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Einleitung

2 Vorwort

Gentransfer (ISNER, 2002) und Stammzelltherapie (FORRESTER et al., 2003)
sind vielversprechende Ansitze in der Therapie kardialer Erkrankungen wie
Herzinsuffizienz und koronarer ischimischer Herzkrankheit. Die Verwendung
adenoviraler Vektoren in Phase I klinischer Studien zur Behandlung der
ischimischen Herzkrankheit durch Uberexpression des vaskuliren endothelialen
Wachstumsfaktors VEGF, zeigten ermutigende Ergebnisse (ROSENGART et al.,
1999). Auch wenn einige gentherapeutische Ansitze bis in die Phase II Studien
(LOSORDO et al., 2002) vorgedrungen sind, liegt oft die einzige Méglichkeit, den
Therapieerfolg zu messen, in der Durchfithrung von Routinetests und Befragungen
zur Symptomverbesserung. Deshalb ist es notwendig, geeignete Strategien zu
entwickeln um die Effizienz molekulare Gentherapie nachzuweisen. Durch die
Verwendung von Biolumineszenz-Verfahren (WU et al., 2002), hat man Erfolge in
der optischen Darstellung von Gentherapie - Behandlung erreichen kénnen. Diese
Technik ist jedoch auf die Verwendung bei kleinen Tieren beschrinkt und bietet
keine Moglichkeit einzelne Regionen des Myokards darzustellen. Die Positron-
Emissions-Tomographie (PET) ist jedoch sehr gut zur bildlichen Darstellung von
biologischen Prozessen geeignet, denn sie weist nicht nur eine hohe Sensitivitit fiir
die Marker Detektion auf, sondern sie ist auch geeignet eine quantitativ gute
Darstellung der Topographie der untersuchten Regionen zu bieten. Als eine gute
Moéglichkeit zur nicht- invasiven Darstellung hat sich die Verwendung von
Reportergenen gezeigt (BLASBERG et al., 2003). Das Prinzip der Verwendung
von Reportergenen wie der Herpes Virus Typ 1 Thymidin Kinase (HSV1- TK)
beruht auf Vektor-assoziierter Uberexpression eines Transgens im Zielgewebe
welches flr ein Protein kodiert, das im normalen Gewebe nicht oder nicht in dieser
Haufigkeit vorhanden ist. So kénnen radioaktiv markierte Substrate oder Liganden
ausschlieBlich in Reportergen-exprimierenden Zellen akkumuliert werden. Durch
die bildliche Darstellung mittels nuklearmedizinischer Methoden ist es mdglich,
eine spezifische Anhidufung des Reportergenprodukts festzustellen ohne auf
invasive Methoden zurtickgreifen zu missen. Das bildliche Signal spiegelt indirekt
auch die Hohe der Expression und die Regulation auf der transkriptorischen Ebene
wieder.

11



Einleitung

Die nicht-invasive bildliche Darstellung mittels PET und radioaktiv markierten
Substraten bei adenoviral transfizierten Zellen, welche die Herpes Virus 1
Thymidine Kinase exprimieren, wurde an Kleintieren INUBUSHI et al., 2003) und
Grofitieren (BENGEL et al., 2003) verwirklicht. Auch die Kombination eines
therapeutischen Gens in diesem Falle der vaskulire endotheliale Wachstumsfaktor
mit einem Reportergen war in vitro erfolgreich (ANTON et al., 2004).

Der Nachteil bei der Verwendung adenoviraler Vektoren zum Nachweis von
gentherapeutischen Ansitzen und der Expression von therapeutischen Genen ist
die begrenzte Expressionsdauer der Adenoviren (BENGEL et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde auf die Verwendung von retroviralen Vektoren
zur stabilen Transduktion der endothelialen Vorlduferzellen und der myokardialen
Vorlauferzellen zuriickgegriffen, da sich in der Tumortherapie eine stabile
Transduktion mit HSV1- TK als moglich und therapeutisch relevant gezeigt hat
(MIN et al., 2003).

Als zweites Markergen wurde eGFP verwendet, das die Uberpriifung der
Transduktionseffizienz mittels Fluoreszenzmikroskopie und FACS im Vorfeld
erleichtert, und ein vielverwendetes Reportergen bzw. ein Platzhalter fiir das
spatere Finbringen von therapeutischen Genen in der Gentherapie darstellt
(GAMBHIR et al., 1999).

Vergleichende Studien haben gezeigt, dass der radioaktive Marker 2’- fluoro- 2’-
deoxy- B- D- arabinofuranosyl- 5- iodouracil (FIAU) zusammen mit retroviralen
Vektoren zu einer hoheren radioaktiven Aufnahme fihrt (MIN et al, 2003,
TJUVAJEV et al,, 2002). Deshalb wurden in der Arbeit die zwei verschiedenen
herpes-viralen Thymidinkinasen HSV1- tk und HSV1- sr39tk miteinander
verglichen, da die beiden in unterschiedlichen Zellen eine unterschiedlich hohe
Expression gezeigt haben (IKANG et al., 2005).
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3 Einleitung
3.1 Gentherapie

Zu Beginn der Gentherapie bedeutete dieser Begriff die Behandlung von
Krankheiten durch das Ersetzen des defekten Gens. Zum jetzigen Zeitpunkt ist mit
Gentherapie das gezielte Einschleusen von genetischem Material in Koérperzellen
definiert. Voraussetzung hierbei ist die Funktionsfihigkeit dieses Materials, um eine
therapeutische Wirkung zu erzielen. Dabei kann es sich neben dem Ersatz des
defekten Gens auch um eine Expressionssteigerung oder -minderung eines
vorhandenen Gens oder die Einfithrung eines vollig neuen Gens handeln.
Monogenetische Erkrankungen stellen hierbei die idealen Erfolgskandidaten dar, da
sie durch den Defekt nur eines einzelnen Genes zustande kommen. Beispiele
hierfir sind die Cystische Fibrose, Himophilie A und B, ADA-Mangel,
Phenylketonurie und familiare Hypercholesterinimie.

Mit solchen gentherapeutischen Ansitzen beschiftigt sich die Wissenschaft schon
seit mehreren Jahrzehnten. (TATUM 1966). Doch erst mit den gentherapeutischen
Erfolgen in Fruchtfliegen in den spiten 70er Jahren dieses Jahrhunderts waren
solche Ansitze auch realistisch auf humane Projekte anzuwenden (RUBIN und
SPRADLNG, 1981). Dies sollte erst im Jahre 1990 in einer ersten humanen Phase-
1-Studie verwirklicht werden (ANDERSON et al., 1990). Durch den ex-vivo-
Gentransfer des ADA-Gens in Lymphozyten und deren Reimplantation konnte die
zellulire und humorale Immunitit wieder hergestellt werden (BORDIGNON et al.
1995). Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden tiber 600 klinische Studien mit fast 4000
Patienten durchgefihrt (www.WILEY.CO.UK/GENMED).

Doch neben der Therapie von seltenen monogenetischen Erbkrankheiten ist eine
weitere Zielsetzung der Gentherapie die Behandlung weitverbreiteter, erworbener
Krankheiten wie HIV, maligne Neoplasien, Diabetes mellitus, Alzheimer Syndrom,
koronare Herzkrankheit und die erworbene Herzinsuffizienz. Dabei lasst sich
feststellen, dass sich die Gentherapie erworbener Krankheiten schneller entwickelt.

Die gro3e Mehrzahl der aktuellen gentherapeutischen klinischen Studien bezieht
sich auf die Behandlung erworbener Krankheiten. Das hat vor allem folgende
Grinde: in der Therapie von monogenetischen Erbkrankheiten ist eine stabile
Langzeitexpression von Monaten bis Jahren notwendig.
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Einleitung

Aullerdem sind die Patientenkollektive von Patienten die akut von
lebensbedrohlichen Krankheiten wie AIDS oder malignen Neoplasien betroffen
sind, sehr viel héher. Die molekulare Basis der polygenetischen Krankheiten ist
jedoch sehr komplex und in vielen Fillen unzureichend verstanden.

Dennoch wird versucht, zum Beispiel mit der Ubertragung toxischer Gene wie der
Herpes Simplex Virus Typl Thymidin Kinase (VILE et al, 1994) selektiv nur
Tumorzellen anzugreifen. Ein anderer weitverbreiteter gentherapeutischer Ansatz
in der Behandlung erworbener Krankheiten ist die gezielte Uberexpression von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren (LIEBERMANN et al., 2002).

Phases of Gene Therapy Clinical Trials 'f\f%/j.'

Phase | 41.2% (n=801)
Phase I/Il 19.7% (n=258)
Phase Il 15.7% (n=205)
Phase I/l 1% (n=13)
Phase Il 2.4% (n=32)

The lovrnal of Gene Medicne, © 2007 lohn Wiley ond Sons Lid wwrw. wiley.couk/genmed/ clinical

Abbildung 1: Verteilung der klinischen Phasen in der Gentherapie
Dargestellt sind die verschiedenen Phasen und deren prozentualer Anteil in der Gentherapie
aus: The Journal of Gene Medicine, 2007
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Einleitung

Mit einem Anteil von >60% liegt der Schwerpunkt der gentherapeutischen
Forschung in der Onkologie wie aus der Abbildung 1 ersichtlich wird. Die Therapie
von Herz- Kreislauf- Erkrankungen gewinnt jedoch immer mehr an Bedeutung,
denn sie ist in den industriellen Lindern neben onkologischen Erkrankungen die
hiufigste Todesursache. Auch monogene Erkrankungen, die Therapie von
Infektionserkrankungen, insbesondere HIV, liegen im  Zentrum  der
gentherapeutischen Forschung. Wihrend der Gentransfer in der Onkologie in der
Hauptsache mittels viraler Vektoren durchgefithrt wird, findet in der Therapie von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen die Verwendung nackter Plasmid- DNA mit einem
Anteil von 40% eine grole Verbreitung (ISNER et al., 2002).

Der erste Zwischenfall im Rahmen einer Studie mit adenoviralem Gentransfer, der
den Tod des Probanden zu Folge hatte, ereignete sich 1999. Dieser Zwischenfall
war jedoch auf Unzulinglichkeit der Indikationsstellung und Aufklirung
zuruckzufihren (GRISHAM, 2000).

GrofB3e Hoffnung erzeugten die Erfolge in zwei verschiedenen klinischen Studien
im Jahre 2000. Zunichst war es gelungen, bei einem Patienten mit Himophilie B
nach adenoviralem Transfer des Gens fiir den Gerinnungsfaktor IX eine klinische
Besserung zu erreichen (KAY et al., 2000).

Dann war es gelungen bei der Therapie der X- gebundenen humanen
Immunschwiche SCID (severe combined immunodeficiency) die gamma- ¢ Untereinheit
des Interleukin Rezeptors mittels retroviralem Transfer in Blutzellen zu verbringen
(CAVAZANA-CALVO et al, 2000, HACEIN-BEY-ABINA et al, 2002).
Dennoch wurden im September 2002 alle weiteren klinischen Studien dieser
Therapie gestoppt, nachdem zwei der therapierten Kinder eine akute
lymphoblastische Leukimie entwickelten (CHECK 2002, HACEIN-BEY-ABINA
et al., 2003).

Der Grund war die monoklonale Vermehrung transgener T-Zellen, bei denen die
Integration des retroviralen Vektors in ein Allel des Imo- 2 mit gleichzeitiger
Aktivierung der Genexpression festgestellt wurde (SCHMIDT et al., 2002). Dieser
Vorgang beschreibt einen Fall von Insertionsmutagenese, was das Auftreten einer
Leukamie zur Folge hatte, denn es ist bekannt, dass das Gen Imo- 2 eine Rolle bei
der Entstehung von lymphoblastischen Leukidmien spielt (BAUM et al., 2003).
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Die Bedeutung der Gentherapie bei Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems
liegt zum einen in der Behandlung der koronaren ischimischen Herzkrankheit, zum
anderen in der Verbesserung der myokardialen Pumpfunktion bei Herzinsuftizienz.
Hierbei kommen mit viralen Vektoren versehene Stammzellen zum Einsatz, die
beispielsweise den vaskuliren enothelialen Wachstumsfaktor tberexprimieren oder
es wird durch verschiedene operative und katheterassoziierte Verfahren ein viraler
Vektor direkt in die Myokarkzellen eingebracht (ISNER et al., 2002). Eine grof3e
Rolle dabei spielt immer die nicht- invasive bildliche Darstellung, was in den
meisten Forschungsansitzen mit Hilfe von Reportergenen und radioaktiven
Substraten — wie zum Beispiel HSV1-tk und FIAU- verwirklicht wird (BLASBERG
et al., 2003).

3.2  Vektoren in der Gentherapie

Um therapeutisches oder diagnostisches genetisches Material in die Zellen des
Zielgewebes einzubringen, sind Vektoren notwendig.

Dieser Gentransfer kommt auf verschiedenste Weise in der Natur vor. Zunichst
konnen bakterielle Plasmide mittels Konjugation von einer Donor- in eine
Akzeptorzelle eingeschleust werden.

Phagen iibertragen virale DNA- oder RNA-Segmente in das Genom der Wirtszelle
ein und vervielfiltigen diese im Rahmen der Zellteilung.

Auch mittels physikalischer oder chemischer Methoden kann DNA oder RNA
durch einen passiven Vorgang in die Zellen gelangen.

An den idealen Vektor kntipfen sich einige Bedingungen: er sollte nicht nur eine
hohe Effektivitit besitzen, sondern sich auch in groBlen Mengen produzieren
lassen. Eine weitere Anforderung an einen solchen Vektor ist, dass er die Zielzelle
einfach erreicht und nur diese selektiv penetriert. Ein Vektor, der alle diese
Anforderungen erfillt existiert aber nicht. Deshalb miussen je nach
Aufgabenstellung verschiedene Abstriche akzeptiert werden.

In einigen Fillen ist es wichtig, dass sich der Vektor an einer ganz speziellen
Position (site specific) stabil in das Wirtsgenom integriert
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Einleitung

Die Regulierbarkeit der Genexpression ist oft eine essentielle Bedingung fir die
Generierung eines Vektors. Es ist bei den meisten Fragestellungen zu vermeiden,
dass der eingebrachte Vektor eine Immunantwort im Wirtsgewebe auslost.
Die Methoden der Konstruktion viraler Vektoren sind sehr vielfiltig. Jedoch
werden meist virale Vektoren, im Allgemeinen adenovirale oder retrovirale
Vektoren, zum Einbringen des genetischen Materials verwendet. Aber auch die

Methoden des

nicht-viralen Gentransfers

nehmen durch

Verbesserung der Methoden in einem hohen Maf3e zu.

eine

staindige

Einen Uberblick iiber die hauptsichlich verwendeten Vektoren in der Gentherapie
und deren Charakteristika bietet Tabelle 1.

Retroviren |Lentiviren |Adenoviren|Adeno- Vaccinia
assoziierte | Viren
Viren
Maximale GroBe|7-8 kb 7-8 kb 7-8 kb 4kb 25 kb
des Transgens
Virustiter 10(6)-10(7) 10(6)-10(7) |>10(11)  |10(0)
(infektibse Viren
/ml)
Weg des | Ex vivo Ex vivo/ in|Ex vivo/ in|Ex vivo/|Ex vivo/ in
Gentransfers Vivo Vivo in vivo Vivo
Infektion sich | Nein Ja Ja Ja Ja
nicht teilender
Zellen
Integration Ja Ja Nein Ja Nein
Expressionsdauer | +++ +++ +/++ +++ +
Expressionsstirke | + + +++ ++ +++
Nachteile Insertions- |Insertions- |Bestehende | Helfervirus | Aufwendige
mutagenese |mutagenese |Immunitat |fir die | Herstellung
Positionsab- | Positionsab- | gege Virus-
hingige hingige Adeno- produktion
Expres- Expressions- |viren  in|notwendig
sionsstarke |starke vivo/
Bildung Bildung Immun-
replikations- | replikations- |reaktionen
kompetenter | kompetenter
Viren Viren

17




Einleitung

Tabelle 1: Vektoren in der Gentherapie:

Dargestellt sind die meistverwendeten Vektoren, wie Retro-, Lenti-, Adenoviren, sowie adeno-
assoziierte Viren und Vaccinia Viren. In der Tabelle sind die wichtigsten Eigenschaften der
unterschiedlichen Vektoren besonders im Bezug auf die Unterschiede dargestellt.

Modifiziert nach MODROW und FALKE: molekulare Virologie, 2003

3.2.1 Nicht-viraler Gentransfer

Da sich bei der Verwendung viraler Vektorsysteme nicht zu uUberwindbare
Gefahren und Hindernisse in den klinischen Anwendungen gezeigt haben, gewinnt
die Entwicklung geeigneter nicht-viraler Systeme an Bedeutung. Dabei wird die
transferierte DNA allerdings fast nie stabil in das zellulire Genom integriert
(LEDLEY, 1995) die fiihrt zu einer transienten Genexpression. Die erste
Anwendung nicht-viralen Gentransfers war die Verwendung sogenannter nackter
DNA, die von den Zellen in-vivo aufgenommen werden und in Folge dessen das
Genprodukt exprimiert wird, was in eine transiente Genexpression resultiert. Im
Falle des nicht-viralen Gentransfers wird dieser Vorgang als Transfektion
bezeichnet (WOLFF et al., 1990). Obwohl die Expression nur kurzzeitig ist, reicht
sie zur Entwicklung und Herstellung von DNA Vakzinen aus (HANLON et al.,
2001; GIESE et al.,, 2002). Durch die Entwicklung physikalischer Methoden konnte
der Gentransfer und die Genexpression effizienter gemacht werden. Dabei handelt
es sich zum Beispiel um die sogenannte ,,gene gun“-Methode, bei der man die
DNA an Goldpartikel bindet und so versehen in die Zellen oder das Gewebe
schieB3t (YANG et al., 1990). Eine weitere Entwicklung ist die Elektroporation, bei
der ein elektrischer Impuls zur Offnung der Zellmembrane fiihrt. (ROLS et al,
1998). Auch durch biochemische Methoden wurde der nicht-virale Gentransfer
weiterentwickelt. Hauptvertreter hierbei ist die Lipofektion. Kennzeichnend fur
diese Methode des Gentransfers ist die Bindung negativ geladener DNA an positiv
geladene Lipide. Da die Komplexe so insgesamt positiv geladen sind, kénnen sie
sowohl in vitro als auch in vivo besser in die Zellen aufgenommen werden. Dort
verbleiben sie episomal im Zytoplasma, werden sie freigesetzt konnen sie jedoch
auch in den Zellkern gelangen. (FELGNER et al., 1987).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass nicht-virale Gentransfers meist zu
einer geringeren Transfektionseffizienz fithren und auflerdem im Regelfall eine
transiente und vergleichsweise schwichere Transgenexpression zeigten.

3.2.2 Viraler Gentransfer

Der Begriff der Infektion oder Transduktion wird in der molekularen Gentherapie
als das FEinschleusen von genetischem Material in die Zielzellen bzw. das
Zielgewebe via viraler Vektoren. Ein solcher Vektor setzt sich aus einem
menschen- oder tierpathogenen Virus zusammen. Dabei wurde dieser virale Vektor
insofern modifiziert, dass er ein heterologes Gen trigt.

Bei der Herstellung eines solchen Vektors ist nicht nur die Einfihrung des zu
transportierenden Genes wichtig. Auch die Verinderungen der Pathogenitit des
Virus sind von groBler Bedeutung. In der Regel enthalten virale Vektoren aus
Sicherheitsgriinden nur das Fremdgen mit den zu transportierenden Informationen,
sowie die fur die Infektion notwendigen genetischen Informationen.

Die Vermeidung einer moglichen

Immunogenitit der eingebrachten Vektoren ist ein weiterer Faktor der bei der
Entwicklung retroviraler Vektoren beachtet werden muss. Die lentiviralenVektoren
der neuesten Generation, welche vom HIV-I viralen Genom abgeleitet sind
enthalten zum Beispiel nur noch ungefihr 5% dieser genetischen Information
(ZUFFREY et al, 1997). Der Vorteil des viralen Gentransfers liegt in der
natirlichen Infektiositit der viralen Partikel. Diesen Umstand nutzt man aus, um
die therapeutischen Gene effizient in die Zelle zu bringen. Die Generierung der
viralen Vektoren muss in der Zellkultur stattfinden, da die Replikation der Viren
nur in menschlichen oder tierischen Zellen stattfinden kann.
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3.3 Retroviren
3.3.1 Ubersicht iiber die Retroviten

Eine Ubersicht iiber die Einteilung der Familie der Retroviren wird in Tabelle 2
gegeben

Unterfamilie Genus Vertreter

Onkovirinae Typ B Retrovirus der|Maus-Mamma-Tumor-
Saugetiere Virus(MMTV)
Typ C Retrovirus der|Moloney-Maus-Leukimie-
Saugetiere Virus (Mo-MLV)
Typ C Retrovirus der|Rous-Sarkom-Virus (RSV)
Vogel
Typ D Retrovirus Mason-Pfitzer-Affen-

HTLV-/BLV- Gruppe Virus

Bovines Leukdmie-Virus
(BLV)

Humane T-Zell-Leukamie-
Viren (HTLV1/2)

Lentivirinae Lentivirus Humane Immundefizienz-
Virus (HIV1/2)

Felines Immundefizienz-
Virus (FIV)

Bovines Immundefizienz-
Virus (BIV)

Virus der Infektitsen
Animie der Pferde
(EIAV)

Spumavirinae Spumavirus Simian foamy Virus (SFV)
Humane Spumaviren

Tabelle 2: Einteilung der Retroviren:

Dargestellt sind die 3 Hauptfamilien der Retroviren, wobei neben dem Typ C Retrovirus der
Saugetiere  (Moloney-Maus-Leukdmie-Virus) die Lentiviralen Vektoren verstirkt in

gentherapeutischen Ansitzen verwendet werden.
Modifizert nach MODROW und FALKE, molekulare Virologie, 2003
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3.3.2 Biologie der Retroviren
3.3.2.1 Viruspartikel

sU gpl20 Kernhiile
env \\
iy,

T

R,
I'( WA Kern
LI Lipicihiille
gag 4
A
Matrixprotein
\ ¥ [
[ PR
pol < RT
\ M MHC

Abbildung 2: schematischer Aufbau eines Retroviruspartikels

Dargestellt sind neben den wichtigen Bestandteilen des Retrovirus wie Kernhille, MHC-
Bindungsstelle oder der Lipidhiille auch welcher Teil der RNA fiir die verschiedenen Bestandteile
des Virus kodiert.

So enthilt der env-Anteil der RNA die genetische Information aller Hiillproteine wie z.B. der
Lipidhille. Der gag-Anteil ist zustindig fiir die Kodierung der Viruskapsidbestandteile wie der
reversen Transkriptase. Im pol-Anteil ist die Information des Kernes, also der RNA,
verschlisselt.

Modifizert aus ,, RETROVIRUS®, Coffin J.M. 1997
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Der Aufbau des Virions (infektiéses Partikel) der unterschiedlichen Retroviren ist
sehr dhnlich. Mit einem Durchmesser von 100-120 nm enthilt das Virion zwei
identischen Kopien von + -Strang-RNA, die als Dimer vorhanden sind (PRATS et
al., 1990). Mit den Nukleokapsid Proteinen bildet die virale mRNA einen Komplex,
der zu den gruppenspezifischen Antigenen, den sogenannten gag-Proteinen,
gehort. Um diesen Komplex befindet sich der Core, oder auch Viruskapsid (CA)
genannt, der auch aus gag-Proteinen besteht. Bei Typ C Retroviren besitzt der Core
die Form eines Ikosaeders. Im Viruskapsid befinden sich auBler dem Enzym
Reverse Transkriptase (RT) auch die Integrase (IN) und die Protease (PR).
Matrixproteine, welche an der Aullenseite des Core lokalisiert sind, interagieren mit
der Innenseite der Hiullmembran. Diese Hillmembran besteht aus einer
Lipiddoppelschicht aus der Zytoplasmamembran der virusproduzierenden Zelle.
Die sogenannten envelope Proteine (env), die zur Gruppe der Glykoproteine
gehoren, sind in die Hullmembran integriert. Sie sind zustindig fur die
Virusinteraktion mit dem spezifischen Rezeptor und die einzigen viralen Proteine
auf der Virusoberfliche. Die Untereinheiten dieser Proteine setzen sich
folgendermallen zusammen: das transmembrane Protein (TM), das in der
Zellmembran verankert ist, und das externe Glykoprotein (EP), das an die
zelluldren Rezeptoren bindet (HUNTER und SWANSTROM, 1990).

