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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Gentherapie

1.1.1  Allgemeines

Bei der Gentherapie handelt es sich um ein Verfahren, bei dem durch das Einbringen
von Genen oder Genfragmenten in Zellen des Korpers eine Krankheit behandelt oder
ihr vorgebeugt wird. Dabei kann es sich sowohl um vererbte (z.B. Hadmophilie (Ponder
2006) oder Phenylketonurie (Ding et al. 2004; Ferrari et al. 2006)) und erworbene (z.B.
Krankheiten wie AIDS (Dropulic et al. 2006) oder Verletzungen (Eming et al. 2007))
oder um Krankheiten mit erblicher Vorbelastung (z. B. Tumorleiden (Breckpot et al.
2007), Diabetes mellitus (Samson et al. 2006)) handeln. Die Behandlung erfolgt dabei
in der Regel durch die Expression eines spezifischen Proteins in genetisch modifizierten
Zellen, das entweder direkte therapeutische Wirkung im Korper entfaltet oder das die
Expression bestimmter korpereigener Gene entsprechend den physiologischen
Erfordernissen reguliert. Die Gentherapieverfahren lassen sich in zwei Gruppen
einteilen. Zum einen Therapie zur Behandlung systemischer Krankheiten wie
metastasierender Tumoren oder Stoffwechselstorungen. Zum anderen die Behandlung
lokalisierter Krankheiten, die auf einzelne Organe oder Organteile beschréankt sind (z.B.

kutane Genodermatosen wie die Epidermolysis Bullosa (Ferrari et al. 2005)).

1.1.2  Methoden des Gentransfers

Die erste Hurde bei der Gentherapie besteht in dem Einschleusen der gewiinschten
genetischen Information in die Zielzellen. Da sowohl die transferierte DNA als auch die
Zellmembran negative Ladungen tragen und sich somit abstof3en, ist ein direkter
Transfer nicht sehr effizient. Es stehen jedoch verschiedene Methoden zu Verfligung,
dieses Problem zu l6sen. So kann die DNA in ,,Genfahren* (Vektoren) verpackt
werden, die die Einschleusung in die Zielzelle erleichtern.

Man unterscheidet beim Gentransfer zwischen In-vivo- oder Ex-vivo-Gentransfer. Beim

In-vivo-Transfer erfolgt der Gentransport direkt am Menschen. Bei der Ex-vivo-Variante
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werden die Zielzellen zuné&chst dem Kérper entnommen, im Labor kultiviert und nach

dem erfolgten DNA-Transfer wieder reimplantiert.

1.1.21 Physikalische Methoden

Als Alternativen zu biologischen oder chemischen Vektoren (Kapitel 1.1.2.2 und
1.1.2.3) gibt es einige physikalische Methoden, um unverpackte DNA in die Zielzellen
zu Uberfiihren. Die einfachste Mdglichkeit ist die direkte Injektion grofler Mengen
Plasmid-DNA. Dies kann entweder systemisch durch intravendse Injektion oder lokal
durch Injektion in das gewunschte Gewebe (z.B. Muskel, Leber, Haut) erfolgen. Die
Effizienz ist jedoch aufgrund der geringen Aufnahmeféhigkeit unverpackter DNA und
des schnellen DNA-Abbaus durch endogene Nukleasen sehr gering, so dass diese
Methode kaum zum Einsatz kommt (Niidome et al. 2002; Wells 2004).

Eine weitere Methode ist die Kombination von DNA-Injektion und Elektroporation, bei
der mit Hilfe eines elektrischen Feldes die Zellmembran permeabilisiert wird, so dass
die Aufnahmeféhigkeit flr die injizierte DNA deutlich erhoht ist. Die Anwendung ist
jedoch nur fir direkt zugangliche Gewebe, wie z.B. die Haut, mdglich (Niidome et al.
2002; Wells 2004).

Weitere Mdoglichkeiten sind die Zellpermeabilisierung mittels Ultraschall oder
Infrarotlaser, der ballistische Transfer von DNA-beschichteten Goldpartikeln mittels
,Gene-Gun* sowie der Transfer DNA-beschichteter magnetischer Nanopartikel mittels
Magnetfeld (Niidome et al. 2002; Wells 2004; Dobson 2006).

1.1.2.2 Nichtvirale Vektoren (Liposomen und Virosomen)

Liposomen sind Partikel, deren Hiille aus einer Lipiddoppelschicht, ahnlich der von
Zellmembranen, besteht. Sie bilden sich in-vitro spontan aus geeigneten
Lipidmischungen und eignen sich als Transportvehikel fir Nukleinsiuren oder Proteine.
Fur den Transfer von DNA in Zellen wird dem Lipidgemisch mindestens ein positiv
geladenes Lipid zur Abschirmung der negativen DNA-Ladung beigefiigt. Die
Aufnahme in die Zielzelle erfolgt durch Endozytose. Der Vorteil von Liposomen ist ihre
einfache, kostenginstige Herstellung, geringe Toxizitdt und die nicht vorhandene
Antigenitat. Nachteil ist die sehr geringe Effektivitat beim DNA-Transport, besonders
bei der In-vivo-Anwendung, aber bei vielen Zelltypen auch in-vitro (Felnerova et al.
2004).
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Bei den Virosomen handelt es sich um modifizierte Liposomen, denen Proteine von
Virushallen, wie z.B. das Hamagglutinin vom Influenzavirus, eingebaut sind. Dadurch
wird die Effizienz des DNA-Transports gegenlber Liposomen deutlich erhdht
(Felnerova et al. 2004; Daemen et al. 2005).

1.1.2.3 Virale Vektoren

Bei den viralen Vektoren handelt es sich um modifizierte Viren. Da bestimmte Viren in
humane Zellen mit hoher Effizienz eindringen konnen, finden sie in der Gentherapie
breite Verwendung. Sie werden fiir den Einsatz in der Gentherapie modifiziert, indem
ein GroRteil der viralen Gene durch die entsprechenden Therapiegene ersetzt wird. Sie
enthalten dann keine pathogenen Bestandteile mehr und sind auBerdem
replikationsinkompetent, so dass die Viren nur noch in speziellen Verpackungszelllinien
vermehrt werden koénnen. Das Eindringen der replikationsinkompetenten viralen

Vektoren in eine Zielzelle wird nicht mehr Infektion, sondern Transduktion genannt.

Die Eignung eines Virus fur den Einsatz in der Gentherapie hangt von mehreren
Faktoren ab: Die Mdglichkeit zur Erzielung ausreichend hoher Virustiter fur eine
effiziente Transduktion der Zielzellen, die Aufnahmekapazitdt des Virus flr die
Therapiegene, eine geringe Antigenitat, die Fahigkeit zur Infektion teilungsunféhiger
Zellen sowie zur Langzeitexpression der transferierten Gene im Menschen. Die vier
gangigsten Virusgruppen in der Gentherapie sind die Adenoviren, die Adeno-
assoziierten Viren (AAV) sowie die Onkoretroviren und Lentiviren, welche beide zur
Gruppe der Retroviren gehoren. Ihre Eigenschaften sowie VVor- und Nachteile werden in
den folgenden Kapiteln erlautert (Ghazizadeh et al. 2000; Gagnoux-Palacios et al. 2005;
Young et al. 2006).

1.1.2.3.1 Adenoviren

Adenoviren sind in der Natur weit verbreitete Krankheitserreger, die bei Menschen
Erkrankungen der Atemwege ausldsen konnen. Fur den Einsatz in der Gentherapie von
Nachteil ist, dass sie eine Immunreaktion hervorrufen. Auch die mdgliche
Rekombination adenoviraler Vektoren mit Wildtypadenoviren zu replikationsfahigen

transgenen Viren stellt ein Risiko dar. Mit adenoviralen Vektoren lassen sich jedoch
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hohe Titer (10™-10%%/ml) erreichen, was sie zu den effizientesten Vektoren bei der
Einschleusung der DNA in die Zielzellen (Transduktion) macht. Daher sind sie bei
Gentherapieanwendungen weit verbreitet. Fir die Vektorkonstruktion werden
gangigerweise die humanen Serotypen Ad5 und Ad2 verwendet. Durch Entfernen von
viralen Genen wird eine Transgenkapazitit von 8-9 kb erreicht, was fur die meisten
Anwendungen ausreichend ist. AulRerdem sind sie in der Lage, sowohl sich teilende als
auch teilungsunféahige Zellen zu transduzieren. Da die DNA nicht ins Genom integriert
wird, ist eine ausreichende Genexpression nur flr relativ kurze Zeit moglich, was den
Einsatz auf vorlbergehende Therapien (z.B. Behandlung von Malignomen oder
chronischen Wunden) beschrénkt (Jozkowicz et al. 2005; Ghosh et al. 2006).

1.1.2.3.2 Rekombinante Adeno-assoziierte Viren

Die rekombinanten Adeno-assoziierten viralen Vektoren (rAAV) haben einige
Eigenschaften, die sie flr die Gentherapie interessant machen. Da AAV nicht pathogen
sind und viele Menschen mit ihnen schon infiziert sind, stellen sie eine risikoarme
Methode fur den Gentransfer in die Zelle dar. Sie gehdren zu der Gruppe der
Dependoviren, das heif3t, sie sind abhdngig von Helferviren, welche die Zielzelle
ebenfalls infiziert haben. Zu den Helferviren gehoren die Adeno-, Herpes- oder
Vacciniaviren. Ohne deren Hilfe kbnnen AAV sich nicht replizieren, sie verweilen dann
flr die gesamte Lebensdauer der Zelle in ihrem Genom. Durch nachtragliche Infektion
mit Helferviren konnen sie jedoch wieder aktiviert werden (Flotte 2004; Goncalves
2005).

Das Fehlen der Pathogenitéat ist der grofite Vorteil der AAV. Aufgrund des sehr kleinen
Genoms ist die Kapazitat fir Transgene jedoch auf 4-5 kb beschrankt. Aulerdem
transduzieren sie nur sich teilende Zellen. Zudem besteht das AAV-Genom aus
Einzelstrang-DNA, die in freier Form von den transduzierten Zellen schnell abgebaut
wird. Die Expressionsrate der Transgene ist daher von dem Ausmal} der Umwandlung
in Doppelstrang-DNA abhéngig, welche durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird.
Eine Integration der AAV-DNA in das Zellgenom findet nur relativ selten statt, da
rAAV nicht die flir die Integration notwendigen Enzyme besitzen und somit auf
zelleigene Enyzme angewiesen sind. Ein GroRteil der DNA verbleibt daher episomal in
der Zelle. Durch Bildung stabiler, zirkularer DNA-Formen ist dennoch eine

langfristige Genexpression durch rAAV moglich (Flotte 2004; Goncalves 2005).
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Neueste Studienergebnisse zeigen jedoch, dass die AAV ein onkogenes Risikopotential
besitzen (Donsante et al. 2007).

1.1.2.3.3 Retroviren

Der Name Retrovirus leitet sich von der F&higkeit der Viren ab, ihr RNA-Genom mit
Hilfe der reversen Transkriptase in die entsprechende DNA (dann cDNA genannt)
zuriick zu Uberfuhren (,retro“ = rickwarts). In Tabelle 1.1 ist eine Ubersicht der
Retroviren und ihre Einteilung in verschiedene Untergruppen aufgefiihrt. VVon den
sieben Virustypen gehoren finf zur Gruppe der Onkoretroviren, da sie potentiell
krebsauslosend (onkogen) sind. Vier davon werden aufgrund ihres vergleichsweise
einfachen Aufbaus als ,.einfache Retroviren* bezeichnet. Die restlichen Retrovirustypen
gehdren zu den komplexen Retroviren, welche noch einige zusétzliche
Regulatorproteine besitzen. In der Gentherapie kommen das am haufigsten angewandte
»Moloney Murine Leukemia Virus* (MoMLV) von den einfachen sowie die Lentiviren
(HIV und SIV) von den komplexen Viren zum Einsatz (Coffin et al. 1997; Brenner et
al. 2003).

In Abbildung 1.1 ist der typische Aufbau eines einfachen Retrovirusgenoms gezeigt. Es
wird an den Enden von den beiden LTR (Long Terminal Repeats) flankiert, dazwischen
befinden sich, in 5’-3’-Richtung, die Primerbindungsstelle PBS (fur die reverse
Transkription), das Verpackungssignal ¥, das gag-, pol- und env-Gen sowie ein
Polypurintrakt (PPT). Das gag-Protein wird proteolytisch in die Matrix-, Kapsid- und
Nukleokapsid-Proteine gespalten, welche fur die interne Virusstruktur verantwortlich
sind. Das pol-Gen codiert fir die Enzyme Reverse Transkriptase und Integrase. Das
env-Gen codiert fur die Proteine der Virushille. Die komplexen Retroviren enthalten
noch eine Reihe weiterer Gene flir Regulatorproteine. In retroviralen Vektoren sind das
gag-, pol- und env-Gen entfernt und durch enstprechende in die Zielzellen zu
transferierende Gene (Transgene) ersetzt worden. Der Retrovektor weist hierfir eine
Kapazitdt von 6-8 kb auf. Die erreichbaren Virustiter liegen jedoch in der Regel

deutlich unter denen der Adenoviren. Da das retrovirale Vektorgenom als RNA-
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v

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau des MoMLV-Genoms
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Molekdl vorliegt, kdnnen die Vektorgene direkt nach der Transduktion der Zielzelle
exprimiert werden. Das ermdglicht bereits nach kurzer Zeit eine hohe
Therapiegenexpression. Mit Hilfe der viruseigenen Integrase kann nach Umwandlung
der RNA in DNA der Einbau in das Wirtsgenom erfolgen, was auch langfristig eine
stabile Expression ermdglicht. Die einfachen Onkoretroviren kénnen sich im Gegensatz
zu den Lentiviren nur in teilungsfahige Zellen integrieren, da ihnen die Enzyme zur
Uberwindung der Kernmembran fehlen. Lentivirale Vektoren finden allerdings erst seit
relativ kurzer Zeit Anwendung in der Gentherapie (Coffin et al. 1997; Brenner et al.
2003).

Virusuntergruppen Virustyp Virus

Avian-Leukosis- Rous Sarcoma Virus

Sarcoma Virus

Einfache Mammalian B-Type Mouse Mammary Tumor
Retroviren | Virus Virus (MMTV)
Onkoretroviren Mammalian C-Type Moloney Murine Leukemia
Virus Virus (MoMLV)
Mammalian D-Type Mason-Pfizer Monkey Virus
Virus
BLV-HTLV Bovine Leukemia Virus;
Komplexe Human T-Cell Leukaemia
Retroviren Virus
Retroviren Spumaviren Foamy Virus
ohne onkogene Lentiviren HIV; SIV

Potenz

Tabelle 1.1: Klassifizierung der Retroviren
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1.1.3  Methoden der Genintegration

Um eine langfristige Genexpression in-vivo zu erzielen, ist es notwendig, dass die
Vektoren in einer stabilen Form dauerhaft im Genom der Zielzelle integriert werden.
Hierflr gibt es verschiedene Methoden, deren Vor- und Nachteile im Folgenden

dargestellt werden.

1131 Retroviren

Die Retroviren, welche als Vektorsystem bereits in Kapitel 1.1.2.3.3 vorgestellt wurden,
sind dank der viruseigenen Integrase, welche das Vektorgenom in Chromosomen der
transduzierten  Zelle  einbaut, ein  effizientes  Integrationssystem.  Die
Chromosomenintegration hat jedoch auch Nachteile, da die Integration nicht sehr
spezifisch ist und daher an sehr vielen Stellen im Genom stattfinden kann. Da die
bevorzugten Integrationsstellen beim HIV im Bereich aktiver Gene und beim MoMLV
in den Promotorregionen vor den Genen liegen (Bushman 2002; Schroder et al. 2002;
Wu et al. 2003; Cereseto et al. 2004; Mitchell et al. 2004; Wu et al. 2004), kann es zu
unerwinschten Nebenwirkungen wie z.B. der Aktivierung bislang inaktiver Onkogene
kommen. Dies wurde bei Tierversuchen an Mausen (Li et al. 2002) sowie im Verlauf
einer Gentherapiestudie auch am Menschen (Hacein-Bey-Abina et al. 2003a; Hacein-
Bey-Abina et al. 2003b; Marshall 2003) beobachtet. Dort kam es 30 Monate nach
erfolgreicher Gentherapie eines schweren Immundefekt-Syndroms (X-SCID) bei drei
Patienten zu einer Leuk&mie, als deren mogliche Ursache eine Insertion des

Therapiegens in der Ndhe des Protoonkogens LMO2 angesehen wird.

1.1.3.2 @C31-Integrase

Eine Alternative zu den Retroviren ist die Verwendung der Integrase des
Bakteriophagen ®C31, welche die Rekombination von DNA zwischen einer ,,bacterial
attachment site” (attB) und der ,,phage attachment site* (attP) katalysiert und so das
Phagengenom in ein Bakteriengenom integriert. Da das menschliche Genom Sequenzen
besitzt, die eine flr die Erkennung durch die Integrase ausreichende Homologie mit den
attP-Sequenzen besitzen, funktioniert die Integration auch in menschlichen Zellen,
wenn die Transport-DNA entsprechende attB-Sequenzen enthélt (Groth et al. 2000).
Zur Anwendung in der Gentherapie wird ein modifizierter Vektor, der neben den

Zielgenen auch die attB-Sequenz besitzt, zusammen mit einem Vektor, der die ®C31-
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Intergrase kodiert, in die Zielzelle eingebracht. Da bei der Integration sowohl die attB-
als auch die attP-Sequenz verloren geht, besteht nicht die Gefahr, dass der integrierte
Vektor wieder enzymatisch entfernt wird. Der Vorteil der ®C31-Intergrase gegentiber
den Retroviren liegt in der Beschrankung der Integration auf wenige, spezifische Stellen
im Genom, was das Risiko unerwiinschter Insertionsmutationen verringert. Es gibt im
humanen Genom ungefédhr 100 entsprechende Integrationsstellen, wovon an einer
besonders haufig eine Integration erfolgt. Diese ,,human pseudo attP-site” (human yA),
liegt im Chromosom 8 an einer ungefahrlichen Position (Thyagarajan et al. 2001).
Inzwischen gibt es modifizierte Varianten der Integrase, bei denen die Spezifitat fiir
human yA gegenuber der Wildtyp-Variante deutlich gesteigert und das Risiko fur einen
Einsatz beim Menschen noch weiter verringert wurde (Sclimenti et al. 2001). Ein
weiterer Vorteil ist Fahigkeit der Integrase, auch sehr grofle DNA-Molekile zu
integrieren. Da das Phagengenom, das natiirliche Substrat der Integrase ca. 50 kb grof}
ist, bietet die Methode fur viele Anwendungen ausreichend Kapazitat. Auflerdem
besteht keine Gefahr einer Immunreaktion, da nur unverpackte DNA zum Einsatz
kommt. Ein Nachteil ist, dass eine zusatzliche, effiziente Methode zum DNA-Transfer
in die Zelle bendtigt wird, wéhrend retrovirale Vektoren sowohl den DNA-Transfer als
auch die DNA-Integration ermdglichen. Die Praxistauglichkeit der ®C31-Intergrase fur
die Gentherapie wurde an Tierversuchsmodellen mit humanen Zellen bereits erfolgreich
getestet (z.B. zur Therapie von junctionaler und rezessiver dystrophischer
Epidermolysis Bullosa mit LAMB3 bzw. COL7Al als Therapiegen in ex-vivo
modifizierten KC (Ortiz-Urda et al. 2002; Ortiz-Urda et al. 2003c) oder zur
therapeutischen Produktion des Blutgerrinungsfaktors IX in in-vivo modifizierten
Leberzellen (Olivares et al. 2002)).

1.1.3.3 Sleaping Beauty Transposon

Bei Transposons handelt es sich um DNA-Bestandteile, welche im Genom von einer
Position zu einer andern wechseln konnen. Da dies nur innerhalb der Ursprungszelle
geschehen kann, sind Transposons im Gegensatz zu Viren nicht infektiés und bieten
somit eine risikodrmere Alternative fir die Gentherapie. Bei dem Sleaping Beauty
Transposon handelt es sich um ein Transposon, welches DNA ausschneidet und ohne

Modifikation an anderer Stelle wieder einsetzt. Eine andere Art sind die Retro-
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Transpsosons, welche eine RNA-Kopie eines DNA-Abschnitts anfertigen und dhnlich
den Retroviren mittels reverser Transkriptase wieder eine DNA-Kopie erstellen, die an
der Zielstelle eingefiigt wird (Geurts et al. 2003; 1zsvak et al. 2004).

Das Sleaping Beauty Transposon besteht nur aus dem Gen fir das Transpoase-Protein,
welches den Vorgang kataylsiert, und den endsténdigen ,inverted repeats” (IRs). Fir
den Einsatz in der Gentherapie wird in einem zweiten Plasmid das Transposase Gen
durch das Ziel-Gen ersetzt. Da die Integrationseffizienz logarithmisch mit der DNA-
Lange abnimmt ist die Transferkapazitat jedoch auf ca. 5-6 kb begrenzt, was den
Einsatz fur Therapien mit groRen Transfer-Genen ausschlieRt. AuRerdem erfolgt die
Integration vollig unspezifisch, so dass hier kein Vorteil gegentber retroviralen
Vektoren besteht. Wie schon bei der ®C31-Intergrase wird wiederum zusatzlich eine
Methode fur den DNA-Transfer in die Zelle bendtigt (Geurts et al. 2003; Izsvak et al.
2004).

Die prinzipielle Eignung fir die Gentherapie wurde bereits mit ex-vivo modifizierten
Keratinozyten (KC), die einen Defekt fur das LAMB3-Gen aufweisen (verantwortlich
fir die junktionale EB) (Ortiz-Urda et al. 2003b) sowie an in-vivo modifizierten

Leberzellen zur Produktion des Blutgerrinungsfaktors IX (Yant et al. 2000) gezeigt.

1.1.4  Gentherapie in der Haut
Als Oberflachenorgan stellt die Haut eine vielversprechende Zielstruktur fur
gentherapeutische Anwendungen dar.

1141 Aufbau der Haut

1.1.4.1.1 Epidermis

Die Epidermis (Oberhaut) stellt die dul3erste Schicht der Haut dar. Es handelt sich dabei
um ein mehrschichtiges Platttenepithel, welches zu 90 % aus KC sowie aus
Melanozyten, Langerhans- und Merkelzellen besteht. Sie ist in vier horizontale
Schichten aufgeteilt. Bei der untersten Schicht handelt es sich um die Basalzellschicht
(Stratum basale), welche die Stammzellen sowie sich transient teilende Zellen beinhaltet
(Leigh et al. 1994; Fritsch 1998).

Die Stammzellen bilden die Grundlage fiir die Erneuerung der Epidermis. Sie kénnen

sich unbeschrankt, aber nur langsam teilen. Aus ihnen entstehen Zellen, die sich
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schnell, aber nur begrenzt teilen und mit der Zeit in die dariiberliegende Hautschicht,
die Stachelzellschicht (Stratum spinosum) wandern. Hier beginnen die KC sich zu
differenzieren, indem sie zahlreiche neue Zellproteine produzieren und die Fahigkeit zur
Zellteilung verlieren. Ein wesentlicher Teil dieser Proteine dient der Ausbildung der
abschlieRenden Hornschicht. Dieser Prozess schreitet nach Einwanderung in die
Kaornerschicht (Stratum granulosum) weiter voran und endet in der obersten Zelllage
mit der Ausbildung der Hornschicht (Stratum corneum). Dabei produzieren die KC eine
zementartige Lipidsubstanz, die sie zusammen mit dem kompletten Zellinneren nach
auflen abgegeben. Die Hornschicht wird standig in einem Zeitraum von 3-4 Wochen
erneuert (Leigh et al. 1994; Fritsch 1998).

1.1.4.1.2 Dermis

Die Epidermis ist (ber die Basalmembran, welche aus verschiedenen
Verankerungsproteinen wie z.B. Integrinen, Lamininen und Kollagenen besteht, mit der
Dermis verknipft (McMillan et al. 2003). Dabei wird die Kontaktflache der Dermis zur
Epidermis und damit auch der Zusammenhalt beider Schichten durch zahlreiche
Ausstllpungen in die Epiderms, den dermalen Papillen, vergrofRert. Hauptbestandteile
der Dermis sind Proteoglykane und Glykosaminglykane sowie die Proteine Kollagen
und Elastin. Darin eingebettet sind die Fibroblasten (FB), der Hauptzelltyp der Dermis,
welche die Bestandteile der Dermis produzieren. Des weiteren finden sich Blut- und
Lymphgefae, Haarfollikel, Mastzellen, Nerven, Schweil3- und Talgdriisen in der
Dermis (Fritsch 1998).

