al. 2003; Lee et al. 2005; Sakuma et al. 2003;
Sastry et al. 2003; Van Maele et al. 2003; Yang et al. 1996). Mit dem kommerziell erhiltlichen Alliance HIV-1 P24
Antigen-ELISA-Kit wurde, unter Beachtung des mitgelieferten Protokolls, ein sehr sensitiver (3,5 pg/ml) anti-P24
ELISA durchgefiihrt (Escarpe et al. 2003). Es handelt sich dabei um einen ,,Sandwich* ELISA unter Verwendung
einer mit Antikorper beschichteten Mikrotiterplatte und eines Detektionsantikorpers.

Fiir jeden Test wurde eine Standardkurve generiert, indem zweifache Verdlinnungsreihen des im Kit enthaltenen
Standards von 100 bis 12,5 pg/ml integriert wurden. Normales Kulturmedium der jeweiligen Zellen wurde als
Losungsmittel und Negativkontrolle verwendet. Um die Zellkulturiiberstinde von transduzierten Zellen zu testen,

wurden 200 pl Uberstand direkt eingesetzt. Alle Messungen erfolgten im Duplikat.
2.2.7 Proteinchemische Methoden

2.2.7.1 Proteinisolation

Die Extraktion des Gesamt-Proteingehalts wurde durch Lyse der Zellen mittels RIPA- (engl.:
radioimmunoprecipitation) Puffer durchgefiihrt.

Eine Tablette Complete, Mini, EDTA-frei Proteaseinhibitor wurde pro 10 ml in RIPA-Puffer gelost. Die Zellen
wurden trypsiniert, geerntet und mit 500 x g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur sedimentiert. Der Uberstand wurde
entfernt, das Zellpellet in 5 ml D-PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Pro ~2 x 10° Zellen wurden 100 pl
eiskalter RIPA-Puffer (bei weniger Zellen mindestens 100 pl) zugegeben, die Zellen vorsichtig resuspendiert und die
Zellsuspension in einem 2 ml RektionsgefdB fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Zellen fiir 2 x 2 Sekunden mittels Ultraschall lysiert und weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Unlosliche Zellreste
wurden durch Zentrifugieren mit 14.000 Upm fiir 10 Minuten bei 4°C pelletiert und der Uberstand, welcher das
komplette Zelllysat enthielt, in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf3 {iberfiihrt. Das Zelllysat wurde immer auf Eis bzw. gekiihlt
gehandhabt, die Aufbewahrung erfolgte in Aliquots bei -80°C
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2.2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fiir die kolorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben, wurde das BCA Protein Kit nach den
Anweisungen des Herstellers verwendet. Der Assay wurde in 96-Well Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Als
Loésungsmittel wurde RIPA-Puffer verwendet. Fiir jeden Test wurde eine Standardkurve generiert, indem zweifache
Verdiinnungsreihen des im Kit enthaltenen BSA Standards von 1000 bis 15,6 pg/ml integriert wurden. Alle

Messungen erfolgten im Duplikat bei einer Wellenldnge von 562 nm.

2273 SDS-Polyacrylamidgel Elektrophorese (PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgel Elektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen,
basierend auf der Polypeptidldnge. Die Auftrennung der Proteine erfolgte diskontinuierlich durch Verwendung von
Sammel- und Trenngelen nach einer modifizierten Methode von Laemmli und Fling (Fling und Gregerson 1986;
Laemmli 1970).

Bei der Probenvorbereitung wurden 10 pg der Proteinproben mit 20% (v/v) 5% Laemmli-Auftragspuffer versetzt. Zur
Reduktion der Disulfidbriicken wurde DTT im Auftragspuffer verwendet. Vor dem Auftragen wurden die Proben
durch Erhitzen (5 min, 95° C) denaturiert, dann bis zum Auftragen auf Eis gelagert. Um das Molekulargewicht der
einzelnen Proteinbanden abschitzen zu konnen, wurde der vorgefarbte Seeblue Plus2 Molekulargewichts-Standard
mit auf die Gele aufgetragen. In dieser Arbeit wurden 10%-ige Trenngele (TG) und 5%-ige Sammelgele (SG) in
einem Mini Protean 3 Elektrophoresesystem benutzt. Die Elektrophorese dauerte 45-60 min bei einer konstanten
Stromstirke von 30 mA pro Gel (Geldicke: 0,75 mm) in 1x Laufpuffer (fiir SDS PAGE). Fiir eine GelgroBe von 8,5

x 6,5 x 0,075 cm wurden fiir ein Gel die folgenden Gellosungen verwendet:

Tabelle 9: Zusammensetzung der SDS-PAGE Gele

Komponente Sammelgel (2,5ml) Trenngel (5 ml)
H,O 1,72 ml 1,375 ml
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) 415 pl 1,65 ml

1 M Tris HCI (pH 6,8) 315 ul -

1 M Tris Base (pH 8,8) - 1,875 ml

10% SDS 25 ul 50 pl

10% APS 25 ul 50 pl
TEMED 2,5ul 2ul

Nach der Elektrophorese wurden die Glassplatten vorsichtig auseinander genommen, das Sammelgel entfernt und

das Trenngel fiir Coomassie-Farbung oder Immunoblotting (Westernblot) verwendet.