3.3.2.2 Genom und Genomaufbau

Die virusproduzierenden Zellen stellen das Genom der Retroviren aus
Einzelstrang-Ribonukleinsaure  her.  Dieses  enthilt die Charakteristika
eukaryotischer messenger RNA (mRNA), die sogenannte 5 Cap-Struktur und die
3’-Polyadenylierung. Das Moloney-Leukimie-Virus (Mo-MLV) ist dabet circa 7.000
Basen grof3 (SHINNNICK et al. 1981). Wihrend der reversen Transkription durch
die virale Reverse Transkriptase, sowie der darauffolgenden Integration in das
zellulire Genom als Provirus, sind an beiden Enden der proviralen DNA die long
terminal repeats (LTR) angehidngt (COFFIN, 1984). Darin lokalisiert sind die
viralen Elemente fiir die Genexpression, reverse Transkription und die Integration
ins Wirtsgenom. Man unterteilt diese long terminal repeats weiter in die U3 (unique
3'RNA-Sequenz), R (redundant RNA-Sequenz) und U5 (unique 5'RNA-Sequenz)
Abschnitte. In der viralen RNA ist die U3 und U5 nur einfach enthalten. Diese
Sequenzabschnitte werden wiahrend der reversen Transkription verdoppelt.
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Doppelt liegt hingegen die R Region in der viralen RNA vor. Sie befindet sich in
identischer Basenfolge und Orientierung an beiden Enden des Genoms. Dadurch
wird die notwendige Homologiesequenz hergestellt um den Strangwechsel im Zuge
der reversen Transkription zu gewihrtleisten.

Die Retroviren konnen je nach Vorhandensein von akzessorischen Proteinen, die
neben den Genen gag (gruppenspezifische Antigene), pro (Protease), pol
(Polymerase) und env (Hullproteine) enthalten sind, in einfache und komplexe
Retroviren unterteilt werden (HU und PATHAK, 2000). Der folgende Aufbau ist
exemplarisch fir die virale RNA eines einfach gebauten Retrovirus, wie das Mo-
MLV, gewihlt. Die Abbildung 3 zeigt diesen Aufbau in bildlicher Form.

1. Das 5"-Ende und das 3-Ende ist von der R-Region gebildet. Sie stellt am
5'Ende des viralen Genoms nach der Integration in das zellulire Genom
den Startpunkt der Transkription in DNA dar. Dabei wird von der viralen
U3 Region ausgegangen. Enthalten ist weiterhin Polyadenylierungssignal,
welches am 3°-Ende des viralen Genoms zum Abbruch der Transkription
tihrt.

2. In der U5 Region, die je nach ihrer Lage am 5-Ende der viralen RNA ihre
Bezeichnung erhilt, finden sich die Sequenzen fur den Start der reversen
Transkription.

3. In der unmittelbaren Folge an die U5 Region ist im Virusbackbone eine
Primer-Bindungsstelle (PB ) lokalisiert, die eine Sequenz komplementir zum
3’-Ende einer zellulidren transfer RNA (tRNA) enthilt.

4. Damit eine spezifische Verpackung der viralen RNA gewihtleistet ist,
besteht das Verpackungssignal (W) aus Sequenzen, welche mit den viralen
Proteinen  interagieren  (LINIAL und MILLER, 1990). Das
Verpackungssignal Mo-MLV-W findet sich in der 5’-nichttranslatierten
Region zwischen der PB und dem gag Gen. Dieses Signal ist suffizient
fremde RNA in virale Partikel verpacken zu kénnen (MANN et al, 1983,
ADAM und MILLER, 1988). Als das sogenannte erweiterte
Verpackungssignal W+ wird diejenige Sequenz beschrieben, in der das Mo-
MLV Verpackungssignal und die in das gag Gen hineinreichende Sequenz
enthalten ist (BENDER et al., 1987).
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5. Nach diesen Gensequenzen folgt die genkodierte Region. Das gag-

Polyprotein wird vom gag Gen am 5°-Ende kodiert, das in der Folge durch
die virale Protease in verschiedene Proteine, die Matrix-, Kapsid- und
Nukleosidkapsidproteine gespalten wird. Die Reverse Transkriptase und die
Integrase wird vom pol Gen kodiert. Unter zu Hilfenahme einer als Primer
tunktionierenden zelluliren tRNA katalysiert die reverse Transkriptase die
Umschreibung der viralen RNA in eine doppelstringice DNA.
(BALTIMORE, 1976; TEMIN, 1976), Die Integrase wirkt als Katalysator
tir die Integration des Provirus in das Wirtsgenom. Zwischen gag und pl

. liegt die Sequenz, welche fir die virale Protease kodiert. Allen Retroviren
gemeinsam ist, dass die subgenomische gespleiBte mRNA benutzt wird, um
die env Gene zu exprimieren. Der Spleildonor findet sich vor der W-
Sequenz, der Spleilakzeptor direkt vor dem env Gen. Dieses env Gen
kodiert fiir ein env-Polyprotein, welches eine Spaltung durch eine zellulire
Protease in das transmembrane Protein und das externe Glykoprotein
erfihrt.

. Der sogenannte Polypurintrakt (PPT) findet sich in der Region zwischen env
und 3'LTR und wird wegen seines Purin-Reichtums so bezeichnet. Die
Bedeutung dieser Region liegt in der Notwendigkeit fiir die Initiation der
Zweitstrangsynthese bei der reversen Transkription.

. Die viralen Promotor und Enhancer Sequenzen sind in der U3 Region
vorhanden. Benannt ist diese nach ihrer Lage im 3’-Ende der viralen RNA
(DOUGHERTY und TEMIN, 1987). Nach erfolgter Umschreibung der
RNA in doppelstringige DNAbefindet sich diese Region auch in der 5-
LTR und steuert von dort aus die virale Genexpression.
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A. RNA-Genom des infektitsen Viruspartikels

tRNA

5 Cap ’ gag pol
R U5 PB |y

Spleilk- Spleilt-
donor (3D) akzeptor (SA)

B. Integrierte Provirus-DNA

+— | TR — +—|TR—»
—JU3[R]JUs[PB] ¥ | gag pol P [PPJU3[R [US}—
Zell- T Zell-
genom Spleifs- Spleiflt- genom
donar (SD) akzeptor (SA)

Abbildung 3: Genomorganisation der Retroviren mit

A: RNA-Genom des infektiésen Viruspartikels

B: Integrierte Provirus DNA

Dargestellt ist das RNA Genom vor und nach Integration der Provirus-DNA. Eine ausfiihrliche
Erliuterung des Vorgangs findet sich im Abschnitt Genom und Genomaufbau Punkt 1-7.
Modifiziert aus ,, RETROVIRUS®, Coffin .M., 1997
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3.3.2.3 Replikation

In der Abbildung 4 sind die Vorginge bei der Infektion einer Zelle durch ein
replikationsfahiges Retrovirus dargestellt. Am Beginn der Infektion interagieren die
viralen Hiullproteine mit den zelluliren Rezeptorkomplexen (Adsorption). Sobald
das Virus mit der Zellmembran fusioniert hat, wird das retrovirale Kapsid
aufgenommen und wird dann in der Folge in das Zytoplasma entlassen. Aufgrund
von Konformationsinderungen innerhalb des Kapsids wird die Reverse
Transkriptase aktiviert, welche das virale Provirus synthetisiert, die doppelstringige
DNA-Kopie der genomischen viralen RNA ist (reverse Transkription). Wihrend
der folgenden Abldufe bleibt das virale Provirus immer mit den
Kapsidkomponenten verbunden. SchlieB8lich wird es als Komplex mit ihnen und
der viralen Integrase in den Zellkern verbracht (BOWERMAN et al, 1989). Bei
Maus-Leukimie-Viren (MLV) ist dieser Transport nur bei Auflosung der
Kernmembran wihrend der Mitose moglich (ROE et al, 1993). In diesem Falle ist
die Infektion auf sich teilende Zellen beschrinkt (MILLER et al., 1990). Bei
anderen Retroviren wie z.B. Lentiviren sind Kernlokalisationssignale vorhanden,
zum Beispiel im Matrixprotein. Somit konnen sie auch durch die intakte
Kernmembran sich nicht teilender Zellen gelangen (LEWIS und EMERMAN,
1994; NALDINI et al., 1996). Die Integration der viralen Provirus-DNA in das
zellulire Genom ist durch die virale Integrase vermittelt. Dabei ist der Ort der
Integration nicht spezifisch, und sie kann prinzipiell in allen Teilen des Genoms
stattfinden. Trotzdem werden dabei Orte aktiver Transkription bevorzugt
(SCHERDIN et al, 1990), weswegen es die Bezeichnung ,.hot spots® und ,,cold
spots“ im Rahmen der Integration gibt (WITHERS-WARD et al, 1994). In den
LTRs, welche das integrierte Genom zu beiden Seiten flankieren, sind wichtige
Steuerungselemente wie Promotor, Enhancer und Polyadenylierungssignal
vorhanden. Diese Steuerungselemente sind fir die Initiation und Termination der
Transkription durch die zelleigene RNA-Polymerase II verantwortlich (COFFIN,
1984).

Es entstehen wihrend der Transkription zwei verschiedene mRNA-Formen:
erstens die gespleiBte Form, welche die Matrize fir die Translation des env Gens
liefert und zweitens eine nicht gespleite Form die fiir die Synthese der gag-, pro-
und pol-Proteine zustindig ist
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Diese nicht-gespleifite Form ist identisch mit der viralen genomischen RNA. Durch
zelleigene Strukturen werden im Zuge der Translation im Zytoplasma die viralen
Strukturproteine und Enzyme hergestellt.

Durch das Verpackungssignal W ist die spezifische Zusammenlagerung der viralen
genomischen RNA mit den synthetisierten viralen Strukturproteinen im
Zytoplasma der Zelle moglich. Es kommt zur Knospung unreifer Viruspartikel von
der Zelloberfliche aus, mit der Eigenheit, dass die Viruspartikel von der zelluliren
Membran umhillt werden. Die Spaltung der gag/pol Vorlduferproteine durch die
virale Protease fuhrt zur Reifung von infektiésen Viren (BOLOGNESI et al 1987).
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Abbildung 4: Schema des retroviralen Replikationszyklus

Dargestellt ist der komplette virale Zyklus von der Adsorption der Viruskapside bis zur
Freisetzung der neu produzierten Viruspartikel.

Nach der Adsorption wird das Kapsid ins Zytoplasma der Zelle aufgenommen. Dort findet die
reverse Transkription statt, deren Ergebnis die DNA-Kopie der genomischen viralen RNA ist.
Nach eindringen in den Kern der infizierten Wirtszelle wird die virale DNA-Kopie in das Genom
der Zelle integriert. Aufgrund des Vorhandenseins von Steuerungselementen wie Promotor,
Enhancer und Polyadenylierungssignal in absoluter Nihe der integrierten Virus-DNA findet im
Folgenden die Bildung verschieden gespleil3ter mRINA Formen statt. Damit konnen im Zuge der
Translation die verschiedenen viralen Strukturproteine und Enzyme hergestellt werden, welche
sich dann zum fertigen Viruskapsid vereinigen.

Aus ,,RETROVIRUS®, Coffin ].M., 1997

3.4 Retroviren als Genvektoren
3.4.1 Ubersicht iiber die Genvektoren

Retrovirale Vektoren wurden entwickelt als vor 20 Jahren festgestellt wurde, dass
man mit Hilfe von defekten Viren ein Reportergen stabil in die Zielzellen
einbringen konnte. Dabei erwiesen sich besonders MLV abgeleitete Retroviren und
Vogel-Viren, als geeignete Vehikel. (PAGES und BRU, 2004). Aber auch Vektoren
auf Grundlage anderer Virusunterfamilien wurden in letzter Zeit als Triger von
Reportergenen entwickelt: lentivirale Vektoren, die auf HIV I (NALDINI et al
1996), FIV (POESCHLA et al 1998) und BIV (MATUKONIS et al., 2002)
basieren und Vektoren aus der Gruppe der Spumaviren (RUSSEL und MILLER,
1996, SCHWANTES et al,. 2002). Die elementaren Voraussetzungen, die gegeben
sein mussen um einen ,retroviralen Vektor® zu erhalten, beschreibt folgende
Definition:

Ein mobiler Vektor, der keine viralen Kodierungssequenzen beinhaltet, aber die
therapeutischen Gene und die so genannten cis-agierenden Elemente enthilt.
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Die cis-agierenden Elemente sind retrovirale Sequenzen die notwendig sind, damit
die das Reportergen enthaltenden Partikel infektiés wirken. Da im Zusammenhang
mit Retroviren immer die Moglichkeit der Pathogenitit berticksichtigt werden
muss, finden bei klinischen Anwendungen fast immer replikationsdefiziente Viren
Verwendung.

Der das Reportergen tragende Vektor, kann nach Infektion der Zielzellen
deswegen auch keine neuen Viruspartikel bilden oder gar virale Gene in das
Genom der infizierten Zelle ibertragen. Um dies zu erreichen, finden sich die
viralen Gene gag, pol und env in den verwendeten Hilfskonstrukten grundsitzlich
in trans-Stellung, das heit ohne rdumlichen Bezug zueinander. Da diesen
Gensequenzen das virale Verpackungssignal fehlt, findet sich ihre Sequenz auch
nicht im gebildeten Virion.

Diese beinhalten die fremden Transgene, konnen aber nach einer Infektion keine
neuen Partikel bilden und keine viralen Gene ibertragen. Im Gegensatz dazu
beinhaltet der Vektor mit dem therapeutischen Gen die Grundstruktur des viralen
Genoms.

Aber auch hier werden nur die notwendigsten regulatorischen Sequenzen fir die
Verpackung in virale Partikel, reverse Transkription und Integration verwendet
(cis-agierende Sequenzen). So besteht die virale mRNA spater nur aus der
genetischen Information des verwendeten Vektors. Diese Gegebenheit fihrt dazu,
dass der retroviale Vektor allein die Proteine fiir die Replikation nicht herstellen
kann.

MLV-abgeleitete Viren, infizieren Zellen nur im Zustand der Zellteilung (MILLER,
1990). Wird eine Transduktion von Geweben aus sich nicht-teilenden Zellen
gewinscht, ist dies in-vivo beinahe unmdoglich. Daher ist die Anwendung
retroviralen Gentransfers hauptsichlich auf die Zellkultur beschrinkt. Zu diesen
nur in vitro transduzierenden Geweben gehoren unter anderem Leber-und
Muskelgewebe, aber auch Herz und Lunge. Dennoch liegt in dieser Methode ein
klarer Vorteil: Es wird eine hohe Effizienz des Gentransfers erreicht (VERMA und
SOMIA, 1997).

Eine der gewtinschten Eigenschaften des retroviralen Gentransfers ist die stabile
Integration des Reportergens, was zu einer langdauernden Transgenexpression
fihrt. Hier zeigt sich jedoch das Janus-Gesicht des retroviralen Gentransfers:
Benachbarte zelleigene Gene werden durch die viralen Promotor- und
Enhancersequencen aktiviert (TEMIN, 1990; STOCKING et al.,, 1993, LI et al,,
2002).
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Dieses Phianomen der Insertationsmutagenese ist allerding kein rein theoretisches
Problem: Bei der erfolgreichen genetischen Korrektur der x-chromosomalen SCID
durch einen MLV abgeleiteten retroviralen Vektor traten bei zwei der Patienten T-
Zell Leukamien auf. Dies war auf eine Integration des Vektors nahe der LMO2-
Sequenz zurlickzufithren, welches ein bekanntes Gen im Zusammenhang mit T-
Zell Leukimien ist. (PAGES und BRU, 2004 auch Kapitel: Finleitung).

Ein weiteres Problem im Bezug auf retrovirale Vektoren, die mehr als einen
Promotor aufweisen, ist die sogenannte ,promotor interference®, bei der die
internen Promotoren des Vektors durch die viralen Promotor- und
Enhancersequenzen beeinflusst werden (EMERMAN und TEMIN, 1984, XU et
al., 1989; WU et al., 1996).

Schon linger bekannt ist die Beeinflussung der Transgenexpression je nach
Integrationsort (JAENISCH et al 1981). Ein limitierender Faktor ist auch die
GroBe des Transgens. Die Klonierungskapazitit retroviraler Vektoren hingt vom
urspriinglich vorhandenen Virus ab, wobei 8kb die maximale Grof3e der Vektoren
zu sein scheint. Entgegen friherer Studien scheint die Verpackungskapazitit des
retroviralen Virions kein limitierender Faktor zu sein.

Bei der Generierung retroviraler Partikel werden zwei Methoden unterschieden:

1. Virusproduktion mittels Verwendung von Verpackungszelllinien
2. transiente Virusproduktion mittels Transfektionist nur in intakten Zellen
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3.4.2 Verpackungssysteme

Da Retroviren immer eine potentielle Pathogenitit besitzen, ist die Voraussetzung
tir deren klinischen Nutzen immer die Entwicklng von Vektoren, die zwar die
therapeutische Sequenz tragen, aber nicht in der Lage sind, sich zu replizieren oder
virale Figenschaften zu ubertragen. Daflir wurden verschiedene Zelllinien
entwickelt, welche die genetische Information zur Herstellung infektioser, aber
auch replikationsdefiziter Retroviren enthalten. Allen gemeinsam ist die Anordnung
der benoétigten Gene in trans des einzufiigenden retroviralen Vektors. Durch die
genaue Kenntnis des MLV-Virus, ist dieses das am meisten verwendete Virus bei
der Herstellung von retroviralen Vektoren, wobei die verschiedenen Systeme in
,,Generationen von Verpackungssystemen® eingeteilt wurden (PALU et al., 2000).

1. Bei der ersten Generation von Verpackungszellen wurde die Information
mittels eines retroviralen Genoms zur Verfigung gestellt, in dem das
Verpackungssignal aus der 5'-Region ausgeschnitten wurde. Dieses
sogenannte ,,one-genom helper virus® besteht aus der klonierten proviralen
DNA ohne Verpackungssignal. Da in dieser Generation die viralen Gene
von diesem einzigen Hilfskonstrukt produziert werden, besteht eine hohe
Gefahr der Bildung replikationskompetenter Retroviren. Verschiedene
Autoren haben beschrieben, dass dazu nur eine Rekombination von
Hilfskonstrukt und Vektor zustande kommen muss (CONE und
MULLIGAN, 1984; MILLER und BUTTMORE, 1986). Als Beispicle
sollen hier die ecotrope Verpackungszelllinie W-2 (MANN et al., 1983) und
die amphotrope Linie PA12 genannt werden (MILLER et al., 1985).

2. In der zweiten Generation von Verpackungszelllinien wurde dann im
Hilfskonstrukt die 3°-LTR durch das Polyadenylierungssignal des SV40
ausgetauscht und zusitzlich das 5-Ende der 5-LTR entfernt um eine
Bildung rekombinanter Retroviren zu erschweren. Dies wurde zum Beispiel
bei der amphotropen Linie PA317 angewandt (MILLER wund
BUTTIMORE, 19806).
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3. Bei der dritten Generation von Verpackungszelllinien wurde versucht, durch
die Aufteilung der viralen Gene auf zwei voneinander unabhinigige
Hilfskonstrukte die Gefahr der Entstehung replikationskompetenter Viren
zu minimieren (HU und PATHAK, 2000). Diese ,split genome*
Hilfskonstrukte enthalten auf einem Konstrukt die Gene fur gag und pol,
auf dem zweiten Konstrukt die Information fiir das env Gen. Obwohl somit
drei Rekombinationen erforderlich sind, ein Retrovirus zu bilden, das die
Fahigkeit der  Replikation  besitzt, wurde auch bei  diesen
Verpackungssystemen das Vorkommen genau solcher Retroviren
beschrieben (CHONG und VILE, 1996; CHONG et al, 1998). Die
wichtigsten Vertreter dieser Zelltypen sind die Linien WCRIP (DANOS und
MULLIGAN, 1988), GP+envAM12 (MARKOWITZ et al., 1988) und die
Zelllinie Phoenix-Ampho.

4. Die transiente Produktion retroviraler Partikel hingt vor allem von der
Anwendung eines effizienten Transfektionssystems ab, wie der Calcium-

Phosphat Methode.

Die Verwendung von Verpackungssystemen der dritten Generation, also die
Verwendung von zwel unterschiedlichen unabhingigen Hilfskonstrukten ist die
Regel bei transienten Systemen. Das gag-pol-Plasmid fithrt zur Expression der
viralen Enzyme und Strukturproteine, das env-Plasmid zur Expression der
Hillproteine. Zusammen mit diesen beiden Hilfskonstrukten wird das retrovirale
Vektorplasmid in die Zelle transfiziert.

Wenige Tage nach der Transfektion konnen dann die Zelliiberstinde, die den
Retrovirus enthalten, geerntet werden. Wichtig fiir die Sicherheit dieser Systeme ist,
dass die Hilfskonstrukte nur geringe Sequenzhomologien enthalten und aullerdem
so wenig als moglich an viralen Sequenzen. Dieses System wurde erfolgreich fir
MILV-abgeleitete Vektoren, lentivirale Vektoren und Spumavirus-Vektoren etabliert
(SONEOKA et al.,, 1995; TROBRIDGE und RUSSEL, 1998; YANG et al., 1999).

Vorteile dieses Schemas sind, dass es vor allem in viel kiirzerer Zeit zur Etablierung
einer stabilen Virusproduzentenzelllinie fihrt und zudem auch weniger
arbeitsintensiv ist. Ein weiterer Vorteil ist die Generierung der Retroviren ohne die
Notwendigkeit eines eukaryotischen Selektionsmarkers, der unter Umstinden
immunogen wirken kann. (RIDDEL et al., 1996). normalerweise toxisch ist. (YEE
et al., 1994).

32



Einleitung

Ein weiteres Charakteristtkum fiir die Verwendung dieses Systems ist das Erzielen
sehr hoher viraler Titer von mehr als 10(7) IP/ml (YANG et al., 1999). Zuletzt ist
es aullerdem moglich, die Plasmide verschiedener Virushiillen einsetzen zu
konnen, obwohl die Expression solcher Hillen wie z.B. die des Vesikuliren-
Stomatitis Virus (VSV-G),

3.4.3 Der retrovirale Vektor pBullet

Als Weiterentwicklung des von WEIJTENS beschriecbenen Vektors pSTICH
wurde in der vorliegenden Arbeit eine leicht modifizierte Version des Vektos
pBullet verwendet, der vom Moloney- Maus- Leukimie-Virus (Mo-MLV) abgeleitet
ist (WEIJTENS et al. 1998 WILLEMSEN et al, 2003). Der Unterschied zum
pSTITCH-Vektor ist der Austausch der U3 Region der 5'LTR durch den humanen
intermediate early Cytomegalievirus Promotor (CMV IE Promotor). Im Gegensatz
dazu entspricht die 3’LTR der wildtyp Mo-MLV LTR.

Dadurch initiiert der CMV IE Promotor nach Transfektion die Genexpression in
eukaryotischen Zellen. Dies hat zur Folge, dass bei der nachfolgenden viralen
Transduktion der oben genannte Promotor aufgrund der reversen Transkription
und Integration durch die retrovirale U3 Region ersetzt wird, in der Promotor- und
Enhancersequenzen enthalten sind. Damit lenkt die so gebildete vollstindige L'TR
die Genexpression. Um die virale mRNA zu verpacken, ist das erweiterte
Verpackungssignal W+ vorhanden, welches eine bessere Verpackung durch den
5 -nicht-translatierten Anteil des gag Gens méglich macht (BENDER et al., 1987).

Der Spleildonor und —akzeptor des Vektors ist dem des wildtyp Mo-MLV
identisch, und ist in diesem Falle Voraussetzung fiir die Synthese der env-mRNA.
Die Bildung der Mo-MLV env-RNA velduft analog; das heillit es entsteht
genomische mRNA. Zusitzliche Schnittstellen im Anschluss an die Ncol
Schnittstelle, die dem Vektor pSTITCH zugefiigt wurden, machen einen
ordnungsgemillen Spleilvorgang moglich.

vorhanden, im bakteriellen Plasmidanteil ist das SV40 ori (Origin of replication des
Simian virus) aktiv. Der CMV IE Promotor wird in der Zelllinie 293T durch
Proteine der adenoviralen E1A Region titig. Die Plasmidkopienzahl pro Zelle
erhoht sich durch die Wirkung des SV 49 large T Antigen auf das SV40 ori, das
dadurch eine Amplifikation der kompletten Plasmide bewirkt.
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Der Grundgedanke der Entwicklung von pSTITCH bzw. pBullet war die
Generierung retroviraler Zelliberstinde mit hohen viralen Titern. Zusammen mit
den Verpackungsplasmiden pHIT60 (SONEOKA et al., 1995) und pCOLT-GALV
(WEIJTENS et al., 1998) konnte dies innerhalb von sieben Tagen durch transiente
Transfektion von 293T Zellen realisiert werden. Vor allem durch zwei
Verinderungen kann eine sehr starke Plasmidexpression, und in dessen Folge sehr
hohe virale Titer erreicht werden: In allen Plasmiden ist der CMV IE Promotor

Da in der vorliegenden Arbeit neben des envelope-Plasmids, welches fiir die
Hillproteine des Gibbonaffen Leukidmievirus kodiert (pCOLT-GALV), auch das
Plasmid, welches fir die Hullproteine des Vesikuliren-Stomatitis-Virus kodiert
(PHCMV-G), verwendet wurde, musste das in der von Willemsen publizierte
System veridndert werden. Das Plasmid pCOLT-GALV wurde durch pHCMV-G
ersetzt. Dieses enthilt jedoch ebenso den CMV IE Promotor fir die
Genexpression (YEE es al,, 1994, vgl. Abbildung 5).

pBULLET
5404 bp

bla

34



Einleitung

Abbildung 5: pBullet

Dargestellt ist der retrovirale Vektor pBullet mit einer Groéfle von 5404 Basenparen.
Angezeichnet sind sowohl die U3 als auch die U5 Region und der CMV-Promotor.
Modifiziert nach WILLEMSEN und WEIJTENS (1998, 2003).