1.1.4.1.3  Subkutis
Unter der Dermis befindet sich die Subkutis, welche hauptséchlich aus Fettgewebe
besteht. Sie dient der Warmeisolierung, als mechanisches Schutzpolster sowie zur
Energiespeicherung.

1.1.4.2 Gentherapeutische Nutzungsmoglichkeiten und Anwendungsgebiete
Da die Haut als Oberflachenorgan direkt zugénglich ist, ermdglicht sie mit geringem
Aufwand den Einsatz verschiedener Methoden des In-vivo- als auch des Ex-vivo-

Gentransfers  (siehe Kapitel 1.1.2). Gentherapeutische Anwendungen sind
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beispielsweise die Behandlung lokaler, kutaner Erkrankungen (z.B blasenbildende

Genodermatosen, siehe Tabelle 1.2).

kutane Therapiegen Referenz

Erkrankung

junktionale EB Laminin 5 33 (Dellambra et al. 1998; Robbins et al. 2001;
(LAMB?3) Ortiz-Urda et al. 2003b; Ortiz-Urda et al. 2003c)
Integrin B4 (Dellambra et al. 2001)
(ITGB4)
Kollagen 17 (Dallinger et al. 2003)
(COL17A1)

dystrophische EB | Kollagen 7 (Chen et al. 2002; Mecklenbeck et al. 2002;
(COL7A1) Ortiz-Urda et al. 2002; Ortiz-Urda et al. 2003a;

Gache et al. 2004; Woodley et al. 2004)

Tabelle 1.2: Beispiele fur Gentherapeutische Anwendungen zur Behandlung kutaner

Erkrankungen

Aber auch die Behandlung systemischer Erkrankungen durch genetische Modifikation
der Haut ist denkbar. So wurde erstmals am Beispiel von Apolipoprotein E gezeigt
(Fenjves et al. 1989), dass von KC sezernierte Proteine in der Lage sind, die
Basalmembran zu durchdringen und Gber die Blutgefdle der Dermis in den
Blutkreislauf zu gelangen. Weitere Beispiele fir Proteine, die nach Transfer des
entsprechenden Gens in die Haut systemisch sezerniert wurden, sind a-Galactosidase
(Medin et al. 1996), Blutgerinnungsfaktor IX (Gerrard et al. 1993; Fenjves et al. 1996;
Page et al. 1997) und VII (Fakharzadeh et al. 2000).

1.1.4.3 Steigerung der Effizienz kutaner Genexpression durch topische Selektion

Ein Problem kutaner Gentherapie ist die niedrige Transduktionseffizienz von KC-
Stammzellen, so dass kein anhaltend starker, langfristiger gentherapeutischer Effekt
erzielbar ist (die Anzahl der KC-Stammzellen und ihre Teilungsaktivitat -
Voraussetzung einer effizienten retroviralen Transduktion — ist sehr gering) (Kolodka et

al. 1998)). Eine Madglichkeit, einen langfristigen gentherapeutischen Effekt in einer
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hohen Anzahl transduzierter Zellen zu erreichen, ist die Selektion der transduzierten
Zellen, in denen neben dem Therapiegen auch ein Selektionsgen eingebracht wurde.
Durch anschliefende Anwendung einer zytotoxischen Substanz, gegen die nur Zellen,
die das Selektionsgen exprimieren, resistent sind, lassen sich die transduzierten Zellen
gezielt vermehren.

Die Haut stellt fir einen derartigen Ansatz ein besonders interessantes Zielorgan dar, da
sie direkt zuganglich ist und somit eine nur auf das gewunschte Zielgewebe begrenzte
Anwendung des Selektionsreagenz ermoglicht. So lassen sich die bei einer
systemischen Applikation auftretenden toxischen Nebenwirkungen in anderen
Organsystemen vermeiden. Zudem ist die Wirkung effizienter, da bei lokaler
Anwendung auch ein GroBteil des Selektionsreagenz auf die Zielzellen einwirken kann,
wéhrend sich bei systemischer Applikation der Wirkstoff auf den ganzen Korper verteilt
(Licht et al. 2002; Pfltzner et al. 2002).

Ein mdgliches Selektionsgen in den KC der Haut ist das humane Multi-Drug Resistance
(MDR) Protein, auch p-Glykoprotein genannt. Es handelt sich dabei um einen ABC-
Transporter, der verschiedene, meist zytotoxische, Wirkstoffe aus der Zelle pumpen
kann (Pastan et al. 1988). Da es sich um ein humanes Protein handelt, sind keine
Immunreaktionen bei einer gentherapeutischen Anwendung zu erwarten.

Ein mogliches, zytotoxisches Selektionsreagenz ist der Mitosehemmer Kolchizin. Die
Verwendung von Mitosehemmern bietet sich aufgrund der hohen Proliferationsrate der
KC in der Haut an. Bei ihrer Anwendung sind nur die erfolgreich transduzierten KC
weiterhin in der Lage zu proliferieren, wéhrend die nicht transduzierten KC die

Proliferation einstellen (Pfutzner et al. 2002).

1.2 Erythropoietin

1.2.1  Aufbau und Funktion im Korper

Ein gentherapeutisch vielseitig einzusetzendes Genprodukt ist das humane Hormon
Erythropoietin (EPO), ein 165 Aminosduren groRRes Glykoprotein mit einer Masse von
30,4 kDa, wovon der Zuckeranteil 40 % ausmacht. Es gehort zu der Gruppe der
hamatopoietischen Wachstumsfaktoren (Hematopoietic Growth Factors, HGF), zu der

auch Thrombopoetin, Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF), Granulocyte-
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Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF), Macrophage Colony-Stimulating
Factor (M-CSF) und Interleukin-3 (IL-3) gehoren, welche die Produktion von
Blutzellen regulieren (Jelkmann 1992; Lacombe et al. 1998).

Die Hauptaufgabe von EPO ist die Stimulierung der Erythropoese (Bildung der roten
Blutkdrperchen (Erythrozyten)). Die Erythrotzyen sind fur den Sauerstoff und CO--
Transport des Blutes verantwortlich. Die Bindung der O,- und CO,-Molekiile erfolgt an
dem von den Erythrozyten gebildeten H&moglobin. Sauerstoffmangel fuhrt durch
Steigerung der EPO-Produktion somit zu einer vermehrten Bildung von Erythrozyten
sowie Hamoglobin, was einen Anstieg des Hamatokrit-Wertes zur Folge hat. Die
Wirkung des EPO in der Erythropoese besteht in der Unterbindung der Apoptose der
frihen Erythrozyten-Vorlauferzellen, den Colony-Forming Unit-Erythroids (CFU-E).
Diese entstehen in mehren Stufen durch Differenzierung aus den pluripotenten
Stammzellen des Knochenmarks und differenzieren im weiteren Verlauf der
Erythropoese zu den Erythrozyten. EPO ist fur die Produktion und Differenzierung der
Vorlauferzellen nicht essentiell. Es wird zum groten Teil in der Niere gebildet, in
kleinen Mengen aber auch in der Leber. Geringe Spuren von EPO finden sich auch in
anderen Organen, wie z.B. in der Lunge oder im Gehirn (Jelkmann 1992; Lacombe et
al. 1998; Fisher 2003).

1.2.2  Anwendungsgebiete fur EPO in der Medizin

Fur die therapeutische Verabreichung von EPO mittels subkutaner oder intravendser
Injektion des rekombinanten Hormons gibt es viele Indikationen. Primares
Anwendungsgebiet fir die Gabe von EPO sind Andmien aufgrund von akutem oder
chronischem Nierenversagen, es ist also zu einem Ausfall der Niere als
Hauptproduktionsort von EPO gekommen. Auch bei Andmien, die nicht durch eine
Niereninsuffizienz bedingt sind, wird EPO therapeutisch genutzt. Dazu gehoren
Andamien als Folge von  Chemotherapien bei  Tumorpatienten, von
Knochenmarkstumoren, von Hamglobinopathien, Andmien bei Friihgeborenen oder in
Folge von Blutverlust aufgrund von Operationen oder Verletzungen. Auch Patienten mit
einer HIV-Infektion leiden oft an einer Andmie, die mit EPO behandelt werden kann.
Ein weiteres mogliches Anwendungsgebiet fiir EPO ist die Neuroprotektion, bei die
Nervenzellen des Gehirns geschiitzt werden (Jelkmann 1992; Ng et al. 2003). Die
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gentherapeutische Expression von EPO in der Haut wirde einen Verzicht auf die

kosten-, zeit- und arbeitsaufwéndigen regelmaRigen EPO-Injektionen ermdglichen.

1.3 Aufgabenstellung der Arbeit

Wie in den vorherigen Abschnitten erldutert, ist die Haut ein hervorragend geeignetes
Ziel fur die systemische Produktion therapeutischer Proteine wie beispielsweise EPO
mittels genetisch modifizierter Zellen. Das Ziel dieser Arbeit war die In-vitro- und In-
vivo-Untersuchung kutaner Zellsysteme hinsichtlich der Mdglichkeit, durch genetische
Modifikationen in den Zellen EPO zu exprimieren und durch Sekretion der Umgebung
zuganglich zu machen. Von besonderem Interesse war hierbei, ob die EPO-Sekretion
durch selektive Anreicherung der kutanen Zellen so gesteigert werden kann, dass ein

sytemischer, therapeutischer Effekt denkbar ist.

1.3.1  Vergleich verschiedener retroviraler Vektoren und Zelltypen

Als Methode fur den Gentransfer kamen bicistronische retrovirale Vektoren basierend
auf dem MoMLV-Virus zum Einsatz. Bicistronische Vektoren enthalten eine ,,Internal
Ribosome Entry Site* (IRES), welche die Expression von zwei Genen auf einem
MRNA-Transkript ermdglicht (Ghattas et al. 1991). Wahrend in Eukaryoten der
Translationsprozess am Stopp-Codon der mRNA eines Gens stoppt, erlaubt die IRES
die Translation eines nachfolgenden zweiten Gens durch Bindung der Ribosomen an der
IRES-Sequenz.

Um Unterschiede in der Expression beider Gene in Abhangigkeit von ihrer Position
(vor oder hinter der IRES) oder dem retroviralen Grundgerust des Vektors zu
uberprifen, sollten zundchst verschiedene Vektoren mit dem MDR-Gen als
Selektionsgen und einem Markergen, hier dem Green-Fluorescence-Protein (GFP)-Gen,
hergestellt und verglichen werden (Sugimoto et al. 1994; Sugimoto et al. 1995; Aran et
al. 1998). Durch die Analyse der Transduktionseffizienz sowie der Expressionsleistung
(vor und nach Kolchizinselektion) in primdren humanen KC und FB sollte der optimale
Vektor fir den Einsatz mit dem EPO-Gen ermittelt werden. Hierbei sollte auch
untersucht werden, ob es Unterschiede bei der Expression in diesen beiden Zelltypen

gab.
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1.3.2  In-vitro-Untersuchungen zur EPO-Expression genetisch modifizierter KC
und FB
Nach den Untersuchungen in Monolayer-Kulturen sollten mit den transduzierten Zellen
Hautkonstrukte als ein vereinfachtes Modell der Haut entwickelt werden und die
Untersuchungen, ebenfalls mit und ohne Kolchizinselektion, wiederholt werden. Neben
den Unterschieden der Zelltypen und Vektoren sind dabei auch eventuelle Unterschiede
zu den Monolayer Versuchen, die durch strukturell-funktionelle Eigenschaften der Haut
bedingt sind, von Bedeutung. Auch histologische Unterschiede der Hautkonstrukte

sollten untersucht werden.

1.3.3  In-vivo-Untersuchungen zur EPO-Expression in genetisch modifizierter
Haut
Nach den In-vitro-Versuchen in Monolayerkulturen und Hautkonstrukten sollten die
Untersuchungen auch an einem In-vivo-Modell getestet werden. Dazu sollten die
Hautkonstrukte auf immundefekte Nacktmduse transplantiert werden. Nach
erfolgreichem Anwachsen der Transplantate sollte die Sekretion von EPO durch
Messungen des humanen EPO-Spiegels im Mausblut und die mdégliche Wirkung auf die
Erythrozyten mittels Hamatokritbestimmung untersucht werden. Dies sollte sowohl an
Méausen, die mit einer Kolchizincreme behandelt werden, um die Zahl und
Sekretionsleistung EPO-exprimierender Zellen zu steigern, als auch an Mdusen die mit
einer als Negativkontrolle dienenden Creme ohne Kolchizin behandelt werden,
erfolgen. Nach Abschluss des Experiments und Entnahme der Transplantate sollten
histologische Untersuchungen, die Bestimmung der In-vitro-EPO-Sekretion der
Explantate sowie die Bestimmung des Anteils transduzierter Zellen in den Explantaten

durchgefihrt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Medien

2.1.1 Bakterien-Medien
LB-Medium 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ad 11 H,0, mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und

autoklavieren

LB-Agar LB-Medium + 1,5 % (w/v) Agar, autoklavieren,
abkihlen bis auf 50 °C,
+ 1 ml 100 mg/ml Ampicillin

2.1.2  Zellkultur-Medien
FB-Medium 450 ml DMEM
50 ml FBS
5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)

KC-Medium 500 ml Keratinocyten-SFM
1,25 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
500 pl Amphotericin B (250 pg/mil)
500 pl Gentamycin (10 mg/ml)
25 pg/ml BPE
0,15 ng/ml rEGF
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Medium fiir Hautkonstrukte 450 ml DMEM

50 ml FBS

5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
2,5 ml NEAA

625 pl Transferrin (5 mg/ml)

500 ul EGF (

500 pl Amphotericin B (250 pg/mil)
500 pl Gentamicin

500 ul Adenin

250 pl Insulin

50 pl Triiodothyronin

5 puL Cholera Toxin

2.2 Verwendete Gerate und Materialien

2.2.1 Chemikalien und Kits

DMEM
FBS

Penicillin/Streptomycin

NEAA
Transferrin
EGF
Amphotericin B
Gentamicin
Adenin

Insulin
Triiodothyronin
Cholera Toxin
Keratinocyten-SFM
Kolchizin
Trypsin-EDTA
Polybrene

Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

PAA Laboratories, Pasching
Sigma, Taufkirchen
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Roche, Basel, Schweiz

ICN Biomedicals, Irvine,USA

Sigma, Taufkirchen
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
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Agar

Hefeextrakt

Trypton

NaCl

NaOH

DMSO

CacCl,

Essigséure
Ethidiumbromid

PBS

HBSS

Formalin

Ampicillin

Kanamycin

rat tail collagen |
Erythropoietin-ELISA Kit
NucleoBond® PC 20 Kit
NucleoBond® PC 500 Kit
NucleoSpin Extract Il Kit
Puregene Genomic DNA Purification Kit
LightCycler® FastStart DNA Master™"®
SYBR Green | Kit
Restriktionsenzyme
Restriktions-Puffer
Loading Dye
Propidiumiodid
Lipofectamin Plus Kit

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Becton Dickinson, Heidelberg
IBL, Hamburg
Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diren
Gentra, Minneapolis, USA
Roche, Basel, Schweiz

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Taufkirchen

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe

Vectastain Universal ABC-AP-Kit Vector Laboratories, Burlingame, USA
Vector-Red Alkaline Phosphatase Vector Laboratories, Burlingame, USA
Substrate Kit I
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2.2.2  Antikorper

anti P-glycoprotein MRK 16 Kamiya, Seattle, USA

IgG2a BD-PharMingen, Heidelberg
anti-lgG2a-PE BD-PharMingen, Heidelberg
Goat F(ab’) anti mouse-FITC (Biosource) Biosource-Invitogen, Karlsruhe
IgG1-PE BD-PharMingen, Heidelberg

A.v. Monoclonal Antibody (JL-8)
anti P-glycoprotein mab C219

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
Signet Laboratories, Dedham, USA

anti HLA-A,B,C-PE

2.2.3 Plasmide
pPQCXIX
pQCXIX-MDR

pEGFP-1
pHaMDR1a

p-BMN-I-GFP

Litmus28i
L-huEPO-SN

2.24  Zellen
MAX Efficiency DH5a
Phoenix Ampho Zellen

BD-PharMingen, Heidelberg

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
Jonathan Vogel, National Institutes of
Health, Bethesda, USA

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
Michael Gottesmann, National Institutes of
Health, Bethesda, USA

Garry P. Nolan, Department of
Microbiology and Immunology, Stanford
University, USA

New England Biolabs, Frankfurt

Karen Pepper, Children's Hospital Los
Angeles, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Garry P. Nolan, Department of
Microbiology and Immunology, Stanford
University, USA
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225 Gerate

FACScan Flow Cytometer mit
CELLQUEST Software
LightCycler® 2.0 mit LightCycler®
Software

2.2.6  Materialien
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen
Zellkultur-Testplatte
Zentrifugenbecher
Einmalpipetten
LightCycler® Capillaries
6-well-Platten
heparinisierte Kapillaren
heparinisierte Probengefalie
(Microvette® 500)

Becton Dickinson, Heidelberg

Roche, Basel

BD Biosciences, Heidelberg
Peske, Aindling-Pichl
Peske, Aindling-Pichl
Nunc, Wiesbaden

Peske, Aindling-Pichl
Roche, Basel

BD Falcon, Heidelberg
neolLab, Heidelberg
Sarstedt, Numbrecht

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1  Transformation von E. coli Bakterien

Zur Gewinnung groBer Mengen Plasmid-DNA wurde die DNA zuné&chst in kompetente
Bakterien transferiert, welche anschlieBend in gréRerem MaRstab kultiviert wurden. Zur
Transformation wurden zunéchst 100 pl kompetente Bakterien (MAX Efficiency DH5a
von Invitrogen) auf Eis aufgetaut, mit 2 pl Plasmid-DNA versetzt, vorsichtig gemischt
und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 45 s bei 42 °C wurden die
Bakterien fir 2 min auf Eis inkubiert, mit 900 pl SOC-Medium versetzt und fiir 1h
unter leichtem Schutteln bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden 100 ul Bakterien
auf eine, je nach Plasmid, mit Ampicillin bzw. Kanamycin versetzte LB-Agar Platte
ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit den sich gebildeten Kolonien

konnten dann neue Kulturen beimpft werden.
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2.3.2  Kultivierung von E. coli Bakterien

Ein 2 ml Reaktionsgefal? mit LB-Medium wurde mit dem entsprechenden Antibiotikum
(Ampicillin oder Kanamycin) versetzt, mit einer Bakterienkolonie von einer LB-Agar
Platte angeimpft und ber Nacht bei 37 °C geschuttelt. Die Kultur konnte nun zur
Isolierung von Plasmid-DNA oder zum Animpfen einer groferen Kultur (200 ml

Medium im 500 ml Erlenmeyerkolben) verwendet werden.

2.3.3  Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den Kulturen erfolgte mit speziellen Kits, welche
auf dem Verfahren der alkalischen Lyse und DNA-Reinigung Uber S&ulen mit einer
Silicagel-Membran beruhen. Fir die Isolationen wurden das NucleoBond® PC 20 Kit
(kleiner MaRstab) und das NucleoBond® PC 500 Kit (grofRerer Malistab) von

Macherey-Nagel entsprechend den Angaben des Herstellers eingesetzt.

2.3.4  DNA-Fallung

Die Féllung von DNA aus Lésungen dient zur Reinigung und Aufkonzentrierung. Dazu
wurde die Ldsung mit Natriumacetat (1/10 des Volumens, 3 M, pH 4,8-5,2) und
0,7 Vol. Isopropanol versetzt und 5-10 min bei RT inkubiert. Nach 30 mindtiger
Zentrifugation mit 13.000 rpm bei 4 °C wurde das DNA-Pellet mit Ethanol (70 %)
gewaschen und erneut fir 10 min zentrifugiert. Nachdem das Pellet 5-10 min bei RT

getrocknet wurde, konnte es in der gewinschten Menge Puffer aufgenommen werden.

2.3.5  Konzentrationsbestimmung von DNA-LGJsungen

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch durch Messung der Absorption bei 260
nm gemessen. Dabei entspricht eine OD,s von 1 einer DNA-Konzentration von
50 ng/ul. Durch zusétzliche Messung der ODjgy konnte mit dem Verhéltnis
OD260/OD2gp die Reinheit der DNA Uberpruft werden. Fir reine DNA-L6sungen liegt

das Verhéltnis zwischen 1,8 und 2,0.

2.3.6  Restriktionsanalyse von DNA
Die Zusammensetzung der Plasmid-DNA wurde durch den Verdau mit spezifischen
Restriktionsenzymen und Grolienkontrolle der erhaltenen DNA-Fragmente auf einem

Agarose-Gel uberpruft. Die Ansétze wurden nach folgendem Schema pipettiert:
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1-5ul DNA
+ 2 ul 10 x Restriktions-Puffer
+ 1 ul je Restriktionsenzym
ad 20 pl H,0

Nach 1-2 h Inkubation bei 37 °C wurden die Andtze mit 4 pl 5x-Loading Dye
(Fermentas) versetzt und die DNA-Fragmente auf einem 1-2 %igem Agarose-Gel ihrer
GroRe nach aufgetrennt. Die DNA wurde entweder mit Ethidiumbromid unter UV-Licht

oder mit SYBR-Green | mit blauem Licht sichtbar gemacht.

2.3.7  5’-Dephosphorylierung von DNA

Um bei Ligationen von DNA-Fragmenten in Vektoren die Selbstligation des Vektors zu
verhindern, wurde dieser nach dem Restriktionsverdau am 5’-Ende mit Hilfe einer
alkalischen Phosphatase aus Kélberdarm (calf intestine alkaline phosphatase, CIP,
Fermentas) dephosphoryliert. Dazu wurden 20 ul Restriktionsansatz mit 0,5 pl CIP

versetzt und fiir eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert.

2.3.8  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gel

Um spezifische DNA-Fragmente fiir die Weiterverarbeitung zu erhalten, wurden nach
Auftrennung auf dem Agarose-Gel die entsprechenden Banden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und mit Hilfe des NucleoSpin Extract 1l Kits von Machery-Nagel die
DNA isoliert.

2.3.9  Ligation von DNA-Fragmenten
Mit Hilfe des Enzyms T4-Ligase, welches die Verknipfung von zwei DNA-Fragmenten
zu einem DNA-Strang katalysiert, konnen DNA-Fragmente in einen Zielvektor
eingebaut werden. Die Ligation wurde nach folgendem Schema durchgefihrt:
250 ng Vektor-DNA

x ng DNA-Insert

+ 2 ul 10 x Ligationspuffer

+ 1 ul T4-Ligase

ad 20 ul H,0
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Fur die Ligation wurde die 1-5 fache molare Menge des Inserts gegenuber des Vektors
eingesetzt. Die entsprechende Menge an DNA-Insert wurde dabei mit folgender Formel

ausgerechnet:
mVektor[ng] x Lé‘ngeFragment[bp]

LéngeVektor [bp]

m Fragment[ng] =

Der Ligationsansatz wurde nun fur 2h bei RT inkubiert und anschlieBend ein Teil davon

in kompetente Bakterien transformiert.

2.3.10 Quantitative Real-Time-PCR

Um die relative Zahl der Kopien des MDR-Gens im Genom der transduzierten Zellen
zu bestimmen, wurde die quantitative Real-Time-PCR eingesetzt, welche auf der
Methode der klassischen PCR beruht. Wéhrend bei dieser das Ergebnis erst am Ende
der Reaktion mittels Gelelektrophorese analysiert werden kann, gestattet die Real-Time
PCR eine Verfolgung des PCR-Verlaufs wahrend der Reaktion. Dazu wird dem PCR-
Ansatz ein Fluoreszenzfarbstoff wie z.B. SYBR-Green | zugesetzt, welcher sich an die
doppelstrangigen DNA-Molekiile, welche im Verlauf der PCR gebildet werden, bindet.
Mit steigender DNA-Menge nimmt dabei die Fluoreszenzintensitat zu. Um eine
Echtzeitverfolgung der PCR zu ermdglichen, wird die Reaktion nicht in einem
herkdmmlichen Thermocycler durchgefiihrt, sondern in einem speziellen Cycler,
welcher die Fluoreszenz anregt und ihre Intensitat misst. Zur Quantifizierung wurde das
LightCycler® FastStart DNA Master”-"® SYBR Green | Kit in Verbindung mit den
LightCycler® Capillaries (20 ul) und dem LightCycler® 2.0 von Roche verwendet.