2.2.7.4 Gelfirbung nach Fairbanks

Grundlage der Fairbanks-Farbung von SDS-Gelen ist eine unspezifische Bindung des Farbstoffs Coomassie-Blau an
Proteine. Die Farbung erfolgte leicht modifiziert nach Fairbanks (Fairbanks et al. 1971). Alle Inkubationen erfolgten
in Kunstsoffwannen bei Raumtemperatur auf einem Schwenktisch unter leichtem Schiitteln. Es wurde darauf
geachtet, dass die Gele vollstindig von den Ldsungen bedeckt waren. Die SDS-Polyacrylamidgele wurden fiir 15
Minuten in Fixierlosung inkubiert. Nach dem Entfernen der Fixierlosung wurde Coomassie-Blau Farbelosung

zugegeben, die Wanne abgedeckt, fiir 30 Sekunden im Mikrowellenofen aufgekocht und fiir 15 bis 20 Minuten
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inkubiert. Nach dem Entfernen der Farbelosung wurde die Entfirbelosung zugegeben, wieder fiir 30 Sekunden im
Mikrowellenofen aufgekocht und fiir 15 bis 20 Minuten inkubiert. Die Entfirbung wurde jeweils mit frischer
Entfarbelosung solange wiederholt bis die unspezifische Hintergrundfarbung des Gels entfernt war. Nach einem
Waschschritt in Wasser wurden die Gele fiir die Langzeitaufbewahrung mit dem DryEase Mini-Geltrocknungs Kit,

gemil den Herstellerangaben, getrocknet.

2.2.7.5 Immunoblotting (Western Blot)

Nach der Separation durch SDS-PAGE konnen die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF Membran fiir die
Immunodetektion {ibertragen werden (Matsudaira 1987). Fir den Transfer wurde die Mini Trans-Blot Zelle
verwendet. Vor dem Zusammenbau der Blotapparatur wurde das Gel, Filterpapier und die Schwammchen fiir 15
Minuten in 1x Blotting Puffer inkubiert. Die PVDF Membran wurde auf die passende Grofle zurechtgeschnitten, fiir
15 Minuten bei Raumtemperatur in Methanol inkubiert und danach kurz (1 bis 2 Minuten) in H,O(4q) gewaschen.
Der Aufbau der Blottapparatur erfolgte wie vom Hersteller angegeben. Der Transfer wurde bei einen konstanten
Spannung von 100 V fiir 1,5 Stunden in 1x Blotting Puffer durchgefiihrt. Nach dem Blot wurde die Transfereffizienz
iiberpriift, indem das Gel anschlieBend mit Coomassie gefarbt wurde. Bei einer guten Bloteffizienz sind auf dem Gel
nur noch sehr schwache Proteinbanden zu sehen. Die Membran kann fiir bis zu drei Monate in Waschpuffer bei 4°C
aufgehoben werden.

Fir die Immunodetektion wurden alle Inkubationen in Kunstsoffwannen bei Raumtemperatur auf einem
Schwenktisch unter leichtem Schiitteln durchgefiihrt. Fiir jede Losung wurde eine eigene Wanne verwendet. Es
wurde darauf geachtet, dass die Membran immer vollstindig bedeckt war und mit der Seite, auf der die Proteine
haften, nach oben inkubiert wurde. Die Waschschritte wurden in groen Volumina (~100 — 200 ml) durchgefiihrt.
Zunéchst wurde die Membran zweimal 5 Minuten in Waschpuffer gewaschen und danach fiir mindestens 1,5
Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C in Blockierlosung inkubiert, um unspezifische
Proteinbindungsstellen abzublocken. Der jeweilige primdre Antikdrper wurde in Blockierlosung verdiinnt (Anti-
GAPDH (IgM) aus Maus 1:5000, Anti-GFP (IgG) aus Maus 1:2000) und mit der Membran iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Dann wurde die Membran griindlich fiir 4 x 7 Minuten in Waschpuffer gewaschen. Der jeweilige HRP-
konjugierte, sekundére Antikdrper wurde in Blockierlosung verdiinnt (Anti-Maus IgM aus Ziege 1:5000, Anti-Maus
IgG aus Rind 1:5000) und mit der Membran fiir 45 bis 90 Minuten inkubiert. Dann wurde die Membran wieder
griindlich fiir 4 x 7 Minuten in Waschpuffer gewaschen.