3.4.4 Vektordesign

Die retroviralen Vektoren liegen in bakterieller Plasmidform vor, um in Bakterien
amplifiziert werden zu kénnen. Dazu besitzen sie ein bakterielles ,,origin of
replication® (ori), welches aus dem Startpunkt der bakteriellen Replikation und
einem Resistenzgen besteht.

Um retrovirale Vektoren in Gruppen aufzuteilen, kann man verschiede
Unterscheidungskriterien anwenden. Als sehr einfaches Unterscheidungsmerkmal
kann die Anzahl der enthaltenen Transgene (Cistrone) herangezogen werden. Je
nachdem bezeichnet man die Vektoren dann monocistronisch (1 Transgen),
dicistronisch (2 Transgene), usw.

Dabei findet in den meisten dicistronischen Vektoren eines der verwendeten
Transgene Verwendung als eukaryotischer Selektionsmarker, um die infizierten
Zellen schon in-vitro zu selektionieren.

Als Beispiele sollen an dieser Stelle der dicistronische Vektor pLXSN (MILLER
und ROSMAN, 1989) und das Neomycin Resistenzgen von SOUTHERN und
BERG, 1982 genannt werden.

In der Abbildung 6 sind unterschiedliche Méoglichkeiten zur Konstruktion
retroviraler Vektoren abgebildet, die mehrere Transgene oder Proteine exprimieren:

1. Die verschiedenen Proteine werden mittels unterschiedlich gespleil3ter
mRNA von einem einzelnen Promotor exprimiert.

2. Die verschiedenen Gene werden mit Hilfe mehrerer Promotoren exprimiert.

3. Es wird eine internal ribosomal entry site-Sequenz (IRES) fir die Expression
verschiedener Proteine von einer mRNA verwendet.
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Wihrend des Replikationszyklus von Retroviren kommt es in einem
Zwischenschritt zur Synthese einer mRNA, welche die Linge des gesamten viralen
Genoms umfasst. Aus diesem Grund missen alle Vektorkonstruktionen die
Synthese dieser mRNA erlauben. In Transkriptionsrichtung des viralen Promotor,
also in ,sense Orientierung®, ist es daher nicht mdglich, zusitzliche
Polyadenylierungssignale (p(A)-Signale) zwischen die R-Regionen der LTRs
einzufiigen. Denn eine Anordnung in dieser Weise fithrt zu verkirzten,
subgenomischen mRNA Transkripten und es resultieren keine infektiése Virionen
(SHIMOTOHNO und TEMIN, 1981; MILLER et al., 1983).

Im  Gegensatz dazu mussen Transgene, die entgegengesetzt der
Transkriptionsrichtung des viralen Promotors 5'LTR (j,antisense® Orientierung)
eingefiigt werden, mit einem p(A)-Signal ausgestattet werden. Die
Polyadenylisierungssignale verhindern die Entstehung von Transkripten, die sich
bis zur R-Region der 5'LTR erstrecken, was die gesamte Linge des fir die virale
mRNA kodierenden Abschnitts umfassen wiirde. Diese Transkripte wiirden an die
gegenliufig orientierte virale mRNA binden, was zu einer verminderten
Virusproduktion fihrt, denn die so gebundene mRNA stellt das virale Genom des
Retrovirus dar (,,antisense inhibition®).

SIN-Vektoren, so genannte ,selbstinaktivierenden Vektoren* (SIN-Vektor)
enthalten in ihrem Provirus keinen Promotor in der 5LTR. Die
Transgenexpression wird in diesem Beispiel nur vom internen Promotor aus

gesteuert (DOUGHERTY und TEMIN 1987).

Ein weiterer Ansatz bei der Einteilung retroviraler Vektoren ist die Gruppierung in
Single- und Double-copy Vektoren. Dieser Ansatz bezieht sich auf die Vorginge
wihrend der retroviralen Replikation.

Bei den Single-copy-Vektoren findet sich das Transgen nach Replikation als
einzelne Kopie im integrierten Provirus. Sind dann noch aullerordentliche
Spleildonor- und —akzeptorsequenzen vorhanden, fihrt dies zu mehrfachen
Kopien der Transkripte. Dadurch erhoht sich die Expression der Transgene
erheblich (KRALL und KOHN, 19906).
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Vektoren vom Double-copy-Typ enthalten im Provirus nach der Integration zwei
Kopien des Transgens. Dies kommt durch die Verdopplung der LTR-Sequenzen
retroviraler Vektoren wihrend der reversen Transkription zustande und fithrt
ebenfalls zu einer hoheren Transgenexpression (HANTZOPOULOS et al. 1989).
Eine weitere Art des Vektordesigns ist die Platzierung des Transgens vor den
viralen Promotor in die U3 Region der 3-LTR (das heisst in 5’-Richtung)
(HANTZOPOULOS et al., 1989).

Diese U3 Region wird bei der Infektion in die 5-LTR des Provirus eingeftgt.
Hierbei muss aber das Transgen iiber einen eigenen Promotor verfiigen, weil an
dieser Position keine Moglichkeit der Expression von dem vorhandenen viralen
Promotor besteht. Bei dieser Strategie ist die Orientierung der Expressionskassette
ohne Auswirkung.

ADAM et al, 1995 haben das Transgen in die R Region der 3’LTR eingefuigt,
wodurch die Notwendigkeit eines weiteren Promotors hinfillig wird: Der virale
Promotor kann in dieser Position das Transgen exprimieren. Durch die
beschrinkte Verpackungskapazitit retroviraler Partikel zeigt sich jedoch ein klarer
Nachteil dieser Methode auf. Das Transgen liegt spiter auch zweifach im
retroviralen Vektor vor.

Ein Vorteil der Double-copy-Vektoren besteht darin, dass es moglich ist,
unabhingig voneinander zwei unterschiedliche Transgene in den Vektor zu
insertieren. Damit koénnen dicistronische Vektoren gebildet werden. (PAULUS et
al., 1996). Der Virustiter ist bei dieser Art des Vektordesigns normalerweise aber
geringer (HANTZOPOULOS et. al,, 1989; ADAM et al., 1995; PAULUS et al.,
1996).
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Abbildung 6: typische Vektoren nach Integration in das zellulire Genom (Provirus).

Dargestellt sind die unterschiedlichen Methoden des Vektor-Aufbaus von der einfachen long-
terminal-repeat (LTR) gesteuerten Region bis zu multiplen Promotoren und zuletzt Vektoren mit

internal ribosomal entry site (IRES).
Aus Coffin JM. et al 1997
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3.4.5 Virushiillen

Retroviren kénnen eine Vielzahl von Zelloberflichenproteinen benutzen, um in die
Zelle einzudringen (MILLER, 1996). Die env-kodierten Glykoproteine legen
hierbei den Tropismus der Viren fest. Durch den Einbau viraler Glykoproteine
verschiedener Zellarten dndert sich die Wechselwirkung der Hillproteine mit den
korrespondierenden Rezeptoren auf der Zelloberfliche. Somit wird durch die
Auswahl der env-Glykoproteine thr Art- und Gewebetropismus festgelegt (WEISS
etal., 1977).

Das Ziel der Kombination der retroviralen Partikel mit verschiedenen Virushiillen,
auch Pseudotypisierung (ZAVADA, 1972) genannt, ist die effiziente Transduktion
bestimmter Zelltypen durch retrovirale Vektoren. Zum Beispiel beschrinkt sich
die Infektionskapazitit von Retroviren, welche tiber die Hilllproteine des ecotropen
Maus-Leukamie-Virus verfugen, auf die Zellen von Nagetieren. Der Rezeptor fir
die retroviralen Partikel ist der Transporter fiir kationische Aminosduren mCAT-1
(KIM et al, 1991).

Das Phosphat-Transporterprotein Pit2 ist Rezeptor fir virale Partikel mit
amphotroper Hille, wie die des Moloney- Maus- Leukimie-Virus (KAVANAUGH
et al., 1994). Da dieser Rezeptor sehr weit verbreitet ist, konnen solche Viren ein
breites Spektrum an Zelltypen infizieren (CONE und MULLIGAN, 1984;
DELOUIS et al., 1990).

Ein dem Pit2 verwandtes Phosphattransportersystem, das PIT1 kann mittels
Vektoren mit der Hille des Gibbonaffen-Leukimie-Virus (GALV) sein
Reportergen in die Zielzellen einbringen. Trotz einiger Ahnlichkeiten mit PIT2
weist PIT1 ein unterschiedliches gewebespezifisches Expressionsmuster
(KAVANAUGH et al,, 1994). Myeloide und lymphoide Zellen werden durch die
Verwendung von Viren mit GALV- Hille zu héheren Raten transduziert, als durch
amphotrope Viren (BAUER et al., 1995; BUNNELL et al., 1997). Eine Ausnahme
stellen Zellen der Maus dar: diese sind durch GALV umbhillte Viren nicht
infizierbar.

Das Hiillspektrum der anwendbaren env-Glykoproteine ist ein sehr breites, da zur
Pseudotypisierung nicht nur die Hillproteine von Retroviren verwendet werden
miissen. Als Ersatz der retroviralen Hillproteine kann zum Beispiel das G-Protein
des Vesikuliren-Stomatitis-Virus (VSV.G), eines Rhabdovirus, dienen (EMI et al.,
1991). (MASTROMARINO et al, 1987). Ein weiterer Vorteil gegentiber
anderweitig pseudotypisierten Retroviren ist die Moglichkeit der Konzentration
durch
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Verschiedene Studien in denen die retroviralen Vektoren mit VSV-G
pseudotypisiert wurden, haben deren Funktion gut untersucht (BURNS, 1993
YEE, 1994 ARAL1999). Diese Viren weisen eine breite Akzeptanz und eine hohe
Transduktionseffizienz auf, was darauf zurtickzufihren ist, dass der VSV-G
Rezeptor, der bisher jedoch noch nicht identifizierbar ist, ubiquitir vorkommende
Phospholipide enthilt, in die er mittels Membranfusion eintritt. Ultrazentrifugation
(BURNS et al., 1993). Nachteilig wirkt sich jedoch die relativ hohe Toxizitit auf die
Zielzellen bei der Verwendung von VSV.G aus (YEE et al., 1994). Die Etablierung
einer stabilen Verpackungszelllinie, welche VSV.G als Hiillprotein exprimiert, ist
deshalb nur mittels regulierbarere VSV.G- Expression realisierbar. (CHEN et al.,
1996; ORY et al, 1996). Verwendet man zur Virusgenerierung die transiente
Transfektion, treten keine Probleme auf (YEE et al., 1994).

3.5 Verwendete Transgene
3.5.1 Ubersicht aktueller Reportergene

Reporter- oder Markergene sind Gene, die zur Kontrolle des Gentransfers in
Zielzellen eingebracht werden. Neben der Lokalisation des eingebrachten Gens
konnen auch Hoéhe und Dauer der Genexpression durch unterschiedliche Assays
dargestellt werden. Verschiedene Kombinationen ermoglichen die Verwendung
eines Genvektors mit einem oder mehreren Transgenen. (KAIN und GANGULY,
2001):

1. Im normalen Zustand der Zelle soll das Markergen entweder nicht
vorhanden sein oder durch seine Eigenschaften leicht von der endogenen
Version zu trennen sein.

2. Wichtig ist eine sensitive, einfache und schnelle Detektion des
Reportergens.

3. Es muss ein sicherer Nachweis einer Anderung des Expressionslevels
vorhanden sein.

4. FEine Toxizitit des Reportergens muss ausgeschlossen sein.
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Die verschiedenen Reportersysteme, die in den letzten Jahren entwickelt wurden,
erfillen diese Anforderungen meist nur bis zu einem gewissen Grad. Um einen
Uberblick iiber verschiedene Markergene zu gewinnen und deren Vor- und
Nachteile beurteilen zu konnen, sind die wichtigsten aktuellen Reportergene in der
nachfolgenden Tabelle wiedergegeben. In den nichsten Kapiteln folgt eine nihere
Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Reportergene enhanced green fluorescent
protein (EGEFP) und herpes simplex virus1 thymidine kinase (HS171-TK).

Die Tabelle 6 gibt eine schematische Zusammenfassung der am hiufigsten

verwendeten Reportergene.

Genprodukt Nachweisméglichkeit Eigenschaften

Chloramphenicol- Chromatographisch: nach |+Minimale endogene

Acetyltransferase Umsetzung radioaktiv Aktivitit

(CAT) markierten Acetyl- +Stabiles Protein
Coenzym A durch - aufwendig und teuer
Zelllysate - Verwendung radioaktiver
-Substanzen
-Nachweissensitivitat
gering
3-Galaktosidase Histochemisch: + breite Anwendung durch

(LacZ)

X-Gal-Substrat (5-Bromo-
4-Chlor-3-indoyl3D-
galctopyranosid) (In-vitro
und in vivo Assay)
Kalorimetrisch: Substrat
o-nitrophenyl-BD-
galactopyranosid, ONPG
Fluoreszenz: FACS-
Analyse isolierter Zellen

verschiedene
Nachweisméglichkeiten
- Endogene
Galaktosidaseaktivitit in
einigen Zelltypen
- Relativ groBBes Gen (< 3
kb), dadurch limitierte
Verwendung in einigen
Vektorsystemen
- Immunogenitat
nachgewiesen
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Natrium-IodidSymperter
System (hNIS)

Aufnahme von
radioaktiem Todid im
(Micro-)PET oder
Gammakamera (In-vivo

Assay)

+Nicht immunogen im
Mensch
+Nicht invasiv
+Gamma-Kamera
einsetzbar
- Akkumulation nicht
gesichert nachweisbar
- Kurze Halbwertszeit
des radioaktiven
Substrats

Norepinephrin
Transporter (NET)

Aufnahme von MIBG im
Gamma-Counter (in-vitro

Assay)

+Hintergrundaktivitat
gering
- Kurze Halbwertszeit

Leuchtkafer-Tuziferase

(Luc)

Biolumineszenz nach
Umsetzung des Substrates
Luziferin (in-vitro und in-

vivo Assay)

+endogene Aktivitit
minimal
+KostengtinstigerNachweis
mit guter Sensitivitat
- Kurze Halbwertszeit
- Messungen sind
schwer
reproduzierbar
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Green Fluorescent

Protein (GFP)

Fluoreszenz: Fluoreszenz-
Mikroskopie, FACS-
Analyse (in-vitro Assay)
In-vivo-Assay:
Fluoreszenz: UV-Licht,
optische Kamera, FACS-
Analyse isolierter Zellen
(in-vivo Assay)

+Nachweisméglichkeit in
lebenden Zellen
+Nachweis ohne
zusatzliche Behandlung
- Fluoreszenz in vivo
schlecht messbar

Herpes Simples Virus 1

Aufnahme von

+Nachweisméglichkeit in
lebenden Zellen

Thymidin Kinase (HSV1- | radioaktivem FIAU oder +Anreicherung des
TK) FHBG und Darstellung | radioaktiven Substrats nur
im Counter (in-vitro in der Zelle
Assay) +Nicht invasiver Nachweis
- FHBG nur an speziellen
Aufnahme von Zentren herstellbar
radioaktivem FIAU oder | - Toxisch in Kombination
FHBG und Darstellung | mit Ganciclovir Therapie
im (Micro-)PET (in-vivo - immunogen
Assay)

Tabelle 3: aktuelle Reportergene

Dargestellt sind alle aktuellen Reportergene wie zum Beispiel 3-Galaktosidase, Green Fluorescent
Protein oder Herpes Simplex Virus 1 Tyhmidin Kinase. In der Tabelle beschrieben sind die
jeweiligen Nachweismoglichkeiten in vitro und in vivo, sowie die jeweiligen Vor- und Nachteile

eines solchen Systems.

Tabelle modifiziert nach KAIN und GANGULY, 2001 FORG et al., 1998 HOERR et al., 2000
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3.5.2 Green Fluorescent Protein

Green fluorescent Protein (GFP), das natirlicherweise in der Qualle Aequorea
Victoria vorkommt, wurde 1992 das erste mal kloniert um sowohl in
prokaryotischen als auch in eukaryotischen Systemen Verwendung zu finden
(PRASHER, 1992) .

Durch Mutationen in der GFP-Sequenz wurde eine grofle Anzahl verschiedener
Varianten mit unterschiedlichen Emissionsspektren oder Unterschieden in der
Stabilitit hergestellt. Fine dieser Varianten, die enhanced version of green
fluorescent protein, ist im Augenblick der am meisten verwendete Fluoreszenz-
Reporter in der Evaluation von Gentransfer Vektoren (BELL, 2007).

eGFP wurde aus dem wildtyp GFP entwickelt um durch die Verwendung
alternativer Kodons seine Expression in Sdugetierzellen zu verbessern und somit zu
einer héheren Lichtemission zu fithren (CORMACK et al., 1996 ZHANG et al.,
1996).

Die Bildung der GFP Fluoreszenzemission geht ohne die Notwendigkeit eines
Kofaktors oder eines anderen Substrates einher, da das GFP-Chromophor in einer
autokatalytischen Reaktion gebildet wird. Daher kann der direkte Nachweis in
verschiedenen Species fiur Experimente in lebenden Zellen und Organismen
genutzt werden. (HEIM, 1994).

Die  erfolgreiche Anwendung in GFP-exprimierenden transgenen Tieren
(HADJANTONAKIS et al, 1998, 2002) bildet die Grundlage eines weit
geficherten Anwendungsgebietes in in vivo Experimenten, obwohl hohe
Konzentrationen des GF-Proteins toxisch wirken (LLIU, 1999).

Die Bindung von Calcium-Ionen an Aequorin, eines der zwei in Aequorea Victoria
vorhandenen Bioluminiszenz Proteinen, bringt eine intramolekulare Reaktion in
Gange, die zur Bildung des blue fluorescent protein fiihrt, wobei als Produkte UV-
Licht und blaues Licht (Amax = 395 und 470 nm) entstehen. Durch in vitro zugabe
von GFP, emittiert ein blau-griines Licht (Amax = 508 nm), das identisch ist zu dem
von der Qualle produzierten Licht INOUYE und TSU]J, 1994).

Dieses von wtGFP emittierte Licht kann durch Fluoreszenzmikroskopie, UV-Licht
oder Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. (KAIN et al., 1995).

Durch die gegebenen Wellenlingen des GFP besteht eine einfache und effiziente
Moéglichkeit, mittels FACS-Analyse die Expression des verwendeten Proteins
nachzuweisen.
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Um den Nachweis der Fluoreszenz zu verbessern wurden verschiedene Mutanten
des GFP entwickelt, die Licht einer Wellenlidnge von 395nm bis 490nm emittieren,
welche niher am Absorptionsmaximums des verwendeten Argon-Lasers (488nm)
liegen. (HEIM et al., 1996 CORMACK et al., 1990).

Am besten geeignet dafiir hat sich das enhanced green fluorescent protein (EGFP)
erwiesen, welches  eine 35fach stirkere Fluoreszenz aufweist, als das wt GFP
Protein und das fir die Expression in Sdugetierzellen optimiert worden ist.
(CORMACK et al., 1996, ZHANG et al., 1996.

Das EGFP erweist sich aulerdem auch bei Temperaturen von bis zu 65°C als
stabil und ist durch einen groen pH-Bereich (7-12,2) weitgehend pH unabhingig.
(ZIMMER, 2002). Da das Protein eine lange Halbwertszeit von mehr als 24h
besitzt, akkumuliert es in der Zelle und kann so in Experimenten, fir die
Beobachtung des Expressionslevels benutzt werden. (CHALFIE et al., 1994)

3.5.3 Herpes Simplex Virus 1 Thymidin Kinase HSV1 TK

Die Herpes virale Thymidin Kinase ist sowohl ein therapeutisches Gen, als auch
ein Markergen, das zum nicht-invasiven Imaging verwendet wird. In der Abbildung
7 dessen Funktionsweise auf bildliche Art dargestellt.

Zunichst wurde es in der molekularen Onkologie als sogenanntes Suizid-Gen
zusammen mit Ganciclovir angewandt und findet hier auch heute noch weite
Verbreitung (ROBYN et al.,, 1998; JACOBS et al., 2001). Die Thymidin-Kinase
phosphoryliert das Prodrug Ganciclovir, welches dann von endogenen Kinasen zu
GCV-Triphosphat  phosphoryliert wird und so in der DNA zu
Strangabbrichenfihrt (REID et al, 1988). Die DNA-Replikation ist damit
gehemmt. Im folgenden kommt es zu einer Haufung von p53 und zur verstirkten
Expression von Apoptose induzierenden Signal Komplexen (DISC, CD95) auf der
Zellmembran, was zum Zelltod fithrt (BELTINGER et al, 1999). Bei der
Anwendung als Reportergen findet nur in den Zellen, die aufgrund viraler
Infektion die Herpes virale Thymidinkinase enthalten, eine erhéhte
Verstoffwechselung des zugegebenen radioaktiven Substrates statt. Somit kénnen
die Zielzellen oder Gewebe durch geeignete Nachweisverfahren wie zum Beispiel
dem B-Counter oder dem PET identifiziert werden.
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b Gene delivery
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Abbildung 7:  Schema FIAU, HSV1-tk

Schema zur Darstellung der HSVI1-tk Reportergen Expression mit verschiedenen
Reportersubstrat. Der HSV1-tk Gen-Komplex wird durch einen Vektor in die Zielzelle gebracht.

In der transfizierten Zelle wird das HSV1-tk Gen in HSV1-tk m-RNA umgeschrieben, dann wird
es mit Hilfe der Ribosomen als Protein HSV-TK translatiert. Nach Zugabe einer radioaktiv-
markierten Sonde und deren Transport in die Zelle, phosphorylisiert HSV-TK die Sonde.

Die phosphorylisierte radioaktive Sonde kann die Zellmembran nicht mehr tiberwinden und
verbleibt in der Zelle. Deswegen markiert die Menge der akkumulierten Sonden die Aktivitit des
Enzyms HSV-TK und die Hohe der HSV-tk Genexpression

aus Blasberg und Tjuvajev, 2003
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Basenpaarposition 785 790 | 811

HSV1-tk CTC ATC TTC |GCC CTC
Aminosiure L I F A L
HSV1-sr39tk ATC TT C CTC |TTZC ATG
Aminosiure I E L F M

Tabelle 4: Sequenzunterschiede

Dargestellt sind die Unterschiede in der Sequenz von wildtyp und mutanter Herpes viraler

Thymidinkinase.
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Als Markergene zum indirekten molekularen Nachweis mittels radioaktiver
Aufnahme im PET werden in der Hauptsache wildtyp HSV1-tk und mutant HSV1-
tk (HSV1-st39tk) (GAMBHIR et al, 1999) verwendet. Nach Zugabe des
radioaktiven Substrates und dessen Transport in die Zelle wird es durch HSV1-TK
(Genprodukt) phosphoryliert.

Somit kann durch Messung der Substratanreicherung in der Zelle auf die TK-
Enzym Aktivitit und auf die Genexpression geschlossen werden (TJUVAJEV et
al., 1995). Die in Siugetieren vorhandene Thymidininkinase und deren virales
Gegenstiick unterscheiden sich in der Weise, dass die virale Thymidininkinase eine
niedrigere Substratspezifitit aufweist.

Sie phosphoryliert neben 2’-fluoro-Nukleosid-Analoga (z.B. FIAU) auch
verschiedene Acylguanoside, wie Aciclovir, Ganciclovir und FHBG (BLASBERG
et al, 2002). In mehreren Studien wurden die Vor- und Nachteile der
unterschiedlichen radioaktiven Substrate in Bezug auf dieses Markergen
herausgearbeitet.

Man konnte an HSV1-tk transduzierten Tumoren in Tieren zeigen, dass die
Genexpression und die Aufnahme von radioaktiven FIAU eng korrelieren
(TJUVAJEV et al., 1999).

Auch zum molekularen Imaging in der Gentherapie am Herzen konnte HSV1-tk
erfolgreich eingesetzt werden. Zunichst wurden Ratten-Kardiomyoblasten mit
HSV1-tk enthaltenem Adenovirus transduziert und die radioaktive Aufnahme nach
Zugabe von FIAU gezeigt ( BENGEL et al., 2000).