Folgende Primer wurden benutzt:

MDR1, forward 5'- AGA AAG CGA AGC AGT GGT TCA -3
MDR1, reverse 5'- CGA ACT GTA GAC AAACGATGAGCTA-3

HCK, forward 5'- TAT TAG cAC CATCCATAGGAGGCTT-3'
HCK, reverse 5'-GTT AGG GAA AGT GGA GCG GAAG-3
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PCR-Programm:

initiale Denaturierung 10 min 95°C 1x
Denaturierung 10s 95°C
Annealing 10s 58 °C 35X
Elongation 5s 72 °C

Zur Auswertung wurden mit Hilfe der LightCycler® Software die Ct-Werte fir das
Ziel-Gen (MDR) und das Referenz-Gen (HCK) bestimmt. Der Ct-Wert (CT =
Threshold Cycle), auch Cp-Wert (Crossing Point) genannt, gibt die Zyklusnummer der
PCR an, ab der die Fluoreszenzintensitat signifikant Gber die Hintergrundfluoreszenz
steigt. Dies wird mathematisch nach der “Second Derivative Maximum” Methode
ermittelt, bei der das erste Maximum der 2. Ableitung der Fluoreszenzkurve bestimmt
wird. Die relative Kopienzahl des Ziel-Gens wird mit folgender Formel berechnet: rel.

Kopienzahl = 2°“' mit ACt = Ctyck - Ctvior

2.4 Klonierung der retroviralen Vektoren

Es wurden verschiedene bicistronische retrovirale Vektoren hergestellt, welche das
MDR-Gen und das GFP-Gen, an das MDR-Gen gekoppelt Uber ein IRES-Element,
enthalten. Dabei sollten Vektoren mit unterschiedlicher Reihenfolge des MDR- und
GFP-Gens sowie Vektoren mit unterschiedlichem Plasmidgrundgerst erstellt werden.
Ziel war die Bestimmung des optimalen Grundgerusts fir den bicistronischen Vektor, in
dem dann das EPO-Gen an das MDR-Gen gekoppelt wurde. In den nachfolgenden
Kapiteln werden die Klonierungsstrategien der unterschiedlichen Plasmide anhand

detaillierter Abbildungen erlutert.

241 pBMIG

Der Vektor pBMN-MDR-IRES-GFP (pBMIG) basiert auf dem pBMN-I-GFP Vektor
von Garry Nolan (Stanford University). Er enthalt 5’- und 3’-LTR sowie das
Verpackungssignal des Moloney Murine Leukemia Virus (MoMLV) und die ECMV-
IRES Sequenz. Da der Ursprungsvektor schon das GFP-Gen enthélt, musste nur noch

das MDR-Gen eingeftigt werden. Um die Enden des MDR-Gens, welches aus dem
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pHaMDR1a Vektor (Pastan et al. 1988) stammte, fur die Klonierung mit den
notwendigen Schnittstellen zu versehen, fand wieder eine Zwischenklonierung in einen
anderen Vektor (pEGFP-1, Clontech) statt. AnschlieBend konnte es in den Zielvektor
(pPBMN-1-GFP) uberfiihrt werden (Abbildung 2.1).

Xhol - 31 Xhol - 31
Sacll - 70
BamHI - 78

pHaMDR1la
15192 bp

pPpEGFP-MDR

8196 bp

Xhol - 10458

Sacll - 6380 BamHI - 4123

Sacll - 4115

pBMN-MDR-I-GFP (pBMIG)
10394 bp

Xhol - 31

BamH]I - 1881
Sacll - 1895

pEGFP-MDR

pBMN-|-GFP |:>

6332 bp

8196 bp

BamHI - 1881
Xhol - 1911

Sacll - 5992
BamHI - 4123 Xhol - 5973

Sacll - 4115

Abbildung 2.1: Das MDR-Gen wurde zunéchst aus dem Vektor pHaMDR1a mit Sacll und Xhol
ausgeschnitten und in den mit den ensprechenden Enzymen geéffneten pEGFP-1 Vektor
eingefiigt. Von dort konnte es mit BamHI und Xhol wieder ausgeschnitten und in den

pBMN-1-GFP Vektor an den gleichen Schnittstellen eingefligt werden.
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242 pBGIM

Die Klonierung des Vektors pBMN-GFP-IRES-MDR (pBGIM), in welchem die
Reihenfolge der MDR- und GFP-Gene gegenliber dem Vektor pBMIG vertauscht ist,
war deutlich aufwendiger. Das Ersetzen des GFP-Gens durch das MDR-Gen war nicht
ohne weiteres moglich, da keine kompatiblen Schnittstellen vorhanden waren. Daher
wurde das GFP zunachst durch die MCS eines Klonierungsvektors ersetzt. Aufgrund
der geringen GroRe und der damit verbundenen Schwierigkeiten beim Klonieren musste

die MCS erst durch Einbau eines DNA-Fragments vergrof3ert werden (Abbildung 2.2).

Sall - 57
I;pnlll- 6770 Sall - 57
acll - Kpnl - 67
Kpnl - 485 Neol - 95 P

Kpnl - 1266
Sacll - 1269
pEGFP-KpnlI-Fr. Ncol - 1294

5350 bp

pBMN-I-GFP
6332 bp ==

Ncol - 3806

Ncol - 2607
Kpnl - 2395

Kpnl - 3803 Ncol - 1904 Ncol - 3103

Sall - 57
Kpnl - 67

Kpnl - 1266
Sacll - 1269
Ncol - 1294

pBMN-I-GFP
6332 bp

pEGFP-Kpnl-Fr.
5350 bp

pBMN-I-Kpnl Fragm
6832 bp

BamHI - 1881
Swal - 1890
Sacll - 1930
Notl - 1930

Ncol - 3806

Ncol - 2534
BamHI - 2551
Sacll - 2565

Ncol - 2534

Ncol - 3103

Sall - 3271 Sall - 3771

Abbildung 2.2: Im ersten Schritt wurde die MCS des pEGFP-1 Vektors durch das Einfiligen eines
1,2 kb groBen DNA-Fragmentes mit Kpnl-Schnittstellen an den Enden (Kpnl-Fragment)
vergrofRert. Im zweiten Schritt erfolgte der Transfer der MCS in den pBMNI-GFP
Vektors zwischen die Ncol und Sall Schnittstelle des GFP.
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In den darauf folgenden Schritten wurden dann das GFP-Gen in die urspriingliche MCS

des Zielvektors sowie das MDR-Gen in die neu eingebrachte MCS transferiert, wobei

das dort eingefligte DNA-Fragment wieder wegfiel (Abbildung 2.3) .

Smal - 76

Notl - 819

pBMN-I-Kpnl Fragm

6832 bp BamHI - 1881
Swal - 1890

Sacll - 1930

Notl - 1930

Ncol - 2534
BamH]I - 2551
Sacll - 2565

Sall - 3771

pHaMDR1a

pBMN-GFP-I-Kpnl-Fr. BamHI - 1881
7535 bp BamHI - 1892
Notl - 2633
Sall - 4474 BamHI - 3254

Sacll - 3268

BamHI - 1881
BamHI - 1892

pBMN-GFP-I-MDR

pPBMN-GFP-I-Kpnl-Fr. BamHI - 1881
15192 bp 7535 bp BamHI - 1892 10407 bp Notl - 2633
Xhol - 10458 sBaiTl%_zgg .

Notl - 2633

Sall - 4474
Sacll - 6380

BamHI - 3254
Sacll - 3268

Abbildung 2.3: Nach dem erfolgreichen Einbau der zusatzlichen MCS in den Zielvektor wurde

zuachst das GFP-Gen aus dem pEGFP-1 Vektor mit den Enzymen Smal und Notl

ausgeschnitten und im pBMN-I Vektor zwischen den Swal und Notl Schnittstellen

inseriert (Swal und Smal bilden glatte Enden, weshalb die Schnittstellen kompatibel

sind). Dann konnte das MDR-Gen aus dem pHaMDR1a Vektor an den Positionen Sacll

und Xhol ausgeschnitten und in den mit Sacll und Sall

gedffneten Zielvektor ligiert

werden (Xhol und Sall bilden kompatible Uberhénge), wodurch gleichzeitig das Kpnl-

Fragment wegfiel.
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243 pQGIM
Der Vektor pQCXIX-GFP-IRES-MDR (pQGIM) basiert auf dem bicistronischen
Vektor pQCXIX von Clontech. Der Vektor enthalt eine hybride 5' LTR, bestehend aus
dem Cytomegalovirus (CMV) Type | Enhancer und dem Mouse Sarcoma Virus (MSV)
Promoter, das Verpackungssignal, den 3’LTR des Moloney Murine Leukemia Virus
(MoMLV), den Immediate Early CMV (CMV IE) Promoter des Cytomegalovirus
(CMV) sowie die ECMV-IRES Sequenz. Das Ausgangsprodukt, der pQCXIX Vektor
mit bereits eingefligtem MDR-Gen wurde von Jonathan Vogel, National Institutes of
Health, Bethesda, USA, zu Verfiugung gestellt. In diesem konnte durch Einfligen des
GFP-Gens aus dem pBMN-I-GFP Vektor, zur Verfligung gestellt von Garry P. Nolan,
Department of Microbiology and Immunology, Stanford University, USA, das fertige
Konstrukt hergestellt werden. Da der Zielvektor keine passenden

oot 2543 ooy

Xhol - 2502
BsiWI - 2495

pBMN-I-GFP LITMUS28i —

2823 bp

Litmus28i-GFP
3519 bp

6332 bp

BsiWI - 2495

Sall - 3271

Agel - 3252
Ncol - 3239

Agel - 2248 Agel - 2248

BsiWI - 2260

—> PQCXIX-GFP-I-MDR
11117 bp

pQCXIX-I-MDR
10372 bp

Litmus28i-GFP
3519 bp

. BsiwI - 3005
BsiWI - 2495

Abbildung 2.4: Das GFP-Gen wurde mit Ncol und Sall aus dem pBMN-I-GFP Vektor
ausgeschnitten und in den mit Ncol und Xhol gedéffneten Litmus28i Vektor ligiert.
Dadurch erhalten die Enden des GFP-Gens neue Schnitstellen (Agel und BsiWI). An

diesen wurde es dann wieder ausgeschnitten und in den Zielvektor transferiert.
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Restriktionsschnittstellen fur die Enden des GFP-Gens besitzt, wurde dieses zundchst in
die MCS eines Klonierungsvektors (Litmus28i, New England Biolabs) tberflihrt. Aus
diesem konnte es dann mit den passenden Schnittstellen in den pQCXI-1-MDR Vektor
eingefugt werden (Abbildung 2.4).

244  pQEIM

Der Vektor pQCXIX-EPO-IRES-MDR (pQEIM) entspricht dem pQGIM Vektor,
jedoch findet sich anstelle des GFP-Gens das humane EPO-Gen vor dem MDR-Gen.
Die Klonierungsstrategie war analog zu der des pQGIM, jedoch mit dem EPO antatt des
GFP sowie anderen Restriktionsschnittstellen. Als Quelle fir das EPO-Gen diente der
monocistronische retovirale Vektor pL-huEPOSN von Karen Pepper, Children's
Hospital Los Angeles, der auf dem pLXSN Vektor von Clontech basiert (Abbildung
2.5).

BamHI - 3570

BamHlI - 2527 EcoRI - 3551
EcoRI - 2508
BsiWI - 249

pL-huEPO-SN
6912 bp

EcoRlI - 1644 LITMUS2Si LITMUS28i-EPO
2823 bp IZ":

BsiWI - 2495

BamHI - 2698

BamHI - 3570

EcoRI - 3551

pQCXIX-I-MDR % PQCXIX-EPO-I-MDR

LITMUS28i-EPO
3866 bp

11423 bp

10372 bp

BsiWI - 2495

Abbildung 2.5: Das EPO-Gen wurde an den Schnittstellen EcoRl und BamHI in den Vektor
LITMUS 28i Uberfiihrt. Aus diesem konnte es an den Schnitstellen BamHI und BsiWI in
den Zielvektor pQCXIX-1-MDR transferiert werden.

BsiWI - 2260

BamHI - 3327
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2.5 Zellkultur Methoden

2.5.1 Isolierung von priméren human Fibroblasten und Keratinozyten

KC wurden aus der Epidermis und FB aus der Dermis von humanen Vorhéuten
gewonnen. Dazu wurde die Haut in ca. 1 cm? groRe Stiicke geschnitten und tiber Nacht
bei 4 °C in Dispase (25 U/ml) inkubiert. Am n&chsten Tag wurde die Epidermis mit
einer Pinzette abgeldst, in 10 ml Trypsin/EDTA gegeben, und unter regelméiigem
Schiitteln im Wasserbad bei 37 °C fiir 7 min inkubiert. Der Uberstand wurde dann in
20 ml FB-Medium gegeben, und nach Zugabe von 10 ml Trypsin/EDTA der VVorgang
wiederholt. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 4 °C und 1500 rpm wurde der Uberstand
verworfen und die KC mit 10 ml KC-Medium in eine T75-Zellkulturflasche Gberfihrt.
Fur die Isolierung der FB wurde die Dermis mit dem Skalpell in kleine Stiicke zerteilt,
in eine 10 cm Zellkulturschale Gberfuhrt und 10 ml FB-Medium zugegeben. Im verlaufe
einiger Tage wanderten die FB aus der Dermis aus und konnten mittels Trypsinisierung

gewonnen werden. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO..

2.5.2  Kultivierung von Zellen

Bei allen Zellen wurde nach jeweils 2-3 Tagen ein Mediumswechsel durchgefuhrt.
Hatten sie die maximale Zelldichte erreicht (KC 70 %, FB und retrovirale
Verpackungszellen ®NX Ampho je 100 %), mussten sie gesplittet werden. Dazu wurde
das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen, mit 2 ml Trypsin/EDTA fir
5-10 min bei 37 °C inkubiert und dann mit 2 ml FB-Medium das Trypsin neutralisiert.
Nach Zentrifugation der Zellen und Resuspendierung in Medium wurden sie mit

geringerer Zellzahl erneut ausgesét.

2.5.3  Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur langfristigen Lagerung von Zellen wurden sie zundchst trypsinisiert, abzentrifugiert
und dann in 900 pl DMEM resuspendiert. Dann wurden sie in ein Kryoréhrchen mit
900 pl Einfriermedium (720 ul DMEM, 180 pul DMSQ) uberfiihrt, fir 4-5 Tage bei
-80 °C gelagert und anschlieBend bei -196 °C in flissigen Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, in ein Rohrchen
mit 10 ml FB-Medium Uberfuhrt, abzentrifugiert, in Medium resuspendiert und

Zellkulturflaschen Uberfihrt.
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2.5.4  Transfektion von retroviralen Verpackungszellen

Zur Generierung von Verpackungszelllinien, welche Viren mit den  gewdinschten
Zielgenen produzieren, wurden die retroviralen Verpackungszellen (d®NX Ampho) mit
den entsprechenden Plasmiden transfiziert. Dafiir wurden am Tag vorher 1x10° Zellen
in einer 10 cm Zellkulturschale ausgesat. Am ndchsten Tag wurde dann die eigentliche
Transfektion mit dem Lipofectamin Plus Kit von Invitrogen nach Angaben des

Herstellerprotokolls durchgefiihrt.

2.5.5  Gewinnung von Virusiuberstand fur die Transduktion

Am Tag nach der Transfektion wurde mit der Selektion der Verpackungszellen
begonnen. Die Selektion mit Kolchicin (50 ng/ml) dient zur Anreicherung der
erfolgreich transfizierten, MDR exprimierenden Zellen. Wenn die Zellen eine
Konfluenz von 70% - 80 % erreicht hatten, wurden sie gesplittet. Die Selektion wurde
nun zusatzlich mit Diphteriatoxin (200 pg/ml, Sigma) und Hygromycin B (1 pg/ml,
Sigma), welches zur Anreicherung Virusproduzierender Zellen diente, fortgesetzt. Das
Hygromycinresistenzgen ist an die gag-pol-Gene und das Resistenzgen fur das
Diphteria Toxin an das env Gen gekoppelt. Die Zellen wurden fir zwei Wochen
selektiert, und bei entsprechender Zelldichte zwischenzeitlich gesplittet. Nach
Abschluss der Selektion wurde jeweils fiir 8 h Uberstand gesammelt (25 ml aus einer
T175 Flasche) und bei -80 °C eingefroren.

2.5.6  Transduktion von Keratinozyten und Fibroblasten

Fur die Transduktion wurden am Tag vorher jeweils 250.000 KC oder FB in eine 10 cm
Zellkulturschale ausgesat. Vor der Transduktion wurde zunéchst der Virustiberstand im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und anschlieBend mit einem Spritzenfilter (PES,
0,45 uM) eventuell noch vorhandene Zellen abfiltriert. Dann wurde das Medium von
den Zellen abgenommen, 10 ml filtrierter Virusiberstand sowie 10 pl Polybrene
(5 mg/ml) zugegeben und bei 37 °C inkubiert. Nach 4 h wurde die Transduktion
beendet und die Zellen wieder mit normalem Medium versetzt. Die Transduktion wurde

an zwei aufeinander folgenden Tagen durchgefihrt.
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2.5.7  Isolierung von genomischer DNA aus Zellen

Die Zellen wurden zundchst trypsinisiert und abzentrifugiert, in Cell Lysis Solution aus
dem PUREGENE-Kit von Gentra resuspendiert und dann nach dem Herstellerprotokoll
die DNA isoliert.

2.5.8  Gewinnung von Dermis fur die Herstellung von Hautkonstrukten

Als Ausgangsmaterial diente Schweinehaut (gewonnen von Schweinen nach
Finalversuchen im Institut fir Tierexperimentelle Medizin, Klinikum Rechts der Isar,
Technische Universitat Miinchen). Nach Entnahme wurde die Haut mit einem Skalpell
von Haaren und Schuppen befreit, 3x in sterilem PBS gewaschen, in sterilem PBS im
Wasserbad bei 56 °C fur 45 min inkubiert und dann die Epidermis mit einer Pinzette
entfernt. Nach 3x Waschen in PBS wurde die deepidermalisierte, avitale Dermis fiir 2-3
Wochen in FB-Medium bei 37 °C inkubiert, wobei alle 2-3 Tage das Medium
gewechselt wurde. Die gewonnene Dermis konnte nun direkt weiterverarbeitet oder bei

-80 °C gelagert werden.

2.5.9  Herstellung von Hautkonstrukten mit deepidermalisierter Dermis

Die Dermis wurde in ca. 1 cm? groRe Stiicke geschnitten, in KC-Medium gewaschen, in
Zellkultureinsatze (0,45 um PorengréRe) Gberfiihrt und in 6-Well Platten gegeben. In
die Vertiefungen wurden 8-9 ml Medium (KC- und FB-Medium im Verhaltnis 6:4)
vorgelegt, so dass die Einsétze nur von der Unterseite Kontakt mit dem Medium hatten.
Auf die Dermisstiicke wurden nun jeweils 50.000 KC in 20 pul KC-Medium ausgesét,
fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert und anschlieend mit Medium komplett Gberschichtet. Alle
2 Tage wurde das Medium gewechselt. Ab dem 3. Tag wurde mit der
Kolchizinselektion begonnen und ab dem 5. Tag wurde das Medium nur in die
Vertiefungen gegeben, so dass die Epidermis der Luft ausgesetzt war (Air-Lift). An Tag
8, 11 und 14 wurden Proben fur FACS-Analyse und die Histologie gewonnen sowie
4 h-Uberstand fiir die Bestimmung der EPO-Sekretion durch ELISA gesammelt.

2.5.10 Gewinnung von Zellen aus Hautkonstrukten fur die FACS-Analyse
Zum Ablosen der Epidermis wurden die HK (iber Nacht bei 4 °C in Dispase (25 U/ml)
inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Epidermis mit einer Pinzette abgeldst, 3x in PBS

gewaschen und in 15 ml 0,05 % Trypsin-Lsg. fr 20 min bei 37 °C inkubiert. Nach
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Neutralisation des Trypsin mit 15 ml PBS/5%FBS-Lsg. sowie Zugabe von
HBSS/5% FBS-Lsg. erfolgte die mechanische Vereinzelung der KC durch wiederholtes
(7x) Auf- und Abziehen in einer 50 ml-Spritze. Dann wurde die Lésung durch ein Filter
in ein 50 ml Réhrechen Gberfuhrt und der Vorgang nach Zugabe von HBSS/5% FBS-
Lsg wiederholt. Nach Zentrufugation (1500 rpm, 5 min, 4°C) wurden die Zellen in
FACS-Puffer (PBS, 5% FBS, 0,01 % NaN3) resuspendiert.

2.5.11 Herstellung von Hautkonstrukten mit Kollagen-Gelen

Die HK bestehen aus 3 Schichten, einer azelluldaren Kollagenschicht, einer zelluléren
Kolagenschicht mit den FB sowie der Epidermis mit den KC. Sie wurden in
Zellkultureinsatzen (0,4 um PC-Membran) fur 6-well Platten (Falcon) hergestellt.
Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefuhrt.
Zunachst wurde das Kollagen (Kollagen I, rat tail, von BD) mit 0,02 N Essigsaure auf
eine Konzentration von 3 mg/ml gebracht. Dann erfolgte die Herstellung der azelluléren
Schicht (1 ml je Hautkonstrukt) durch Mischung von 8 Teilen Kollagen, 1 Teil DMEM
(10x, Biochrom) und ein 1 Teil FBS (Biochrom) mit einem Glasstab. Dann wurde die
Mischung durch Zugabe von NaOH (1 N, Sigma) auf einen pH >8, erkennbar am
Farbumschlag von gelb nach pink, eingestellt und je 1 ml in die Einsétze gegossen.
Wahrend die azelluldre Schicht bei RT aushdrtete, konnte mit der Herstellung der
zelluldren Schicht begonnen werden. Dazu wurden je Hautkonstrukt 3 ml einer
Mischung aus 8 Teilen Kollagen und 1 Teil DMEM (10x,) hergestellt und wieder auf
einen pH >8 eingestellt. Dann erfolgte die Zugabe von 1 Teil FBS mit 4x10° FB. Nach
grindlichem, moglichst blasenfreiem Mischen, wurden pro Einsatz 3 ml der Mischung
auf die ausgehértete azellulare Schicht gegeben. Die Aushértung erfolgte zunéchst fur
15 min bei RT und anschlieBend fiir 2 h bei 37°C im Inkubator. Dann wurde zu den
fertigen Gelen HK-Medium in die Einsatze und die Vertiefungen der Platte gegeben
und alle 2 Tage gewechselt.

Im Laufe der ndchsten Tage begannen die Konstrukte zu kontrahieren, so dass sich im
Zentrum eine Einsenkung bildete. Dies war in der Regel nach 4-7 Tagen der Fall. In
diese Vertiefung konnten dann die KC ausgesat werden. Dazu wurde das Medium der
Konstrukte abgenommen, je Hautkonstrukt 1x10° KC in 30ul HK-Medium mit
Ascorbinsdure (Konzentration im Medium: 50 pg/ml) resuspendiert und in die
Einsenkungen der Gele gegeben. Nach 15 min Inkubation bei RT und 1 h bei 37 °C im
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Inkubator waren die KC an die Geloberflache adhériert. Dann wurde HK-Medium, ab
hier immer mit Ascorbninsdure, zugegeben und alle 2 Tage das Medium gewechselt. Ab
dem 3. Tag wurde mit der Kolchizin-Selektion (20 ng/ml) begonnen.

Nach 4 Tagen begann die Air-Lift-Phase, in der die Oberseite der Hautkonstrukte der
Luft ausgesetzt war und nur noch von unten mit Nahrstoffen aus dem Medium versorgt
wurde. Dazu wurden die Einsatze auf 4-5 kleine Gummistopfen (Sarstedt) gestellt und
das Medium nur noch in die Vertiefungen gegeben. Zu dem Medium wurde ab jetzt
CaCl; (1 ml einer 60 mM CacCl,-Lsg. auf 100 ml Medium, Endkonzentration ~ 1,4 mM)
hinzugefigt. Die Luft-Exposition der Konstrukte und die Zugabe von CaCl, fihrten zur
Differenzierung der KC und der Ausbildung einer mehrschichtigen Epidermis, welches
als Stratifikation bezeichnet wird. An Tag 8, 11 und 14 nach dem Aussaen der KC
wurde jeweils fur 4 h Medium fiir die EPO-Bestimmung gesammelt. Es wurden
Hautkonstrukte mit insgesamt 4 Kombinationen an KC und FB, die mit

unterschiedlichen Vektoren transduziert wurden, verwendet (Tabelle 2.1)

HK1 | HK2 | HK3 | HK4

FB | QEIM | QGIM | QEIM | QGIM

KC | QEIM | QEIM | QGIM | QGIM

Tabelle 2.1: Ubersicht der Vektorkombinationen in Hautkonstrukten

2.6 Tierexperimentelle Arbeiten

2.6.1 Haltung der Mause

Fir die tierexperimentellen Arbeiten wurden 4-5 Wochen alte, mannliche
immundefekte Nacktmduse (NMRI-nu/nu, Elevage Janvier, Le Genest Saint Isle,
Frankreich) verwendet, welche in der Zentralen Versuchstierhaltung des Klinikums

Innenstadt der Universitat Miinchen gehalten wurden.

