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1. Einleitung

1.1. Gentherapie

Gentherapie kann definiert werden als die Einschleusung genetischen Materials in
die Zellen eines Individuums, um einen therapeutischen Nutzen zu erzielen'®,

Urspranglich verstand man unter Gentherapie die Behandlung angeborener
Erkrankungen durch Korrektur des zugrunde liegenden Gendefektes in den
korpereigenen Zellen. Seit langem sieht man in ihr allerdings auch eine Moglichkeit
zur Therapie maligner, infektidser, chronisch entzindlicher oder metabolisch
systemischer  Erkrankungen. Verschiedene  Anwendungsmoglichkeiten  der
Gentherapie wurden in praklinischen und klinischen Studien untersucht, mit teilweise

viel versprechenden Ergebnissen (siehe 1.4.).

1.1.1. Kutane Gentherapie

Die Haut ist aus unterschiedlichen Grinden ein sehr attraktives Organ flr
gentherapeutische Verfahren'*. Sie ist eines der groRten und als Oberflachenorgan
das am einfachsten zugangliche Gewebe des menschlichen Kérpers. Dies ist sowohl
bei direktem Einbringen von genetischem Material in die Haut von Vorteil, als auch
bei der Gewinnung und Retransplantation von Zellen nach genetischer Modifikation
aulBerhalb des Organismus. Auch eine mdgliche Steuerung der Expression
transferierter Gene ist einfacher als in anderen Organen, da zu diesem Zweck
Substanzen topisch appliziert werden kénnen'®. Zur Beurteilung des behandelten
Gewebes sowie im Fall von Komplikationen kann dieses zudem ohne grdoflere
Schwierigkeiten wieder entfernt werden. Ein weiterer Vorteil der Haut ist ihre hohe
Sekretionsleistung (siehe 1.2.). Ferner stehen zur Gentherapie von Hautzellen

verschiedene etablierte Verfahren zur Verfugung (siehe 1.3.).



1.2. Aufbau der Haut

Die Haut (Kutis) besteht aus zwei Schichten, der auReren Epidermis und der Dermis.
Die Epidermis stellt ein mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel dar

(siehe Abb. 1). Sie enthalt hauptsachlich Keratinozyten, aber auch Melanozyten,

Langerhanszellen und sehr vereinzelt Merkelzellen.

\
> Epidermis
J
N
> Dermis
-~ =T e = -

Abbildung 1: Histologisches Bild menschlicher Epidermis und Dermis

Die Keratinozyten bilden mehrere nach Lokalisation und mikroskopischen
Charakteristika definierte Schichten. Die unterste Schicht ist die so genannte
Basalzellschicht (Stratum basale). In ihr findet die Proliferation der Keratinozyten
statt. Sie beinhaltet die epidermalen Stammzellen, die sich relativ langsam aber
zeitlebens teilen und zur Regeneration der Epidermis beféhigt sind'®'. Aus ihnen
bilden sich schnell teilende Tochterzellen, die in der Lage sind, sich zu differenzieren
und in suprabasale Schichten (Stratum spinosum und granulosum) zu wandern®'.
Diese sind nur zu einer begrenzten Anzahl von Teilungen fahig. Die oberste Schicht
der Epidermis ist die Hornschicht, in der sich abgestorbene Keratinozyten befinden.
Die Hornschicht wird laufend abgeschilfert, wahrend sich die restlichen Schichten

innerhalb von circa 30 Tagen erneuern'®.

Aus dieser funktionellen Anatomie ergibt sich, dass ein in die Epidermis eingefuhrtes
Gen nur dann langere Zeit persistieren kann, wenn es sich im Genom der

Stammzellen integriert hat. Leider ist es bis heute noch nicht gelungen, effizient eine



reine Population epidermaler Stammzellen zu isolieren, um sie gezielt genetisch

verandern und anschlieend vermehren zu konnen™ 8.

Die wesentliche Funktion der Epidermis ist der Aufbau eines aulderen Schutzmantels.
Sie schafft eine Permeabilitatsbarriere, Schutz vor UV-Strahlung und mechanischem
Stress. Des Weiteren spielt sie eine wesentliche Rolle bei zahlreichen
immunologischen Prozessen. Die Epidermis sezerniert sowohl Stoffe, die lokal
bendtigt werden (beispielsweise Filamente zur Verankerung der Epidermis an der
Dermis wie Laminin und Kollagen VII), als auch solche, die in den Blutkreislauf
gelangen (beispielsweise Apolipoprotein E, das von undifferenzierten basalen Zellen
der Epidermis sezerniert wird) ?* . Die Blutversorgung der Epidermis erfolgt {iber
GefalRe der Dermis. Durch die Verzahnung beider Schichten Uber epidermale
Reteleiste und dermale Papillen (siehe Abb. 1) wird die Kontaktflache vergrof3ert und

somit die Ernahrung und die Sekretionsleistung der Epidermis ins Blut verbessert.

Die Dermis gliedert sich in die obere feinfaserige Papillarschicht und die
Retikularschicht, die aus kraftigen Kollagenfaserbindeln besteht. Beide Schichten
sind reich an wasserbindenden Glykosaminoglykanen, die von den Fibroblasten, die
den wesentlichen Anteil der dermalen Zellen ausmachen, gebildet werden. In der
Dermis befinden sich zudem Blutgefal’e, Nerven, Rezeptororgane, Schweil3- und
Talgdrusen, Haarpapillen und verschiedene Immunzellen.

Dermale Fibroblasten stabilisieren durch Produktion der kollagenen und retikularen
Fasern die mechanische Belastbarkeit der Haut (grol3e Zerreil¥festigkeit). Des
Weiteren nimmt die Dermis eine wichtige Rolle bei der immunologischen Abwehr ein
und ist durch ihre reichhaltigen GefalRe in der Lage, zur Thermo- und

Kreislaufregulation beizutragen'®.



1.3. Gentransfer in die Haut

Es gibt prinzipiell zwei Ansatze, menschliche Haut genetisch zu verandern. Entweder
man Uberfuhrt das gewlnschte Gen direkt in die Haut (In-vivo-Transfer) oder man
isoliert aus der Haut die gewlnschten Zellen und modifiziert diese in der Zellkultur
(Ex-Vivo-Transfer, siehe Abb. 2). AnschlieRend entwickelt man aus den veranderten

Zellen Hautkonstrukte und transplantiert diese zurtick auf den Patienten.

In vivo Ex vivo

Isclation von Korperzellen
. Zellkultur Gen

A ™M /

o
Reimplantation ﬁf

Gentransfervehikel

direkte Injektion

Abbildung 2: Schematische Darstellung des In-vivo- und Ex-vivo-Gentransfers®

Das genetische Material lasst sich in verschiedenen Formen und unterschiedlichen

Verpackungen in die Zielzellen transferieren.

1.3.1. Gentransfer von Plasmiden (Transfektion)

Die Einschleusung genetischen Materials in eukaryonte Zellen als Plasmid-DNS
nennt man Transfektion. Plasmide sind extrachromosomale ringférmige DNS-
Molekule, die sich unabhangig von der chromosomalen DNS im Zellkern replizieren
konnen. Bei einer Transfektion von Plasmiden verbleibt die DNS episomal und wird
in der Regel nicht in das Genom integriert'®. Folglich eignet sich dieses Verfahren
am besten fur Anwendungen, bei denen das Genprodukt nur flr kurze Zeit bendtigt
wird, beispielsweise zur Immunisierung gegen Infektionserreger oder der temporaren
Expression von Immunmodulatoren'®'. Hierbei sind besonders In-vivo-Methoden zu
bevorzugen, da sie meist einfacher und schonender anzuwenden sind. Zudem
lassen sich unterschiedliche Plasmide bei Bedarf problemlos miteinander
kombinieren. Die gewilnschte genetische Information lasst sich durch direkte

Injektion® (siehe Abb. 3) oder durch topische Applikation'®' tiberfiihren.



Abbildung 3: Schematische Darstellung
181

einer DNS-Injektion in die Haut

Eine spezielle Form der Injektion ist das ,Mikroseeding“, bei dem in Liposomen
verpackte DNS durch oszillierende Mikronadeln in die Haut eingebracht wird*®. Eine
weitere Maglichkeit zur In-vivo-Uberfiihrung genetischen Materials sind ballistische
Verfahren. Dabei werden DNS-beschichtete Goldpartikel mit einer so genannten
Gen-Pistole in die Haut geschossen und so in die Zielzellen eingebracht
(siehe Abb. 4 und 5)% 172,

e

Abbildung 4: »Gen-Pistole"""® Abbildung 5: Schematische Darstellung der Applikation
von DNS mit Hilfe einer ,,Gen-Pistole*
E: Epidermis, D: Dermis'®?

Bei der Elektroporation wird der zytoplasmatische Ubertritt der negativ geladenen

DNS mit Hilfe elektrischer Felder unterstitzt’?.

1.3.2. Gentransfer mit Hilfe viraler Vektoren (Transduktion)

Virale Methoden zeichnen sich durch eine hohe Effizienz besonders beim Ex-Vivo-
DNS-Transfer aus. Vorraussetzungen zum Gebrauch von Viren sind vorherige

Veranderungen ihres Erbguts, um pathologische Effekte auszuschalten und ihre

10



selbststandige Vermehrung zu verhindern. Einen Uberblick (iber die haufiger

verwendeten viralen Vektoren gibt Tabelle 1.

Virustyp .Integrat|on Vorteile Grenzen
ins Genom
Transduktion sowohl sich teilender als auch | Kurzzeitexpression,
Adenovirus nein sich nicht teilender, postmitotischer Zellen, Immunologische Reaktion
hohe Effizienz gegen transduzierte Zellen
Adeno-assoziierter Transduktion sowohl sich teilender als auch | geringe Verpackungskapazitat
Virus moglich sich nicht teilender, postmitotischer Zellen, fur DNS (Verwendung fir Gene
Langzeitexpression mit nur wenigen Basenpaaren)
Herpes simolex nein Transduktion von Neuronen und Gliazellen, Kurzzeitexoression
P P hohe Verpackungskapazitat fir DNS P
Retroviren
Molonv murine keine Transduktion sich nicht
y murit Ja Hohe Effizienz bei Ex-Vivo-DNS-Transfer teilender, postmitotischer
leukaemia virus
Zellen, evtl. onkogen
- Transduktion sowohl sich teilender als auch R'S'!(o Qer Mutation zu
Lentivirus Ja . ; . - replikationskompetentem
sich nicht teilender, postmitotischer Zellen . h
Immundefizienz-Virus (HIV)

Tabelle 1: Fiir den Einsatz viraler Vektoren verwendete Virustypen'"’

1.3.2.1. Gentransfer mit Hilfe retroviraler Vektoren

Retroviren haben die Fahigkeit, ihr RNS-Genom in DNS zu konvertieren und ins
Chromosom der befallenen Zelle zu integrieren, was Voraussetzung einer
Langzeitexpression des genetischen Materials ist. Sie sind allerdings in der Regel
nur dann in der Lage zur genomischen DNS vorzudringen, wenn sich die Zielzelle in

der Teilungsphase befindet und die Kernmembran aufgelost ist.

1.3.2.1.1. Aufbau von Retroviren

Das retrovirale Genom beinhaltet drei Genabschnitte: ,gag®, ,pol“ und ,env®, die
sogenannten Funktionsgene (siehe Abb. 6). Das Genprodukt von ,gag“ stellt das
retrovirale Kapsid dar. ,Pol* codiert unter anderem fir das Enzym ,Reverse
Transkriptase®, das die retrovirale RNS in DNS umschreibt. Die Produkte von ,env*
sind Proteine, die in die aulere Virushulle integriert werden und fur die virale

Bindung am Rezeptor der Membran der Zielzelle notwendig sind.
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Verpackungssequenz

o
LTR y LTR
UyR [UJ _gag | pol | env Uy R |Us
Kapsid Reverse Hdllproteine

Transkriptase

Wirale RNA

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Retrovirus und dessen genetischen Materials.
LTR = Long Terminal Repeats. W = Verpackungssequenz (siehe Text).

Das Genom eines Retrovirus ist durch virale Promotoren, so genannte LTR (Long
Terminal Repeats) eingefasst. Diese sind zur chromosomalen Integration notwendig
und definieren den Beginn und das Ende des viralen Genoms. AulRerdem werden sie
zur Kontrolle der viralen Transskription bendtigt. Die Verpackungssequenz y stellt
eine Signalsequenz dar, die zur Verpackung der RNS in die Vektorhille bendtigt

wird.

1.3.2.1.2. Aufbau retroviraler Transferkonstrukte

Das genetische Material, das mit Hilfe eines retroviralen Vektors in menschliche
Zellen Ubertragen werden soll, kann man als Transferkonstrukt bezeichen (siehe
Abb. 7). Dieses wird durch Manipulation eines naturlichen retroviralen Genoms
hergestellt. Dazu werden die Funktionsgene des Virus durch gewunschte Fremd-
Gene ersetzt. Die Transkription dieser Gene kann unter Kontrolle der LTR-
Sequenzen belassen werden oder es konnen alternative Promotorsequenzen
hinzugefiigt werden'”®. Wichtig ist, dass das Verpackungssignal erhalten bleibt,

anhand dessen die RNS der eingebrachten Gene in Vektorhullen verpackt wird.
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LTR L Transfergen LTR b—

Abbildung 7: Retrovirales Transferkonstrukt mit integriertem Transfergen und
Verpackungssequenz y

1.3.2.1.3. Verpackungszellen

Die Verpackung eines Transferkonstrukts in Vektorhillen geschieht in so genannten
retroviralen Verpackungszellen (siehe Abb. 8). Diese Zellen sind so verandert, dass
sie retrovirale Vektorhullen produzieren, ohne die viralen Funktionsgene darin zu
verpacken. Alle retroviralen Funktionsgene sind getrennt voneinander in das Genom
der Verpackungszellen integriert. lhnen fehlt die Verpackungssequenz (y). Folglich
sind die Verpackungszellen in der Lage, alle zur Bildung einer funktionsfahigen
Vektorhillle bendtigten Bausteine selbst herzustellen, ohne dass replikationsfahige
(also vermehrungsfahige) Viren entstehen.

Ein gewlnschtes Transferkonstrukt wird meist als Plasmid-DNS durch Transfektion
in die Verpackungszellen eingebracht. Es wird in RNS umgeschrieben und aufgrund
der integrierten Verpackungssequenz in die hergestellten Vektorhullen verpackt
(siehe Abb. 8). Die Verpackungszellen setzen sodann Vektorpartikel frei, die das
Transferkonstrukt enthalten. Die Ubertragung des Transferkonstrukts durch die

Vektorpartikel auf Zielzellen nennt man Transduktion.

Retrovirusgenom

Vektorpartikel

— ——————

. {2

- _,:‘.

- &
——

ALY
gag pol o

re————] /
onv
Transferkonstrukt

Therapeutisches Gen

Verpackungskonstrukte ——

LTR ¥ R a® o s f
Wy O, O Ll Abbildung 8: Schematische
~ > = j Darstellung einer Verpackungszelle,
die ein Transfergen in replikations-
defiziente Retrovirushillen
(Vektorhiillen) verpackt'’®
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Je nach Art der Verpackungszelle werden Vektoren gebildet, die tierische oder
zusatzlich menschliche Zellen infizieren kdénnen. Sie werden dementsprechend

entweder ecotrophe oder amphotrophe Viren genannt.

1.3.3.1.4. Menschliche Haut und retroviraler Gentransfer

Hautzellen lassen sich ex-vivo sehr effizient durch Retroviren transduzieren. Bei
Keratinozyten kam es nach retroviralem Ex-vivo-Gentransfer zu Langzeitexpression
in vivo, was darauf schlie3en lasst, dass auch epidermale Stammzellen transduziert
wurden'®. Auch konnten nach retroviraler Transduktion keine Wachstumsnachteile
der Keratinozyten festgestellt werden®. Ebenso wurde in Fibroblasten eine

persistierende In-vivo-Expression retroviral vermittelter Gene erreicht'®,

1.4. Anwendungsbeispiele flur eine kutane Gentherapie

Es gibt verschiedene mogliche Indikationen, Zellen der Haut genetisch zu

modifizieren.

1.4.1. Therapie angeborener Hauterkrankungen, die durch das Fehlen einer

Substanz in der Haut bedingt sind

Die Haut ist fur die Aufrechterhaltung einer wirksamen Barriere gegenuber der
Umwelt zustandig. Um diese standig intakt zu halten, produzieren Keratinozyten
unterschiedliche Proteine, die die Verhornung regulieren oder die Verankerung der
Epidermis an der Dermis gewahrleisten. Bei einem Verlust eines dieser Proteine
kommt es daher entweder zu einer Verhornungsstorung (Ichthyosis) oder zu
blasenformigen Ablésungen der Epidermis (Epidermolyse). Praklinische Studien
haben gezeigt, dass die hierfur verantwortlichen Gendefekte gentherapeutisch

behandelbar sein kdnnen (siehe Tabelle 2).
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Krankheit defekte Referenz
Substanzen/Enzyme

BP 180 Seitz et al. (1999)

Vailly et al. (2000)

Junktionale Epidermolysis bullosa | 33 Kette von Laminin 5 | Dellambra et al. (1998),

Dystropische Epidermolysis Kollagen VI Baldeschi et al. (2001)
bullosa®

X-chromosomale hereditare Steroid-Sulfatase Jensen et al. (1993),
Ichthyose Freiberg et al. (1997)
Lamellare Ichthyose Transglutaminase 1 Choate et al. (1996)

Tabelle 2: Beispiele angeborener Hauterkrankungen, bei denen eine Gentherapie im Kultur-oder
Tiermodell getestet wurde®'

1.4.2. Therapie systemischer Erkrankungen, die durch das Fehlen eines Enzyms zur

Anreicherung qiftiger Stoffwechselprodukte im Blutkreislauf fihren

Eine erblich bedingte defekte Adenosin-Desaminase fuhrt zu einer Anreicherung von
Desoxyadenosinen und Adenosinen im Blut erkrankter Patienten. Da beide Stoffe
toxisch auf Lymphozyten wirken, leiden die Patienten an einer Immunkrankheit, dem
sogenannten SCID (severe combined immundeficiency) Syndrom. Neben einer
ausgepragten  allgemeinen Infektanfalligkeit kann es  aulerdem zu
Skelettfehlbildungen, Hepatitis, Schwerhoérigkeit und renalen, sowie neurologischen
Symptomen kommen. Nach Transfer der genetischen Informationen zur Herstellung
von Adenosin-Desaminase in Keratinozyten®® und Fibroblasten'® '8 findet eine

Metabolisierung der giftigen  Stoffwechselprodukte in der Haut statt.

1.4.3. Immuntherapie

Durch  Gentherapie konnen verschiedene Zellen zur Herstellung von
Immunmodulatoren angeregt werden. So konnten Erreger wie genitale Humane
Papilloma-Viren mit Hilfe eines Transfergens, das Interferon-a kodiert, durch eine
verstarkte Immunantwort bekampft werden'®’. AuRerdem kann man maligne Zellen
durch ahnliche Modulation des Immunsystems bekampfen. Eine transgene
Produktion von Interleukin 2 kann beispielsweise durch die Aktivierung von T-

Lymphozyten zur Erkennung und Abtétung maligner Zellen fiihren°.
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Durch intradermale Injektion von Plasmiden kénnen zudem Impfungen durchgeflhrt
werden. Auf diese Weise transfizierte Hautzellen exprimieren ein Antigen, das kutane
Langerhanszellen als fremd erkennen und daraufhin eine protektive Immunantwort
einleiten®’. Ein gelungenes Beispiel hierfur war die erfolgreiche Transfektion von
Mauszellen mit der DNS eines Glykoproteins von Leishmanien'®?.

Bestimmte adjuvant immunstimulierende Nukleotide konnen eine solche

Immunantwort noch verstarken'6" 186

1.4.4. Wundtherapie

In chronische, schlecht heilende Wunden kann genetisches Material eingebracht

werden, das Wachstumsfaktoren kodiert, die die Wundheilung férdern®’.

1.4.5. Tumortherapie

Die Einbringung von sogenannten Suizidgenen®' in Tumorzellen fiihrt zu deren
gezielter Abtdtung. Beispielsweise wurde in Tumorzellen das Gen fur die Herpes-
Simplex-Virus-Thymidinkinase eingebracht. Diese konvertiert Ganciclovir in eine
toxische Form, die die DNS-Replikation stoppt und dadurch zum Tod der genetisch
modifizierten Zelle fihrt. Auch Tumorzellen in Nachbarschaft der modifizierten Zellen
sterben durch Diffusion der toxischen Substanzen (,Bystander-Effekt*)""?.

Eine weitere Mdglichkeit der Tumortherapie ist die genetische Veranderung des
Tumors durch Einbringung immunmodulatorischer Gene (siehe 1.4.5.). So kann eine

Zerstorung von Tumorzellen durch die korpereigene Immunabwehr stimuliert werden.

