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1 Einleitung

1.1 Grundlagen und bisherige Forschung

1.1.1 Stammzellen

In den letzten Jahren wuchsen zunehmend das Is¢euesl die Forschung an adulten
humanen Stammzellen. Es handelt sich um undiffezeiez multipotente Vorlauferzellen, die
sich unter entsprechenden Bedingungen zu untediiciien ausgereiften Geweben
differenzieren kbnnen. Als bisher bekannte Einflais®ren auf die Richtung der
Differenzierung wurden Zytokine, Wachstumsfaktor2elldichte, grundlegende Né&hrstoffe,
raumliche Organisation, sowie mechanische Kragatifiziert (Pittenger et al. 1999).
Physiologische Aufgaben der Stammzellen scheineBereich der Regeneration nach
Trauma, Krankheit sowie im Alterungsprozess zudregHamatopoetische Stammzellen im
Knochenmark sind Ursprung der BlutzellneubildunigtéiAger et al. 1999). Im Gegensatz zu
embryonalen Stammzellen haben adulte Stammzeltest@iker eingeschranktes
Differenzierungspotential, sind jedoch ethisch wipgmatischer (Kog et al. 2001), sowie
sicherer zu transplantieren mit geringerer Gefanmaalignen Entartung (Serakinci et al.
2004, Korbling et al. 2003). Neben dem Knochennkarknten adulte Stammzellen bereits in
tber 20 Organen nachgewiesen werden (Tabelle 1¢r@astimmten Bedingungen erscheint
es jedoch maglich, dass Stammzellen von ihrer pem®ifferenzierungsrichtung abweichen

(so genannte Stammzellplastizitat) (Koérbling e2803).

Tabelle 1: Adulte humane Stammzellen und ihre priméare Richwer Differenzierung
(Korbling et al. 2003)

Zelltyp Gewebespezifische Differenzierte Zellen bzw.
Lokalisation Gewebe

Hamatopoetische Knochenmark, peripheres | lymphoh&matopoetische

Stammzellen Blut Blutzellen, Endothel und

Osteoklasten

Mesenchymale Stammzellen  Knochenmark, peripheresKnochen, Knorpel, Sehnen,
Blut, mesenchymales Fettgewebe, Muskel,
Gewebe Knochenmarksstroma,

neurale Zellen




Neurale Stammzellen Ependymzellen, AstrozyterNeurone, Astrozyten,
(subventrikulare Zone) des | Oligodendrozyten
ZNS

Hepatische Stammzellen In oder in der Nahe der | Ovale Zellen, die
terminalen Gallenkanélchen anschlie3end Hepatozyten
und duktale Zellen bilden

Pankreatische Stammzellen Nestin-positive Zellgaleo | Beta-Zellen

Zellen, duktale Zellen

Skellettmuskel-Stammzellen Muskelfasern Skelettmuskelfasern

oder Satellitenzellen

Stammzellen der Haut Basale Schicht der Epidermis, Haarfollikel

(Keratinozyten) Epidermis, Haarzwiebel

Epitheliale Stammzellen der Tracheale Basalzellen und | Schleimzellen, Zilien
Lunge schleimsezernierende Zellenfragende Zellen,
bronchiolare Clara-Zellen, | Pneumozyten Typ 1 und 2
alveolare Typ-2-

Pneumozyten

Stammzellen des intestinalgrEpitheliale Zellen an der Paneth’sche Kdrnerzellen,
Epithels Basis jeder Krypte Blrstensaum-Enterozyten,
schleimproduzierende
Becherzellen,
enteroendokrine Zellen der
Mikrovilli

1.1.2 Humane mesenchymale Stammzellen

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) stellemdlgpotenten Vorlauferzellen
differenzierter, mesenchymaler Gewebe, wie Knoigefichen, Sehnen, Fett, Bindegewebe
und Muskel dar (Yoo et al. 2000). Erstmals berithtgiedenstein 1976 Uber ,clonogenic
stromal cells®, die aus dem Knochenmark isoliertdea konnten (Kog et al. 2001). Sie
konnen aus verschiedenen Geweben, wie KnochenMaidkel oder Fett isoliert unieh vitro
manipuliert sowie expandiert werden (Gafni et 804). Man geht davon aus, dass
mesenchymale Gewebedefekte zunachst durch lokatenstellen ersetzt werden, ist dieser
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Pool aufgebraucht, kommt es zu einer AusschittemgAytokinen, die die mesenchymale
Stammzellfreisetzung aus dem Knochenmark ins pergBlut, sowie ihren Transport zu
dem entsprechenden Organ steuern (Korbling eD8BR Unstimuliert erscheinen hMSC als
fusiforme Fibroblasten (Kog et al. 2001). Neben atopoetischen Stammzellen, die bereits
bei der Knochenmarktransplantation nach Myeloadmatierwendet werden, wurde in den
letzten Jahren auch verstarkt das therapeutisdemtird humaner mesenchymaler
Stammzellen untersucht.

So erhdhen gleichzeitige hMSC-Infusionen die Ergraht-Raten bei allogener
Knochenmarkstransplantation (Kog et al. 2001).ifeimmen das Auftreten einer Graft versus
Host Disease (GvHD), einer Zerstérung des Empfaygyeebes durch immunkompetente
Zellen des Spenders (Le Blanc et al. 2004), duirod 8uppression der Funktion von B- und
T-Lymphozyten, sowie dendritischen Zellen. Durcksdi antimmunogene Wirkung sind
hMSC auch eine mogliche Therapieoption fur Patremé Autoimmunerkrankungen
(Concione et al. 2005).

Bei Patienten mit angeborenen metabolischen Erkiraggn kann die Progression reduziert
werden, da hMSC eine Anzahl lysosomaler Enzymezessidie das Potential haben,
Speicherkrankheiten zu korrigieren (Kog et al. 2001

In weiteren Studien wurde das Potential von hMSCTherapie der Osteogenesis imperfekta
untersucht. Osteogenesis imperfekta ist ein angaleoiGendefekt, mit iber 100 bekannten
Mutationen der pr@l/2 Ketten, einem Bestandteil von Kollagen Typ linisch manifestiert
sich die Erkrankung in einer abnormen Briichigkeitidnochen, blauen Skleren sowie
kutanen und extrakutanen Hamorrhagien. Durch Tiantggion von hMSC inin vivo

Modell (Maus) konnte eine geringere Frakturinzideathohte Knochenmineralisation sowie
verstarktes GrolRenwachstum erzielt werden (Niyigizl. 2004).

Des Weiteren stellen hMSC eine neue therapeutSghien fur Patienten mit
Myokardischamie dar. Im Tierversuch wurde durchlangation von hMSC in infarziertes
Myokard, Myokardgewebe regeneriert und die Neoviaslaation verstarkt (Leri et al. 2005,
Wang et al. 2005). In einer weiteren Studie geksginenn vitro experimentell erzeugten
Leitungsblock zwischen zwei Myokardbiindeln mit ienierten hMSC zu Utberbriicken. Die
zuvor asynchron kontrahierenden Bundel konntem@synisiert werden. Bisher wurde
dabei kein proarrythmogener Effekt nachgewieseri(@seet al. 2005).

Mehrfach wurde in Studien die Verwendung von hM8@der Therapie gro3erer Hautdefekte
untersucht. Durch intravengse Infusionen von hMi&@yeise in Kombination mit bFGF

(basic fibroblast growth factor), konnte durch einéerenzierung der hMSC zu



Epithelzellen eine erh6hte Heilungsrate erzieltdear(Nakagawa et al. 2005, Mansilla et al.
2005).

Da im Blut zirkulierende hMSC von Stress ausgesatabzw. verletzten soliden Organen
rekrutiert werden kdnnen, stellen sie ein potelesel ragervehikel fir therapeutische
Substanzen, wie zum Beispiel Interfefynn der Gliom Therapie dar. Durch Injektion von
derart manipulierten hMSC in die Arteria Carotisveolokal ins ZNS konnte die
Uberlebensrate von Mausen mit einem Gliomtransatasignifikant erhoht werden
(Nakamizo et al. 2005).

Auch die Therapie von Schlaganfallen, Schadelkauntrata und spinalen
Ruckenmarksverletzungen mit hMSC erscheint mogtiehintravenése Injektionen von
hMSC nach derartigen ZNS-Schadigungen das neusallogiOutcome verbessern,
vermutlich durch eine Stimulation der Neurogendse Synaptogenese sowie der Ausbildung
von gap junctions zwischen Astrozyten (Gao et@D52 Mahmood et al. 2005, Mansilla et al.
2005).

Da hMSC sehr gut ex vivo manipuliert werden konrstellen sie in Zukunft einen
potentiellen Trager fur Gentherapien dar.

Auch in der Antiaging-Forschung konnten hMSC zukignihoglicherweise eine Rolle

spielen.

1.1.3 hMSC und Tissue Engineering in der Therapie v on
Knochendefekten

Tissue Engineering ist per definitionem die Verwamgivon Zellen, beeinflusst durch
Zytokine bzw. gentechnische MalRnahmen, kombinigrbragenen bzw. synthetischen
Materialien, zur Herstellung von biologischen Ezsaiffen zum funktionellen
Gewebsersatz (Vacanti et al. 1998).Rahmen des Tissue Engineering wird derzeit in
zahlreichen Studien das therapeutische PotentidlM&C zur Uberbriickung von Knochen-,
Knorpel- oder Sehnendefekten untersucht. Da dieseeBe, insbesondere Knorpel und
Sehnen ein aul3erst geringes eigenes Regeneratiensaidbesitzen (Gafni et al. 2004),
stellen gréRRere traumatisch, degenerativ oder tosnentstandene Defekte weiterhin ein
therapeutisches Problem dar. Dem derzeitigen ks Standard, der autogenen bzw.
allogenen Transplantation, sind Grenzen gesetzhdilie beschrénkte Verflugbarkeit,
immunologische AbstolRungsreaktionen sowie die GeafahInfektionsibertragung (Schieker
et al. 2004). Ebenso sind Schmerzen oder Nervemiésian der Enthahmestelle mdglich
(Ahlmann et al. 2002, Banwart et al. 1995, Goulatl€1997, Summers et al. 1989).



Alternativ wurde in einigen Studien der Einsatzogtduktiver Wachstumsfaktoren teilweise
auch in Kombination mit Metallimplantaten zur Thaegrof3erer Knochendefekte
untersucht. Es konnte jedoch kaum signifikant beskeochenheilung als mit autologen
Transplantaten erreicht werden, zudem ergab siathdien Bedarf unphysiologisch hoher
Dosen der Wachstumsfaktoren eine systemische Eigosiit nicht absehbaren Folgen,
sowie ein hoher finanzieller Aufwand (Gamradt e28l04).

In den physiologischen Reparaturvorgangen, dietdoeide Therapieoptionen unterstitzt
werden, spielen hMSC eine wichtige Rolle. Bei dgokbgen Knochentransplantation werden
hMSC im Knochenmark des Transplantats sowie deskigetlurch lokale Faktoren an der
Fraktur stimuliert, zur osteogenen Differenzierwmgl damit zur Defektheilung angeregt. Die
Injektion osteoinduktiver Wachstumsfaktoren zieit die rasche Vermehrung und osteogene
Differenzierung am Defekt vorhandener hMSC ab (¥bal. 2000). Die Therapie grol3erer
Defekte mit injizierten hMSC, bzw. mit hMSC besitdr Materialien, wie autologer oder
heterologer Knochen, demineralisierte Knochenmaioixie osteoinduktiven Keramiken,
stellt daher eine mogliche Alternative dar, um ajni#3ere Anzahl hMSC an der Fraktur zu
versammeln und dadurch eventuell bessere Heiluregzielen (Yoo et al. 2000). Die
Sammlung der hMSC durch Punktion des Beckenkamme#\apiration des Knochenmarks
stellt dabei eine atraumatischere und risikoarnvgthode zur Materialgewinnung dar, im
Vergleich zum autologen Transplantat (Gamradt.2@04). hMSC kénnen durch zwei
Mechanismen zur Defektheilung beitragen. Sie besitelbst ein groles
Regenerationspotential und kbénnen unter entspreemeBedingungen osteogen bzw.
chondrogen differenzieren. Zum anderen konnen hM&egende Zellen stimulieren und
somit zur Regeneration und Vermehrung anregen {(@afd. 2004). Ein weiterer Vorteil
gegenuber bereits differenzierten Zellen bestehih ddass hMSC sich selbst orientieren,
Defekte lokalisieren und auf lokale Faktoren regggikonnen (Gafni et al. 2004). In frihen
Studien wurden zunéchst alle im Knochenmarksasgirdialtenen Zellen perkutan an
knocherne Frakturen injiziert (Connolly et al. 199%eziehungsweise synthetische
Leitschienen mit den aspirierten Zellen besiededt in knécherne Defekte implantiert
(Ohgushi et al. 1989). Durch beide Methoden wuride gute Defektheilung erzielt, da im
Aspirat hMSC enthalten waren, jedoch wurde dieged@r Stammzelltherapie limitiert durch
den geringen Anteil der h(MSC an allen Knochenmaglksaz, da nur ca. 50 hMSC in einer
Million Knochenmarkszellen enthalten sind. Des Wieih konnten maximal zwei Milliliter
Aspirat gewonnen werden, da sonst eine Verdinnunhgaripherem Blut stattfand (Gamradt

et al. 2004). So wurden im weiteren Verlauf Methodatwickelt, h(MSC aus einem



Knochenmarksaspirat zu isolierenyitro zu vermehren und erst anschlieRend zu
transplantieren. Auf diese Weise wurde zum Beigpieinen Defekt der langen
Roéhrenknochen von Schafen ein mit hMSC besiediékeamikzylinder implantiert. Dadurch
wurde signifikant bessere Knochenheilung erzialtmait Implantation unbesiedelter
Keramikzylinder (Kon et al, 2000). Auch an menscidin Defekten von Humerus, Ulna oder
Tibia konnte mit h(MSC besiedelten Leitschienenigtalnd schnelle Reparaturen erzielt
werden (Derubeis et al. 2004). Das Potential deB@Mur Defektheilung kann durch
genetische Manipulation noch zusétzlich gesteigertlen. hMSC wurden derart manipuliert,
dass sie Fahigkeit zur Produktion von BMP-2, eimsteogenen Wachstumsfaktor, erhielten.
Dadurch wurde eine wesentlich bessere Defektheiuniglt, als mit im Vergleich
verwendeten CHO-Zellen (chinese hamster ovary)obibdiese selbst mehr BMP-2
produzieren als die manipulierten hMSC. Vor allemdan Defektrandern wurde im Versuch
mit den BMP-2 produzierenden hMSC kontinuierlicKeochen gebildet, wahrend im
Ansatz der CHO-Zellen kein Kontakt stattfand. ietsprechend erscheinen auch hMSC, die
eine Kombination von BMP-2 und VEGF, einem Angiogsefaktor, produzieren (Gafni et
al. 2004). Um die BMP-2 Produktion genetisch maligoter hMSC besser zu kontrollieren,
wurde dem entsprechenden Gen ein Tetracyclin-Pam(igt-off-system) vorangestellt. So
konnte durch Zugabe von Tetracyclin die BMP-2 RNyitBese und damit die BMP-2-
Produktion gestoppt werden, wurde das Antibiotikueggelassen, kam es zur BMP-2
Sekretion und damit zur osteogenen Differenziertiggderart verdnderten hMSC wurden
Kollagen-Leitschienen besiedelt und einerseitsgkialie abdominelle Muskulatur von
C3H/HeN-Mausen transplantiert, wobei nur bei Abvnbsat des Tetracyclins
Knochenformationen gebildet wurden. Andererseitsden die besiedelten Leitschienen in
experimentell erzeugte Radiusfrakturen der Mauwsgsplantiert. Auch hier kam es nur in
Abwesenheit des Antibiotikums innerhalb von zweindten zur kompletten
Defektuberbriickung durch Knochentrabekel und Knooteek, bei Anwesenheit von
Tetracyclin wurde kein kalzifiziertes Knochengewgebildet. Die mit h(MSC besiedelten
Leitschienen fuihrten dabei zu deutlich bessererckanheilung als alleinige BMP-2
Injektionen in die Fraktur (loannis et al. 2001).

In vielen der therapeutischen Anwendungsoptiongalesich das Problem, den Verbleib der
injizierten bzw. transplantierten hMSC nachzuwejskm Zeitraum ihres Uberlebens zu
bestimmen, sowie eine eventuelle unerwinschte Magran andere Organe auszuschlief3en.
Eine Moglichkeit hierfir bietet die genetische Marking der hMSC.