Danach wurden Studien mit dhnlichem Vektordesign an Ratten und Schweinen
durchgefithrt (WU et al., 2002; WU et al., 2003, INUBUSHI et al., 2003, BENGEL
et al., 2003)

In einer weiteren in vivo Anwendung mit Epstein-Barr-Virus spezifischen T-Zellen
konnte gezeigt werden, das nach Injektion von stabil tranduzierten T-Zellen mit
HSV1-tk deren Akkumation mittels PET nachgewiesen werden konnte
(KOEHNE et al., 2003)

Mehrere Studien  zeigen, dass bei adenoviraler Transfektion wt HSV1-tk
zusammen mit FIAU und mt HSV1-tk zusammen mit FHB gute Ergebnisse
erzielen (TJUVAJEV et al,, 2002; MIYAGAWA et al., 2004, ANTON et al. 2004).
Bei der Verwendung von retroviralen Vektoren ergibt FIAU die besseren
Ergebnisse (MIN et al., 2003). Die Sequenzunterschiede der wildtyp und mutanter
Thymidinkinase sind in der Tabelle 4 abgebildet.
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3.5.4 Kombination von Markergen und therapeutischem Gen

Die moderne rekombinante DNA Technologie hat zu einer Vielzahl von viralen
und nichtviralen Vektorsystemen geftihrt. Schon 2001 befanden sich mehr als
zweitausend Patienten in klinischen Phase 1 und 2 Studien.

Um die Wirksamkeit der durchgefithrten Gentherpie zu evaluieren versucht man
Markergen und therapeutisches Reportergen zu koppeln. Zunichst hat man HSV1-
tk mit eGFP fusioniert und dann die radioaktive Aufnahme von FIAU gemessen.
Durch die Verwendung als Fusionsprotein kann eGFP allerdings nicht durch ein
sekretorisches therapeutisches Gen ersetzt werden, da das Genprodukt mit HSV1-
tk intrazelluldr verbleibt (JACOBS et al., 1999, PASANEN et al., 2003) Um die
gleichzeitige Expression von zwei Genen im retroviralen Vektor zu ermdéglichen
wird ein Gen upstream der internal ribosomal entry site (IRES) kloniert
(FLASHOVE, 2000). Dieser bicistronische Vektor erlaubt die funktionsfihige
Produktion von zwei unterschiedlichen Genen auf dem gleichen Transkript
(HSIEH, 1995). Mehrere Studien haben gezeigt, dass sowohl in retroviralen
Vektorkonstrukten (IANNI et al., 1997; ZHANG, 2003) als auch in adenoviralen
Vektoren (CHEN et al., 2004) durch eine Kombination der zwei Gene mit IRES
eine gleichwertig hohe Effizienz erreicht werden konnte.

Eine weitere Entwicklung war die Anwendung von HSV1-tk als Markergen
zusammen mit LacZ unter der Kontrolle eines einzelnen Promotors innerhalb
einer bicistronischen Einheit (TJUVAJEV et al.,, 1999). Der Erfolg dieses Ansatzes
tihrte dann zur gemeinsamen Verwendung von HSV1-tk zusammen mit VEGF
(ANTON et al., 2004).
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3.5.5 Positronen Emissions Tomographie (PET)

In der Medizin ist das PET als nuklearmedizinisches Schnittbildverfahren das
Pendant zur Computertomographie in der Rontgendiagnostik.

Mit Hilfe der Positronen Emissions Tomographie kann eine schichtweise
Darstellung von Radioaktivititsverteilungen im jeweiligen Organismus erreicht
werden. Der Zerfall eines Positronen Elektronen Paares kann entweder durch
Koinzidentauswertung oder Flugzeitmessung von zwei Gammaquanten registriert
und lokalisiert werden. Durch Anordnung der Detektoren in einen oder mehreren
Ringen koénnen durch geeignete Verfahren transversale Schichten rekonstruiert
werden.

Die Vorteile des PET gegentiber den anderen Schnittbildverfahren sind au3er der
grolen raumlichen und zeitlichen Auflésung, die Moglichkeit einer absoluten
Quantifizierung mit Angabe von Fluss- oder Stoffwechselraten. Weiterhin kann
durch die Verwendung der Positronen Emissions Tomographie eine nichtinvasive
Darstellung biochemischer Prozesse im lebenden Organismus erzielt werden.
Dabei werden die physikalischen oder chemischen Eigenschaften dieses
Organismus  nicht  veriandert. Verwendet werden  hierzu  kurzlebige
Positronenstrahler wie 11C, *N, 1'3! oder [ O.

Die Nachteile sind insbesondere der hohe apparative und logistische Aufwand vor
allem bei der Herstellung und Markierung der Positronenstrahler.

Eingesetzt wird das PET routinemiBig in der Kardiologie, der Onkologie und der
Neurologie. Die Indikation fiur ein Herz-PET besteht derzeit in der
Prognoseerstellung nach Revaskularisation bei Patienten mit stark eingeschrinkter
linksventrikuldrer Pumpfunktion. Im Onko-PET dagegen nutzt man die
Moglichkeit der Ganzkorperdarstellung  zum  Staging der neoplastischen
Erkrankung. Dadurch kann der Ausbreitungsgrad erkannt werden und eine
Rezidivdiagnostik betrieben werden. Zuletzt findet das Neuro-PET Anwendung in
der Differentialdiagnostik des Morbus Alzheimer, verschiedener Multi-System-
Erkrankungen, der Huntington-Erkrankung, primirer Demenzen oder der
Lokalisation epileptogener Foci.

In der Zukunft wird durch entsprechende Studien die Ausweitung der PET
Diagnostik zum Beispiel bei Schilddriisenkarzinomen, Hirntumoren oder auch dem
kolorektalem Karzinom und weiteren klinischen Fragestellungen erwartet.
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3.6 Gentransfer in endothelialen Vorliduferzellen & Rattenkardiomyoblasten
3.6.1 Verwendung von endothelialen Vorliuferzellen in der Gentherapie

Die Stammzelltherapie nach Myokardifarkt oder Ballonkatheterisierung gewinnt
zunehmend an klinischem Interesse. Die moglichen positiven Ergebnisse nach
einer solchen Therapie zeigt Abbildung 8.

i Decreased infarct expansion

e o s STEM T :
| Myocardial preservation | cELL | Myoeardial regeneration

\ /“'lER.hPT

Wt 1

Al
:utenuatin- or reversal of post-infarction lefi wmriculs:r rr:mmtv_.-.‘tingi

Abbildung 8: Stammzelltherapie nach Myokardinfarkt

Dargestellt sind die verschiedenen Moglichkeiten der Stammzelltherapie im Zusammenhang mit
akutem Koronarsyndrom. Zum einen kann eine Stammezelltherapie die Regeneration des
Myokards beschleunigen, zum anderen verhindern, dass sich der Infarkt weiter ausbreitet. Bei
jedem Infarkt gehen Myokardzellen unwiderbringlich zugrunde. Diese konnen durch
Stammezelltheapie ersetzt werden und zur Erholung der linksventrikuliren Funktion beitragen.
Als letztes kann eine Stammzelltherapie auch als Schutz vor einem drohenden oder wiederholten
Myokardinfarkt beitragen.

Aus FORRESTER et al., 2003
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Die Therapie mit endothelialen und hidmatopoetischen Zellen aus dem
Knochenmark kann zu einer Verbesserung der Gewebsdurchblutung nach
ischimischen Ereignissen fuhren (RAFII et al., 2003). Die intramuskulire Injektion
von vaskulirem endothelialem Wachstumfaktor fihrt zu einer verstirkten
Neovaskularisierung von ischimischem Gewebe mittels Erhéhung der lokalen
EPC Anzahl (KALKA et al., 2000).

Durch Isolierung und Transduktion mit einem retroviralen Vektor, der
gefillprotektive Faktoren tberproduziert (eNOS und HO-1) konnte nach Re-
Injektion eine Verminderung der unerwiinschten Neointima in verletzten Gefillen
beobachtet werden (KONG, 2004). Endotheliale Vorlduferzellen sollen indirekt die
Funktion des geschidigten Endothels verbessern konnen( OTT et al., 2005).

Diese Behauptung ist jedoch wegen fehlender in vivo Darstellungsmethoden (wie
z.B. stabile Transfektion mit HSV1-TK) und fehlender Langzeitstudien nicht
abschlieBend beweisbar.

3.6.2 Biologie der endothelialen Vorlduferzellen (EPC)

Endotheliale Vorlduferzellen aus dem Knochenmark fithren sowohl in der
embryonalen als auch in der postnatalen Phase zu Revaskularisierung (RAFII et al.,
2003).

Die Mobilisierung und Neovaskularisierung durch endotheliale Stammzellen ist
vielen Einflissen unterworfen. Stimulatorische Faktoren wie z.B. Statine und
inhibitorische Faktoren wie z.B. Risikofaktoren fiir die koronare Herzkrankheit
regulieren die Anzahl der Vorlauferzellen (URBRICH und DIMMELER, 2004).
Die wichtigste FEigenschaft bei der Isolierung der EPC ist, dass sie zunichst einmal
CD34+ sein missen (ASAHARA et al.,, 1997). Weiterhin wurde gefunden, dass
diese Zellen vermehrt endotheliale Markerproteine wie den von-Willebrand-Faktor
(VWF) aufweisen und Dil- Ac- LDL in ihr Zytoplasma aufnehmen. Weitere
wichtige Markerproteine sind VEGFR2 und CD133 (PEICHEV et al, 2000,
GEHLING et al., 2000).

Bei der Isolierung von endothelialen Stammzellen aus dem peripheren Blut wird
zur Charakterisierung der Zellen die LDIL Aufnahme und die Lectinbindung
gemessen, dann die oben genannten Markerproteine neben anderen wie CD31,
CD3, CD14 und CD45 gemessen (FADINI et al, 2005). Eine weitere
Selektionméglichkeit ist die Bindung an Fibronektin (BELLIK et al., 2005).
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Eine Unterscheidungsméglichkeit zwischen EC und EPC wurden von OTT et al,,
2005 publiziert: Der Marker AC 133, endotheliale Vorlauferzellen sind positiv fir
diesen Marker, der eine hohe Zellteilungsfihigkeit anzeigt. Die klinische Therapie
mit endothelialen Vorliduferzellen birgt gro3e Chancen.
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Abbildung 9: Ursprung und Differenzierung der humanen endothelialen Vorliuferzellen.

Dargestellt ist der mogliche Ursprung und die Differenzierung endothelialer Vorlauferzellen aus
himatopoetischen Stammzellen und nicht himatopoetischen Zellen.

aus Urbich und Dimmeler, 2004
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3.6.3 Gentransfer in Kardiomyozyten

1976 wurden von KIMES et al. zum ersten Mal Kardiomyoblasten fiir in vitro
Versuche an Herzzellen isoliert. Die von dieser Forschungsgruppe publizierten
Ergebnisse lieBen darauf schlieBen, dass die isolierten Zellen so wenig Ahnlichkeit
mit Kardiomyozyten haben, dass sie fiir in vitro Versuche nicht sinnvoll sind.

Erst 1991 wurde in der Arbeitsgruppe von HESCHELER et al., mit neuen
Selektionsmethoden entdeckt, dass sich die Rattenkardiomyoblasten nicht in dem
Maf3e von adulten Herzzellen unterscheiden, so dass sie in den folgenden Jahren
wieder verstarkt zur in vitro Forschung mit Herzzellen zum Einsatz kamen.

Der Umstand, dass sich Kardiozyten in vivo nicht teilen, macht einen retroviralen
Gentransfer unmoglich. Der erfolgreiche in-Situ Transfer von Markergen und
therapeutischem Gen wurde durch die Verwendung adenoviraler Viren erreicht
(BENGEL et al., 2000, ROSENGART et al., 1999).

Auch bei stabilen Kardiomyozyten Zelllinien wie H9c¢2 wurden bisher
ausschlifllich adenovirale Vektoren verwendet (WU et al., 2003; WU et al., 2004).

3.6.4 Biologie der embryonalen Rattencardiomyoblasten (H9c2)

Stabile Zelllinien dienen als Modell fir die Durchfithrung von in vitro Studien. Die
Generierung einer stabilen Myokardiozyten-Linie erwies sich lange Zeit als
schwierig, da frisch isolierte Zellen sich in Kultur nicht vermehren kénnen und
kardiale Tumore sehr selten sind. Die beschriebene Zelllinie ist ein Subklon der
originalen Klon-Zelllinie auf embryonalem BDIX Ratten-Myokard Gewebe
(HESCHELER et al.,1991).

H9c2 Zellen haben keine morphologische Ahnlichkeit zu frisch entnommenen
Kardiomyozyten. Sie enthalten keine gap junctions, T-Tubuli oder Myofibrillen mit
Sarcomeren, aber sie sind reich an rauhem endoplasmatischem Retikulum und
bilden zur Vergroflerung ihrer Oberfliche Mikrovilli aus.

Linger in Kultur gehalten, zeigen sich verschiedene Verinderungen in adulten,
neonatalen oder embryonalen Kardiomyozyten, welche im Folgenden beschrieben
werden:
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1. Zunichst formen sie sich zu runden Zellen, deren Sarkomer nicht mehr
vorhanden ist, die Z-Linie erscheint als fokale dichte Masse und die
Mitochondrien haben kompakte Christae. Aulerdem bilden diese Zellen
Mikrovilli aus.

2. Ab dem 5. Tag fangen die Zellen an ihre Ultrastrukturen neu zu
organisieren. Die Zellen wachsen in die Linge und bilden neue Myofibrillen
mit kompletten Sarkomeren. Auch T-Tubuli werden ausgebildet. Wihrend
dieser Phase zeigen sich bei embryonalen Kardiomyozyten sogenannte
»stress fibers®, die im Verlauf durch Myofibrillen ersetzt werden kénnen
(HESCHELER, 1991).

Abgesehen von diesen Unterschieden zwischen H9c¢2 und frisch gewonnenen
kardialen Zellen zeigt sich, dass die Oberfliche der Zellen zum GroBteil erhalten
bleibt:

1. H9¢2 und adulte Rattenkardiomyozyten waren negativ fiir ,lectins soybean
agelutinin® und ,,Dolichos biflorus agglutinin®, welches bevorzugt an
Meerschweinchen Kardiozyten bindet.

2. ,peanut agglutinin® war ebenfalls bei H9¢2 und adulten Rattenkardiozyten
negativ (STEGEMANN, 1990).

Weitere Zelltyp-spezifische Parameter sind die Spannungsabhingigen Ca®-Kanile,
die in Herzzellen eine langsame Inaktivierungszeit aufweisen und durch Ca*-Kanal-
Blocker zu blockieren sind. Durch [-Adrenozeptoragonisten ldsst sich deren
Offenheitswahrscheinlichkeit erhohen. H9c2 Zellen weisen diese typischen
Eigenschaften der Ca2+-Kanile auf (TSIEN, 1988; BEAN 1989; TRAUTWEIN,
1990).

Untersuchungen der 1,4-Dihydropyridine Bindungsstelle an H9c2 Zellen zeigten
alle herz-spezifischen Eigenschaften (GLOSSMANN, 1988).

Einige Studien berichteten, dass sich die H9c2 in vitro zu konfluenten,
multinuklearen Zellen dedifferenzierten (KIMES, 1976).
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SIPIDO und MARBAN postulieren die Ahnlichkeit der Ca2+-Kanile zwischen
adulten Kardiozyten und H9c2, zeigen jedoch eine signifikante Differenz in den
restliche Ionenkanilen der Zellen. Weiterhin wurde ein unspezifischer Ionenkanal
entdeckt, dessen Funktion jedoch unklar ist (SIPIDO, 1991).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass H9c2 Zellen morphologische
Eigenschaften dhnlich derer von immortalisierten embryonalen Kardiozyten zeigen.
Dennoch haben sie groBe Ahnlichkeit in den elektrischen und hormonellen
Signalwegen, die sich in adulten Herzzellen finden (HESCHELER et al., 1991).
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4 Zielsetzung der Arbeit

Die zur Zeit verfigbaren Ansitze zur nicht-invasiven bildlichen Darstellung in der
Gentherapie kardialer Erkrankungen beschrinken sich auf die Verwendung von
adenoviralen Vektoren. Da jedoch die Expression des verwendeten Markergens
zeitlich limitiert ist, sind bis dato keine Langzeitstudien Uber den Verbleib der
gentherapeutisch  verinderten myokardialen Zellen verfigbar. Durch die
Verwendung retroviraler Vektoren bietet sich die Moglichkeit, Zellen mit hoher
Effizienz in vitro stabil zu tranduzieren und so den Langzeitverlauf der infizierten
Zellen zu beobachten.

Ziel der Arbeit war daher die Herstellung und molekulare Charakterisierung stabil
transduzierter Rattenkardiomyoblasten und humaner endothelialer Vorliduferzellen
zur nicht-invasiven bildlichen Darstellung. Es gibt zwei unterschiedliche herpes-
virale Thymidinkinasen als Reportergene. Zum einen die HSVI1-tk wildtyp
Variante, zum anderen die HSV1-sr39-tk.

Als  Zielzellen wurden Rattenkardiomyoblasten (H9c2) verwendet, die in
verschiedenen Studien sowohl als in vitro Beispiel im Vorfeld von Tierversuchen
gedient haben, zum anderen auch nach viralem Vektortransfer direkt in das
Myokard injiziert werden. FEine zweite Zelllinie sind humane endotheliale
Vortlduferzellen (EPC), da einige therapeutische Ansitze mit genetisch verdnderten
Stammzellen zur Therapie der koronaren ischdmischen Herzkrankheit arbeiten.
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Eine kurze Ubersicht iiber den Ablauf des Projekts wird in Tabelle
gegeben

5

Herstellung und molekulare Charakterisierung stabil transduzierter Ratten
kardiomyoblasten und humaner endothelialer Vorliduferzellen zum nicht- invasiven

Imaging:
Vergleich von wildtyp und mutanter Herpes simplex Virus Typl Thymidinkinase

—_

Klonierung von IRES-eGFP zusitzlich zur wildtyp oder mutanten TK

B

unter Verwendung von 293T- Zellen

Titration der 293T mittels eGFP und FACS

Stabile Transduktion von H9¢2 und EPC

Titration der Zielzellen mittels eGFP und FACS

Nachweis der Genexpression durch Northern- Blot
Nachweis auf Proteinebene durch Western- Blot

radioaktive Aufnahme von FIAU und Messung im 3-Counter
Wachstumskutrve

N e R

Herstellung der Viren mit unterschiedlichen Hillen GALV und VSV.G

Tabelle 5: Ablauf des Projekts
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5 Molekularbiologische Materialien und Methoden

5.1 Fiir die Klonierung verwendete Plasmide

Material & Methoden

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide sind in der Tabelle
6 mit einer kurzen Angabe des Verwendungszweckes und der Bezugsquelle

(Herkunft) aufgelistet.

Abbildung 10 zeigt den schematischen Aufbau dieser Plasmide mit der Angabe der
fir Klonierungen verwendeten Restriktionsenzym-Schnittstellen.

Plasmid Verwendung Herkunft
pBullet Mo-MLV-retroviraler R.Willemsen,
Vektor Rotterdam, Niederlande
(WILLESEM et al., 2003)
pBulletIRESeGFP Modifizierter pBullet| M. Anton , Institut fur
Vektor mit Markergen exp.  Onkologie  und
Therapieforschung,  TU
Miinchen, Deutschland
(unveroffentlicht)
pDC316TK Markergen Herpes Virus 1| M. Anton , Institut fur
pDC316srTK Thymidine Kinase|exp.  Onkologie  und
Reportergen Therapieforschung,  TU
Minchen, Deutschland
(unveroffentlicht)
pHITG60 Verpackungsplasmid M. Anton , Institut fir
Kodiert fir die|exp.  Onkologie  und
Hullproteine des | Therapieforschung, = TU
vesikuliren Stomatitis | Minchen, Deutschland
Virus (SONEOKA et al, 1995)
pCOLT-Galv Verpackungsplasmid M. Anton , Institut fir
Kodiert fir die|exp.  Onkologie  und

Hillproteine des Gibbon-
Affen-Leukamievirus

Therapieforschung,  TU
Miinchen, Deutschland
(WEJTENS et al., 1998)

Tabelle 6: verwendete Plasmide. Dargestellt sind die fiir die Arbeit benétigten Plasmide, deren

Verwendung und Herkunft.
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Abbildung 10: die verwendeten Plasmide

ITR inverted terminal repeat amp  Ampicillin Resistenz
ori Origin CMV Cytomegalievirus
SV40 Polyadenylierungssignal

In der Abbildung gezeigt sind die Plasmide als sogenannte Plasmid-Maps mit allen relevanten
Schnittstellen.

5.2 Bakterienkultur
5.2.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Es wurden zur Amplifikation der Plasmid -DNA  Escherichia coli (E. colf) Stamm
DH10B (Fa. Invitrogen, La Jolla, USA) Bakterien verwendet. Diese kultivierte man
als Flussigkultur in Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) bzw auf LB-Agarplatten.
Um eine Selektion der plasmidtragenden Baktetien in Anwesenheit von B-Laktam
Antibiotika zu ermdéglichen, enthalten alle verwendeten Plasmide das Gen fir die
Ampicillin-Resistenz (amp). Dazu setzte man dem Kulturmedium AmpicillinG
(Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen) in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zu.

TLuria-Bertani-Medium:

- 10 g Tryptone Peptone (Fa. BD Diagnostic Systems, Sparks, USA)
- 5 g Yeast Extract (Fa. BD Diagnostic Systems, Sparks, USA)

- 10 g NaCl (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

- bidestilliertes H*O (dd H*O) ad 11

- Sterilisation bei 120 °C und 1 bar fir 20 min

- die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur (r.t.)
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Agarplatten :

- 15 g Agar (Bactol] Agar, Fa. BD Diagnostic Systems, Sparks, USA)

- 11LB-Medium

- Sterilisation bei 120 °C und 1 bar fiar 20 min

- Zugabe von 100 ug/ml Ampicillin G nach Abkuthlen der Losung auf ca
60 °C

- Die Lagerung der Platten erfolgt bei +4 °C

5.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Die verwendeten Bakterien wurden mit Hilfe von Calcium Chlorid chemisch zur
Aufnahme von Fremd-DNA kompetent gemacht, da die E. co/i diesen Vorgang
spontan nicht ausfithren koénnen.Spontan nehmen die E.co/i Bakterien keine
Fremd-DNA auf. Dies geschah nach der von SAMBROOK und Mitarbeitern,
1989a verotfentlichten Methode.

5.2.3 Transformation

Das Einbringen genetischen Materials in Form bakterieller Plasmide nennt man
Transformation von Bakterien. Im Zuge dieses Vorgangs dndern sich auch deren
genetische Figenschaften.

Ein 100 pl Aliquot kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut, mit der
gewiinschten DNA (Ligationsansatz oder Plasmid-DNA) gemischt und 20 min auf
Eis inkubiert. Danach wurde dieser Ansatz fur 90 s im Heizblock (Thermomixer
compact, Fa. Eppendorf, Hamburg) auf 42 °C erhitzt (Hitzeschock) und
anschlieBend 2 min auf Eis gekiihlt. Nach Uberfithrung der Bakterien in 1 ml LB-
Mediumvorlage ohne Antibiotikum erfolgte eine 60 min lange Inkubation bei 37 °C
und 150 U/min im Baktetrienschiittler (New Brunswick, Fa. Edinson, New Jersey,
USA). 200 pl dieser Kultur wurden auf eciner das Selektionsantibiotikum
enthaltenden LB-Agarplatte ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert
(Wirmeschrank, Fa. Wtb Binder, Tuttlingen). Bis zum folgenden Morgen bilden
sich klonale Bakterienkolonien.
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5.2.4 Plasmidpriparation

Allen im Folgenden beschriebenen Methoden liegt das gleiche Prinzip zugrunde.
Nach der Anzucht in geeignetem Selektionsmedium erfolgt die Lyse der Bakterien
in NaOH/SDS haltigem Puffer. Dutrch die Zerstérung der Zellen werde Proteine
und DNA freigesetzt und denaturiert. Dann gibt man dem Lysat eine Losung mit
hoher Salzkonzentration zu, wobei chromosomale DNA, Proteine und
Zelltruimmer als Prizipitat ausfallen und die Plasmid-DNA und RNA in Lésung
verbleibt. Am Ende wird die Plasmid-DNA durch Alkohol (Isopropanol oder
Ethanol) entsalzt und gefillt.

5.2.4.1 Analytische Plasmidpriparation

Die Analyse der Plasmide einzelner Bakterienkolonien nach Transformation eines
Ligationsansatzes erfolgte mittels Minipriparationen. Verwendet wurde das

WizardJ Plus Minipreps Purification System der Firma Promega (Madison, USA)
nach Angaben der Herstellers.