1.4.6. Therapie systemischer Erkrankungen, die zum Fehlen einer Substanz im

Blutkreislauf fihren

Bei Patienten mit Hamophilie A, die durch das Fehlen des Gerinnungsfaktors VIII an
vermehrter Blutungsneigung leiden, kann genetisch veranderte Haut das fehlende
Protein herstellen und ins Blut sezernieren. So werden grofflachige Blutungen und

Arthropatien durch Gelenkblutungen verhindert™.
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In der folgenden Tabelle sind weitere mogliche Substanzen aufgefihrt, die die Haut

nach genetischer Modifikation ins Blut sezernieren kann:

Substanz Referenz
Apolipoprotein E Fenjves et al. (1989)
hGH Jensen et al. (1994)
Gerinnungsfaktor IX Gerrard et al. (1993)
Gerinnungsfaktor VIl Fakharzadeh et al. (2000)
B-Glucuronidase Moullier et al. (1993)
a-Glucuronidase A Medin et al. (1996)
IGF-II Da Costa et al. (1994)
TNF a Cheng et al. (1992)
Interleukin-6 Sun et al. (1995)
Interleukin-8 Hengge er al. (1995)
Interleukin-10 Meng et al. (1998)
Menschliches a1-Antitrypsin Setoguchi et al. (1994)
R-hCG Krueger et al. (1994)
VEGF Rio et al. (1999)
Transferrin Petersen et al. (1995)
Erythropoetin Fenjves et al. (1994)

Tabelle 3: Beispiele von Substanzen, die die Haut nach gentherapeutischer Modifikation ins
Blut sezernieren kann*" *°

1.5. Erythropoetin

Erythropoetin (Epo) ist ein hitzestabiles Glykoprotein-Hormon aus 165 Aminosauren
und einem 40-prozentigem Zuckeranteil. Sein Molekulargewicht betragt 30400 Da.

Die physiologische Plasmakonzentration von Erythropoetin betragt 10-25 U/,

1.5.1 Funktion im Organismus

Erythropoetin stimuliert die Proliferationsrate und die Differenzierung erythrozytarer
Vorlauferzellen im Knochenmark und somit die Zahl der hamoglobinbildenden
Erythroblasten (sieche Abb. 9). AuRerdem wirkt es antiapoptotisch auf diese Zellen'®.
Ein Anstieg der Erythropoetin-Konzentration fuhrt zu einer Verkurzung der

Reifungszeit in der Erythropoese.
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Erythropoetin-Rezeptoren werden auch auf verschiedenen anderen Zelltypen
exprimiert (unter anderem auf Endothelzellen™', mesangialen Zellen, glatten

'28) Ihr Einfluss auf diese Zellen ist

Muskelzellen'? und Zellen neuralen Ursprungs
bis heute nur in Ansatzen geklart. In der Fetalperiode sind Erythropoetin-Rezeptoren
Uber den ganzen Korper verteilt, was darauf schlieRen lasst, dass Erythropoetin hier
in mehreren Geweben als Wachstumshormon und/oder Differenzierungsfaktor

wirkt'°".

1.5.2. Erythropoetin-Produktion

Beim Absinken des Sauerstoff-Partialdruckes im Gewebe (Hypoxie) wird

96, 106, 168 und

Erythropoetin durch peritubulare interstitielle Fibroblasten in der Niere
zu geringem Anteil auch durch parenchymale Leberzellen und andere Zellen
(Makrophagen, Astrozyten®) ausgeschiittet'?® 187,

Uber den Sauerstoff-Partialdruck besteht auch eine Beziehung zwischen
Hamoglobin, dem Sauerstofftrager in den roten Blutkdrperchen, und Erythropoetin.
Sobald die Hamoglobinkonzentration im Blut unter 12 g/dL sinkt, steigt die
Erythropoetin-Konzentration an*®®. Ebenso kommt es bei einer zu niedrigen Menge
funktionsfahiger roter Blutkérperchen (Anamie) zu vermehrter Ausschittung von
Erythropoetin®’.

Auch bei vermindertem Blutvolumen kommt es zur Hypoxie des Gewebes. Somit ist
die Erythropoetin-Konzentration abhangig vom zentralen Venendruck, wodurch die
Langzeitkontrolle des Blutvolumens geregelt wird®. Letzlich beeinflussen
verschiedene Hormone, Mediatoren und anorganische Stoffe die Ausschuttung von
Erythropoetin in unterschiedlicher Weise: Schilddriisenhormone®, Androgene164, IGF
(insulin like growth factor, Somatomedin)®’, Interleukin 6, TGF-B (Transforming
Growth Factor B) und Kobalt’® erhéhen den Erythropoetin-Spiegel. Interleukin 1%,
TNF-a (Tumor Nekrose Faktor)®, B-Interferon und vy-Interferon inhibieren die

95

Erythropoetin-Produktion94' Die Verminderung des freien Eisens fuhrt zu

verstarkter Erythropoetin-Produktion'®, die Erhéhung der Eisenkonzentration

vermindert hingegen die Erythropoetin-Produktion®® ™.
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Stammzellen

Differen-
zierung
Niedriger .
Sauerstoff-  ___ _ . =
Partialdruck
im Blut

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Ausschiittung und Funktion von Erythropoetin im
menschlichen Korper

1.5.3. Therapeutischer Einsatz von Erythropoetin

Aufgrund seiner physiologischen Wirkungen kann Erythropoetin bei verschiedenen

Erkrankungen therapeutisch eingesetzt werden.

1.5.3.1. Chronische Niereninsuffizienz

Bei einer chronischen Niereninsuffizienz kommt es haufig zum Verlust der
Erythropoetin produzierenden Zellen. Zusatzlich werden die verbliebenen Zellen
durch Entzindungsvorgange und —mediatoren (naheres dazu unter 1.5.3.2.)
fehlreguliert, so dass es zu einem Abfall des Erythropoetinspiegels kommt und sich
eine chronische Anamie entwickelt. Weitere Pathomechanismen tragen bei
chronischer Niereninsuffizienz zur Entstehung einer Anamie bei. Durch
akkumulierende toxische harnpflichtige Substanzen im Rahmen einer Uramie wird
die Erythropoese supprimiert. AulRerdem kommt es bei niereninsuffizienten Patienten
gehauft zu Blutverlusten bei diagnostischen und therapeutischen MalRnahmen
(beispielsweise bei einer Dialyse)?.

Die Anamie mindert durch Symptome wie Mudigkeit, Kalteintoleranz, mentale
Verlangsamung und Impotenz die Lebensqualitdt und kann eine verminderte

Lebenserwartung beispielsweise durch Linksherzhypertrophie verursachen"*.
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Durch eine Behandlung mit Erythropoetin kann bei einem Grof3teil der Patienten der
Hamatokrit signifikant erhéht und eine Andmie vermindert werden*®. So wurden
beispielsweise bei Diabetikern mit chronischer Niereninsuffizienz durch eine
Erythropoetin-Behandlung ~ Leistungsfihigkeit, ~ diabetische  Retinopathie'?,

muskulare®, kardiale®® und immunologische® Funktionen verbessert*®.

1.5.3.2. Chronisch entziindliche und maligne Erkrankungen

Bei Infektionen wie AIDS und chronisch entzindlichen Erkrankungen wie
rheumatoider  Arthritis oder chronischen Darmerkrankungen®” sowie bei
Neoplasien'' werden vermehrt Mediatoren wie TNF-a, Interleukin-1, y-Interferon und
B-Interferon ausgeschuttet. Sie bewirken durch eine Stérung des Eisenstoffwechsels
eine Inhibierung der Erythropoetin-Sekretion und durch die direkte Blockierung der
Erythropoese eine Anamie®™. Es entwickelt sich eine hypoblastische Andmie mit
Mudigkeit, Kopfschmerz, Atemnot und depressiven Symptomen, die kdrperliche
Leistungsfahigkeit und Lebensqualitat drastisch verschlechtern. Klinische Studien
haben gezeigt, dass regelmafige Erythropoetin-Gaben die Anamie korrigieren und

diese Symptome lindern kénnen® %7

1.5.3.3. Maligne Infiltration des Knochenmarks

Nicht nur durch verschiedene Mediatoren, sondern auch durch eine Infiltration des
Knochenmarks mit malignen Tumorzellen - besonders bei bdsartigen
Bluterkrankungen — kommt es haufig zu einer Anamie. Auch hier hat sich gezeigt,
dass rekombinantes Erythropoetin die Andmie lindern kann'.

Besonders erfolgreich wirkte rekombinantes Erythropoetin in verschiedenen Studien
beim Multiplen Myelom'*, in denen die meisten der behandelten Patienten auf eine
Behandlung ansprachen. Ein mafRiges Ansprechen wurde beim Non-Hodgkin-
Lymphom™® beobachtet. Patienten mit einem Myelodysplastischen Syndrom®®

sprachen eher schlechter an.
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1.5.3.4. Chemotherapie

Bei einer Chemotherapie kommt es durch Myelosuppression, aber auch durch die
direkte Zerstorung renaler Erythropoetin produzierender Zellen haufig zu einer
Anamie™’, die in der Mehrzahl der Falle auf Erythropoetin-Behandlung anspricht®®.

Auch der prophylaktische Einsatz von Erythropoetin kann hier indiziert sein®°.

1.5.3.5. Hamoglobinopathien

Hamoglobinopathien wie die B-Thalassamie lassen sich ebenfalls mit Erythropoetin
behandeln'. Die B-Thalassamie ist eine hereditare Erkrankung mit einer fehlerhaften
Synthese der [-Globin-Kette des Hamoglobins A (02B2). Es kommt zu einer
Hamolyse mit Eisenlberladung und Splenomegalie und einer mikrozytaren Anamie.
Die Behandlung mit Erythropoetin ist eine mdgliche Strategie, um eine vermehrte
Bildung des fetalen Hamoglobins F(azy2) zu stimulieren und so die Anamie zu

verringern' 2,

1.5.3.6. Protektion von Nervenzellen

Kuarzlich wurde herausgefunden, dass Erythropoetin die Blut-Hirnschranke passieren
kann. Durch Rezeptoren auf den Kapillaren der Hirnperipherie sorgt Erythropoetin fur
eine Protektion des Gehirns vor ischdmischem und inflammatorischem Stress durch
eine bisher ungeklarte Modulation von Zelltod und/oder Entziindungsreaktion®.
Diese Mechanismen konnten das therapeutische Einsatzspektrum von Erythropoetin
maoglicherweise erweitern.

Daneben wurde festgestellt, dass Erythropoetin die Photorezeptoren des Auges vor

verschiedenen Formen der Degeneration schiitzen kann'2.

1.5.3.7. Derzeit etablierter klinischer Einsatz von Erythropoetin

Derzeit sind drei Formen von Erythropoetin auf dem Markt: Darbepoetin alfa, Epoetin
alfa und Epoetin beta. Sie unterscheiden sich in Halbwertszeit, Dosierung,
Anwendungsform und Nebenwirkungen. Durch eine veranderte Molekulstruktur

besitzt Darbepoetin alfa eine besonders lange Halbwertszeit. Tabelle 4 gibt einen
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Uberblick lber die Unterschiede der verschiedenen Erythropoetin-Formen. Auf die

Nebenwirkungen wird in Kapitel 4.3.3.2 ausfluhrlicher eingegangen.

Initialdosis bei
chronischer Spezielle unerwiinschte Wirkungen Kontraindikationen

Niereninsuffizienz

0,45 ug/kg, . Bek. Uberempfindlichkeit
Darbepoetin | 1/Woche, Kopfschmerz, Hypertonie, gegen Inhaltsstoffe, schwer
alfa Erhaltungsdosis Shuntthrombose, Schmerzen der kontrollierbare Hypertonie,
nach Hb Einstichstelle Stillzeit, Graviditét (fehlende
Daten)
50 IU/kg Bek. Uberempfindlichkeit

Hypertonie, Hautreaktion, Schwindel,
Epoetin alfa | (+/-25 1U/kg), Kopfschmerz, grippeahnliche gegen Inhaltsstoffe, schwer
3/Woche, Ziel: Hb Symptome, epileptische Anfalle kontrollierbare Hypertonie,

10-12 g/di Kinder unter 2 Jahren

20 IU/kg (40 1U/kg,
wenn i.v.), 3/Woche,
Erhaltungsdosis 50%

der Initialdosis

Epoetin beta s. Epoetin alfa

Tabelle 4: Verschiedene im Handel erhaltliche Arten von Erythropoetin, ihre Halbwertszeit,
Dosierung bei Niereninsuffizienz, unerwiinschten Wirkungen und Kontraindikationen
IU: International Units'*®

Die Behandlung einer Anamie bei chronischer Niereninsuffizienz mit Darbepoetin alfa
besteht beispielsweise aus zwei Phasen, der Korrekturphase und der
Erhaltungsphase. Die Anfangsdosis liegt bei 0,45 pg/kg Korpergewicht als einzelne
Injektion einmal pro Woche unter Kontrolle der Hamoglobinkonzentration. Als
Hamoglobin-Sollwert wird 11 g/dl im Blut angestrebt. Es hat sich gezeigt, dass das
individuelle Ansprechen der Patienten unterschiedlich sein kann. Daher wird die
Dosis bei zu hohem Hamoglobin gesenkt und bei zu niedrigem Hamoglobin alle vier
Wochen um etwa 25 % erhdht. Bei Tumorpatienten mit Anamie werden erheblich
hohere Dosen eingesetzt.

Eine Langzeittherapie mit rekombinantem Erythropoetin ist sowohl sehr teuer, als
auch fur den Patienten unangenehm, da Erythropoetin meist (aul’er bei

Dialysepatienten) subkutan injiziert werden muss. Es bietet sich im Falle eines
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lebenslangen medikamentdsen Erythropoetin-Bedarfs die Durchfihrung einer
Gentherapie an. Dabei konnten, wie in dieser Arbeit untersucht, Hautzellen des
Patienten genetisch modifiziert werden, die dann das benotigte Hormon produzieren

und in den Blutkreislauf abgeben (siehe 4.3.).

1.6. Interessante Forschungsergebnisse auf dem Gebiet der Erythropoetin-

Gentherapie

Zurzeit werden auf dem Gebiet der Gentherapie laufend neue Erkenntnisse
gesammelt. Neben der in dieser Arbeit verwendeten Methoden finden sich auch
weitere zukunftsweisende Wege, durch Gentherapie den Erythropoetin-Spiegel im
Blut eines Patienten zu erhdhen.

Orive et al. arbeiteten an einem Prinzip, bei dem eine Zellkultur wie in dieser Arbeit in
vitro genetisch verandert wird. Sie stellten transgene Mauszellen her, die
Erythropoetin produzieren und schlossen diese in polymere Mikrokapseln (0,5 ml)
ein. Diese wurden in das Peritoneum und ins subkutane Gewebe von Mausen
implantiert, wo sie fur mehr als 100 Tage Erythropoetin produzierten (15 490 1U/ 24

18 Es wurde keine

h), was sich konstant auf den Hamatokrit auswirkte
Immunreaktion gegen die Mikrokapseln festgestellt, die in der Peritonealflissigkeit
meist frei umher schwammen und subkutan reich vaskularisierte Strukturen bildeten.
Beide Orte scheinen sich gut fur die Implantation von Mikrokapseln zu eignen. Yanay
et al. wiesen an Ratten nach, dass auch dann keine immunologische Abwehrreaktion
gegen Mikrokapseln gebildet wird, wenn korperfremde Zellen in diesen
eingeschlossen sind. Vorteil dieser Methode ist es, dass ein direkter Kontakt der
transduzierten Zellen mit den Korperzellen des Patienten verhindert wird'%?. So ist es
maglich, eine standardisierte und sichere, langlebige Zelllinie zu entwickeln, die fur

eine Vielzahl von Patienten verwendet werden kann'®*.

Eine weitere Mdglichkeit der Gentherapie ist die direkte Injektion von Erythropoetin-
Plasmid in den Muskel eines zu behandelnden Patienten. Dies ist einfacher und
preiswerter als die beschriebenen In-vitro-Methoden. Im Tierversuch wurde das
Plasmid nach Injektion allerdings meist nur ineffizient von den Muskelzellen
aufgenommen, so dass nur niedrige Spiegel von Erythropoetin erreicht wurden'.

Zur \Verbesserung des Ergebnisses entwickelte man die Methode der

23



anschlielenden Elektroporation des Muskels. Rizzulo et al. behandelten
Muskelzellen von Mausen nach Injektion von 1 ug Erythropoetin-Plasmid durch
hochfrequente elektrische Impulse niedriger Spannung. AnschlieRend stieg der
Erythropoetin-Spiegel um das 100fache (bis zu 104 mU/ml) und ein anhaltend hoher
Hamatokrit (75-85%) wurde beobachtet (bis zu 170 Tage lang)'’. Attka et al.
verwendeten die Methode der Elektroporation von Erythropoetin-Plasmid bei
niereninsuffizienten Ratten. Der Hamatokrit dieser Tiere konnte so von etwa 32,6%
auf 64,5% angehoben und sieben Wochen auf diesem Spiegel gehalten werden®.
Um die Effizienz dieses Verfahrens besonders bei Primaten zu erhdhen, stellten
Fattori et al. eine modifizierte Form des Erythorpoetin-Gens her. Mit diesem wurden

signifikant hohere Erythropoetin-Spiegel beobachtet als mit der WiId-Typ-Version52.

Trotz aller Risiken bei der Verwendung viraler Vektoren direkt am Patienten (siehe
4.3.3.), sind virale In-vivo-Methoden besonders effektiv und einfach durchzufihren,
weshalb sie auch weiterhin im Fokus aktueller Forschung stehen.

Eine besonders lange, kontrollierte Expression von transgenem Erythropoetin durch
Primaten gelangen Rivera et al.. Sie injizierten in den Muskel dieser Tiere zwei vom
Adeno-assoziierten-Virus (AAV) hergeleitete Vektoren, von denen einer das
Erythropoetin-Gen mit Promotor enthielt und der zweite Transkriptionfaktoren zur
Regulation exprimierte (siehe 4.3.3.3., Abb. 35). Sechs Jahre lang wurde
Erythropoetin (50 -150 mlU/ml) durch Regulation mit Rapamycin (26 mal 0,1 — 0,02
mg/kg) oder ein Analogon von den Muskelzellen der Primaten relativ konstant
ausgeschuttet. Bei Weglassen von Rapamycin sank die Erythropoetin-Konzentration
wieder auf ursprungliche Werte ab. Diese Methode wurde optimiert, indem die

Transfer-RNS minimiert und in einen gemeinsamen AAV-Vektor verpackt wurde'*®.

Auch weitere Forschungsgruppen verwendeten Vektoren aus Adeno-assoziierten
Viren zur Transduktion. Kessler et al. verglichen die Effizienz von AAV-Vektoren und
reinen Plasmiden bei einer intramuskularen Injektion. Etwa tausendmal mehr
Plasmide (2,8x10") als virale Vektoren (1-3x10'%) mussten injiziert werden, um
eine etwa gleich hohe Erythropoetin-Konzentration zu erhalten (etwa 8 mlU/ml).
Aulerdem sank nach Injektion des Plasmids das sezernierte Erythropoetin innerhalb
von 41 Tagen drastisch ab (< 2,5 mU/ml). Nach Transduktion durch den viralen

Vektor dagegen stieg das Erythropoetin mindestens bis zum 83. Tag an (etwa 65
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mlU/ml). Bei Einsatz héherer Konzentration von Vektoren (3x10'"") wurde bereits
nach 20 Tagen eine Erythropoetin-Konzentraten von 445 milU/ml erreicht, die bis

zum 83. Tag auf 723 mIU/ml anstieg.

Auch Lentiviren werden heute bevorzugt zum Gentransfer verwendet. Sie integrieren
ubermittelte Gene in die DNS einer befallenen Zelle, auch wenn sich diese nicht in
der Teilungsphase befindet (siehe 1.3.2.1.). Siprashvili et al. injizierten lentivirale
Vektoren in menschliche Haut, die vorher Nacktmausen transplantiert worden war.
Neben dem Erythropoetin-Plasmid transportierten diese einen Promotor, der auf
Glukokortikoide reagiert und nur in Anwesenheit dieser die Transkription des
Erythropoetin-Gens zulasst. Eine Woche nach der Vektor-Injektion wurde
Dexamethason bzw. Clobetason entweder topisch oder systemisch appliziert.
Innerhalb von vier Wochen stieg der Hamatokrit Uber 60% und die Erythropoetin-
Konzentration auf 24 mlU/ml und sank anschlielend wieder ab. Dabei machte es
keinen Unterschied, ob das Steroid topisch oder systemisch angewendet worden
war. Auch nach einer weiteren Behandlung mit Glukokortikoiden stiegen Hamatokrit
und Erythropoetin erneut auf dhnliche Werte an'®. Baek et al. wiesen nach, dass bei
oben beschriebener Injektion von Lentiviren in die Haut sowohl Fibroblasten als auch
Endothelzellen, Keratinozyten und Makrophagen transduziert werden. Die
Erythropoetin-Sekretion durch lentiviral transduzierte Hautzellen ohne regulierenden
Promotor blieb nach zweiwdchigem Anstieg Uber sechs Monate konstant hoch. Nach
Entfernung der transgenen Haut sanken sowohl Erythropoetin als auch Hamatokrit

auf urspriingliche Konzentrationen ab®.