2.6.2  Transplantation von Hautkonstrukten

Die HK wurden wie in Abschnitt 2.5.11 beschrieben hergestellt. Die Kultivierung
erfolgte nur fur weitere 3-4 Tage nach Beginn der Air-Lift-Phase.

Zunéchst wurden die Mause durch intramuskulére Injektion von 80 pl einer Mischung
aus Ketamin, Xylazin und PBS im Verhaltnis 3:2:7 narkotisiert. Nach Desinfektion mit

70 % EtOH wurde am Mausriicken, mittig, ca. 1cm hinter den Vorderpfoten, ein rundes
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Loch (d=14 mm) in die Haut geschnitten. Dann wurde aus einem Hautkonstrukt mit
einer Hautstanze (d=14 mm, Delasco, Council Bluffs, USA) das Transplantat
ausgestanzt und auf die Maus Uberfuhrt. Das Transplantat wurde mit Vazeline-Gaze
abgedeckt und dann die Maus mit zwei sich (berlappenden Pflastern eng umwickelt.
Nach 2-3 Wochen wurde der Verband wieder abgenommen.

2.6.3  Herstellung und Anwendung der Kolchizin-Creme

Zur Herstellung der Creme wurde zunéchst das Kolchizin (Sigma) in DMSO gel6st, mit
Wasser verdunnt und dann mit Creme (Velvachol, von Healthpoint, San Antonio,
Texas, USA) zu Konzentrationen von 200-400 pg/g grindlich vermischt.

Die Behandlung der Mé&use mit der Creme erfolgte alle 2-3 Tage. Sie wurden dafiir
kurzzeitig mit CO, betaubt, dann die Creme auf das Transplantat aufgetragen und
anschlieBend mit einem Pflaster das Transplantat abgedeckt. Am néchsten Tag wurde

das Pflaster wieder entfernt.

2.6.4  Blutentnahme von den Mé&usen

Zur Bestimmung des Hamatokrits und der EPO-Konzentration im Plasma wurde den
Méusen Blut entnommen. Dazu wurden sie zundchst mittels Injektionsnarkose betaubt
(siehe Abschnitt 2.6.2). Dann wurde mit einer heparinisierten Kapillare (0,8 x 32 mm,
neoLab) der retrobulbdre Venenplexus punktiert und das abflieBende Blut in einem
heparinisierten ProbengefaR (Microvette® 500, Sarstedt) aufgefangen. Es wurden

jeweils ungeféhr 300 pl Blut entnommen.

2.6.5 Gewinung von Plasma aus Mausblut fur die EPO-Bestimmung
Das Plasma wurde durch Zentrifugation in den Heparin-Rorchen fur 20 min bei RT und
3000 U/min von den restlichen Blutbestandteilen abgetrennt und bei —20 °C gelagert.

2.6.6  Transplantatentnahme fur die Analyse
Die Mduse wurden zundchst mit CO; betdubt und dann durch Genickbruch getotet. Das
Transplantat wurde dann mit einer Schere ausgeschnitten und fir die weitere Analyse in

Formalin oder Dispase tberfihrt.
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2.7 Analytische Methoden

2.7.1  FACS-Analyse von Zellen

Bei der FACS- (Fluorescence activated cell sorting) Analyse, auch als
Durchflusszytometrie bezeichnet, werden zunéchst zu detektierende Proteine mittels
spezifischer Fluoreszenzkonjugierter Antikorper markiert. Im Durchflusszytometer
erfolgt dann die Bestrahlung der Zellen durch einen Laser und verschiedene Detektoren
messen daraufhin das emittierte Fluoreszenzlicht. Durch die Verwendung
unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe lassen sich mehrere Proteine gleichzeitig
detektieren. Die Messung des Vor- und Seitwartsstreulichts der Zellen erlaubt zudem
Ruckschlisse auf die Grolie und Granularitat der Zellen.

Die Antikdrpermarkierungen der trypsinisierten und in FACS-Puffer (PBS, 5 % FBS,
0,1 % NaNs) resuspendierten Zellen erfolgte in 96-Well Mikrotiterplatten mit rundem
Boden (Greiner Bio One, Frickenhausen). Die Inkubationen der Antikérper wurden bei
4 °C fur 20 min durchgefihrt. Die verwendeten Antikdrper und die Reihenfolge der
Inkubationen sind in Tabelle 2.2 aufgefuhrt. Zwischen den Inkubationen wurden die
Zellen 3x mit je 200 pl FACS-Puffer je Vertiefung gewaschen. Nach beendeter Farbung
wurden die Zellen mit 300-600 pl FACS-Puffer in 5 ml Polystyrolréhrchen (BD)
uberfiihrt. Direkt vor der Messung erfolgte die Zugabe von 10 pl Propidiumiodid
(Sigma), welches die Detektion und spatere Aussortierung von toten Zellen ermdglicht.

Die Messungen wurden mit dem FACScan von BD durchgefihrt

Primérer Antikorper / Verdunnung | Sekindarer Antikorper Verdinnung

Isotypenkontrolle

anti P-glycoprotein MRK 16 | 1:50 algG2a-PE (BD) oder 1:5
(Kamiya) / Goat F(ab’) anti mouse —
lgG2a (BD) 1:5 FITC (Biosource) 1:200

anti HLA-A,B,C-PE (BD) / | unverdinnt
IgG1-PE (BD) 1:10

Tabelle 2.2: Ubersicht der verwendeten AK fiir die FACS-Analyse
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2.7.2  Messung der EPO-Konzentration mittels ELISA
Die Bestimmung der EPO-Konzentration erfolgte mit dem Erythropoietin-ELISA Kit

von IBL-Hamburg nach Angaben des Herstellerprotokolls.

2.7.3  Bestimmung des Hamatokrit-Wertes von Mausblut
Der Hamatokrit-Wert wurde maschinell in der Klinischen Chemie der

Dermatologischen Klinik und Poliklinik der Universitat Miinchen bestimmt.

2.7.4  Anfertigung histologischer Schnitte fir Immun- und H&E-Farbungen

Die Gewebeproben wurden zundchst mindestens 24 h in 4% phosphatgepuffertem
Formalin (Sigma) fixiert. Dann wurden die fixierten Proben in der Mitte geteilt, in
Kunststoffeinbettkassetten (Marienfeld, Lauda-Konigshofen) gegeben, in 80 % Ethanol
uberfuhrt, maschinell Uber eine aufsteigende Alkoholreihe entwdssert und in
Paraffinblocke eingebettet. Mit einem Mikrotom wurden dann 5 pm dicke Schnitte
angefertigt und auf Eiweil8/Glycerin (Sigma) beschichtete Objektrager (Menzel-Glaser
Braunschweig) Uberfihrt. AnschlieBend fand die maschinelle Farbung mit
Hématoxilin/Eosin (H&E) statt.

Fur die immunhistochemische Féarbung wurden Objekttrdger mit besonders starker

Haftung (SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser) ohne vorherige Beschichtung verwendet.

2.7.5  Immunhistochemische Farbung von Gewebeschnitten

Die Paraffineingebetteten Schnitte wurden zun&chst fiur 3x2 min in Xylol
entparaffinisiert und Uber eine absteigende Alkoholreihe (je 2x2 min 100% EtOH,
50 % EtOH, ddH,0, PBS) rehydriert. Daran schloss sich entweder direkt oder nach
Antigendemaskierung (AGR, Antigenretrieval) (siehe Abschnitt 2.7.6) die Inkubation
des primaren Antikdrpers an. Die entsprechenden Antikdrper und ihre
Inkubationsbedingungen finden sich in Tabelle 2.3. Die anschlieBende Alkalische
Phosphatase-Féarbung fand mit dem Vectastain Universal ABC-AP-Kit und dem Vector-
Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit | (beide WVector Laboratories) nach
Herstellerangaben statt. Zum Schluss wurden die Schnitte noch mit H&matoxilin
gegengefarbt. Dazu wurden je Objekttrager 50 pl Hamatoxilin auf die Schnitte verteilt,
20-30 s gefarbt, mit ddH,O das Hamatoxilin abgespllt, die Objekttrager 2x1 min in
ddH,O gewaschen und noch einmal kurz in 100 % EtOH getaucht. Nach dem Trocken
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bei RT wurden zum Schutz der Schnitte Deckglaschen mit Permount (Biomeda,

Burlingame, USA) auf den Objekttragern befestigt.

Antikorper / 1sotypenkontrolle AGR | Verdlnnung | Zeit Temp.
anti P-glycoprotein mab C219 Ja 1:20 16-18 h | 4 °C
(Signet Laboratories) /

IgG2a (BD) 1:10

A.v. Monoclonal Antibody (JL-8) (Clontech) / | Nein | 1:2000 1h RT
IgG2a (BD)

Tabelle 2.3: Ubersicht der verwendeten AK fiir die Immunhistochemie

2.7.6  Antigendemaskierung bei entparaffinisierten Schnitten

Durch die Fixierung der Gewebeschnitte wird die Tertidrstruktur der Antigene
(Proteine) verandert. Da diese aber fir die Wechselwirkung mit Antikorpern eine
wichtige Rolle spielt, ist es moglich, dass diese aufgrund der veranderten Terti&rstruktur
nicht mehr binden. Mit Hilfe der Antigendemaskierung wird ein Teil dieser
Veranderungen wieder rickgéngig gemacht. Die Demaskierung kann entweder
enzymatisch oder durch Hitzeeinwirkung erfolgen. Letzteres wurde hier verwendet.
Dazu wurden zunédchst 200 ml RETRIEVE-ALL™ 1 Puffer (Signet Laboratories) im
Wasserbad auf 95°C erhitzt, die entparaffinisierten und rehydrierten Schnitte
zugegeben und fur 10-15 min bei 95 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgten nach 5-10
min(tiger Abkihlung bei RT zwei Waschschritte in ddH,O und in PBS. Dann konnte

mit der immunhistochemischen Farbung begonnen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung retroviraler Verpackungszellen

Um aus den bicistronischen Plasmiden die entsprechenden retroviralen Vektoren zu
erzeugen, wurden sie in retrovirale Verpackungszellen (®NX ampho, Garry Nolan,
Stanford University) transfiziert. Dies war auch gleichzeitig ein Test der Plasmide fir
die Fahigkeit zur Expression der Zielgene (MDR, GFP und EPO). Diese wurde fur das
GFP und das MDR mittels FACS-Analyse der Zellen und fiir das EPO mittels ELISA
des Zelliiberstandes tberprift. Die Ergebnisse, welche in Tabelle 3.1 zusammengestellt
sind, zeigen, dass alle Plasmide sowohl das GFP- als auch das MDR-Gen exprimieren.
Dabei zeigte sich auch, dass das GFP deutlich besser als das MDR exprimiert wird. Die
EPO-Bestimmung im Zelluberstand der mit pQEIM transfizierten Zellen ergab einen
sehr hohen EPO-Gehalt von 113 IU/ml. In den Uberstinden der anderen Zellen lieR
sich kein EPO nachweisen. Damit wurde das erste Ziel, die Herstellung

funktionsfahiger biscistronischer Plasmide, erreicht.

Vektor | GFP MDR | GFP + MDR

pQEIM 58,4 %

pQGIM | 32,8 % | 16,9 % | 16,9 %

pBGIM | 68,6 % | 33,7 % | 33,7 %

pBMIG | 55,9 % | 25,5% | 25,5%

Tabelle 3.1: Gesamtanteil der transfizierten ®NX-
Zellen, der GFP oder MDR exprimiert

sowie Gesamtanteil, der beides exprimiert.
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3.2 Vergleich verschiedener retroviraler Vektoren und Zelltypen

Der Anschaulichkeit halber werden im Folgenden die Ergebnisse fir alle VVektoren in
gemeinsamer Ubersicht dargestellt, auch wenn der Vektor QEIM erst nach der Analyse
der verschiedenen GFP-Vektoren konstruiert und analysiert wurde.

KC und FB wurden mit den Uberstinden der retroviralen Verpackungszellen
transduziert und als Monolayer kultiviert. Mit Hilfe verschiedener Methoden wurde
dann das Ausmal} der MDR- und GFP-Expression analysiert. Dabei ging es zum einen
um den Effizienzvergleich der verschiedenen Vektoren untereinander als auch um einen
Vergleich der Vektoren in FB und KC. Weiterhin wurden die Unterschiede zwischen

unbehandelten und mit Kolchizin selektierten Zellen untersucht.

3.2.1  Vergleich ohne Kolchizinselektion

3211 FACS-Analyse

Mit Hilfe der FACS-Analyse kdnnen Proteine in Zellen detektiert werden. Dazu wurden
die Proteine mit verschiedenen Fluorochromen markiert, welche bei der Messung
spezifisch detektiert werden. Das GFP brauchte aufgrund seiner Autofluoreszenz nicht
zusétzlich markiert werden. Diese Analysemethode dient zur Bestimmung des Anteils
der Zellen, welche nur MDR (GFP-/MDR+), nur GFP (GFP+/MDR-) oder beides

FL2-H
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Abbildung 3.1: Beispiel flir eine Auswertung der FACS-Analyse mit dem Vektor QGIM
transduzierter FB (gefarbt mit Isotypenkontrolle (links) oder anti-MDR AK (rechts)). In
R2 (schwarz) sind MDR-/GFP- FB, in R3 (griin) MDR-/GFP+ FB, in R4 (rot) MDR+/GFP-
FB und in R5 (blau) MDR+/GFP+ FB enthalten. Alle MDR+ ergeben sich aus R4 und R5,
alle GFP+ aus R3 und R5
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(GFP+/MDR+) exprimiert haben. Daraus ergeben sich auch die Anteile der Zellen,
welche MDR und/oder GFP (MDR+) bzw. GFP und/oder MDR (GFP+) exprimiert
haben. In Abbildung 3.1 ist die Auswertung einer FACS-Analyse zur
Veranschaulichung an einem Beispiel transduzierter FB dargestellt. Da in dem Vektor
QEIM das GFP- durch das EPO-Gen ersetzt wurde und das EPO sich nicht im FACS
detektieren Iasst, ist bei mit diesem Vektor transduzierten Zellen nur ein Wert fir die
MDR-Expression aufgefiihrt. In Tabelle 3.2 sind die Ergebnisse der Transduktion von
KC mit den verschiedenen Vektoren aufgefiihrt. Die Messungen fanden einmal 48h
nach der Transduktion (d0) und einmal nach weiteren 14 Tagen in Kultur (d14) statt. In
Abbildung 3.2 sind diese Werte grafisch dargestellt. Es zeigt sich, dass die
Transduktion der KC mit allen vier Vektoren zu MDR produzierenden bzw. mit den
drei GFP-Vektoren (QGIM, BMIG, BGIM) auch zu GFP exprimierenden KC fiihrt.
Beim Vergleich von dO mit d14 findet sich ein leichter Abfall beim Anteil der MDR+
Zellen sowie eine leichte Zunahme der MDR-/GFP+ Zellen. Die Verdnderungen fallen
jedoch insgesamt gering aus und liegen teilweise noch innerhalb der
Standardabweichung, so dass die KC (ber einen Zeitraum von 14 Tagen eine stabile
Expression von MDR und GFP zeigen.

In Abbildung 3.3 bzw. Tabelle 3.3 sind die Resultate fiir die Transduktion von FB
dargestellt. Wie schon bei den KC fihrt die Transduktion bei allen vier Vektoren zu
MDR und bei den GFP-Vektoren auch zu GFP exprimierenden Zellen. Der Vergleich

von Tag 0 und Tag 14 ergibt einen scheinbar ansteigenden Gesamtanteil MDR-positiver

do di4
GFP- |GFP+ |GFP+ |GFP- |GFP- |GFP+ |GFP+ |GFP-
Vektor MDR- |MDR- |MDR+ |MDR+ |[MDR- ([MDR- |MDR+ |MDR+
QEIM |MW] 67,2% 32,7%] 73,3% 26,9%
SD 3,9% 3,9%] 1,0% 1,1%

QGIM |MW] 27,6%| 12,2%| 58,3%| 1,7%] 33,2%| 17,3%| 47,9%( 1,9%
SD 5,5%| 1,5%| 5,7%]| 0,1%]| 7,1%]| 9,1%| 2,9%]| 0,6%
BMIG |MW]| 45,2%| 15,0%| 37,4%| 2,6%] 45,6%( 16,1%| 35,5%( 2,9%
SD 0,8%| 1,9%| 1,3%| 0,5%] 3,0%| 0,7%| 2,4%| 0,4%
BGIM |MW] 14,9%| 2,2%]| 26,9%| 56,0%] 26,7%| 2,8%| 17,9%| 52,7%
SD | 12,7%| 1,5%| 4,5%| 11,3%]| 5,4%| 0,8%| 2,6%| 2,7%

Tabelle 3.2: FACS-Ergebnisse der transduzierten KC an Tag 0 und Tag 14. Aufgefiihrt sind die
Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) aus je 3 unabhéngigen
Experimenten. (von links nach rechts: GFP und MDR negative Zellen, nur GFP
positive Zelle, GFP und MDR positive Zellen, nur MDR positive Zellen)
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Abbildung 3.2: Vergleich des Anteils GFP- und/oder MDR-positiver KC, transduziert mit den
unterschiedlichen Vektoren BGIM, BMIG, QGIM oder QEIM , an d0 und d14
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Abbildung 3.3: Vergleich des Anteils GFP- und/oder MDR-positiver FB, transduziert mit den
unterschiedlichen Vektoren BGIM, BMIG, QGIM oder QEIM, an d0 und d14
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do d14
GFP- |GFP+ |GFP+ |GFP- |GFP- |GFP+ |GFP+ |GFP-
Vektor MDR- |MDR- |MDR+ |MDR+ |MDR- |MDR- |MDR+ |MDR+
QEIM |[MW] 83,0% 17,0%| 85,0% 15,1%
sb| 6,2% 6,4%| 8,8% 8,7%

QGIM [MW]| 30,5%( 12,2%]| 54,7%| 2,7%| 30,6%| 10,4%| 56,7%| 2,2%
SD | 19,4%]| 5,3%| 24,6%]| 0,6%]| 20,5%| 4,8%]| 25,0%| 0,3%
BMIG |[MW]| 49,7%]| 14,9%| 33,2%| 2,1%]| 47,4%] 11,5%| 38,4%| 2,9%
SD | 12,2%| 3,2%| 9,4%| 0,3%] 11,2%]| 1,0%| 9,5%]| 1,1%
BGIM |[MW] 41,6%| 1,7%| 9,2%]| 47,5%] 45,2%| 1,6%| 8,3%]| 45,5%
SD 2,9%| 0,7%| 1,6%| 0,6%] 9,0%| 0,5%| 2,8%| 6,1%

Tabelle 3.3: FACS-Ergebnisse der transduzierten FB an Tag 0 und Tag 14

Zellen und einen konstanten Gesamtanteil GFP-exprimierender Zellen. Da diese
Abweichungen jedoch groRtenteils innerhalb der Standardabweichung liegen, ergibt
sich auch bei den FB insgesamt eine stabile Expression von MDR und GFP. Da die
Resultate keine bedeutsamen Unterschiede zwischen Tag 0 und Tag 14 aufweisen und
fur den spéateren Vergleich mit selektierten Zellen nur der Tag 14 relevant ist, wird zur

Vereinfachung nur dieser fur die weiteren Vergleiche beriicksichtigt.

3.2.1.1.1 Vergleich der Transduktionseffizienz an unterschiedlichen Vektoren

In Abbildung 3.4 sind die Transduktionsresultate unterschiedlicher Vektoren an KC
(Tag 14) dargestellt. Dabei zeigt sich, dass der Vektor BGIM aus dem Rahmen fallt. So
findet sich hier ein sehr hoher Anteil GFP-/MDR+ Zellen von 52,7 % im Gegensatz zu
weniger als 3 % bei den anderen beiden GFP-Vektoren. Aullerdem finden sich mit
2,8 % gegeniber 17,3 und 16,1 % bei den mit QGIM und BMIG transduzierten KC
wenig GFP+/MDR- Zellen. Der Anteil GFP+/MDR+ Zellen ist mit 17,9 % ebenfalls am
niedrigsten, steigt auf 35,5 % bei mit BMIG transduzierten und ist bei mit QGIM
transduzierten KC schlieflich mit 47,9 % am hochsten. Somit ergibt sich fur die
Transduktionseffizienz der KC mit den verschiedenen GFP-Vektoren, bezogen auf den
Anteil der GFP+/MDR+ KC, die Reihenfolge QGIM > BMIG > BGIM. Die gleichen
Resultate ergeben sich fur den erzielten Anteil an GFP-produzierenden Zellen. Bei der
Betrachtung wieviele MDR+ Zellen durch Transduktion entstehen, zeigt der Vektor
BGIM dagegen die hochste Effizienz, gefolgt von QGIM, BMIG, QEIM. Der Vergleich
der Vektoren QEIM und QGIM, welche sich nur durch das erste Gencistron



Ergebnisse 44

80%

& GFP+/MDR-
B GFP+/MDR+ | |
01 GFP-/MDR+

70%

60% -

—H

50% -

40% -

30% -

Anteil der positiven Zellen
H

20% -

10% -

0% ‘ ‘ ‘
QEM QGIM BMIG BGIM

Abbildung 3.4: Vergleich der Transduktionseffizienz der unterschiedlichen Vektoren in KC

(EPO bzw. GFP) unterscheiden, ergibt hierbei fir den Vektor QGIM mit 49,8 %
gegenliber 26,9 % beim Vektor QEIM einen fast doppelt so hohen Anteil MDR-
exprimierender KC.

Der Vergleich der Vektoren in FB ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Die Resultate
entsprechen weitestgehend denen in KC. Der Vektor BGIM fallt auch hier mit 45,5%
GFP-/MDR+ Zellen gegentiber 2,2 % und 2,9 % bei den Vektoren QGIM und BMIG
aus dem Rahmen. Der Anteil GFP+/MDR+ Zellen liegt hier mit 8,3 % nochmal deutlich
niedriger als die 38,4 % bei den mit BMIG transduzierten FB sowie die 56,7 % bei den
mit QGIM transduzierten FB, ebenso die Rate an GFP+/MDR- Zellen (1,6 % beim
Vekotr BGIM, 10,4 % beim Vektor QGIM und 11,5 % beim Vektor BMIG). Somit ist,
bezogen auf GFP+ sowie GFP+/MDR+ FB, QGIM vor BMIG und BGIM der
effizienteste Vektor. Auch zeigt sich hier, dass bei den mit dem Vektor QGIM
transduzierten FB mit 58,9 % der Anteil MDR+ Zellen viermal so hoch ist wie bei den
mit dem Vektor QEIM transduzierten FB (15,1%), was nochmals deutlich geringer als
bei den KC ist.
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Abbildung 3.5: Vergleich der Transduktionseffizienz unterschiedlichen Vektoren in FB

3.2.1.1.2  Vergleich der Transduktionseffizienz von Keratinozyten und Fibroblasten

Nachdem die Vektoren untereinander verglichen wurden, folgt nun der zellspezifische
Vergleich der einzelnen Vektoren, welcher in Abbildung 3.6 dargestellt ist. Insgesamt
zeigen sich hier nur geringfugige Unterschiede fiir KC und FB. Die KC-Transduktion
mit den Vektoren QGIM und BMIG fihrt zu 47,9 % und 35,5 %, die FB-Transduktion
zu 56,7 % bzw. 38,4 % GFP+/MDR+ Zellen. Der Anteil GFP+/MDR- Zellen betragt fur
den Vektor QGIM bei KC 17,3 %, bei FB 10,4%, firr den Vektor BMIG bei KC 16,1 %,
bei FB 11,5 %. Und die Rate GFP-/MDR+ KC bzw. FB ist fir QGIM (1,9% bzw. 2,2%)
und BMIG (je 2,9 %) wie auch der Gesamtanteil GFP-positiver KC bzw. FB (hach
QGIM-Transduktion 65,3% bzw. 67,2%; nach BMIG-Transduktion 51,3% bzw. 49,9%)
nahezu gleich. Der Gesamtanteil MDR+Zellen betrdgt nach Transduktion mit dem
Vektor QGIM 49,8% KC bzw. 58,9 % FB, nach BMIG-Transduktion 38,4% KC und
41,3% FB. Somit besitzen beide Vektoren in FB eine geringfugig hohere Effizienz
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Abbildung 3.6: Vergleich der Transduktionseffizienzen von KC und FB bei den verschiedenen

Vektoren

als in KC. Im Gegensatz dazu zeigt der Vektor BGIM in KC sowohl fir MDR+
und/oder GFP+ Zellen etwas bessere Transduktionsergebnisse als in FB. Transduktion
mit dem Vektor QEIM flhrt dagegen zu deutlich héheren Raten an MDR+KC (26,9%)
als MDR+FB (15,6 %).