5.2.4.2 Maxipraparation zur Priaparation von Plasmid-DNA

Die Aufreinigung von Plasmiden fiir weitere Klonierungen erfolgte mit Hilfe des

QUIAGEN Plasmid-Maxi Kit der Firma Quiagen GmbH, Hilden, nach Angaben
des Herstellers.
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5.2.4.3 Ciasium-Chlorid-Priparation von Plasmiden

Die Aufreinigung der Plasmit-DNA mittels Casium-Chlorid-Priparation
(modifizert nach BIRNBOIM und DOLY, 1979) erfolgte fiir die weitere
Verwendung der DNA fiir Transfektionen in der Zellkultur. Hierbei weis die auf
diese Art aufgereinigte DNA einen hoéheren Reinheitsgrad auf als nach
Maxipraparation.

Zunichst erfolgte die Zentrifugation der Bakterien-Ubernachtkultur (500 ml
Volumen) bei 4000 U/min (Zentrifuge J-2HS Zentrifuge, Rotor JA-10 und JA-20
Fa. Beckmann, Palo Alto, USA). Nach Resuspension des Pellets in 40 ml Lyse-
Puffer erfolgte eine Inkubation von 20 min bei r.t.

Durch Zugabe von 80 ml alkalinem Natriumdodecylsulfat (SDS) schloss sich die
alkalische Lyse an. Nach Inkubation auf Eis (5-10 min) und anschlieBender Zugabe
von 60 ml 5 M K-Acetat-Losung folgte eine weitere Inkubation auf Eis fiir 15-30
min. Danach erfolgte die Zugabe von 10 ml ddH?O, an die sich ein
Zentrifugationsschritt von 30 min, 10 000 U/min (J-21 B Centrifuge, Rotor JA-20,
Fa. Beckmann, Palo, USA) anschloss.

Der Zentrifugationsiiberstand wurde durch ein Stiick Verbandsgaze filtriert und in
ein neues 500 ml Zentrifugenrohrchen uberfihrt. Nach Zugabe von 100 ml
Isopropanol folgte eine Inkubation von 30 min bei r.t.

Der Ansatz wurde danach 30 min bei 10 000 U/min (r.t.) zentrifugiert. Nach
Abnahme des Uberstandes und Trocknen es Pellets an der Luft erfolgte dessen

Auflésung in 8 ml 0,1X Saline-Sodium Citrate (SSC).

Je Ansatz wurden 8 g Cisium-Chlorid (CsCl, Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen) in
ein 50 ml Rohrchen (Fa. TPP, Trasadingen, Schweiz) eingewogen und das geloste
Pellet zugegeben. Nach dem Lo&sen des CsCl und anschlieBender 30 min
Inkubation des Ansatzes auf Eis, folgte ein Zentrifugationsschritt bei 3800 U/min
tir 15 min (Varifuge 3.0, Fa. Heraeus, Hanau).

Der Uberstand wurde abgenommen und mit 200ul Ethidium-Bromid (Fa. Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) in 8,9 ml Optisealtubes (Beckmann, Palo Alto,
USA) gegeben. Nach Auffiillen mit 0,1X SSC folgte iiber Nacht eine 14- bis 16-
stindige Zentrifugation in der Ultrazentrifuge (Optima Le 80K Ultracentrifuge,
Rotor 80Ti, Fa. Beckmann, Palo

Alto, USA) mit 55 000 U/min bei 14 °C.
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Am nichsten Tag wurde die Plasmid-DNA-Bande mit einer Kaniile und Spritze
abgesaugt und in ein 50 ml Falcon Tube mit 1,5 ml CsClI gesittigtem Isopropanol
gegeben und dann im Volumen 1:1 mit Isopropanol (CsCl gesattigt) versetzt. Nach
Abnahme der oberen Phase erfolgte die erneute Zugabe von CsCl gesittigtem
Isopopanol, bis nach mehrmaliger Wiederholung die untere plasmidhaltige Phase
tarblos (d.h. frei von Ethidium-Bromid) war.

Zu der gereinigten unteren Phase wurden 3 Volumina Ethanol (Fa. Merck Eurolab
GmbH, Darmstadt) zugegeben. Es schlossen sich 30 min Zentrifugation bei 4000
U/min an. Das entstandene DNA-Pellet wurde einmal mit 100%igem Ethanol und
zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Dann folgte ein flinfminttiger
Zentrifugationsschritt bei 4000 U/min. Nach Trocknen des Pellets bei r.t. wurde

dieses je nach GroBe in 200-500ul 0,1% SSC gel6st.

Lyvsozym-Puffer:

- 5 mg Lysozym (Fa. Roche) pro 1 ml Lysepuffer

Lysepuffer:

- 10 mM EDTA (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

- 50 mM Glucose

- 25 mM Tiis, pH 8.0 (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
- in ddH20O gel6st

Alkalines SDS:

- 1% (v/v) SDS (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
- 0,2N NaOH
- inddH20
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5 M K-Acetat-1.osung:

- 147 g K-Acetat (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen) in 300 ml ddH2O 16sen
und autoklavieren (20 min, 120 °C, 1 bar)

- 57,5 ml Eisessig (Fa. Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt)

- 142.5 ml ddH20

0,1x Saline-Sodium Citrate (SSC):

- 0,5 % (v/v) 20% SSC in ddH20
20 SSC:

- 175,3 g Natriumchlorid

- 88,2 g Natriumcitrat

- mit NaOH auf pH 7,0 einstellen

- mit ddH20 auf 11 Volumen auffillen

TE-Puffer:

- 10 mM Tris, pH 7,4
- 1 mM EDTA
- in ddH20O gel6st

5.2.5 Konzentrationsbestimmung geléster DNA
5.2.5.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA mit zu erwartender hoher
Konzentation (aus Maxipraparation oder Cisiumchlorid Priparation) erfolgte
photometrisch  (Beckmann DU 600 Spektrophotometer, Fa. Beckmann
Instruments Inc., Fullerton, USA) bei einer Wellenlinge von 260 nm.

A260/A280 =1,7-1,9
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5.2.5.2 Elektrophoretische Konzentrationsbestimmung

Waren geringe Mengen Nukleinsiure vorahnden, wurde deren Konzentration
mittels Gelelektrophorese geschitzt. Hierbei wurden ein Aliquot zu messender
Probe und ein Marker bekannter Konzentration (A-HindIIl Marker der Fa. New
England Biolabs Inc., Beverly, USA) aufgetragen. Die Konzentration der Probe
wurde durch den Vergleich der Intensitit der Bande unter UV-Licht mit der Bande
bekannter Konzentration des Markers bestimmt. Grundlage hierfiir ist, dass die
Intensitit der Fluoreszenz der Nukleinsiuren mit Ethidium-Bromid unter UV-
Licht proportional zu ithrer Menge ist.

Konzentrationsbestimmung:
Probenkonzentration (C) = Basenpaare / 48,5 x Verdinnungsfaktog pl/ug

67



Material & Methoden

5.2.6 Gelelektorphorese

Die Standardmethode fiir die Separation, Identifizerung und Reinigung von DNA-
Fragmenten ist die Elektrophorese durch Agarosegele. Im Folgenden wird das
zugrunde liegende Prinzip beschrieben:

An ein in salzhaltigem Puffer liegendes Agorosegel wird ein elektrische Feld
angelegt, worauthin DNA, welche bei neutralem pH-Wert negativ geladen ist, zur
Anode wandert. Die Geschwindigkeit dieser Wanderung hingt unter anderem von
der Grofe der entstandenen Fragmente ab.

Grundsitzlich gilt, dass kleine Fragmente schneller wandern als grofle. Fur die
Analyse und Priparation von DNA wurden Agarosegele je nach Grof3er der DNA-
Fragmente mit einem Gehalt von 0,8% bis 2% (w/v) Agarose (peqGold Universal
Agarose, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) in Tris-Acetat-Puffer (TAE-
Puffer) mit 2 pl Ethidium-Bromid (Konzentration 10mg/ml, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) verwendet.

Die Elektrophorese fand in einer HE33 Mini Horizontal Submarine Unit
Elektrophoresekammer (Fa. Hoefer, Amersham Pharmacia Biotech, San Francisco,
USA) in TAE-Puffer bei 80-90 V statt. Die Dauer betrug je nach
Versuchsbedingungen 1-2h.

Die DNA-Proben wurden vor der elektrophoretischen Auftrennung im Verhiltnis
1:6 mit 6X Ladepuffer versetzt. Als Gro3enmarker dienten der 1 kb DNA Marker

und der A-HindIII Marker der Fa. New England Biolabs Inc., Beverly, USA. Die
Dokumentation der Elektrophoresegele erfolgte mittels Fotografie des Gels in
einer Dunkelkammer mit UV-Leuchttisch (Gerit Bio-Printl], Fa. Viber Lourmat,
Marne La Valle, Frankreich) und nachfolgender Auswertung durch die zugehorige
Software Bio-Captl] (Fa. Viber Lourmat, Marne La Valle, Frankreich).

Durch den Zusatz von Ethidium-Bromid, einem DNA interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff, stellen sich DNA-Fragmente einer Grof3e als eine in UV-
Licht fluoreszierende Bande dar.

TAE-Puffer:

- 4,84 g Tris-Acetat (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

- 1.1 ml 100 % Essigsiure (Fa. Merck Eurolab GmbH, Darmstadt)
- 2ml0,5M EDTA pH 8,0 (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

- mit ddH2O auf 1 1 Volumen auffillen.
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6X Ladepuffer:

- 0,25 % (w/v) Bromphenolblau (3°3"'5°5""-Tetraphenolsulfonephtalein) (Fa.
Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

- 30 % (v/v) Glycerol (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

- inddH20

5.2.7 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen
5.2.7.1 Analytischer Restriktionsverdau

Zur Analyse von Plasmiden aus Minipriparationen nach Ligation oder zur
Kontrolle eines bereits etablierten Plasmids wurde eine analytische Spaltung der
Nukleinsauren mit Restriktionsenzymen (Restriktionsendonukleasen) durchgefiihrt.
Diese Enzyme schneiden DNA an fiir sie spezifischen Restriktionsstellen und
fihren so zu einer Linearisierung oder Fragmentierung der DNA. 0,2-1 pg
Plasmid-DNA wurden hierfur mit 5-10 U Restriktionsenzym (Fa. Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim oder Fa. New England Biolabs Inc., Beverly, USA)
und dem dazugehorigen Puffer in 1x Konzentration fiir ein bis zwei Stunden bei
der vom Herstellen angegebenen Temperatur im Thermostat (Thermomixer
compact, Fa. Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Das Ansatzvolumen betrug 10 ul.
Danach folgte die gelelektrophoretische Analyse.

5.2.7.2 Priparativer Restriktionsverdau
Zur Praparation von DNA-Fragmenten fiir die weitere Klonierung wurden 4-10 ug
DNA mit 10-20 U des benétigten Restriktionsenzym verdaut. Nach

gelelektrophoretischer Auftrennung der Fragmente bei 45 V und Visualisierung
wurde die entsprechende DNA-Bande aus dem Agarosegel ausgeschnitten.
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5.2.8 DNA-Aufreinigung aus priparativen Agarosegelen

Die Isolation von DNA aus Agarose erfolgte mittels QIAquick Gel Extraction
Kitl der Firma Qiagen GmbH, Hilden nach Angaben des Herstellers.

5.2.9 Glitten tiberhingender Enden doppelstringiger DNA

Je nach verwendetem Enzym entstechen beim Verdau von DNA mit
Restriktionsendonukleasen glatte Enden (blunt ends), Enden mit 5-Uberhang oder
Enden mt 3"-Uberhang (sticky ends). In den beiden letzten Fillen ergibt sich im
Rahmen von Klonierungen bzw. Subklonierungen unter Umstinden das Problem,
dass DNA-Fragmente mit inkompatiblen Enden miteinander verknipft werden
mussen.

Es besteht hierbei die Moglichkeit, solche Enden zu glitten und die DNA-
Fragmente mittels blunt end Ligation zu verkntpfen. Mittels Klenow Enzym wurden
die 5°-tiberhingenden Enden aufgefillt. Klenow Enzym besitzt 5°-3"- "Polymerase
und eine 3°5"-Exonukleaseaktivitat.

In Anwesenheit von desoxy-Nukleosidtriphosphaten (ANTP) und Magnesiumionen
zu Auffillen der 5°-iberhingenden Enden kann man die Exonukleaseaktivitit
nutzen um glatte DNA-Enden (blunt ends) zu erhalten. Durch die 3°-5-
Exonukleaseaktivitit werden 3’-uberhingende Enden geglittet. DNA aus
Restriktionsverdauansitzen kann direkt fur die Auffillreaktion verwendet werden,
da Klenow Enzym praktisch in allen Reaktionspuffern fir Restriktionsenzyme
aktiv ist.

Verwendet wurden Klenow Enzym und eine dNTP-Stammlésung (mit je 2,5 mM
dATP, dCTP, dGTP und dTTP) der Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim.
Die Konzentration der dNTP’s fiir die Reaktion betrug je nach Konzentration der
DNA 20-40 ul. Dabei wurde beachtet, dass der Ansatz die entsprechende Menge
Restriktionspuffer enthielt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 bis 3 U
Klenow Enzym gestartet und nach einstiindiger Inkubation bei 37°C durch
Erhitzen auf 75°C fir 10 min gestoppt.
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5.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Verwendet wurde die T4-DNA-Ligase (Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
des Bakteriophagen T4. Diese katalysiert eine Ligation in Form von
Phosphodiesterbindungen  zwischen benachbarten 3’-Hydroxyl- und 5'-
Phosphatgruppen doppelstringiger DNA-Enden. Voraussetzung ist, dass die zu
verbindenden Enden kompatibel sind. Fiir eine Ligation wurde das zu klonierende
Insert mit dem linearisierten Vektor (in der Regel dephosphoryliert) in 10 bis
20fachem molaren Uberschuss zusammengegeben. Die Gesamtmenge eingesetzter
DNA sollte dabei 200 ng nicht tberschreiten. Zu diesem Gemisch wurde ATP
haltiger 10X Ligase Puffer ( Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) gegeben
und der Reaktionsansatz mit sterilem ddH2O auf 20 ul aufgefillt. Die Ligation
erfolgte nach Zugabe von 2 U T4-DNA-Ligase tiber Nacht bei 16 °C.

5.2  Zellbiologische Materialien und Methoden
5.3.1 Verwendete Zelllinien

- 293T: Es handelt sich herbei um eine humane embryonale Nierenzelllinie,
welche durch stabile Transfektion der adenoviralen E1A-Region
immortalisiert wurde. Zusitzlich enthilt sie das SV 40 large T Antigen
(DUBRIDGE et al., 1987). Die Zellen wurden freundlicherweise von
R.Willemsen, Niederlande zur Verfiigung gestellt.

- EPC: Dies sind endotheliale Vortliuferzellen, die im Knochenmark
produziert werden. Diese Stammzellen werden bei Verletzung durch
Mediatorausschiittung an die verletzte Gefa3stelle gelockt, wo sie sich zu

- Endothelzellen ausdifferenzieren. Diese Zelllinie ist  nicht
immortalisiert.Verwendet wurden aus Nabelschnur isolierte Zelllen NB1276
(Robert Ostedorp, III. Med., Klinikum Rechts der Isar, Miinchen) H9¢2: Es
handelt sich um Rattenkardiomyoblasten, die zwar eine sehr geringe
morphologische Ahnlichkeit mit adulten Herzzellen hat, aber dennoch einige
molekulagenetische Marker wie Myozyten aufweist. Auch diese Zelllinie
besitzt eine begrenzte Zellteilungsfihigkeit. (ATCC, Wesel, Deutschland)
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5.3.2 Methoden der Zellkultur
5.2.3.1 Medien und Zusitze

- Dulbecco’s Modifiziertes Fagle Medium (DMEM): mit 3,7 g/1 NaHCO3,
45 g/l D-Glucose, 1,028 g/1 N-Acetyl-L-alanyl-L.-gutamine der Fa.
Biochrom, Berlin

- Foetales Kilberserum (FKS): Sera Plus der Fa. Pan Biotech GmbH,
Aidenbach

- Phosphate buffered saline (PBS)-Dulbecco (1X): ohe Ca++, Mg++ (Fa.
Biochrom, Berlin)

- Trypsin/EDTA: 0,25% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS (Fa. Biochrom,
Berlin)

- Glutamin: 200 mM Glutaminlésung der Fa. Biochrom, Berlin

- (HEPES-Puffer: Solution 1M (Fa. Invitrogen, La Jolla, USA)

- Dimethylsulfoxid (DMSO) : Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen

- Polybrene (PB) 0,8 mg/ml

-  EGM- Medium und Zusitze (Fa. Lourna EGM Bullet Kit)

-  EPC Trypsin 0,05%, EDTA-Natrium 0,53 mM (Fa. Invitrogen,)

- 1% Gelatine in 1X PBS, Autoklaviert (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

5.3.2.2 Zellkulturbedingungen

Die Zelllinien 293T und H9c2 wurden in DMEM-Medium mit 10 % FKS, 1 %
Glutamin in einem Inkubator (Forma Scientific CO? Water Jacketed Incubator, Fa.
Thermo Life Sciences, Staufen) bei 37 °C, 5 % CO? und hoher Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Die EPC wurden in EGM-Medium mit spezifischen Zusitzen (s.0.)
kultiviert. Verwendet wurden Kulturschalen der Fa. TPP, Trasadingen, Schweiz.
Das Kulturvolumen in einer 6 cm Durchmesser Schale betrug 4-5 ml, das einer 10

cm Schale 8-10 ml. Die Schalen fir die EPC-Kultur wurden mit 1 % Gelatine in
1x PBS mit Y2 Kulturvolumen aufgefillt, fur 10 min im Inkubator aufbewahrt und
danach 3X mit PBS gewaschen
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5.3.2.3 Zellpassage

In der Regel wurden die in Kultur gehaltenen Zelllinien zwei- bis dreimal pro
Woche passagiert. Zu diesem Zeitpunkt waren die Zellen etwa 80% konfluent.
Hierfiir wurden die Zellen mit Phosphate buffered saline (PBS) gewaschen und mit
Trypsin/ EDTA-L6sung inkubiert, bis sie sich ablosten. Die Reaktion wurde mit
komplementiertem Medium gestoppt und der benétigte Teil der Zellen in einer
neuen Kulturschale ausplattiert.

Die Split-Ratio 1:3 der unterschiedlichen Zelllinien war bei den 293T Zellen alle
drei Tage. Die EPC und H9c2 wurden je nach Wachstum alle vier bis sechs Tage
passagiert.

5.3.2.4 Zellzihlung mit dem Himocytometer nach Neubauer

Die Zellen wurden trypsiniert und in komplementiertem Medium aufgenommen.
100 wl Trypanblau (Fa. Biochrom, Berlin) wurden mit 100 ul Zellsuspension
gemischt und 5 min inkubiert. Lebende Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf.
Wihrend durch die nicht mehr intakte Zellmembran toter Zellen der Farbstoff
eindringen kann und diese dann unter dem Mikroskop blau gefirbt erscheinen.
Eine Kammer eines Himocytometers wurde mit dem Farbstoff-Zellgemisch
befillt. Zwei der jeweils gegeniiberliegenden Eckquadrate, bestehend aus je 16
Kleinquadraten wurden unter dem Mikroskop (Axiovert 25, Fa. Zeiss, Jena)
ausgezihlt, wobei nur nicht angefarbte Zellen berticksichtigt wurden

Bestimmung der Zellzahl: B

Ein Eckquadrat der Kammer hat eine Fliche von 10 ¢cm? und eine Héhe von 10
um. Die Zellsuspension ist 1:2 verdiinnt wobei zwei Eckquadrate gezahlt wurden.
Daraus ergibt sich folgende Formel:

Anzahl der gezihlten Zellen X 10 = Zellzahl/ ml Zellsuspension
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5.4 Retrovirale Methoden
5.4.1 Der retrovirale Vektor pBullet

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Vektor pBullet (WILLEMSEN et al,
2003) ist eine Weiterentwicklung des Vektors pSTITCH (WEIJTENS et al. 1998),
welcher vom Moloney-Maus-Leikimie-Virus (Mo-MLV) abgeleitet ist. Das
urspringlich publizierte System wurde in der vorliegenden Arbeit zusitzlich noch
so verandert, dass teilweise an Stelle des envelope-Plasmids pCOLT-GALV,
welches fiir die Hullproteine des Gibbonaffen Leukamievirus kodiert, das Plasmid
pHCMV-G (YEE es al, 1994, vgl Abb.9 C) verwendet wurde. Das Plasmid
pHCMV-G kodiert fir die Hillproteine des Vesikuliren-Stomatitis-Virus und
enthalt ebenfalls den CMV IE Promotor fiir die Genexpression und das SV40 ori.

5.4.2 Die Generierung transienter Retrovirus-Produzentenzellen mittels
Transfektion

Transfektion bezeichnet das Einbringen von DNA in eukaryotische Zellen mit
nicht-viralen Methoden. Eine Transfektion ist zunichst einmal nur transient, d.h.
die DNA wird nicht in das Genom integriert, sondern verbleibt extrachromosomal.
Ohne eine weitere Selektion geht solche DNA mit der Zeit verloren und die
Transgenexpression kommt zum Erliegen. Zum FEinbringen von Fremd-DNA in
eukaryotische Zellen, die in der Zellkultur gehalten werden, existieren
unterschiedliche Methoden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Calzium-
Phosphat vermittelte Transfektion angewandt (WIGLER et al., 1977).

Um virale Partikel zu generieren wurden 293T Zellen verwendet, welche transient
mit drei Plasmiden co-transfizert wurden:

1. ein auf pBullet basierender retroviraler Vektor
2. das fur gag und pol kodierende Hilfsplasmid pHIT 60

3. ein fur die viralen Hillproteine kodierendes env-Plasmid (pCOLT-GALV,
oder pHCMV-G,).

74



Material & Methoden

Der schematische Aufbau der fiir eine Ko-Transfektion verwendeten Plasmide mit
pBulletEGFP als Beispiel fir einen retroviralen Vektor sind in der Abbildung 12
wiedergegeben.
Wenn alle drei Plasmide in ein und dieselbe 293T Zelle transfiziert werden, werden
hier alle viralen Proteine exprimiert, durch welche die ungespleilte mRNA des
retroviralen Vektors als virale mRNA verpackt wird.

Auf diese Weise werden infektiose virale Partikel gebildet, die in den Zelliberstand
abgegeben werden. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Protokoll fiir eine
transiente Transfektion fir die Retrovirusproduktion ist in Tabelle 6 aufgefiihrt

Tagl 2x 106 293T Zellen auf eine 10 cm Schale
ausplattieren
Tag2 |24h spater: Transfektion |Transfektion der 293T Zellen mit

CaCl™?,

Mg >

Verwendeter DNA-Mix:

10 g pBullet Vektor mit Transgen

10 pg gag-pol Plasmid

10 pg env-Plasmid, pCOLT-GALV oder
pHCMV-¢

Tag 3 | 16-18h nach Mediumwechsel mit 5 ml komplementiertem
Transfektion Medium

Tag4 |40- 42 h nach Abnahme des virushaltigen Zelliiberstandes
Transfektion

75




Material & Methoden

Tabelle7: Transfektionsschema

Dargestellt sind die Arbeitsschritte an den unterschiedlichen Tagen der Transfektion vom
Auslegen der Zellen bis zur Abnahme des virushaltigen Uberstandes

5.4.3 Die Gewinnung retroviraler Uberstinde und Kryokonservierung

Fir die weitere Verwendung wurden die retroviralen Uberstinde zunichst
durcheinen Filter mit einer Porengrofle von 0,45 um filtriert. Hierdurch werden
virusproduzierende Zellen und Zellreste entfernt. Das Filtrat wurde direkt fiir eine
Transduktion verwendet oder kryokonserviert.

Fiir die Verwendung zu einem spiteren Zeitpunkt wurden retrovirale Uberstinde
bei —80 °C kryokonserviert. Die filtrierten Uberstinde wurde in bedarfsgerechten
Volumina (1 ml) in Eppendorftubes (1,5ml) aliquotiert und dann sofort bei —80 °C
gelagert. Fiir eine spitere Transduktion wurde der benétigte Uberstand auf Eis
aufgetaut und sofort verwendet.
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5.4.4 Retrovirale Transduktion

Das Protokoll fir retrovirale Transduktion ist in Tabelle 8 wieder gegeben.