Die Ergebnisse solcher experimenteller Versuche sind vielversprechend; dennoch
muss sich der Erfolg in weiteren Studien bewahren, um abschatzen zu kdénnen,
inwieweit die Methoden realistische Behandlungsmoglichkeiten fir Patienten

darstellen.
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1.7. Ziel dieser Arbeit

Die Haut ist ein attraktives Organ fur gentherapeutische Verfahren. So ist auch ihre
Verwendung als eine Art ,metabolische Fabrik® zur systemischen Produktion von
Erythropoetin nach entsprechender genetischer Modifikation denkbar. Die haufigsten
Zellarten der Haut, Keratinozyten und Fibroblasten, zeigen eine hohe sekretorische
Aktivitat. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, in welchem Malle die
jeweiligen Zellen nach retroviraler In-vitro-Transduktion das Erythropoetin-Gen
aufnehmen und anschlie3end exprimieren konnen.

Um moglichst genaue Rickschlisse auf eine mogliche klinische In-vivo-Anwendung
ziehen zu konnen, wurde dies nicht nur in der Zellkultur untersucht, sondern auch an
einem Hautmodell, das hierfur entwickelt wurde.

Der Vergleich beider Zellarten durch die Bestimmung der jeweiligen
Sekretionsleistung des Transgens Erythropoetin ist ein weiterer Schritt in der
Erforschung gentherapeutischer Verfahren. Schon heute denkbar ist eine mogliche
spatere klinische Anwendung der In-vitro-Transduktion von Hautzellen, der folgenden
Herstellung von Hautkonstrukten und deren anschliefiender Transplantation auf

Patienten als Therapie einer Erkrankung.
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2. Material und Methoden

(siehe auch Kapitel 7 zu sdmtlichen verwendeten Materialien einschlieRlich Firmenangabe und Sitz

des Unternehmens)

2.1. Zellkultur

Die Zellkulturen wurden in Zellkulturflaschen (BD) bei 37 °C und 5 % CO;
angezuchtet. Ampho-239-Zellen und Fibroblasten wurden mit Fibroblasten-Medium
(Fb-Medium, Zusammensetzung siehe 7.) und Keratinozyten mit Keratinozyten-
Medium (Kc-Medium, Zusammensetzung siehe 7.) versorgt. Das Medium wurde alle
2-3 Tage gewechselt.

Es wurde darauf geachtet, dass die Zellen in einer Schicht (als ,Monolayer‘) am
Boden der Kulturflaschen wuchsen. Bevor die Zelldichte zu grol3 wurde, wurden sie
separiert. Bei Keratinozyten geschah dies bei einer Dichte von etwa 70%, bei
amphotropen 293-Zellen bei einer Dichte von 80% und bei Fibroblasten bei einer
Dichte von 100%. Zum Ldsen der Zellen wurde 2 ml Trypsin-EDTA (Gibco)
verwendet. Anschlielend wurden sie bei 4°C und 1500 U/min zentrifugiert, der
Uberstand abgegossen und ein Teil der Zellen mit dem entsprechenden Medium
resuspensiert und neu ausgesat. Da Keratinozyten mit der Zeit differenzieren und
aufhoren, sich zu vermehrengz, wurden diese nach der sechsten Separation nicht
mehr verwendet.

Zum Auszahlen von Zellen wurde eine Neubauer-Zellkammer verwendet.

2.2. Herstellung retroviraler Vektorpartikel zum Transfer des Erythropoetin-Gens

2.2.1. Vermehrung des Erythropoetin-Gens in Bakterien (Transformation)

Es wurde ein Plasmid verwendet, das das humane Erythropoetin-Gen in einem

retroviralen Transfervektor integriert hat (siehe Abb. 10)"*?,
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EcoRI - 1471

L-huEPO-SN
6912 bp

Xhol - 2520

Abbildung 10: Schematische Darstellung des verwendeten Erythropoetin-Plasmids L-huEPO-
SN 6912 bp: 5‘- und 3‘-LTR: LTR des Moloney Murine Leukemia Virus, Psi+: Verpackungssignal
(Psi*) des Moloney Murine Leukemia Virus, SV40e: Early SV40 Promoter (Psys.) des Simian
Virus 40, NeoR: Neomycin-Resistenz-Gen. Das Resistenz-Gen wurde eingebaut, um erfolgreich
transfizierte Verpackungszellen selektiv vermehren zu kénnen. AmpR: Ampizillin-Resistenz-
Gen. Es ist standardmaBig in verwendeten Plasmiden enthalten, um bei der Transformation
Bakterien zu selektieren, die das Plasmid aufgenommen haben. EcoRI-147, Xhol-2520 sind
spezifische Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol

Zur Vervielfaltigung des Erythropoetin-Plasmids wurden Bakterien verwendet, die
Plasmide aufnehmen, vervielfaltigen und an ihre Nachkommen weitergeben. Die
Ubertragung von genetischem Material in Bakterien ohne Hilfe von Viren nennt man
Transformation.

100 pl kompetente Bakterien (Invitrogen) und 4 pl Erythropoetin-Plasmid wurden auf
Eis aufgetaut, vorsichtig vermischt und 30 Minuten lang dort belassen. Die
Suspension wurde fir 45 Sekunden auf 42°C erhitzt, in zwei Minuten auf Eis
abgekuhlt und sodann 900 pl SOC-Medium (Invitrogen) hinzugefligt. Die Mischung
wurde 60 Minuten lang bei 37°C in einem Schuttler geschuttelt. Anschliefend
wurden jeweils 50-100 pl der Bakteriensuspension auf einer Ampizillin-enthaltenden
Agar-Platte (Zusammensetzung siehe 7.) ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Durch das Ampicillin wurden Bakterien selektiert, die das Plasmid mit dem
entsprechenden Resistenz-Gen aufgenommen hatten.

Am Tag nach einer solchen Transformation finden sich auf der Agar-Platte Bakterien-

Klone, die das Erythropoetin-Plasmid enthalten. Um das Wachstumspotential der
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Klone abschatzen zu koénnen, wurden 52 von ihnen auf einer Agar-Platte in
verschiedene beschriftete Bezirke ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.
Anschlielend wurden 8 gut entwickelte Klone vermehrt. Dazu wurden sie mit der
Pipettenspitze in ein Glasrohrchen (Nunc) gegeben, mit jeweils 5 ml LB-Medium und

5 ul Ampicillin vermischt und Uber Nacht bei 37 °C geschuttelt.

2.2.2. Isolierung einer kleinen Menge Plasmid-DNS (Miniprep)

Das Erythropoetin-Plasmid wurde aus den transformierten Bakterien mit Hilfe des
,Miniprep-Kit* von Qiagen isoliert. Jeweils 2 ml Bakteriengemisch wurde wahrend
mehrerer Pufferschritte und Zentrifugationen unter alkalischen Bedingungen lysiert
und sodann stark salzhaltige Losung zugegeben. Die gewonnene Plasmid-Losung
wurde in die im Kit enthaltenen QIA-Prep-Saulen geflllt, die mit einer Silizium-
Membran ausgestattet sind, an der Plasmid-DNS in salzigem Milieu selektiv
adsorbiert. Die Saulen wurden mehrmals zentrifugiert und mit verschiedenen Puffern
gewaschen, um Protein- und RNS-Reste zu entfernen. Auch die genomische
Bakterien-DNS wurde mitsamt ihrer integrierten Proteine denaturiert und
herausgeldst. Anschlie®Bend wurde das Erythropoetin-Plasmid in  weniger
salzhaltigem Milieu durch einen Puffer und erneute Zentrifugation herausgelost.

Durch eine fotometrische Messung bei 260 nm wurde die optische Dichte jeder
Probe bestimmt. Da eine Einheit optischer Dichte bei 260 nm einem DNS-Gehalt von
50 pg/ml entspricht, konnte aus dem fotometrischen Wert jeder Probe die DNS-

Menge berechnet werden.

2.2.3 Schneiden und Auftrennen von Plasmid-Stiicken (Restriktionsverdau und

Elektrophorese)

Nach der Plasmid-Isolierung wurde untersucht, ob in den hergestellten Proben das
gewunschte Erythropoetin-Plasmid auch wirklich vorhanden war. Dazu wurde das
Plasmid mit sogenannten Restriktionsenzymen an bestimmten Basenfolgen
geschnitten und die spezifische Lange der entstandenen DNS-Stlicke durch eine
Elektrophorese nachgewiesen. Bei einer Elektrophorese werden DNS-Partikel nach
unterschiedlicher Ladung und GrofRe entsprechend ihrer Wandergeschwindigkeit im

elektrischen Feld getrennt.
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Um das ringféormige Erythropoetin-Plasmid in 2 lineare Teile zu zerschneiden,
wurden die Restriktionsenzyme Xho 1 (Fermentas) und Eco R1 (Fermentas)
verwendet. Diese schneiden DNS an einer bestimmten, durch eine spezifische
Basensequenz definierten Stelle (siehe Abb.10). Da im Erythropoetin-Plasmid die
entsprechenden Basensequenzen fur beide Enzyme nur je einmal vorkommen, wird
das Plasmid in genau zwei Teilstiicke aufgetrennt. Die Langen der gewonnenen
Stucke sind fur das so zerteilte Erythropoetin-Plasmid spezifisch.

Das Erythropoetin-Plasmid besitzt insgesamt 6912 Basenpaare. Nach dem
Zerschneiden durch Eco R1 und Xho1 entstehen Sticke von 5863 und 1049
Basenpaaren. Zum Zerschneiden des Erythropoetin-Plasmids wurde eine Mischung
aus 11 pl destilliertem Wasser, 5 yl der Plasmid-DNS, jeweils 1 pl beider Enzyme
(Xho1 und Eco R1) und 2 pl des dazugehorigen Puffers 4 Stunden lang bei 37°C
inkubiert.

Den Proben wurden je 4 pl sogenannter Loading Dye (Fermentas) zugegeben. Dies
ist eine Pufferldsung, die ein unkontrolliertes Fortschwimmen der Proben verhindert,
kombiniert mit einem Farbstoff, der anzeigt, wie weit die Wanderung im elektrischen

Feld fortgeschritten ist.

Zur Elektrophorese wurde ein 1%iges Agarosegel aus folgenden Komponenten
hergestellt: 100 ml TAE Puffer (Herstellung siehe 7.) und 1 g Agarosepulver (BMA)
wurden bis zur Verflissigung des Pulvers aufgekocht und in gewlnschter Form
wieder erkaltet. AnschlieRend wurden jeweils 20 ul jeder Probe in eine Vertiefung
des Agarosegels geflllt. Als Matrixvorlage wurden zusatzlich 10 pl einer DNS-Leiter
(Fermentas) aufgetragen. Durch die Matrixvorlage kann abgeschatzt werden, wo
Fragmente bestimmter Lange zu suchen sind. Die Elektrophoresekammer wurde mit
TAE-Puffer aufgefillt, der mit etwa 20 pl Ethidiumbromid (Sigma) versetzt war.
Ethidiumbromid wurde verwendet, um die DNS der Proben in UV-Bestrahlung
sichtbar zu machen. Ethidiumbromid baut sich in den Doppelstrang der DNS ein und
fluorisziert im UV-Licht.

Es wurden 80 Volt Spannung angelegt. Anschliefend bewegte sich die negativ
geladene DNS in den Proben in Richtung Anode. Kiirzere Fragmente wandern dabei
schneller als lange Fragmente. Durch einen UV-Transluminator wurden die
verschieden lokalisierten DNS-Fragmente sichtbar gemacht und fotografiert (siehe
Abb. 19).
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2.2.4. Isolierung einer groReren Menge Plasmid-DNS (Maxiprep)

Um einen grolReren Ertrag an Erythropoetin-Plasmid aus transformierten Bakterien
zu erhalten, wurde ein ,Maxiprep-Kit (Qiagen) verwendet. Uber Nacht wurden
400 ml transformierter Bakterien in 500 ml ampizillinhaltigem LB-Medium vermehrt.
Aus dieser Bakteriensuspension wurden die Erythropoetin-Plasmide isoliert. Nach
lysierenden Puffer- und Zentrifugationsschritten wurde die wenig salzige,
plasmidhaltige Suspension in sogenannte Qiagen-Spitzen geflllt, die mit einem
Anionen-Austausch-Material beschichtet sind. Durch verschiedene Puffer wurden
Proteine und andere unerwiinschte Substanzen herausgewaschen, wobei die
negativ geladene Plasmid-DNS an der Austauschsubstanz hangen blieb. Sie wurde
anschlie3end durch eine stark salzhaltige Losung herausgewaschen, entsalzt und in

Tris-Cl (Sigma) resuspendiert. Die Menge der DNS wurde photometrisch bestimmt.

2.2.5. Transfer des Erythropoetin-Plasmids in amphotrope 293-Zellen (Transfektion)

Amphotrope 293-Zellen (Clontech) stammen von humanen embryonalen
Nierenzellen (HEK-293-Zellen) ab und sind durch Einbringen entsprechender viraler
Gene zu Verpackungszellen gestaltet worden, die virale Partikel (Vektorhillen)
produzieren und ausscheiden (siehe 1.3.2.1.3.). Diese stammen vom Moloney
Murine Leukemia Virus. Die produzierten Vektorhtllen sind in der Lage, menschliche

Zellen zu befallen, weshalb die 293-Zellen auch als amphotrop bezeichnet werden.

Eine Transfektion ist die Ubertragung genetischen Materials in eine Zelle ohne Hilfe
viraler Vektoren. Man bedient sich dazu positiv geladener Stoffe wie Kalzium-
Phosphat, die die Barriere zwischen negativ geladener Zellmembran und DNS zu
Uberwinden helfen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Transfektion mit den Materialien und nach dem
Protokoll von Gibco (Transfection System) durchgefuhrt. 24 Stunden vor der
Transfektion wurden eine Million amphotrope 293-Zellen in eine 10 mi
Zellkulturschale ausgesat; 3 Stunden vorher wurde das Medium erneuert. Zur
Transfektion wurde eine DNS-Kalzium-Suspension (Zusammensetzung siehe 7.)
hergestellt und durch Einbringen von Luftblasen schonend mit einer

phosphathaltigen Losung (Zusammensetzung siehe 7.) gemischt. So wurden DNS-
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Kalzium-Phosphat-Komplexe hergestellt. 1 ml der Lésung wurde in jede
Zellkulturschale mit 293-Zellen gemischt und 24 Stunden inkubiert.

Amphotrope 293-Zellen sind so beschaffen, dass sich ein kleiner Teil der
transfizierten Plasmide stabil in die chromosomale DNS integriert und bei einer
Vermehrung an die Tochterzellen weitergegeben wird. Da sich in dem verwendeten
Erythropoetin-Plasmid auch ein Gen befindet, das Resistenz gegen Neomycin
verleiht, konnten amphotrope 293-Zellen, die das Plasmid stabil aufgenommen
hatten, mit G418 (PAA), einem Neomycin-Derivat selektiert werden.

Die derart angereicherten amphotropen 293-Zellen stellten retrovirale Vektorhillen
her, in die das Erythropoetin-Gen verpackt aus den Zellen in den Kulturtiberstand

ausgeschleust wurde. Es entstanden sogenannte Erythropoetin-Vektoren.

2.3. Transfer des Erythropoetin-Gens in Keratinozyten und Fibroblasten mit Hilfe

eines retroviralen Erythropoetin-Vektors (Transduktion)

Eine Transduktion ist die Ubertragung genetischen Materials durch einen
replikationsunfahigen Virus (Vektor) in eine Zelle. Retroviren sind dabei in der Lage,
das genetische Material in die genomische DNS der Zielzelle zu integrieren (siehe
1.3.2.1.) Im Rahmen dieser Arbeit transfizierte amphotrope 293-Zellen produzieren
retrovirale Vektoren, die das Erythropoetin-Gen beinhalten, und sezernieren diese in
das umgebende Kulturmedium. Die Halbwertszeit dieser Vektoren betragt etwa 4,5
+/- 1 Stunden®®. Fir eine Transduktion wurde deshalb jede 293-Zellkultur bei einer
Zelldichte um 80% mit 5 ml Fb-Medium 8 Stunden lang inkubiert. Anschlief3end
wurde das Medium direkt verwendet oder bei -80°C eingefroren und bei Bedarf im
Wasserbad wieder aufgetaut.

2-4x10° Fibroblasten oder Keratinozyten wurden 16-18 Stunden vor jeder
Transduktion in eine Zellkulturschale (10 cm Durchmesser, Peske) ausgesat. Zur
Transduktion wurden 5 ml des Vektor enthaltenden Mediums durch einen 0,45 uym
Filter gegossen. Der Filter verhindert die Ubertragung von amphotropen 293-Zellen,
die mdoglicherweise beim Ernten der Vektorpartikel durch Abpipettieren des
Zellkulturtiberstandes mit aufgenommen wurden. Anschlie®end wurde Polybrene
(Sigma) zu einer Konzentration von 8 pg/ml beigemischt. Polybrene unterstitzt als

kationische Substanz den Kontakt zwischen Vektor und anionischer Zellmembran.
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Das Vektor-Polybrene-Gemisch wurde dann an aufeinander folgenden Tagen fir je 4

Stunden auf die Keratinozyten und die Fibroblasten gegeben®’ (siehe Abb. 11).

2-4*10°
Keratinozyten
Fibroblasten

Ende Transduktion 2

\

Transduktion 2\

|0 |16 |20 30 34] stunden .
| | 4 | 4
Aussaen / T

Transduktion 1

Ende Transduktion 1

Abbildung 11: Zeitverlauf bei der Transduktion von Fibroblasten und Keratinozyten in Stunden

2.4. Bestimmung der Konzentration von Erythropoetin-Vektoren im Uberstand der

Verpackungszellen (Vektor-Titer)

Zur Beurteilung der Effizienz einer retroviralen Verpackungszelllinie wird
Ublicherweise der Anteil sezernierter funktionstlchtiger viraler Vektorpartikel im
Medium bestimmt. Der retrovirale Titer bezeichnet die Anzahl viraler Partikel pro zu
transduzierender Zielzelle.

Daher wurden humane Fibroblasten (wie unter 2.3. beschrieben) mit
unterschiedlichen Verdinnungsstufen des Zellkulturiberstandes transfizierter
Verpackungszellen inkubiert (1:10, 1:100, 1:10% 1:10* 1:10° 1:10°). Da sich im
verwendeten Erythropoetin-Plasmid (L-hu EPO-SN) neben dem Erythropoetin-Gen
auch das Gen befindet, das Resistenz gegen Neomycin verleiht (siehe Abb. 10),
lieRen sich erfolgreich transduzierte Fibroblasten mit dem Neomycin-Derivat G418
(PAA) selektiv anreichern (innerhalb von 8 Tagen). Die Anzahl selektierter Kolonien
lasst auf die Menge funktionsfahiger Erythropoetin-Vektoren im Uberstand der

Verpackungszellen schlie3en.
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2.5. Uberpriifung auf replikationskompetente Retroviren

Um nachzuweisen, dass die retroviralen Verpackungszellen keine replikationsfahigen
Retroviren produzieren, wurde folgender Versuch durchgefuhrt: Von transduzierten
Keratinozyten und Fibroblasten wurde der Uberstand abgenommen, filtriert und auf
primare humane Fibroblasten aufgetragen (siehe Abb. 12). Bei Vorhandensein
replikationsfahiger Retroviren vervielfaltigen sich diese in den infizierten
Keratinozyten und Fibroblasten und werden von ihnen ins Kulturmedium sezerniert.
Mit diesem Medium inkubierte Zellkulturen werden ebenfalls infiziert und produzieren

Erythropoetin, das durch ELISA (siehe Kapitel 2.7.) nachweisbar ist.

Uberstand mit infektiésen
Retroviren Replikationskompetente

‘\ /‘\ /‘\

Transduzierte
Hautzellen (Kc
und Fb)

Fibroblasten

Verpackungs-

zellen

Nachweis
durch ELISA

T
4

Replikationsinkompetente
‘ ‘ ‘ retrovirale Vektoren

Fibroblasten

Verpackungs

Transduzierte
Hautzellen (Kc
und Fb)

X

Abbildung 12: Schematische Darstellung zum Nachweis, dass hergestellte Verpackungszellen
keine replikationskompetenten Retroviren produzieren

-zellen

Nicht nachweisbar
Durch ELISA <+

(@
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2.6. Herstellung von Hautkonstrukten

Um die Eigenschaften transduzierter Keratinozyten und Fibroblasten in menschlicher
Haut zu untersuchen, wurden aus beiden Zellarten In-vitro-Hautkonstrukte
hergestellt, die der menschlichen Haut vom Aufbau und der Struktur weitestgehend
identisch sein sollten.

Die Hautkonstrukte wurden in Einsatze (Nunc) kultiviert, die in die Vertiefungen von
6-well-Platten (Organogenesis) eingelassen waren (siehe Abb. 13). Die Einsatze
besitzen auf ihrer Unterseite eine 0,4 pm Polykarbonat-Membran, durch die das

darunter liegende Medium diffundieren kann.

Vertiefung 6 — well — Platte

S Einsatz

Abbildung 13: Zwei Hautkonstrukte in
Einsatzen, die in eine 6-well-Platte
eingebracht sind

Die Konstrukte entstanden in 3 Phasen: der Kollagen-Fibroblasten-Phase, der

Keratinozyten-Phase und der Luftexpositions-Phase.