Nach den finalen Waschschritten wurde das Antikorper-Enzym-Konjugat mittels des ECL Plus Western Blot
Detektions Kit unter Verwendung des Herstellerprotokolls nachgewiesen. Die Membran wurde flir 5 Minuten mit der
ECL-L6sung inkubiert und danach kurz getrocknet. Durch das Auflegen eines Rontgenfilms, fiir eine Sekunde bis zu
30 Minuten, in einer Filmkassette wurde die von der Peroxidase katalysierte Lichtreaktion nachgewiesen. Der Film
wurde mittels eines automatischen Filmentwicklers entwickelt. Die gebundenen Antikérper konnen anschlieBend
wieder von der Membran abgeldst (engl.: stripping) werden, die Membran kann bis zu drei Monate in Waschpuffer

bei 4°C aufgehoben werden.
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2.2.7.6 Ablosen gebundener Antikérper (Stripping)

Das komplette Entfernen der primédren und sekundéren Antikorper von der Membran ist mdglich. Dadurch kann die
Membran mehrmals fiir Immunodetektionen mit verschiedenen Antikdrpern verwendet werden. Nach jeder
Detektion kann die Membran, wie oben beschrieben, gelagert werden.

Fiir die Antikdrper-Entfernung wurde die Membran in einem Hybridisierungsofen fiir 30 Minuten bei 50°C unter
méBiger Rotation mit Stripping Puffer inkubiert. Danach wurde die Membran 2 x 10 Minuten in Waschpuffer
gewaschen. Die vollstdndige Ablosung der Antikdrper wurde iiberpriift, indem die Membran mit ECL Plus Reagens
inkubiert und ein Film aufgelegt wurde. Wenn nach der Prozedur noch ein Signal erkennbar war, wurde der
Stripping Vorgang wiederholt, bis kein Signal mehr detektiert werden konnte. Danach wurde die Membran fiir eine

weitere Immunodetektion verwendet, indem mit dem Blocken der Membran begonnen wurde.

2.2.8 Histologische Methoden

2.2.8.1 Anfertigung von Kryoschnitten

Fir die Anfertigung von Kryoschnitten wurden die Zellpellets in Einbettwannen mit Einbettmedium ohne
Lufteinschliisse vollstindig bedeckt. Das Préparat wurde tiber fliissigem Stickstoff langsam abgekiihlt bis das
komplette Einbettmedium erstarrt war. Nach dem Herauslosen aus der Einbettwanne wurde das Préparat, mit
Einbettmedium auf dem Objekttrager des auf -20°C Betriebstemperatur gekiihlten Kryostaten, fixiert. Es wurden 12
pm Schnitte der Zellpellets angefertigt und fiir weitere Analysen auf Glasobjekttrager iibertragen und bei -20°C
gelagert. Die Auswertung der Kryoschnitte erfolgte mittels Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie, sowie

anschlieBender Toluidinblau-Farbung.

2.2.8.2 Von Kossa Firbung

Fiir die von Kossa Farbung wurde das Medium entfernt und die Zellen in D-PBS gewaschen. Die Zellen wurden fiir
15 Minuten in eiskaltem Methanol (100%) bei -20°C fixiert und fiir 20 Minuten in H,O(yg) rehydriert. Um die
Kalziumphosphat Einlagerung zu Firben wurden die Zellen fiir 10 Minuten mit 5% (w/v) Silbernitratldsung im
Dunkeln inkubiert und anschlieBend zweimal fiir 3 Minuten in H,O(y) gewaschen, gefolgt von 10 Minuten
Inkubation mit 1% Pyrogallollosung. Nach einmaligem Waschen fiir 3 Minuten in H,O(y44) wurde fiir 4 bis 5 Minuten
in 5% Natronlauge inkubiert und anschlieBend zweimal 3 Minuten in Leitungswasser gewaschen. Nachdem das
Leitungswasser durch H,O(yq) ersetzt wurde, wurden die gefarbten Zellen und Kontrollen mit einer Digitalkamera,

welche an ein Axiovert S100 Mikroskop angebracht war, dokumentiert.

2.2.8.3 Oil Red O Farbung

Fiir die Oil Red O Farbung wurde das Medium entfernt und die Zellen in D-PBS gewaschen. Die Zellen wurden fiir
2 Minuten bei 4°C in 4% Formaldehydldsung fixiert. Nach dem Waschen mit gekiihltem 50% Ethanol wurden die
Lipidvakuolen in den Zellen durch 20 Minuten Inkubation mit Oil Red O Arbeitslosung angefirbt. Um
iiberschiissige Farbelosung zu entfernen wurden die Zellen noch mal jeweils 12 Minute mit 50% Ethanol gefolgt von
H,0(44) gewaschen. Die gefarbten Zellen und Kontrollen wurden mit einer Digitalkamera, welche an ein Axiovert

S100 Mikroskop angebracht war, fotografiert.
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2.2.84 Toluidinblau Fiarbung

Anionische sulfatierte Proteoglycane wurden mittels der Farbung mit Toluidinblau nachgewiesen. Die Farbung der
extrazelluldren Matrix ist charakteristisch fiir die Ablagerung einer knorpeligen Matrix.
Die Schnitte der Zellpellets wurden mit 1% Toluidinblau Losung fiir | Minute gefarbt.
Anschliefend wurden die Objekttriger flir etwa 2 Stunden in Leitungswasser gewaschen, bis iiberschiissige
Farbelosung entfernt war. Die Deckgldser wurden dann mit DPX-Eindeckmedium auf den Objekttragern befestigt.
Nachdem das Medium iiber Nacht ausgehdrtet war, wurden die gefirbten Schnitte und Kontrollen mit einer

Digitalkamera, welche an ein Axiovert S100 Mikroskop angebracht war, dokumentiert.