Tagl Zielzellen auf 6 cm Platten ausplattieren
1. 293T: 1x10°
2. EPC:1,5-2x 10°
3. H9c2:1,5-2x 10°
Tag2|16-18h spiter Transduktion der Zielzellen:
1. Zellen mit 1x PBS waschen
2. Zugebe von 0,4-0,7 ml unverdinntem
Virustiberstand dem  zuvor 8 ug/ml
Polybrene (Hexadimethrine Bromide, Fa.
Sigma-Aldrich, Deisenhofen) aus einer
Polybrene-Stammlosung  von 800 pg/ml
(gelost in ddH?O) zugesetzt wurden
3. Inkubation bei 37 °C im Brutschrank fiir 2 h,
alle 20 min schwenken
4. Zugabe von 4 ml komplementiertem Medium
Tag3 Kultur der Zellen
Tag4 |~ 48 h nach Passage der Zellen fiir weitere Kultur oder Analyse
Transduktion der Genexpression der transduzierten Zellen

Tabelle 8: Transduktionschema

Dargestellt sind die verschiedenen Arbeitsschritte bei der Transduktion vom Auslegen der Zellen
am ersten Arbeitstag bis zur Zugabe des Virusiiberstandes und der Kultur der Zellen. Diese stabil
transduzierten Zellen kénnen entweder in Kultur gehalten werden oder zur weiteren Analyse
verarbeitet werden.
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5.5 Analyse der Transgenexpression
5.5.1 Fotodokumentation

Die Fotodokumentation in der Zellkultur erfolgte durch eine Nikon Cool Pix 990
Digitalkamera, welche mittels Adapter an das Mikroskop Axiovert 135
angeschlossen ist.

5.5.2 Durchflusszytometrie

Die Messung physikalischer oder chemischer Charakteristika von Zellen bezeichnet
man als Zytometrie. Bei der Durchflusszytometrie findet diese Messung an Zellen
statt, die sich in einer Suspension befinden.

Die Analyse findet an Finzelne Zellen in einem Fliissigkeitsstrom werden innerhalb
eines so genannten Durchflusszytometers oder Fluorescence Activated Cell Sorter
(FACS) analysiert.

Dadurch ist es moglich Zellcharakteristika wie ZellgtéBe (forward scatter) und
Granularitit (side scatter) und die Fluoreszenzstirke einer Zelle (Messung in den
Kanilen FL1, FL2 oder FL3) festzustellen. Bei der Durchflusszytometrie oder
FACS-Analyse werden die Einzelzellen einem Argon Laserstrahl ausgesetzt.

Die Werte fur die Zellgrofle und Granularitit werden dadurch gemessen, dass der
Argon-Laser durch die Zellen gestreut wird. Aullerdem werden durch die
definierte Wellenlinge des Argonstrahls in den Zellen vorhandene Fluorochrome
(wie z.B. eGFP) angeregt.

Das hat wiederum die Emission von Fluoreszenz charakteristische Wellenlinge zur
Folge. Zur Dokumentation wird die spezifische Fluoreszenz in ein elektrisches
Signal umgewandelt. Vorraussetzung fiir eine fehlerfreie Messung ist das Beziffern
einer Negativkontrolle:

Verwendet werden hierbei die Ausgangszelllinien. In der vorgelegten Arbeit
umfasste eine Messung 20.000 im FACS detektierte Ereignisse.

Gemessen wurde mit dem Gerdt FACS-Vantage der Fa. Beckton Dickinson, San
Jose, USA. Die Auswertung erfolgte durch die zugehoérige Software Cell Quest
Version 3.1f.
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Da eGFP keine zusitzliche Probenbehandlung erfordert, konnten die dafiir
positiven Zellkulturen einfach gemessen werden. Eine etwa 80% konfluente 6 cm
Schale wurde wie beschrieben trypsiniert und abzentrifugiert (1.000 rpm, 4 min, r.t.,
Varifuge 3.0 R, Fa. Heraeus, Hanau). Das Zellpellet wurde in FACS-Puffer
resuspendiert, 100 ul dieser Zellsuspension in FACS-Rohrchen tberfihrt und zum
Abkihlen auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1,5 pM Propidiumiodid (Fa. Sigma
Aldrich, Deisenhofen) fur die Markierung toter Zellen wurde die Probe im
Durchflusszytometer analysiert.

Da eGFP nach Anregung durch einen Argonlaser (488 nm Wellenlinge)
Fluoreszenz einer Wellenlinge von etwa 510 nm emittiert, erfolgte die Messung der
Fluoreszenz im Kanal FL1. Fir die Auswertung wurde eine von KANDEL und
Mitarbeitern 1997 publizierten Methode angewandt: Es wird der Wert der so
genannten ,relativen Fluoreszenz® (RF) gebildet. Die Definition dieses Wertes
lautet: Ratio zwischen dem Medianwert der Fluoreszenz derGFP-positiven Zellen
und dem Medianwert der Fluoreszenz der negativen Zellen (Eigenfluoreszenz der
Zellen). Berechnungen mit dieser Methode erméglichen es, die Ergebnisse
verschiedener Tage miteinander zu vergleichen.
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5.6 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zum Nachweis spezifischer Proteine. Hierbei
werden die Zelle lysiert, die Proteine denaturiert und die Proben mittels SDS-
Polyacrylamid aufgetrennt. Nach Transfer auf eine positiv geladene Membran wird
diese mit Antikorpern inkubiert um die Anwesenheit des gesuchten Proteins
darzustellen.

5.6.1 Herstellung von SDS-Page Gelen

Vorbereitung der Proben:

Die Zellen, die fir die Proben verwendet werden sollten 70-80 % konfluent sein
und auf 60mm Platten ausgesit sein. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen
zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen.

500ul RIPA-Puffer mit Aprotinin versetzt wurden auf jede Platte gegeben.

Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt und in einem Eppendorf
Tube 30 min auf Eis gelagert.

Danach wurde die Zellsuspension 30 min bei 4°C zentrifugiert (Zentrifuge, Biofuge
Heraeus, Minchen)

Von der abzentrifugierten Losung wurden 100ul Aliquots in ein Reaktionsgefal3
tberfithrt und bei —80°C tiefgekuihlt. Dabei ist es wichtig die Lésung von oben zu
pipettieren, da sich durch die Zentrifugation die DNA unten im Gefil3 befindet.

RIPA:

5ml IM TrisHCL pH 7,2 (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

3ml 5M NaCl (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

0,5ml 20 % SDS (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

1g Natriumdeoxycholate (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

1ml Triton X 100 (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

57 ul/ 5 ml Aprotinin 1:87 (5,2 TIU/mg) (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

wird jeweils frisch dazugegeben

auf 100ml mit H2O auffillen und bei 4°C aufbewahren.
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Zur Auftrennung der Proben wurde ein SDS-Polyacrylamid-Gel hergestellt.

Bei angelegter Spannung wandert das negativ geladene Protein innerhalb des Gels
der Spannung folgend in Richtung des Pluspols. Die logarithmische Auftragung der
Mobilitit von Proteinen gegen ihr Molekulargewicht liefert innerhalt eines gewissen
Bereiches eine lineare Abhingigkeit. Der Vernetzungsgrad des Polyacrylamid-Gels
und damit seine Porengrofle kann iber einen weiten Bereich der Grofle der
aufzutrennenden Proteine angepasst werden.

Man kann zum einen den Acrylamid-Gehalt des Gels dndern, zum anderen die
Menge des Quervernetzer Bisacrylamid. Fur sehr grofle Proteine bendtigt man
niedrig konzentrierte Gele, sehr kleine Proteine werden in stark vernetzten Gelen
aufgetrennt. StandardmaBig werden 12%ige Gele eingesetzt.

Trenngel:
2,67 ml 37,51 Bisacrylamid

(Karl Roth GmbH und CoKG, Katrlsruhe, Germany)
2,54 ml  TRIS pH 8,8, IM (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)
1,45 ml ddH?*O
50wl 10 % SDS (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)
334 pl 10% APS  Karl Roth, Karlsruhe
6,65 wl  TEMED  Sigma Aldrich, Steinheim

Sammelgel:
0,57 ml 30 % Bisacrylamid (Karl Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe,

Germany)

2,2  ml TRIS pH 6,8, 0,5M (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)
1,34 ml ddH”O

50wl 10 % SDS (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

26,3 ul 10% APS  Karl Roth, Karlsruhe

8,8 ul  TEMED  Sigma Aldrich, Steinheim
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Zuerst wurde das Sammelgel zwischen die Gel Glasplatten in der GieB3vorrichtung
von BioRad pipettiert und mit Isopropanol bedeckt. Nach 30 min wurde das
Isopropanol abgegossen und zweimal mit ddH*O waschen. Danach wurde das
Sammelgel aufgetragen, der Probenkamm eingesteckt und das Gel zum Hirten 20-
30 min in der Gie3vorrichtung belassen.

5.6.2 Auftrennung der Proben, Transfer und Blotting

Im Prinzip ist eine Flektrophoresekammer ein Resistor (das Gel), der zusammen
mit einer Spannungsquelle einen einfachen Stromkreis bildet. Die negativ
geladenen Puffer und Proteinionen werden durch den Stromfluss durch das Gel
getrieben.

Indem man zusitzlich zu den Proben eine GréBenstandart auftrigt wird das
gesamte Gel kalibriert.

Die immunologische Detektion von Proteinen im Western Blot erfolgt nach dem
Prinzip der Epitop-Erkennung. Eine wenige Aminosiuren umfassende Struktur
wird durch spezifische Antikorper gebunden.

Um Proteine mit Antikérpern zu detektieren, missen diese fest gebunden und auf
offener Fliche exponiert sein. Dies erreicht man durch den Transfer der Proteine
auf eine Membran.

Im Folgenden werden die Arbeitsschritte von der Verarbeitung der frischen Proben
bis zur Behandlung der mit den Proteinen beladenen Membran, dem sogenannten
Blocken, beschrieben:

1. Die Proben vorbereiten (entweder frisch oder auftauen)

2. das Gel und 1lfach Laufpuffer in die Kammer geben ( BioRad Laboratories
Hercules, USA)

3. die Proben 15ul + 4fach loading dye 5ul bei 100°C 10 min kochen, danach
kurz zentrifugieren

4. Marker: 10 ul High Range Rainbow Molecular Weight Marker (Amersham

Biosciences, Freiberg, Germany)
+ 2ul 4 fach Puffer auf Eis
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Die Proben in die Slots geben und ca 1 Stunde bei 40mV laufen lassen bis
die Laufmittelfront des Bromphenolblaus vollstindig unten zu sehen ist.
Der Rainbow Marker sollte zu sehen sein. Immer wieder die Spannung
nachregulieren. Nach einer Stunde nicht ausschalten, fall sich die weiteren
Arbeitsschritte verzégern, sondern auf 5 mA weiterlaufen lassen.

Aufbau der Transfer-Kammer: 3 Stiick 4fach Whatmann Paper (Whatman
int. Ltd., Baldstone, GB) ausschneiden 1 Milipore PVDF Membran (
Millipore Corporation Bedford, GB) ausschneiden.

Die Membran durch 15 s in Methanol (Merck KgaA, Darmstadt, Germany )
und 2 min in einer Schale mit ddH?O aktivieren

Die Kammer und das Whatman Paper in Transferpuffer wissern.Das Gel
auf die schwarze Boxenseite (Plus) legen und die Kammer (Hoefer
Pharmacies, San Francisco, USA)einstecken

Mit Transferpuffer auffillen und einen Riihrfisch zugeben

45 min auf 100 mA

Blocken: 3 g BSA (Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Germany ) in 100ml
PBST (Phosphate buffered soline +0,1% Tween 20) auflésen (Sigma Aldrich
Chemie, Steinheim, Germany)

In eine Schale 50ml davon mit der Milipore Membran geben und mit
Alufolie bedecken

Uber Nacht in Schiittler bei 4°C blocken

5.6.3 Antikérper-Behandlung und Waschen

Die Antikérper werden meist durch die Chemilumineszenz Methoden sichtbar
gemacht.
Horse-Radish-Peroxidase (HRP) katalysiert die Reduktion von H202 zu H20.

Dafiir benotigte Elektronen werden aus Luminol gewonnen, es entstehen oxidierte
Luminol-Radikale.
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Diese reagieren mit O2, es entsteht O2- (Superoxid-Anion), welches mit einem

weiteren Luminol-Molekiil reagiert.

Dabei entsteht Luminol-Endo-peroxid welches sofort unter Abstrahlung von Licht
zerfallt.

Dieser Prozess wird in der im Kapitel 3.6.2 begonnenen Beschreibung der
praktischen Ausfithrung des Western Blots fortgesetzt.:

1.

Am nichsten Morgen 3 mal fir 10 min in 100ml PBST auf dem Schiittler
waschen.

Die Membran ausmessen: pro cm? 0,15 ml PBST+3% BSA.

1. Antikorper (polyklonaler HSV-Tk Antibody, William Summmers, Yale
University, New Haven, USA) 1:500 in die ausgerechnete Menge PBST+3%
BSA geben und die Membran zuschweillen. 1 h bei Raumtemperatur auf

dem Schittler lassen. Danach den AK absaugen, da er wieder verwendbar ist
und die Membran 7 mal fiir 10 min in 100ml PBST waschen.

Mit dem 2. Antikérper (Peroxidase Goat Anti Rabbit IgG, Oncogene

research products) 1:2000 in der gleichen Weise verfahren. Ebenfalls nach
einer Stunde 7 mal Waschen.

Die Entwicklung erfolgt nach dem modifizierten Protokoll des ECL Kit
(Amersham Biosciences UK limited, GB).
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5.7 Northern Blot

Der Northern Blot ist eine Methode zur Identifizierung von spezifischen RNA-
Sequenzen. Dabei wird die RNA mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und
anschlieBend auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (,,Blotting®). Durch
Hybridisieren mit einer 32-Phosphor-markierten einzelstringigen DNA-Sonde
kann ein RNA-Strang nachgewiesen werden.

5.7.1 Aufbereitung der Proben

Zunichst wurde die gesamt RNA aus den Zellen isoliert. Dies erfolgte mit dem
RNeasy Kit (Qiagen). Die Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA
erfolgte im Photometer (Beckmann DU 600 Spektrometer, Fa. Beckmann
Instruments Inc., Fullerton, USA) bei einer Wellenlinge von 260 nm. Die
Adsorption —1 entspricht dabei einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml. 10 pg
RNA wurden in einer Speedvac Zentrifuge (SVC 100, Fa. Eppendorf, Hamburg)
eingedampft und anschlieBend in 20 pl Denaturierungspuffer resuspendiert. Es
folgte eine Inkubation bei 65°C fur 15 Minuten. Vor Beladung des Gels wurden die
Proben mit 5ul ,,Blue Loading Dye* versetzt.

Denaturierungspuffer:
- 500pl Formamid (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)
- 50pl 10x Morpholinopropansulfonsiure (MOPS) (Fa. Sigma Aldrich,
Deisenhofen)
- 175pl Formaldehyd 37% (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)
- 275l DEPC-H?*O

10x Morpholinopropansulfonsiure (MOPS):

83,72g MOPS (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)

8,2¢ Natriumacetat (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen)
20 ml 0,5 M Natrium-EDTA-L6sung pH 8,0

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen

.Blue Loading Dye*:
- 35% Glycerol in DEPC-H?*O
- mit Bromphenolblau Pulver (Fa. Sigma Aldrich, Deisenhofen) einfirben
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5.7.2 Isolierung der Sonden

Als Sonden werden radioaktiv markierte, zur mRNA komplementire DNA
Fragmente eingesetzt. Die Sonden werden mit Hilfe von Restriktionsenzymen aus
Plasmiden ausgeschnitten und isoliert

5.7.3 Auftrennung der Proben und Blotting

Der Northern Blot wurde modifiziert nach SAMBROOK et al, 1989b
durchgefihrt.

Die Proben wurden in einem 1%igem Agarosegel durch Gelelektrophorese
aufgetrennt.

Die Gelherstellung erfolgte durch Erhitzen von 0,6g Agarose (peq GOLD
Universal Agarose, Fa. Peqlab Biotechnologie GmgH, Erlangen) in 2ml 20x MOPS
mit 48ml ddH20 bis zum Siedepunkt und anschlieBendes Abkthlen auf ca. 65°C.
Es wurden nach Abkiihlen noch 3ul Ethidiumbromid zugefugt.

Danach wurden 3,2 ml 37%iges Formaldehyd dazu pipetiert und zu einem Gel
gegossen. Nach ca. 40 Minuten war das Gel ausgehirtet. Nach Auftragen der
Proben auf das Agarosegel erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proben
in einer mit Laufpuffer gefillten Elektrophoresekammer (Biorad Powerpac 30, Fa.
Biorad Laboratories GmbH, Miinchen) fir zwei bis drei Stunden bei 50 Volt.

Das Blotting, d.h. der Transfer der aufgetrennten Proben von dem Gel auf eine
Membran wurde tber Nacht mittels Kapillartransfer auf eine Nylonmembran (Fa.
Schleicher und Schuell BioScience GmbH, Dassel) durchgefiihrt.

Am nichsten Tag wurde die Membran fur 20s UV-vernetzt (Stratalink 1800,
Fa.Stratagene, La Jolla USA).
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5.7.4 Hybridisierung

Vor der Hybridiesierung wurde die Membran mindestens eine Stunde bei 65°C in
Church-Puffer im Hybridisierungsofen (Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel) prahybridisiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.

Die DNA-Sonde wurde durch Austausch nicht-radioaktiver Nukleotide gegen 32-
P-markierte Nukleotide radioaktiv markiert. Hierfir wurde der Prime-It®II
Random Primer Labeling Kit (Fa. Stratagene, La Jolla, USA) verwendet.
Mindestens 50ng Sonde (in einem Gesamtvolumen von 24pl) wurden mit 10pl
Random 9-mer Primer versetzt und funf Minuten gekocht. Zu der zwei Minuten
auf Eis gekiihlten Probe wurden 10ul 5x dCTP Primer Buffer, 4ul Nukleotid (a-32-
P-dCTP, spezifische Aktivitit: 3000 Ci/mmol, Fa. ICN Biomedicals GmbH,
Eschwege) und 1ul Exo-Klenow (5U/ul) (Fa. Roche) gegeben und zehn Minuten
bei 37°C inkubiert. Die nicht in die Sonde eingebauten Nukleotide wurden
anschlieBend durch Aufreinigung in einer MicroSpin ™G25 Column  (Fa.
Pharmacia Biotech, Freiburg) entfernt. Die DNA-Sonde wurde zu der
prihybridiesierten Membran gegeben und tUber Nacht bei 65°C im
Hybridiesierungsofen inkubiert.

Um die nicht gebundene radioaktive Sonde von der Membran zu entfernen wurde
die Membran am folgenden Tag dreimal mit Waschlésung bei 65°C fiir je 13
Minuten gewaschen. Die Detektion der markierten Sonde ist im Kapitel 3.7.5
beschrieben.

Die erneute Hybridisierung einer Membran mit einer neuen Sonde ist nach
Entfernung der zuvor verwendeten Sonde durch sogenanntes Strippen der
Membran méglich. Dafiir wurde diese bei 72°C tiber Nacht mit Stripping-Losung
im Hybridisierungsofen gewaschen. AnschlieBend wurde der Blot in 2x SSC und
ddH?O gewaschen. Die nachfolgende Hybridisierung mit einer neuen Sonde
erfolgte wie bereits beschrieben.
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Church-Puffer :
- 300ml ddH20
- 70g SDS
- 500ml 0,5 M Natriumphosphat pH 7,2
- 2ml0,5M EDTA
- 10g Bovines Serum Albumin

Waschl6sung:
-1% SDS-Losung
-0,04 M diNatriumhydrogenphosphat-Losung

Stripping-L.6sung:
- 1% SDS
- 0,1xSSC
- 40mM Tris-HCI pH 7,5-7,8

5.7.5 Entwicklung des Blots

Material & Methoden

Die Visualisierung der hybridisierten Proben erfolgte mittels Audioradiographie im

Phosphor-Imager  (Fluorescent Image Analyser

FL.A-2000,

Fa. Raytest

Isotopenmessgeraite GmbH, Straubenhardt). Verwendet wurde das Programm

AIDA, Version 2,0, derselben Firma.
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5.8 Radioaktive Aufnahme

Bei der Messung der radioaktiven Aufnahme wird die Fihigkeit der stabil
tranduzierten Zellen getestet das gewtlnschte Stoffwechselprodukt in geeignet
hoher Menge herzustellen und dabei als Substrat radioaktiv markierte Nukleotide
zu verstoffwechseln. Im Falle der HSV1-Thymidinkinase befindet sich das
phosphorylierte Endprodukt in der Zielzelle und somit kann die Hohe der
Substratverstoffwechselung im B-Counter gemessen und analysiert werden.

5.8.1 Vorbereitung der Proben

Am Vortag werden 1,5 10(5) Zellen ausgelegt. Dabei werden vier Platten a 60 mm
pro

Probe benétigt, wobei immer auch eine Negativkontrolle dabei sein muss.

Von den vier Platten verbleibt je eine in der Zellkultur um kurz vor oder nach dem

Versuch ausgezahlt zu werden.

5.8.2 Radioaktive Behandlung der Proben

Pro Platte werden 5ml warmes DMEM Medium vorgewarmt.
14C FIAU: 10 pl / 100ml Medium
3H-Thymidin: 10 ul / 100ml Medium

1. Tag.
Die Platten absaugen und auf jede 5ml Medium mit den radioaktiven Markern
geben. Die Zellen eine Stunde im Inkubator aufbewahren. Danach absaugen, mit
eiskaltem PBS waschen und 1 ml PBS daraufgeben. Dieses mit den Zellschabern
abkratzen und in Scintillation vials Giberfithren, dasselbe nocheinmal mit 0,5 ml.
Die Standardmesswerte setzen sich aus 100ul warmes Medium mit 1,5 ml PBS
zusammen

1 ml Soluene (..NuklMed) hinzugeben und Gber Nacht bei 4°C stehen lassen.
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2. Tag
2,5 ml Lumasafe Scintillation fluid (Lumasafe plus, P. Elmer, Niederlande) darauf
geben und fir 4 h im Kihlraum belassen.
Danach im (Counter (Haubner, 14C/3H 1 min /sample) (Walles C, Finnland)
messen.Als Standard unbehandeltes Medium einsetzen.
Die MeBergebnisse wurden in einer Excel-Tabelle bearbeitet und als Grafik
dargestellt

5.8 Software
Als Software zur Messung und Bearbeitung wurde Microsoft Excel verwendet. Zur
Auswertung der Northern und Western Blot Analyse wurde das Programm AIDA

(Raytest, Straubenhardt, Deutschland), fiir die Messung der radioaktiven Aufnahme
das Programm Cell Quest (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland).
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Ergebnisse

6 Ergebnisse
6.1 Klonierung konstitutiv exprimierender retroviraler Vektoren

Der verwendete Vektor enthilt den CMV Promotor fiir die Transgenexpression,
welcher ohne Regulationsmechanismen, also konsitutiv, exprimiert. Die
Lokalisation dieses Promotors ist die U3 Region der 5'LTR. Ist die Zellinfektion
bzw. —transduktion durch Viren der genannten Plasmide erfolgreich, so tritt an die
Stelle des CMV Promotors der Promotor der U3 Region. Dieser wird im Verlauf
der reversen Transkription an diese Stelle kopiert.

6.1.1 Klonierung der Vektoren pBulletwTKIeGFP und pBulletmTKeGFP

Um die Zellen in vitro leicht zu identifizieren wurde das Reportergen eGFP
verwendet. Dadurch ist ein Monitoring einzelner Zellen (in vivo und in vitro)
moglich.

Die Amplifikation der Plasmid-DNA fand in DH10B Zellen statt.

Das Plasmid pBulletleGFP lag schon fertig kloniert vor.

Als zweites Markergen wurde HSV1-TK bzw. HSV1-sr39TK verwendet.

Das Finbringen einer internal ribosomal entry site zwischen die beiden
Reportergenen fihrt dazu, dass von einer einzigen gebildeten mRNA verschiedene
Proteine gebildet werden konnen.

Isolierung von HSV1wTK:

Der DNA Verdau von pDC316TK bzw pDC316stTK erfolgte mit EcoRI und
HindIII. Der das HSV1-TK bzw HSV1sr39-TK enthaltenden Vektor von 1.1 kb
wurde isoliert und die iiberhingenden Enden mit Klenow Enzym aufgeftillt.

Das HSV1-TK bzw HSV1sr39TK Insert wurde mittels blunt-end Ligation in 5°-
3’Orientierung in den vorbereiteten Vektor ligiert. Die daraus resultierenden
Vektoren sind 8169 bp grof.
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Abbildung 11: Vektor pBulletleGFP

Dargestellt ist das Plasmid pBulletleGFP im Plasmidverdau. Die Gré3e des Plasmides ldsst sich
anhand der aufgetragenen DNA-Leiter bestimmen.