2.6.1. Kollagen-Fibroblasten-Phase

Zuerst wurde 1 ml azellulare Kollagenmatrix in die Einsatze gegossen. Nachdem
diese ausgehartet war, wurden 3 ml einer Fibroblasten-Kollagenmixtur hergestellt

und daruber geschichtet. Die einzelnen Schritte wurden wie folgt durchgefuhrt:

Das Kollagen aus Rattenschwanzen (BD) wurde mit ein-normaler Essigsaure auf die
Konzentration von 3 mg/ml verdinnt. Von der azellularen Schicht wurde pro Einsatz
1 ml hergestellt. Dazu wurden 8 Teile Kollagen (BD) mit 1 Teil DMEM (10x)
(Biochrom) vermischt. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von ein-molarem NaOH
(Sigma) auf etwa 8,0 erhoht, was an einem Farbumschlag des Gemisches von gelb

nach rosa erkennbar war. AnschlieRend wurde 1 Teil fotales Kélberserum (Biochrom)
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hinzugeflgt. Zum Mischen wurde ein Glasstab verwendet. Mit einer Pipette wurde
die flissige Substanz in die Einsatze gegeben und durch Schwenken gleichmalig
verteilt.

FUr die zellulare Schicht wurden 3 ml pro Einsatz hergestellt. Wahrend die azellulare
Schicht bei Raumtemperatur erhartete, wurden fiir jeden Einsatz 5x10° Fibroblasten
ausgezahlt und mit 1 Teil fétalem Kalberserum resuspendiert. 8 Teile Kollagen
wurden mit 1 Teil DMEM (10x) vermischt und wie bei Herstellung der azellularen
Schicht mit NaOH (Sigma) titriert. AnschlieBend wurden die resuspensierten
Fibroblasten zugegeben und das Gemisch auf die Einsatze mit der azellularen
Schicht pipettiert. Zum Ausharten wurde das Konstrukt flir etwa eine Stunde im
Inkubator bei 37 °C und 5% CO, belassen, bevor im und unter dem Einsatz
Hautkonstrukt-Medium (siehe 7.) eingefullt wurde. Das Medium wurde durchgehend
alle zwei Tage gewechselt.

Nach einigen Tagen in Kultur kontrahieren sich die Konstrukte und sie bildeten in
ihrer Mitte eine Vertiefung (siehe Abb. 14).

Vertiefung

Abbildung 14:

Form eines Hautkonstrukts
gegen Ende der Fibroblasten-
Phase

2.6.2. Keratinozyten-Phase

Nach vier Tagen wurde das Medium entfernt und eine Millionen Keratinozyten in 30
Ml Hautkonstrukt-Medium (Hk-Medium, Zusammensetzung siehe 7.) in die zentrale
Vertiefung des Konstrukts pipettiert. Es wurde 15 min gewartet, bis die Keratinozyten
sich auf die Kollagenschicht gesetzt hatten, dann wurde das Hautkonstrukt fir eine
Stunde in den Inkubator gestellt, um eine Keratinozyten-Adharenz an das Kollagen
zu ermdglichen. Anschlielend wurde Hk-Medium mit Askorbinsdure (50 pg/ml) in

und unter jeden Einsatz gegeben.
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2.6.3. Luftexpositions-Phase

Vier Tage spater begann die letzte, die sogenannte Luftexpositions-Phase, in der die
Keratinozyten luftexponiert wurden, um eine Differenzierung zu ermdglichen. Dazu
wurden funf Gummistopfen (Sarstedt) unter jeden Einsatz gelegt, um einen
Zwischenraum zwischen Einsatz und Kulturschalenboden zu bilden. In diesen wurde
so viel Medium geflllt, dass der Boden des Einsatzes gerade von unten bedeckt war.
So wurden die Hautkonstrukte von der Unterseite, durch die Kollagenschicht
hindurch mit Medium versorgt, wodurch die Blutversorgung der Dermis imitiert wurde

(siehe Abb. 15).
Medium

{|.Y

”

Abbildung 15: Zwei Hautkonstrukte in Einsédtzen, die in eine 6-well-Platte eingebracht sind;
markiert ist der Bereich in den das Medium wahrend der Luftexpositions-Phase eingefiillt wird.

Wie in der Keratinozyten-Phase wurde dem Medium Askorbinsaure beigemischt. Der
Kalziumgehalt des Mediums wurde auf 1,4 mM angehoben. Dies fuhrte dazu, dass
die Keratinozyten differenzierten und die verschiedenen Zellschichten einer
Epidermis bildeten. Die Hautkonstrukte wurden flr drei Tage in Luftexposition

belassen.

2.7. Bestimmung der Erythropoetin-Sekretion von Zellkulturen und Hautkonstrukten

aus transduzierten Zellen

Der Uberstand transduzierter Zellen (Keratinozyten und Fibroblasten in Zellkultur
oder Hautkonstrukt) wurde gewonnen, um darin die Konzentration sezernierten

Erythropoetins zu messen.
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Zellen aus jeder Zellkultur wurden 1-2 Tage nach Transduktion in Kulturplatten mit 6
Vertiefungen (6-well-Platten, Organogenesis) gesat (100 000 Zellen pro Einsatz) und
zu einer Dichte von etwa 70% herangezuchtet. 4 ml des Kultur-Mediums (Kc-Medium
fur Keratinozyten, Fb-Medium fur Fibroblasten) wurden fur vier Stunden in die
jeweilige Vertiefung gegeben und anschlieend auf den Gehalt an Erythropoetin
untersucht. Die Zellzahl jeder Kultur wurde nach Abldsen der Zellen durch Trypsin
mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Bei Hautkonstrukten wurde am dritten Tag der Luftexpositions-Phase Kulturmedium
zur Bestimmung des Erythropoetin-Gehaltes gewonnen. Das Medium wurde unter
die Einsatze gefillt, um den Abtransport von Erythropoetin durchs Blut von der
Dermis aus zu imitiert. Das Medium wurde dort etwa 24 Stunden belassen.

AnschlieRend wurde es in mehreren Verdlinnungsschritten um 1:100 verdunnt.

Um die Erythropoetin-Menge in den Uberstanden quantitativ zu bestimmen, wurde
ein Enzymimmunoassay durchgefihrt. Es wurde mit den Reagenzien und nach dem
Protokoll von IBL gearbeitet. Dazu wurden mit Kaninchen-anti-Erythropoetin

Antikdrpern beschichtete Mikrotiterplatten verwendet (siehe Abb. 16).

LYY Y |

Abbildung 16: Schematische Darstellung einer mit Anti-Erythropoetin beschichteten
Mikrotiterplatte

In diese wurden die Standardlosungen, Kontrollseren und Proben pipettiert, deren
Erythropoetin sodann wahrend 3-4 stundigen Schittelns von den Antikérpern
spezifisch gebunden wurde (siehe Abb. 17). Zum Schutteln wurde die Mikrotiterplatte

auf einem Orbitalschuttler befestigt, der 500 Bewegungen pro Minute ausfihrte.

Erythropoetin
LYYY |
Abbildung 17: Mikrotiterplatte mit Anti-Erythropoetin-Beschichtung und daran gebundenem
Erythropoetin

Nach Entfernung der Ubrigen Inhaltsstoffe der Proben durch mehrmaliges Waschen
wurden Kaninchen—anti—Erythropoetin—Antikorper, die an Biotin gekoppelt waren,
dazugegeben. Wahrend einer 16 bis 18 stundigen Inkubationszeit banden sich diese

an das fixierte Erythropoetin (siehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Mikrotiterplatte mit Anti-Erythropoetin-Beschichtung, daran gebundenes
Erythropoetin und Anti-Erythropoetin-Antikérper gekoppelt mit Biotin

Nach erneutem Waschen wurden Anti—Biotin AntikGrper von der Ziege, gekoppelt an
alkalische Phosphatase, in die Mikrotiterplatten gegeben. Wahrend eines

zweistundigen Schuttelns haften sich diese an das Biotin (siehe Abb. 19).

Alkalische Phosphatase
N "
={*Anti — Biotin - Antikorper

¢ ¢ Y
Abbildung 19: Mikrotiterplatte mit Anti-Erythropoetin-Beschichtung, daran gebundenes

Erythropoetin und Anti-Erythropoetin-Antikérper, gekoppelt mit Biotin, sowie daran
gebundenen Anti—Biotin-Antikérpern, gekoppelt mit alkalischer Phosphatase

Die Vertiefungen wurden ausgewaschen und gelostes p-Nitrophenyl-Phosphat
hinzugegeben. Von diesem spaltet die Phosphatase wahrend einer zweistindigen
Inkubation auf dem Orbitalschittler enzymatisch den Phosphatteil ab. Je mehr
Phosphatase vorhanden ist, desto mehr p-Nitrophenyl entsteht bei diesem Vorgang.
Da p-Nitrophenyl ein gelber Farbstoff ist und bei 405 nm Licht absorbiert, kann
dieses Substrat quantitativ mit einem Mikrotiter-Photometer gemessen werden.

Der Gehalt an gelbem Farbstoff ist somit direkt proportional zu dem in den Proben
vorhandenen Erythropoetin. Anhand einer Standardkurve wurde aus den
Absorptionswerten die Konzentration von Erythropoetin in jeder Probe berechnet. Die
Ergebnisse wurden in IU/ml (International Units pro ml) angegeben.

1000IEentsprechen etwa 4,2 ug Erythropoetin.
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2.8. Fixierung der Hautkonstrukte und Herstellung histologischer Schnitte

11 Tage nach Herstellung und 3 Tage nach Beginn der Luftexpositions-Phase,
wurden die Hautkonstrukte fixiert. FUr mindestens 24 Stunden wurde Formalin
(Sigma) in und unter jeden Einsatz geflllt und die 6-well-Platte Iluftdicht
verschlossen. AnschlieBend wurden die Konstrukte mit einer Pinzette aus den
Einsatzen geldst, halbiert und in Einbettkassetten (Merck) in 80 % Ethanol gelegt. Sie
wurden maschinell entwadssert und in Paraffinblocke gebettet. Mit Hilfe eines
Mikrotoms wurden sie in 5 pm dicke Stlicke geschnitten und erst in ein lauwarmes
Wasserbad und dann auf Glycerin beschichtete Objekttrager gelegt. Nach dem
Trocknen wurden diese mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt.

2.9. Statistische Auswertung

Der T-Test fur unverbundene Stichproben (Student-Test) wurde angewandt, um
jeweils zwei Stichproben (mit Umfang ni/ny, Mittelwerten x4/x2 und
Standardabweichung s1/sz) miteinander zu vergleichen. Ziel war, herauszufinden, ob
die Erwartungswerte der Stichproben sich signifikant voneinander unterscheiden.
Voraussetzung fur die Anwendung dieses Tests ist, dass quantitative Merkmale
vorliegen und beide Stichproben aus Verteilungen kommen, die normalverteilt sind
und eine gleiche Streuung haben. Die Prufung auf Normalverteilung erfolgte mit dem
X2-Test, die Prufung auf gleiche Standardabweichung der Verteilungen durch eine

Varianzanalyse.

Konkret wurden die sezernierten Erythropoetin-Mengen von transduzierten
Keratinozyten und Fibroblasten, sowie die Erythropoetin-Mengen von den
verschiedenen Hautkonstrukten in jeweils drei Ansatzen gemessen und durch X2
Test und Varianzanalyse untersucht, welche Normalverteilung und Streuung besteht.
So wurden die Vorraussetzungen zur Verwendung des Student T-Tests gepruft.
AnschlieBend wurden die Erythropoetin-Mengen-Mittelwerte von Keratinozyten mit
denen von Fibroblasten und jeweils die Erythropoetin-Mengen-Mittelwerte von zwei
Hautkonstrukt-Varianten miteinander durch den Student-Test verglichen. Ziel war es,
herauszufinden, ob sich die Ergebnisse signifikant voneinander unterscheiden oder

nicht.
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Bei einem T-Test ist die PriifgroRe t als Quotient aus Differenz der Mittelwerte einer
Stichprobe (x4 und X;) und dem mittleren Fehler dieser Differenz zu verstehen. Die
PrufgroRe t betragt bei nq, ny = 3:

t= (x1-X2) /s1.2% \ (2/3), wobei s12 = V [(251% +25,%) | 4]

Auch die Anzahl der Freiheitsgrade (v) spielt eine Rolle: v =n1+ ny-2 =4

In statistischen Tabellen kann ein sogenannter kritischer Wert ty; fur verschiedene
Freiheitsgrade (v) und bei verschiedenen Irrtumswahrscheinlichkeiten abgelesen
werden. Man geht davon aus, dass die Stichproben sich signifikant voneinander

unterscheiden, wenn gilt: t groRer als tiit.

Beim X2Test zur Prifung auf Normalverteilung einer Stichprobe werden die
Differenzen zwischen den wahrgenommenen Resultaten und den Erwartungswerten
(annaherungsweise Mittelwerten) quadriert, durch den jeweiligen Erwartungswert
dividiert und dann untereinander addiert. Auch hier kann in statistischen Tabellen ein
kritischer Wert xyit abgelesen werden. Wenn X2 kleiner ist als xyit bedeutet dies, dass
die untersuchte Verteilung mit einer festgelegten Wahrscheinlichkeit der

theoretischen Normalverteilung unterliegt.

Eine Varianzanalyse wird durchgefihrt, um herauszufinden, ob zwei oder mehr
Stichproben, die einer normalverteilten Grundgesamtheit angehoéren, gleiche
Varianzen (= s?) besitzen. Die PriifgroRe F = s%nax (grokte Varianz der Stichprobe) /
s2min (Kleinste Varianz der Stichprobe) wird mit einem kritischen Wert Fyi; verglichen,
der fUr die Freiheitsgrad v1 = Anzahl der Stichproben und v2 = n-1 aus einer
statistischen Tabelle zu entnehmen ist.

Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 0,05 wurden als
signifikant, Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 0,001 wurden als

hoch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Gewinnung retroviraler Erythropoetin-Vektoren

Um retrovirale Vektoren herzustellen, die das Erythropoetin-Gen auf Hautzellen
Ubertragen kénnen, wurde eine Verpackungszelllinie mit einem Plasmid transfiziert,

dass das humane Erythropoetin-Gen beinhaltet (siehe Abb. 10).

3.1.1. Untersuchung des Erythropoetin-Plasmids

Das Plasmid wurde durch spezifische Enzyme geschnitten und sein Aufbau durch
Elektrophorese bestatigt (siehe Abb. 20).

Proben bei 1049 bp, 5863 bp
\

> Proben

DNS-Leiter als Matrixvorlage

Abbildung 20: Fotographie von acht Proben mit aufgetrennten
Plasmidstiicken des geschnittenen Erythropoetin-Plasmids

Die dabei entstandenen Signalstreifen bei 1049 bp und 5863 bp entsprechen den
Fragmenten des Erythropoetin-Plasmids (siehe Abb. 10). Das Ergebnis lasst die
Schlussfolgerung zu, dass die untersuchten Proben aus Plasmiden bestehen, die

das Erythropoetin-Gen beinhalten.

3.1.2. Erythropoetin-Produktion der transfizierten Verpackungszellen

Mit Hilfe eines ELISA wurde der Uberstand von transfizierten und nicht transfizierten
Verpackungszellen untersucht. Wahrend im Uberstand nicht veranderter Zellen kein
Erythropoetin gefunden wurde, konnte im Uberstand der transfizierten Zellen eine

hohe Erythropoetin-Konzentration nachgewiesen werden. Diese war so hoch, dass
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sie unverdinnt die photometrisch exakt messbare Grenze Uberschritt. Das Ergebnis
zeigt, dass die transfizierten Zellen nicht nur das gewtlinschte Plasmid mit dem
Erythropoetin-Gen aufgenommen haben, sondern auch Erythropoetin daraus bilden.

Auf eine Quantifizierung wurde verzichtet, da sie lediglich das Ausmal} der
Erythropoetin-Sekretion durch die Verpackungszelllinie charakterisiert hatte, jedoch
nicht die flr die Effizienz der Zelllinie entscheidende Sekretionsleistung an viralen
Partikeln, die das Erythropoetin-Gen transferieren. Diese wurde durch die

Titerbestimmung quantifiziert (siehe 3.1.3.)

3.1.3. Bestimmung des Titers retroviraler Erythropoetin-Vektoren aus transfizierten

Verpackungszellen

Es wurde aullerdem bestimmt, in welchem Ausmall die transfizierten
Verpackungszellen funktionstlichtige, das Erythropoetin-Gen transportierende
Vektoren sezernieren (siehe 2.4.).

Nach Inkubation von Fibroblasten mit dem Uberstand transfizierter
Verpackungszellen, der auf 10 verdiinnt war, und anschlieBender Selektion mit
G418, wuchsen noch durchschnittlich 5 Fibroblasten-Kolonien heran. Deshalb ergab
sich ein retroviraler Titer von 5 x 10° retroviraler Partikel pro ml.

Bei einer Fibroblasten-Dichte von 4-8 x 10° vor der Selektion berechnet sich die
sogenannte MOI (Multiplicity of Infection, die der Anzahl der transduzierenden
Partikel pro befallener Zelle entspricht) aus 5 x 10° x 5 ml/4-8 x 10° auf etwa 3 bis
6.

3.2. Produktion und Sekretion von Erythropoetin durch transduzierte primare humane

Keratinozyten und Fibroblasten in Zellkultur

Humane Keratinozyten und Fibroblasten wurden mit dem Erythropoetin-Vektor
transduziert (siehe 2.3.). Vier bis sechs Tage spater wurde der Uberstand beider
Zellarten gewonnen. Es wurde untersucht, ob die Zeitspanne, in der das produzierte
Erythropoetin gesammelt wird, einen Einfluss auf das Ergebnis hat. Mdglich ware
beispielsweise, dass eine Zellkultur nach einem Medium-Wechsel vorerst nur wenig
sezerniert und erst eine Erholungsphase braucht. Auch ware denkbar, dass die

Zellen einen produzierten Stoff nicht kontinuierlich, sondern in grélReren Abstanden
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abgeben. Es zeigte sich, dass die Erythropoetin-Konzentration einer Keratinozyten-
und Fibroblasten-Probe wahrend der Inkubationszeit linear steigt (durchschnittlich 30
miU/2h, 68 miU/4h, 102 mlU/6h, 143 mlU/8h, siehe Abb. 21; ein IU (International
Unit) entspricht 4,2 ng Erythropoetin). Somit scheint die Inkubationszeit keinen

Einfluss auf das Ergebnis zu haben.

150

100 -

50 -

Erythropoetin (mlU)

2 4 6 8
Zeit (Stunden)

Abbildung 19: Veranschaulichung der Erythropoetin-Konzentration vom Uberstand
transduzierter Keratinozyten im Laufe von 2, 4, 6 und 8 Stunden, fiir Fibroblasten zeigte sich
ein ahnlicher Verlauf

Nach diesem Vorversuch wurde die Menge sezernierten Erythropoetins im Medium
transduzierter Keratinozyten und Fibroblasten nach vierstindiger Inkubationszeit mit
Hilfe eines ELISA bestimmt. Die Erythropoetin-Mengen von jeweils drei
transduzierten Keratinozyten-Populationen und die von drei transduzierten
Fibroblasten-Populationen wurden durch X2-Test und Varianzanalyse untersucht und
nachgewiesen, dass diese normalverteilt sind und die gleiche Streuung haben. Bei
den Keratinozyten fand sich ein Mittelwert von 80,2 + 11 mlU/10° Zellen und bei den
Fibroblasten ein Mittelwert von 82,0 + 10 mlU/10° Zellen (siche Abb. 23).
Anschlieend wurde durch den Student-Test nachgewiesen, dass sich die
Erwartungswerte beider Stichproben nicht signifikant voneinander unterscheiden.
Transduzierte Keratinozyten und Fibroblasten produzierten statistisch gesehen die

gleiche Menge Erythropoetin (siehe Tabelle 5 und Abb. 22).
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Transduzierte Zellen Erythropoetin-Konzentration
(mlU/10° Zellen)

Keratinozyten Nr. 1 (Kc-E 1) 92,72
Keratinozyten Nr. 2 (Kc-E 2) 77,06
Keratinozyten Nr. 3 (Kc-E 3) 70,78

Mittelwert 80,19
Fibroblasten Nr. 1 (Fb-E 1) 90,47
Fibroblasten Nr. 2 (Fb-E 2) 84,90
Fibroblasten Nr. 3 (Fb-E 3) 70,68

Mittelwert 82,01

Tabelle 5: Erythropoetin-Konzentration im Uberstand transduzierter Keratinozyten (Kc) und
Fibroblasten (Fb), E steht fiir das in diese Zellen integrierte Erythropoetin-Gen; es wurden
jeweils drei unterschiedliche Populationen primarer Zellen transduziert und untersucht.

Kc-E1

Kc-E2 Ke-E3

Abbildung 20: Erythropoetin-Sekretion transduzierter humaner Keratinozyten (Kc-E 1 — 3) und
Fibroblasten (Fb-E 1 — 3) in mUnits pro 10° Zellen nach 4 Stunden Einwirkzeit

miuU/ml
0 - T
80,
70 - L
60,
50 - Kc-E
40,
30,
20,
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0

Abbildung 21: Durchschnittliche Erythropoetin-Sekretion transduzierter humaner
Keratinozyten (Kc-E) und Fibroblasten (Fb-E) in mIU/ml pro 10° Zellen mit Standardabweichung
nach vierstiindiger Inkubation
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3.3. Durchfiihrung einer Negativkontrolle

Als Negativkontrolle wurde eine Transduktion mit dem retroviralen Vektor pHa MDR
1/A durchgefiihrt, der das MDR- (,multi drug resistence*) Gen enthalt™*. Im Medium
von Keratinozyten und Fibroblasten, die mit dem MDR-Gen transduziert worden

waren, wurde kein Erythropoetin gefunden.