2.29 Statistik

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewdhrleisten, wurden alle Experimente dreimal in analogem
Versuchsaufbau durchgefiihrt, wenn nicht anders vermerkt.

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Computerprogramm SigmaPlot. Standardabweichungen wurden mit
SigmaPlot berechnet. Signifikanzen wurden mit dem Student’s t-test berechnet. Ein Wert von p < 0,05 wurde als

signifikant erachtet. Die lineare Regression und die Korrelations-Koeffizienten wurden mit SigmaPlot berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung der lentiviralen Expressionsvektoren und pLP1/2

In der folgenden Abbildung sind alle in dieser Arbeit hergestellten lentiviralen
Expressionsvektoren und die verwendeten Verpackungsplasmide zusammengefasst. Sdamtliche
Plasmidkarten mit den eingezeichneten, verwendeten Restriktionsschnittstellen sind im Anhang

verzeichnet.
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Abbildung 12: Plasmidkarten der Expressions- und Verpackungsplasmide.
(A) Schematische Darstellung der in dieser Arbeit hergestellten lentiviralen Expressionsvektoren. (B) Schematische
Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten lentiviralen Verpackungsplasmide und des neu klonierten pLP1/2-

Packaging-Plasmids.

3.1.1 Klonierung der Negativkontrolle pLenti6/V5-mock

Fiir die Herstellung der lentiviralen Negativkontrolle (Attrappe, engl.: mock control) wurde die
komplette Expressionskassette, welche den CMV-Promotor, die attRl Stelle, das
Chloramphenicol-Resistenzgen, das ccdB-Gen und die attR2 Stelle enthélt, aus dem pLenti6/V5-

DEST-Plasmid entfernt, um das neue Plasmid pLenti6/V5-mock herzustellen. Hierfiir wurde das



Ergebnisse 86

Originalplasmid pLenti6/V5-DEST mit den Restriktionsendonukleasen Clal und Xhol
geschnitten und die resultierenden DNA-Fragmente mit Ladngen von 6314 bp und 2374 bp mit
einem Agarosegel aufgetrennt. Das gewiinschte 6314 bp Fragment wurde dann aus dem Gel
aufgereinigt und mittels einer Klenow-Reaktion wurden stumpfe DNA-Enden hergestellt. Die
Enzyme der Klenow-Reaktion wurden mittels S&ulchenreinigung entfernt, das DNA-Fragment
anschlieend religiert und fiir die Transformation von chemisch kompetenten Stbl3 E.coli
verwendet. Die anschlieBend gepickten Klone wurden mittels ,,Plasmid-Cracking® und
Kontrollverdau iiberpriift. Fiir den Kontrollverdau wurden die Restriktionsendonukleasen Mlul
und Sfol verwendet. Zum Uberpriifen, ob die Expressionskassette entfernt wurde, wurde in einer
Reaktion das Originalplasmid pLenti6/V5-DEST mit angesetzt (Abbildung 13). Zum Uberpriifen
des Kontrollverdaus an sich wurde zusétzlich das ungeschnittene Originalplasmid pLenti6/V5-
DEST und der gewédhlte pLenti6/V5-mock-Klon ungeschnitten zusétzlich mit auf ein Agarosegel
aufgetragen (nicht gezeigt). Nach Anfertigung einer endotoxinfreien Plasmid-Maxi-Praparation
wurde diese zur Kontrolle erneut nach dem selben Schema verdaut und anschlieBend mit dem

V5rev Primer sequenziert (nicht gezeigt). Die Richtigkeit des pLenti6/V5-mock-Plasmids wurde

hierdurch bestétigt.
8688 bp
1 2 1kb
Sfol 6316 bp
1
4867 b
4867 bp PLENTIBVS - mock 1449 bp P
8318 bp 3821 bp
Miul
1449 bp
Sfol \\
1kb Marker
2 Cm-R
4867 bp PLENTIGVS-DEST > 3821 bp
8688 bp
ccdB
Miul 2

Abbildung 13: Kontrollverdau der Klonierung der lentiviralen Negativkontrolle.