1.1.4 Genetische Markierung von Zellen

Der ideale Zellmarker sollte mehrere Vorrausseteargyfullen: er sollte in unmarkierten
Zellen nicht vorhanden sein, durch die Zellteilumcht verdiinnt werden, einfach zu
detektieren sein, sowie keinen Einfluss auf diesplggischen Zellaktivitdten haben (Xia et
al. 2005). Das green fluorescent protein (GFPpnirgglich aus der Qualle Aequoria Victoria
gewonnen, sowie seine rekombinanten Varianten (¢@Ff#len die meisten dieser Kriterien
(Xia et al. 2005). GFP ist ein in humanen Zellechhivorhandenes Protein, das unter UV-
Licht sowie durch Fluoreszenzmikroskopie leicht waimehmen ist (Xia et al. 2005). Mit
diesem Protein wurden in der vorliegenden ArbetltMSC genetisch markiert.

Zur genetischen Markierung von humanen Zellen steimerschiedlichste virale und nicht
virale Methoden zur Verfigung. Lipo-, Polyfectidviikroinjektion, gene-gun oder
Elektroporation zéhlen zu den nicht viralen Trakfmsmethoden. Gemeinsamer Nachtell
dieser Techniken ist eine geringe Effizienz (Garhedcl. 2004, Aluigi et al. 2005, Naldini et
al. 1996) sowie eine nur transiente Expressionitestragenen Gens (Naldini et al. 1996), da
es bei diesen Methoden nur selten zur IntegratisfGenom kommt, weshalb sie zur
generellen Markierung der hMSC nicht optimal eescén. lhr Vorteil gegentber den
meisten viralen Vektoren ist jedoch die geringe imogenitat.

Zur viralen genetischen Markierung stehen Adenovifglenoassoziierte Viren, Herpesviren
Onkoretroviren und Lentiviren zur Verfigung. Voleah Adenoviren, ein haufiger Erreger
von Infekten der oberen Atemwege (Wilson et al.80®ird in seiner Anwendung durch die
Auslosung einer Immunantwort limitiert (Gamradaét2004, Kim et al. 2004, Naldini et al.
1996, Wilson et al. 2004). Durch eine Aktivierungatoxischer T-Lymphozyten werden
infizierte Zellen rasch zerstoért, wodurch eine Béatbdngerfristige Expression verhindert wird
(Wilson et al. 2004). Des Weiteren werden ebendgymphozyten zur Antikdrperbildung
stimuliert, somit wird eine wiederholte Infektioesselben Organismus erschwert (Wilson et
al. 2004).

Ebenfalls haufig als Vektor verwendet werden Adesoaiierte Viren (AAV), die auf der
Familie des primaten Parvovirus basieren (Wilsoal.€2004). Primar wurden sie als
Kontamination adenoviraler Laborvorrate isolierun sechs verschiedene Typen eingeteilt,
die Unterschiede in der Transduktionseffizienz elelesdener Gewebe zeigen. So zeigt Typ 5
eine besonders hohe Effizienz an respiratoriscleth&zellen sowie an Zellen des ZNS,
wahrend Typl Muskelzellen besser transduziert @siio et al. 2001). Obwohl der gréi3te
Teil der menschlichen Population schon KontaktAwiénoassoziiertem Virus hatte, sind die

exakte Natur sowie das klinische Korrelat dieséKkton noch unbekannt (Wilson et al.
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2004). In Abwesenheit eines Helfervirus, wie zunspBiel Adenovirus, kann AAV nicht-
teilende Zellen infizieren und sich in das Genotagneren (latente Phase), wahrend in
Anwesenheit des Helfervirus das AAV-Genom vermefintl (Vermehrungsphase) (Sandoval
et al. 2005, Wilson et al. 2004). Da Adenoassdzgi¥iren zytotoxische T-Lymphozyten
nicht aktivieren, kommt es zu keiner immunologisch#lammation und infizierte Zellen
werden nicht zerstort, Uber eine Stimulation ddryBiphozyten wird jedoch ebenso wie bei
Adenoviren eine wiederholte Infektion erschwert I8 et al. 2004).

Eine wenig immunogene Variante zu Adenoviren odgefoassoziierten Viren stellen
Retroviren dar. Es handelt sich um eine Virusfaamtit einzelstrangiger RNA, die tber das
Enzym Reverse Transkriptase in eine doppelstrarigig&-Zwischenstufe transkribiert und
als Provirus in das Genom der Wirtszelle eingebant (Pschyrembel, 1998). Durch die
Integration ins Genom kommt es zu einer stabikemgfristigen Expression (Lu et al. 2005)
ohne immunologische Zerstorung der infizierten &ellEin Vertreter dieser Gruppe ist der
Moloney Murine Leukemia Virus. Dieser hat jedocim déachteil, nur Zellen zu infizieren,
die sich sehr kurz nach der Infektion teilen (Reeteal. 1996, Naldini et al. 1996, Wilson et
al. 2004) und erscheint damit fur die Stammzellneadkg nicht ideal. Lentiviren dagegen,
ebenfalls zu den Retroviren gehdrend, kdnnen sotedkhde als auch nicht teilende Zellen
infizieren (Kim et al. 2004, Auricchio et al. 200Mitsuhashi et al. 2005, Kurre et al. 2005,
Strappe et al. 2005, Kuate et al. 2004, Kim e2@05, Lu et al. 2005, Naldini et al. 1996,
Wilson et al. 2004). Die meisten fur den Gentransfiegesetzten Lentiviren basieren auf
Sequenzen des Human Immunodeficiency Virus 1 (HIVALricchio et al. 2001, Strappe et
al. 2005, Lu et al. 2005, Wilson et al. 2004). lahreren Studien wurde gezeigt, dass
Lentiviren humane Stammzellen effizient transdwemneund keine Auswirkung auf das
Differenzierungspotential oder die Proliferatiorbba (Xia et al. 2005, Kim et al. 2005, Kurre
et al. 2005, Mitsuhashi et al. 2005). Die effizeeiifektion auch nicht teilender Zellen, die
Integration ins Genom der infizierten Zellen und damit verbundene lang anhaltende,
stabile Expression (Wilson et al. 2004, Lu et 802, Kim et al. 2005, Mitsuhashi et al. 2005,
Auricchio et al. 2001), die hohe Klonierungskap@zsiowie die fehlende Immunogenitat
(Gamradt et al. 2004, Strappe et al. 2005) maclesniviren zu idealen Vektoren fur die
genetische Markierung der hMSC.
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Tabelle 2:Virale und nicht-virale Vektoren (Gamradt et €002)

[¢)

Vektor Beschreibung Kapazitat | Vorteile Nachteile
(kb)

viral

Adenovirus Infiziert viele 35 Hohe Stark immunogen;
Zelltypen (teilende Kapazitat; DNA bleibt episomal
und nicht-teilende leichte und kann mit der Zeit
Zellen); die Herstellung verloren gehen
eingefligten Gene
bleiben episomal

Adenoassoziierter Infiziert teilende und | 5,2 Integriert in Kleine Kapazitat;

Virus nicht-teilende Zellen; das kann in teilenden
|6st keine bekannten Empfangerzell{ Zellen verloren
Erkrankungen an genom; leichte| gehen; teilweise
Menschen aus; Herstellung Transduktions-
rekombinanter schwierigkeiten
Adenoassoziierter wahrend der
Virus bleibt episomal Doppelstrangsynthes

Herpes simplex | Infiziert teilende und | 30 Hoch infektiés;| Zytotoxisch;

virus nicht-teilende Zellen; hohe Kapazitat immunogen
Latenz in neuronalen|
Zellen

Moloney murine | Eingefligte Gene 8 Wenig Indirekte Methode

leukemia virus | integrieren zufallig in iImmunogen notig um die Zielzelle

(Retrovirus) das Zu testen;
Empfangerzellgenom Insertionsmutagenes
infiziert nur teilende
Zellen

Lentivirus Infiziert teilende und | 8 Wenig

(Retrovirus) nicht-teilende Zellen immunogen

Nichtviral

Reine DNA Reine DNA wird von Leichte Geringe Effizienz
der Empfangerzelle Herstellung;
aufgenommen; reine nicht
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DNA kann mit einem immunogen
Gerust verwendet
werden (Gen-
aktivierte Matrix)
oder gekoppelt an
einen
Rezeptor/Liganden
Liposomen Gentransport in Leichte Geringe Effizienz;
einem Phospholipid- Herstellung; transiente Expressiol
Blaschen das mit der, nicht
Empfangerzelle immunogen

verschmilzt

Biolistics (gene
gun)

DNA umbhiillt von
Partikeln wird in die

Zelle getrieben

Geringe Effizienz;
technisch schwierig
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1.2 Aufgabenstellung

1.2.1 Herstellung eines Lentiviralen Expressionssys tems

Ziel dieser Arbeit war die permanente genetischerkMeung humaner mesenchymaler
Stammzellen. Wie bereits in der Einleitung dardésteignen sich besonders Lentiviren fir
den effektiven Gentransfer in hMSCs. Deshalb safiteinem ersten Schritt der lentivirale
Gentransfer fur die Transduktion humaner mesenclgm$aammzellen neu etabliert werden.
Wir entschieden uns fir eGFP als Markergen, daedisswohin vitro als auchn vivo leicht

detektiert werden kann. Dazu musste zunédchst dasprenohende eGFP-Gen in ein
lentivirales Expressionskonstrukt kloniert werdé&ach Etablierung und Optimierung der

Virusherstellung sollte ein Protokoll zur effizient Transduktion von hMSCs erstellt werden.

1.2.2 Lentivirale Transduktion von humanen mesenchy  malen
Stammzellen mit eGFP

In der Zellkultur wollten wir nun humane mesenchien&tammzellen mit Lentiviren

transduzieren. Nach der erfolgreichen Etablieruag kéntiviralen Gentransfers in humane
mesenchymale Stammzellen unter Verwendung des kpeke eGFP, wirde hiermit auch
eine hoch effiziente und neuartige Gentransfer-id¢h fir die Untersuchung von

Funktionsgenen in hMSCs zur Verfugung stehen.

1.2.3 Besiedelung von Spongiosa-Leitschienen miteG  FP markierten
humanen mesenchymalen Stammzellen

In einem weiteren Schritt sollten nun klinisch bsreur Knochendefektfullung zugelassene
Spongiosa-Leitschienen mit den markierten humanesemchymalen Stammzellen besiedelt
werden. Durch die Markierung der Zellen bot sicle doglichkeit die Stammzellen in
geringer Anzahl quantitativ zu erfassen und sidnriagplantationin vivo zu lokalisieren, ihre
Uberlebensdauer zu bestimmen, sowie eine eventuekewiinschte Migration in andere

Organe auszuschliel3en.
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2 Material und Methoden
2.1 Methoden

2.1.1 Herstellung des lentiviralen Expressionskonst ruktes

Zunachst wurde das lentivirale Expressionskonstm&iches das eGFP-Gen enthielt,
hergestellt. Das lentivirale Expressionskonstruét die Grundlage fur die anschlielRende
Herstellung der lentiviralen Vektoren.

2.1.1.1Restriktionsverdau von pEGFP-N3 und pENTR11

Abbildung 1: Ausgangsplasmide pEGFP-N3 und pENTR11 werden drestriktion und
Ligation zu pENTR11-eGFP

PEGFP-N3 ™ E6FP
4729 bps

pENTR11

2700 bps

00 SV4O-poly A Not 1396 Not 11396

201
\

SV40-poly A
» \ poly

>

Not| 1245
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Bevor eGFP in das lentivirale Expressionskonstkiddiert werden konnte, musste zunachst
das Gen in einen so genannten ,Entry-Vektor* (pENTRiberfuhrt werden. Mit Hilfe des
~Entry-Vektors* war es moglich das eGFP-Gen mittedsnologer Rekombination in das
lentivirale Expressionskonstrukt einzuschleusen.

Aus dem Plasmid pEGFP-N3 (Clonté¥hwurde das eGFP-Gen herausgeschnitten und in
das Plasmid pENTR11 (Invitrogen™) kloniert. Beidagtide wurden mit denselben
RestriktionsenzymeBamH1 undNot1 in Anwesenheit von Puffer B zwei Stunden bei 37°C
verdaut. Dadurch entstanden vier DNA-Fragmentesmienannten ,sticky ends*, das heif3t
kurzen Abschnitten einzelstrangiger DNA an den Endes spater leicht wieder verbunden

werden konnten.

2.1.1.2Praparative Gelelektrophorese

Um die beiden gewiinschten DNA-Fragmente von derngebrzu trennen, wurden die
unterschiedlich langen Fragmente durch eine Gdlelgkorese aufgetrennt, die jeweiligen
Banden herausgeschnitten, sowie die linearen DNeRente aus der Gelbande extrahiert.
Zur Herstellung des 1% Agarosegels wurden 800 maydse mit 80 ml TAE Puffer
(Zusammensetzung der Puffer siehe Anhang) in dkrdvielle 2 Minuten erhitzt, kurz
abgekuhlt und anschlieend 4 ul Ethidiumbromidr{gdml) zugegeben. Die viskose
Flissigkeit wurde in eine vorgefertigte Form gegossnd ca. dreil3ig Minuten bei
Raumtemperatur abgekunhlt, bis sie erhartet war.@sdsvurde in die mit TAE Puffer

geflllte Gelkammer gelegt und das DNA-Gemisch nealer Geltaschen gegeben, daneben
ein DNA-Marker mit Fragmenten definierter LaAnge.sB8hlieRend wurde eine Spannung von
100 mV angelegt, wodurch die negativ geladenen DM#gmente, entsprechend ihrer
Lange, mit unterschiedlicher Geschwindigkeit zumspbl wanderten. Unter dem UV-Licht
konnten anschlieRend anhand des Markers die gehi@gmsDNA-Fragmente identifiziert und
mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten werdgea.beiden Gelstliicke wurden gewogen (in
mg) und isoliert (Quiagen™ gel extraction kit Bierfir wurden die Gelfragmente
entsprechend des Herstellerprotokolls jeweils indieifachen Menge Puffer QG (in pl)
durch zehn Minuten Inkubation im 50°C Wasserbadintermittierendes Vortexen
aufgeldst. Dazu kam die einfache Menge (in pl) isppnol. Die Mischung wurde jeweils auf
eine Saule gegeben und 1 Minute zentrifugiert, wodddie DNA im Filter der Saule
gebunden wurde. Anschlie3end wurde der Filter b @nl Puffer PE gewaschen und

zweimal eine Minute zentrifugiert, der Uberstanddeuverworfen. Mit 50 pl destilliertem
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H2O wurde die DNA durch eine weitere Minute Zentrditign in ein neues Eppendorf Gefald

eluiert.

2.1.1.3Ligation

Die beiden geschnittenen Fragmente wurden mit denyrg T4-DNA-Quick-Ligase zu
einem zirkularen Plasmid verbunden. Dazu wurderclst 50 ng des geschnittenen
Plasmids pENTR (Invitrogen) und die dreifache molsienge des eGFP Fragments in 10 pl
H,0O mit 10 ul Quick Ligase Puffer und 1 pl T4-DNA-QkiLigase vermischt und 5 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Beenden der Reakiurde der Ansatz auf Eis gelagert.

2.1.1.4Transformation

Das entstandene Plasmid wurde anschlie3end zutitgti®en Vermehrung in kompetente E.
coli (Top 10, Invitrogef") transformiert. Unter Transformation versteht rdas Einbringen
nackter DNA in vorbehandelte, so genannte ,kompgetefellen. 50 ul der bei -80°C
gelagerten Bakterien wurden hierzu auf Eis aufgetad vorsichtig mit 2 pl der Ligation
vermengt. AnschlieBend wurde 30 Minuten auf Eisi&rt. Es folgten 30 Sekunden im 42°
C warmen Wasserbad und erneut 2 Minuten Kihlzgideam Eis.

2.1.1.5Selektive Vermehrung

Zur Vermehrung derjenigen Bakterien, die das Pldssufgenommen hatten, wurden zu dem
Ansatz zunachst 250 pl SOC-Medium (0.5% Hefeextaklbo Trypton, 10mM NacCl,

2.5mM KCI, 10mM MgC} , 20mM MgSQ, 20mM Glucose) gegeben, 1 Stunde bei 37°C
inkubiert und dabei zur besseren Sauerstoffversgygeschuttelt. In dieser Phase hatten die
Bakterien Zeit das auf dem Plasmid enthaltene KgunamrResistenz-Gen zu exprimieren, so
dass sie anschlie3end auf einer Kanamycin haléggm-Platte selektiert werden konnten.
Dazu wurden die Kolibakterien mit einem sterilera®bauf der Nahrplatte ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach 12 Stunderenadiejenigen Bakterien, die durch
Aufnahme des Plasmids auch die Kanamycin-Resigiemarben hatten, je eine
makroskopisch sichtbare Kolonie gebildet. Eine Kaowvurde mit einer Pipettenspitze
aufgenommen und in 5 ml DYT-Medium (1.5% Pepton,Héteextrakt, 0.5% NacCl, 0.2%
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Glucose, pir.4) mit 2500 pg Kanamycin (500 pg/ml) suspend@w. plasmidhaltigen
Bakterien wurden weitere 12 Stunden bei 37°C uattitteln vermehrt.