3.4. Uberpriifung auf replikationskompetente Retroviren

Um nachzuweisen, dass die zur Transduktion benutzten retroviralen Vektoren sich
nicht selbststandig in einer transduzierten Zielzelle vermehren konnen, wurde der
Uberstand transduzierter Keratinozyten und Fibroblasten auf replikationskompetente
Viren untersucht (siehe 2.5., Abb. 12). Es wurde nachgewiesen, dass der Uberstand

keine replikationskompetenten Erythropoetin-Viren enthalt.

3.5. Herstellung der Hautkonstrukte

Ein entscheidendes Ziel dieser Arbeit war, Hautkonstrukte aus Keratinozyten und
Fibroblasten zu etablieren, die menschlicher Haut moglichst ahnlich sind, um mit
deren Hilfe wichtige Fragen zu einer moglichen klinischen Anwendung einer kutanen
Erythropoetin-Gentherapie zu beantworten. Es gibt verschiedene Ansatze zur
Herstellung von Hautkonstrukten. Gemeinsam ist ihnen eine kollagene
Grundsubstanz, in die Fibroblasten eingebettet werden und auf die eine

Keratinozytenschicht gesat wird.

3.5.1. Einstellung des pH-Wertes

Wichtig bei der Herstellung eines Hautkonstrukts ist, dass das Kollagen, in das die
Fibroblasten eingebettet werden, innerhalb einer bestimmten Zeit polymerisiert und
dadurch die Konsistenz hart wird*’. Einfluss darauf hat unter anderem der pH-Wert
des Gemisches. Anfangs wurde das saure Kollagen mit Hilfe von Bikarbonat auf
einen pH-Wert von etwa 7,5 eingestellt. Bei diesem Wert kam es jedoch nur zu einer
ungenugenden Aushartung der Kollagengele. Deshalb wurde der pH-Wert in der

Folgezeit schrittweise mit NaOH angehoben. Bei einem pH-Wert von 8,0 harteten die
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Konstrukte in etwa 60 Minuten aus, so dass anschlieRend das Kulturmedium

eingefullt werden konnte.

3.5.2. Fibroblasten und Kollagen

Die Aushartung des Kollagen-Gels geht durch die Aktivitat der Fibroblasten mit einer
Kontraktion des Hautkonstrukts einher. Hierdurch bildet sich innerhalb der ersten
Tage eine zentrale Vertiefung im Gel, in die man die Keratinozyten-Suspension
einfullen kann. Allerdings kann es durch die Kontraktion des Gels auch zur Lésung
des Konstruktes vom Boden des Kulturschalen-Einsatzes mit Verlust seiner
gewunschten Struktur kommen. Um dies zu verhindern, wurde ein Teflon-Ring als
Gewicht auf den Rand des Kollagengels gelegt. Das Konstrukt wird durch den Ring
an den Boden gedruckt, der zudem als zusatzliche Begrenzung fur die eingefllite

Keratinozyten-Suspension dient (siehe Abb. 24).

Ring

Fibroblastenschicht

Abbildung 24: Hautkonstrukt mit Teflonring (grau), die Fibroblasten-Kollagen-Schicht befindet
sich unter dem Ring (rosa)

Es zeigte sich allerdings, dass der Ring das Konstrukt an den Seiten meist so stark
herabdrickte, dass zum Rand hin ein Gefédlle entstand, durch welches die

Keratinozyten-Suspension nach aufl3en herabfloss (siehe Abb. 25).

47



Keratinozyten

Fibroblasten

Abbildung 25: Rand eines Hautkonstrukts mit deutlich verdickter, iliberhdngender Schicht an
Keratinozyten, die von der Kollagen-Fibroblasten-Schicht herabgeflossen sind

Aus diesem Grund wurde das Konstrukt weiter modifiziert: Es wurde zuerst eine
azellulare Kollagenschicht in den Kulturschalen-Einsatz gegossen, auf die nach ihrer
Aushartung die zellulare Fibroblasten-Kollagenschicht aufgetragen wurde. Dies
fuhrte dazu, dass das Konstrukt besser am Boden haftete. Eine Kontraktion der
obersten Schicht durch die Fibroblasten fuhrte innerhalb von vier Tagen zu einer
zentralen Vertiefung, in die die Keratinozyten-Suspension geflllt werden konnte
(siehe Abb. 26).

Vertiefung

Abbildung 26:

Form eines Hautkonstrukts
gegen Ende der Fibroblasten-
Phase (ab Tag 4)

Da diese Vertiefung recht flach war, sodass beim Einfullen der Keratinozyten-
Suspension zeitweise eine kleine Menge herausfloss, wurde die Form der
Hautkonstrukte weiter optimiert. Es wurde festgestellt, dass durch Variation der
Fibroblastenzahl die Vertiefung in den Hautkonstrukten beeinflusst wird. Auch ein
Einfluss der Fibroblasten-Zahl auf die Anzahl der Schichten in der Epidermis und

deren Stratifizierung wurde beobachtet. Nach einem mikroskopischen Vergleich von
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Hautkonstrukten mit verschiedenen Fibroblasten-Konzentrationen wurde die
Fibroblastenzahl von 10° pro Einsatz schrittweise auf 5x10° erhoht, was zu einer
deutlichen Verbesserung der morphologischen Struktur der Epidermis fuhrte (siehe
Abb. 30). Eine weitere Steigerung der Fibroblastenkonzentration brachte keine

sichtbare Verbesserung.

3.5.3. Keratinozyten

Auch die Zahl der ausgesaten Keratinozyten stellt eine kritische GroRe dar. Bei der
Verwendung von weniger als 10° Keratinozyten kam es oft zu einer ungentugenden
Stratifizierung der Epidermis (siehe Abb. 27). Dafur ursachlich war vermutlich, dass
ein nicht unerheblicher Teil der ausgesaten Keratinozyten nach Einflllen des

Mediums weggespult wird und so verloren geht.

Abbildung 27: Epidermis mit wenigen Schichten

und abrupter Differenzierung (—)

Wenn sich durch Kontraktion der Fibroblastenschicht die gewlnschte Vertiefung
gebildet hatte und anschlieRend eine ausreichende Menge von Keratinozyten darauf
ausgesat wurde, konnte man nach einigen Tagen die Epidermis als feine gelbliche
Schicht auf jedem Hautkonstrukt sehen. In der Luftexpositions-Phase kann eine

Verhornung in Form von gelblichen Erhebungen erahnt werden.
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Abbildung 28: Hautkonstrukt mit Epidermis, links durch schwarze Markierung hervorgehoben

3.5.4. Differenzierung der Epidermis

Der zeitliche Verlauf der Herstellung eines Hautkonstrukts wurde ebenfalls variiert.
Eine Verlangerung der viertagigen Phase nach Aussaat der Keratinozyten, in der das
Hautkonstrukt komplett von Medium bedeckt ist (Keratinozyten-Phase), veranderte
das mikroskopische Ergebnis der Hautkonstrukte nicht. Dagegen beeinflusste die
Dauer der Luftexpositions-Phase, die flr die Differenzierung und Stratifizierung der
Epidermis bedeutsam ist, die Morphologie der Hautkonstrukte stark. So zeigte die
Epidermis nach funf Tagen Luftexposition nicht nur bedeutend mehr Schichten,
sondern auch eine starkere Verhornung (Hyperkeratose) mit einer deutlichen
Verhornungsstérung (Auftreten  kernhaltiger Zellen im Stratum corneum
(Parakeratose)). Desweiteren kam es zu einer Differenzierungsstorung der
Keratinozyten in den mittleren und unteren Schichten der Epidermis mit vorzeitiger
Verhornung der Zellen (Dyskeratose) (siehe Abb. 29).

Im Gegensatz dazu zeigte sich nach einer Luftexpositions-Phase von drei Tagen
eine regelrecht stratifizierte und differenzierte Epidermis, die von einer diunnen,

kernlosen Hornschicht bedeckt war (siehe Abb. 30).
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Zellkerne im Stratum
corneum (Parakeratose)

Stratum corneum
Hyperkeratose

Dyskeratose

Abbildung 29: Hyper- und parakeratotosche Epidermis mit multiplen
dystrophischen Zellen nach fiinftagiger Luftexpositions-Phase

3.6. Bildung einer regelrecht strukturierten Haut durch genetisch modifizierte

Keratinozyten und Fibroblasten

Im Zusammenhang mit den Hautkonstrukten war auch von Interesse, ob die
genetische Modifikation von Keratinozyten und Fibroblasten Einfluss auf die
Ausbildung einer ausgereiften, regelrecht stratifizierten Epidermis und einer

wohlgebildeten Dermis nimmt.

Es wurden Hautkonstrukte aus verschiedenen Kombinationen veranderter und
unveranderter Zellen hergestellt: Hautkonstrukte, in denen sowohl Erythropoetin-
transduzierte Keratinozyten als auch Fibroblasten integriert wurden, Hautkonstrukte,
in denen natiurliche, nicht transduzierte Keratinozyten, aber transduzierte
Fibroblasten verwendet wurden und Hautkonstrukte mit unbehandelten Fibroblasten,
auf die transduzierte Keratinozyten gesat wurden. Zur Kontrolle wurden

Hautkonstrukte mit ausschlief3lich natirlichen Zellen hergestellt. Es fand sich kein

51



erkennbarer morphologischer  Unterschied zwischen den verschiedenen

Hautkonstrukten.
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Abbildung 30: Darstellung eines Hautkonstrukts nach elftégiger Kultivierung

3.7. Produktion und Sekretion von Erythropoetin durch transduzierte humane primare

Keratinozyten und Fibroblasten in Hautkonstrukten

Es wurden Hautkonstrukte hergestellt, in denen entweder nur die Keratinozyten, die
Fibroblasten oder aber beide Zellarten mit dem Erythropoetin-Vektor transduziert
worden waren. Anschlielend wurde am 12. Tag der Kultivierung Kulturmedium zur
Bestimmung des Erythropoetin-Gehalts entnommen.

Die Menge des innerhalb von 24 Stunden sezernierten Erythropoetins wurde mit
Hilfe eines quantitativen ELISA bestimmt. Es wurden drei unterschiedliche
Hautkonstrukte jeder Variante untersucht und durch X3Test und Varianzanalyse

statistisch ausgewertet. So wurde festgestellt, dass die Ergebnisse jeweils einer
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Normalverteilung mit gleicher Streuung unterliegen. Bei den Mittelwerten zeigten sich
deutliche Unterschiede je nach Versuchsbedingungen. Hautkonstrukte mit
Erythropoetin-transduzierten  Keratinozyten und unveranderten Fibroblasten
sezernierten lediglich 2,70 += 1,25 IU Erythropoetin ins Medium. Dagegen
produzierten Hautkonstrukte, in die unveranderte Keratinozyten und transduzierte
Fibroblasten integriert worden waren, 25,31 + 1,58 IU Erythropoetin und
Hautkonstrukte, bei denen beide Zellarten transduziert worden waren, sogar 30,54 +
2,32 IU (siehe Tabelle 6, Abb. 31 u. 32). Dem Student-Test zufolge sind diese

Unterschiede signifikant bzw. sehr signifikant.

Hautkonstrukt Erythropoetin- -
HK mit Menge (IU/HK) Mittelwerte

(HKa) |[Kc-E1 | Fb 1 3,6370

Gruppe1 | (HKb) |Kc-E2 | Fb2 1,2884 2,7036
(HKc) |[Kc-E3 | Fb 3 3,1855
(HKd) | Fb-E1 | Fb 1 24,1128

Gruppe 2 |(HKe) |Fb-E2 |Fb2 27,1017 25,3079
(HKf) |Fb-E3 |Fb3 24,7093
(HKg) | Kc-E1 | Fb-E 1 28,4615

Gruppe 3 | (HKh) | Kc-E2 | Fb-E 2 30,1189 30,5390
(HKi) |Kc-E3 |Fb-E3 33,0367

Tabelle 6: Erythropoetin-Mengen im 24 Stunden-Uberstand von Hautkonstrukten (HK)
aus verschiedenen Kombinationen transduzierter Keratinozyten (Kc-E) und
Fibroblasten (Fb-E) und unveranderten Zellen (Keratinozyten (Kc) und Fibroblasten (Fb)
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Abbildung 31: Erythropoetin-Konzentration in Units im 24 Stunden-
Uberstand von Hautkonstrukten aus verschiedenen Kombinationen
transduzierter Keratinozyten und Fibroblasten
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Abbildung 32: Durchschnittliche Erythropoetin-Sekretion genetisch modifizierter
Hautkonstrukte. Gruppe 1: Keratinozyten wurden mit Epo-Vektor transduziert,
Gruppe 2: Fibroblasten wurden mit Epo-Vektor transduziert, Gruppe 3:
Keratinozyten und Fibroblasten wurden mit Epo-Vektor transduziert.
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3.8. Negativkontrolle der Hautkonstrukte

Auch fur Hautkonstrukte wurde eine Negativ-Kontrolle durchgefuhrt. Aus MDR-
transduzierten Keratinozyten und Fibroblasten wurden Hautkonstrukte angefertigt.

Bei diesen fand sich kein Erythropoetin im Kulturmedium.
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4. Diskussion

Rekombinantes Erythropoetin ist bei einer Vielzahl von Krankheiten therapeutisch
wirksam (siehe 1.5.3.). Dennoch wird es heutzutage aufgrund seiner hohen
Behandlungskosten zu selten angewendet?’. Die bisherige Erythropoetin-Therapie ist
umstandlich, da das Hormon in regelmafligen Abstanden subkutan oder intravends
gespritzt werden muss. Dadurch riskiert man sowohl Infektionen als auch lokale
Unvertraglichkeiten an der Injektionsstelle und verlangt vom Patienten eine hohe
Compliance. In dieser Arbeit wurde die alternative Mdglichkeit einer Gentherapie
behandlungsbedirftiger Patienten naher untersucht. Hierzu wurde das Transfer-Gen

Erythropoetin in Hautzellen eingebracht.

Die Haut eignet sich aus mehreren Grinden besonders fur eine derartige
Gentherapie. Sie ist fur eine Entnahme von Zellen direkt zuganglich. Keratinozyten
und Fibroblasten lassen sich unkompliziert in Kultur vermehren und genetisch
verandern. Mit Hilfe von Hautkonstrukten lassen sich praklinische Untersuchungen
durchfihren, die die Eigenschaften von genetisch veranderten Zellen Uber die
Monolayer-Zellkultur hinaus demonstrieren. Haut lasst sich im Vergleich zu anderen
Organen einfach transplantieren. Sie ist aul3erst gut durchblutet. Nach genetischer
Veranderung eines Hautareals lasst sich dieses gut kontrollieren und bei

Nebenwirkungen einfach entfernen'®,

Ziel dieser Arbeit war insbesondere zu untersuchen, welche Zellen der Haut fur eine
genetische Modifikation mit dem Erythropoetin-Gen am besten geeignet sind. Es
wurde ein Vergleich der beiden haufigsten Zellarten, Keratinozyten und Fibroblasten,
in Bezug auf ihre Sekretionsleistung nach retroviralem Transfer des Erythropoetin-
Gens durchgefuhrt. Hierzu wurde ein Hautkonstruktmodell entwickelt, in dem die
Sekretionsleistung beider Zellarten ahnlich wie in menschlicher Haut untersucht
werden konnte.

Im Folgenden werden verschiedene Varianten von Hautkonstrukt-Modellen
vorgestellt und sowohl ihre Vorziuge im Vergleich zu Monolayer-Kulturen als auch
ihre Grenzen als Modell fur natiurliche Haut aufgefuhrt. Dabei wird besonders auf die
in dieser Arbeit hergestellten Hautkonstrukte eingegangen. Ferner wird die

Sekretionsleistung transgener Keratinozyten und Fibroblasten in Monolayer-Kultur
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und im Hautkonstrukt diskutiert. Eine mogliche klinische Anwendung dieses Modells
wird unter Berucksichtigung der Effizienz und der Moglichkeiten einer weiteren

Optimierung sowie zu beachtender Sicherheitsrisiken diskutiert.

4.1. Hautkonstruktmodelle

4.1.1. Varianten von Hautkonstrukten

Es gibt unterschiedliche Verfahren zur Herstellung von Hautkonstrukten. Die
einfachsten Formen bestehen lediglich aus Epidermis, die auf semipermeablen

® oder auf toter Dermis® kultiviert wird. Vorteil der Verwendung

Membranen'®
solcher Dermis ist die vorhandene Basalmembran, an die sich Keratinozyten
hervorragend anheften.

Allerdings unterstutzt der Kontakt zu lebenden Fibroblasten sowohl das Wachstum
als auch die Epithelialisierung von Keratinozyten, beispielsweise durch Sekretion
parakriner Mediatoren, erheblich'®. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit
ausschlieBlich Hautkonstrukte hergestellt, die aus einem Kollagen-Fibroblasten-
Gemisch als dermales Aquivalent bestehen, auf das eine Keratinozyten-Suspension

6, 91
d®

gesat wir . Durch Luftexposition und Zugabe von Kalziumchlorid differenzieren

diese in eine stratifizierte Epidermis’*'+1%°

. Immunhistochemische Untersuchungen
wiesen nach, dass Keratinozyten in einem solchen Hautkonstrukt charakteristische
Differenzierungsmarker einer Epidermis produzieren, wie Filaggrin, Involukrin und
Transglutaminasesg. Elektronenmikroskopisch wurden typische Strukturen wie
Desmosomen, Fibrillen und eine reguldre dermal-epidermale Basalmembran-

t33

Architektur dargestellt™. Zudem wurde gezeigt, wie Differenzierung und Stabilitat der

Epidermis durch Fibroblasten beeinflusst werden'?*%".

Es wurden unterschiedliche Varianten von Hautkonstrukten mit integrierten
Fibroblasten beschrieben. Fur die Herstellung der Epidermis ergeben sich dabei
folgende Herausforderungen: Fur jedes Hautkonstrukt wird eine grof’e Anzahl
Keratinozyten bendtigt, was entweder ein groRes Stuck Haut zur Isolierung der
Zellen erfordert oder einen langen Zeitraum zu ihrer Anztuchtung und Vermehrung,
wobei sich dadurch Morphologie und Verhalten der Keratinozyten verandern'. Eine

elegante Ldsung ist die Implantation von Haarfollikeln in das dermale Aquivalent, aus

57



deren Wurzeln Keratinozyten auswandern, um innerhalb von durchschnittlich 14
Tagen eine Epidermis zu formen®. Eine weitere Mdglichkeit ist die Optimierung der
Keratinozyten-Proliferation schon vor der Herstellung eines Hautkonstrukts. Dies ist

beispielsweise mit Hilfe von Fibroblasten und Wachstumskomponenten mbglich93.

Das dermale Aquivalent kann sowohl durch die Art des Kollagens, als auch durch die

Dichte der Fibroblasten'”® variiert werden'®.

Auch in dieser Arbeit wurde die
Fibroblasten-Dichte mehrfach verandert und optimiert (siehe 2.6.1.).

Die mechanische Stabilitit des dermalen Aquivalents wird durch Einsatz von
Materialien, die die Haftung von Kollagen erméglichen, verbessert™. Als Alternative
zum Kollagen als Tragersubstanz verwendeten andere Forschungsgruppen auch
erfolgreich Fibringel'® und synthetische Polymere®. Lee et al. entwickelten ein
dermales Aquivalent, das ohne zugegebene Tréagersubstanz aus Fibroblasten
besteht, die Uber mehrere Wochen in speziellem Medium kultiviert wurden und so

selbststandig extrazelluldre Matrix produzierten''2.

In der Literatur sind etliche Varianten von Kulturmedien fur Hautkonstrukte
beschrieben’. Dies ist ein Zeichen daflir, dass es schwierig ist, den Bedurfnissen
beider Zellarten, Keratinozyten und Fibroblasten, zu genugen und auf’erdem die
Differenzierung einer Epidermis zu unterstitzen. Neben Variationen der
Konzentration von Wachstums- und Differenzierungshormonen wird beispielsweise
diskutiert, ob es sinnvoll ist, autologes, zum Zellspender passendes Serum zu
benutzen, um das Wachstum zu verbessern und Komplikationen bei eventueller
Transplantation zu vermeiden®. Andere Forschungsgruppen propagieren den
volligen Verzicht auf Serum'™. In dieser Arbeit wurde erfolgreich ftales Kalberserum

in niedriger Konzentration im Hautkonstrukt-Medium verwendet.

Jede der vielen Hautkonstrukt-Varianten bringt Vor- und Nachteile mit sich.
Insgesamt lasst sich jedoch sagen, dass die Verwendung einer vitalen, Fibroblasten
enthaltenden Dermis eine wesentliche Voraussetzung fir die Herstellung eines

hochwertigen Hautkonstrukts ist.
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4.1.2. Vergleich von Hautkonstrukten mit Monolayer-Zellkulturen

Es wurden Hautkonstrukte entwickelt, um das Verhalten von Keratinozyten und
Fibroblasten unter naturlichen Bedingungen zu untersuchen. Wahrend der
Differenzierung in ein Hautkonstrukt verandert sich die Morphologie der Zellen, wie

auch ihre physiologischen Eigenschaften.