Die entsprechenden FragmentgrofBen sind auf der linken Seite schematisch dargestellt und sind ebenfalls auf dem
Gelfoto (rechts oben) eingezeichnet. Die Grofen der Banden des 1 kb DNA-Markers sind rechts unten dargestellt.
Die theoretisch erwarteten Fragmente konnten durch den Kontrollverdau identifiziert und die Integritit der mock

Kontrolle bestdtigt werden.
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3.1.2 Klonierung des EGFP Expressionsvektor pLenti6/VS+EGFP

Fiir die Herstellung des lentiviralen EGFP-Expressionsplasmids wurde die komplette cDNA des
EGFP aus dem pEGFP-N3-Plasmid direkt in das Zielplasmid pLenti6/V5-DEST kloniert, um das
neue Plasmid pLenti6/V5+EGFP herzustellen. Hierfiir wurden die Originalplasmide pEGFP-N3
und pLenti6/V5-DEST mit Restriktionsendonukleasen geschnitten. Fiir pEGFP-N3 wurde Notl,
fiir pLenti6/V5-DEST wurde MIul verwendet. Nach einer Reinigung wurden stumpfe DNA-
Enden mittels einer Klenow-Reaktion hergestellt. Nach einer weiteren Reinigung wurden beide
Plasmide mit EcoRI geschnitten, und die DNA-Fragmente auf einem Agarosegel aufgetrennt.
Von den beiden pEGFP-N3-Fragmenten mit Lingen von 3961 bp und 768 bp wurde das kleinere,
von den drei pLenti6/V5-DEST-Fragmenten mit Langen von 6875 bp, 1350 bp und 463 bp wurde
das groBte Fragment aufgereinigt, diese dann ligiert und fiir die Transformation von chemisch
kompetenten Stbl3 E.coli verwendet. Die anschlieBend gepickten Klone wurden mittels
»Plasmid-Cracking® und Kontrollverdau iiberpriift. Durch die Verwendung eines stumpfen und
eines lberlappenden Endes wurde eine gerichtete Klonierung moglich, daher war es im
Kontrollverdau nicht notwendig, die Orientierung des Inserts zu iberpriifen. Fiir den
Kontrollverdau wurde die Restriktionsendonuklease Kpnl verwendet, um zu {iberpriifen, ob das
Plasmid das EGFP Insert enthélt (Abbildung 14). Zum Vergleich wurde in einer
Restriktionsreaktion das Originalplasmid pLenti6/V5-DEST mit angesetzt (nicht gezeigt). Zum
Uberpriifen des Kontrollverdaus an sich wurde zusitzlich das ungeschnittene Originalplasmid
pLenti6/V5-DEST und der gewdhlte pLenti6/V5+EGFP-Klon ungeschnitten zusétzlich mit auf
ein Agarosegel aufgetragen (nicht gezeigt). Nach Anfertigung einer endotoxinfreien Plasmid-
Maxi-Préparation wurde diese zur Kontrolle erneut nach dem selben Schema verdaut und
anschlieend das gesamte Plasmid mit den Primern: EGFP-Nrev, EGFP-Cfor, Tac-Profor, CMV-
Profor, pSG5-3°, fl-ori-5'rev, BLA-Nrev, BLA-Cfor, ColE1-3 for, Lentil, Lenti2, EGFPrev,
AmpRintfor, AmpRintrev sequenziert (nicht gezeigt). Die Richtigkeit des pLenti6/V5+EGFP-
Plasmids und die korrekte Orientierung des EGFP Inserts wurde hierdurch bestdtigt.
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Abbildung 14: Kontrollverdau der Klonierung des pLenti6/V5+EGFP-Plasmids.

Die entsprechenden FragmentgroBen sind auf der linken Seite schematisch dargestellt und sind ebenfalls auf dem
Gelfoto (Mitte) eingezeichnet. Die Groflen der Banden des 1 kb DNA-Markers sind rechts dargestellt. Die
theoretisch erwarteten Fragmente konnten durch den Kontrollverdau identifiziert und die Integritdt des

pLenti6/V5+EGFP-Plasmids bestétigt werden.

3.1.3 Klonierung des promotorlosen Zielvektor pLenti6/VSACMV

Fir die Klonierung des selbstregulierten Tet-On-EGFP-Expressionsvektors war es zundchst
erforderlich, den CMV-Promotor aus dem pLenti6/V5-DEST-Plasmid zu entfernen, um das neue
Plasmid pLenti6/VSACMYV herzustellen.

Hierfiir wurden das Originalplasmid pLenti6/V5-DEST mit den Restriktionsendonukleasen Clal
und Spel geschnitten und die resultierenden DNA-Fragmente mit Lingen von 8077 bp und 611
bp mit einem Agarosegel aufgetrennt. Das gewlinschte 8077 bp Fragment wurde dann aus dem
Gel aufgereinigt und mittels einer Klenow-Reaktion wurden stumpfe DNA-Enden hergestellt.
Die Enzyme der Klenow-Reaktion wurden mittels S&ulchenreinigung entfernt, das DNA-
Fragment anschlieBend religiert und fiir die Transformation von chemisch kompetenten DB3.1
E.coli verwendet. Die anschlieBend gepickten Klone wurden mittels Kontrollverdau iiberpriift.
Fiir den Kontrollverdau wurden die Restriktionsendonukleasen Ndel und Xhol verwendet. Da die
Ndel Schnittstelle im CMV-Promotor liegt, sollte im Ndel Einzelverdau das Plasmid nicht
geschnitten werden, im Doppelverdau Ndel/Xhol wurde das linearisierte Plasmid erwartet. Zum
Vergleich wurde das Originalplasmid pLenti6/V5-DEST ebenso verdaut und zusammen mit
ungeschnittenem Plasmid auf ein Agarosegel aufgetragen (Abbildung 15). Die Richtigkeit des
pLenti6/VSACMV-Plasmids wurde auch durch Sequenzierung mit dem RRE-3for Primer
bestdtigt.
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Abbildung 15: Kontrollverdau der Klonierung des pLenti6/V5ACMV-Plasmids.