2.1.1.6DNA-Praparation (geringe Menge)

Zur Identifizierung derjenigen Bakterienklone mitrkekter Plasmidexpression, wurde
zunachst eine geringe Menge Plasmid-DNA prapadetanschlieend durch Zerlegung in
definierte Bruchstlicke mittels Restriktionsenzymed Auftrennung im Agarosegel
Uberprift wurde. Zur DNA-Praparation wurde das @ai@” Plasmid Mini Kit verwendet.
Zunachst wurden 1,5 ml der Bakterienkultur in eirtgppendorf-Gefal3 10 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bea&hpellet wurde anschlieRend in 200
Puffer P1 resuspendiert und die geldsten Bakteligoh weitere Zugabe von 2Q0Puffer
P2 lysiert. Die im Lysat vorhandenen Bakterienhedtizile, auRer der DNA wurden durch
200ul Puffer P3 prazipitiert und durch 10 Minuten Zéfigation von der im Uberstand
gelésten DNA getrennt. Dieser wurde in einem ndtygmendorf—Gefald mit 6Qd
Isopropanol vermischt und wiederum 30 Minuten b&C4entrifugiert. Der erhaltene
Uberstand wurde verworfen und das tbrige DNA-Petiie400pl Ethanol 70 % vermischt.
Nach weiteren 10 Minuten Zentrifugation wurde déekstand vorsichtig abpipettiert und
verworfen, die verbliebene Plasmid-DNA wurde anldgt getrocknet und in 50l

destilliertem HO resuspendiert.

2.1.1.7Testverdau

Die praparierte Plasmid-DNA der einzelnen Klone deunun mittels zweier
Restriktionsenzyme in lineare Fragmente definidrterge zerlegt und im Agarosegel analog
zu 2.1.1.2 aufgetrennt. Die Grol3e der in den jegesil DNA-Banden enthaltenen
Bruchstiicke konnte anschlielRend anhand eines DNékéviamit Banden bekannter
Fragmente verglichen und analysiert werden. So tesnanhand des richtigen
Bandenmusters diejenigen Klone mit korrekter pENIRRGFP-Plasmidexpression

identifiziert und in den ndchsten Arbeitsschritiesiter verwendet werden.
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2.1.1.8Anlegen einer Stammkultur

Zur Erhaltung der transformierten Bakterien wurthe d=. coli Stammkultur angelegt. 3ml
der Bakterienkultur wurden mit 530 pl Glycerol 10@&mischt und auf zwei Kryoréhrchen
aufgeteilt. Die Stammkulturen wurden bei -80°C gela

2.1.1.9DNA-Praparation

Aus der Bakteriensuspension konnte nach der Inkubdte massenhaft vermehrte Plasmid-
DNA gewonnen werden. Dazu wurde das Qia FilterrRidVidi Kit verwendet. Zunachst
wurden die Bakterien bei 4°C 15 Minuten aus dem iNedabzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das entstandene Bakterienpaltet ml Puffer P1 (Zusammensetzung
der Puffer siehe Anhang) resuspendiert. Mit weiterenl Puffer P2 wurden die Bakterien
lysiert und mit 4 ml Puffer P3 prazipitiert. Bei@wurde das Lysat 60 Minuten zentrifugiert,
das Prazipitat verworfen, der Uberstand weiter#lirfuten zentrifugiert und das Prazipitat
wiederum verworfen. Dadurch wurden die Bakterietdredieile entfernt, wahrend die DNA
in der Losung verblieb. Ein Filter (Tip 100) wurdeét 2 mal 10 ml Puffer QBT &aquilibriert,
anschlie3end wurde die DNA-LGsung darauf gegebextatin wurde zweimal mit je 10 ml
Puffer QC gewaschen, so dass nur noch die Plasii@l{ibh Filter verblieb, die daraufhin

mit 5 ml Puffer QF in ein neues Eppendorf-Gefalgjausmschen werden konnte. Die Losung
wurde mit 3,5 ml Isopropanol vermischt und 60 Mawbei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
konnte verworfen werden, das Pellet wurde mit Z@% Ethanol vermischt und wiederum
45 Minuten zentrifugiert. Durch diese Schritte waidle Plasmid-DNA ausgefallt und
verblieb im Pellet, der Uberstand wurde verworfeas DNA-Pellet wurde in 100 pl

destilliertem HO resuspendiert.

2.1.1.10 LR-Clonase Reaktion

Im letzten Klonierungsschritt wurde eGFP mittels-CRnase von pENTR11 auf den
lentiviralen Vektor pLENTI6/V5-DEST (Invitrogéff) iibertragen. Dazu wurden 300 ng
PENTR11-eGFP und 300 ng pLENTI6/V5-DEST in 4 ul&ee-Puffer geldst und mit TE-
Puffer zu einem Endvolumen von 10 ul aufgefulltr Bei -80°C gelagerte LR-Clonase
Enzym Mix wurde zwei Minuten auf Eis aufgetaut,alghin zweimal je zwei Sekunden
durchmischt und 4 pl zu den Plasmiden gegebenABbBsatz wurde 1 Stunde bei 25°C

inkubiert, anschlieBend wurden 2 pl Proteinase KBaendigung der Reaktion zugegeben
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und weitere 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Das lestende Plasmid pLenti-eGFP wurde
wiederum in E. coli transformiert, unter Ampicilielektion vermehrt und die DNA mittels

Préaparation gewonnen.

Abbildung 2: Vektor pLenti-eGFP nach der LR-Clonase Reaktion

7647 bps
4: 5LTR 5000
7
3000
\
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|

2.1.1.11 Sequenzierung

7000 Blasticindin-Re
1000

pLentigzMCS-eGFP-ohne pA

Ampicillin-Res %

Zur Kontrolle der Klonierung wurde das Plasmid pli@MCS-eGFP-ohne pA sequenziert.
Hierzu wurden in vier Ansatzen je 350 ng des Pldsmiit 3,2 pmol eines der folgenden
Primer CMV-f-492, pENTR11-f-451, pENTR11-r-989 u@dV-r-556 kombiniert und mit
destilliertem HO zu je 20 ul aufgefillt. Big Dye wurde lichtgesttitauf Eis aufgetaut und
je 2 ul zu jedem Ansatz gegeben. In der PCR wuiel®NA eine Minute auf 96°C erhitzt

und anschlie3end 25 Zyklen folgenden Schemas defichgd.
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Tabelle 3: PCR-Schema zur Sequenzierung eines DNA-Plasmids

Temperatur Dauer
96°C 10 sec
50°C 5 sec
60°C 4 min
4°C ©

Die weitere Sequenzierung erfolgte bei der Firmgu&erve, Vaterstetten.

2.1.2 Virusherstellung

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Virusherstellungdaih Virapower Lentiviral
Expression System, Bildquelle Invitrogen
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Expressionskonstrukts mit Zellen mit dem Expressions- viralen Uber-
ezFP-Gen konstrukt und dem Yirapower standes und

packaging-mix Titerbestimmung

2.1.2.1Kultivierung der 293FT Zellen

2.1.2.1.1 Ansatz von Zellkulturen zur Zellvermehrung

Zur Herstellung der Lentiviren wurde die Produkspaelllinie 293 FT verwendet. Die Zellen
wurden in definierter Zellzahl, nach folgendem Suhen der Zellkultur vermehrt:
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Tabelle 4: Ansatz der 293FT-Zellkultur

Kulturbehaltnis Flache Zellzahl Mediumzugabe
Zellkulturflasche 25 cnf 0,5x 16 5ml
Zellkulturflasche 75¢cnY 1x 10 12 ml

Das Medium wurde jeweils nach 48 Stunden gewecH3a#t Passagieren wurde in
Abhangigkeit der Zelldichte, bei ca. 80-90% Konflaelurchgefiihrt, der Zeitpunkt

schwankte zwischen dem 6. -8. Tag nach Ansatz, bem.letzten Passagevorgang.

2.1.2.1.2Auftauen der Zellen

Die in Kryotubes in flissigem Stickstoff gelagert#@&gilen wurden in ein Wasserbad (+37°C)
Uberfihrt. Sofort nachdem sich der komplette Inheatfliissigt hatte, wurde das
Einfrierrdhrchen unter der Sterilbank gedffnet wted Inhalt in eine 75 chKulturflasche mit
12 ml Kulturmedium (+37°C) tberfuhrt. Anschliel3emdrden die Zellen 2-4 Stunden im
COs-Inkubator kultiviert, nach dieser Phase warenZdiben am Boden des Kulturgefal3es
adharent. Daraufhin konnte der DMSO-haltige Ubeistbgesaugt werden und die Zellen

wurden mit 12 ml frischem Medium bedeckt.

2.1.2.1.3Herstellung von Nahrmedien

Es wurden zwei Arten von Nahrmedien unterschiedemgs zur Zellvermehrung mit
Antibiotikazusatz, sowie eines zur Virusherstellaige Antibiotika. Fir einen Ansatz von

500 ml wurde folgende Medienformulierung verwendet:
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Tabelle 5:293FT-Nahrmedium

Inhaltsstoffe Konzentration Volumen

DMEM 438 ml

FBS (hitzeinaktiviert) 10 % 50 ml

NEAA (non essential amino| 0,1 mM

acids)

L-Glutamin 2mM 5 ml (einer 200 mM L&sungQ)

(Penicillin-Streptomycin) 40 IU/ml 2 ml (einer 100Q/ml
Losung)

(Geneticin) 50 mg/ml 5ml

2.1.2.1.4Inaktivieren und Aliquotieren von FBS

Fetal Bovine Serum (FBS) wurde vor Zugabe zu demridéadien hitzeinaktiviert. Dazu
wurde das bei -20°C gelagerte Serum zunachst €l tehgsam aufgetaut und anschlieRend
20 Minuten im Wasserbad bei +56°C erwarmt. Dastinigkte Serum wurde in Portionen zu

50 ml aliquotiert und bei -20°C aufbewabhrt.

2.1.2.1.5Passagieren der Zellen

Sind die auf einer Kulturflache ausgesaten Zeltemest proliferiert, dass sie die Flache
nahezu vollstéandig einnehmen, wird der Zellrassrkahfluent bezeichnet. Dieses Stadium
muss bei 293 Zellen unbedingt vermieden werdenhalbglie Zellen vorher abgeldst und in
Suspension Uberfuhrt werden mussen.

Die Zellsuspension wurde nach Ermittlung der Zéllzmf. in neue Kulturbehéaltnisse in
verdunnter Zellkonzentration (1:10 — 1:20) ausgesat

Um die Zellen zu passagieren musste zunachst saegliMedium sowie Schwebstoffe wie
beispielsweise avitale Zellen durch Absaugen emtf@erden. Durch anschlie3endes Sptilen
mit PBS wurden Reste des serumhaltigen Mediumsrakrt, um die Funktion des im
nachfolgenden Schritt verwendeten Enzyms Trypsigexsahrleisten. Mittels einer auf den
Zellrasen aufgebrachten Trypsin/EDTA L6sung in RB30) I6sten sich die adharenten
Zellen ab. Fiir eine 75 éulturflasche wurden 5 ml Lésung benétigt, firikkre
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Kulturgefal3e entsprechend weniger. Die Einwirkzaiiierte um 5 Minuten bei
Raumtemperatur und wurde definitiv durch lichtm#&opische Kontrolle des
Ablésevorgangs festgelegt. Sobald sich die Zellmyeaundet und in der aufgebrachten
Lésung schwebend zeigten, wurde der AbldsevorgatiglsnZugabe einer der
Trypsin/EDTA LOsung aquivalenten Menge Serum-hahid¢ylediums gestoppt. Die
Trypsinwirkung wurde durch das im Medium enthalt&seum weitgehend inaktiviert. Die
Zellsuspension wurde anschliel3end aufgenommen yp$sin/EDTA und PBS durch

Zentrifugation und Resuspension in Nahrmedium emtfe

2.1.2.1.6Tryptanblaufarbung und Zellzahlbestimmung

Wahrend des Passagierens der Zellen, aber audtirasherstellung war es erforderlich die
definitive Zellzahl zu bestimmen. Dies erfolgte mathin einer Neubaur-Zahlkammer, in der
unter lichtmikroskopischer Betrachtung die Anzadi dellen in einem definierten Volumen
Uber einem Gitternetz ausgezahlt wurden. Hierzudem0,5 ml Zellsuspension mit 0.5 ml
Tryptanblau verdinnt. Avitale Zellen, mit nichtiktar Zellmembran wurden dadurch

angefarbt, was bei der Zellzahlung entsprecheniicksichtigt wurde.

2.1.2.1.7Kryokonservieren von Zellen

Die Zellen wurden zur Aufbewahrung in flissigenchssioff bei -196°C kryokonserviert.
Dazu wurden 0,5 — 1,0 x 4@ellen direkt nach der Passagierung abzentriftigied in einem
Gesamtvolumen von 1 ml, bestehend aus Nahrmedidreine@m Zusatz von 10%
Dimethylsulfoxid resuspendiert. Die Zellsuspensirde in Kryotubes aliquotiert, zunachst
2 Stunden bei -20°C eingefroren, anschlielRend Naeht bei -80°C und schliel3lich in
flussigen Stickstoff Gberfihrt.

2.1.2.1.8Reinigung und Desinfektion

Unerlassliche Voraussetzung fir die erfolgreichecbfilhrung von experimentellen
Laborarbeiten sind saubere bzw. sterile Bedinguzgevermeidung von Kontaminationen.
Dies gilt insbesondere fir Arbeiten im Bereich del- und Gewebekultur.

Folgende Verfahren wurden angewendet:
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70 % Ethanol in Aqua dest.
Vor Beginn der Arbeiten wurden jeweils die bend@imgiArbeitsflachen, insbesondere
die der Sterilbank, grindlich mit 70 % Ethanol igua dest. abgewischt, ebenso die

erforderlichen Gerate und Labor-Hilfsmittel.

Autoklavieren

Nicht hitzeempfindliche Labor-Hilfsmittel, bzw. Maialien wurden im Autoklaven fir
die Dauer von 20 Minuten bei feuchter Hitze (+ 2@% und Uberdruck (+ 0,3 bar)
autoklaviert.

Sterilfiltration
Hitzeempfindliche, flissige Substanzen wurden uMewendung geeigneter

Filtervorrichtungen (0,2 pm Porengrof3e) sterilgitt.

2.1.2.2Transfektion

Zur Herstellung der Viren erfolgte eine Kotransfektder 293FT Zellen mit dem
hergestellten Plasmid pLenti-eGFP, sowie den PdampLP1, pLP2 und pLP/VSVG
(Invitrogen™, packaging mix), mit Hilfe von Lipofedmin 2000. Die Herstellung der
Lentiviren wurde dabei in der S2 gentechnologischelage des Max-von-Pettenkofer-
Institutes (Minchen) durchgefiihrt. Die gentechnisicigen Arbeiten zu diesen Versuchen

wurden zuvor von der Regierung Oberbayern genehmigt

Abbildung 4: Plasmide pLP1, pLP2, pLP/VSVG (packaging mix)dBuielle Invitrogen
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Die Verteilung der viralen Strukturgene auf mehrBr@ansportplasmide dient dabei der
biologischen Sicherheit. Alle vier Plasmide besitkeine homologen Regionen, so dass
unerwinschte Rekombination, sowie die Entstehumgseneuen vermehrungsfahigen Virus

sehr unwahrscheinlich ist.

2.1.2.2.1Herstellung der Lipofektamin-DNA-Komplexe

Das Lipofektamin-Reagenz enthéalt zwei positiv gefelKomponenten: DOSPA (2,3-
dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dithgl-1-propanaminium
trifluoroacetate), ein polykationisches Lipid un@BE (dioleoyl phosphatidylethanolamine),
ein Phospholipid. Beide Reagenzien umhillen disrRid-DNA und erméglichen Gber ihre
hydrophoben Anteile die Fusion mit der Zellmembi@adurch wird die Komplexierung und
Aufnahme der negativ geladenen DNA in die Zelldaientert. Zur Herstellung der
Komplexe wurden zunéachst 3 pg pLenti-eGFP mit §%pckaging Mix in 1,5 ml Opti-
MEM (ohne Serum, 37°C) gel6st. In einem zweitenansvurden 54 pl Lipofektamin
ebenfalls in 1,5 ml OPTI-MEM (ohne Serum, 37°C)igel Beide Anséatze wurden 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert, anschlielRend zusameiégt und weitere 20 Minuten

ebenfalls bei Raumtemperatur inkubiert.