Priparation des retroviralen Vektors pBulletleGEFP:

Der Vektor pBulletleGFP wurde mit BamHI an der Stelle 1665bp linearisiert und
die Enden durch Klenow Enzym aufgefillt. In der Abbildung 11 ist das Ergebnis
der Klonierung schematisch dargestellt. 7 Klone wiesen ein Insert auf, wovon 4
Klone das Insert in der korrekten Orientierung enthielten. Es wurde mit Klon B
aus Abb. 13 weiter gearbeitet. Das Plasmid wurde in E. co/i amplifiziert und die
DNA durch Qiagen-Maxi-Kit aufgereinigt.
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bp * bp

1176

1156

Abbildung 11: Plasmidverdau

Dargestellt sind der analytische Plasmidverdau der 1156 bp und 1176 bp Fragmente, das jeweilige
Insert HSV1-TK bzw. HSV1st39-TK. Die Grofle der einzelnen Plasmidfragmente ldsst sich
anhand der mit aufgetragenen DNA-Leiter bestimmen. Die mit einem Stern gekennzeichneten
Verdaus konnten jeweils an der 1176 bzw. 1156 kb Bande als richtig identifiziert werden.
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Abbildung 13: schematische Darstellung der Plasmide

Dargestellt sind die Plasmide:

A pBulletle GFP

B pBulletleGFPTK (wildtyp oder mutant)

Beide Plasmide enthalten den CMV-Promotor sowie die SV40ori.
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Nach Translation zeigt sich ein mRNA Konstrukt, bei welcher durch die zwischengeschaltete

IRES die beiden verschiedenen Proteine von einer mRNA abgelesen werden kénnen.
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6.2 Virusproduktion
6.2.1 Generierung transienter und stabiler 293T Zellinien

Die verwendeten amphotropen Retroviren besitzen ein Infektionsspektrum, das
sich sowohl auf humane Zellen, als auch auf Rattenzellen erstreckt. Deshalb war
anzunehmen, dass derartig umhillte Viren geeignet sind, endotheliale
Vorlauferzellen und Rattenkardiomyoblasten zu infizieren. Gleichzeitig wurde mit
VSV.G pseudotypisierten Viren gearbeitet, da diese ein sehr viel breiteres
Zellspektrum infizieren konnen.

Denn wihrend die Infektion von Retroviren mit amphotropen Wirtsspektrum
durch die Bindung an einen spezifischen zelluliren Rezeptor eingeleitet wird,
interagiert VSV.G mit weit verbreiteten Phospholipid-Komponenten der
Zellmembran. VSV.G-pseudotypisierte Zelllinien zeigen daher ein breites Spektrum
infizierbarer Zelltypen (ARAI et al., 1999; LEE et al., 2001), darunter auch solche,
die sich mit den herk6mmlichen retroviralen Vektoren nicht oder nur schwer
transduzieren lassen(EMI et al., 1991).

Es ist daher anzunehmen, dass derart umbhiillte Viren auch in der Lage sind,
Rattenkardiomyoblasten zu transduzieren, obwohl eine derartige Anwendung
bisher nicht beschrieben wurde.

Die langanhaltende Expression des VSV.G Proteins ist toxisch fir die Zellen.
Deshalb wurden die retroviralen Uberstinde mittels transienter Transfektion von
293T Zellen gewonnen. Als Kontrolle wurde der retrovirale Vektor pBulletleGFP
aufgrund seiner guten Transduktionseigenschaften verwendet.

Die Verpackungszelllinie 293T wurde nicht nur zur transienten Produktion
verwendet, um die Transduktionseffizienz und Transgenexpression der infizierten
Zellen leichter beurteilen zu kénnen, sondern auch zur Titerbestimmung. Als env-
Plasmide wurden pCOLT-GALV und pHCMV-G eingesetzt, was zur Bildung
GALV- und VSV-G-pseudotypisierter Retroviren fihrt.
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6.2.2 Analyse der von 293T-Zellen produzierten Virusiiberstinde

Nach Gewinnung der rekombinanten retroviralen Vektoren, wurden 293T-Zellen
mit unterschiedlichen Verdinnugen der Vektoren infiziert. Dazu wurden 293T
Zellen mit dem jeweiligen Transferplasmid, dem Gag-Pol exprimierenden Plasmid
und einem der Env-Plasmide kotransfiziert.

Dadurch, dass die tranduzierten Zellen die im rekombinanten Virus enthaltenden
Transgene exprimieren, konnten sie mittels FACS-Analyse identifiziert und
transfiziert werden werden. In der Abbildung 15 sind die Ergebnisser der FACS-

Titrationen gezeigt.
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Abbildung 14: FACS-Analyse der 293T-Titration

Dargestellt ist exemplarisch eine Analyse der 293T-Zellen im Doppelansatz.

Infektionen wurden mit unverdiinntem Vektor (0) wadiellen 10-fach Verdinnungen
(-1 bis -4) durchgefihrt

A: untransfizierte 293T Zellen

B: 293T eGFP-VSV-G E: 293T mtTK-VSV-G
C:293T eGFP-GALV F: 293T wtTK-GALV
D: 293T wtTK-VSV-G G: 293T mtTK-GALV

Die Analyse zeigt fiir 293Tzellen die folgenden Prozentzahlen an positiven Zellen
in der FACS-Anlalyse:

eGFP-VSV.G: 88% wIK-VSV.G: 71% mTK-VSV.G: 45%
eGFP-GALV :57% wTK-GALV: 60% mTK-GALV: 20%
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6.2.3 Titerbestimmung der 293T Zelllinien

Nach Co-Transfektion wurden die retroviralen Uberstinde gewonnen, welche
zunichst bei  —80°C tiefgefroren und dann fiir eine Infektion verwendet wurden.
Aus den in Abbildung 14 gewonnenen Daten wurden folgende Virustiter mittels
Titration auf 293T Zellen und FACS-Bestimmung der positiven Zellen auf
ermittelt:

eGFP-VSV.G: 4,96x10(6) IP/ml
wTK-VSV.G: 2,6x10(6) IP/ml
mTK-VSV.G: 2,7x10(6) IP/ml

eGFP-GALV:4,7x10(6) IP/ml
wTIK-GALV: 4,1x10(6) IP/ml
mTK-GALV: 2,3x10(6) IP/ml

Dabei zeigte sich, dass die GALV-pseudotypisierten Viren eine bessere Infektiositat
auf 293T Zellen zeigten, als die VSV.G pseudotypisierten Viren.

6.2.4 Titerbestimmung der EPC und H9c2 Zelllinien

Um die Infektiositit der retroviralen Partikel an den Zielzellen zu bestimmen
wurde eine Titration mit EPC und H9¢2 durchgefiihrt (siche Abbildung 15). Dabei
wurden bei den EPC Zellen nur die GALV-pseudotypisierten Zellen verwendet, da
sich gezeigt hat, das VSV.G-pseudotypisierten Viren endotheliale Zellen mit einer
geringeren Effizienz infizieren. (siche nachfolgendes Kapitel).
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Abbildung 15: Titration der H9¢2 und EPC Zellen
Dargestellt sind die mit den unterschiedlich pseudotypisierten Viren stabil transfizierte Zellen

H9c2.

Ergebnisse

Eine Titration ist exemplarisch mit den endothelialen Vorlduferzellen (NB1276) gezeigt. Dabei

wurden die mit GALV-pseudotypisierten Viren verwendet.

A: H9c2 untransfiziert
B: H9¢2 eGFP-VSV-G
C: H9c2 wtTK-VSV-G

G: EPC untransfiziert
H: EPC eGFP-GALV

D: H9¢2 mtTK-VSV-G
E: H9¢2 wtTK-GALV
F: H9¢2 mtTK-GALV

I: EPC wtTK-GALV
J: EPC mtTK-GALV

Dabei zeigte sich, dass sich die endothelialen Vorlduferzellen mit einer héheren
Effizienz infizieren lassen, als die Rattenmyokardioblasten (siehe Tabelle 10 und
Abbildung 16). Die schlechte Infektiosiit der VS.G-pseudotypisierten H9¢2 Zellen
ldsst sich durch einen Messfehler erkliren. Die Titration wurde im Doppelansatz an
je zwei unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt mit dem Mittelwert aus diesen Daten
wurde weitergearbeitet. Dabei gibt es eine Infektion, die eine im Vergleich mit den
anderen identischen Messungen sehr niedrige Effizienz zeigt.

Zellinie HSV1 TK Virushille MOI % positiveTiter IP/ml
Zellen
293T wildtyp VSV-G 2,6 71,1 2,6 x ¢
GALV 4,1 60 4,1 x 1°
mutant VSV-G 2,7 45 2,7 X 1°
GALV 2,3 20 2,3 x e
HOc2 wildtyp VSV-G 0,85 86,25 1,7 x 10°
GALV 0,65 64,87 1,3 x105
mutant VSV-G 0,35 62,68 0,7 x10°
GALV 0,85 33,45 1,7 x10°
EPC GALV 3,2 87,07 3,2 x 1e
GALV 15 76,78 1,5 x e
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Tabelle 10: Titer der verschiedenen Zelllinien und Virushillen
Dargestellt sind die MOI, die %positive Zellen urdle Titer der unterschiedlich
pseudotypisierter Zellen.

Titer der verschiedenen Zelllinien

5-
4,5
4-
3,51 @ 293T-VSVG
31 W 293T-GALV
10(6) 2’; OEPC-GALV
15- B HO9c2-VSVG
14 EHI9c2-GALV
0,5
O-

eGFP wt-TK mt-TK
Abbildung 16: Titer der verschiedenen Zelllinien

Dargestellt sind die Titer der verschiedenen Zeéi der unterschiedlich pseudotypisierten
Zelllinien in Diagrammform.
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6.2.5 Transduktionseffizenz der EPC und H9c2 Zelllinien

Eine Ubersicht tber die Transduktionseffizienz geben zunichst einmal
mikroskopische Bilder mit dem Fluoreszenzmikroskop. Die Effizienz der
Transduktion wurde mittels FACS-Analyse bestimmt. Hierbei war bemerkenswert,
dass bei dhnlich hoher Effizienz der Transduktion im FACS die Fluoreszenz in den
mikroskopischen Bildern schwicher ausgeprigt ist. Die gemeinsame Verwendung
von eGFP und HSV1-TK schwicht demnach die Grinlichtemission der eGFP
Proteine ab. Die Produktionsmenge bleibt jedoch gleich, was die Messungen im
FACS zeigen.

Die Infektion von endothelialen Vorliuferzellen mit VSV.G-pseudotypisierten
Viren zeigt eine niedrige Transduktionseffizienz, so dass mit diesen im Folgenden
nicht mehr gearbeitet wurde (s. Abbildung 19).

Prozentzahl positive Zellen: 21%

EPC wtTK-VSV-G

Abbildung 19:

Infektion der EPC mit VSV.G pseudotypisierten Viruspartikeln

Dargestellt ist exemplarisch eine Infektion. Der prozentuale Anteil positiver Zellen ist 21%,
weshalb im weiteren mit diesem Ansatz nicht mehr gearbeitet wurde.

Beispiele fir eGFP und wIKIeGFP bzw. mTKIeGFP transduzierte Zellen zeigen
Abbildung 20. Der Mittelwert der Transduktionseffizienz bei EPC und H9c2
betrug bei eGFP-transduzierten Zellen 84%, bei HSV1-wTKIeGFP transduzierten
Zellen 76% und bei HSV1-mTKeGFP transduzierten Zellen 70%.
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H9c2 thKIeGFP GALV H9c2 mtTKIeGFP GALV

H9c2 mtTKIeGFP GALV

3

EPC eGFP GALV EPC wtTKIeGFP GALV

EPC mtTKIeGFP GALV

N

Abbildung 18 : Beispiele fur die Transduktionseffizienz
Dargestellt ist die Transduktionseffizienz in den  verschiedenen Zelllinien im

Fluoreszenzmikroskop. Dargestellt ist jeweils zunichst eine Aufnahme der Zellen ohne
Fluoreszenz. Es folgt jeweils die gleiche Aufnahme unter Fluoreszenz Filter
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6.3 Nachweis der Genexpression auf RNA-Ebene: Northern Blot Analyse

Da HSV-TK durch Durchflusszytometrie nicht direkt nachweisbar ist, wurde die
Transduktion zunichst auf RNA-Ebene nachgewiesen.

Es entstehen unterschiedliche mRNA Transkripte, nachdem sich das Provirus in
das zellulire Genom integriert hat. Deren Lage und Anzahl sind abhingig von den
enthaltenden Promotoren und vom Vorhandensein funktionsfihiger Splei3donor
und Akzeptorstellen.

Um die Aktivitit der Markergene eGFP und HSV1ITK bzw HSV1sr39TK nach
Integration als Provirus zu iberprifen, wurde eine Northern Blot Analyse
durchgeftihrt. Zunichst wurde die gesamte RNA von stabil transduzierten Zellen
isoliert. Dabei handelte es sich um die beiden Zelllinien EPC und H9¢2, welche mit
GALV- bzw VSV.G-pseudotypisierten viralen Uberstinden der Plasmide

pBulleteGFP
pBulletTKIeGFP
pBulletl sr39Tk eGFP

transduziert wurden. Der Anteil der eGFP-exprimierenden Zellen zum Zeitpunkt
der RNA-Isolation wurde mittels FACS Analyse ermittelt (Ergebnisse sieche Kapitel
2.4.2).

Fir die Hybridisierung wurde eine DNA-Sonde verwendet, die die gesamte Linge
des HSV1-TK-Gens umfasste. Dadurch wurden die mRNA Transkripte detektiert,
die das HSV-1TK Gen in der gleichen Orientierung wie der transkribierende
Promotor enthalten. Wie zu erwarten war nach dieser Hybridisierung nur ein
SpleiBprodukt mit einer Grof3e von circa 5kb.

Nach Abwaschen der HSV1-TK Sonde erfolgte eine Hybridisierung mit der eGFP
Sonde. Wie erwartet, sind bei Zellen, die das Provirus pBulletleGFP enthalten zwei
Transkripte enthalten. Diese zeigen sich in einer Gré3e von ca. 3,3kb.

Um das Auftragen vergleichbarer RNA Mengen auf den verschiedenen Bahnen zu
Uberpriifen, erfolgte nach Abwaschen der eGFP Sonde eine Hybridisierung mit 18S
RNA. Diese radioaktiv markierte Probe enthilt ubiquitir vorkommende RNA, die
sogenannte 18S RNA.
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341

Abbildung 19: Sondenpriparation

Dargestellt sind die isolierten DNA Sonden:
A: HSV1-TK bzw. HSV1-sr39TK (1,1kb)
B: eGFP (3,3kb)
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o)
A: HSV1-TK
EPC H9c2
GALV VSV-G GALV
mtTK wtTK eGFP untx wtTK mtTK  wtTK mtTK

B: eGFP

EPC H9c2

GALV VSV-G GALV
mtTK witTK eGFP untx WITK mtTK  wtTK mtTK

C:18S
EPC H9c2
GALV VSV-G GALV
mtTK WETK eGFP Munt  wtTK mtTK  wtTK mtTK
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Abbildung 20: Northern Blot Analyse

Dargestellt sind:

A: das mit HSV1-TK markierte hybridisierte Ergebnis B: Hybridisierung mit eGFP
C: Kontrolle der Hybridisierung mit 18S
¥¢: ungespleiBte Form des eGFP D : gespleiBte Form des eGFP

6.4 Nachweis der Genexpression auf Proteinebene: Western Blot Analyse

Beim Western Blot werden in einer SDS-Page aufgetrennte Proteingemische aus
der Polyacrylamidmatrix tiber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld
celuiert und auf eine Membran aus Nitrocellulose transferiert. Dabei bleibt das
Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Das Wiedererlangen der
Quartarstruktur ist jedoch nicht méglich.

Deshalb kann die Verwendung monoklonaler Antikérper, die spezifisch nur ein
Epitop erkennen Probleme bereiten. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
polyklonaler Antikérper, der gegen HS'V7-Thymidine-Kinase Antibody gerichtet ist, als
Primirantikérper verwendet. Bislang wurde noch keine Arbeit veréffentlicht, die
einen Proteinnachweis von HSVI1-TK in stabil transduzierten endothelialen
Vortlauferzellen (EPC) oder Rattenmyokardioblasten (H9c2) dargestellt hat.

Als zweiter Antikorper wurde der Horse-Radish-Peroxidase-Anti-Goat-Anti-Donkey
Antibody verwendet

Die Thymidinkinase Expression wurde auf Proteinebene durch den Western Blot
analysiert. Es wurden pro Probe 15ug Protein in die Geltaschen geladen.

Es zeigte sich, dass bei beiden Zelllinien die Wildtyp-Form der Herpes Virus1-TK
ein stirkeres Signal in der 32 bzw. 40 kb Bande bei gleich grofler geladener
Proteinmenge ergab.

Die eGFP-VSV.G bzw. eGFP-GALV pseudotypisierten Zelllinien dienten zur
Negativkontrolle. Die Uberpriifung der Proteinmenge erfolgte im BCA
Proteinessay der Firma Pierce nach deren Protokoll.
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Auf den entwickelten Membranen ist bei den als negativ Kontrolle aufgetragenen
Zellen, die mit eGFP VSV-G oder Galv pseudotypisierten Viren stabil transduziert
wurden keine Bande im Bereich der Thymidinkinase zu sehen. Die Herpes virale
Thymidinkinase ist als Doppelbande bei 32kb und 40kb zu sehen.

Die mit wildtyp Thymidinkinase pseudotypisierten Viren zeigen stirke Banden in
der oben genannten Basengrof3e. Dieses Ergebnis korreliert mit der Northern Blot
Analyse, bei der ebenfalls die wtTK-exprimierenden Zellen eine stirkere Aktivitit
aufwiesen.

EPC H9c2
GALV VSV-G GALV

eGFP mtTK wtTK Marker eGFP wtTK mtTK wtITK mtTK

H9c2
GALV VSV-G GALV

eGFP mtTK wtTK Marker eGFP wtTK mtTK wtITK mtTK
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EPC H9c2
GALV VSV-G GALV

eGEH It K wiF'K  Maacker eGEHP wititld{K mtdK wiFK miiK

Abbildung 21: Western Blot Analyse

Dargestellt ist der Western Blot nach ChemilumieagzEntwicklung. Als Negativkontrollen
wurden mit eGFP pseudotypisierte Viren verwendé. Banden von 40 kb ist vor allem in
den Zelllysaten stark ausgepragt, die mit wTK pséyuisierten Viren stabil transduziert
wurdertEPC
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6.5 Radioaktive Aufnahme von (14C) FIAU

Die stabil transduzierten Zellen wurden vor Beginn des Versuchs mit einer
definierten Zellzahl ausgesit. Nachdem sie eine ausreichende Dichte von 80%
erreicht hatten, wurden sie zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen
wurden wie in Material und Methoden beschrieben mit ['[/C] FIAU wund zur
Normalisierung auf Replikation gleichzeitig mit [*H]-Thymidin inkubiert. Nach
einer Inkubationszeit wurde die Aufnahme des radioaktiven Substrates im 0-
Counter gemessen.

Die gemessene Aufnahme von [/ C] FIAU war in den H9¢2 Zellen im Vergleich
zu den NB1276 Zellen mit 3,5% im Gegensatz zu 10% bei den endothelialen
Zellen niedriger. Auch bei der Aufnahme von [?H]-Thymidin zeigte sich bei den
NB1276 Zellen mit 4-8% eine héhere Aufnahme als bei den H9¢2 mit in etwa
2,5%. Insgesamt zeigen sowohl die H9¢2, als auch die NB1276 eine vergleichbar
hohe Aufnahme in der Prolifertion korrigierten Analyse der radioaktiven
Aufnahme von 7%.

Ein signifikanter Unterschied zwischen mit wildtyp Herpes viraler Thymidinkinase
oder mutanter Herpes viraler Thymidinkinase stabil transduzierter Zellen zeigte
sich innerhalb der gleichen Zelllinien nicht. Da jedoch sowohl in der Proteinanalyse
im Western Blot, als auch in der Analyse im Northern Blot die Expression des
Proteins bzw. der RNA bei den mit mutanter HSV1TK transfizierten Zellen
schwicher zu beobachten war, lisst diese Beobachtung auf eine im Context
gesehene hohere Aktivitit der mutanten TK schlief3en, da sichmit weniger Protein
die gleich hohe Aufnahmedes Radioaktiven ['[] C] FIAU zeigt.

Die unbehandelten nativen Zellen der beiden Zelllinien zeigten jeweils die gleiche
niedrige Aufnahme des radioaktiven Materials.
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Aufnahme *C-FIAU [% absolute Dosis]

=

Aufnahme *H-Thymidine [% total do]

C-FIAU Aufnahme: Zellzahl korrigiert
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1C-FIAU Aufnahme Proliferations korrigiert
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Abbildung 22:Diagramme zur radioaktiven Aufnahme

Gezeigt wird ein reprisentativer Versuch.
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Dargestellt sind drei verschiedene Analysen zunichst der Aufnahme von ['LJC] FIAU (A),
danach von [?H]-Thymidin (B) in die verschieden pseudotypisierten Zellen. In (C) wird das
Verhiltnis der bieden radioaktiven Substanzen in der Proliferations korrigierten Aufnahme

analysiert.
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6.6 Analyse des Wachstumsverhaltens stabil transduzierter EPC

Die CD34+ Zellinie NB1276 (OTT et al) besteht aus nicht immortalisierten
endothelialen Vorlduferzellen.

Um die Passagefihigkeit der Zellen zu tberpriifen, wurden im Doppelansatz je
5x10(4)Zellen ausgesit und je nach Wachstumsgeschwindigkeit nach einigen Tagen
gezahlt und wieder 5x10(4) Zellen pro 10cm Schale weiterpassagiert.

Da die beiden Reportergene HSV1-TK und eGFP potentiell toxisch auf die Zelllen
und damit deren Mitosezyklus wirken, wurden neben den mit wIK bzw mTK
stabil transduzierten NB1276 als Negativkontrolle untransfizierte endotheliale
Vortlauferzellen verwendet.

In verschiedenen Ansitzen (exemplarisch sind in der Abbildung 28 zwei
Wachstumskurven dargestellt) zeigte sich, dass die Teilungsrate der Zellen nach ca.
10 Tagen bzw. drei Passagen ihren Hohepunkt erreicht, um dann kontinuierlich
abzunehmen. Nach 30-40 Tagen- im Mittel sechs bis acht Passagen- war kein
Wachstum der Zellen mehr zu beobachten.

Dabei zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den
untransfizierten und transfizierten Zellen, was darauf schlieBen ldsst, dass kein
zytotoxischer Effekt bei den beiden Reportergenen existiert und dies somit nicht
der limitierende Faktor in der Passage der endothelialen Vorlauferzellen darstellt.
Auch die Tatsache, dass das Reportergen mittels eines retroviralen Vektors in die
Zelle verbracht wurde spielte in der Wachstumskurve der Zellen keine Rolle.
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Wachstumsverhalten NB 1276
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Abbildung 23: Diagramme zur Wachstumskurve der NB1276

Dargestellt ist exemplarisch 1 Analyse des Wachstumsverhaltens untransfizierter und
transfizierter NB 1276 Zellen. Nach einem Wachstumshohepunkt bei ungefahr 10 Tagen nach

Transduktion sinkt die Wachstumsgeschwindigkeit bestindig um nach in etwa 40 Tagen vollig
zum Stillstand zu kommen.
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7 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen anhand der Reportergene eGFP
und HSV1-tk den effizienten Gentransfer in humane endotheliale Vorlauferzellen
und Rattenkardiomyoblasten mittels retroiraler Vektoren. Dabei wurde ohne
Einsatz zusitzlicher Selektionsverfahren durch Verwendung von GALV- und
VSV.G- pseudotypisierten Retroviren eine Transduktionseffizeinz von bis zu 75%
erreicht. Den Weg des Gentransfers zum Proteinprodukt wurde im Western Blot
und Northern Blot uberprift und schlieBlich die Funktionalitit mit der
radioaktiven Akkumulation von (C14) FIAU gezeigt.

7.1 Diskussion der Verwendung von Reportergenen in der Gentherapie von
Herzkrankheiten

In der Verwendung von Reportergenen zur nicht- invasiven Darstellung von
Gentransfer liegt der grof3te Anteil der Forschung in der Tumortherapie. Dennoch
bildet die Gentherapie von kardialen Erkrankungen mit 9,1% den zweitgroB3ten
Anteil.In der Abbildung 24 sind die verschiedenen aktuellen Studien nach
Indikationen gelistet.

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials 'V}V'

Cancer diseases 646.5% (n=871)
Cardiovascular diseases 2.1% (n=119)
Monogenic diseases 8.3% (n=109)
Infectious diseases 6.5% (n=85)
MNeurological diseases 1.5% (n=20)
Ocular diseases 0.9% (n=12)

Other diseases 1.6% (n=21)

Gene marking 3.8% (n=50)

Healthy volunteers 1.7% [n=22)

00000 E®S®

The lovrnal of Gene Medicne, © 2007 lohn Wiley ond Sons Lid wwrw. wiley.couk/genmed/ clinical
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Abbildung 24: Verteilung Gentherapie (aus The Journal of Gene Medicine, 2007)

Dargestellt sind die unterschiedlichen Indikationen, die zur Etablierung von gentherapeutischen
klinischen Studien gefithrt haben. Mit einem Anteil von 66,5% werden zur besseren Behandlung
und Erforschung neoplastischer Erkrankungen klinische Studien geleitet. Gentherapeutische
Studien in der Klinik im Zusammenhang mit kardiovaskuliren, monogenetischen oder
infektiosen Erkrankungen finden mit einem Prozentsatz von 6-9% an allen gentherapeutisch
ausgerichteten klinischen Studien

Die nicht- invasive bildliche Darstellung von Reportergenen beinhaltet ein
Reporter Transgen, das unter die Kontrolle eines ,,upstream promotor/ enhancer*
Elements gestellt ist. Diese Promotor/ Enhancer Elemente koénnen durch
konstitutive Promotoren wie LTR, Rous Sarkoma Virus oder CMV aktiviert
werden, oder sie konnen sensitiv auf bestimmte endogene Transktiptionsfaktoren
reagieren.