Die entsprechenden Fragmentgrofen sind auf der linken Seite schematisch dargestellt. Das Gelfoto (rechts oben)
zeigt die entsprechenden DNA-Fragmente. Die Groen der Banden des 1 kb DNA-Markers sind rechts unten
dargestellt. Die theoretisch erwarteten Fragmente konnten durch den Kontrollverdau identifiziert und die Integritét
des pLenti6/VSACMV-Plasmids bestitigt werden. UC: pLenti6/V5-DEST ungeschnitten (zirkulére und supercoiled
Laufform), C1: pLenti6/V5-DEST Ndel geschnitten, 8688 bp, C2: pLenti6/V5-DEST Ndel/Xhol geschnitten, 6508
bp, 2180 bp, 1: pLenti6/VSACMYV Ndel, ungeschnitten (Supercoiled Laufform), 2: pLenti6/VSACMV Ndel/Xhol,
8079 bp.

3.14 Klonierung des Tet-On-Expressionsvektors pLenti6 V5+rtTA

Fiir die Herstellung des lentiviralen rtTA-Expressionsplasmids wurde die komplette cDNA des
rtTA-Gens aus dem pTet-ON-Plasmid in das Zielplasmid pLenti6/V5-DEST kloniert, um das
neue Plasmid pLenti6/V5+1tTA herzustellen. Hierfiir wurde in einem ersten Schritt zunéchst das
Plasmid pENTRI11+1rtTA hergestellt, indem das Originalplasmid pTet-ON mit BamHI und das
pENTR11-Plasmid mit EcoRV, welches stumpfe Enden erzeugt, geschnitten wurde. Nach einer
Reinigung wurden mittels einer Klenow-Reaktion bei dem pTet-On-Plasmid stumpfe DNA-
Enden hergestellt. Nach einer weiteren Reinigung wurden beide Plasmide mit EcoRI geschnitten,
und die DNA-Fragmente auf einem Agarosegel aufgetrennt. Von den drei pTet-ON-Fragmenten
mit Langen von 3685 bp, 2681 bp und 1025 bp wurde das kleinste, von den drei pENTR11-
Fragmenten mit Langen von 2299 bp, 423 bp und 22 bp wurde das grofite Fragment aufgereinigt,
diese dann ligiert und fiir die Transformation von chemisch kompetenten Topl0O E.coli
verwendet. Die anschlieBend gepickten Klone wurden mittels ,,Plasmid-Cracking* und

Kontrollverdau tiberpriift (nicht gezeigt).
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Im nichsten Schritt wurde das rtTA-Gen mittels LR Clonase aus dem pENTR11+rtTA-Plasmid
in das pLenti6/V5-DEST-Plasmid rekombiniert, um den neuen lentiviralen Expressionsvektor
pLenti6/V5+rtTA zu generieren.

Die anschlieBend gepickten Klone wurden mittels ,,Plasmid-Cracking und Kontrollverdau
iiberpriift. Durch die Verwendung eines stumpfen und eines iiberlappenden Endes wurde eine
gerichtete Klonierung moglich, daher war es im Kontrollverdau nicht notwendig die Orientierung
des Inserts zu iiberpriifen. Fiir den Kontrollverdau wurde die Restriktionsendonuklease Kpnl
verwendet, um zu iiberpriifen ob das Plasmid das rtTA-Insert enthélt (Abbildung 16). Zum
Vergleich wurde in einer Restriktionsreaktion das Originalplasmid pLenti6/V5-DEST mit
angesetzt (nicht gezeigt). Die Richtigkeit des pLenti6/V5+rTA-Plasmids und die korrekte
Orientierung des rtTA-Inserts wurde auch durch Sequenzierung der endotoxinfreien Maxi-

Priparation mit dem CMV-Profor Primer bestitigt.
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Abbildung 16: Kontrollverdau der Klonierung des pLenti6/V5+rtTA-Plasmids.

Die entsprechenden FragmentgroBen sind auf der linken Seite schematisch dargestellt und sind ebenfalls auf dem
Gelfoto (Mitte) eingezeichnet. Die Groflen der Banden des 1 kb DNA-Markers sind rechts dargestellt. Die
theoretisch erwarteten Fragmente konnten durch den Kontrollverdau identifiziert und die Integritdt des

pLenti6/V5+rtTA-Plasmids bestdtigt werden.