2.1.2.2.2Vorbereitung der 293FT Zellen

Wahrend der Inkubationszeit der DNA-Lipofektaminsijglexe wurden die 293FT Zellen
vorbereitet. Die verwendeten Zellen mussten siatiner niedrigen Passage befinden (<20)
und vor der Passagierung 80% konfluent sein. DileZevurden wahrend der
Inkubationszeit der DNA-Lipofektamin-Komplexe trypiert, mit PBS gewaschen, gezahlt

und 10x16 Zellen in 7 ml Nahrmedium resuspendiert.

2.1.2.2.3Transfektion

Nach Abschluss der 20 Minuten Inkubationszeit wardie DNA-Lipofektamin-Komplexe
vorsichtig in eine 10 cm Rundschale gegeben. Anefdéhd erfolgte die Zugabe der
resuspendierten Zellen, so dass sich ein EndvolwoeriOml ergab. Die Kulturschale wurde
uber Nacht im C@Inkubator aufbewahrt.
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2.1.2.2.4Virusherstellung

Wahrend der folgenden 72 Stunden erfolgte die Rafpdin und Verpackung der
Virusbestandteile durch die 293FT Zellen. 24 Stunoigch Transfektion wurde der
Uberstand tiber den adharenten Zellen abgesaugturod frisches Nahrmedium (37°C)
ersetzt. Zu diesem Zeitpunkt konnte die erfolgrei¢hansfektion durch Betrachtung der
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop und Beobachtier transienten GFP-Expression
kontrolliert werden.

Als Zeichen der Virusreplikation konnte unter derohtmikroskop die Bildung von

Synzytien beobachtet werden.

2.1.2.2.5Virusgewinnung

72 Stunden nach der Transfektion konnten die Laatiy die sich nun im Uberstand der
Kulturplatte befanden, geerntet werden. Dazu wdeteJberstand gesammelt und zur
Entfernung der Zellbestandteile 15 Minuten zengjigut. Das Sediment wurde verworfen, der

gewonnene Uberstand zu je 1ml aliquotiert und bisverwendung bei -80°C gelagert.

2.1.2.2.6Virustiterbestimmung

Zur Quantifizierung der Virusausbeute und Produktieproduzierbarer Ergebnisse wurde
der Titer des Virusiiberstandes bestimmt. Hierzweni2 x 18 HT1080 Zellen (humane
Fibrosarkomzellen) in einem 6-well-Kulturgefal3 aesdf und Uber Nacht inkubiert. Nach 24
Stunden wurde eine Verdiinnungsreihe des Virusidretss (18 bis 10°%) hergestellt und
jeweils mit Kulturmedium bis zu einem Volumen voml aufgefullt. Anschliel3end wurde
das Kulturmedium tber den HT1080 Zellen abgesalugth den verdinnten Virusuberstand
ersetzt und mit je fg/ml Polybrene erganzt. Nach weiteren 24 Stundemievwiederum der
Uberstand abgesaugt, 2 ml frisches Kulturmediunegagen und wiederum tiber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium wiedgyesaugt und durch neues
Kulturmedium mit einem Zusatz vonug/ml Blasticidin ersetzt. Die ndchsten 12 Tage wurd
das Blasticidin-haltige Medium alle 3-4 Tage ermeutm 12. Tag wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewascheschlieRend wurde 1 ml
Kristallviolett zugegeben und 10 Minuten bei Raumperatur inkubiert. Nach Entfernung
des Kristallvioletts wurde wiederum zweimal mit Pg&vaschen. Durch Auszéahlen der blau

angefarbten Kolonien konnte der Virustiter bestimvatden.
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2.1.3 Transduktion der hMSC
2.1.3.1Kultivierung der hMSC

2.1.3.1.1Ansatz von Zellkulturen zur Zellvermehrung
Fur die Versuche wurden kommerziell erwerbbare memaesenchymale Stammzellen der

Firma Cambrex™ verwendet.

hMSC wurden nach folgendem Schema ausgesat:

Tabelle 6: Ansatz der hMSC-Zellkultur

Kulturbehéltnis Flache Zellzahl Medium
Zellkulturflasche 75 cm 100000 10 ml
Zellkulturflasche 25 cm 20000 5 mi

2.1.3.1.2Nahrmedium

Fur die Kultivierung wurde das vom Hersteller enipéme MSCGM hMSC Medium Bullet
Kit (Cambrex™) verwendet. Vorversuche hatten gdzeigss alternative Standard-Medien zu

einer vorzeitigen Seneszenz der hMSC fuhren.

2.1.3.1.3Auftauen der hMSC

Die im Stickstofftank gelagerten Kryoréhrchen wurdeei 37°C im Wasserbad aufgetaut, bis
der Inhalt homogen verflissigt war. Ohne Zeitveerdigg wurde die Suspension in 5ml
frisches Nahrmedium (37°C) Uberfihrt und zur Emiberg des DMSO 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, dalé@n in frischem Nahrmedium

resuspendiert und in 3-4 75 tZellkulturflaschen ausgesat.

2.1.3.1.4Passagieren der hMSC

Das Trypsinieren der hMSC wurde analog dem Vordan@93FT-Zellen (siehe 2.1.2.1.5
durchgefuhrt.
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2.1.3.1.5Tryptanblaufarbung und Zellzahlbestimmung

Das Farben und Zahlen der hMSC erfolgte in der HeuZéahlkammer, wie unter 2.1.2.1.6

beschrieben.

2.1.3.1.6Kryokonservieren der hMSC

Das Einfrieren der hMSC wurde nach dem unter 27 beschriebenen Protokoll

durchgefuhrt, unter Verwendung folgenden Mediums:

Tabelle 7: hMSC-Kryokonservationsmedium

Inhaltsstoffe Volumenanteil
MSCGM hMSC Medium Bullet Kit 85 %

DMSO 10 %

BSA cell culture tested 5%

2.1.3.2Transduktion

Als Transduktion wird der Vorgang bezeichnet, Emdnit Hilfe von Viren genetisches
Material in die Zielzelle eingeschleust werden kanrunserem Fall verwendeten wir
Lentiviren, um das eGFP-Gen in hMSC zu transfenieirterzu wurde der gewonnene
Virustberstand aufgetaut und in einer 1:1 Verdugnuait hMSC-Medium auf die
kultivierten Zellen pipettiert. Nach 24 Stunden deider verdinnte Virusuberstand
abgesaugt und durch frisches hMSC -Medium erdgézkits zu diesem Zeitpunkt liel3 sich
unter dem Fluoreszenzmikroskop die e-GFP Expres&iarv0% der hMSC nachweisen.
Neben dem eGFP-Gen enthielten die lentiviralen &gonskonstrukte das eukariontische
Resistenzgen Blasticidin. Dieses konnte dazu bemdrlen erfolgreich transduzierte
hMSCs zu selektionieren. Hierfir wurde dem Mediwmeizbis drei Tage nach Transduktion
circa 10 Tage lang Blasticidin in einer Konzentratvon 10 pg/ml zugesetzt, um die nicht
transduzierten und damit nicht Blasticidin-resigt@nZellen zu eliminieren. Durch diese
Selektion konnte eine e-GFP Expression von 98%Zdken erreicht werden.
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2.1.3.3Differenzierung und Farbung nach Kossa

Um den Stammzellcharakter der transduzierten hM$@rfizieren, wurden mit eGFP
infizierte hMSC osteogen differenziert. Nicht trdogierte Zellen wurden als Positivkontrolle
verwendet. Als Negativkontrolle wurden sowohl tidungerte als auch nicht transduzierte
Zellen in Standardmedium (D-MEM high glucose, +@iuain, +Pyruvat) mit 10 % FBS und

1 % Penicillin-Streptomycin ohne Differenzierungsaize kultiviert. Die in vitro
Differenzierung der hMSC wurde nach Jaiswal durélifyg. Osteogene Zusatze wurden dem
Standardmedium in folgenden Konzentrationen zugese0 nM Dexamethason, 10 mM [3-
Glycerophosphat, 50 pM L-Ascorbinsaure-2-PhosghatlC Zellen/well wurden in einer 6-
well-Platte ausgeséat. Am nachsten Tag wurde frs&tandardmedium zugegeben. Die
Stimulation wurde begonnen, nachdem die Zellen Km#luenz von 80 % erreicht hatten,
indem sie in Anwesenheit oder Abwesenheit der getieen Zusatze kultiviert wurden. Das
Medium wurde 2-3 mal pro Woche gewechselt, 2 ml Medpro Kulturfliche. Nach 16
Tagen wurden stimulierte und nicht stimulierte €elmit der von Kossa Farbung getestet.
Die Zellen wurden zunachst 15 Minuten bei -20°Q 00 % Methanol fixiert und
anschlie3end in destilliertem Wasser 20 Minuterydedklrt. Um den Calcium-Phosphat
Niederschlag zu farben, wurden die Kulturbehalenis8 Minuten mit 5 % Silbernitratldsung
inkubiert und anschlie3end zweimal 3 Minuten matdieertem Wasser gewaschen, gefolgt
von 10 Minuten Inkubation mit 1 % Pyrogallolldsumach einem weiteren Waschvorgang
fur 3 Minuten in destilliertem Wasser und Inkubatiit 5 % Sodium-Hydroxid- Loésung fur

4-5 Minuten wurden die Zellkulturgefal3e zweimal §ten in Wasser gewaschen.

2.1.4 Besiedelung der Knochenleitschienen

2.1.4.1Vorinkubation der Knochenleitschienen

Verwendet wurde eine bereits fur klinische Anwerglangelassene bovine Spongiosa
(Tutobone® von Tutogen™, siehe Abbildung 4). Vosushe in unserem Labor hatten
gezeigt, dass die verwendeten Knochenleitschieneéchst vorbehandelt werden mussten,
um eine moglichst effiziente Besiedlung mit hMSCezteichen. Dazu wurde je ein Tutobone
Zylinder unter sterilen Bedingungen in die Vertiggen einer 48-well-Platte gelegt. Jeder
Zylinder wurde mit 600-800ul hMSC-Medium vollstagdiedeckt und fir 4-8 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Anschlie3end wurde das Medabgesaugt, 600-800 pl

hitzeinaktiviertes FBS zugegeben und wiederum tdaamht im Brutschrank inkubiert.
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Abbildung 4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der vedetm
Leitschienenstruktur (Tutobone, Fa. Tutogen Medijdzildquelle: Fa. Tutogen Medical

2.1.4.2Besiedelung der Knochenleitschienen

Zur Besiedelung wurde das FBS von den vorinkulneltgtschienen abgesaugt. Auf jede
Leitschiene wurde eine Zellsuspension von £Xx@BP-markierten hMSC in 600 ul Medium
gegeben. Durch auf- und abpipettieren wurde disdgbension neben dem Zylinder
homogenisiert und wieder auf die Leitschiene gegelreden folgenden zwei Stunden wurde
dieser Vorgang alle 20 Minuten wiederholt, dava deitschiene einmal gewendet.
Zwischen den Arbeitsschritten wurde 48-well-PlatteBrutschrank gelagert. In der 3. und 4.
Stunde wurde noch je einmal homogenisiert, andgéiid wurde die Knochenleitschiene in
eine neue Platte Uberfuhrt und Gber Nacht im Bhutstk weiterinkubiert.

2.1.4.3Bestimmung der Besiedlungseffizienz

Durch Auszahlen der in der ersten 48-well-Plattdhebenen und somit nicht an der
Leitschiene adharenten Zellen, konnte die Besiedlefiizienz bestimmt werden. Dazu
wurde zunachst das Medium aus der Vertiefung alogesad griindlich mit 200 pul PBS
gespult. AnschlieRend wurden 100 ul Trypsin/EDTAR) (Augegeben und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Trypsinat wurde mEppendorfgefald tberfuhrt, die
Vertiefung nochmals mit 100 pl PBS gespult und3pélflissigkeit ebenfalls in das Gefal?
gegeben. Das Eppendorfgefal wurde bei 2000 U/MimBten zentrifugiert, der Uberstand

verworfen, die Zellen in 100 pl PBS resuspendiad in der Neubaur-Zahlkammer gezahlt.
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Durch Subtraktion der erhaltenen Zellzahl von despriinglich eingesetzten 1>Zellen,
konnte nun die Anzahl der auf der Knochenleitsohiagharenten Zellen bestimmt werden.
Der Nachweis der Fluoreszenz der hMSC erfolgteenvejligen Zellkulturgefald unter dem

Fluoreszenzmikroskop. Der Vergleich zur Gesamtabllerfolgte lichtmikroskopisch.
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2.2 Material

2.2.1 Laborgerate

Gerat Firma

Abzug 2-454-FBND Kottermann
Analysenwaage LC 621 P Sartorius
Autoklav Varioklav 300 H+P Labortechnik
Brutschrank (+37°C, 5% GQIG 150 Jouan
DNA-Separations-Gelkammer Peglab Biotechnologieb@m
Flissigkeitsabsaugsystem Roth
Fluoreszenzmikroskop 3X70 Olympus
Geltrocknungsrahmen Roth

Kamera Sensicam QE TCO Imaging
Kihl-Gefrierkombination (+4°C, -20°C)  Liebherr
Laborwaage Kern GJ Kern

Mikroskop Diavert Leitz

Mikrowelle Siemens
Pipettierhilfe Pipetus akku Hirschmann
PCR PTC-200 MJ-Research
Schuttler Unimax 1010 +

Inkubator 1000 Heidolph
Sterilbank Antares 72 Steril S.p.a.
Sterilbank Hera safe 12/2 Haraeus instruments
Tiefkihlschrank (-86°C) Jouan

UV-Lampe Vilbert Lourmat
UV-Lampe BH2-RFL-T3 Olympus
Vertikal-Umluftarbeitsplatz-

Personenschutz UVF 11/73/32-630 B BDK Luft- undimtaumtechnik
Vortex-Schittler Heidolph
Wasserbad Jouan
Wasserbad GFL

Zentrifuge 5415 D Eppendorf
Zentrifuge BR 4 Jouan

Zentrifuge CT 422 Jouan
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2.2.2 Labor-Hilfsmittel

Neubauer-Zahlkammer Brand
Mikroliterpipetten (10 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl) Gilson Pipetman

2.2.3 Materialien und Verbrauchsmaterialien

Einfrierréhrchen Nalgene

Einmal — Skalpelle Feather

Einmal — Spritzen (2 ml, 5 ml,

10 ml, 25 ml) Becton Dickinson
Eppendorf — ReaktionsgefalRe (1,5 ml) Eppendorf
Pasteurpipetten aus Glas Volac

Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl,

200 pl, 1000 Yl Eppendorf
Rundschale (10 cm) Sarstedt
Zellkulturflaschen (T75, T25) Nunc

Zentrifugenrdhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt

Serologische Pipetten (2,5 ml, 10 ml,
25 ml) Sarstedt

2.2.4 Substanzen allgemein

Aqua dest. Noll
Ethanol 70% in Aqua dest Klinikapotheke
Isopropanol Klinikapotheke

2.2.5 Substanzen Klonierung

Ampicillin (stock 200 mg/ml) Roth

Bactd™ Hefeextrakt Becton Dickinson
Bactd ™ Agar Becton Dickinson
Bactd ™ Trypton Becton Dickinson

Clonase Puffer Invitrogen



DNA-Gel-Extraktions-Kit
(Quiaex Il Gel Extraction kit)
DNA-Praparations-Kit

(Qia Filter Plasmid Midi Kit +
Quiagen Plasmid Mini kit)
DNA Marker (100 bp, 250 bp)
EDTA

Ethidiumbromid 10 mg/ml
Gelpuffer Blue juice 10 x
Glukose D+

Glycerol

Kanamycin (stock 50 mg/ml)
KCI

LR Clonase Enzym Mix
MgCl,

MgSOy

NaCl zur Analyse

Plasmid peGFP-N3

Plasmid pENTR 11

Plasmid pLenti6/V5-Dest

Proteinase K

Puffer fur Restriktionsenzyme B

Ligationsenzym (T4 Quick Ligase)

Ligationspuffer (Quick ligase)
Restriktionsenzym BamH1
Restriktionsenzym Notl
Seakern LE Agarose

Sequenzierungsfarbstoff (Bigdye

terminator ready reaction mix)
Top 10 E. coli
TrisCl

Trisma base

Quiagen

Quiagen
Invitrogen
Sigma
Sigma
Invitrogen
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Invitrogen
Merck
Sigma
Merck
Clontech
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Roche
NEB
NEB
Roche
NEB

Cambrex

Applied. Biosystem
Invitrogen
Sigma

Sigma
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2.2.6 Substanzen Zellkultur

B-Glycerophosphat

Blasticidin (5 mg/ml)

Bovines Serum-Albumin (BSA)
Dexamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fetales bovines Serum (FBS)
Geneticin (50 mg/ml)

Humane Fibrosarkomzellen (HT1080)
Humane mesenchymale Stammzellen
L-Ascorbinsaure-2-Phosphat
L-Glutamin (200 mM)

Leitschiene (Tutobone Platte

75 x 25 x 1 mm)

Lipofektamin 2000

Methanol 100 %

Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA)

PBS (10x), C& - und Md" frei
Penicillin (10000 U/ml)-
Streptomycin (10000 pg/ml)
Polybrene

Pyrogallol-Losung 1 %

Silbernitrat 5 %

Sodiumhydroxid

Tryptanblau 0,5 %

Trypsin 0,05 %/ EDTA 0,02 %

(1x in PBS)

ViraPower packaging mix (Plasmide
pLP1, pLP2, pLP/VSVG in TE Puffer,
ph 8,0)

Zellen 293FT

Zellkulturmedium (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, high
glucose; DMEM)

Sigma
Invitrogen
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco
Invitrogen
Cambrex
Sigma
Gibco

Tutogen Medical
Invitrogen

Merck

Gibco

Merck

Gibco
Invitrogen
Klinikapotheke
Roth
Merck

Life Technologies

Life Technologies

Invitrogen

Invitrogen

Gibco
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Zellkulturmedium (OptiIMEM)
Zellkulturmedium (MSCGM
hMSC Medium Bullet Kit)

Gibco

Cambrex

37



3 Ergebnisse

3.1 Ergebnis der Klonierung

Zur Beurteilung der exakten Sequenz wurde eine &emierung des Plasmids pLenti-eGFP
durchgefuhrt. Der Vergleich der erwarteten Base#aohit dem Ergebnis der Sequenzierung

ergab eine 100 prozentige Ubereinstimmung in alleersuchten Teilstiicken.