3.2.1.1.3  Vergleich der Fluoreszenzintensitaten des GFP

Neben den Anteilen positiv transduzierter Zellen lassen sich mit der FACS-Analyse
auch die mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) der verwendeten Fluorochrome bzw.
des GFP bestimmen. Die MFI ist dabei ein Mall fir das Verhéltnis der
durchschnittlichen Menge des pro Zelle detektierten Proteins. Daraus lassen sich jedoch
keine absoluten Werte ableiten. Auch ist der Vergleich der MFI verschiedener
Fluorochrome miteinander nicht mdéglich, da die absoluten Fluoreszenzintensitaten sich
unterscheiden. In Abbildung 3.7 sind die MFI des GFP fur die unterschiedlichen
Vektoren und Zellen dargestellt. Auf’erdem wurde noch zwischen GFP+/MDR- und
GFP+/MDR+ Zellen sowie der Summe aus beiden (GFP+/MDR+/-) unterschieden.
Dabei zeigen GFP+Zellen, die auch MDR exprimieren (GFP+/MDR+ Zellen) in allen
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Abbildung 3.7: Ausmal? der GFP-Expression (MFI) in transduzierten KC und FB

Fallen eine, teilweise sogar deutlich, hohere GFP-Expression als MDR-/GFP+ Zellen.
Fur alle GFP-exprimierenden, also die GFP+/MDR+/-, Zellen ergeben sich somit als
Mittelwerte der GFP-MFI unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Zellzahlen
Werte, die etwas niedriger als die der GFP+/MDR+ aber deutlich hoher als die der
GFP+/MDR- Zellen liegen. Fir die weiteren Betrachtungen werden nur diese
Mittelwerte berlcksichtigt, da sich aus den Einzelwerten keine zusatzlichen, fur die
Zielsetzung dieser Arbeit bedeutsamen Erkenntnisse, ergeben.

In Abbildung 3.8 ist das Ausmal} der GFP-Expression unterschiedlicher Vektoren in
KC und FB gegenibergestellt. Die mit dem Vektor BGIM transduzierten KC weisen
eine GFP-MFI auf, die fast das dreifache der in BMIG-transduzierten und mehr als das
doppelte der in QGIM-transduzierten KC gemessenen MFI betragt. Ein dhnliches Bild
ergibt sich in FB.

In Bezug auf die pro Zelle gebildete GFP-Menge ergibt der Vektor BGIM in KC und
FB die hochste Expressionsrate, gefolgt vom Vektor QGIM, der etwas effizienter als
der Vektor BMIG ist. Beim Vergleich von KC und FB zeigt sich, dass
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Abbildung 3.8: Vergleich der GFP-Expression (MFI) unterschiedlicher Vektoren in KC und FB

die GFP-MFI aller Vektoren in KC hoher als in FB ist. Sie liegt in KC beim 1,3 fachen
fur den Vektor BMIG, 1,5 fachen fiir den Vektor QGIM und 1,7 fachen fiir den Vektor
BGIM uber der in FB. Somit produzieren alle Vektoren in KC mehr GFP als in FB.

Setzt man das durch die MFI-Messung ermittelte Ausmass der GFP-Expression mit dem
Anteil der GFP+Zellen in Beziehung, so ergibt sich, dass die Transduktion mit den
Vektoren QGIM und BMIG zwar zu ungeféhr gleich hohen prozentualen Anteilen an
GFP+ KC und FB fuhrt, jedoch in KC eine hthere GFP-Expression als in FB zur Folge
hat. Insgesamt ist die Transduktion mit diesen Vektoren, bezogen auf das GFP, somit in
KC effizienter als in FB. Transduktion mit dem Vektor BGIM ergibt fir KC sogar

sowohl einen héheren Anteil GFP+Zellen als auch starkere GFP-Expression als fiir FB.

3.2.1.1.4  Vergleich der Fluoreszenzintensitaten des MDR

Abbildung 3.9 zeigt die Fluoreszenzintensitaten des Phycoerythrins (PE), welches zur
Detektion des MDR diente. Da flur die Messungen in KC beim Vektor QEIM
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) verwendet wurde, ist hier ein Vergleich mit den
anderen Vektoren aufgrund unterschiedlicher Fluoreszenzstarken der Farbstoffe nicht
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Abbildung 3.9: Vergleich der MDR-Expression (MFI, detektiert durch PE) unterschiedlicher
Vektoren in KC und FB (da in QEIM-transduzierten KC die MDR-MFI durch
FITC detektiert wurde, taucht diese hier nicht auf)

mdoglich. Die MDR-Expressionsstarke in QGIM-transduzierten KC liegt weit unter den
Werten der mit den Vektoren BMIG und BGIM transduzierten Zellen. In FB ergibt sich
jedoch ein anderes Bild. Hier ist die MDR-MFI in BMIG-transduzierten FB am
hdchsten, in FB, die mit dem Vektor QGIM oder BGIM transduziert wurden, dagegen
deutlich niedriger. Somit héngt das Ausmass der MDR-Expression zelltypspezifisch
von dem jeweils verwendeten Transduktionsvektor ab. Interessant ist auch der
Vergleich der FB, die mit QGIM oder QEIM transduziert wurden, da der Vektor QGIM
in FB eine doppelt so hohe MDR-Expression pro Zelle aufweist als der Vektor QEIM.
Bei der Betrachtung der MDR-Expression in KC und FB (Abbildung 3.10) zeigt sich,
dass nach Transduktion mit QGIM und BMIG die MDR-Expression in FB deutlich
gegenuber der in KC gesteigert ist, und zwar auf mehr als das vierfache fir den Vektor
QGIM und fast das doppelte fir den Vektor BMIG, wahrend sie fiir den Vektor BGIM
auf gleichem Niveau bleibt.

Der Vergleich der erzielten MDR-Expressionsstarke mit dem Anteil MDR+ Zellen
zeigt, dass die Transduktion der KC mit dem Vektor BGIM sowohl den hdchsten Anteil
MDR+ Zellen als auch die hochste MDR-Epression erzielt. Dagegen ergibt die
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Abbildung 3.10: Vergleich der MDR-Expressionsstarke (MFI) in transduzierten KC und FB in

Abhéngigkeit von den unterschiedlichen Transduktionsvektoren

Transduktion mit dem Vektor QGIM zwr den zweithochsten Anteil MDR+ KC, aber die
niedrigste Expressionsrate fir das MDR, wahrend die Expressionsrate nach
Transduktion mit dem Vektor BMIG trotz des geringsten Prozentsatzes MDR+ KC sehr
hoch ist. Fiir die FB ergeben sich im Vergleich zu den KC vollig andere Resultate. So
ist die MDR-Expression der mit dem Vektor BMIG transduzierten FB trotz des
niedrigsten Prozentsatzes MDR+ Zellen am hochsten, wahrend es sich fir die mit dem
Vektor BGIM transduzierten FB genau umgekehrt verhalt

Zusammenfassend &Rt sich sagen, dass beim Vergleich der 3 GFP-Vektoren in KC und
FB in Bezug auf die Expression des an das GFP gekoppelten MDR der Vektor BGIM
die héhere Effizienz als Vektoren BMIG und QGIM aufweist.

Die einzelnen Ergebnisse sind noch einmal in Tabelle 3.4 fir die KC und in Tabelle 3.5
fur die FB dargestellt.
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GFP+ GFP+ GFP- | GFP+ | GFP+/-

MDR- MDR+ MDR+ |MDR +/-| MDR +

Tag Vektor GFP GFP MDR MDR GFP MDR
do QGIM MW 76,1 262,01 194,3 65,1 227,8] 188,5
SD 4,8 48,3 51,6 20,8 61,0 52,1

BMIG |MW 70,9] 192,8/ 1735 86,1] 155,01 168,0

SD 24,3 70,6 11,9 14,2 57,1 10,8

BGIM |MW 352,70 411,99 269,8] 212,14 403,3] 2215

SD 44,6 4,7 21,7 22,8 9,0 21,4

di4 QGIM MW 64,1 208,1| 245,55 67,1 184,9] 239,2
SD 2,5 31,5/ 116,3 16,0 42,8 1141

BMIG |MW 65,3] 183,2| 279,5 86,8] 156,5| 265,6

SD 19,5 70,0 27,6 26,1 61,0 20,7

BGIM |MW 297,3] 378,9| 204,3] 168,5| 366,4] 174,2

SD 50,4 61,5 21,8 14,2 58,0 14,5

Tabelle 3.4: Expressionsstarke des GFP bzw. MDR in KC, die mit unterschiedlichen

bicistronischen, GFP- und MDR-kodierenden Vektoren transduziert wurden

GFP+ GFP+ GFP- | GFP+ | GFP+/-

MDR- MDR+ MDR+ |[MDR +/-| MDR +

Tag Vektor GFP GFP MDR MDR GFP MDR
do QGIM |MW 258,5] 588,9 87,4 22,71 531,5 71,7
SD 133,9 88,8 24,7 0,6 91,4 3,6

BMIG |MW 63,7] 1731 78,3 31,91 1421 75,2

SD 5,0 23,8 16,4 7,2 20,7 15,2

BGIM |MW 415,21 512,4) 172, 107,1] 505,9] 128,4

SD 83,4] 119,0 57 9,2] 1216 7,9

di4 QGIM MW 103,0] 329,4 55,3 21,2 2729 54,1
SD 52 29,0 12,4 2,3 43,9 12,2

BMIG |MW 102,5| 259,3] 140,0 89,3] 210,2] 136,3

SD 12,8 42,0 16,5 32,4 29,2 13,2

BGIM |MW 411,0] 652,3] 225,7) 162,1] 620,6] 178,1

SD 74,4 78,5 45,7 25,0 78,8 30,3

Tabelle 3.5: Expressionsstarke des GFP bzw. MDR in FB, die mit unterschiedlichen

bicistronischen, GFP- und MDR-kodierenden Vektoren transduziert wurden



Ergebnisse 52

10

I QGIM
m QEM
OBGIM
8 W BMIG ||

realtive Kopienzahl

0 ] =l mm

KC FB

Abbildung 3.11: Relative Anzahl retroviraler Vektorkopien in transduzierten Zellen

3212 Real-Time PCR

Mittels Real-Time PCR wurde die relative Anzahl der integrierten retroviralen
Genkopien im Genom der transduzierten Zellen bestimmt. Dieser Wert gibt an, wie
viele Kopien des retroviralen Vektors im Vergleich zu einem Standardgen in die Zelle
integriert wurden. In dieser Arbeit wurde dafiir das Verhéltnis von Genkopien des
MDR, das Bestandteil aller retroviralen VVektoren ist, mit der Anzahl an Genkopien des
HCK-Gens, welches ausschlieBlich Bestandteil des Zellgenoms ist, bestimmt. In
Abbildung 3.11 sind die Ergebnisse bezogen auf alle transduzierten Zellen dargestellt.
Es zeigt sich, dass in KC deutlich hthere Kopienzahlen vorzufinden sind als in FB.
Waihrend das Kopienverhéltnis in den transduzierten FB fir alle Vektoren relativ
ahnliche Werte aufweist, gibt es in den KC einen Trend zunehmender Kopienzahl in
Abhangigkeit vom fir die Transduktion verwendeten Vektor mit den héchsten Werten
nach Transduktion mit dem Vektor BMIG und den niedrigsten nach Transduktion mit
dem Vektor QGIM.
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Abbildung 3.12: Vergleich der FACS-Ergebnisse Kolchizin (50 ng/ml)-selektierter (50 Col.) und

unselektierter (0 Col.) KC nach Transduktion mit unterschiedlichen Vektoren

3.2.2  Vergleich mit Kolchizinselektion

KC und FB wurden mit den Uberstinden der retroviralen Verpackungszellen
transduziert und als Monolayer mit oder ohne Zugabe von Kolchizin kultiviert. Mit
Hilfe verschiedener Methoden wurde dann das Ausmall der MDR-, GFP- und EPO-
Expression analysiert. Dabei ging darum, in welchem Mal die Kolchizinselektion in
Abhangigkeit vom Tansduktionsvektor oder der transduzierten Zelle die Expression der

transduzierten Genelemente steigern kann.

3221 FACS-Analyse

In Abbildung 3.12 ist der Vergleich von selektierten und unselektierten transduzierten
KC dargestellt. Es zeigt sich, dass die Selektion zu einer, z.T. sehr starken, Zunahme an
MDR-positiven Zellen fiihrte. Der Gesamtanteil MDR exprimierender Zellen reicht
dabei von 81,1 % bei KC, die mit dem Vektor QEIM transduziert wurden, Uber 87,7 %
BMIG-transduzierter und 94,6 % BGIM-transduzierter KC bis hin zu 98,2 % QGIM-

transduzierter KC.
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Abbildung 3.13: Vergleich der FACS-Ergebnisse Kolchizin (50ng/ml)-selektierter (50 Col.) und
unselektierter (0 Col.) FB nach Transduktion mit unterschiedlichen Vektoren

In @hnlicher Weise kommt es nach Transduktion mit allen drei VVektoren, in denen das
GFP-Gen an das MDR-Gen gekoppelt ist, durch Kolchizinselektion zu einer Zunahme
GFP+ Zellen. QGIM-transduzierte, selektierte KC weisen einen Anteil von 98,7%,
BMIG-transduzierte, selektierte von 88,8% GFP+ KC auf. Selektion BGIM-
transduzierter KC fuhrt dagegen nur zu 31,8 % GFP+ KC, wenngleich der Anteil
MDR+KC nahezu 100% betragt. Trotz Kolchizinbehandlung bleibt die Effizienz von
BGIM zur Expression des zweiten, vor das MDR gekoppelten Gens, also niedrig.

Die Resultate der Selektion von FB sind in Abbildung 3.13 dargestellt. Sie entsprechen
weitestgehend denen der Selektion von KC. Die Selektion QGIM- und BMIG-
transduzierter FB ergibt einen Anteil von 98,7 % und 98,6 % GFP+. Zwar weisen
BGIM-transduzierte FB nach Selektion auch einen sehr hohen Anteil MDR+ Zellen
(98,8 %) auf, aber nur 18,7 % zeigen auch GFP-Expression.

In Tabelle 3.6 und Tabelle 3.7 sind die Ergebnisse noch einmal aufgefuhrt, auch unter
Einschluss der durch Selektion mit 20 ng/ml Kolchizin ermittelten Werte, die denen fir

50 ng/ml im Wesentlichen entsprechen.
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0 ng/mL Colchicin 20 ng/mL Colchicin 50 ng/mL Colchicin
GFP- |GFP+ |GFP+ |GFP- |GFP- [GFP+ |[GFP+ |GFP- |GFP- |GFP+ [GFP+ |GFP-
Vektor [Nr. [MDR- [MDR- [MDR+ [MDR+ |MDR- |MDR- |MDR+ (MDR+ |MDR- |MDR- |MDR+ |[MDR+
QEIM |MW] 73,3% 26,9%| 10,7% 88,9%| 12,7% 87,1%
SD 1,0% 1,1%| 2,4% 2,6%| 5,6% 5,8%
QGIM |MW] 33,2%]| 17,3%| 47,9%| 1,9%| 0,9%| 4,1%| 86,5%| 7,8%]| 0,3%| 1,6%| 97,1%| 1,1%
SD 7,1%| 9,1%| 2,9%]| 0,6%| 0,9%| 5,2%| 17,8%| 11,0%| 0,4%]| 1,8%| 1,8%| 0,1%
BMIG |MW| 45,6%( 16,1%| 35,5%| 2,9% 8,4%| 3,8%] 85,0%| 2,7%
SD 3,0%| 0,7%| 2,4%| 0,4% 12,0%| 4,1%]| 15,9%| 0,9%
BGIM |MW]| 26,7%| 2,8%]| 17,9%]| 52,7% 3,5%]| 1,9%| 29,9% | 64,7%
SD 5,4%| 0,8%| 2,6%| 2,7% 1,9%| 2,4%| 4,8%| 1,7%

Tabelle 3.6: FACS-Ergebnisse Kolchizinselektierter und unselektierter KC, die mit

unterschiedlichenbicistronischen Vektoren transduziert waren.

0 ng/mL Colchicin 20 ng/mL Colchicin 50 ng/mL Colchicin
GFP- |GFP+ |GFP+ |GFP- |GFP- [GFP+ |GFP+ |GFP- |GFP- |GFP+ |[GFP+ |GFP-
Vektor [Nr. [MDR- [MDR- [MDR+ [MDR+ |MDR- |MDR- (MDR+ (MDR+ |MDR- |MDR- |MDR+ |[MDR+
QEIM [MW] 85,0% 15,1%| 6,4% 93,6%| 3,3% 96,6%
SD 8,8% 8,7%| 2,8% 2,6%| 0,9% 1,0%
QGIM |[MW] 30,6%]| 10,4%| 56,7%| 2,2%| 0,1%| 0,5%]| 97,8%| 1,6%| 0,2%| 0,9%( 97,8%| 1,1%
SD | 20,5%]| 4,8%| 25,0%| 0,3%| 0,1%| 0,3%| 0,8%| 0,6%] 0,2%| 0,8%| 1,7%| 0,8%
BMIG |MW| 47,4%( 11,5%| 38,4%]| 2,9% 0,1%]| 0,6%| 98,0%| 1,4%
SD | 11,2%]| 1,0%| 9,5%| 1,1% 0,0%| 0,3%| 0,4%| 0,6%
BGIM |MW] 45,2%]| 1,6%| 8,3%]| 45,5% 1,1%]| 0,1%]| 18,6%| 80,2%
SD 9,0%| 0,5%]| 2,8%]| 6,1% 1,0%| 0,0%| 5,3%| 4,3%

Tabelle 3.7: FACS-Ergebnisse Kolchizinselektierter und unselektierter FB, die mit unterschiedlichen

bicistronischen Vektoren transduziert waren.

3.2.2.1.1 Vergleich der Fluoreszenzintensitaten des GFP
In Abbildung 3.14 sind die mittleren GFP-Fluoreszenzintensitaten von KC und FB, die

mit unterschiedlichen Vektoren transduziert wurden, jeweils mit und ohne Selektion

gegenubergestellt. In allen Zellen steigt die GFP-MFI durch Selektion an. Somit flhrt

die Kolchizinbehandlung der Zellen nicht nur zu einem hoheren Anteil GFP-

exprimierender Zellen, sondern auch zu einer gesteigerten GFP-Expression in den

einzelnen Zellen. Hierbei findet sich nach Kolchizinselektion (50 ng/ml) in BGIM-

transduzierten KC und FB die starkste GFP-Expression, gefolgt von QGIM- und dann

BMIG-transduzierten Zellen. Beim Vergleich der durch Selektion erreichten Zunahmen
der MFI zeigt sich allerdings, dass in KC und FB, die mit QGIM und BMIG
transduziert wurden, eine relativ groRRe Steigerung erreicht werden kann, wéhrend diese

bei den BGIM-transduzierten Zellen eher gering ausfallt.
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Abbildung 3.14: Vergleich der MFI des GFP von selektierten und unselektierten KC und FB

In Abbildung 3.15 ist jeweils die GFP-MFI der mit unterschiedlichen Vektoren
transduzierten KC und FB bei verschiedenen Kolchizindosierungen dargestellt. Dabei
fallt auf, dass unabhéngig von den verwendeten Vektoren und Kolchizindosierungen die
GFP-Expression in FB niedriger ist als in KC. Transduzierte KC zeigen also sowohl vor
als auch nach Selektion eine héhere Effizienz in Bezug auf die GFP-Expression.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Vektor QGIM als Modellvektor fir den
bicistronischen EPO-Vektor ausgewahlt, in dem das GFP durch EPO ersetzt wurde.
Entscheidend waren vor allem die deutlich hdheren Transduktionseffizienzen mit hohen
Raten GFP+/MDR+ KC und FB im Vergleich zu den anderen Vektoren. Zwar zeigten
andere Vektoren z.T. hohere Genexpressionsstarken in den transduzierten Zellen, aber
dies erbrachte - auch bei starkerer MDR-Expression - keinen Selektionsvorteil bei der
Anreicherung transduzierter Zellen durch Kolchizin, was ja die entscheidende

Voraussetzung fiir den Einsatz des bicistronischen Vektors in der Haut sein sollte
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Abbildung 3.15: Vergleich der MFI des GFP von selektierten und unselektierten KC und FB
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3.3 In-vitro-Untersuchungen zur EPO-Expression und

Kolchizinselektion genetisch modifizierter KC und FB

3.3.1  Untersuchungen in Monolayerkulturen
3311 Bestimmung der EPO-Expression

3.3.1.1.1 Untersuchung ohne Kolchizinselektion

In Abbildung 3.16 sind die Ergebnisse der EPO-Bestimmung aus dem ELISA fir die
mit QEIM transduzierten Zellen dargestellt. Gezeigt sind Resultate fir die drei
einzelnen Versuche an Tag 0 und Tag 14. Sowohl die transduzierten KC als auch die
FB produzieren in hohem Malie EPO. Das Ausmal’ der EPO-Sekretion steigt dabei von
Tag 0 zu Tag 14 leicht an. Anhand der Mittelwerte in Abbildung 3.17 wird sofort
deutlich, dass die EPO-Expression zu beiden Zeitpunkten in KC deutlich tber der in FB
liegt. In Tabelle 3.8 sind die Ergebnisse noch mal zusammengefasst.
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Abbildung 3.16: EPO-Sekretion QEIM-transduzierter KC und FB an Tag 0 und 14 (Versuche V 1-3)
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Abbildung 3.17: Mittelwerte der EPO-Expression QEIM-transduzierter KC und FB an Tag 0 und14

do di4
SD SD
KC V1 108 11,5 153 1,7
V2 77,7 2,3 52,3 3,5
V3 47,1 6,4 70,9 3.4
MW 77,5 30,3 91,9 53,3
FB V1 66,3 0,53 80,9 1,06
V2 26,8 0,72 31,3 1,00
V3 32,9 0,95 43,6 10,32
MW 42,0 21,3 51,9 25,8

Tabelle 3.8: EPO-Sekretion transduzierter KC und FB (in
mlU/10° Zellen/4h)
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3.3.1.1.2 Untersuchung mit Kolchizinselektion

Der Vergleich der EPO-Sekretion selektierter und unselektierter Zellen ist in
Abbildung 3.18 dargestellt. Dabei lasst sich sowohl in KC als auch in FB eine
Zunahme der EPO-Expression durch die Kolchizinselektion feststellen. Wé&hrend sich
bei einer Kolchizindosis von 20 ng/ml der durchschnittliche EPO-Wert fur KC mit
181 mIU/10° Zellen auf gleichem Niveau wie fiir FB (171 mIU/10° Zellen) bewegt, liegt
er bei 50 ng/ml mit 545 mIU/10° KC ein Vielfaches tber dem fiir FB (228 mIU/10°
Zellen).

Die einzelnen Werte sind in Tabelle 3.9 aufgefiihrt.

900

mO Col.
800 020 Col.
m 50 Col.