3.1.5 Klonierung des selbstregulierten Tet-ON-EGFP-Expressionsvektor

Die Klonierung des selbstregulierten Tet-ON-EGFP-Expressionsvektors erfolgte in mehreren
Schritten (Abbildung 17A). Fiir die Herstellung des neuen Plasmids wurde das EGFP aus pEGFP-
N3, sowie der rtTA aus pTet-On, jeweils hinter den TREjg-Promotor in das Zielplasmid
pLenti6/VSACMYV kloniert, um das lentivirale Expressionsplasmid pLenti6/V5ACMV+TRE;;gn-
rtTA-TRE,n-EGFP herzustellen. Die einzelnen Klonierungsschritte wurden jeweils durch
,Plasmid-Cracking” und geeignete Kontrollverdaue iiberpriift (nicht gezeigt). Durch die
Verwendung mindestens eines iiberlappenden Endes wurde eine gerichtete Klonierung moglich,

daher war es im Kontrollverdau nicht notwendig die Orientierung des Inserts zu iiberpriifen.
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Zunichst wurde die komplette cDNA des EGFP aus dem pEGFP-N3-Plasmid direkt in das
Zielplasmid pTRE-tight kloniert, um das neue Plasmid pTRE+EGFP herzustellen. Hierfiir
wurden  jeweils die  Originalplasmide = pEGFP-N3 und pTRE-tight mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRI und Notl geschnitten. Von den beiden pEGFP-N3-Fragmenten
mit Langen von 3961 bp und 768 bp wurde das kleinere, von den beiden pTRE-tight-Fragmenten
mit Léngen von 2553 bp und 52 bp wurde das groBere Fragment aufgereinigt, diese dann ligiert
und fiir die Transformation von chemisch kompetenten Top10 E.coli verwendet.

Im zweiten Schritt wurde die komplette cDNA des rtTA-Transaktivators aus dem pTet-On-
Plasmid ebenfalls direkt in das Zielplasmid pTRE-tight kloniert, um das neue Plasmid
PTRE;gh1tTA herzustellen. Hierfiir wurden jeweils die Originalplasmide pTet-On und pTRE-
tight mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI geschnitten. Von den drei pTet-On-
Fragmenten mit Langen von 3685 bp, 2681 bp und 1025 bp wurde das kleinste, von den beiden
pTRE-tight-Fragmenten mit Lingen von 2584 bp und 21 bp wurde das groBere Fragment
aufgereinigt, diese dann ligiert und fiir die Transformation von chemisch kompetenten Top10
E.coli verwendet.

Fir die weitere Klonierung wurde die EcoRI Schnittstelle aus dem pTREggntrtTA-Plasmid
eliminiert, wodurch das neue Plasmid pTREgetrtTA-AEcoRI entstand. Hierfiir wurde das
PTREghtrtTA-Plasmid mit EcoRI geschnitten, dann wurden mit Klenow stumpfe Enden
generiert, nach einer Reinigung religiert und fiir die Transformation von chemisch kompetenten
Top10 E.coli verwendet.

Im néchsten Schritt wurde nun die Expressionskassette, welche den TRE;gn-Promotor und das
EGFP-Gen enthilt, aus dem pTRE;g+EGFP-Plasmid in das pTREgt1tTA-AEcoRI-Plasmid
kloniert, um das neue Plasmid pTREgn-1tTA+TRE;gn-EGFP herzustellen. Dafiir wurde das
Plasmid pTRE;gt+EGFP mit Xhol und das pTREgtrtTA-AEcoRI-Plasmid mit Nhel
geschnitten. Nach einer Reinigung wurden stumpfe DNA-Enden mittels einer Klenow-Reaktion
hergestellt. Nach einer weiteren Reinigung wurden beide Plasmide mit Notl geschnitten und die
DNA-Fragmente auf einem Agarosegel aufgetrennt. Von den drei pTREgh+EGFP-Fragmenten
mit Lingen von 2005 bp, 1090 bp und 226 bp wurde das mittlere, von den beiden
PTRE;ign+1tTA-AEcoRI-Fragmenten mit Lingen von 3606 bp und 7 bp wurde das groBere
Fragment aufgereinigt, diese dann ligiert und fiir die Transformation von chemisch kompetenten

Top10 E.coli verwendet.
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Im weiteren Verlauf wurde nun aus dem pTREgh-1tTA+TRE;,n-EGFP-Plasmid die komplette
Expressionskassette, welche den TREggn-Promotor, das rtTA-Gen, den zweiten TREgn-
Promotor und das EGFP-Gen enthélt, in das pENTR11-Plasmid kloniert, wodurch das Plasmid
pENTRI11+TRE;jgn-1tTA-TREign-EGFP entstand. Daflir wurde das pTREggn-rtTA+TRE;gn-
EGFP-Plasmid mit Bbsl und das pENTRI11-Plasmid mit BamHI geschnitten. Nach einer
Reinigung wurden stumpfe DNA-Enden mittels einer Klenow-Reaktion hergestellt. Nach einer
weiteren Reinigung wurden beide Plasmide mit Notl geschnitten und die DNA-Fragmente auf
einem Agarosegel aufgetrennt. Von den beiden pTREgh-rtTA+TRE,n-EGFP-Fragmenten mit
Langen von 2483 bp und 2217 bp wurde das groBere, von den beiden pENTR11-Fragmenten mit
Léangen von 2302 bp und 442 bp wurde ebenfalls das groflere Fragment aufgereinigt, diese dann
ligiert und fiir die Transformation von chemisch kompetenten Top10 E.coli verwendet.