Abbildung 5: Ausschnitt aus der Basensequenz des Plasmidsifg@&RP. MSC: Sequenz
einer multiple cloning site; eGFP: Sequenz des eGERs.

AGT TCC GCG TTA CAT AACTTACGG TAA ATG GCC CGC CTGCT GAC CcGC
TCA AGG CGC AAT GTATTG AAT GCC ATT TAC CGG GCG GACGA CTG GCG
SR ©1 \Y AV =] (0] 0 1[0 ] (o] g

CCA ACG ACC CCC GCC CAT TGA CGT CAATAATGA CGT ATGTC CCA TAG
GGT TGC TGG GGG CGG GTAACT GCA GTT ATT ACT GCA TARBAG GGT ATC

TAA CGC CAATAG GGA CTT TCC ATT GAC GTC AAT GGG TGAGT ATT TAC
ATT GCG GTT ATC CCT GAA AGG TAACTG CAG TTACCC ACCCA TAAATG

GGT AAA CTG CCC ACT TGG CAG TAC ATC AAG TGT ATC ATAIGC CAA GTA
CCATTT GAC GGG TGA ACC GTC ATG TAG TTC ACA TAG TARCG GTT CAT

CGC CCCCTATTG ACG TCA ATG ACG GTA AAT GGC CCG CAGC ATT ATG
GCG GGG GAT AAC TGC AGT TAC TGC CAT TTA CCG GGC GE2CG TAATAC

CCC AGT ACATGA CCT TAT GGG ACTTTC CTACTT GGC AGACA TCT ACG
GGG TCATGT ACT GGA ATA CCC TGA AAG GAT GAACCG TCAGT AGATGC

TAT TAG TCATCG CTATTACCATGG TGATGC GGT TTT GGBGT ACATCA
ATA ATC AGT AGC GAT AAT GGT ACC ACT ACG CCA AAACCGTCATGT AGT

ATG GGC GTG GAT AGC GGT TTG ACT CAC GGG GAT TTC CABTC TCC ACC
TAC CCG CAC CTATCG CCA AAC TGA GTG CCC CTA AAG GTCTAG AGG TGG

CCATTG ACG TCAATG GGAGTT TGT TTT GGC ACC AAA ATAAC GGG ACT
GGT AAC TGC AGT TAC CCT CAAACAAAACCGTGG TTT TAG@TG CCC TGA
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TTC CAA AAT GTC GTA ACA ACT CCG CCC CAT TGA CGC AAAGG GCG GTA
AAG GTT TTA CAG CAT TGT TGA GGC GGG GTA ACT GCG TTACC CGC CAT

GGC GTG TAC GGT GGG AGG TCT ATA TAA GCA GAG CTC GTITAG TGA ACC
CCG CAC ATG CCACCC TCC AGATAT ATT CGT CTC GAG CAATC ACT TGG

GTC AGA TCG CCT GGA GAC GCC ATC CAC GCT GTT TTG ACIECC ATA GAA
CAG TCT AGC GGA CCT CTG CGG TAG GTG CGA CAA AAC TGBGG TAT CTT

GAC ACC GAC TCT AGA GGATCC ACT AGT CCAGTG TGG TGG
CTG TGG CTG AGA TCT CCT AGG TGA TCA GGT CAC ACC ACC

AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ATECC ACC ATG
TTA AGA CGT CAG CTG CCATGG CGC CCG GGC CCT AGG TAGSG TGG TAC

GTG AGC AAG GGC GAG GAG CTG TTC ACC GGG GTG GTG CATC CTG GTC
CAC TCG TTC CCG CTC CTC GAC AAG TGG CCC CAC CAC GABG GAC CAG

GAG CTG GAC GGC GAC GTA AAC GGC CAC AAG TTC AGC GTBCC GGC GAG
CTCGACCTGCCGCTGCATTTG CCG GTG TTC AAG TCG CAGG CCG CTC

GGC GAG GGC GAT GCC ACC TAC GGC AAG CTG ACCCTG AADC ATC TGC
CCG CTC CCG CTACGG TGG ATG CCG TTC GAC TGG GAC TABG TAG ACG

ACC ACC GGC AAG CTG CCC GTG CCC TGG CCC ACC CTC GAGC ACC CTG
TGG TGG CCG TTC GAC GGG CAC GGG ACC GGG TGG GAG CAGG TGG GAC

ACC TAC GGC GTG CAG TGC TTC AGC CGC TAC CCC GAC CAIAC ATG AAG
TGG ATG CCG CAC GTC ACG AAG TCG GCGATG GGG CTG GTEIG TAC TTC

CAG CAC GAC TTC TTC AAG TCC GCC ATG CCC GAA GGC TAGTC CAG GAG
GTC GTG CTG AAG AAG TTC AGG CGG TAC GGG CTT CCG ATGAG GTC CTC

CGC ACCATC TTC TTC AAG GAC GAC GGC AAC TAC AAG ACCGC GCC GAG
GCG TGG TAG AAG AAGTTCCTCCTCCCG TTGATG TTC TGGCG CGG CTC

GTG AAG TTC GAG GGC GAC ACC CTG GTG AAC CGC ATC GAGTIG AAG GGC
CACTTC AAG CTC CCG CTG TGG GAC CACTTG GCG TAG CTEAC TTC CCG



ATC GAC TTC AAG GAG GAC GGC AAC ATC CTG GGG CAC AAGTG GAG TAC
TAG CTGAAG TTC CTC CTG CCG TTG TAG GAC CCC GTG TTGAC CTC ATG

AAC TAC AAC AGC CAC AAC GTC TAT ATC ATG GCC GAC AAGCAG AAG AAC
TTGATGTTG TCG GTG TTG CAG ATATAG TACCGG CTG TTGTC TTC TTG

GGC ATC AAG GTG AAC TTC AAG ATC CGC CAC AAC ATC GAGAC GGC AGC
CCGTAGTTC CACTTG AAGTTC TAG GCG GTG TTG TAG CTCTG CCG TCG

GTG CAG CTC GCC GAC CAC TAC CAG CAG AAC ACC CCC ATGGC GAC GGC
CAC GTC GAG CGG CTG GTG ATG GTC GTC TTG TGG GGG TAEG CTG CCG

CCC GTG CTG CTG CCC GAC AAC CAC TAC CTG AGC ACC CAKEC GCC CTG
GGG CAC GAC GAC GGG CTG TTG GTG ATG GAC TCG TGG GRAGG CGG GAC

AGC AAA GAC CCC AAC GAG AAG CGC GAT CACATG GTC CTETG GAG TTC
TCGTTTCTG GGG TTG CTC TTC GCG CTA GTG TAC CAG GARAC CTC AAG

GTG ACC GCC GCC GGG ATC ACT CTC GGC ATG GAC GAG CTaC AAG TAA
CAC TGG CGG CGG CCC TAG TGAGAG CCG TACCTG CTCGATG TTC ATT
>

3.2 Ergebnis der Virusherstellung

Die erfolgreiche Transfektion des Plasmids pLef@F€ in die 293FT-Zellen wurde indirekt
Uber den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis desitenten e GFP-Expression in den
293FT-Zellen nachgewiesen. Des Weiteren gab delnweis einer Synzytienbildung
zwischen den Zellen unter dem Lichtmikroskop eiweiteren Hinweis auf die erfolgte
Transfektion.

24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion wurde @ieReExpression der 293FT Zellen unter

dem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen.
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Abbildung 6: lichtmikroskopische Darstellung der 293FT-Zelleath Transfektion mit
pLenti-eGFP

Abbildung 7: fluoreszenzmikroskopische Darstellung der 293Flledenach Transfektion

mit pLenti-eGFP
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Abbildung 8: Uberlagerungsbild der lichtmikroskopischen unaifszenzmikroskopischen
Darstellung der 293FT Zellen nach Transfektion phinti-eGFP

Abbildung 9: Synzytienbildung der 293FT Zellen unter dem Liciktimskop nach
Transfektion mit pLenti-eGFP wéahrend der Virushelhshg
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3.3 Bestimmung der Virustiter

Zunachst wurde der lentivirale Titer in der HT10848llinie bestimmt. Hiermit konnte ein flr
lentivirale Praparationen hoher Titer von 2,47 X @&U/ml erreicht werden.

Abbildung 10: Bestimmung der Virustiter von pLenti-eGFP in HTQQ&llen. Titer 2,47 x
10° CFU/m.
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3.4 Ergebnisse zum lentiviralen Gentransfer in hMS  Cs

Die Beurteilung der erfolgreichen Transduktion igtie 24, 36 und 72 Stunden nach
Virusexposition unter dem FluoreszenzmikroskopchiMachweis der eGFP Expression in
hMSC.
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Abbildung 11: lichtmikroskopische Darstellung der hMSC nach Bdarktion mit dem

eGFP-Lentivirus und Selektion mit Blastizidin

Abbildung 12: fluoreszenzmikroskopische Darstellung der hMSChnB@ansduktion mit

dem eGFP-Lentivirus und Selektion mit Blastizidin
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Abbildung 13: lichtmikroskopische Darstellung von eGFP-exprirargten humanen
mesenchymalen Stammzellen. eGFP wurde mit Hilfdetds/iralen Gentransfers in die

Zellen eingeschleust.
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Abbildung 14: fluoreszenzmikroskopische Darstellung der hMSChnB@ansduktion mit

dem eGFP-Lentivirus
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Abbildung 15: Uberlagerungsbild der lichtmikroskopischen unafeszenzmikroskopischen
Darstellung der hMSC nach Transduktion mit dem eGe#Rtivirus

Abbildung 16: Die lentivirale Transduktion hatte keinen Einflaag das osteogene
Differenzierungspotential der Zellen. Obere Reibgiznicht transduzierte Zellen, die untere
Reihe mit eGFP transduzierte Zellen. Rechte SpalteKossa Farbung

unstimuliert stimuliert unstimuliert =timuliert
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3.5 Ergebnis der Leitschienenbesiedelung

Die in vitro Besiedelung der Leitschienen erfolgte mit eindizi€inz von 60 — 80%. Die
eGFP-exprimierenden Stammzellen konnten unter daorészenzmikroskop auf der

Knochenleitschiene nachgewiesen werden.

Abbildung 17: fluoreszenzmikroskopische Darstellung der mit e@kprimierenden

Stammzellen besiedelten Knochenleitschiene
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4 Diskussion

4.1 Stammzellmarker und Stammzellmarkierung

Bei der Besiedelung von Leitschienen, aber auchelen anderen therapeutischen
Anwendungen der hMSC erscheint es notwendig dehl®brder transplantierten Zellen
nachzuweisen, sowie den Zeitraum ihres Uberlebetegtimmen. Dies gestaltet sich
insofern schwierig, da kein spezifischer humanesanehymaler Stammzellmarker bekannt
ist (Foster et al. 2005). Auf der Oberflache derS®/lassen sich eine Vielzahl von
Oberflachenmolekilen nachweisen. Unter den insge4@Proteinen befinden sich 148
integrale oder verankerte Membranproteine, sow8eriBmbranassoziierte Proteine (Foster
et al. 2005). Des Weiteren wurden 29 Integrine Zieithdhasionsmolekiile, 20 Rezeptoren
und 18 Ras verwandte kleine GTPasen nachgewiesste(fet al. 2005). Keiner dieser
Oberflachenmarker zeigt fur sich allein genommer Spezifitat fir mesenchymale
Stammzellen. Vielmehr ist die Kombination verscleieel Marker charakteristisch fur
hMSCs. Welche Kombination von Markern charaktes@tifir mesenchymale Stammzellen
ist, wird aber weiter intensiv in der Literatur klisiert. In dieser Studie wurden die in der
Literatur allgemein anerkannten Marker CD166, CD2B,105 und CD 44 verwendet, wobei
die Stammzellen die hdmatopoetischen Marker CDBL4Cand CD45 nicht exprimieren
durften. So konnten die verwendeten hMSCs voretgndiralen Transduktion in vitro
ausreichend charakterisiert werden. Allerdingsléstkombinierte Nachweis dieser
Oberflachenmarker auf hMSCs fur die Untersuchufffgrdinzierter oder transplantierter
Zellen wenig geeignet, da sich,das Muster der QGdadrénmarker mit der Differenzierung
dieser Zellen verandert und somit der Verbleibdpdantierter h(MSC langfristig nicht
beurteilt werden kann.

Des Weiteren muss bei der Bestimmung von Oberfléolagkern berticksichtigt werden, dass
sich je nach Herkunft der hMSC aus KnochenmarkBiekenkamms (Risbud et al. 2006),
der Wirbelkorper (Risbud et al. 2006), aus Fettdmy&labelschnurblut (Lu et al. 2005,
Wang et al. 2005), peripherem Blut (Cao et al. 20Pf&zenta (Zhang et al. 2004),
Peridontium (Trubiani et al. 2005, Pierdomenicale2005) oder Synovium (Fickert et al.
2003, Gimeno et al. 2005) geringe Unterschiede nster der Oberflachenproteine ergeben,
so dass nur unter Schwierigkeiten ein einheitlidbdestifizierungsschema festgelegt werden
kann. Auch ergibt sich durch den Nachweis der G@erenproteine kaum eine Mdglichkeit
zwischen transplantierten hMSC und eigenen Stamemzdés Empfangers zu unterscheiden.
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Tabelle 8: Auswahl positiver und negativer OberflachenmaderhMSC

Oberflachenprotein

Synonym

Markierter Zelltyp

Quellen

positiv

CD 166

multipotent

Xu et al. 2005, Lu €
al. 2005, Mareschi ef

al. 2005, Foster et al|

2005, Cao et al.
2005, Wang et al.
2005, Trubiani et al.
2005, Zhang et al.
2004, Guo et al.
2001, Fickert et al.
2003, Risbud et al.
2006, Gimeno et al.
2005, Pierdomenico
et al. 2005

CD 105

SH 2

Xu et al. 2005, Lu et

al. 2005, Mareschi et
al. 2005, Foster et al|
2005, Cao et al.
2005, Wang et al.
2005, Trubiani et al.
2005, Zhang et al.
2004, Risbud et al.
2006, Pierdomenico
et al. 2005

CD 44

MSC

Xu et al. 2005, Lu et
al. 2005, Mareschi et
al. 2005, Foster et al|
2005, Cao et al.
2005, Trubiani et al.
2005, Zhang et al.
2004, Guo et al.
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2001, Fickert et al.

2003, Risbud et al.