700

600 -

500 -

400

300 T

EPO-Sekretion [mIU/10° cells]

200

100 -

KC FB

Abbildung 3.18: EPO-Sekretion QEIM-transduzierter Zellen, kultiviert mit unterschiedlichen
Kolchizikonzentrationen (0-50ng/ml)
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0 Col. 20 Col. |50 Caol.
KC Vi1 153 124 871
V2 52,3 237 369
V3 70,9 184 394
MW 91,9 181 545
SD 53,3 56,7 283
FB Vi1 80,9 193 338
V2 31,3 131 148
V3 43,6 190 200
MW 51,9 171 228
SD 25,8 34,8 98,1

Tabelle 3.9: Einzel- und Mittelwerte der EPO-
Sekretion transduzierter KC und FB

3.3.2  Untersuchungen in Dermis-Hautkonstrukten

3321 Bestimmung der EPO-Expression mit und ohne Kolchizinselektion

Nach den Bestimmungen in Monolayerkulturen wurde die EPO-Sekretion von
transduzierten KC bestimmt, die auf Schweinedermis ausgesat waren. Dieses Modell
gab einen Anhalt fiir die Sekretionsleistung der KC in einer stratifizierten Epidermis. In
Abbildung 3.19 sind die Mittelwerte der EPO-Sekretion aus drei Ansétzen dargestellt.
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Abbildung 3.19: EPO-Expression von QEIM-transduzierten KC, die auf Schweinedermis ausgeséten

waren, unter verschiedenen Kolchizinkonzentrationen (0-50ng/ml) an Tag 8, 11, 14 (n=3)
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Zunachst einmal lasst sich feststellen, dass die KC auch nach Ausbildung einer
stratifizierten Epidermis zu allen Analysezeitpunkten EPO produzieren. AuRerdem wird
deutlich, dass die Selektion mit Kolchizin zu keiner Zunahme, sondern teilweise sogar
zu einer Abnahme der EPO-Expression in der Epidermis fiihrt.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden zur Uberpriifung drei weitere Folgeexperimente
durchgefiihrt, diesmal mit humaner anstatt Schweinedermis. Die Resultate sind in
Abbildung 3.20 dargestellt. Auch hier lasst sich durch Kolchizinselektion keine
Steigerung der EPO-Sekretion erreichen.
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Abbildung 3.20 EPO-Expression QEIM-transduzierter KC, auf humane Dermis ausgeséat, unter
unterschiedlichen Kolchizinkonzentrationen (0-50ng/ml) an Tag 8, 11, 14 (n=3)

3.3.2.2 FACS-Analyse

Die FACS-Analyse der KC, welche von den aus Schweinedermis hergestellten
Hautkonstrukten geerntet wurden, ist in Abbildung 3.22 (QGIM-transduzierte KC) und
Abbildung 3.21 (QEIM-transduzierte KC) dargestellt. Dabei werden die Ergebnisse fur
verschiedene Kolchizinkonzentrationen (0-50 ng/ml) zu zwei verschiedenen

Zeitpunkten (Tag 11 und Tag 14) miteinander verglichen. Beim QGIM-transduzierten
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Abbildung 3.22: Anzahl QGIM-transduzierter KC aus HK von Tag 11 und 14 nach Kolchizin-
selektion (0-50ng/ml)
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Abbildung 3.21: Anzahl QEIM-transduzierter KC aus HK von Tag 11 und 14 nach
Kolchizinelektion (0-50ng/ml)
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Abbildung 3.23: GFP-Expression in QGIM-transduzierten KC aus Kolchizinselektierten (0-50ng/ml)
HK an Tag 11 und 14

KC zeigt sich, dass die KC ohne Selektion am Tag 11 noch vergleichbar hohe Anteile
an GFP+/MDR- und GFP+/MDR+ Zellen aufweisen wie in Monolayerkultur. Zum Tag
14 hin ist jedoch ein deutlicher Abfall von 51,2% auf 39,5% bei den GFP+/MDR+ zu
verzeichnen, wobei histologische Beurteilungen der HK zeigten, dass die Qualitat der
Epidermis zu diesem Zeitpunkt durch vermehrtes Absterben der KC keine
aussagekraftigen Schlusse mehr erlaubt.

Durch Kolchizinselektion werden die GFP+/MDR+ Zellen angereichert, wobei ein
dosisabhangiger Unterschied zwischen den beiden Kolchizinkonzentrationen besteht.
So wird mit 20 ng/ml ein Anteil von 56,2%, mit 50 ng/ml sogar von 72,3%
GFP+/MDR+ Zellen erzielt. Auch der Anteil aller MDR+ KC kann von 45,1 % mit 20
ng/ml auf 68,0 % und mit 50 ng/ml auf 79,2 % erhoht werden. Bei den
Hautkonstrukten mit QEIM-transduzierten KC werden die MDR+KC durch Selektion
ebenfalls angereichert, und zwar von 17,8% auf 72,5% bzw. 76,2% nach Selektion mit
20 bzw. 50ng/ml

Bei Betrachtung der GFP-MFI der QGIM-transduzierten KC der Hautkonstrukte in
Abbildung 3.23 zeigt sich, dass mittels Selektion nach 11 Tagen bei beiden
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Kolchizindosierungen eine Zunahme der GFP-Expression erreicht werden kann. So

fuhrt die Kolchizinselektion mit

50

ng/ml

Zur

einer

Zunahme der

GFP-

Expressionsstarke um 71 % am Tag 11. Nach 14 Tagen ist diese Steigerung nicht mehr

so deutlich, allerdings erlaubt - wie oben bereits erwahnt - die abnehmende Qualitét der

HK zu diesem Zeitpunkt keine eindeutigen Aussagen mehr.

0 ng/mL Colchicin

20 ng/mL Colchicin

50 ng/mL Colchicin

GFP-
Tag |Nr. |MDR-

GFP+
MDR-

GFP+
MDR+

GFP-
MDR+

GFP-
MDR-

GFP+
MDR-

GFP+
MDR+

GFP-
MDR+

GFP-
MDR-

GFP+
MDR-

GFP+
MDR+

GFP-
MDR+

di1l 1
3
4

37,8%
19,5%
34,7%

26,1%
8,0%
9,1%

34,8%
69,8%
49,1%

1,0%
2,6%
7,0%

41,7%
2,3%
35,5%

16,9%
4,0%
5,6%

39,1%
90,9%
38,7%

2,1%
3,0%
20,3%

13,3%| 13,6%
1,0%] 3,7%
17,2%| 2,8%

72,0%
94,5%
50,4%

1,1%
0,8%
30,0%

MW
SD

30,7%
9,8%

14,4%
10,2%

51,2%
17,6%

3,5%
3,1%

26,5%
21,2%

8,8%
7,1%

56,2%
30,0%

8,5%
10,2%

10,5%| 6,7%
8,5%| 6,0%

72,3%
22,1%

10,6%
16,7%

di4 1
3
4

70,4%
27,4%
38,0%

12,8%
9,2%
7,1%

8,8%
61,4%
48,4%

8,1%
1,9%
6,6%

41,3%
15,8%
18,0%

5,2%
10,3%
6,1%

36,3%
69,8%
69,4%

17,4%
4,4%
6,6%

30,6%| 9,3%
51%| 6,1%
7,8%| 3,7%

51,2%
86,9%
84,9%

8,9%
1,9%
3,9%

MW
SD

45,3%
22,4%

9,7%
2,9%

39,5%
27,4%

5,5%

3,3%

25,0%
14,1%

7,2%
2,8%

58,5%

19,2%

9,5%
7,0%

14,5%| 6,3%
14,0%| 2,8%

74,3%
20,1%

4,9%
3,6%

Tabelle 3.10:

Ergebnisse der FACS-Analyse von HK mit QGIM-transduzierten KC, die mit

unterschiedlichedn Kolchizinkonzentrationen (0-50 ng/ml) behandelt wurden

0 ng/mL 20 ng/mL 50 ng/mL
dil di4 dil di4 dil di4
V1 30,0% 12,6% 37,9% 69,1% 62,8% 77,1%
V3 29,4% 23,7% 79,3% 65,9% 88,2% 67,1%
V4 21,9% 17,2% 81,7% 82,7% 85,6% 84,4%
MW 27,1% 17,8% 66,3% 72,5% 78,9% 76,2%
Stabw 4,5% 5,6% 24,6% 8,9% 14,0% 8,7%

Tabelle 3.11: Anteil GFP+KC aus der FACS-Analyse von QEIM-
transduzierten KC aus Kolchizinselektierten (0-50ng/ml) HK
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3.3.2.3 Histologische Untersuchung

In Abbildung 3.24 sind jeweils ein H&E-Schnitt von HK aus Schweinedermis mit
QGIM-transduzierten bzw. QEIM-transduzierten KC an Tag 11 nach Aussaat der KC
dargestellt. Es ist eine voll ausgebildete, differenzierte Epidermis mit mehreren Lagen
KC zu erkennen. Morphologische Unterschiede sind zwischen den QGIM-HK und
QEIM-HK nicht auszumachen. Die Produktion von EPO hat also keinen stdrenden
Einfluss auf die Ausbildung einer differenzierten Epidermis.

Der Einfluss der Kolchizinselektion auf die HK ist in Abbildung 3.25 (HK mit QGIM-
transduzierten KC) und Abbildung 3.26 (HK mit QEIM-transduzierten KC) fur Tag 11
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Abbildung 3.24: H&E-Farbungen von Schweinedermis-HK, auf die QGIM-transduzierte
(oben) oder QEIM-transduzierte (unten) KC ausgesat waren (Tag 11)
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nach Aussaat der KC zu sehen. Deutlich erkennbar ist neben der Abnahme der
Epidermisdicke auch das Auftreten von toten KC (hellrosa). Vereinzelt sind auch noch
KC zu erkennen, die sich gerade in der Phase der Zellteilung befanden und vom
Kolchizin gehemmt wurden (hellrosa Zellen mit grolem schwarzem Zellkern). An
Tag 14 (Abbildung 3.27 und Abbildung 3.28) sind die toten und mitosegehemmten
Zellen groRtenteils in die obere Epidermisschicht verlagert, wéahrend gleichzeitig eine
Erneuerung der  Basalzellschicht  festzustellen ist.  Diese  weist trotz
Kolchizinbehandlung keine pathologischen Verdnderungen mehr auf, was darauf
schlieBen lasst, das die Basalzellschicht nun durch die Kolchizinselektion (groRtenteils)

MDR positiv ist (siehe Immunhistochemische Analyse, Kapitel 3.3.2.4).
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Abbildung 3.25: HK mit QGIM-transduzierten KC unter Kultivierung mit folgenden

Kolchizinkonzentrationen (d11; von oben nach unten): 20 ng/ml (10x), 20 ng/ml
(20x), 50 ng/ml (20x), 50 ng/ml (63x)
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Abbildung 3.26: HK mit QEIM-transduzierten KC unter Kultivierung mit folgenden
Kolchizinkonzentrationen (d11; von oben nach unten): 20 ng/ml (10x) und 50 ng/ml
(10x)

Abbildung 3.27: HK mit QEIM-transduzierten KC unter Kultivierung mit folgenden

Kolchizinkonzentrationen (d14; von oben nach unten): 50 ng/ml (10x) und 50 ng/ml
(20x)
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Abbildung 3.28: HK mit QGIM-transduzierten KC unter Kultivierung mit folgenden
Kolchizinkonzentrationen (d14; von oben nach unten): 50 ng/ml (10x) und
50 ng/ml (20x)
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3324 Immunhistochemische Untersuchung

Die folgenden Abbildungen zeigen immunhistochemische Farbungen der transduzierten
Schweinedermis-HK, die mit unterschiedlichen Kolchizinkonzentrationen inkubiert
waren. Bei den QGIM-transduzierten HK wurde das GFP gefarbt, wahrend es bei den
QEIM-transduzierten HK das MDR war. Eine Farbung fir das EPO wadre fir den
Vergleich mit dem GFP-transduzierten HK besser, allerdings gelang dies trotz

Austestens mit verschiedenen AK nicht. Die roten Flachen kennzeichnen die GFP-
(Abbildung 3.30) oder MDR- (Abbildung 3.29) exprimierenden KC. Unter der
Kolchizinselektion mit 50 ng/ml zeigt sich bei den QEIM-HK eine deutliche Zunahme
MDR-positiver Zellen und bei den QGIM-HK eine Zunahme GFP-positiver Zellen.

Abbildung 3.29: MDR-Farbung von QEIM-transduzierten HK, die unter folgenden Kolchizin-
konzentrationen kultiviert wurden (d11; von oben nach unten): 0 ng/ml, 20 ng/ml,

50 ng/ml
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Abbildung 3.30: GFP-Farbung von QGIM-transduzierten HK, die unter folgenden Kolchizin-
konzentrationen kultiviert wurden (d11; von oben nach unten): 0 ng/ml, 20 ng/ml,
50 ng/ml; ganz unten Isotypenkontrolle50 ng/ml
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3.3.3  Untersuchungen in Gel-Hautkonstrukten

3.3.3.1 Bestimmung der EPO-Expression

Nach den Hautkonstrukten mit der avitalen Dermis, welche nur KC enthielten, wurden
weitere Hautkonstrukte angefertigt, welche neben den KC noch FB, die in eine Dermis,
bestehend aus einem Kollagen-Gel, eingebettet waren. Dabei wurden vier Varianten mit
unterschiedlich transduzierten Zellen hergestellt, und zwar alle Kombinationen
EPO/MDR- und GFP/MDR-transduzierter KC und FB. So konnte der unterschiedliche
Beitrag der KC und FB zur EPO-Sekretion der HK ermittelt werden (Abbildung 3.31;
die Ergebnisse fur die HK mit ausschlielich kontrolltransduzierten Zellen sind nicht
dargestellt, da hier keine EPO-Sekretion nachgewiesen werden konnte).

Betrachtet man zunéchst die Resultate ohne Selektion (-col), zeigt sich, dass die HK mit
QEIM- (EPO-) transduzierten KC und FB (FB-E/KC-E) die 2,5 (Tag 8) bis 3,5 fach
(Tag 11 und 14) héhere Menge EPO exprimieren als die, in denen nur die FB mit QEIM
transduziert sind (FB-E/KC-G). Gegenuber den HK, in denen nur die KC mit QEIM
transduziert wurden (FB-G/KC-E) ist die EPO-Sekretion immer noch 1,2 bis 1,5 mal
hoher. Beim Vergleich der HK FB-G/KC-E mit den HK FB-E/KC-G ergibt sich fir
erstere eine um 1,7 bis 3,1 fach starkere EPO-Sekretion. Somit exprimierte die
Epidermis in den Hautkonstrukten mehr EPO als die Dermis (wie schon in
Monolayerkultur transduzierte KC mehr EPO als FB sezernierten).

Ebenfalls in Abbildung 3.31 sind die Resultate fir die Selektion der HK mit Kolchizin
(+col; 20 ng/ml) dargestellt. Der Vergleich mit den unselektierten HK zeigt, dass im
Gegensatz zu den Ergebnissen bei Monolayer-Kulturen durch Kolchizinselektion der
QEIM-transduzierten HK keine Steigerung der EPO-Sekretion erreicht werden kann.
Bei den FB-G/KC-E HK ist sogar ein starker und bei den FB-E/-KC-E bzw. FB-E/KC-
G HK ein geringer Abfall der EPO-Sekretion zu verzeichnen. Bei den in einer
stratifizierten, differenzierten Epidermis angeordneten KC fuhrt die Selektion somit zu
einem negativen Effekt, wahrend bei den dermalen FB kein nennenswerter Effekt

erkennbar ist.
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3.3.4  Einfluss der Differenzierung von KC auf die EPO-Sekretion

Unter den in den HK vorliegenden Umgebungsbedingungen (hohe Konfluenz der KC,
erhdhte Ca®*-Konzentration, Luftexposition der HK) beginnen KC sich zu
differenzieren, was unter den Standardbedingungen der Monolayerkultur nicht der Fall
ist. Der Einfluss dieses Faktors auf die EPO-Sekretion wurde in zwei Experimenten
untersucht, in denen die KC in Monolayerkultur entweder bei 100% iger Konfluenz
(Abbildung 3.32) oder erhdhter Ca®*-Konzentration (Abbildung 3.33) kultiviert
wurden. Dabei ist bei 100% iger Konfluenz ein Riickgang der EPO-Sekretion auf
54,8+/-19,6% (nach 48h), 53,4+/-18,7% (nach 72h) und 66,7+/-24,8% (nach 96h) des
Ausgangswertes (70 % Konfluenz, ohne CaCl,) feststellbar, wéhrend unter erhohter
Ca®*-Konzentration ebenfalls ein Riickgang auf 61,0+/-29,7% (nach 48h), 50,0+/21,5%
(nach 72h) und 74,8+/-27,5% (nach 96h) des Ursprungswertes zu verzeichnen ist. Somit
fuhren sowohl eine 100% ige Konfluenz der Zellen als auch die Zugabe von CaCly, also
Bedingungen, die zu einer Differenzierung der KC in Monolayerkulturen fiihren, zu

einem Ruckgang der EPO-Expression in QEIM-transduzierten KC.
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Abbildung 3.31: EPO-Sekretion Kolchizinselektierter (20ng/ml) und nichtselektierter Gel-HK aus
unterschiedlichen Kombinationen EPO/MDR-(E) und GFP/MDR-(G) transduzierter
KC und FB
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Abbildung 3.32: EPO-Sekretion QEIM-transduzierter KC-Monolayerkulturen 48-96h nach Erreichen

von 100% Konfluenz (in % der EPO-Sekretion bei 70% Konfluenz)

\\\\\\\\\

1000

Abbildung 3.33: EPO-Sekretion von QEIM-transduzierten KC-Monolayerkulturen 48-96h nach Zugabe von

CaCl, bei 70% Konfluenz (in % der EPO-Sekretion bei 70% Konfluenz ohne CaCl,)
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3.4 In-vivo-Untersuchungen zur EPO-Expression in genetisch

modifizierter Haut

Nach den In-vitro-Analysen an Monolayer-Kulturen und HK wurden In-vivo-Analysen
an einem Mausmodell durchgefihrt. In diesem Modell wurden die schon in den
In-vitro-Experimenten verwendeten Gel-HK aus transduzierten KC und FB auf
immundefekte Nacktméause transplantiert. Nach erfolgreichem Anwachsen wurden die
Transplantate regelméliig mit Kolchizin- bzw. Kontroll-Creme behandelt. Folgende
Fragen waren hierbei von Interesse: 1. Kommt es durch die Kochizinselektion zu einer
Zunahme transduzierter Zellen in den HK? 2. Wird aus den transduzierten HK EPO
freigesetzt und flhrt dies zu einer Zunahme des Héamatokrits? 3. Kann die EPO-

Sekretion durch Kolchizinselektion transduzierter Zellen gesteigert werden?

34.1 FACS-Analyse

Die Ergebnisse der In-vivo-Selektion transplantierter, EPO/MDR-transduzierter HK
sind in Abbildung 3.34 (QEIM) gezeigt. Dargestellt ist jeweils der Anteil der
transduzierten, MDR+ KC an den humanen, HLA+ KC der am Ende des Experiments
entnommenen. Transplantate. Dies ist notwenig, da bei der Transplantatentnahme

zwangsldaufig auch nicht zum humaenm Transplantat zugehérige Maushaut mit
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Abbildung 3.34: Anteil EPO/MDR-transduzierter humaner KC in den fur 130 Tage mit oder ohne Kolchizin
behandelten Transplantaten (FACS-Analyse, 165 Tage nach Transplantation)
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entnommen wird. Zur Analyse kamen insgesamt 9 Transplantate, die nach 165 Tagen
explantiert wurden (zwar waren ursprunglich deutlich mehr HK transplantiert worden,
einige waren jedoch nicht dauerhaft angewachsen). 35 Tage nach Transplantation war
mit der Kolchizincremebehandlung der einen Mausgruppe begonnen worden. Bei der
Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich, dass der Anteil QEIM-transduzierter, MDR+ KC
in den fir 130 Tage mit Kolchizincreme behandelten Transplantaten auf 60,2 +/- 23,5%
gegenliber 29,0 +/-12,0% in den mit Kontrollcreme behandelten Transplantaten
gesteigert werden konnte, die Kolchizinselektion also wirksam war. Betrachtet wurden
hier nur die KC, die im Vergleich zu den FB problemlos durch enzymatischen Verdau
aus den Transplantaten separiert werden konnten. Da die Dermis mit den Fibroblasten
im Gegensatz zur Epidermis mit den KC jedoch kein proliferierendes Gewebe darstellt,
ist eine entsprechende, selektive Anreicherung EPO/MDR-transduzierter FB durch die

antimitotische Potenz des Kolchizins nicht zu erwarten.

3.4.2  Bestimmung des Serum-EPO-Spiegels sowie des Hamatokrits

Die Ergebnisse der Bestimmung von humanem EPO mittels spezifischem ELISA
Mausserum zeigt Abbildung 3.35. Die Bestimmung erfolgte in regelméBigen 4-
wdchentlichen Absténden, es sind allerdings nur die beiden letzten Analysezeitpunkte
aufgefuhrt, da vorher kein humanes EPO nachweisbar war. Die mit Abstand hdchsten
Werte finden sich bei der Maus 3 aus der mit Kontrollcreme behandelten Gruppe mit
23,7 +/- 2,0 mlU/ml bzw. 28,1 +/-0,3 mIU/ml. Dies ist auch die einzige Maus, bei der
zu beiden Zeitpunkten EPO nachgewiesen wurde, wahrend bei Maus 22 nur einmal und
den restlichen Mdusen, die mit der Kontrollcreme behandelt wurden, kein humanes
EPO nachweisbar war. Bei der Gruppe, deren Transplantate mit Kolchizincreme
behandelt worden waren, wurde am letzten Entnahmezeitpunkt (Tag 165) bei 3 Méusen
humanes EPO im Serum nachgewiesen. Die Werte lagen jeweils unter 15 mIU/ml, der
Mittelwert bei 6,3 +/- 5,8 mlU/ml. Bei Méausen, die mit dem Kontrollvektor QGIM
transduzierte humane Transplantate trugen, lies sich zu keinem Zeitpunkt humanes EPO
nachweisen, was die Spezifitit der EPO-Analyse unterstreicht. Daher lait sich
feststellen, dass in einzelnen Méusen die transduzierten Zellen durchaus humanes EPO
aus den Transplantaten in die Blutzirkulation freisetzen, allerdings in duferst geringem
Ausmal. Ferner lassen die vorliegenden Daten darauf schlieBen, dass die

Kolchizinselektion trotz Anreicherung der transduzierten KC in den Transplantaten
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Abbildung 3.35: Konzentration an humanem EPO im Serum transplantierter Mause (Transplantat
= EPO/MDR-transduziertes HK) nach 135 bzw. 165 Tagen Kolchizin- (n=5) bzw.

Kontrollcremebehandlung (n=4)

keine Steigerung der EPO-Sekretion bewirkt, auch wenn aufgrund des Verlustes
mehrerer Transplantate in beiden Untersuchungsgruppen nur eine kleine Zahl an
Mausen ausgewertet werden konnte..

In Tabelle 3.12 sind die Hamatokritwerte (HKT) der transplantierten Méuse aufgefuhrt.
Eine vermehrte Freisetzung von EPO in das Blut wirde sich in einem zeitlich
ansteigenden HKT widerspiegeln. Eine solche Tendenz ist weder in der Gruppe mit
noch in der ohne Kolchizinbehandlung vorhanden. Vergleichend wurde auch der HKT
in Mausen bestimmt, die mit dem Kontrollvektor QGIM-transduzierte Transplantate
trugen. Es fanden sich &hnliche Werte fur den HKT, so dass sich zusammenfassend
sagen lasst, dass kein systemisch messbarer Effekt des von den Transplantaten
produzierten EPO erkennbar ist.

Nach der Transplantatentnahme wurden die Explantate in Kultur gehalten, um nach 24h
und 48h jeweils Medium fur eine EPO-Bestimmung zu gewinnen. Hierdurch sollte
Uberprift werden, ob trotz fehlendem bzw. nur geringem Nachweis systemischer EPO-
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d 110 d 165 d 195
QEIM (-Col) |MW 48,1%| 38,9%| 41,6%
SD 4,0% 2,3% 2,1%
QEIM (+Col) |MW 43,4%| 46,4%| 41,2%
SD 57% 4.9% 3,6%
QGIM MW 42,6%| 42,3%| 42,7%
SD 2, 7% 1,9% 2,2%

Tabelle 3.12: Mittelwerte und Standardabweichung der HKT von M&usen mit unterschiedlichen
Transplantaten (QEIM- oder QGIM-transduziert), die von Tag 35 bis 165 mit
Kontrollcreme (-Col) oder Kolchizincreme (+Col) behandelt wurden

Sekretion im Mausserum eine lokale EPO-Sekretion der EPO/MDR-transduzierten

Transplantate detektierbar war. Die Resultate sind in Abbildung 3.36 dargestellt. Von

den neun analysierten Explantaten exprimierte eins (Maus 19) kein und eins (Maus 15)

nur sehr wenig EPO, beides waren Kolchizinbehandelte Transplantate. Alle anderen

exprimierten deutliche Mengen an EPO, wobei die unselektierten, mit Kontrollcreme
behandelten Transplantate (-Col) mit durchschnittlich 86,1 +/- 8,0 mIU/HK deutlich
mehr EPO sezernierten als die selektierten, mit Kolchizincreme behandelten (+Col).
Diese produzierten durchschnittlich nur 49,4 +/- 30,7 mlU EPO/HK.
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Abbildung 3.36: EPO-Sekretion der QEIM-transduzierten Explantate, in Kultur nach 24 h

bestimmt (jeweils n=4; -Col = Kontrollcreme behandelt, +Col = Kolchizincreme

behandelt)
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In Abbildung 3.37 sind die Ergebnisse der FACS-Analyse (Bestimmung des Anteils
EPO/MDR-transduzierter humaner KC in den Explantaten) zusammen mit der ELISA-
Messung (Bestimmung des von den Explantaten in-vitro sezernierten EPO) der
einzelnen Maus-Explantate dargestellt. Dabei zeigt sich, dass eine erhéhte Anzahl
(EPO)/MDR+KC keinesfalls mit erh6htem Nachweis an sezerniertem EPO korreliert.
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Abbildung 3.37: Korrelation zwischen dem Anteil MDR+ KC sowie der EPO-Expression der

einzelnen Mausexplantate

EPO-Expression [mIU/HK]
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3.4.3  Histologische Untersuchung

Die folgenden Bilder zeigen die H&E-Schnitte der entnommenen Maustransplantate. In
Abbildung 3.38 ist ein erfolgreich angewachsenes, QGIM-transduziertes Transplantat
zu sehen, welches deutlich an der im Vergleich zur Mausepidermis wesentlich dickeren
humanen Epidermis zu erkennen ist (Pfltzner et al. 2002). Abbildung 3.39 zeigt das
gleiche Transplantat sowie ein QEIM-transduziertes Transplantat in 10x VergrofRerung.
Besonders bei letzterem ist der geschichtete Aufbau der Epidermis gut zu erkennen.
Ebenso deutlich ist das Vorhandensein der dermalen Papillen, ein weiteres Kennzeichen
natlrlicher menschlicher Haut, zu erkennen, welche in den In-vitro-HK nicht angelegt

waren.

humane Epidermis
Ubergang von Maus-

zu humaner Epidermis

==

Mausepidermis

Abbildung 3.38: Maus-Explantat (QGIM-transduziert) in 5x Vergréf3erung
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Abbildung 3.39: Maus-Explantat (QGIM-transduziert, oben; QEIM-transduziert, unten) in 10x

Vergroflerung
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4 Diskussion

4.1 Vergleich bicistronischer GFP/MDR Vektoren

4.1.1  Vergleich ohne Kolchizinselektion

In dieser Arbeit wurden verschiedene retrovirale bicistronische Vektoren verglichen,
welche das GFP-Gen und das MDR-Gen, gekoppelt tiber die ECMV-IRES Sequenz, in
unterschiedlicher Reihenfolge enthalten. Sie wurden zum einen hinsichtlich ihrer
Transduktionseffizienz sowie der Expressionsstarke des GFP- und MDR-Gens in KC
und FB untersucht. Der optimale Vektor sollte eine moglichst hohe Expression des
Therapiegens, welches hier zunéchst durch das Markergen GFP repréasentiert wurde, in
einer hohen Anzahl transduzierter Zielzellen aufweisen. Hierfir sollte auch die MDR-
Expression ausreichend hoch sein, um mittels Selektion eine Anreicherung der
transduzierten Zellen und damit eine Erhéhung der Expression des Therapiegens zu
ermoglichen.