Im letzten Schritt wurde nun die komplette Expressionskassette, welche den TREjg-Promotor,
das 1tTA-Gen, den zweiten TREs-Promotor und das EGFP-Gen enthidlt, aus dem
pENTRI11+TREign-rtTA-TRE;h-EGFP mittels der LR Clonase in den neu hergestellten
Zielvektor pLenti6/VSACMV rekombiniert, um das endgiiltige lentivirale Expressionsplasmid
pLenti6/VSACMV+TRE;ign-1tTA-TREjon-EGFP  zu  generieren, welches nun fiir die
Transformation von chemisch kompetenten Stbl3 E.coli verwendet wurde.

Die GroBe des integrierten Fragments, sowie des Plasmids wurde mittels eines Xbal
Kontrollverdaus tiberpriift (Abbildung 17B). Zum Vergleich wurde in einer Restriktionsreaktion
das Originalplasmid pLenti6/V5-DEST mit angesetzt (nicht gezeigt). Nach Anfertigung einer
endotoxinfreien Plasmid-Maxi-Préparation wurde die richtige DNA-Sequenz des Inserts durch
Sequenzierung mit den Primern forattR1, rtTA-intfor, EGFP-Nrev, EGFP-Crev und EGFP-Cfor
bestétigt.
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Abbildung 17: Klonierung des selbstregulierten Tet-ON-EGFP-Expressionsvektor.

(A) Klonierungsstrategie fiir die Herstellung von pLenti6/V5ACMV+TREjg-1tTA-TREjgn-EGFP. Gezeigt sind
schematisch die einzelnen Klonierungsschritte. Die Positionen an denen mittels Restriktionsendonukleasen
geschnitten wurden sind mit 3< angedeutet. Erlduterungen siche Text. (B) Xbal Kontrollverdau von
pLenti6/VSACMV+TRE;g,-1tTA-TREyiq,-EGFP. Die entsprechenden Xbal Schnittstellen und FragmentgroBen sind
in (A) schematisch dargestellt. Das Gelfoto (links) zeigt die entsprechenden DNA-Fragmente. Die Groen der
Banden des 1 kb DNA-Markers sind rechts dargestellt. Die theoretisch erwarteten Fragmente konnten durch den
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Kontrollverdau identifiziert und die Integritit des pLenti6/VSACMV+TRE;g-1tTA-TRE g -EGFP-Plasmids

bestitigt werden.

3.1.6 Klonierung von pLP1/2

Fir die Klonierung des pLP1/2 lentiviralen Packaging-Plasmids wurde die komplette
Expressionskassette des Originalplasmids pLP2, welche den RSV-Promotor, das Rev-Element
und den polyA Bereich enthélt, in das pLP1-Plasmid integriert.

Da in den Plasmiden keine passenden Schnittstellen zur Verfligung standen, wurde hierfiir der
gewiinschte Bereich aus pLP2 mittels PCR amplifiziert. Die verwendeten Primer wurden so
entworfen, dass an den Flanken des PCR-Produkts Schnittstellen fiir die
Restriktionsendonuklease Bsu36l generiert wurden. Das PCR-Produkt wurde nach der PCR-
Reaktion mittels Gelextraktion aufgereinigt und in einem Restriktionsansatz mit Bsu36l
geschnitten. Der Zielvektor pLP1 wurde ebenfalls mit Bsu36l geschnitten und nach einer
Reinigung dephosphoryliert, danach wieder gereinigt und mit dem geschnittenen PCR Produkt
ligiert. Der Ligationsansatz wurde dann fiir die Transformation von chemisch kompetenten
TAMI1 E.coli verwendet.

Die anschliefend gepickten Klone wurden mittels ,,Plasmid-Cracking® und Kontrollverdau
iberpriift. Durch die Verwendung der gleichen Schnittstellen an beiden Enden war keine
gerichtete Klonierung moglich, daher musste die Orientierung des Inserts iiberpriift werden, da
ein Vektor, in dem die beiden konstitutiven Promotoren voneinander abweisend liegen, bevorzugt
wurde. Fir den Kontrollverdau wurde die Restriktionsendonuklease Bsu361 verwendet, um zu
iiberpriifen ob das Plasmid das Prsy-Rev-pA Insert enthélt (Abbildung 18). Zum Vergleich wurde
in einer Restriktionsreaktion das Originalplasmid pLP1 mit angesetzt (nicht gezeigt). Nach
Anfertigung einer endotoxinfreien Plasmid-Maxi-Préparation wurde die richtige Sequenz und
Orientierung des Inserts durch Sequenzierung mit dem QE-Profor und CMV-Prorev Primer
iiberpriift. Die Richtigkeit des pLP1/2-Plasmids und die korrekte Orientierung des Inserts wurden
hierdurch bestitigt.
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Abbildung 18: Kontrollverdau der Klonierung des pLP1/2-Pla