Besonders Keratinozyten sind davon betroffen*®. So entwickeln sich aus den basalen
Keratinozyten mehrere Schichten differenzierter Keratinozyten, die letztendlich eine
intakte Hornschicht als duRere Schutzbarriere ausbilden (siehe 1.2.)*. Meist wird
diese Differenzierung durch schichtspezifische Aktivierung von Promotoren
verschiedener Gene nach Kontakt mit bestimmten Stoffen wie Kalzium und Vitamin A
ausgelost. Beispielsweise wird durch Aktivierung des Involukrin-Promotors in
oberflachlichen Schichten Involukrin produziert®.

Dies machte man sich in der Gentherapie zur Behebung von Strukturdefekten in
bestimmten Epidermis-Schichten zu Nutze (siehe 1.4.1.). Dabei wurde die
Expression eines Transfergens auf die gewinschten Keratinozytenschichten

beschrankt'.

Wird einem Transgen beispielsweise der Involukrin-Promotor
vorangestellt, so wird es nur in den oberflachlichen Schichten exprimiert®®. Die
Promotoren von Keratin 5%-und  14'®-Promotor bewirken dagegen eine
Genexpression in basalen Keratinozyten.

Keratinozyten werden durch ihre Differenzierung und durch die Aktivitat
verschiedener Promotoren in ihrem Produktionsverhalten beeinflusst. Um dieses
untersuchen zu koénnen, reichen deshalb Monolayer-Kulturen nicht aus, da es hier zu

keiner epidermalen Differenzierung kommt.

Eine weitere Funktion der Haut, die in Keratinozyten-Monolayer-Kultur nicht
vorhanden ist, ist deren gezielte Sekretion in den Blutkreislauf. In einer Epidermis ist
jede Sekretion, die das Blut erreichen soll, zur Seite oder nach innen gerichtet, da die
Hornschicht eine Diffusions-Barriere darstellt. Ein Transgen, das systemisch bendtigt
wird, muss die Strecke durch die Epidermis hindurch diffundieren bis es Anschluss
an das in der Dermis liegende GefalRsystem bekommt (siehe 1.2.). Um diesen Weg

zu untersuchen, sind Hautkonstrukte unabdingbar.
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Fibroblasten verhalten sich ebenfalls im Hautkonstrukt anders als in Monolayer-
Kultur. So verandern sich Proliferationsfahigkeit und Morphologie der Fibroblasten
nach Einbettung in eine Kollagenmatrix. Sie treten untereinander und mit den
Kollagen-Fasern in Kontakt, formen diese und beginnen selbst Kollagen und andere
Substanzen zu sezernieren’. Dies kdnnte auch einen Einfluss auf die Produktion
eines Transgens haben. Im Vergleich zu Monolayer-Kulturen stellen Hautkonstrukte
also ein ideales Modell zur praklinischen Analyse gentherapeutischer Anwendungen

dar.

4.1.3. Vergleich von Hautkonstrukten mit naturlicher menschlicher Haut

Hautkonstrukte mit dermalem Aquivalent dienen als Modelle, die menschliche Haut
bestmoglich nachbilden. Trotzdem unterscheiden sie sich in einigen Punkten von

naturlicher menschlicher Haut.

Zum einen befinden sich auf jedem Quadratzentimeter Hautkonstrukt weniger
Keratinozyten. Dies ist durch das Fehlen der Papillenstruktur, einer Verzahnung
zwischen Epidermis und Dermis bedingt (siehe Abb. 33, siehe 1.2.).

Zusatzlich verkurzt die Papillenstruktur die Diffusionsstrecke zwischen Epidermis und
den in die Papillen integrierten Kapillaren in vivo bzw. die Strecke zum Medium im
Hautkonstrukt. So gelangt ein sezernierter Stoff aus natirlicher Haut leichter und
schneller in den Blutkreislauf'®.

Es bestent die Moglichkeit, Hautkonstrukte herzustellen, die eine solche
Papillenstruktur aufweisen (siehe 4.1.1.)148. Dazu denaturiert man eine menschliche
Dermis und besat diese mit Keratinozyten. Die Papillen der Dermis gehen durch die
Denaturierung nicht verloren, so dass sich die entstehende Epidermis der naturlichen
Form anpassen kann. Ein groRer Nachteil dieser Konstrukte ist, dass keine
Fibroblasten integriert und untersucht werden konnen. Aus diesem Grund kamen

derartige Hautkonstrukte fur diese Arbeit nicht in Frage.

Auch das Fehlen von BlutgefalRen an sich stellt eine Abweichung des verwendeten
Hautmodells von menschlicher Haut dar. Ein sezerniertes Protein diffundiert gemaf
dem Fick Diffusionsgesetz im extrazellularen Raum in Richtung niedriger

EiweilRkonzentration ins Medium. Je hoéher der Konzentrationsgradient zwischen
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Extrazellularraum und Medium ist, desto schneller erfolgt die Diffusion und je
niedriger er ist, desto mehr sezerniertes Protein bleibt im Extrazellularraum. Da das
Medium sich statisch unter jedem Hautkonstrukt befindet und das gebildete Protein
nicht laufend abtransportiert wird, bleibt der Konzentrationsunterschied zwischen
Medium und Gewebe nicht konstant hoch. Je mehr Protein schon ins Medium
diffundiert ist, desto kleiner wird er. Deshalb erreicht das Medium auch nicht das
Aufnahmepotential flieRenden Blutes in dermalen Kapillaren. Der dadurch
entstehende Fehler dirfte allerdings gering sein.

Es ist mdglich, Hautkonstrukte mit Endothelzellen herzustellen, die mikrovaskulare
Netze bilden'*®. Diese filhren aber natiirlich erst nach Transplantation des
Hautkonstrukts und nach Anschluss an das vorhandene GefaRsystem'®® zu einem

laufenden Abtransport des sezernierten Proteins.

Abbildung 33: Histologisches Bild eines Hautkonstrukts (oben)
und menschlicher Haut (unten)
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Nicht nur fir den Abtransport sezernierter Substanzen, sondern auch flir die
Versorgung eines Hautkonstrukts mit Nahrstoffen und fur seine Produktionsleistung
ist ein Anschluss an das Gefallsystem von Vorteil. Dies zeigt sich dadurch, dass sich
die Differenzierung und Barrierefunktion eines Hautkonstrukts nach Transplantation
verbessern®®. Ein transplantiertes Hautkonstrukt, das optimal in vivo versorgt wird,
konnte moglicherweise auch auch mehr Transgen produzieren als ein Hautkonstrukt
in vitro.

Es lasst sich folglich vermuten, dass sich die Erythropoetin-Sekretion von
Keratinozyten nach Transplantation der hergestellten Hautkonstrukte erhéhen wirde.
Das in dieser Arbeit genutzte Modell liefert folglich eher zu niedrige als zu hohe

Ergebnisse.

Ein weiterer Unterschied zwischen hergestellten Hautkonstrukten und natirlicher
Haut besteht in der Morphologie und den Eigenschaften des dermalen Aquivalents.
Fibroblasten, die in eine am Boden haftende Kollagenmatrix eingebettet sind, bilden

t’°. Sie proliferieren und

ein Granulationsgewebe wie es nach Verletzungen vorkomm
bilden Kollagen-Fasern, die sich parallel zum Boden anlagern. Nach Hatamochi et al.
finden diese Umbauvorgange wahrend der ersten zwei Tage nach Herstellung eines
Hautkonstrukts statt®®. AnschlieRend proliferieren die Fibroblasten nicht mehr.
Interessanterweise verhalten sich Fibroblasten und Kollagen anders, wenn das
dermale Aquivalent nicht am Boden haftet und im Medium schwimmt. Hier verhalten

sich die Fibroblasten wie in naturlicher, unverletzter Dermis und proliferieren weniger.

Die Produktion eines Transgens kdnnte sowohl durch die Dichte der Fibroblasten als
auch durch deren Sekretionsverhalten beeinflusst werden. Deshalb ware es fur
gentherapeutische Versuche erstrebenswert, dermale Aquivalente herzustellen, die
naturlicher, unverletzter Dermis ahnlich sind. Die Herstellung eines schwimmenden
Hautkonstrukts kam allerdings fur diese Arbeit nicht in Frage, da sich hier die
Epidermis nicht entsprechend entwickelt. Um zu untersuchen, wie das
Sekretionsverhalten von Fibroblasten in natirlicher, unverletzter Dermis ist, misste
als weiterfuhrender Versuch eine Transplantation der hergestellten Hautkonstrukte

vorgenommen werden.
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Auch immunhistologisch lassen sich einige Abweichungen der dermalen Aquivalente
zur naturlichen Dermis nachweisen, deren pathophysiologische Konsequenzen zum

Teil noch nicht aufgeklart sind*®*.

4.1.4. Morphologie der hergestellten Hautkonstrukte — Beurteilung und Diskussion

eigener Ergebnisse

Die Ahnlichkeit der in dieser Arbeit hergestellten Hautkonstrukte zu menschlicher
Haut wurde zunachst morphologisch beurteilt (siehe 3.6., Abb. 30). Die
Hautkonstrukte enthalten der Dermis entsprechend zahlreiche Fibroblasten, die
gleichmaliig in eine Kollagen-Matrix eingebettet, typische Auslaufer in alle
Richtungen aufweisen. Keratinozyten haften auf dieser Matrix und bilden ein
mehrschichtiges Epithel.

In der Literatur wird beschrieben, dass Hautkonstrukte aus genetisch veranderten
Zellen morphologisch meist keine Auffalligkeiten aufweisen™'”'. Auch die hier
beschriebenen Hautkonstrukte aus Keratinozyten und Fibroblasten, die mit dem
Erythropoetin-Gen transduziert worden waren, unterschieden sich morphologisch
nicht von denen aus unbehandelten Zellen. Nach retroviraler Transduktion behielten
die Zellen ihre Fahigkeit, sich regular zu entwickeln. Folglich wurden keine fur das
Wachstum und die Differenzierung wichtigen Gene durch Integration des
Erythropoetin-Gens inaktiviert (vgl. 4.3.3.).

Erythropoetin kann das Wachstum und die Differenzierung einer Vielzahl von Zellen
beeinflussen. Neben Zellen im Blut und Knochenmark reagieren beispielsweise auch
mesangiale, myokardiale und glatte Muskelzellen auf Erythropoetin (siehe 1.5.1.)%".
Es wirkt dort vor allem als Wachstumshormon. Theoretisch ware es mdglich, dass
Fibroblasten, die wie glatte Muskelzellen mesodermalen Ursprungs sind, im
Hautkonstrukt durch Erythropoetin beeinflusst werden. So wurde beispielsweise bei
transgener Produktion von GM-CSF (Granulocyte-Monocyte Colony Stimulating
Factor) in Hautkonstrukten ein unterschiedliches Differenzierungsmuster der
Epidermis zur Kontrolle festgestellt'.

Da weder die genetische Modifikation noch das Transgen Erythropoetin die
hergestellten Hautkonstrukte in ihrer Struktur beeinflussten, kann man davon
ausgehen, dass diese Hautkonstrukte auf menschliche Haut transplantiert und zur

systemischen Sekretion von Erythropoetin eingesetzt werden kdnnten.
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4.2. Erythropoetin-Sekretion transduzierter Keratinozyten und Fibroblasten

4.2.1. Erythropoetin-Sekretion in  Monolayer-Zellkultur — Vergleich zwischen

Keratinozyten und Fibroblasten

Durch Verpackungszellen wurden retrovirale Erythropoetin-Vektoren hergestellt, mit
denen humane Keratinozyten und Fibroblasten transduziert wurden (siehe 2.3.).
Nach Integration des retroviralen Erythropoetin-Gens in die DNS von Keratinozyten
und Fibroblasten (vgl. 1.3.2.1.), produzierten beide Populationen erwartungsgemaf
Erythropoetin, dessen Konzentration im Kulturmedium mittels ELISA gemessen
wurde. Dabei stellte sich heraus, dass Keratinozyten und Fibroblasten etwa die
gleiche Menge Erythropoetin sezernierten (Keratinozyten durchschnittlich 80 mlU,
Fibroblasten 82 miU).

Bereits fruhere Untersuchungen haben gezeigt, dass Keratinozyten und Fibroblasten
nach entsprechender genetischer Modifikation Proteine herstellen und sezernieren
konnen, die sie natlrlicherweise nicht produzieren. Hautzellen wurden zur
transgenen Produktion von Enzymen, Hormonen, Gerinnungsfaktoren und anderen
Proteinen genetisch verandert (siehe Kapitel 1.4.).

Es wurden Dbeispielsweise Keratinozyten mit dem Gen des humanen
Wachstumshormons hGH transduziert. Vor Selektion produzierten durchschnittlich
10° Keratinozyten 3,8 pg hGH und nach Selektion 7,7 ug hGH'. Alexander et al.
wiesen nach, dass transgener, von Keratinozyten produzierter Faktor IX im
Mausmodell die Blutzirkulation erreicht. Dort kam es zu einer gleichbleibenden
Konzentration von etwa 46 ng/ml Faktor IX2. Leider wurde die Sekretionsleistung pro
Anzahl transgener Keratinozyten nicht bestimmt. Auch Fibroblasten wurden mit dem
Gerinnungsfaktor IX transduziert®. Dai et al. wiesen eine Produktionsleistung von
549 ng Faktor IX durch jeweils 10° retroviral transduzierte Zellen pro 24 Stunden
nach.

Naffakh et al. transduzierten Fibroblasten durch retrovirale Vektoren mit dem
Erythropoetin-Gen. Diese sezernierten anschlie®end 60 |U Erythropoetin pro 107
Zellen in 24 Stunden (entspricht 100 mIU pro 10° Zellen in 4 Stunden), was
vergleichbar mit den in dieser Arbeit durchschnittlich erhaltenen 80 mlU ist. Die

Fibroblasten wurden zusammen mit einer Kollagenmatrix in das Peritoneum von
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Mausen implantiert, wo sie 10 Monate lang Erythropoetin ins Blut sezernierten und

den Hamatokrit auf tiber 80% anhoben'®.

Zum Transfer des Erythropoetin-Gens in Keratinozyten sind bis heute nur In-vivo-
Versuche bekannt, bei denen nicht beurteilt wurde, wie viel Erythropoetin die

einzelnen Zellen produzierten.

Nur selten wurde die Fahigkeit zur Sekretion eines Transgens bei Keratinozyten und
Fibroblasten direkt verglichen. Christensen et al. veroffentlichten eine Studie, in der
Keratinozyten und Fibroblasten mit dem Gen fiur Phenylalanin-Hydroxylase
transduziert wurden. Im Vergleich nahmen Keratinozyten eine hohere Menge an
Genkopien auf (etwa viermal soviel) und wiesen eine zehnmal héhere Phenylalanin-

Aktivitat auf als Fibroblasten®.

In der vorliegenden Arbeit dagegen produzierten beide Zellpopulationen eine
ahnliche Menge des Transgens Erythropoetin. Es ist nachvollziehbar, dass die
Produktionsleistung von transgenen Zellen durch Eigenschaften wie GroRe und
Aminosaurensequenz des Transgens beeinflusst wird. Interessant ist allerdings, dass
Keratinozyten und Fibroblasten hierbei scheinbar nicht gleichermallen beeinflusst
werden. Moglicherweise gibt es Transgene, fur deren Produktion sich die eine oder
die andere Zellpopulation besser eignet. Aus diesem Grund sind vergleichende

Untersuchungen sowie Versuche mit unterschiedlichen Transgenen aulierst wichtig.

Die Ergebnisse legen den Verdacht nahe, dass fur eine gentherapeutische
Produktion von Erythropoetin durch die Haut Keratinozyten und Fibroblasten in
gleichem Male geeignet sind. Allerdings ist ein Vergleich beider Zellarten in Kultur
allein nicht aussagekraftig genug. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
Erythropoetin-Produktion durch Keratinozyten und Fibroblasten im Hautkonstrukt
diskutiert.
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4.2.2. Erythropoetin-Sekretion genetisch modifizierter Hautkonstrukte — Beurteilung

und Diskussion der Ergebnisse

In der Literatur ist mehrfach beschrieben, dass transgene Keratinozyten und
Fibroblasten im Hautkonstrukt Produkte ihrer Transfergene ausscheiden und diese
nach Transplantation eines Hautkonstrukts in den Blutkreislauf gelangen'”>.
Transduzierte Keratinozyten, die mit Hilfe eines AAV-Vektors genetisch verandert
worden waren, sezernierten nach Einbettung in ein Hautkonstrukt bis zu 25 ng/cm?
GM-CSF (Granulocyte-Monocyte Colony Stimulating Factor) in 48 Stunden'. Dies
ware umgerechnet etwa soviel Protein wie in 6 |IU Erythropoetin (1 IU entspricht
jeweils 4,2 ng Protein). Zum Vergleich produzierten transgene Keratinozyten in
dieser Arbeit etwa 4 IU Erythropoetin pro cm?.

Ferner gelang es, Keratinozyten genetisch so zu modifizieren, dass sie 7,7 ug pro
10° Zellen vom humanen Wachstumshormon hGH sezernierten (siehe 4.2.1.). Eine
Epidermis aus diesen Keratinozyten produzierte 38 pg hGH pro Tag. Nach
Transplantation der Epidermis auf Mause wurde hGH im Blut nachgewiesen.
Interessanterweise reduzierten die Transplantate ihre Sekretionsrate in vivo auf
0,4 % ihrer vorherigen Leistung'. Fir diesen hohen Abfall wurde keine Erklarung
gefunden. Das Trauma durch Losung der Epidermis vom In-vitro-Material und die
Transplantation spielten vermutlich eine Rolle'’®. Maoglicherweise fiel die

Sekretionsleistung auch wegen des Abbruchs der In-vitro-Selektion mit Genetizin ab.

Fenjves et al. transduzierten Keratinozyten durch einen retroviralen Vektor mit einer
markierten Form des Apo E-Gens. Vorher hatten sie nachgewiesen, dass Apo E
naturlicherweise von basalen Keratinozyten produziert und ins Blut abgegeben wird.
In Zellkultur produzierten die Zellen nun beide Formen von Apo E. Nach
Transplantation einer Epidermis aus den veranderten Keratinozyten auf Mause kam
es zu einem bis zu 20mal hoheren Anstieg des markierten Apo E im Blut. Folglich
wurde dieses im Gegensatz zum natlrlichen Apo E in allen Schichten der Epidermis
exprimiert'”®. Grundsétzlich sind also mehrere Schichten einer Epidermis fahig, ein
Transgen zu produzieren und zu sezernieren, dem der retrovirale LTR-Promotor
vorangestellt ist. Ob dies allerdings fur jedes beliebige Transgen gilt, muss jeweils

untersucht werden.
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Transduzierte Fibroblasten sezernierten im Hautkonstrukt wie Keratinozyten hohe
Mengen an Genprodukt. In den meisten Studien wurden allerdings entweder
Fibroblasten anderer Saugetiere verwendet oder humane Fibroblasten in hautfernes
Gewebe transplantiert wie Peritoneum** oder Striatum'"",

Lu et al. betteten mit dem Gerinnungsfaktor IX transduzierte humane Fibroblasten
(siehe 4.2.1.) in eine Kollagenmatrix und injizierten diese in die Haut von Patienten.
Neben der Konzentration des Gerinnungsfaktors IX im Patientenblut, die um etwa 70
ng/ml anstieg, verbesserte sich auch die Gerinnbarkeit fiir mindestens 6 Monate'*'.
Ebenso wurden humane Fibroblasten mit dem menschlichen Gerinnungsfaktor VIl
transduziert und jeweils etwa 25 x 10* Zellen in Kollagenmatrix eingebettet ins
Peritoneum von Mausen transplantiert. Daraufhin stieg die Plasma-Konzentration

des Gerinnungsfaktors auf etwa 50 ng/ml.

Leider gibt es bisher keinen direkten Vergleich zwischen transgenen Keratinozyten
und Fibroblasten im Hautkonstrukt. In dieser Arbeit wurde deren Sekretionsleistung

im Hautkonstrukt erstmals direkt miteinander verglichen.

Nach retroviraler Transduktion produzierten und sezernierten Keratinozyten und
Fibroblasten das Transgen Erythropoetin. Allerdings fand sich im Uberstand von
Hautkonstrukten, in denen nur die Keratinozyten transduziert waren, eine kleine
Menge Erythropoetin (3 1U/24 Stunden). Dagegen produzierten Hautkonstrukte mit
ausschlieRlich genetisch veranderten Fibroblasten etwa das Neunfache (25,3 |U/24
Stunden). Hautkonstrukte, bei denen beide Zellarten mit dem Erythropoetin-Vektor
transduziert worden waren, produzierten durchschnittlich 30,5 IU/24 Stunden, etwa
die Summe der Erythropoetin-Produktion von Hautkonstrukten aus transduzierten

Keratinozyten und aus transduzierten Fibroblasten.