Die Expressionsrate der beiden Gene eines bicistronischen Vektors hangt dabei unter
anderem von der Reihenfolge der Gene ab. Die Ursache liegt darin, dass die Translation
der beiden Gene unterschiedlich gesteuert wird. Wahrend die Translation des Gens vor
der IRES von der 5’-CAP Struktur der mRNA initialisiert wird, erfolgt dies bei dem
zweiten Gen durch die IRES. Friihere Arbeiten haben eine, teilweise sogar sehr
deutlich, verringerte Expression des Gens an zweiter Position gegenuber der ersten
Position bzw. monocistronischen Vektoren gezeigt (Adam et al. 1991; Kaufman et al.
1991; Sugimoto et al. 1994; Mizuguchi et al. 2000). Dies wurde anhand verschiedener
Gene, unter anderen auch unter Verwendung des GFP- (Zhu et al. 1999) und MDR-
Gens (Sugimoto et al. 1994; Sugimoto et al. 1995; Suzuki et al. 1997; Suzuki et al.
1998; Zhou et al. 1998) als auch in Kombination dieser beiden Gene (Metz et al. 1998),
in unterschiedlichen Zelltypen untersucht. In einer besonders umfassenden
Auseinandersetzung mit dem Thema (Hennecke et al. 2001) wurde anhand
bicistronischer Vektoren mit den beiden Luciferasevarianten Rluc und Fluc gezeigt,
dass der Effekt der IRES vermittelten schwachen Expression des zweiten Gens jedoch
nicht immer auftritt. So fand sich nur bei Verwendung des Rluc-Gens in der hinteren

Position eine deutlich schwachere Expressionsstarke, nicht jedoch bei Fluc. Dieses
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Ergebnis war unabhédngig vom verwendeten Zelltyp, dem Promotor sowie der IRES-
Variante. Detaillierte Untersuchungen mit anderen Genkombinationen zeigten einen
negativen Einfluss der DNA-Sequenz des Fluc als erstes Cistron auf die
Expressionsstarke des zweiten Cistron Rluc aber auch anderer Gene. In einer weiteren
Publikation mit bicistronischen MDR/MGMT-Vektoren wies das MGMT in beiden
Positionen eine ahnlich hohe Aktivitat auf (Suzuki et al. 1998). Somit l&sst sich
zusammenfassend sagen, dass die durch IRES vermittelte Translation des zweiten
Cistrons in vielen Fallen ineffektiv ist, es jedoch im Einzelfall Ausnahmen geben kann,
die von den verwendeten Genen und ihrer Reihenfolge abhédngen. Daher muss fiir jeden
Anwendungszweck die optimale Anordnung der Gene im Vektor individuell ermittelt
werden, was das erste Ziel dieser Arbeit war.

Die Ergebnisse der drei bicistronischen MDR/GFP-Vektoren weisen keinen
einheitlichen negativen oder positiven Effekt des IRES auf die Expression des zweiten
Gens auf. So zeigt zwar der Vektor QGIM fiir das GFP als erstes Cistron sowohl in FB
als auch in KC die héchste Transduktionseffizienz, jedoch zeigt der Vektor BGIM mit
der gleichen Genanordnung die niedrigste Effizienz bei der Generierung GFP+ KC oder
FB. Eine Ursache dafiir konnte am unterschiedlichen Vektorgrundgerist der beiden
Vektoren liegen (siehe Kapitel 2.4.1 und 2.4.1). So enthalt der Vektor QGIM eine
hybride 5° LTR, bestehend aus einem CMV und einem MSV Promotor, welche zudem
noch an einen zusatzlichen CMV IE Promotor gekoppelt ist. Diese Kopplung fihrt zu
einer gesteigerten Virus-RNA Produktion in den Verpackungszellen (Naviaux et al.
1996; Julius et al. 2000), die dann in einer hoheren Transduktionseffizienz resultieren
konnte. Fir das MDR-Gen weist der Vektor BGIM bei der Transduktion von KC und
FB die hochste Effizienz auf, die auf ahnlich hohem Niveau wie beim Vektor QGIM
liegt. Die unterschiedlichen Vektorgrundgeriste der beiden Vektoren mit gleicher
Genanordnung haben offensichtlich keinen grof3en Einfluss auf die IRES vermittelte
Translation des MDR-Gens als 2. Cistron.

Die Analyse der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI), welche ein Mal3 fur die
gebildete Proteinmenge darstellt, weist fir das GFP als erstes Cistron hohere Werte auf
als als zweites Cistron. Fur das MDR ist das Bild insgesamt uneinheitlich, aber der
Vektor BMIG zeigt zumindest in KC eine hohere Expressionsstarke als der Vektor
BGIM auf, und bestatigt die Resultate fur das GFP. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
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der Literatur, in der ebenfalls fir das GFP (Zhu et al. 1999) oder das MDR (Suzuki et
al. 1997; Suzuki et al. 1998) als erstes Cistron hoéhere Expressionsraten gefunden
werden als als zweites Cistron. Vergleicht man die Werte der Transduktionseffizienz
(Anzahl der transduzierten Zellen) mit denen der MFI (Expressionsstarke), ergibt sich
erwartungsgeméall eine Korrelation zwischen beiden, d.h. ein hoher Anteil an
transduzierten Zellen ist auch mit hoher Expressionsstarke verbunden. Der Vektor
BGIM fallt in dieser Hinsicht allerdings heraus, denn er weist nur eine geringe
Transduktionseffizienz, aber mit Abstand die hochste GFP-Expression auf. Er ist auch
der einzige der drei GFP-Vektoren, bei der die transduzierten Zellen einen hoheren
Anteil an MDR+ als an GFP+ Zellen aufweisen. Dies ist ebenfalls ungewdéhnlich, denn
aufgrund der deutlich geringeren Grof3e des GFP-Gens (750bp gegeniliber 4100bp beim
MDR) sollte es ohne &uRere Einflisse, wie z.B. Selektion, vermutlich starker exprimiert
werden. Ein moglicher Grund konnte eine Instabilitdt der von den retroviralen
Verpackungszellen gebildeten Virus-RNA sein, was zu einem Verlust des GFP-Gens in
dem Groliteil der gebildeten RNA-Molekile und folglich auch zu einem hohen Anteil
GFP negativer KC und FB bei der Transduktion flhren wirde, wéhrend die mit der
vollstandigen Virus-RNA transduzierten Zellen trotzdem mit hoher Effizienz GFP
exprimieren konnten.

Bezieht man den Vektor QEIM mit ein, so ergibt sich das interessante Resultat, dass das
MDR hier deutlich schwécher als im QGIM exprimiert wird. Da auch die
Transduktionseffizienz fur das QEIM niedriger liegt, scheint hier ein negativer Effekt
des EPO-Gens auf die MDR-Expression vorzuliegen. Fir diesen Effekt finden sich in
der Literatur mit anderen Genen zwei Beispiele. Neben den bereits oben erwéhnten
(Hennecke et al. 2001) gibt es noch eines, in dem das GFP-Gen an mittlerer Position
eines tricistronischen Vektors einen negativen Effekt auf das endstdndige neo-Gen hat
(Metz et al. 1998). Ob das hier jedoch tatsdachlich zutrifft, kdnnen nur weitere
Untersuchungen des Vektors mit umgekehrter Genreihenfolge (QMIE), sowie Vektoren
basierend auf anderen Plasmidgrundgertsten (z.B. BEIM und BMIE) zeigen. Durch
Kombinationen des EPO mit anderen Genen als MDR lieRRe sich auch feststellen, ob das
ein generelles Phanomen ist oder nur auf die Genkombination EPO/MDR zutrifft. In der

Literatur finden sich bisher keine Untersuchungen von bicistronischen EPO-Vektoren.
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4.1.2  Vergleich unter Kolchizin-Selektion

Das zweite Ziel war der Vergleich der Vektoren nach Selektion der mit ihnen
transduzierten Zellen mit Kolchizin. Primére Fragestellung war, ob die Selektion eine
Anreicherung erfolgreich transduzierter Zellen und somit eine Steigerung der MDR-
und GFP-Expression ermdglicht und welcher Vektor die besten Resultate liefert.
Entscheidend war hierbei die Steigerung der GFP-Expression, da das GFP als
Markergen ein spateres Therapiegen reprasentiert. Weiterhin von Interesse war auch die
Frage, ob die Effizienzunterschiede zwischen IRES- oder CAP-abhangiger Translation
weiterhin auftreten.

Die Ergebnisse zeigen nach 14 Tagen Selektion mit 50 ng/ml fur alle Vektoren in
beiden Zelltypen, KC und FB, neben einem erwartungsgemalen Anstieg der MDR+
Zellen auf Werte von ~90% oder mehr auch einen Anstieg der GFP+ Zellen. Auch dies
entspricht den Erwartungen, denn vor der Selektion gab es, zumindest nach
Transduktion mit den Vektoren QGIM und BMIG, kaum GFP-/MDR+ Zellen. Dafur
jedoch einen nicht unerheblichen Anteil nur GFP exprimierender Zellen, welche die
Selektion nicht tGberlebt haben. Daher waren nach der Selektion - wie erwiinscht - fast
ausschliellich GFP+/MDR+ Zellen vorhanden. Allerdings wiesen als Ausnahme
BGIM-transduzierte Zellen, wie schon vor der Selektion, nur einen geringen Anteil
GFP+ bzw. GFP+/MDR+ Zellen auf. Hier waren vor Selektion viele ausschlieBlich
MDR exprimierende (GFP-/MDR+) Zellen vorhanden, die auch nach Selektion kein
GFP exprimieren (dies ist auch nicht zu erwarten, da es fir die Zellen unter
Selektionsdruck kein Uberlebensvorteil bietet, zusatzlich noch GFP zu exprimieren).
Damit stellte dieser Vektor, anders als vielleicht erwartet, da ja in der Regel das erste
Genelement starker exprimiert wird, keinen geeigneten Modellvektor fur die
Generierung eines bicistronischen EPO-Vektors dar.

Bei der MFI des GFP zeigt sich bei den selektierten Zellen ein Anstieg gegeniiber den
unselektierten. Dies lasst sich damit erklaren, dass die MFI vor Selektion in den
GFP+/MDR+ Zellen am hdchsten war und nur diese die Selektion tberlebt haben. Es
wurden also vor allem Zellen mit hoher Expressionsstarke des an das MDR-Gen
gekoppelten GFP durch Selektion angereichert - eine wichtige Information fiir die
geplante Expression von EPO in der Haut durch einen bicistronischen Vektor. Der in

den HK beobachtete Abfall der GFP-Expression nach 14 Tagen lasst auf eine
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abnehmende Vitalitdt der KC in den Konstrukten in Kultur und damit allm&hlichen
Verlust der GFP-Expression schlielRen.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die Selektion QGIM- und BMIG-transduzierter
KC und FB in beiden Zelltypen zu einem sehr hohen Anteil sowohl GFP als auch MDR
exprimierender Zellen fuhrt, und sowohl der QGIM- als auch der BMIG-Vektor sich
daher &hnlich gut als Modellvektoren fur weitere Untersuchungen eignen sollte,
wahrend der Vektor BGIM als eher ungeeignet erscheint. Das GFP war in diesen
Vektoren stellvertretend fur ein gewunschtes Therapiegen als Markergen eingeftigt, um
durch quantitative Bestimmung der Anzahl GFP+ Zellen und der GFP-
Expressionsstarke beurteilen zu kénnen, in welchem AusmaR ein Therapiegen (hier:
EPO-Gen) durch den jeweiligen Vektor im gewinschten Gewebe (hier: Haut bzw. KC
und FB) exprimiert werden wirde. Zwar zeigte der Vektor BGIM eine sehr hohe GFP-
Expressionsstéarke in den transduzierten Zellen, die niedrige Anzahl an GFP+ Zellen, die
nach Kolchizinselektion sogar weiter sank, sprach jeden gegen die Verwendung dieses
Vektors zur Konstruktion eines EPO-Vektors.

In der Literatur finden sich ansonsten keine Untersuchungen, welche verschiedene
bicistronische Vektoren vor und nach Selektion miteinander verglichen. Es wurde
entweder nur mit (Suzuki et al. 1997; Metz et al. 1998; Suzuki et al. 1998; Zhou et al.
1998) oder nur ohne Selektion (Zhu et al. 1999; Mizuguchi et al. 2000; Hennecke et al.
2001) untersucht. Letztlich wurde somit der QGIM- anstatt des BMIG-Vektors als
Vorlage fir den zu konstruierenden bicistronischen EPO-Vektor ausgewahlt, da wie
gesagt das zweite Cistron zumeist geringer exprimiert wird, und somit die groRte
Wahrscheinlichkeit fir eine hohe EPO-Expression in KC und FB unter

Kolchizinselektion bei der Gensequenz EPO-IRES-MDR zu erwarten war.

4.2 In-vitro-Untersuchungen zur EPO-Expression genetisch
modifizierter KC und FB

4.2.1 EPO-Sekretion und Kolchizin-Selektion in Monolayerkulturen

Es zeigte sich, dass sowohl KC als auch FB nach Transduktion in der Lage sind EPO zu
exprimieren. Dies wurde in der Literatur bereits fur FB ((Schwenter et al. 2003; Kakeda
et al. 2005)) und HelLa-Zellen (Descamps et al. 1996) gezeigt. Es gibt keine Daten, die



Diskussion 88

die EPO-Expression transduzierter KC in-vitro quantifizieren. Jedoch konnte gezeigt
werden, dass primare KC nach In-vivo-Transduktion EPO exprimieren (Hengge et al.
2000; Baek et al. 2001; Siprashvili et al. 2004). Der Vergleich mit der Literatur ergibt
ahnliche GroRenordnungen fir die EPO-Expression, wie sie hier fir FB ermittelt
wurden. So fanden sich in einer Studie mit FB, die einen EPO-exprimierenden Human
Artificial Chromosome (HAC) Vektor enthalten, Werte zwischen ca.
8-80 mIU/10° Zellen/4h  (Kakeda et al. 2005), was den hier gefundenen
52 mIU/10° Zellen/4h in etwa entspricht.

Durch Kolchizinselektion liel? sich die EPO-Expression von KC und FB steigern. Somit
konnte bei zwei unterschiedlichen Genen gezeigt werden, dass sich in Zellen, die mit
bicistronischen Vektoren transduziert wurden, mittels Selektion nicht nur eine
Expressionssteigerung des Selektionsmarkers, sondern auch des gewinschten, an das
Selektionsgen gekoppelten Therapiegens erreichen I&sst. In einer anderen Studie, in der
FB mit einem retroviralen MoMLV-EPO Vektor, der das neo-Gen als Selektionsgen
enthalt, transduziert und anschlieBend mit G418 selektiert wurden (Schwenter et al.
2003), lieR sich ein durchschnittlicher EPO-Wert von 86,7 mlU/10° Zellen/4h erzielen.
Dieser liegt unter der Expressionssteigerung, die in der hier vorgelegten Untersuchung
mit dem MDR-Gen als Selektionsgen und Kolchizin als Selektionsagens erreicht wurde
(von 52 mlU/10° Zellen/4h in unselektierten auf 171-228 mlIU/10° Zellen/4h in
selektierten FB). Ein moglicher Grund und damit Vorteil der Verwendung von
Kolchizin zur Anreicherung MDR-transduzierter Zellen konnte in der hohen
Zytotoxizitdt von G418 liegen, die beispielsweise der proliferative Kapazitat und
Fahigkeit zum Aufbau einer stratifizierten Epidermis von neo-transduzierten KC stark
beeintrachtigt (Stockschlaeder et al. 1991; Ghazizadeh et al. 1998).

4.2.2  EPO-Sekretion und der Kolchizin-Selektion in Hautkonstrukten

Die Ergebnisse der Untersuchungen in Monolayerkulturen lassen sich nicht ohne
weiteres auf den Einsatz in der Haut Ubertragen, da die biochemische Aktivitat der KC
in der stratifizierten Epidermis Veranderungen unterliegt, die in Monolayerkulturen
nicht auftreten (Eckes et al. 1993; Heise et al. 2006). So kommt es zur Differenzierung
der KC, was zu einer geénderten Stoffwechsellage der Zellen fuhrt (Houben et al.
2007). Um daher das Modell einer ,,Bio-Fabrik” in einer Hautkultur zu simulieren,

wurden zwei verschiedene Arten von Hautkonstrukten getestet. Das eine HK beinhaltete
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lediglich transduzierte KC, welche auf deepidermalisierte Dermis ausgesat und
kultiviert wurden (Pfutzner et al. 1999). Es erlaubt auf einfache Art und Weise eine
Analyse des Verhaltens transduzierter KC — auch unter Selektion — bei der Expression
transduzierter Gene in einer stratifizierten, differenzierten und ausgereiften Epidermis.
In einem zweiten Hautmodell wurden KC auf einem Kollagengel, das darin eingebettete
FB enthielt, aufgebracht (Kolodka et al. 1998; Pflitzner et al. 2002). Dies ermdglicht die
separate Bewertung der Sekretionsleistung von FB und KC in der Haut, die Beurteilung
einer gegenseitigen Beeinflussung der beiden Zellpopulationen im Rahmen der
Transgen-Expression in der Haut und die Analyse moglicher additiver Effekte hierbei.

4221 Dermis-Hautkonstrukte

Zunachst mal lasst sich feststellen, dass die KC auch in einer differenzierten Epidermis
in der Lage sind, retrovirale Vektorgene wie das MDR- und GFP- bzw. EPO-Gen zu
exprimieren. Die unter Kolchizinselektion gewonnenen Resultate bestatigen zudem die
Ergebnisse aus Monolayerkulturen mit einem deutlichen Anstieg der MDR/GFP-
(QGIM)-transduzierten bzw. der MDR- (QEIM)-transduzierten Zellen. Dies entspricht
den Resultaten einer friheren Studie, die zeigte, dass eine Anreicherung
monocistronischer MDR+ KC in HK durch Kolchizinselektion maglich ist (Pfutzner et
al. 1999).

Allerdings werden in der hier vorgelegten Arbeit durch die Kolchizinselektion nicht so
hohe Raten an transduzierten KC (tiber 90% MDR+KC in der friiheren Studie) erreicht.
Ein Grund daflr konnten Gap-junctions (Zell-Zell-Kanéle) zwischen den KC innerhalb
des epidermalen Zellverbandes sein, welche den Austausch Kkleiner Molekile
ermoglichen (Loewenstein 1987; Salomon et al. 1988; Mothersill et al. 1997). So
konnte das Kolchizin von MDR-negativen KC durch diese Kanéle in MDR-
exprimierende KC weitergeleitet und dann aus diesen durch das MDR-Protein
herausgepumpt werden. Dies konnte ein Uberleben MDR-negativer KC ermdglichen
und so den gewinschten Selektionseffekt aufheben. Ein zweite Mdglichkeit ware, dass
bei niedriger Anzahl transduzierter MDR+ KC in der Epidermis (die in den hier
durchgefiihrten Experimenten relativ niedrig war, was eher einer klinischen In-vivo-
Situation beim Patienten entsprechen dirfte) eine langere Selektionsdauer nétig ist, da
die Zellen sich dort langsamer als in Monolayerkultur teilen und die differenzierten,

also nicht mehr proliferierenden KC durch die verwendeten Kolchizinkonzentrationen
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vermutlich nicht so stark beeintrachtigt werden. Das wichtigste Ziel der Selektion, eine
Steigerung der EPO-Sekretion, konnte in den HK trotz Anreicherung der MDR+KC in
der Epidermis im Gegensatz zu den KC-Monolayerkulturen nicht erreicht werden. Eine
maogliche Erklarung ware, dass durch die Selektion aufgrund des geringen Anteils an
EPO/MDR+ KC zundchst relativ viele Zellen sterben, und sich die Zellpopulation bis
zum Ende des Beobachtungszeitraums noch nicht vollstandig erholt hat. Dies wirde
bedeuten, dass die EPO-Sekretion wegen der initial noch sehr niedrigen Zahl an
EPO/MDR+ KC anfanglich nur sehr langsam ansteigt. Ob dies der Fall ist, kann nicht
eindeutig beurteilt werden, da dazu eine genaue Quantifizierung vitaler Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten erforderlich wére, welche jedoch schwierig durchzufiihren
ist. Allerdings zeigten die H&E-Farbungen der selektierten HK im Gegensatz zu den
unselektierten vermehrt tote sowie Mitose-gehemmte Zellen. Auch wiesen die
selektierten HK in den H&E-Schnitten eine dinnere  Epidermis auf als die
unselektierten HK. Bei einer langeren Kultivierung und Selektion der HK sollte sich
dann doch noch eine Steigerung erreichen lassen, was bei den In-vitro-Ansétzen jedoch
nicht moglich ist, da mit zunehmender Kultivierungsdauer die Qualitat und Vitalitat der
HK abnimmt. Allerdings sprechen auch die Ergebnisse der In-vivo-Selektion (siehe
Kapitel 4.3) gegen diese Vermutung, da trotz sehr langer Durchfiihrung der topischen
Kolchizinbehandlung keine Steigerung der EPO-Sekretion erbracht werden konnte.

Da in Monolayerkulturen eine Kolchizinbehandlung der EPO/MDR-transduzierten KC
und FB zu einer Steigerung der EPO-Produktion durch die Hautzellen fuhrt, kénnten
verénderte zellphysiologische Vorgédnge fur die fehlende Steigerung der EPO-Sekretion
in den HK unter Kolchizinselektion verantwortlich sein. Denkbar ware beispielsweise
eine Hemmung der EPO-Freisetzung durch das Kolchizin. So ist bekannt, das
Kolchizin, neben Proliferationshemmung auch negative Einflusse auf den
Zellmetabolismus (z.B. Inhibierung des intrazellularen Transports und der
Prozessierung und Freisetzung von Proteinen (Thyberg et al. 1980; Weckmann et al.
1997)) hat. Wichtige Zellorganellen im Rahmen der Proteinsekretion sind die Golgi-
Vesikel. Neben der Zellmembran stellt sie die zweite wichtige zellulare Struktur dar, in
deren Hulle in den normalerweise MDR-tragenden Zellen MDR exprimiert wird. Es ist
keineswegs sicher, dass nach retroviraler MDR-Transduktion der KC und FB von

diesen im Golgiapparat gleichermallen wie in den Zellmembranen MDR exprimiert
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wird. So konnte eine verminderte MDR-Expression der Golgivesikel mit einer
intravesikuldren Kolchizinanreicherung und zytotoxischen Auswirkungen auf die EPO-

Sekretion einhergehen.