2006, Gimeno et al.
2005

CD 73

SH4

MSC

Xu et al. 2005, War
et al. 2005, Zhang et
al. 2004, Gimeno et
al. 2005,
Pierdomenico et al.
2005

19

CD 90

Thy 1

MSC

Lu et al. 2005,
Mareschi et al. 2005
Foster et al. 2005,
Wang et al. 2005,
Trubiani et al. 2005,
Fickert et al. 2003,
Gimeno et al. 2005

CD 29

MSC

Lu et al. 2005,
Mareschi et al. 2005
Foster et al. 2005,
Wang et al. 2005,
Trubiani et al. 2005,
Zhang et al. 2004,
Guo et al. 2001,
Gimeno et al. 2005,
Pierdomenico et al.
2005

CDh71

SH3

Foster et al. 2005,
Wang et al. 2005,
Pierdomenico et al.
2005

CD 63

HOP 26

Foster et al. 2005,
Risbud et al. 2006

CD 54

Cao et al. 2005,
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Fickert et al. 2003

CD 13 Wang et al. 2005,
Trubiani et al. 2005
CD 106 Mareschi et al. 2005
CD 95 Lu et al. 2005
CD9 Fickert et al. 2003
CD 49a Risbud et al. 2006
CD 117 c-kit multipotent Gimeno et al. 2005
STRO-1 multipotent Gimeno et al. 2005
PAX-7 multipotent Gimeno et al. 2005
HLA-ABC Zhang et al. 2004

MHC-Klasse (nicht
1))

Lu et al. 2005

negativ

CD 34

hamatopoetisch

Xu et al. 2005, Lu et
al. 2005, Cao et al.
2005, Wang et al.
2005, Zhang et al.
2004, Guo et al.
2001, Gimeno et al.
2005

CD 45

hamatopoetisch

Xu et al. 2005, Lu et
al. 2005, Cao et al.
2005, Wang et al.
2005, Zhang et al.
2004, Guo et al.
2001, Gimeno et al.
2005

CD 14

Lu et al. 2005, Cao
al. 2005, Wang et al.
2005

11
—

CD 40

Lu et al. 2005

CD 80

Lu et al. 2005

CD 86

Lu et al. 2005
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CD 152 Lu et al. 2005

CD 11b hamatopoetisch Gimeno et al. 2005

HLA-DR Zhang et al. 2004,
Guo et al. 2001

MHC Klasse Il Lu et al. 2005

Eine weitere wesentliche Eigenschaft von mesenclemtiammezellen ist deren Fahigkeit
sich adipogen, chondrogen und osteogen differegrzien lassen. Neben der Bestimmung der
Oberflachenmarker ist die Differenzierungsfahigkesisentliche Vorraussetzung zur
Identifizierung von mesenchymalen Stammzellen.digiin dieser Studie verwendeten
hMSC wurden zunachst nicht nur die charakteriseaaddberflachenmarker, sondern auch
deren adipogene, chodrogene und osteogene Differangsfahigkeit untersucht. Das
Differenzierungspotential der hMSCs kann in vittoah Zugabe von induzierendem Medium
problemlos untersucht werden, ist aber fir die téukehung von in vivo transplantierten
Zellen nicht geeignet.

Andere Arbeitsgruppen haben versucht aufgrund elimoarphologischen Analysen
mesenchymale Stammzellen zu identifizieren. ObvadMECs durch ihre lange, fusiforme
und fibroblastendhnliche Form eine relativ typisth@phologie haben (Xu et al. 2005), ist
die Identifizierung von hMSC allein durch die Zetirphologie nicht méglich. Da hMSCs
ihre Form und Grdél3e durch Differenzierung verangdednnen die Zellen morphometrisch in
vivo nicht nachgewiesen werden.

Es konnte durch Kokultivierung PHA-stimulierteragkner Zellen gezeigt werden, dass
hMSCs eine immunsuppressive Wirkung haben (Pierdaraest al. 2005). Dartber hinaus
zeigen hMSCs eine hohe Proliferationskapazitatattetdings hoher altersabhangiger
Variabilitdt und Unterschieden je nach Herkunft dBtSCs (Mareschi et al. 2005,
Pierdomenico et al. 2005). Aufgrund fehlender Sigérist eine Identifizierung
mesenchymaler Stammzellen anhand der immunsuppenden Eigenschaft oder der
Proliferationskinetik in vitro und in vivo allerdys nicht mdglich.

Eine weitere unspezifische Methode ist der zytogkelne positive Nachweis von acid alpha
naphtyl acetate esterase (ANAE), Glykogen, Stamlifakébr (SCF), Interleukin 6 oder TNF-
o im Uberstand (Wang et al. 2005) sowie der neg&ifeind bei acid phosphatase (ACP)
oder der Sudan black Reaktion (Guo et al. 2001).
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Monoklonale Antikdrper zur Identifizierung osteoggifferenzierender Zellen (AML-3, SB-
10, SB-20) (Devlin et al. 2002) sind auf3erst kastensiv und bieten keinen sicheren
Nachweis unerwinscht in andere Richtungen diffeezaader Zellen. Auch spendereigene
Zellen kénnen durch sie nicht von transplantie@&mmzellen unterschieden werden.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass keinbatebeschriebenen Methoden alleine
dazu geeignet ist, mesenchymale Stammzellen ztifidearen. Als Goldstandard fir die in
vitro Charakterisierung von mesenchymalen Stammazg]ilt heute in der Literatur die
Kombination von Oberflachenmarkern mit dem NachwieisDifferenzierungsfahigkeit. Fur
die in vivo Anwendung sind diese Methoden allerdiags oben genannten Grinden nicht
geeignet, so dass die zuvor in vitro charaktetisienMSCs zunachst markiert werden
missen, um deren Verbleib weiter verfolgen zu kankéne Mdoglichkeit ist die genetische
Markierung dieser Zellen. Hierbei muss der Markgloch mehrere Kriterien erfiillen:

1. einfach zu detektieren sein
Uber langere Zeit stabil exprimiert werden
durch die Zellteilung nicht verdiinnt werden
in unmarkierten Zellen nicht vorhanden sein
keinen Einfluss auf die Zellaktivitaten haben (¥taal. 2005, Xu et al. 2005)

nach Differenzierung noch nachweisbar sein

o 0k w0 N

Eine Moglichkeit bietet die Markierung der Zellerit mlem lacZ-Gen, dessen Produkt flie
Galaktosidase ist (Xu et al. 2005). Durch diesesyBnerhalten die markierten Zellen die
Fahigkeit ein farbloses Substrat X-Gal (5-Brom-4eZi3-Indolyl- 3-D-Galaktosid) zu

spalten und dadurch das tiefblaue Produkt 5-Bro@htbr-Indigo zu bilden (Kabisch 2001).
Fur die Detektierung dg-Gal-Expression ist jedoch eine vorhergehende kirig und
Farbung notwendig. Eine Farbung in lebenden Zddéem nicht durchgefihrt werden.

Eine Alternative bietet die genetische Markieruog Vellen mit Genen fur
biolumineszierende Enzyme wie Luziferase. Luziferasierst nachgewiesen in Organismen
wie Renilla und Gluhwirmchen, ist in der Lage inmasenheit des Substrates Luziferin und
Sauerstoff Photonen zu emittieren (Negrin et ad&2@reer 11l et al. 2002). Der Nachweis
Luziferase-exprimierender und damit leuchtendelefigkann in vivo nach Injektion des
Substrates mit hochsensitiven CCD-Kameras erfol@emtag et al. 2002, Negrin et al.
2006). Luziferase bietet somit eine nichtinvasivetivbde der Detektion markierter Zellen in
intakten, lebenden Zellen oder Organismen (Contad) 002), ohne eine externe

Lichtquelle zur Lumineszenzanregung zu bendtigeam({&y et al. 2002).
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In der vorliegenden Arbeit wurde enhanced greeordéisicent protein (eGFP) als genetischer
Zellmarker verwendet. Der Wildtyp des Proteins veungdspringlich aus der Qualle Aequorea
Victoria gewonnen, kommt jedoch auch in verschiede@Goelenteraten vor (u.a. Obelia,
Renilla, Phialidium) (Tsien 1998). Am Biolumineszenozess der Qualle Aequoria Victoria
sind zwei verschiedene Proteine beteiligt, GFP Aegluorin. Aequorin ist ein Komplex, der
aus dem Apoprotein Coelenterazin und Sauerstofebess kann durch Calciumionen
aktiviert werden, dabei wird Coelenterazin zu Coseamid oxidiert. Bei der Ruckkehr in
den Grundzustand wird blaues Licht emittiert, odeKombination mit GFP, grine
Fluoreszenz (Castro et al. 1998). Erst spater wigstgestellt, dass GFP auch ohne weitere
Hilfsstoffe mit blauem Licht (395 nm, 475 nm) zutigen Fluoreszenzemission (510 nm)
angeregt werden kann (Reichel et al. 1996). DueaesiulRerst kompakte Tertiarstruktur
besitzt GFP eine hohe Stabilitéat gegeniber denrsattiedlichsten chemischen und
physikalischen Einflissen (Jatsch 2001). Das Rrdiegt in einer Fassstruktur vor, i
Strange sind um einen Molekulkern, bestehend anes @iHelix die das Chromophor tragt,
angeordnet (Tsien 1998, Lippincott-Schwartz e2@03).

Abbildung 18: Tertiarstruktur des GFP (Yang et al. 1996)
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Das Chromophor besteht aus 4-p-hydroxy-benzylidefarolin-5 und ist ausschlaggebend

fur die Fluoreszenz (Tsien 1998).

Abbildung 19: Chemische Struktur des Chromophor (Lippincott-Satiavet al. 2008
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Im letzten Schritt der Chromophorherstellung ehtst¥asserstoffperoxyd, ein starkes
Zellgift (Tsien 1998), weshalb GFP in sehr hohes&ozelltoxisch ist, in vielen klinischen
Versuchen mit GFP wurde jedoch keine Toxizitat gaefiesen. GFP kann sowohl als
Monomer, als auch als Dimer vorliegen (Tsien 1988fgrund von unterschiedlichen
Komponenten im Chromophor kénnen sieben Klassesgrsettieden werden, jedoch sind

zahlreiche Mutationen bekannt.
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Tabelle 9: GFP-Klassen in Abh&ngigkeit unterschiedlicher @mwphor-Komponenten
(Tsien 1998)

GFP-Klasse Chromophor

Klasse 1 Wild-type mixture (neutrales Phenol und

anionisches Phenolat)

Klasse 2 Phenolat-Anion (eGFP)
Klasse 3 Neutrales Phenol
Klasse 4 Phenolat-Anion mitElektronensystem

(gelb fluoreszierende Proteine)

Klasse 5 Indol (cyan fluoreszierende Proteine)
Klasse 6 Imidazol (blau fluoreszierende Proteine)
Klasse 7 Phenyl

FUr seine Biosynthese benotigt GFP keine speziesigoben Substrate, weshalb es in den
verschiedensten heterologen Systemen exprimiesbératsch 2001). Die Detektion ist
denkbar einfach, ohne vorherige Fixierung der Zetider Substratzugabe (Reichel et al.
1996, Jatsch 2001). Da eGFP viele Vorteile in s@teint, scheint es, innerhalb einer
nichttoxischen Dosierung, der ideale Marker zuregischen Markierung von hMSC zur
Besiedelung einer Leitschiene zu sein. Durch ddieser Arbeit etablierte Methode der
genetischen Markierung humaner mesenchymaler Statlentat man erstmals die
Moglichkeit diese Zellen sowolnh vitro auchin vivo weiter zu verfolgen. Mit diesen Zellen
kann nicht nur der Verbleib der hMSC in tissue-argrten Konstrukten und im gesamten
Organismus untersucht werden, sondern auch detentpile Beteiligung am
Knochenaufbau nach Differenzierung geklart werden.

4.2 Diskussion der verwendeten Zellen

hMSC werden zumeist aus dem Knochenmark des Beakank gewonnen (Xu et al. 2005,
Guo et al. 2001, Pittenger et al. 1999, Yoo €1988, Lee et al. 2003). Da jedoch eine
Vielzahl unterschiedlicher Methoden zur Verfigubghs und sich noch kein standardisiertes
Verfahren durchgesetzt hat, ist es oftmals schgvdie Ergebnisse unterschiedlicher
Forschungsgruppen zu vergleichen (Pautke 2004¢g&8ie2004). Das Knochenmark des

Beckenkamms wird zumeist mittels Punktion und Aegpan von ungefahr 10 ml in eine
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heparinbenetzte Spritze gewonnen. Das Punktatleethdeterogenes Zellgemisch,
bestehend aus Fibroblasten, hMSC, Osteoblastemtiigidellen und Erythrozyten (Pautke
2004). AnschlieRend werden die aspirierten Zelleweder direkt, nach
Dichtegradientenfraktionierung (ca. 6 min. bei @)@der Percoll-Gradienten-Zentrifugation
(Lee et al. 2003) in geeignetem Medium mit einersam von fetalem bovinen Serum (FBS)
kultiviert (Pittenger et al. 1999, Yoo et al. 1998¢ et al. 2003). Teilweise wird vorher noch
eine Lyse der Erythrozyten durchgefihrt (Lee e2@03). Durch Mediumwechsel werden
wahrend der Kultivierung hamatopoetische Stamramalihd andere nicht adharente Zellen
entfernt (Pittenger et al. 1999). Die adharentersMkonnen aufgrund ihrer Morphologie
oder Oberflachenmarker identifiziert und selekthwerden (Pittenger et al. 1999). Obwohl
berichtet wurde, dass sich kein Unterschied imddéhzierungspotential der h(MSC ergibt, je
nachdem ob sie durch Percoll-Gradienten-Zentrifogatder alleinige Zentrifugation fiir 6
min. bei 600 g gewonnen wurden (Lee et al. 20@8htgloch ein endgdltiger Beweis der
Vergleichbarkeit unterschiedlich gewonnener Zeftenh aus. Es scheint durchaus Hinweise
darauf zu geben, dass hMSC des Knochenmarks stwtdrogen in der Grol3e als auch im
Stadium der Differenzierung sind (Lee et al. 20@3J damit durch minimale Abweichungen
in der Zentrifugation unterschiedliche Zellen etbalwerden. Daher wurden bei der
vorliegenden Arbeit kommerziell erworbene hMSC vemdet, die durch ein etabliertes und
standardisiertes Verfahren einen hohen Anteil a®8Mnthalten. Die hMSC der Firma
Cambrex werden durch Duchflusszytometrie positv@D105, CD166, CD29, CD44 und
negativ fur CD14, CD34 sowie CD45 getestet. AulRarderd die osteogene, adipogene und

chondrogene Differenzierung nachgewiesen.

4.3 Diskussion der verwendeten Leitschiene

Fur das Tissue Engineering von Knochenersatz esSttuktur der verwendeten Leitschiene
essentiell. Das ideale Material sollte in Strukind Form dem zu ersetzenden Knochen
angepasst sein, mechanisch auf Druck-, Biege- chdrBrafte belastbar und durch
Zellbesiedelung und langsame Degradation, mitlietzinoglichst vollstandiger Resorption,
in die Knochen- und Weichteilumgebung gut intedpérsein (Skodacek 2005, Vunjak-
Novakovic et al. 2005). Des Weiteren sollte dasdviat moglichst selbst osteoinduktive
Eigenschaften besitzen (Arinzeh et al. 2005), kéimaun- oder Entziindungsreaktion
auslésen (Mastrogiacomo et al. 2005) sowie durslgdér vaskulare Invasion sein
(Mastrogiacomo et al. 2005). Eine Moglichkeit zust€llung der optimalen, dem jeweiligen
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Defekt entsprechenden Form, bietet das Rapid-Byuota-Verfahren, bei dem aus
Schichtaufnahmen des Defekts durch ein Bildver&uhgsprogramm am Computer ein
dreidimensionales Modell generiert wird (CAD-Datdbas Programm zerlegt fur den
Produktionsprozess die dreidimensionalen geombgis®aten wieder in diinne Schichten,
aus denen anschlief3end das individuell mal3gesarteidodell Schicht flr Schicht
aufgebaut werden kann (Zeilhofer 2005). Diesesakbedn stellt jedoch hohe Anforderungen
an die Materialeigenschaften.

Am haufigsten verwendet werden derzeit Kalziumphagigeramiken, mit der Grundsubstanz
Hydroxylapatit (Arinzeh et al. 2005, Mastrogiacoetal. 2005, Chowdhury et al. 2005,
Chen et al. 2005), einer anorganischen Komplexwetbig, in der ein C&lon von drei
neutralen tertiaren Calciumphosphatmolekilen umgétieDie Substanz bildet ein
hexagonales Kristallgitter und ist ein Hauptbesteiheton Knochen und Zéahnen
(Pschyrembel, 1998). Hydroxylapatit I6st weder Inmmoioch Entzindungsreaktionen aus,
wird jedoch innerhalb von funf Jahren nicht reserbfMastrogiacomo et al. 2005).
Hydroxylapatit wird oft in Kombination mit beta-Talciumphosphat angewendet (Arinzeh et
al. 2005, Mastrogiacomo et al. 2005, Chowdhury.2@05), einem Calcium- und
Phosphatdonor, der zu 100% abbaubar ist (Arinzeh 005). Auch eine Kombination mit
Titan, zur Erhéhung der Stabilitat, ist méglich gdret al. 2005).