Um die Sekretionsleistung transduzierter Zellen im Hautkonstrukt zu beurteilen, ist
die Anzahl eingebetteter Keratinozyten und Fibroblasten zum Zeitpunkt der
Probenentnahme bedeutsam. Etwa eine Million Keratinozyten wurden auf jedes
Hautkonstrukt gesat, von denen einige vor Adharenz vom Medium herausgespult
wurden. Der Rest wuchs schatzungsweise wieder auf eine Million an. Dies ist nach
Hengge et al. umgerechnet die geschatzte Summe der Keratiozyten eines 0,79 cm?

groRen Hautstiicks® (Die hergestellten Hautkonstrukte wiesen bei etwa 1 cm

67



Durchmesser eine Flache von 0,79 cm? auf). In jedes Hautkonstrukt wurden 5 x 10°
Fibroblasten eingebracht. Bekanntermal3en proliferieren diese nach Einbettung in
eine am Boden haftende extrazellulare Matrix’®. Laut Hatamochi et al. kommt diese
Proliferation allerdings nach etwa 2 Tagen zum Stehen, weshalb die Fibroblasten-
Zahl auf etwa 2 x 10° geschatzt wurde®.

Um die Sekretionsleistung in Hautkonstrukten mit der in Monolayer-Zellkulturen
vergleichen zu konnen, wurde errechnet, wie hoch die Erythropoetin-Menge im
Medium von Monolayer-Kulturen ware, deren Inkubationszeit und Zellzahl den
Bedingungen der hergestellten Hautkonstrukt entsprochen hatten (24 Stunden, 1 x
10° Keratinozyten, 2 x 10° Fibroblasten). Da das Erythropoetin im Medium mit der
Inkubations-Zeit linear ansteigt (siehe 3.2. Abb. 20), ergeben sich folgende
theoretische Werte:

Die transduzierten Keratinozyten sezernierten in Zellkultur 4,8 IU Erythropoetin pro
1 x 10° Zellen in 24 Stunden (80 mIU x 6h x 10 Zellen). Im Hautkonstrukt
verringerten sie ihre Leistung auf 2,7 IU (1 x 10° Zellen, 24 Stunden). Fibroblasten
dagegen steigerten ihre Sekretionsleistung von umgerechnet 9,8 miU in Zellkultur
(82 mIU x 6h x 20 Zellen) auf 25 1U im Hautkonstrukt (2 x 10° Zellen, 24 Stunden).
Grob halbierten die Keratinozyten ihre Sekretionsleistung im Hautkonstrukt im
Vergleich zur Monolayer-Kultur, wogegen die Fibroblasten diese mehr als

verdoppelten.

Eine mogliche Ursache dafur ware beispielsweise ein verandertes Produktions-
verhalten der Keratinozyten und Fibroblasten im Hautkonstrukt. Dies konnte
madglicherweise durch Wechselwirkungen mit der Umgebung oder durch eigene Gen-
Regulation der Zellen erfolgen.

Die Keratinozyten konnten beispielsweise wahrend ihrer Differenzierung die
Expression des Erythropoetin-Gens abgeschaltet oder verloren haben, sodass nur
die unteren epidermalen Schichten Erythropoetin produzierten. Das transduzierte
Erythropoetin-Gen wird allerdings durch den retroviralen LTR-Promotor gesteuert,
der nicht epidermal beeinflusst wird. Neben einer Steuerung Uber Promotoren sind
auch andere Formen von schichtspezifischer Expression denkbar. Heise et al.
fanden heraus, dass das Cytochrom P450 — Enzym 26Al in Hautkonstrukten wie in

naturlicher Haut im Gegensatz zu Monolayer-Zellkulturen lediglich in den basalen
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Keratinozyten exprimiert wurde. Sie vermuten einen mesenchymalen Einfluss auf
dessen basale Expression®.

Um die Rolle der Differenzierung bei der Expression des Erythropoetin-Gens zu
untersuchen, wurden in unserem Labor konfluierende, transduzierte Keratinozyten
mit Hilfe einer erhdhten Konzentration von Kalzium im Medium'® zur Differenzierung
angeregt. Dabei sank die Erythropoetin-Konzentration deutlich ab. Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass differenzierte Keratinozyten und somit im transgenen
Hautkonstrukt die oberen Epidermis-Schichten kein oder weniger Erythropoetin
produzieren.

Ware dies der Fall, konnte die Produktion eventuell durch Verwendung eines
anderen Promotors verbessert werden. Weitere Untersuchungen in unserem Labor
legen Dbeispielsweise den Verdacht nahe, dass moglicherweise durch die
Verwendung eines CMV-Promotors eine hohere Expression des Erythropoetin-Gens
in der Epidermis ermdoglicht wird. Eine weitere Moglichkeit ware die Kopplung eines
Selektionsgens an das Erythropoetin-Gen, um in den oberen Schichten einer
Epidermis durch Selektion ausschliel3lich genetisch modifizierte Keratinozyten zu
erhalten (siehe 4.3.2.).

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit des Ergebnisses ist eine gleich bleibende
Produktion von Erythropoetin durch Keratinozyten in Hautkonstrukten bei
geandertem Sekretionsverhalten der Zellen oder bei anschlielend behindertem
Transfer ins Medium.

Dabei spielt besonders die Morphologie der Hautkonstrukte eine Rolle. Es konnte
beispielsweise sein, dass Sekretionsprodukte von Keratinozyten der hdheren
Schichten in der Epidermis in Vergleich zu den basalen Keratinozyten nur in
geringem Ausmal in die darunterliegende Dermis gelangen.

Dagegen sprechen Studien zur Sekretion von Apo E im Hautkonstrukt, durch die
Fenjves et al. nachwiesen, dass suprabasale Keratinozyten prinzipiell zur
systemischen Sekretion von Transgenen in der Lage sind'"®. Auch in Versuchen, bei
denen das Erythropoetin-Gen in menschliche und Maus-Haut eingebracht wurde,
lie® sich eine Sekretion von Erythropoetin ins Serum nachweisen. Die genetische
Modifikation wurde allerdings in vivo auf Mausen durchgefuhrt, so dass neben
Keratinozyten auch andere Zelltypen das Erythropoetin-Gen erhielten und

exprimierten® 1%,
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Hautkonstrukte bilden wie menschliche Haut eine Basalmembran zwischen
Epidermis und Dermis*’. Obwohl diese kaum eine Barrierefunktion hat, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass bestimmte Proteine wie Erythropoetin diese

Basalmembran nur schlecht durchdringen kénnen'">.

Die Tatsache, dass fur die Untersuchungen dieser Arbeit kinstliche Hautkonstrukte
als Hautmodell fur naturliche Haut verwendet wurden, konnte ebenfalls ein Faktor
sein, der das Ergebnis beeinflusste (siehe 4.1.3.). Moglich ware, dass andere
transgene Haut-Modelle im Vergleich kleinere oder grofiere Mengen Erythropoetin
ins Medium sezernieren wirden. Ebenso koénnte die Erythropoetin-Sekretion der
hergestellten Hautkonstruckte nach einer Transplantation von den In-vitro-

Ergebnissen abweichen.

Bei Hautkonstrukten, die eine Papillenstruktur mit einer vergrofRerten Kontaktflache
zur Dermis aufweisen, wurde man vermutlich mehr Erythropoetin im Verhaltnis zur
Epidermis-Flache messen. Aullerdem wirde, so wie es in vivo der Fall ware, die
Diffusionsstrecke durch Papillen verkirzt und der Diffusionsgradient durch laufenden
Abtransport des Erythropoetins aus dem Medium erhoht (siehe 4.1.3).

Eine optimale Versorgung der Hautkonstrukte mit Nahrstoffen und Sauerstoff durch
Kapillaren in vivo wurde vermutlich zu einer optimierten Eythropoetin-Produktion
fuhren. In den hergestellten Hautkonstrukten ist die Erndhrung der Keratinozyten
durch das dermale Aquivalent nicht derart ideal; die intakte Morphologie der
Epidermis spricht allerdings fur eine relativ gute Versorgung der Keratinozyten in den

Hautkonstrukten.

Auch Abweichungen des dermalen Aquivalents von natirlicher Dermis konnten den
Erythropoetin-Gehalt des Mediums beeinflusst haben. Die Proliferation der
Fibroblasten und die Umbauvorgange im Kollagen, wie sie bei am Boden haftenden
Hautkonstrukten vorkommen’, kénnte die Herstellung und Ausschiittung von
Erythropoetin beeinflusst haben. Allerdings dirften diese Vorgange Hatamochi et al.
zufolge zum Zeitpunkt der Entnahme des Mediums zur Erythropoetin-Messung
bereits abgeschlossen gewesen sein®.

Es ist bekannt, dass Fibroblasten nach Verringerung ihrer Kontraktionsfahigkeit

durch mechanische Irritationen eine vermehrte Protein-Synthese-Aktivitat zeigen'®.
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Moglich ware eine Irritation der Zellen durch Vibration des verwendeten Inkubators

oder allein durch den Vorgang des Medium-Wechsels.

Obwohl die hergestellten Hautkonstrukte Unterschiede zur natirlichen Haut
aufweisen, stellen sie die bestmdglichen und im Vergleich zur Zellkultur wesentlich

aussagekraftigeren Modelle fur praklinische In-vitro-Untersuchungen dar.

4.3. Medizinische Anwendung von Erythropoetin sezernierenden Hautkonstrukten als
Ausblick

Die zuklnftige therapeutische Anwendung der in dieser Arbeit untersuchten Form
der Gentherapie ist folgendermal3en denkbar: Bei in Frage kommenden Patienten
wird ein kleines Hautsticks entnommen (siehe Abb. 2). Keratinozyten und
Fibroblasten werden daraus isoliert und mit dem retroviralen Erythropoetin-Vektor
transduziert. AnschlieRend werden Hautkonstrukte aus diesen Zellen hergestellt und

dem Patienten wieder transplantiert.

4.3.1. Erythropoetin-Dosis bei therapeutischer Anwendung

Es stellt sich die Frage, wie gro® eine genetisch modifizierte Hautflache fur die
Transplantation sein musste, um einen ahnlichen Effekt zu erzielen wie bei einer
Therapie mit rekombinantem Erythropoetin.

Der Erythropoetin-Serumspiegel eines gesunden Erwachsenen betragt etwa 10-25
IU/Liter. In der Schwangerschaft steigt die Erythropoetinmenge im Blut auf 35-80
[U/Liter und im hypoxischen Zustand kann sie sich um das 1000-fache erhdhen.

Die Dosierung einer Erythropoetin-Therapie hangt sowohl stark von der individuellen
Konstitution eines Patienten als auch von der Ursache der bestehenden Anamie ab.
Bei subkutaner Anwendung reduziert sich im Gegensatz zur intravendsen Injektion

"2 da sich die

die bendtigte Dosis durchschnittich um 25 bis 50 Prozen
Halbwertszeit von Erythropoetin im Koérper von unter 9 Stunden auf 24 Stunden
erhoht. Durchschnittlich konnte man eine Dosierung von 30 IU/kg Erythropoetin s.c.
bei renaler Anamie und 150 IU/kg s.c. bei Tumoranamie dreimal wdchentlich
annehmen®" . Vorausgesetzt ein Patient wiege 70 kg, entspriche dies einer

taglichen Dosis von 3/7 x 30-150 1U/kg x 70 kg = 900 IU (4500 1U).
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Da ein Patient bei kontinuierlicher Anwendung eine niedrigere Dosis Erythropoetin
benétigt’®, sind diese Schitzwerte eher zu hoch als zu niedrig.

Jedes in dieser Arbeit hergestellte Hautkonstrukt weist etwa eine kreisrunde
epithelialisierte Flache von 0,79 cm? auf (Durchmesser etwa 1 cm). Hautkonstrukte
dieser GroRe mit genetisch veranderten Fibroblasten produzierten pro Tag im
Durchschnitt jeweils 25,3 |IU Erythropoetin. Das sind pro Quadratzentimeter 25,3 1U
+ 0,79 cm? = 32,0 IU/cm2.  Um eine Dosis von 900 IU (4500 IU) Erythropoetin pro
Tag zu erreichen, misste eine Flache von 900 IU + 32,0 IU/cm? = 28,1 cm? bzw.
maximal 4500 IU + 32,0 IU/cm? = 140,6 cm? rekombinanter Hautkonstrukte
transplantiert werden. Eine solche Flache lasst sich in der Regel ohne grollere

Probleme transplantieren.

4.3.2. Moglichkeiten zur Optimierung der Erythropoetin-Sekretion eines

Transplantats durch Selektion genetisch modifizierter Zellen

Um Hautkonstrukte herzustellen, die aus mdoglichst vielen genetisch modifizierten
Zellen bestehen, ist es erstrebenswert, diese Zellen anzureichern. AnschlielRend
stellt sich oft das Problem dass die genetische Information nach einiger Zeit verloren
geht. Entweder geht die veranderte Zelle zugrunde, beispielsweise ein Keratinozyt
durch Differenzierung in eine Hornhaut-Zelle, oder das Ubermittelte Gen wird
abgeschaltet.

Durch Einbringung von zusatzlichen Genen, die den genetisch modifizierten Zellen
einen Selektionsvorteil verschaffen, konnte sowohl eine Anreicherung bewerkstelligt
als auch ein Gen-Verlust verhindert werden. Dazu transferiert man zusatzlich zu dem
Erythropoetin-Gen ein an dieses gekoppeltes Resistenzgen. Dieses macht die
genetisch veranderten Zellen unempfindlich gegen Substanzen, die natlrlichen
Zellen schaden oder deren Teilung verhindern. Beispiele fur solche Substanzen sind
Neomyzin und Kolchizin. Wahrend sich Neomyzin nur zur In-vitro-Selektion eignet,
da es bei direkter Applikation systemisch toxisch wirkt, kann Kolchizin auch topisch
verabreicht werden. Dazu bendtigt man niedrige Dosen, die keinen systemischen
Schaden anrichten. Die Resistenz gegenuber Kolchizin funktioniert auf folgende
Weise: Nach Transduktion menschlicher Keratinozyten mit dem MDR 1-Gen
(multidrug resistance), exprimieren diese P-Glykoproteine (transmembrane Proteine)

die eine Vielzahl toxischer Stoffe wie Anthracycline, Epipodophyllotoxine,
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Vinalkaloide, Texane oder Kolchizin aus der Zelle schleusen'"""°. Keratinozyten, die
mit MDR transduziert und anschlieBend durch Kolchizin angereichert wurden,
behielten ihre Fahigkeit, zu proliferieren und eine differenzierte Epidermis zu
bilden'*®. Damit Keratinozyten nun das gewiinschte Transfer-Gen zusammen mit
dem MDR-Gen aufnehmen, lassen sich bicystronische Vektoren herstellen, in denen
beide Gene aneinander gekoppelt sind und von einem gemeinsamen Promotor aus
gesteuert werden.

Dies eroffnet die Moglichkeit einer gezielten Anreicherung transduzierter Zellen und
einer Herstellung von Hautkonstrukten, in denen sichergestellt ist, dass samtliche
Zellschichten mit Ausnahme der kernlosen Zellen das Erythropoetin-Gen
exprimieren. Auflerdem ware es moglich, transduzierte Keratinozyten auch in vivo
durch topisches Auftragen von Kolchizin-Creme anzureichern und auf diese Weise

einen Verlust des Erythropoetin-Gens zu verhindern*.

4.3.3. Sicherheit retroviraler Gentherapie

Vor jeder klinischen Verwendung von genetisch verandertem Gewebe, sollte man

sich ernsthaft mit den Risiken auseinandersetzen, die ein Gentransfer mit sich bringt.

4.3.3.1. Verwendung retroviraler Vektoren

Besonders der Einsatz von therapeutischen, retroviralen Vektoren in der humanen
Gentherapie verlangt ein hohes Mal} an Sicherheit.

Zum einen besteht die Gefahr, dass ein transferierter Vektor sich an einen
ungunstigen Ort des Wirtgenoms integriert und dadurch Onkogene aktiviert oder
Tumor- Suppressorgene ausschaltet (Insertionsmutagenese).

Des Weiteren konnten sich replikationskompetente Retroviren (RCR) bilden, die sich
unkontrolliert im Organismus ausbreiten und ebenso durch Insertionsmutagenese
pathogene Effekte, wie die Entstehung von malignen Tumoren, hervorrufen®®. Die
Bildung von T-Zell-Lymphomen durch amphotrope RCR in nicht-humanen Primaten
wurde nach Gentherapie beobachtet*?. Deshalb ist die Verwendung von RCR-freien
Vektoren aus sicheren Verpackungszellen in der humanen Gentherapie unerlasslich.
Die Bildung von RCR beruht auf Rekombinationsereignissen. Erstens sind

Rekombinationen zwischen retroviralem Vektor und endogenen, zufallig im
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Verpackungszellgenom integrierten, retroviralen Sequenzen moglich. Allerdings
besitzen humane Verpackungszellen wie Ampho 293-Zellen kaum endogene
Retrovirussequenzen, die Homologien zu den Funktionsgenen und den
rekombinanten Virusgenomen aufweisen' '"®. Damit wird die Wahrscheinlichkeit
von homologen Rekombinationen und der Entstehung von RCR deutlich reduziert.
Zweitens spielen bei der Bildung von RCR Homologien zwischen retroviralem Vektor
und den viralen Funktionsgenen in Verpackungszellen eine wichtige Rolle™®. Um
diese Wahrscheinlichkeit moglichst gering zu halten, modifizierte man die viralen
Funktionsgene folgendermalen: Gag-pol- und env-Gene wurden auf zwei separaten
transkriptionellen Einheiten in die Zellinien eingebracht (siehe Kapitel 1.3.2.1.3., Abb.
8). Sie enthalten statt weiteren retroviralen Sequenzen heterologe Promotoren'?.
Die Bildung von RCR kann jedoch auch hier nicht vollig ausgeschlossen werden, da
noch immer geringfugige Sequenziberlappungen zwischen dem rekombinanten
Virusgenom und den Funktions-Gen-Sequenzen bestehen.

Aus diesem Grund werden in der klinischen Forschung zurzeit virale Vektoren
hauptsachlich bei derart schweren Krankheiten verwendet, bei denen der mogliche
Nutzen héher ist als das Risiko’". Fiir eine Gentherapie mit Erythropoetin bedeutet
dies, dass im Moment vor allem Tumorpatienten im Spatstadium fir eine solche
Therapie in Fragen kamen. Auch in Zukunft wird Gentherapie immer nach einer
strengen Nutzen-Risiko-Analyse beurteilt werden mussen. Allerdings wird daran
gearbeitet, virale Vektoren noch sicherer zu machen. Denkbar ware beispielsweise
ein Vektor, dessen Bestandteile aus urspriunglich verschiedenen Viren besteht,

weshalb eine Bildung von RCR ausgeschlossen ware.

4.3.3.2. Nebenwirkungen von Erythropoetin

Neben den allgemeinen Risiken einer Gentherapie sollte man sich auch damit
auseinandersetzen, welche Nebenwirkungen das Produkt des therapeutischen
Transfergens sowohl bei physiologischer Dosierung als auch bei Uberdosierung
haben kann. Eine zu hohe Dosierung von Erythropoetin kann zu einer massiven
Vermehrung von roten Blutkdrperchen fiihren'®® ' Daraus folgt eine deutliche
Erhdhung der Blut-Viskositat, wodurch die Herzarbeit steigt und Herzversagen,
vendse Thrombosen und durchblutungsbedingte zerbrale Schaden entstehen

kénnen'! 16°,
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Auch bei maRiger Dosierung von Erythropoetin sind Nebenwirkungen maoglich. So
wurden grippedhnliche Symptome, Durchfélle und eine verstarkte Odemneigung
beschrieben'®. Bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, die mit
Erythropoetin behandelt wurden, kam es verstarkt zu einer Hypertonie. Es wird
allerdings diskutiert, ob dies nicht allein auf die defekte Blutdruckregulation der
kranken Niere zuriickzufiihren war'®. In Einzelfillen wurden nach subkutaner
Behandlung mit rekombinantem Erythropoetin spezifische AntikGrper gegen dieses
nachgewiesen®. Eine Erklarung dafiir kénnte das Glykosilierungsmuster von
rekombinantem Erythropoetin sein®®. Bei seiner Herstellung erhalt das heute im
Handel erhaltiche Erythropoetin die artspezifische Glykosilierung von Hamsterzellen,
die es produzieren. Doch auch nach Transfer der homologen Erythropoetin-DNS in
Primaten entwickelten diese Antikorper gegen Erythropoetin, woflr es noch keine

Erklarung gibt?®.

4.3.3.3. Steuerungsmoglichkeiten von Transfergenen

Da Erythropoetin fur den Menschen in zu hoher Konzentration schadlich ist (siehe
4.3.3.2.), ist es notwendig, seine Ausschuttung in genetisch veranderten Zellen in
vivo zu kontrollieren.

Zum Ersten musste bereits vor der Transplantation eines Hautkonstrukts untersucht
werden, wie viel Erythropoetin voraussichtlich in vivo sezerniert wird. Somit kann
bestimmt werden, wie viele Hautkonstrukte transplantiert werden mussen, um eine
bestimmte Blut-Erythropoetin-Konzentration zu erzielen. Durch Messungen des Blut-
Erythropoetin-Wertes, des Hamoglobins und des Hamatokrits eines behandelten
Patienten kann die Erythropoetin-Konzentration kurz- und langfristig beobachtet
werden. Wenn diese dauerhaft zu hoch ist, kann sie durch Entfernung eines Stlickes
veranderter Haut gesenkt werden. Dies ist allerdings eine sehr ungenaue und

umstandliche Methode.