4.2.2.2 Gel-Hautkonstrukte

Die Selektionsergebnisse in den Gel-HK bestétigten die Resultate der Dermis-HK.
Auch in den Gel-HK konnte keine Steigerung der EPO-Sekretion durch
Kolchizinselektion erreicht werden, obwohl hier neben den EPO/MDR+ KC auch noch
EPO/MDR+ FB vorhanden sind. Somit liegt die fehlende EPO-Sekretionssteigerung
nicht an dem ausgesuchten Hautmodell oder gar dem Fehlen von (mdglichen wichtigen
parakrinen Stimulantien durch) FB. Schaut man sich die Ergebnisse der verschiedenen
Ansétze (KC-QEIM/FB-QEIM, nur KC-QEIME/FB-QGIM und KC-QGIM/FB-QEIM)
im Detail an, so zeigt sich, dass die EPO-Sekretion in den KC durch Selektion deutlich
abnimmt, wahrend sie in FB annédhernd gleich bleibt. Dass durch Kolchizinselektion
keine wesentliche Zunahme der EPO-Expression in den FB der Dermis erreicht werden
kann, ist allerdings nicht verwunderlich, da diese im Kollagengel die Proliferation
einstellen (Mauch et al. 1988; Hatamochi et al. 1989), und das Kolchizin (ber eine
Hemmung der Mitose somit keine Wirkung mehr hat. Nachdem Kolchizin in hoheren
Dosen auch toxische Auswirkungen auf den Zellmetabolismus hat, ware zwar denkbar,
dass hohere Kolchizinkonzentrationen auch einen selektiven Einfluss auf EPO/MDR
+FB auslben konnen, allerdings steigt dann auch das Risiko genereller zytotoxischer
Nebenwirkungen auf die Haut (Thyberg et al. 1980; Weckmann et al. 1997).

4.2.3  Vergleich von KC und FB

Eine interessante wichtige Frage war, welche Zielzelle in der Haut eine héhere Leistung
bei der EPO-Expression und -Sekretion zeigt, KC oder FB. Dazu gibt es in der Literatur
aktuell nur zwei Studien. Eine vergleicht die Expression des Kollagen VII nach
Transduktion von KC und FB mit retroviralen Vektoren (Goto et al. 2006), in der
anderen wird die Expression von PAH (Phenylalanin Hydroxylase), ebenfalls nach

retroviraler Transduktion der Hautzellen, verglichen (Christensen et al. 2002).
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4231 Vergleich in Monolayerkulturen

Der Vergleich der beiden Zelltypen zeigt, dass sowohl die GFP- als auch die EPO-
Expression in KC hoher ausfallt als in FB. Dies deckt sich mit den Resultaten, welche in
der Literatur fur das PAH gefunden wurden. Dort wurde fir das PAH in KC eine hohere
Enzymaktivitat, welche auf eine hohere PAH-Expressionsrate schlie3en lasst, ermittelt
(Christensen et al. 2002). Dagegen fand sich fur das transgene Kollagen VII zwischen
KC wund FB kein Unterschied in der Expressionsstarke, welche durch
Westernblotanaylse des Zellkulturmediums ermittelt wurde (Goto et al. 2006).
Vermutlich beruht die hohere Rate an (EPO-)Transgen-Proteinsekretion auf einer
erhdhten Transduktionsrate, also Aufnahme von Genvektorkopien in KC im Vergleich
zu FB. So war die Anzahl der integrierten retroviralen Genkopien, welche mittels Real-
Time PCR ermittelt wurde, fir alle Vektoren in KC grofier als in FB. Dies zeigt
wiederum eine Ubereinstimmung mit den Resultaten der vergleichenden Studie zur
Transduktion von KC und FB mit dem PAH-Gen, in der mittels Southern Blot Analyse
eine hohere Gen-Kopienzahl in KC als in FB gefunden wurde (Christensen et al. 2002).
In der Untersuchung mit dem retroviralen Kollagen VII-Vektor fand sich fir die
Kopienzahl, wie schon bei der Expressionsstarke, kein Unterschied zwischen KC und
FB. Hieraus wird deutlich, dass KC und FB in Abh&ngigkeit vom benutzten retroviralen
Vektorsystem unterschiedlich starke Genexpression zeigen konnen. Ein wesentlicher
Faktor scheint somit die jeweilige Transduktionseffizienz des genutzten Vektorsystems
in den jeweiligen Zielzellen zu sein. KC sind im Vergleich zu FB stark proliferierende
Zellen (Leigh et al. 1994) und weisen somit als Zielzelle fiir eine genetisch modifizierte

,Biofabrik* vermutlich bessere VVoraussetzungen auf.

4.2.3.2 Vergleich in Hautkonstrukten

Der Vergleich der EPO-Expression pro Zelle von KC und FB in Hautkonstrukten ist
nicht direkt moéglich, da hierfur die genauen Zellzahlen bekannt sein mussen. Fur die
Abschéatzung einer Kklinischen Anwendung beim Menschen ist jedoch wichtiger, wie
hoch der Beitrag der Epidermis (also der Gesamtheit an KC) oder Dermis (also der
Gesamtheit an FB) zur EPO-Expression ist, und weniger die Expressionsstarke pro
einzelner Zelle.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Hauptanteil der EPO-Sekretion in den HK von den KC
kommt. Sie exprimieren insgesamt das 1,7 - 3,1-fache mehr an EPO als die FB. Dies
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war nach den Ergebnissen in Monolayerkultur zu vermuten. Denn dort wiesen die KC
eine hohere EPO-Expression als die FB auf. Und da die Anzahl der KC pro HK groRer
ist als die der FB, ergibt sich auch in der Summe der Zellen eine hdohere
Expressionsleistung fir die KC. Somit zeigt sich, dass KC ein wesentlich hoheres
Potential als FB zur Sekretion von EPO nach retroviraler Transduktion aufweisen.
Allerdings ist dabei zu beachten, dass im epidermalen Zellverbund die KC-
Sekretionsleistung in Abhéngigkeit von der KC-Differenzierung steht.

Wurde in Monolayerkulturen eine Differenzierung der KC induziert, so kam es zum
deutlichen Abfall der EPO-Sekretion. Da die EPO-Expression in den genetisch
modifizierten KC und FB (ber einen konstitutiv aktiven retroviralen Promoter erfolgt,
sind hierfir vermutlich Anderungen des Sekretionsverhaltens verantwortlich. Fir
verschiedene physiologische Sekretionsproteine von KC ist eine Abnahme der
Freisetzung im Rahmen der KC-Differenzierung bekannt (Barra et al. 1994; Taichman
1999). Es konnte gezeigt werden, dass erhohte intrazellulare Kalzium-Spiegel die
physiologische EPO-Sekretion hemmen kénnen (McGonigle et al. 1987; Sherwood et
al. 1987; Fisher 2003), so dass die erhéhten Kalziumwerte in differenzierten KC eine

reduzierte EPO-Freisetzung bedingen konnten.

4.3 In-vivo-Untersuchungen zur EPO-Expression genetisch
modifizierter KC und FB

43.1 FACS-Analyse

In den Transplantaten aus KC und FB, die mit dem QEIM-Vektor transduziert wurden,
konnte durch topische Kolchizinbehandlung eine deutliche Anreicherung der MDR+
KC erzielt werden. Dies bestatigt frihere In-vivo-Ergebnisse mit Transplantaten aus
humanen KC und FB, die mit einem monocistronischen MDR-Vektor transduziert und
selektiert worden waren (Pfltzner et al. 2002). Topische Kolchizinselektion von
Hautzellen, die mit einem bicistronischen MDR-Vektor transduziert wurden, ist also

prinzipiell moglich.
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4.3.2 Bestimmung des Hamatokrits sowie des Serum-EPO-Spiegels

Der wichtigste Aspekt bei dem In-vivo-Mausmodell war die Frage, ob das von den
Transplantaten sezernierte EPO auch in den Blutkreislauf gelangt und dort eine
physiologische Wirkung zeigt, welche sich in einem ansteigenden H&matokrit
widerspiegeln wirde. Humanes EPO war jedoch nur vereinzelt und in geringen Mengen
im Serum nachweisbar. In Ubereinstimmung hiermit lieR sich auch kein erhohter
Hématokrit aullerhalb des Normbereichs (also >50 %) feststellen. Zwei Erklarungen
waéren denkbar: Entweder exprimieren die Zellen der Transplantate kein oder nur sehr
wenig EPO, oder das EPO gelangt trotz ausreichender Expressionsleistung nicht oder
nur in zu geringem Umfang in den Blutkreislauf. Um dies zu tberprifen, wurden am
Ende des Versuchs die Transplantate entnommen und nach zweitdgiger Kultivierung
unter Zellkulturbedingungen auf eine nach wie vor vorhandene EPO-Sekretion in das
Medium untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass nahezu alle Transplantate deutliche
Mengen an EPO exprimieren. Die Werte liegen jedoch um den Faktor 10-20 unter
denen der in-vitro untersuchten Hautkonstrukte. Das lasst vermuten, dass aufgrund einer
zu niedrigen Sekretionsleistung der Transplantate nicht ausreichend EPO in den
Blutkreislauf gelangt.

Ein Grund fur den starken Riickgang der EPO-Expression kénnte ein ,,Gene Silencing”,
also die Inhibierung der Transkription des EPO-Gens sein, welche vermutlich durch
DNA-Methylierung des LTR-Promotors im retroviralen Vektor ausgel6st wird (Brenner
et al. 2003). In der Literatur finden sich mehrere Beispiele fur Rickgang oder Verlust
der In-vivo-Transgenexpression in KC (Gerrard et al. 1993; Fenjves et al. 1996) und FB
(Palmer et al. 1991; Scharfmann et al. 1991).

Auffallend war allerdings, dass die Sekretionsleistung der Tranplantate aus der
Kolchizin-behandelten Gruppe nach der Explantation bei den meisten Proben unter den
Werten der Kontrollgruppe lag. Ein hoher Anteil MDR+ KC korrelierte nicht mir der
Hohe der EPO-Expression der explantierten HK. Durch die Kolchizinselektion wird
somit nur der Anteil MDR+ Zellen sowie die MDR-Expression gesteigert, nicht jedoch
die EPO-Sekretion. Diese nimmt &hnlich wie in den Hautkonstrukten ab, so dass
vermutet werden kann, dass auch in-vivo die Kolchizinselektion trotz Steigerung der
EPO/MDR+Zellen hemmende Auswirkungen auf die EPO-Sekretion hat (siehe Kapitel
4.2.2).
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4.4 Die Haut als ,,Bio-Fabrik*: Ausblick

In der Literatur finden sich verschiedene In-vivo-Studien, in denen die Haut als ,,Bio-
Fabrik* zur Sekretion eines Proteins getestet wird. So konnte nach Transduktion
humaner KC mit verschiedenen retroviralen Vektoren, unter anderem fir das human
Growth Hormon (hGH) (Bellini et al. 2003), das Leptin (Larcher et al. 2001) und den
Blutgerinnungsfaktor IX (White et al. 1998), eine In-vivo-Expression und -Sekretion
der Proteine im Blut von Mausen, denen die transduzierten Zellen transplantiert worden
waren, erfolgreich nachgewiesen werden. Beim hGH und Leptin zeigte sich sogar ein
physiologischer Effekt. In einer weiteren Studie wurden Plasmide, welche jeweils ein
Gen fur verschiedene humane Zytokine (Interleukin-4 (IL-4), IL-6, IL-10, Transforming
Growth Factor p1 (TGF-B1), Monocyte Chemotactic and Activating Factor (MCAF),
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF), Tumor Necrosis
Factor a (TNF-a) und Interferon y (IFN-y)) enthielten, subkutan in Ratten injiziert
(Meng et al. 2002). Dabei wurde bei allen Zytokinen eine Expression in den KC der
Injektionsstelle gefunden, vier davon (IL-4, IL-6, IL-10 und TGF-B1) konnten auch im
Serum nachgewiesen werden. Auch bei mit retroviralen Vektoren transduzierten FB
konnte fur verschiedene Proteine (z.B. humanes Transferrin (hTF) (Petersen et al.
1995)) oder einen monoklonalen Antikorper gegen Thyroglobulin (Noel et al. 2000)
eine systemische Sekretion der Genprodukte in das im Blutplasma nachgewiesen
werden. Prinzipiell ist also der gentherapeutische Einsatz einer genetisch modifizierten
Haut als ,,Biofabrik® denkbar. Auch fur das Genprodukt Erythropoietin gibt es hier
bereits verschiedene tierexperimentelle Untersuchungen.

Allerdings finden sich keine Studien, die das Modell dieser Arbeit, die Transplantation
von Hautkonstrukten aus ex-vivo transduzierten KC und FB, benutzen, um die genetisch
modifizierte Haut als ,Bio-Fabrik® zu nutzen, so dass keine direkten
Vergleichsmdglichkeiten vorhanden sind. Es konnte jedoch an mehreren anderen In-
vivo-Modellen gezeigt werden, dass mit genetisch modifizierten Hautzellen eine
systemische Freisetzung von EPO mdglich ist (Baek et al. 2001; Schwenter et al. 2003;
Siprashvili et al. 2004; Brill-Almon et al. 2005). In zwei Studien wurden hierfur
lentivirale EPO-Vektoren in humane Vollhaut, welche zuvor auf Mduse transplantiert
wurde, injiziert (Baek et al. 2001; Siprashvili et al. 2004). Da intraepidermale

Injektionen aufgrund der extrem dinnen Epidermis nicht moglich sind, wird wohl
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samtliches injiziertes Vektormaterial in die Dermis gegeben und somit nicht von den
KC, sondern von FB oder sogar in die systemische Zirkulation aufgenommen. Die
direkte In-vivo-Applikation lentiviraler Vektoren ist zudem mit einem Risiko
verbunden, da durch Rekombination der Virusgene replikationskompetente Viren
entstehen konnen (Chong et al. 1998). Bei der in dieser Arbeit verwendeten ex-vivo
Transduktion lassen sich die transduzierten Zellen vor der Anwendung auf
replikationskopmetente Viren testen. Das ist bei der In-vivo-Transduktion nicht
maoglich.

In einer anderen Untersuchung wurden Biopsien humaner Dermis ex-vivo mit Adeno-
oder AAV-Vektoren transduziert und anschliefend subkutan auf Mé&use transplantiert
(Brill-Almon et al. 2005). Die Verwendung von Adenoviren hat jedoch den Nachteil,
dass sie Immunreaktionen beim Menschen hervorrufen und keine langfristige
Genexpression ermdglichen, da sie sich nicht in das Genom integrieren. Zudem zeigen
zeigen neueste Studienergebnisse dieses ansonsten vielversprechenden Vektorsystems,
dass AAV-Vektoren moglicherweise onkogenes Risikopotential besitzen (Donsante et
al. 2007). Ein weiteres In-vivo-Modell besteht in der subkutanen Transplantation von
Mikrokapseln, welche mit einem MoMLV-Vektor transduzierte FB enthalten
(Schwenter et al. 2003). Allerdings ist ein wesentlicher Nachteil dieser Methode, dass
dauerhaft Fremdkdrper im Organismus verbleiben. AuBerdem zeigte sich, dass die
EPO-Sekretion der FB nach dem Einschluss in die Mikrokapseln deutlich verringert
war, so dass diese Methode flr den Einsatz am Patienten ungeeignet erscheint.

Zu Uberlegen ist somit, ob auch das hier vorgestellte Modell so optimiert werden kann,
dass ein klinischer Einsatz denkbar ist. Hierflr bieten sich mehrere Ansdtze an:
Zunachst einmal sollte die Expressionsrate des EPO in den Zellen der HK schon vor der
Transplantation auf ein moglichst hohes Niveau gesteigert werden. Dafir kommen
mehrere Mdoglichkeiten, eventuell auch in Kombination, in Frage: zum einen die
Gewinnung von Klonen der retroviralen Verpackungszellen, die eine sehr hohe EPO-
und MDR-Expression zeigen, also hohe Virustiter sezernieren. Eine gesteigerte
Transduktionseffizienz der KC und FB ist aber auch mit der Gefahr verbunden, dass das
Risiko onkogener Mutationen in den Zielzellen ansteigt (Baum et al. 2003; Modlich et
al. 2005). Zum anderen die Steigerung der EPO-Expression der Zellen vor Herstellung

der HK durch Kolchizinselektion und Anreicherung der transduzierten Zellen in den
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Monolayerkulturen. Zu bedenken ist hierbei, dass die Vitalitit der transduzierten KC
und FB mit anhaltender In-vitro-Kultivierung, wie es bei einer langeren Selektion ja der
Fall ware, abnimmt.

Eine ganz andere Option wére die Generierung und Testung weiterer Vektoren, die eine
verbesserte  Transduktionseffizienz fir das EPO besitzen. Neben anderen
Vektorgrundgeristen sowie anderer Reihenfolge des EPO- und MDR-Gens gibt es hier
noch weitere Moglichkeiten. So ermdglicht die Verwendung eines posttranskriptionalen
Regulierungselements aus dem Woodchuck Hepatitis Virus (woodchuck hepatitis virus
post-transcriptional regulatory element (WPRE)) die Steigerung der Transgenexpression
in MoMLV- sowie HIV- basierenden retroviralen Vektoren, indem es den Export der
Transgen-mRNA aus dem Zellkern sowie ihre 3’-Prozessierung und Polyadenylierung
erleichtert. Dieser Effekt ist dabei unabhangig vom Zelltyp, dem Zellteilungsstadium
sowie dem verwendeten Promotor (Zufferey et al. 1999; Ramezani et al. 2000). In
Kombination mit der Verwendung der Kozak-Konsensus-Sequenz, welche fir die
Initilerung der Translation wichtig ist (Kozak 1989), konnte in humanen FB, die mit
einem retroviralen MoMLV-EPO-Vektor transduziert wurden, eine Steigerung der
EPO-Expression um mehr als das siebenfache gegeniiber dem unmodifizierten Vektor

erzielt werden.
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5 Zusammenfassung

Als Oberflachenorgan stellt die Haut eine vielversprechende Zielstruktur fir
gentherapeutische Anwendungen dar. Mdgliche Einsatzbereiche sind die Behandlung
lokaler, kutaner (z.B. blasenbildende Genodermatosen) und auch systemischer
Erkrankungen. So koénnen die Zellen der Haut durch genetische Modifizierung zur
Sezernierung von Proteinen gebracht werden, die dann Uber die Blutgeféle der Dermis
in den Blutkreislauf gelangen. Zudem eignet sich die Haut sehr gut fiir die Steigerung
der Effizienz der kutanen Genexpression durch eine Selektion der genetisch
modifizierten Zellen mittels eines topisch (also lokal) aufgetragenen Selektionsagens.
Ein besonders interessantes Therapie-Gen fur eine systemische Gentherapie stellt das
humane Erythropoietin (EPO)-Gen dar. Rekombinantes EPO wird zur Klinischen
Behandlung zahlreicher Erkrankungen verwendet. Die gentherapeutische Expression
von EPO in der Haut ermdglicht einen Verzicht auf die kosten-, zeit- und
arbeitsaufwandigen regelméligen EPO-Injektionen. Das Ziel dieser Arbeit war daher
die Untersuchung kutaner Zellsysteme zur Expression und Sekretion von EPO in-vitro
und in-vivo und der Mdglichkeit, durch topische Selektion diese positiv beeinflussen zu
konnen. Anhand verschiedener bicistronischer retroviraler VVektoren, die das GFP-Gen
als Markergen stellvertretend fiir das EPO-Gen uber ein IRES-Element an das MDR-
Gen als Selektionsgen gekoppelt enthielten, sollte zunéchst der geeignetste Vektor flr
die weiteren Analysen ermittelt werden. Es zeigte sich, dass die Effizienz der
Transduktion sowie der Genexpression eines Vektors von verschiedenen Faktoren wie
Genpositionierung, Vektorgrundgerist und Zielzellen abhangt.

Untersucht wurde zunachst die Transduktionseffizienz (mittels Messung des Anteils
MDR- und/oder GFP-exprimierender Zellen im FACS sowie der Anzahl der
integrierten retroviralen Vektorkopien im Zellgenom durch Real-Time PCR) sowie die
Expressionsleistung (mittels Messung der mittleren Fluoreszenzintensitat des GFP im
FACS) vor und nach Kolchizinselektion in Monolayerkulturen der beiden Zielzelltypen,
den KC und FB. Dabei zeigte sich, dass die Transduktion mit drei verschiedenen
Vektoren (BGIM, BMIG, QGIM) zu einem unterschiedlich hohen Anteil GFP-
und/oder MDR-exprimierender Zellen fiihrte. Der Vektor QGIM stellte sich als der
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Effizienteste heraus, da er eine hohe Transduktionseffizienz sowie GFP-
Expressionsstarke zeigte, welche nach Kolchizinselektion tber den Werten der anderen
Vektoren lag. Daher wurde aufbauend auf dem Vektor QGIM der Vektor QEIM
konstruiert, welcher anstatt des GFP-Gens das humane EPO-Gen enthélt.

Nach Transduktion von KC und FB mit dem EPO-Vektor exprimierten beide Zelltypen
humanes EPO. Zudem konnte durch Kolchizinselektion die Expressionsrate, wie schon
beim GFP, deutlich gesteigert werden. AuBerdem zeigte sich, dass in KC die EPO-
Expression deutlich hoher ausfiel als in FB. Ebenso war die Anzahl der integrierten
retroviralen Genkopien in den KC groRer als in FB. Somit hangt die Effizienz eines
Vektors auch von der gewahlten Zielzelle ab.

Da sich das biologische Verhalten von KC und FB in Monolayerkulturen von dem in
der Haut unterscheidet, wurden die Untersuchungen auch an Hautkonstrukten
durchgefiihrt. Diese enthielten mit den Vektoren QGIM oder QEIM transduzierte Zellen
und dienten als Modell fur die menschliche Haut. Es kamen zwei verschiedene Modelle
zum Einsatz. Eines bestand aus transduzierten KC, die auf avitaler Dermis ausgesat
wurden, wahrend im zweiten die Dermis aus einem Kollagengel bestand, in das
transduzierte FB eingebettet waren. Die HK konnten dabei in beiden Modellen EPO in
das sie umgebende Kulturmedium sezernieren. Die FACS-Analyse der KC zeigte, dass
die Selektion mit Kolchizin auch in HK zu einer Anreicherung QGIM-transduzierter,
MDR+/GFP+ KC bzw. QEIM-transduzierter, EPO/MDR+ KC flhrte. Allerdings
konnte im Gegensatz zu den Monolayerkulturen bei beiden HK-Modellen keine
Steigerung der EPO-Expression durch Kolchizinselektion erreicht werden. Eine
mdogliche Ursache hierfur ist eine reduzierte EPO-Expression in differenzierten KC.
Somit zeigte sich, dass die Effektivitat der EPO-Expression in genetisch modifizierter
Haut nicht nur von dem gewéhlten Vektorsystem und den transduzierten Zielzellen
abhangt, sondern auch den organspezifischen Besonderheiten.

Im Anschluss an die In-vitro-Analysen wurde ein tierexperimentelles In-vivo-Modell
kutaner EPO-Sekretion untersucht. Dabei wurden Gel-HK aus QEIM-transduzierten KC
und FB auf immundefekte Nacktmduse transplantiert und nach erfolgreichem
Anwachsen mit Kolchizin- oder Kontrollcreme behandelt. Bei der Analyse des zu
verschiedenen Zeitpunkten enthommenen Blutes mittels ELISA konnte allerdings in

den meisten Fallen kein oder nur sehr wenig humanes EPO im Mausserum
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nachgewiesen werden. Auch ein Anstieg des Hamatokrits, als Folge einer moglichen
biologischen Wirkung des humanen EPO, wurde nicht festgestellt. Nach Entnahme der
Transplantate am Ende des Versuchszeitraums lieR sich eine EPO-Sekretion der
Explantate nachweisen. Diese lag jedoch deutlich unter den Ausgangswerten vor der
Transplantation, wobei die kolchizinbehandelten Transplantate tberraschenderweise
eine geringere Menge an EPO freisetzten. Mittels FACS-Analyse konnte allerdings eine
Zunahme MDR+ KC in den kolchizinselektierten Transplantaten festgestellt werden, so
dass eine fehlende Wirkung der Kolchizinselektion ausgeschlossen werden konnte. Die
Ursache der verminderten EPO-Sekretion aus der genetisch modifizierten Haut in-vivo
unter Kolchizinbehandlung lag méglicherweise an einer reduzierten Vitalitat der Zellen
zum Untersuchungszeitpunkt. Méglichkeiten zur Optimierung fur einen (pra-)klinischen
Einsatz dieses Modells werden diskutiert. Zusammengefasst stellen die hier
vorgestellten Ergebnisse die ersten Schritte fur den Einsatz genetisch modifizierter Haut

als ,,Bio-Fabrik* zur systemischen Sekretion von EPO dar.
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