Eine Alternative zu Kalziumphosphatkeramiken stefignthetische Polymere dar.
Polylactide (PLA) wie Poly(epsilon-caprolactonel’(B), Polyglykolsauren (PGA) wie
poly(ethylene-glycol) (PEG) oder deren Kombinatad® Copolymer Poly-D,L-lactid-Co-
glycolid (PLGA) sind Gegenstand aktueller Studielngng et al. 2004, Wang et al. 2003).
Um die Vorteile hoher Stabilitdt und Osteoindukvimit dem Vorteil vollstandiger
biologischer Abbaubarkeit zu verbinden, und denht&ithoher Brichigkeit und
eingeschrankter Formbarkeit reiner Kalziumphospraikiken zu tberwinden (Kim et al.
2006) wurden Kombinationsmaterialien aus synthkeéad®olymeren mit
Kalziumphosphatkeramiken hergestellt (Wang et@012 Kim et al. 2006, Zhao et al. 2006).
Naturliche Polymere, unter anderem Kollagen |, @lashaufigsten vorkommende Protein der
extrazellularen Knochenmatrix, zeigt alleine kawsteoinduktive Eigenschaften, in
Kombination mit Hydroxylapatit erscheinen sie jed@benfalls als Leitschienenmaterial
geeignet zu sein. (Parikh 2002, Stengele 2004)

Neue Anséatze zeigen viel versprechende ErgebnesstebVerwendung hoch pordser
Seidenfilme (Vunjak-Novakovic et al. 2005, Meinebé 2005), missen jedoch noch weiter

evaluiert werden.
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Spezielle Beschichtung der einzelnen Materialiemm Beispiel mit Fibrinkleber (Le
Nihouannen et al. 2005), kann hierbei zu einer ¥esbrung der Zelladhasion oder
osteoinduktiven Eigenschaften fihren.

Zum heutigen Zeitpunkt ist noch kein Material bakiawlas alle Vorteile in sich vereint.
Daher wurde bei der vorliegenden Arbeit [osungstkitinservierte ung-Strahlen-

sterilisierte bovine Spongiosa (Tutobone, Tutogedical) verwendet. Die bovine Spongiosa
ist in ihrer Struktur der menschlichen sehr &hniiold ist als Knochenersatzmaterial bereits
zur klinischen Anwendung zugelassen (Stengele 2@id)verwendete bovine Spongiosa ist
frei von bovinen Zellen und besteht aus mineratisieKnochenmatrix. Ein wesentlicher
Schritt zur Herstellung tissue-engineerter Gewedstdht in der Vitalisierung der avitalen
Gewebematrix. Hierfir haben wir die Spongiosa mminanen mesenchymalen Stammzellen

besiedelt.

4.4 Diskussion der Ergebnisse

Als Vehikel fur den Gentransfer in mesenchymalertaellen wurden in dieser Studie
Lentiviren verwendet, welche eine sehr hohe Trakisolseffizienz in diesen Zellen zeigten.
Bereits 24 Stunden nach der lentiviralen Transdunkéion hMSCs zeigte sich
fluoreszenzmikroskopisch eine deutliche eGFP-Exgiwes Diese war lang anhaltend und
stabil Uber den beobachteten Zeitraum von 4 Wochech einen Monat nach Transduktion
und Expression von eGFP konnten die Zellen osteari®mndrogen und adipogen
differenziert werden, womit gezeigt werden konutgss der Stammzellcharakter auch nach
lentiviraler Transduktion und Expression von eGHRiakken bleibt. Mithilfe der Blasticidin-
Selektion exprimierten mehr als 97% der mesenchgma@tammzellen dauerhaft eGFP.
Hieraus ergibt sich in Zukuft ein enormes Potert&l genetisch markierten hMSCs fur die in
vivo Anwendung. Durch die Verwendung dieser Zellerd es erstmals mdglich, den
Verbleib der Zellen nach der Besiedelung von Léitsten im lebenden Tiermodell zu
verfolgen. Fur die Anwendung am Menschen werden abéerhin biotechnologische

Bedenken bestehen bleiben.
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5 Zusammenfassung

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs), die @néifzierten Vorlauferzellen
mesenchymaler Gewebe wie Knochen, Knorpel, FettMuskel, versprechen ein hohes
Potential zur Therapie vieler Erkrankungen. Im Rahrdes Tissue Engineering werden
hMSC stimuliert und zur Differenzierung angeregtdass in vitro und in vivo die

Ausbildung differenzierter mesenchymaler Gewebe Kmworpel-, Knochen oder
Muskelersatz mdglich ist. Gerade in der Therapsgadehnter Knochendefekte bieten mit
hMSC besiedelte, in den Defekt transplantiertedobiienen eine bemerkenswerte Alternative
zu autologen Knochentransplantaten. Eine Mdglidhkiein Verbleib der transplantierten
Stammzellen nachzuweisen, den Uberlebenszeitraumestimmen, sowie eine unerwiinschte
Migration in andere Organe auszuschliel3en, biétegehetische Markierung der hMSC.
Daher wurden in der vorliegenden Arbeit hMSCs nmh&nhced Green Fluorescent Protein
(eGFP) markiert, einem unter blauem Licht grinfészierenden, nicht humanen Protein.
eGFP erfullt alle Kriterien eines idealen Zellmaskees ist einfach zu detektieren, in nicht
markierten humanen Zellen nicht vorhanden, kanm i@ingere Zeit stabil exprimiert werden
und nimmt keinen Einfluss auf die physiologischetiaktivitdten. eGFP wurde mittels eines
lentiviralen Vektors, einem Virus aus der GruppeRetroviren, in die humanen
mesenchymalen Stammzellen transferiert. Lentivikééekierung bietet den Vorteil einer

lang anhaltenden, stabilen Expression des transdeaiProteins. Des Weiteren sind
Lentiviren, im Gegensatz zu den haufig verwend@@enoviren, nicht immunogen. Anhand
der im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellmtiviren konnten hMSCs effektiv mit
eGFP transduziert und anschliel3end Spongiosa-batsen mit den markierten Stammzellen
besiedelt werden. Hierdurch wurde eine einfachekastiengiinstige Beobachtung der auf der

Leitschiene angesiedelten hMSC sowohl in vitraaalsh in vivo mdglich.
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6 Anhang

6.1 Zusammensetzung der Puffer

P1: 50 mM Tris-Cl ph 8,0
10 mM EDTA
100ug/ml Rnase A

P2: 200 mM NaOH
1% SDS

P3: 3,0 M Potassiumazetat
ph 5,5

QBT: 750 mM NaCl

50 mM MOPS ph 7,0
15 % Isopropanol
0,15 % Triton X-100

QC: 1,0 M NaCl
50 mM MOPS ph 7,0
15 % Isopropanol

QF: 1,25 M NaCl
50 mM TrisCl ph 8,5
15 % Isopropanol

TE: 10 mM TrisCl ph 8,0

1 mMEDTA
QG: Firma Quiagen, genaue Zusammensetzung victrau
PE: Firma Quiagen, genaue Zusammensetzung Viatrau

Restriktionspuffer B: 10 mM TrisHCI
5 mM MgCb
100 mM NacCl
1 mM 2-Mercaptoethanol
ph 8,0

TAE 50x (1l): 242 g Trisbase
57,1 ml Eisessig
0,5 M EDTA 100 ml (ph 8,0)
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6.2 Zusammensetzung der Nahrmedien

SOC:

DYT (1I):

LB (1l):

SOC (1l):

0,5 % Hefeextrakt
2,0 % Trypton

10 mM NacCl

2,5 mM KCI

10 mM MgSQ

20 mM Glukose

16 g Trypton

10 g Hefeextrakt
5 g NaCl

(15 g Agar)

ph 7,0 (NaOH)

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

15 g Agar

ph 7,0

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

250 mM KCI 10 mi

ph 7,0

1 M Glucose

vor Gebrauch 2 M Mg@Gl

62



7 Literaturverzeichnis

1. Abonour R, Williams DA, Einhorn L, Hall KM, Chen Qoffman J, Traycoff CM,
Bank A, Kato I, Ward M, Williams SD, Hromas R, Rotsen MJ, Smith FO, Woo D,
Mills B, Srour EF, Cornetta K (2000); Efficient revirus-mediated transfer of the
multidrug resistance 1 gene into autologous huroag-term repopulating
hematopoietic stem cells; Nature Medicine 6(6)

2. Ahlmann E, Patzakis M, Roidis N, Shepherd L, Holter(2002); Comparison of
anterior and posterior iliac crest bone grafteems of harvest-site morbidity and
functional outcomes; J. Bone Joint Surg Am. 84A:726

3. Aluigi M, Fogli M, Curti A, Isidori A, Gruppioni EChiodini C, Colombo MP,
Versura P, D Errico-Grigioni A, Ferri E, Baccardwj M- Lemoli R (2005);
Nucleofection is an efficient non-viral transfectitechnique for human bone marrow-
derived mesenchymal stem cells; Stem Cell Express

4. Arinzeh TL, Tran T, Mcalary J, Daculsi G (2005),cAmparative study of biphasic
calcium phosphate ceramics for human mesenchyeral-sell-induced bone
formation; Biomaterials 26(17): 3631-8

5. Auricchio A, Kobinger G, Anand V, Hildinger M, O"@aor E, Maguire AM, Wilson
JM, Bennett J (2001); Exchange of surface protienpacts on viral vector cellular
specifity and transduction characteristics: thanees a model; Human Molekular
Genetics 10(26): 3075-3081

6. Banwart JC, Asher MA, Hassanein RS (1995); lliaastbone graft harvest donor site
morbidity. A statistical evaluation; Spine 20: 1685360

7. Beeres SLMA, Atsma DE, van der Laarse A, Pijnapp&svan Tuyn J, Fibbe WE,
de Vries AAF, Ypey DL, van der Wall EE, Schalij N&O05); Human Adult Bone
Marrow Mesenchymal Stem Cells Repair Experimentaidtiktion Block in Rat
Cardiomyocyte Cultures; Journal of the Americanl€ysd of Cardiology 46(10):
1943-1952

8. Cao C, Dong Y, Dong Y (2005); Study on culture anditro osteogenesis of blood-
derived human mesenchymal stem cells; Zhonggud=-XiChong Jian Wai Ke Za Zhi
19(8): 642-7

9. Castro M, Huber R, Astner S, Gamarra F, Stepp HndoM (1998); Das griin
fluoreszierende Protein GFP fiur das Bronchialkakutiodell; Laser-Forschungslabor,
LMU Munchen: Forschungsbericht 1998

63



10.Chen CC, Huang TH, Kao CT, Ding SJ (2005); Charaagon of funktionally
graded hydroxyapatite/titanium composite coatirigsma-sprayed on Ti alloys; J
Biomed Mater Res B Appl Biomater (Epub ahead afitpri

11.Chowdhury S, Thomas V, Dean D, Catledge SA, Vola(2005); Nanoindentation
on porous bioceramic scaffolds for bone tissuereggging; J Nanosci Nanotechnol.
5(11): 1816-20

12.Contag CH, Bachmann MH (2002); Advances in in Wi@uminescence imaging of
gene expression; Annu. Rev. Biomed. Eng. 4: 235-260

13.Corcione A, Benvenuto F, Ferretti E, Giunti D, Ciip V, Cazzanti F, Risso M,
Gualandi F, Mancardi GL, Pistoia V, Uccelli A (2005luman Mesenchymal Stem
Cells Modulate B Cell Functions; Blood First Editi®aper

14.Derubeis AR, Cancedda R (2004); Bone Marrow Strddedlls (BMSCs) in Bone
Engineering: Limitations and Recent Advances; AsmdiBiomedical Engineering
32(1): 160-165

15.Devine MJ, Mierisch CM, Jang E, Anderson PC, Bal&a(R002); Transplanted bone
marrow cells lokalize to fracture callus in a mousedel; Journal of Orthopaedic
Research 20(2002): 1232-1239

16.Devlin H, Sloan P (2002); Early bone healing evemthie human extraction socket;
Int J Oral Maxillofac Surg. 31(6): 641-5

17.Fagioli F (2005); Expansion of mesenchymal sterts cislolated from pediatric and
adult donor bone marrow; J Cell Biochem. (Epub drefgrint)

18.Fickert S, Fiedler J, Brenner RE (2003); Identtiiea, quantification and isolation of
mesenchymal progenitor cells from osteoarthritiosyum by fluorescence
automated cell sorting; Osteoarthritis Cartilag€l1): 790-800

19.Foster LJ, Zeemann PA, Li C, Mann M, Jensen ON,ddiasM (2005); Differential
expression profiling of membrane proteins by quatitie proteomics in a human
mesenchymal stem cell line undergoing osteobldf&rdntiation; Stem Cells 23(9):
1367-77

20.Gafni Y, Turgeman G, Liebergal M, Pelled G, Gazitzazit D (2004); Stem cells as
vehicles for orthopedic gene therapy; Gene Theldpy17-426

21.Gamradt SC, Lieberman JR (2004); Genetic Modifazabf Stem Cells to Enhance
Bone Repair; Annals of Biomedical Engineering 32(B6-147

64



22.Gao Q, Katakowski M, Chen X, Li Y, Chopp M (2006)yman marrow stromal cells
enhance connexin43 gap junction intercellular comication in cultured astrocytes;
Cell Transplant 14(2-3): 109-17

23.Gimeno MJ, Maneiro E, Rendal E, Ramallal M, Sawju;j Blanco FJ (2005); Cell
therapy: a therapeutic alternative to treat foealilage lesions; Transplant Proc 37(9):
4080-3

24.Goulet JA, Senunas GL, DeSilva GL, Greenfield MRY7); Autogenous iliac crest
bone graft. Complications and functional assessn@int. Orthop. 339: 76-81

25.Greer lll LF, Aladar AS (2002); Imaging of light ésion from the expression of
luciferases in living cells and organisms: a reviemminescence 17: 43-74

26.Guo Z, Yang Y, Liu X, Li X, Hou C, Tang PH, Mao [#(01); Biological features of
mesenchymal stem cells from human bone marrow; ®leid J 114(9): 950-3

27.He Xu, Li Yu-lin, Wang Xin-rui, Guo Xin, Niu Yun @05); Mesenchymal stem cells
transduced by PLEGFP-NL1 retroviral vector mainthair biological features and
differentiation; Chinese Medical Journal 118(20)2&-1734

28.Hoelters J, Ciccarella M, Drechsel M, Geissler @ldan H, Bocker W, Schieker M,
Jochum M, Neth P (2005); Nonviral genetic modificatmediates effective transgene
expression and functional RNA interference in hummasenchymal stem cells; The
Journal of Gene Medicine 7(6): 718-728

29.Huang MH, Li S, Hutmacher DW, Schantz JT, Vaca® 8raud C, Vert M (2004);
Degradation and cell culture studies on block comeirs prepared by ring opening
polymerization of epsilon-caprolactone in the pneseof poly(ethylene glycol); J
Biomed Mater Res A 69(3): 417-27

30.Jatsch L (2001); Green Fluorescent Protein (GHR)Melektl mit Eigenfluoreszenz
~ zur Etablierung eines in vivo Reporters fur zetid molekularbiologische
Untersuchungen; Dissertation Promotionsfach Hygiemaversitat Heidelberg

31.Kabisch U (2001); Proteinchemische und molekuldogische Charakterisierung der
D-Prolin-Reduktase aus Clostridium sticklandii: §dgation zur Erlangung des
akademischen Grades doctor rerum naturalium vaggdkr Mathematisch-
Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultat der Mdrtuther-Universitat Halle-
Wittenberg

32.Kim EY, Hong YB, Lai Z, Cho YH, Brady RO, Jung S£005); Long-term

expression of the human glucocerebrosidase geviearafter transplantation of

65



bone-marrow-derived cells transformed with a lantiv vector; The Journal of Gene
Medicine 7: 878-887

33.Kim EY, Hong YB, Lai Z, Kim HJ, Cho YH, Brady ROudg SC (2004); Expression
and secretion of human glucocerebrosidase medmigtegcombinant lentivirus
vectors in vitro and in vivo: implications for getieerapy of Gaucher disease;
Biochemical and Biophysical Research Communicat8#&(2): 381-390

34.Kim SS, Sun Park M, Jeon O, Yong Choi C, Kim BSO@)0) Poly(lactide-co-
glycolide)/hydroxyapatite composite scaffolds fonk tissue engineering;
Biomaterials 27(8): 1399-409

35.Ko¢ ON, Lazarus HM(2001); Mesenchymal stem ceksading into the clinic; Bone
Marrow Transplantation 27: 235-239

36.Korbling M, Estrov Z(2003); Adult Stem Cells forsBue Repair - A New Therapeutic
Concept?; N Engl J Med 349: 570-82

37.Kuate S, Stefanou D, Hoffmann D, Wildner O, Ubd€162004); Production of
lentiviral vectors by transient expression of mialrpackaging genes from
recombinant adenoviruses; The Journal of Gene Mex: 1197-1205

38.Kurre P, Anandakumar P, Kiem HP (2005); Rapid 1riitansduction of whole bone
marrow leads to longterm repopulation of murinepients with lentivirus-modified
hematopoietic stem cells; Gene Therapy

39.Le Blanc K, Rasmusson |, Sundberg B et al (200/afiment of severe acute graft-
versus-host disease with third party haploidentieasenchymal stem cells; Lancet.
363: 1439-1441