Viel eleganter ist die Kopplung bestimmter Enhancer-Promotor-Kombinationen an
das Transgen, um seine Expression von auf’en beeinflussen zu konnen. Dazu
werden zusatzlich spezifische Transkriptionsfaktoren bendtigt, die direkt mit dem
dem Transgen vorgeschalteten Promotor kommunizieren kénnen. Die genetische

Information zur Herstellung solcher passenden Transkriptionsfaktoren wird
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gleichzeitig mit dem gewlnschten Transgen Ubermittelt. Eine Steuerung der
Genexpression bewirken die eingesetzten Trankriptionsfaktoren allerdings
ausschlieBlich zusammen mit einem Medikament, das oral oder topisch zugefuhrt
wird.

Verschiedene solcher beschriebenen Systeme sind in Entwicklung®. Das folgende
System, das beispielsweise mit Hilfe des Antibiotikums Doxycyclin wirkt, hat im
Maus-Modell zu einer Langzeitexpression von Erythropoetin gefuhrt. Das
Erythropoetin-Gen wurde an einen mit Tetracyclin-Operator-Sequenzen modifizierten
Cytomegalie-Virus-Promotor gekoppelt’. Zusatzlich wurde ein Gen in die Zielzellen
eingebracht, das fir ein Transaktivator-Protein kodiert, das an den modifizierten
Cytomegalie-Promotor in Gegenwart von Doxycyclin bindet und so eine Transkription
des Erythropoetin-Gens aktiviert'®. Mit diesem System konnte die Produktion von
Erythropoetin willkrlich an- und abgeschaltet werden.

Ein weiteres System wirkt mit Hilfe von Antiprogestinen: Eine modifizierte Bindungs-
Region des Progesteron-Rezeptors hat die Eigenschaft, auf Antiprogestine (z.B.
Mifepriston) als Agonisten zu reagieren. Nach Kopplung spezifischer DNS-
Bindungsstellen und Transkriptions-Aktivator-Bereiche an dieses Protein funktioniert
es als Antiprogestin-induzierbarer Transkriptionsfaktor flr Transgene, gebunden an
Promotoren mit spezifischen DNS-Bindungs-Einheiten (siehe Abb. 34)'*°. Dieses
System fuhrte nach In-vitro- und In-vivo-Gentransfer im Tierversuch durch orale

Mifepriston-Gabe zu Langzeitsekretion von Erythropoetin im Muskel.
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Aktivierungsdoméane
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Bindungseinheit
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Mifepriston
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DNS: | (DNS-Bindungseinheit —_

Ligandenbindung
Aktivierunsdomane)

Abbildung 34: Links unten schematische Darstellung der Gene zur Herstellung eines
Transkriptionsfaktors, der aus DNS-Bindungseinheit, einer Ligandenbindungseinheit und
einer Aktivierungsdomane besteht. Oben mittig durch Pfeil verbunden
Transkriptionsfaktor aus DNS-Bindungseinheit, Ligandenbindungseinheit und
Aktivierungsdomaéne. Durch Anlagerung des Antiandrogens Mifepriston (gelber Kreis)
wird ein Dimer aus zwei Fusionsproteinen gebildet. Dieses lagert sich an die
Promotorsequenz des Erythropoetin-Gens (Epo-Gen) (unten rechts) und bewirkt dessen
Transkription'™.

Auch die Gen-Regulation mit Hilfe endogener Glukokortikoidrezeptoren, ist mdglich.
Durch Kopplung des Transgens an Steroid-Promotoren und Steuerung der
Expression durch topische Glukokortikoid-Gabe konnte in Hautzellen die Produktion
von Erythropoetin reguliert werden'®. Vorteil dieser Methode ist, dass ein
korpereigenes Protein benutzt wird, gegen das eine Immunreaktion unwahrscheinlich
ist. Weitere Regulationssysteme wirken mit Hilfe chemischer Dimere wie Rapamycin
und seinen Analoga. Ein Dimer hat die Fahigkeit, zwei Proteine gleichzeitig zu
binden. Ein solches System flhrte mehrere Monate lang erfolgreich zur
Erythropoetin-Produktion bei Mausen und Primaten. Hierbei wurden heterologe
Transkriptionsfaktoren hergestellt, die sich selektiv an einen Erythropoetin-Promotor
194, 156

lagerten und in Anwesenheit von Rapamycin eine Transkription aktivierten
(siehe Abb. 35).
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Promotor EPO Transkriptions- Transkriptions-
faktor T1 faktor T2

Abbildung 35: Links unten Darstellung des Erythropoetin-Gens (EPO) und eines
vorgeschalteten Transkriptionsfaktor-abhangigen Promotors. Rechts davon Gene zur
Herstellung des Transkriptionsfaktors T1 (genaue Bezeichnung ZFHD1-FKBP, welcher aus dem
DNS-Bindungsprotein (ZFHD 1) und Rapamycin-Bindungsprotein (FKBP) besteht). Am rechten
unteren Rand Gene zur Herstellung des Transkriptionsfaktors T2 (genaue Bezeichnung FRB,
welcher sich aus DNS-Aktivierungsprotein p65 und Rapamycin-Bindungsprotein FRAP
zusammensetzt). Rechts oben Transkriptikonsfaktoren T1 und T2, links oben der Komplex aus
den Transkriptionsfaktoren T1 und T2 mit Rapamycin (Rapa). Dieser bewirkt nach Bindung des
transkriptionsfaktor-abhangigen Erythropoetin-Promotors, eine Transkription des
Erythropoetin-Gens.

Um eine mdglichst natlrliche Regulation des Erythropoetin—-Gens zu erreichen,
wurden auch modifizierte physiologische Erythropoetin—-Promotoren und Enhancer
eingesetzt, die durch Sauerstoffmangel aktiviert werden. Naturlicherweise wird bei
Hypoxie ein Transkriptionskomplex (HIF-1: hypoxia-inducible factor 1) von
verschiedenen Zellen im Korper ausgeschiittet'®?. Dieser Komplex bindet an eine
Enhancer-Struktur (HRE: hypoxia-response element), die anschlieBend die

rt'?6. In vitro und In vivo kam es mit

Transkription des Erythropoetin-Gens stimulie
Hilfe von Erythropoetin-Vektoren, die Promotoren auf Basis dieser Enhancer-Struktur
enthielten, zu einer verstarkten Erythropoetin—Sekretion bei Sauerstoffmangel’®.
Nach intramuskularer Injektion eines solchen Vektors wurde bei Mausen mit
angeborener Andmie (Epo-Tag"-Mause, Hamatokrit durchschnittlich 18%) der
Hamatokrit auf 46-50% fur die Dauer einer sieben Monate langen Studie angehoben.
Bei gesunden ,Kontroll-Mausen“ dagegen blieb der Hamatokrit nach der Gen-

Therapie auf physiologischen Werten™?.
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Noch sind geeignete Regulationsgen-Systeme nicht ausgereift, doch wird dieses
Prinzip in Zukunft eine wichtige Rolle in der Gentherapie spielen, besonders bei der
Produktion von Stoffen, deren Blutkonzentration nur gering vom Sollwert abweichen

darf (zum Beispiel Insulin).
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5. Zusammenfassung

Erythropoetin ist ein menschliches Hormon, das die Differenzierung von
hamatopoetischen Stammzellen kontrolliert und beschleunigt. Eine Vielzahl von
Patienten leidet durch relativen und absoluten Erythropoetin-Mangel an Anamie.
Therapeutisch ist eine regelmallige intravendse oder subkutane Verabreichung
maoglich, doch aufgrund von hohen Kosten werden weit weniger Patienten mit

Erythropoetin behandelt als davon profitieren konnten.

Eine mdgliche alternative Behandlungsform ist die Gentherapie der Hautzellen von
behandlungsbeduftigen Patienten. Keratinozyten und Haut-Fibroblasten konnten das
mangelnde Hormon wie naturlicherweise die renalen Fibroblasten ins Blutsystem

sezernieren.

Menschliche Haut ist aus verschiedenen Grinden ein ideales Zielorgan fur
gentherapeutische Behandlungen. Sie ist fur die Entnahme von Zellen, zur
Transplantation und zur Uberwachung eines genetisch verénderten Areals direkt
zuganglich. Keratinozyten und Fibroblasten lassen sich unkompliziert in Kultur
vermehren, genetisch verandern und in Form eines Hautkonstrukts anzichten.

Neben einer Gentherapie mit dem Erythropoetin-Gen sind auch andere Formen der
genetischen  Veranderung von  Hautzellen denkbar. Wissenschaftliche,
gentherapeutische Untersuchungen an Hautzellen sind die Basis fur eine Vielzahl

moglicher zukunftiger Behandlungsformen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Keratinozyten und Fibroblasten flr
eine retrovirale Transduktion mit dem Erythropoetin-Gen geeignet sind. Es wurde
gepruft, ob beide Zellarten anschlieBend eine unterschiedliche Menge an
Erythropoetin produzieren und sezernieren.

Dazu wurde zunachst das humane Erythropoetin-Gen mit Hilfe einer

Verpackungszelllinie in replikationsdefiziente retrovirale Vektorhllen eingebracht.
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Anschlieend wurden sowohl menschliche Keratinozyten als auch Fibroblasten mit
dem hergestellten Vektor transduziert. Um die Produktions- und Sekretionsleistung
der veranderten Zellen zu vergleichen, wurde ihr Kultur-Medium mit Hilfe eines
ELISA auf Erythropoetin untersucht.

Es zeigte sich, dass transduzierte Keratinozyten und Fibroblasten statistisch die

gleiche Menge Erythropoetin ins Medium sezernieren.

Zusatzlich wurde ein Hautkonstruktmodell etabliert, das menschlicher Haut
morphologisch und funktionell sehr ahnlich ist. Da Hautzellen ihre Morphologie und
ihr Verhalten nach Differenzierung in eine Haut stark andern, ist deren Untersuchung
mit Hilfe von Hautkonstrukten allgemein von grof3em Interesse.

Aus den genetisch modifizierten Zellen wurden Hautkonstrukte hergestellt, die in
fertigem Zustand von Seite der Fibroblastenschicht mit Medium versorgt wurden.
Auch hier wurde die Erythropoetin-Konzentration im Medium gemessen und die
Werte von Konstrukten verschiedener Kombinationen von veranderten und nicht

veranderten Keratinozyten und Fibroblasten miteinander verglichen.

Es stellte sich heraus, dass Fibroblasten im Hautkonstrukt deutlich mehr
Erythropoetin ins Medium sezernieren als Keratinozyten. Sie verdoppelten ihre
Sekretionsleistung im Vergleich zur Monolayer-Kultur, im Gegensatz zu den
Keratinozyten, die diese halbierten.

Mdglicherweise stoppten die Keratinozyten im Rahmen ihrer Differenzierung die
Produktion von Erythropoetin. Die alternative Erklarung ware ein behinderter
Sekretionsweg des Erythropoetins aus Keratinozyten durch die Dermis hindurch ins

Medium.

Den Ergebnissen zufolge konnten Fibroblasten fur eine Gentherapie mit

Erythropoetin besser geeignet sein als Keratinozyten.

Hautkonstrukte aus genetisch veranderten Fibroblasten produzierten eine fir die
klinische Anwendung ausreichende Menge Erythorpoetin. Wenige Hautkonstrukte
konnten nach Transplantation eine ausreichende Menge Erythropoetin zur

Behandlung eines Patienten bereitstellen. Es ist also konkret vorstellbar, dass
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Hautkonstrukte wie sie in dieser Arbeit hergestellt wurden, am Patientien zu dessen

therapeutischem Nutzen angewendet werden.

Fir diesen Fall ist es allerdings wunschenswert, retroviralen Gentransfer noch

sicherer zu gestalten.
Zusatzlich ware die Kopplung des Transgens Erythropoetin an einen eventuell

topisch steuerbaren Promotor fur eine zukunftige Anwendung denkbar.
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7. Anhang

7.1. Abklirzungen

AAV Adeno-Assoziierter Virus

Apo E Apolipoprotein E

Bp Basenpaare

CO, Kohlendioxid

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNS Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Elisa Enzym-linked immunosorbent assay

Env Envelope, retrovirales Hiillprotein

Epo Erythropoetin

Fb Fibroblasten

Fb-e Fibroblasten, die mit dem Erythropoetin-Gen transduziert wurden
HK Hautkonstrukt

Gag retrovirales Kapsid

GM-CSG Granulocyte Makrophage Stimulating Factor

hGH Human Growth Hormone, menschliches Wachstumshormon
HPV Humanes Papilloma Virus

HSV Herpes Simplex Virus

IU International Units

Kc Keratinozyten

Kc-e Keratinozyten, die mit dem Erythropoetin-Gen transduziert wurden
LTR Long Terminal Repeats, retroviraler Promotor
MDR Multidrug resistance

i Mikroliter

ng Nanogramm

NaOH Natriumlauge

Ph Potenz und Malf fir Wasserstoffionenkonzentration
Pol Retrovirale Enzyme

RCR Replikationskompetente Retroviren

RNS Ribonukleinsaure

uv- ultraviolett

7.2. Verwendete Materialien

7.2.1. Verwendete Feststoffe

Einbettkassetten
Einsatze Hautkonstrukte

Filter
Gefrierréhrchen
Glasréhrchen
Gummistopfen
Maxiprep-Saulen
Mikrotiterplatte Elisa

Neubauer-Zahlkammer
QIA-Prep-Spin—Saulen
6—well-Platten

Eigenschaften

25 mm; 0,4 ul Polycarbonat-
Membran
0,45 pl

Mit Kaninchen-anti-
Erythropoetin Antikdrpern
beschichtet

0,1 mm Tiefe; 0.0025 mm?
Silizium-Gel-Membran
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Firma, Ort
Merck, Darmstadt
Nunc, Wiesbaden

Peske, Aindling-Pichl
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Sarstedt, NUmbrecht

IBL, Hamburg

Qiagen, Hilden
Organogenesis,



Hautkonstrukte:
Sammel-Behalter
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen
Zellkultur-Testplatte
Zentrifugenbecher

75 cm?
100 x 20 mm
6 Vertiefungen

7.2.2. Verwendete Chemikalien

Acetic Acid
Agarosepulver
Ampizillin
Calcium Phosphat
Transfection System
HBS (HEPES, Na CI)
Na OH
Calcium Solution
Phosphate Solution
Transfection Qualified
Water
Carrier DNS
Dimethylsulfoxid
DMEM

Elisa KIT:
Standards
Kontrollseren
Kaninchen-anti-
Erythropoetin-Antikérper
gekoppelt mit Biotin
Anti-Biotin-Antikdrper
(Ziege) gekoppelt an
alkalische Phosphatase
P-Nitrophenyl-Phosphat
Assaypuffer
Verdiinnungspuffer

Ethanol

Ethidiumbromid
Formalin

G418

Glycerin (Objekttrager)
Isopropanol

Kollagen Hautkonstrukte
Loading Dye

NaOH

PBS (Splitten)
Penizillin/Streptomycin
Polybrene

Puregene Genomic DNS
Purification Kit
Cell Lysis Solution
RNAse A Solution

10X
1N

Minimum 95,5 %
10X

500 pg/ml

50 mg/ml

10 X
10 000 U; 10 000 pg/ml
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Qiagen, Hilden

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

Sigma, Taufkirchen
BMA, Rockland, USA
Sigma, Taufkirchen
Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

IBL, Hamburg
IBL, Hamburg
IBL, Hamburg
IBL, Hamburg

IBL, Hamburg

IBL, Hamburg
IBL, Hamburg
IBL, Hamburg

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
PAA,

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
BD, Heidelberg
Fermantas,

Sigma, Taufkirchen
Gibco, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Sigma, Taufkirchen

Gentra, Minneapolis, USA

Gentra, Minneapolis, USA
Gentra, Minneapolis, USA



Protein Precipitation

Solution

DNS Hydration Solution
Qiagen plasmid maxi Kit

Puffer 1

Puffer 2

Puffer 3

Puffer QBT

Puffer QC

Puffer QT

RNSse A
QIA prep spin Miniprep Kit

Puffer P1

Puffer P2

Puffer N3

Puffer PB

Puffer PE

Puffer EB

RNSse A
Restriktionsenzym Xho 1
Restriktionsenzym R1

Puffer dafur
TAE-Puffer (Agarosegel)
Tris-Base 242 g
Essigsaure 7149
EDTA 0,5 M; 100ml
Wasser Auf 1000 ml auffillen
Tris-Cl
Trypsin-EDTA 1 X, in Hbss

7.2.3. Verwendete Medien

Fibroblasten Medium (Fb-Medium)

Endanteil
DMEM 1X 89 %
Kalberserum 10 %
Penizillin/Streptomycin 1%

Keratinozyten Medium (Kc-Medium)

Endkonzentration
Keratinozyten-SFM
Bovine Pituitary Extract 25 ug/ml
Epidermaler Wachstumsfaktor 0,15 ng/ml
Penizillin/Streptomycin 25 pg/ml
Amphotericin B 0,25 pg/ml

SOC-Medium
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Gentra, Minneapolis, USA

Gentra, Minneapolis, USA
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Fermetas, St Leon-Rot
Fermetas, St Leon-Rot
Fermetas, St Leon-Rot

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Gibco, Karlsruhe

Firma, Ort

Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Firma, Ort

Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe



LB-Medium

Pepton 10 g fur 1000 ml
Hefe 5 g flir 1000 ml
NaCl 2 g fur 1000 ml

Zusatz fur Agar-Platten

Agar 18 g flir 1000m|

Hautkonstruktmedium (Hk-Medium)

Verwendete Substanzen (verwendete Konzentration; Firma) Herstellung Aliquots

DMEM (Biochrom, Berlin) 450 ml

Kalberserum (Biochrom, Berlin) 50 ml; 10%

Penizillin/Streptomycin
(10 000 U/10 000ug/ul; Biochrom, Berlin) 5 ml; 1%

Nichtessentielle Aminosauren (100x; PAA)2,5 ml; 0,5%

Transferrin (Sigma, Taufkirchen)

100 mg in 25 ml PBS gelost 650 pl; 5 mg/ml

Adenin (HCI; Sigma, Taufkirchen) 500 pl; 1,8%x10 *
Amphotericin B (250 ug/ml; Biochrom, Berlin) 500 ul; 0,25 pg/mi
Gentamicin (50 mg/ml; Gibco, Karlsruhe) 500 pul; 50 ug/ml

Epidermaler Wachstumsfaktor (Gibco, Karlsruhe)
100 mg mit 10 ml PBS geldst 500 pl; 10 pg/l

Triiodthyronin (ICN)
54 mg in 40 ml Ethanol abs.: 1N HCL (2:1) geldst
steril filtriert und 1:100 mit FB-Medium verdinnt

Cholera Toxin (Sigma, Taufkirchen)

87 mg in 100 ml PBS gel6st 5ul; 10 "M

Als Zusatz, wenn Keratinozyten aufgesat sind (pro 50 ml
Medium)

Ascorbinsaure (Merck, Darmstadt)
500 mg in 100 ml PBS gel6st, steril filtriert

Als Zusatz wahrend der Luftexpositions-Phase
(pro 50 ml Medium X)
Calciumchlorid

666 mg in 100 ml A. bidest gelost, steril filtriert

96

Gibco, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Menge fir 510 ml

450 ml

50 ml

5ml

2,5ml

650
500 I
500 pl

500 ul

500 ul

50 ul

5 ul

500 ul

500 ul

Endkonzentration

1%

0,5%

5 mg/mi
1,8x10 *
0,25 pg/ml

50 pg/ml

10 ugl/l

2x10 °M

10" M

50 pg/ml

1,4 mM
(0,8 mM sind bereits
durch
das Serum vorhanden)



7.2.4. Verwendete Zellen

Zellart Firma Herkunft

Amphotrope 293- Clontech, Heidelberg Hergeleitet von menschlichen
Zellen, Verpackungs- embryonalen Nierenzellen (Hek-
zellen 293-Zellen)

Menschliche Freundlicherweise zur Verfugung Isoliert aus operativ enthommenen
Keratinozyten gestellt von J. Vogel, Leiter des kindlichen Vorhauten

Menschliche Forschungslabors Gentherapie,

Dermatology Branch, National Cancer

Institute, National Institute of Health,

Bethesda, USA

MAX Efficiency Invitrogen, Karlsruhe E. coli Bakterien
DH5a™

Competent Cells

Fibroblasten

7.2.5. Viraler Vektor

EcoRI - 1471

L-huEPO-SN
6912 bp

Xhol - 2520

Schematische Darstellung des verwendeten Erythropoetin-Plasmids: 5- und 3‘-LTR: LTR des
Moloney Murine Leukemia Virus, Psi+: Verpackungssignal (Psit) des Moloney Murine
Leukemia Virus, SV40e: Early SV40 Promoter (Psy4.) des SimianVirus 40, NeoR: Neomycin-
Resistenz-Gen, AmpR: Resistenzgen fiur Ampizillin.

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Karen A. Pepper, Division of Research
Immunology/Bone Marrow Transplantation, Childrens Hospital Los Angeles
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