40.Lee HS, Huang GT, Chiang H, Chiou LL, Chen MH, Hsi&H, Jiang CC (2003);
Multipotential Mesenchymal Stem Cells from Femdahe Marrow Near the Site of
Osteonecrosis; Stem Cells 21: 190-199

41.Le Nihouannen D, Guehennec LL, Rouillon T, PileBRpan M, Layrolle P, Daculsi
G (2005); Micro-architecture of calcium phosphatengles and fibrin glue
composites for bone tissue engineering; Biomate(Bpub ahead of print)

42.Leri A, Kajstura J, Quaini F, Urbanek K, Bolli Rp#ersa P (2005); Repair of the
damaged heart; Kidney International 68:1962

43. Lippincott-Schwartz J, Patterson GH (2003); Devalept and use of fluorescent
protein markers in living cells; Science 300: 87-91

44.Lu FZ, Fujino M, Kitazawa Y, Uyama T, Hara Y, Fuhasa N, Jiang JY, Umezawa

A, Li XK (2005); Characterization and gene transfemesenchymal stem cells

66



derived from human umbilical-cord blood; JournalLaboratory and Clinical
Medicine 146(5): 271-278

45.Mahmood A, Lu D, Qu C, Goussev A, Chopp M (2005)nt&an marrow stromal cell
treatment provides long-lasting benefit after tratimbrain injury in rats;
Neurosurgery 57(5): 1026-31

46.Mansilla E, Marin GH, Sturla F, Drago HE, Gil MAalas E, Gardiner MC, Piccinelli
G, Bossi S, Salas E, Petrelli L, lorio G, Ramos SAtatti C (2005); Human
Mesenchymal Stem Cells Are Tolerized by Mice angrimbe Skin and Spinal Cord
Injuries; Transplantation Proceedings 37: 292-294

47.Mareschi K, Ferrero |, Rustichelli D, Aschero Sn@aaitoni L, Aglietta M, Madon
E, Wang LJ, Zhang YP, Wang JF, Wu YF, Xiang Y, Ki&, Jia BB, Harrington J,
McNiece IK (2005); Biological characteristics of samchymal stem cells in human
umbilical cord blood and their supporting capasiiie ex vivo expansion of CD34+
hematopoietic stem cells; Zhonghua Xue Ye Xue Za2B[(R): 65-8

48. Mastrogiacomo M, Muraglia A, Komlev V, Peyrin F, ®ichelli F, Crovace A,
Cancedda R (2005); Tissue engineering of boneclsdar a better scaffold; Orthod
Craniofac Res. 8(4): 277-84

49.Meinel L, Hofmann S, Karageorgiou V, Kirker-HeadMgCool J, Gronowicz G,
Zichner L, Langer R, Vunjak-Novakovic G, Kaplan [2005); The inflammatory
responses to silk films in vitro and in vivo; Bioteaals 26(2): 147-55

50. Mitchell JB, MclIntosh K, Zvonic S, Garrett S, Flogd, Kloster A, Halvorsen YD,
Storms RW, Goh B, Kilroy G, Wu X, Gimble JM (2009he immunophenotype of
human adipose derived cells: Temporal changesomsi- and stem cell-associated
markers; Stem Cells (Epub ahead of print)

51.Mitsuhashi N, Fischer-Lougheed J, Shulkin I, KleieaA, Kohn DB, Weinberg K,
Starnes VA, Kearns-Jonker M (2005); Tolerance itidadoy lentiviral gene therapy
with a non-myeloablative regimen; Blood First EdlitiPaper

52.Moutsatsos IK, Turgeman G, Zhou S, Kurkalli BG,lé@IG, Tzur L, Kelley P,
Stumm N, Mi S, Miller R, Zilberman Y, Gazit D (200Exogenously Regulated
Stem Cell-Mediated Gene Therapy for Bone Regemeralilolecular Therapy 3(4)

53.Nakagawa H, Akita S, Fukui M, Fujii T, Akino K (28 Human mesenchymal stem
cells successfully improve skin-substitute woundling; British Journal of
Dermatology 153: 29-36

67



54.Nakamizo A, Marini F, Amano T, Khan A, Studeny Myi@in J, Chen J, Hentschel S,
Vecil G, Dembinski J, Andreeff M, Lang FF (2005)utdan Bone Marrow-Derived
Mesenchymal Stem Cells in the Treatment of GlionGas)cer Res. 65(8):3307-18

55.Naldini L, Blémer U, Gage FH, Trono D, Verma IM @®); Efficient transfer,
integration, and sustained long-term expressidh@transgene in adult rat brains
injected with a lentiviral vector; Proc. Natl. Acésici. USA 93: 11382-11388

56.Negrin RS, Contag CH (2006); In vivo imaging usiigluminescence: a tool for
probing graft-versus-host disease; Nature 6: 48%-49

57.Niyibizi C, Wang S, Mi Z, Robbins PD(2004); Geneitapy approaches for
osteogenesis imperfecta; Gene Therapy 11: 408-416

58.Pautke C (2004); Charakterisierung von humanen medyenalen Stammzellen und
Zellen der osteoblastéren DifferenzierungskaskBitsertation, LMU Minchen:
Medizinische Fakultat

59.Pierdomenico L, Bonsi L, Calvitti M, Rondelli D, ginati M, Chirumbolo G,
Becchetti E, Marchionni C, Alviano F, Fossati Vafiolani N, Franchina M, Grossi
A, Bagnara GP (2005); Multipotent mesenchymal stefts with immunosuppressive
activity can be easily isolated from dental pulpafisplantation 80(6): 836-42

60. Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, DagR, Mosca JD, Moorman
MA, Simonetti DW, Craig S, Marshak DR (1999); Mliteage Potential of Adult
Human Mesenchymal Stem Cells; Science 284(541By184

61. Pschyrembel, Klinisches Worterbuch; 258. Auflagetlid — de Gruyter, 1998

62.Rapaport DH, Rakic P, LaVail MM (1996); Spatiotemgdayradients of cell genesis in
the primate retina; Perspect Dev Neurobiol 3(3).-59

63.Reichel C, Mathur J, Eckes P, Langenkemper K, Ka&\c3chell J, Reiss B, Maas C
(1996); Enhanced green fluorescence by the expressian Aequorea Victoria green
fluorescent protein mutant in mono- and dicotylemlanplant cells; Proc Natl. Acad.
Sci. USA 93: 5888-5893

64.Reiser J, Harmison G, Kluepfel-Stahl S, Karlssos&hubert M (1996); Transduction
of nondividing cells using pseudotyped defectivghkiiter HIV type 1 particles; Proc
Natl Acad Sci USA 93(26): 15266-15271

65.Risbud MV, Shapiro IM, Guttapalli A, Di Martino Aanielson KG, Beiner JM,
Hillibrand A, Albert TJ, Anderson DG, Vaccaro AR)@5); Osteogenic potential of
adult human stem cells of the lumbar vertebral banty the iliac crest; Spine 31(1):
83-9

68



66.Rodriguez S, Montes S, Armendariz-Borunda J (200B3| vectors in gene therapy.
Advantages of the adenoassociated vectors; Revdeagtrol Mex. 70(2): 192-202

67.Schieker M, Seitz S, Gulkan H, Nentwich M, Horv&hRegauer M, Milz S,
Mutschler W, Arbeitsgruppe Tissue Engineering Kreat(2004); Tissue Engineering
von Knochen Integration und Migration von humanessenchymalen Stammzellen
in besiedelten Konstrukten im Mausmodell; Der Optae

68. Serakinci N, Guldberg P, Burns JS, Abdallah B, 8dder H, Jensen T, Kassem M
(2004); Adult human mesenchymal stem cell as atdoy neoplastic transformation;
Oncogene 23: 5095-5098

69. Skodacek D (2005); Der Einfluss von IGF-1 und P&Fauf Tissue-Engineerten
Humanen Septumknorpel; Dissertation, LMU MincheedMinische Fakultat

70. Stengele M (2004); Knochenzellwachstum im dreidisi@malen Zellkultursystem;
Dissertation an der Medizinischen Fakultat der Ligdvaximilians-Universitat zu
Munchen

71. Strappe PM, Hampton DW, Cachon-Gonzalez B, Fawt#itLever A (2005);
Delivery of a lentiviral vector in a Pluronic F18e@l to cells of the central nervous
system; European Journal of Pharmaceutics and Bmopbeutics 61(3): 126-133

72.Summers BN, Eisenstein SM (1989); Donor site paomfthe ilium. A complication
of lumbar spine fusion; J. Bone Joint Surg. Br.@47-680

73.Trubiani O, Di Primio R, Traini T, PizzicannellaS¢arano A, Piattelli A, Caputi S
(2005); Morphological and cytofluorimetric analysisadult mesenchymal stem cells
expanded ex vivo from periodontal ligament; IntniMunopathol Pharmacol 18(2):
213-21

74.Tsien RY (1998); The green fluorescent protein; ArRev. Biochem. 67: 509-44

75.Vellinga J, Uil TG, de Vrij J, Rabelink MJWE, Lindhm L, Hoeben RC (2005); A
system for efficient generation of adenovirus pro¥d-producing helper cell lines;
The Journal of Gene Medicine

76.Vunjak-Novakovic G, Meinel L, Altman G, Kaplan DQ@5); Bioreactor cultivation
of osteochondral grafts; Orthod Craniofac Res &069-18

77.Wang DA, Williams CG, Li Q, Sharma B, Elisseeff @003); Synthesis and
characterization of a novel degradable phosphatéasong hydrogel; Biomaterials
24(22): 3969-80

69



78.Wang J, Fan Y, LiC, H, Sun Y, Lv B (2005); Humamk marrow-derived
mesenchymal stem cells transplanted into damadpdxk taeart to improve heart
function; J Zhejiang Univ SCI 6B(4): 242-248

79.Wang M, Chen LJ, Ni J, Weng J, Yue CY (2001); Mamtdire and evaluation of
bioactive and biodegradable materials and scaffildid8ssue engineering; J Mater Sci
Mater Med 12(10-12): 855-60

80.Wilson JM (2004); Adeno-associated Virus and Lenisy Pseudotypes for Lung-
directed Gene Therapy; The Proceedings of the AvaeThoracic Society 1: 309-
314

81.Xia Z,Ye H, Locklin RM, Ferguson DJP, Cui Z, TrtffdT (2005); Efficient
charakterisation of human cell-bioceramic intex@gsiin vitro and in vivo by using
enhanced GFP-labelled mesenchymal stem cells; Bevrals 26: 5790-5800

82.Yang F, Moss LG, Phillips GN jr (1996); The molemustructure of green fluorescent
protein; Nat. Biotechnol 14: 1246 - 1251

83.Yoo0 JU, Barthel TS, Nishimura K, Solchaga L, CapddnGoldberg VM, Johnstone
B (1998); The Chondrogenic Potential of Human BMerow-Derived
Mesenchymal Progenitor Cells; The Journal of Bame doint Surgery 80: 1745-57

84.Yoo JU, Johnstone B (2000); Mesenchymal stem eeltsmuskuloskeletal repair;
Current Opinion in Orthopedics 11: 391-396

85.Zhang Y, Li CD, Jiang XX, Li HL, Tang PH, Mao N (@8); Comparison of
mesenchymal stem cells from human placenta and inanew; Chin Med J 117(6):
882-7

86.Zhao F, Grayson WL, Ma T, Bunnell B, Lu WW (200EJfekts of hydroxyapatite in
3-D chitosan-gelatin polymer network on human melkgmal stem cell construct
development; Biomaterials 27(9): 1859-67

87.Zeilhofer HF (2005); Implantate werden lebendigj Nova Wissenschaftsmagazin
der Universitat Basel - Medizin und Technik 101:2119

70



Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich die Gelegenheit ergreiimich bei all denjenigen zu bedanken,
die zum Gelingen dieser Arbeit mal3geblich beigeindmaben.

An erster Stelle sei Herrn Prof. Dr. med. Wolf Militier gedankt, fiir die Ubernahme und
formelle Betreuung meiner Arbeit, sowie die Beteitsng der hervorragenden
Arbeitsmoglichkeiten des experimentellen Forschlatgs's.

Ganz besonders herzlich méchte ich mich bei derretanserer Arbeitsgruppe, Herrn Dr,
med. Wolfgang Bdcker, flr das interessante Themeaausgesprochen engagierte, sowohl
fachliche als auch menschliche Unterstlitzung, seeilee immerwahrende Bereitschatft fir
inspirierende Diskussionen und wertvolle Ratschigeganken.

Zu sehr grol3em Dank bin ich allen Mitarbeitern Aldyeitsgruppe Gentransfer verpflichtet,
allen voran Herrn Oliver Rossmann. Seine fachlBaetung und Hilfsbereitschaft waren fur
die Erstellung dieser Arbeit von sehr hohem Wert.

Herrn Prof. Dr.med. Ulrich Koszinowski und Priv.Dd2r.med. Dr.rer.nat. Jirgen Haas
(Max-von-Pettenkofer-Institut, Virologie) danke itilr die freundliche Bereitstellung des S2-
Arbeitsplatzes und ihre wertvollen Ratschlage @iemen der Virusherstellung betreffend.
Allen Mitarbeitern des chirurgischen Forschungstapdie direkt oder indirekt zum Gelingen
dieser Arbeit beigetragen haben und nicht naméndirevahnt wurden, sei mein herzlicher
Dank ausgesprochen.

Insbesondere mdéchte meinen Eltern und GeschwiB@nke sagen, die mich mit ihrer Kraft
und Liebe von jeher in jeder Hinsicht unterstt@bén. Danke auch meinem lieben Freund
Stefan Barth fir die Geduld, Unterstlitzung und Aurfiterung wahrend allen Héhen und
Tiefen dieser Arbeit.

Die Studien wurden finanziert durch Gelder der dmieh-Baur-Stiftung (Ludwig-

Maximiliasn-Universitat).

71



Lebenslauf

Persdnliche Daten:
Geburtsdatum: 22.08.1981
Geburtsort: Furth
Staatsangehdrigkeit: deutsch
Familienstand: ledig

Konfession: evangelisch

Dissertation:

.Genetische Markierung von humanen mesenchymakmi8zellen mittels enhanced green
fluorescent protein“: Humane mesenchymale Stamexzelurden durch lentiviralen
Gentransfer mit enhanced green fluorescent pratairkiert, um die Stammzellen bei der
anschlieienden Besiedelung von Knochenleitschieiméach detektieren zu kénnen.
Methoden: Klonierung, Herstellung von LentivirerglRultur, Fluoreszenzmikroskopie,
Tissue engineering

Prof. Dr. med. W. Mutschler

Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen

Chirurgische Klinik, Innenstadt

Praktisches Jahr:

Mai 2006 — September 2006 3. Tertial des Praktisclahres
Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde
Prof. Dr. med. A. Berghaus

Ludwig-Maximilian-Universitat, Grof3hadern

Februar 2006 - Mai 2006 2. Tertial des Praktiachehres
Unfallchirurgie
Dr. med. E.F.J. HOcherl
Visceralchirurgie
Prof. Dr. med. H. Waldner

Stadtisches Klinikum Minchen Schwabing

72



Oktober 2005 — Februar 2006

Berufliche Tatigkeiten:
Seit 2007

Studium:
November 2006
Oktober 2006
September 2005

September 2003

September 2002

September 2000

Famulaturen und Praktika:
Februar - Méarz 2005

September — Oktober 2004

1. Tertial des PréktiscJahres
Hamato-Onkologie
Prof. Dr. med. B. Emmerich
Prof. Dr. med. M. Reincke
Ludwig-Maximilian-Universitat, Medizinische Klinik
Innenstadt

Assistenzarztin an der UniversitatsklitikHals-,
Nasen-, Ohrenkrankheiten, Kopf- und Halschirurgie

Erlangen

Approbation
Dritter Abschnitt der ArztlicheriRmg
Zweiter Abschnitt der Arztlichenfémg

Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen

Erster Abschnitt der Arztlichaifuhg

Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen

Arztliche Vorprufung

Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen

Beginn des Studiums der Humanimediz

Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen

Praxisfamulatur Padiatrie
Dr. med. J. Rosenfeld

Emsdetten

Praxisfamulatur Dermgi®lo
Prof. Dr. Dr. M. Dorn

Miinchen

73



Marz 2004

Februar — Marz 2003

Februar — April 2001

Schulbildung:
Juni 2000
1991 — 2000
1987-1991

Famulatur Chirurgie
Prof. Dr. med. W. Mutschler
Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen

Chirurgische Klinik, Innenstadt

Famulatur Gynakologie
Prof. Dr. med. E. Grischke

Stéadtisches Krankenhaus Minchen Schwabing

Krankenpflegepraktikum Chgie
Stadtisches Krankenhaus Weilheim

Allgemeine Hochschulreife
Gymnasium Weilheim

Grundschule am Hardt, Weilheim

74