Ein Vorteil von Reportergenen ist die Moglichkeit Verfahren zur indirekten
Darstellung schnell und zu geringeren Kosten als direkte Visualisierungsmethoden
zu entwickeln und zu validieren. Dies ist moglich, da ein einziges Reportergen/
Substrat- Paar in vielen verschiedenen Konstrukten verwendet werden kann um
viele unterschiedliche biologische und molekulargenetische Prozesse darzustellen.
Dies ist umso wichtiger, da in vielen klinischen Studien zur Anwendung von
Gentherapie folgende Probleme zunichst ungel6st sind:

1. War der Gentransfer erfolgreich?

2. Ist die Verteilung des transduzierten oder transfizierten Gens im Zielorgan
lokalisiert und ist die Verteilung im Zielorgan optimal?

3. Ist die Hohe der Transgen Expression ausreichend um einen
therapeutischen Effekt zu erzielen?

4. Akkumuliert das Transgen in einem Organ oder Gewebe, in dem eine
ungewollte Toxizitit auftreten konnte?
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5. Falls eine kombinierte Transgen/Prodrug Studie stattfindet: Wann ist die

Transgenexpression am hochsten und wann ist der beste Zeitpunkt fir die
Gabe der Prodrugs?

6. Wie lange wird das Transgen im Zielgewebe exprimiert?

Durch die Anwendung von Techniken zur nicht invasiven Darstellung
erfolgreichen Gentransfers und Expression bei Patienten, die sich einer
gentherapeutischen Behandlung unterziehen, sind invasive Methoden wie die
Biopsie des Zielorgans oder Analyse des Patientenblutes nicht mehr notwendig.
Denn die bildliche Darstellung offeriert einige klare Vorteile wie die Mdéglichkeit
zur wiederholten Durchfiihrung des viralen Gentransfers, keine Stérfaktoren wie
das umgebende Gewebe und die Moglichkeit 3D Bilder zu erhalten (BLASBERG
et al., 2003).

In der Gentherapie kardialer Erkrankungen wird entweder durch die Infektion von
Myokardzellen mit einem viralen Vektor, der zur Uberexpression von z.B dem
vaskuliren endothelialen Wachstumsfaktor fithrt oder zur vermehrten Freisetzung
vasoaktiver Substanzen wie NO versucht eine Besserung der Symptome zu
erreichen. Oder es werden in vitro transduzierte Zellen wie zum Beispiel
endotheliale Vorliuferzellen oder frisch isolierte Kardiomyoblasten direkt ins
Myokard injiziert, wo sie dann zu einer Reduzierung der Mortalitat fithren sollen.

7.2 Diskussion des Gentransfers mittels retroviraler Vektoren

In der Vergangenheit entwickelte sich ein gesteigertes Interesse an der nicht-
invasiven Darstellung des Gentransfers bei der Therapie kardialer Erkrankungen
(ISNER et al., 2002).

Um eine stabile Langzeitexpression zu erreichen stellt der Gentransfer durch
retrovirale Vektoren in diesem Zusammenhang eine mogliche Strategie dar. Im
Rahmen von therapeutischen Ansitzen konnen Wachstumsfaktoren oder andere
gefif3aktive Faktoren transferiert werden, um die Neovaskularisierung ischdmischen
Myokards zu untersuchen und zu férdern.
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Aullerdem ist es durch den stabilen Transfer von Markergenen moglich, Verbleib
und Vitalitit der injizierten Zelltransplantate in vivo zu verfolgen. Bisherige
Arbeiten haben zur viralen Transduktion myokardialer oder endothelialer Zellen
adenovirale Vektoren verwendet.

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb die Zielzellen mit Retroviren
transfiziert, die entweder ein amphotropes Wirtsspektrum aufwiesen oder VSV.G
pseudotypiesiert waren. In diesen Zellen wurde die Genexpression auf RNA-
Ebene, Protein Ebene und als funktionelles Endprodukt im radioaktiven
Aufnahmeversuch nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass VSV.G
pseudotypisierte  Zellen eine geringe Transduktionseffizienz in humanen
endothelialen Vorliuferzellen zeigen, wobei die Rattenkardimyoblasten durch beide
pseudotypisierte Viren gleich gut transduzierbar waren. Die Effizienz dieses
Gentransfers erlaubte die weitere Verwendung der transduzierten Zellen fir die
Behandlung mit radioaktivem FIAU und nachfolgender Messung der Aufnahme in
einem definierten Zeitraum.

Das von WEIJTENS und Mitarbeitern (1998) beschriebene Vektorsystem fiir die
transiente Transfektion von 293T Zellen fiur die Herstellung retroviraler
Uberstinde wurde dahingehend modifiziert, dass nicht nur das GALV-Hiillprotein
als Virushtlle verwendet wurde, sondern auch VSV.G als Virushiille eingesetzt
wurde. In der Literatur sind transient hergestellte VSV.G-pseudotypisierte
Uberstinde mit Titern von4,6 x 10(6) IP/ml (PEAR et al., 1993) bis zu 1 x 10(7)
IP/ml (SONEOKA et al., 1995, YANG et al., 1999) beschrieben.

Die Arbeitsgruppe von TJUVAJEV (2001) hat bei der Herstellung von retroviralen
Vektoren mit HSV1-tk als Reportergen eine Arbeit vorgelegt in der die
Verwendung eines CMV Promotors zur Herstellung von hohen Virustitern
empfohlen wurde.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Virustiter waren teilweise deutlich
niedriger als in den oben genannten Arbeiten von PEAR, SONEOKA und YANG,
wobei frische Uberstinde den héchsten Titer zeigten. Die Abnahme des Virustiters
durch Kryokonservierung um etwa50% ist dagegen bekannt (PEAR, 2001). Da die
Transduktionseffizienz unter anderem von dem Virustiter abhangig ist, was auch
durch die gezeigten Daten belegt wird, sollten fiir eine optimale
Transduktionseffizienz in erster Linie frische Uberstinde verwendet werden.
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Da die verwendeten Zelllinien keine immortalisierten Zellen sind, war damit zu
rechnen, dass die Passagenzahl einen negativen FEinfluss auf die
Transduktionseffizienz haben wird. Durch die Transduktion von Zellen mit
niedriger Passagezahl wurde dieser Effekt jedoch weitgehend ausgeschlossen.

Trotz der beobachteten Unterschiede der Transduktionseffizienz bei der
Verwendung der gleichen viralen Uberstinde, sind daher auf andere Ursachen
zuriickzufihren. Da fiir den erfolgreichen retroviralen Gentransfer Zellteilung
unbedingte Voraussetzung ist (MILLER et al, 1990), lassen sich nur gut
proliferierende Zellpopulationen auch gut infizieren.

7.3 Disskussion des Gentransfers in endothelialen Vorlauferzellen und
Rattenkardiomyoblasten

Die wvirale Transduktion von Rattenkardiomyoblasten ist von anderen
Arbeitsgruppen bis dato in der Regel mit adenoviralen Vektoren durchgefiihrt
worden. Diese haben den Vorteil, dass das Virus nach der erfolgreichen
Transduktion von Zellen in vitro auch fir eine Infektion der Zellen in vivo zur
Verfiigung steht. Mit adenoviralen Vektoren konnen sowohl proliferierende Zellen,
als auch ruhende Zellen infiziert werden, allerdings ist die Expressionsdauer der
viralen Genprodukte nur fir einige Tage nachweisbar, da die Virus DNA nicht
stabil in das Genom eingebaut wird (BENGEL et al., 2000).

Die Immunantwort auf adenovirale Vektoren mit Antikorperbildung verhindert
ein mehrmaliges Anwenden des Gentransfers im gleichen Individuum.

Der Gentransfer in die verwendete Zellinie H9¢2 zeigte bei der FACS Analyse,
dass sowohl die mit GALV-pseudotypisierten Viruspartikel, als auch die VSV.G-
pseudotypisierten Viren eine in etwa gleich hohe Transduktionseffizienz zeigten.
Auch in den molekularen Nachweismethoden wie Western Blot und Northern Blot
war die Stirke der Genexpression in den verschieden pseudotypisierten Zelllinien
gleich stark. Nach Behandlung der stabil tranduzierten Zellen mit dem radioaktiven
Substrat FIAU zeigte sich ebenfalls kein Unterschied in der Hohe der
Substratverstoffwechelung.
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In humanen endothelialen Votliuferzellen haben KONG et al.,, 2004 durch
retroviralen Gentransfer von gefillprotektiven Substraten und dem Gen, das fir
das Antioxidans Himoxygenase kodiert, durch deren gezielte Uberexpression eine
Verhinderung der Neointima in verletzten Gefillendothelien beobachten kénnen.
Auch OTT et al.,, 2005 haben endotheliale Vorliuferzellen zur Behandlung einer
experimentell erzeugten Linksherzinsuffizienz benutzt. Die Charakterisierung
dieser Zellen ist in Abbildung 25 gezeigt.

PB-EC
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Abbildung 25: Analyse der endothelialen Vorlduferzellen (aus Ott et al. 2005)

Dargestellt sind endotheliale Zellen aus Nabelschnurisolat und peripherem Blut im Vergleich
bekannten charakterisiertten HUVEC Zellen. Es wurden Marker wie CD9 oderCD31 zum
Vergleich bei der Charakterisierung verwendet.

Ein Nachweis des Gentransfers mittels PET durch stabile Transduktion der
endothelialen Vorlduferzellen mit dem Reportergen HSV1-tk hat bis jetzt nicht
stattgefunden.

Bei der stabilen Transduktion der Zellen zeigte sich, dass die humanen
endothelialen Vorlduferzellen nur unzureichend mit VSV.G- pseudotypisierten
Viren zu infizieren sind. Die Transduktionseffizienz mit GALV-pseudotypisierten
Viruspartikel war jedoch zufriedenstellend und zeigte eine hohere Effizienz als die
Infektion von der verwendeten Rattenkardiomyoblasten Zelllinie H9c2. Nach
Behandlung der stabil transfizierten NB1276 mit radioaktivem FIAU, und
anschlieBender Messung der radioaktiven Aufnahme war eine hohere
Verstoffwechselung der radioaktiven Substrate zu beobachten, als in der Zelllinie
H9c2.

7.4 Diskussion der Verwendung von zwei Markergenen eGFP und HSV1-tk

Die Verwendung des Reportergens eGFP ist eine weitverbreitete Methode in der
Analyse der Transduktionseffizienz von viralem Gentransfer. Das liegt zum einen
daran, dass durch Verwendung von Fluoreszenzmikroskopie die ungefihre Zahl
der infizierten Zellen sehr schnell abgeschitzt werden kann.

Zum anderen ist die FACS Analyse dieses Markergens inzwischen standardisiert, so
dass sie ohne groBen Aufwand und Unsicherheitsfaktoren durchgefithrt werden
kann. Im vorliegenden Fall wurden zwei Reportergene mit einer dazwischen
geschalteten IRES-Site verbunden und unter die Kontrolle eines CMV-Promotors
gestellt.
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IANNI et al.,, haben 1997 durch die Verwendung eines retroviralen Vektors, in
dem eGFP mit lacZ durch IRES verkniipft wurde diese Art der Verbindung von
zwei Reportergenen benutzt. Damit soll eine gleich starke Expression der beiden
Genprodukte erreicht werden. Dies ist insofern wichtig, als dass das erste
Reportergen bei Etablierung der Infektionsmethode oft durch eine therapeutisches
Gen ersetzt wird und meist zunichst als Markergen eingesetzt wird um die
Funktionalitit von zwei klonierten Genen in einem viralen Vektor festzustellen.

Viele Autoren verwenden eGFP zusitzlich als Positivkontrolle, da bei
erfolgreichem Transfer des Vektors auf den gelungenen Gentransfer des im
gleichen Versuch verwendeten Vektors, bei dem eGFP durch ein therapeutisches
Gen ersetzt wurde, zu schliefen ist. So kann ein schneller Riickschluss auf die
Effizienz des Gentransfers getroffen werden, bevor sehr aufwendige und teure
Methoden zum Nachweis des Gentransfers vorgenommen werden (KONG et al.,
2004).

Nach dem jetzigen Stand der Datenlage ist HSV1-tk das am meisten verwandte
Reportergen zur nicht-invasiven bildlichen Darstellung von Gentransfer. Dabei
spielt es eine wichtige Rolle in der Erforschung der Genthperapie bei
Herzkrankheiten.

Die Herpesvirale Thymidinkinase wird meist in Verwendung mit einem anderen
therapeutischen Gen angewandt, wie zum Beispiel die retrovirale Transduktion von
T-Zellen mit einem Vektor, der neben HSV1-tk auch den mutierten
Nervenwachstumsfaktor- Rezeptor N'TP exprimiert (GALLARDO et al., 2004).

In der onkologischen Tumortherapie des Magenkarzinom wurde HSV1-tk und das
therapeutische Gen mit der IRES- Site erfolgreich kombiniert (ZHANG et al,,
2004).

Versuche die zwei unterschiedlichen Markergene in einem Fusionsgen
unterzubringen waren ebenfalls erfolgreich (JACOBS et el, 1999). Da jedoch
HSV1-tk und eGFP intrazellulir verbleiben ist das Austauschen eines Reportergens
gegen ein therapeutisches Gen auf nicht- sezernierte Genprokukte beschrinkt
(KOEHNE et al., 2003)

123



Diskussion

Die Datenlage der Gentherapie am Herzen in Kombination mit dem Markergen
HSV1-tk beinhaltet einige Studien mit adenoviralen Vektoren. CHEN et al haben
1999 einen durch IRES verknupften adenoviralen Vektor der HSV1-tk und den
Dopaminrezeptor D2R80a exprimiert ins Rattenmyokard injiziert. Im selben Jahr
publizierte die Arbeitsgruppe um ANTON (ANTON et al. 2004) einen
adenoviralen Vektor, der neben HSV1- tk auch den endothelialen
Wachstumsfaktor VEGF bildet.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der Fluoreszenzmikroskopie eine
abgeschwichte Griinlichtemission. Diese Abschwichung zeigte sich auch in der
FACS- Analyse der infizierten Zellen. Die visuelle Abschwichung ist
wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass eGFP als zweites Transgen im IHRES-
Konstrukt vorliegt, wobei bekannt ist, dass die zweite Bindung der Ribosomen an
die mRNA weniger effizient ist als die initiale Bindung.

7.5 Diskussion der Transduktionseffizien: retrovirale Vektoren im Vergleich
zu adenoviralen Vektoren in Herz und Tumor

Retrovirale Vektoren sind sehr verbreitet in der Transduktion von Tumorzelllinien,
da diese Zellen sich durch ein unbegrenztes Wachstum auszeichnen (KONG et al,,
2004).

In der Gentherapie von Stammzellen myokardialen und endothelialen Ursprungs
werden bevorzugt adenovirale Vektoren verwendet, da diese eine sehr viel hohere
Transduktionseffizienz aufweist

Auch in den vorliegenden Ergebnissen war die Hohe der MOI im Verglich mit
adenoviralen Virustitern eher niedrig. Die Gegentuiberstellung der erzielten Titer mit
denen anderer retroviraler Vektoren war jedoch zufrieden stellend.
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7.6 Diskussion der Hillspektren

In der Arbeit sollten die Hillen des vesikuliren Stomatitis Virus mit denen des
Gibbon- Ape- Leukidmie- Virus verglichen werden, da sich fur die VSV.G-
pseudotypisierten Viren ein leichteres Erreichen hoher Virustiter gezeigt hatte.

In den vorliegenden Versuchen zeigte sich jedoch kein Unterschied in den
Virustitern und der Infektiositit der verschieden pseudotypisierten Viren in der
Zelllinie H9c2. Wie erwartet wurde mit der retroviralen Transduktion VSV.G-
pseudotypisierter Viren in humanen endothelialen Vorlduferzellen nur eine niedrige
Effizienz erreicht. Das VSV.G einen toxischen Effekt auf die Zellen haben kann,
sollte in Zukunft auf die GALV-pseudotypisierten Viren zuriickgegriffen werden.

7.7 Diskussion der Verwendung von mutanter und wildtyp HSV1- tk

GAMBHIR et al., haben 1999 zum erstenmal die durch Punktmutation veranderte
HSV1- st39TK zur radioaktiven Aufnahme von Tracer- Substraten verwendet.
Diese mutierte Form der Thymidinkinase weist eine hohere Aufnahme des
radioaktiven Markers FHBG als die des bis dahin favorisierten Markers FIAU auf.
In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass bei der Verwendung adenoviraler
Vektoren die héchste Effizienz in der Kombination von HSV1- tk mit FIAU und
HSV1- sr39tk mit FHBG erzielt werden konnte (ANTON et al, 2004,
MIYAGAWA et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich sowohl in der RNA- Analyse im Northern
Blot als auch in der Protein- Analyse im Western Blot ein deutlich hoheres Signal
bei den HSV1-tk transduzierten Zellen bei gleich hohem Prozentsatz infizierter
Zellen. Dieser Unterschied war in der Zelllinie H9c2 stirker ausgeprigt als in den
NB1276.

Bei der Analyse der radioaktiven Aufnahme war dieser signifikante Unterschied
nicht mehr nachweisbar.

Ein moglicher Erklirungsansatz wire, dass HSV1- sr39tk bei gleich starker
Expression und gleicher Effizienz im Northern Blot und Western Blot Nachweis
zu einer stirkeren Verstoffwechselung des radioaktiven Trancers FIAU fithren
wiurde. Die spezifische Aktivitit des Proteins HSV1-sr-TK wire somit hoher als die
der wildtyp HSV1-TK.
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Ein anderer Erklarungsansatz wire eine stirkere Stabilitit der HSV1-tk RNA, was
zu einer erhohten Tranlsation fithren wiirde und damit zu einer stirkeren Protein
Synthese. Ein unterschiedliches Spleiimuster von HSV1-TK und HSV1-s:39 TK
ist allerdings nicht zu erkennen.

Die oben erwihnten Ergebnisse korrelieren mit einer Studie von KANG und
Mitarbeitern (2005), in der verschiedene radioaktive Susbstrate wie (14C)FIAU,
(3H) FEAU, (14C)FMAU und (3H)PCV in Bezug auf die Verwendung

1. von HSV1-tk versus HSV1- sr39tk
2. von adenovirale versus stabil retroviral transduzierter C5 Zellen

verglichen wurden.

Dabei zeigte sich, dass die Hohe der radioaktiven Aufnahme bei allen Tracern bei
der Verwendung von HSV1- sr39tk hoher war als bei der Verwendung des
Reportergens HSV1-tk.

Obwohl die Autoren als Zielzellen die Zellline C5, eine Gliomablastomzelllinie der
Ratten verwendet haben, zeigten sich éhnliche Resultate in den gezeigten
Versuchen.

Um weitere genauere Ergebnisse der Kinetik der radioaktiven Substrate zu
bekommen und dasjenige mit der héchsten Effizienz auszusuchen, sollten in Bezug
auf die Reportergenexpression in der Therapie kardialer Erkrankungen Versuche,
die den Vergleich der verschiedenen Tracersubstanzen in myokardialen oder
endothelialen Stammzellen zum Ziel haben, durchgefiihrt werden
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7.8 Diskussion der radioaktiven Aufnahme von retroviral versus adenoviral
transduzierten Zellen mit den Tracern FIAU und FHBG

Der Vergleich der zelluliren Aufnahme der zwei radioaktiven Tracer- Substanzen
FIAU und FHBG hat im allgemeinen eine Favorisierung von (14C) FIAU in stabil
transduzierten Zellen ergeben (TJUVAJEV et al,, 2002). In Zellen, die mit einem
adenoviralen Vektor infiziert wurde, zeigte sich im Allgemeinen die hochste
Aufnahme bei der Verwendung von (18F)FHBG (MIN et al., 2003).

So hat zum Beispiel die Arbeitsgruppe von WU (2002, 2004) adenovirale Vektoren
zur nicht- invasiven Darstellung des Gentransfers im PET zunichst in vitro mit
H9c2 Zellen und dann in vivo mit frisch isolierten Kardiomyoblasten hergestellt.
Diese Gruppe verwendete das Reportergen HSV1- sr39tk und als radioaktives
Substrat (18F)FHBG.

Verschiedene andere Arbeitsgruppen haben zur nicht-invasiven Darstellung der
Reportergenexpression in myokardialen Zellen in vitro und in vivo ebenfalls diese
Kombination verwendet INUBUSHI et al., 2003, MIYAGAWA et al., 2005).
Allerdings wurde zum Nachweis des myokardialen Gentransfer im Schweinemodel
der radioaktive Tracer (14)FIAU verwendet (BENGEL et al., 2003), der ebenso
wie in einem anderen tierexperimentellen Ansatz (SIMOES et al, 2005)
ausreichend hoch war um eine Aussage iber die Kinetik der radioaktiven
Aufnahme zu treffen.

Das kann auch daran liegen, dass der radioaktive Tracer FHBG sehr aufwendig und
teuer in der Herstellung ist und deswegen seine Herstellung nur an wenigen
Zentren realisiert werden kann.

Literatur tiber die Verwendung von retroviralen Vektoren im Zusammenhang mit
der HSV1-tk vermittelten Verstoffwechselung von radioaktiven Substraten gibt es
nur in tumorassoziierten Zelllinien.

Somit war dies der erste Versuch mit myokardialen und endothelialen Stammzellen
nach stabiler Transduktion mit HSV1- tk und HSV1-sr39tk eine radioaktive
Aufnahme zu messen.
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7.9 Diskussion der Verwendung von HSV1-tk in vivo

Urspriinglich wurde die HSV1- tk Gentherapie als Suizidgen zusammen mit der
Behandlung von Ganciclovir in der Therapie nicht Chemotherapie- sensiblen
Tumoren entwickelt.

Das nicht toxische Prodrug Ganciclovir wird von der Thymidinkinase
phosphoryliert und dann von endogenen Kinasen zu GCV-Triphosphat
phosphoryliert. Dies fihrt zum DNA-Kettenabbruch und Einzelstrangbriichen
(BELTINGER et al., 1999).

Die Apoptose der Zelle kommt durch die Aktivierung der Kaspase- Kaskade
zustande.

Die Behandlung der HSV1- tk transduzierten Zellen mit Ganciclovir fihrt zu einer
Anhidufung der p53 Expression und eine gesteigerteAusbildung von CD95 und
Tumor- Nekrose- Faktor- Rezeptor auf der Zelloberfliche.

Durch die CD95 Aggregation kommt es zur Bildung des sogenannten Fas-
assoziilerten Todes- Dominen- Protein (FAAD) und einem Kaspase 8
enthaltenden, Selbstmord induzierendem Signalkomplex.

Zusitzlich zu diesem Mechanismus sensibilisiert die Behandlung mit TIK/GCV das
Stattfinden eines Zelltodes, der CD95L, TNF, und TNF-verwandten, Apoptose
auslosenden Ligand (TRAIL) benutzt.

Ein weiterer Mechanismus, der in der Gentherapie mit HSV1- tk und Ganciclovir
ausgenutzt wird ist der sogenannte Bystander Effect. Damit wird das Phinomen
beschrieben, dass bei der Behandlung HSV1- tk positiver Tumoren, in denen circa
10% der Tumorzellen HSV1- tk positiv sind, ein weitaus grof3erer Teil des Tumors
sensibel fiir die Behandlung ist.

Ein moglicher Erklirungsversuch ist der, dass das toxische Produkt GCV-
Triphosphat tber Gap junctions von der transduzierten in die nicht transduzierten
Zelle tbergeht. Diese Zellwand Briicken werden von Connexin43, einem gap
junction Protein, gebildet, das nach stabiler HSV1- tk Transduktion vermehrt
exprimiert wird. Da auch Bystander-negative Tumorzelllinien existieren, bei denen
in der Western Blot Analyse trotzdem Connexin 43 exprimieren, liegt dieser Effekt

der Fahigkeit der Zellen zugrunde, diese Zellwandverbindungen auszubilden
(McMASTERS et al., 1998, ZHANG et al., 2003).
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Diese Faktoren fithren bei der Verwendung des HSV1- tk Reportergensystems in
der Verwendung der Analyse myokardialer Gentherapie zu einer moglichen
Toxizitit der transduzierten Thymidinkinase.

Andererseits konnte trotz einer geringeren Transduktionseffizienz bei der
Verwendung von retroviralen Vektoren bei der Infektion von kardialen bzw.
endothelialen Zellen der Bystander- Effekt ausgeniitzt werden, wenn HSV1- tk
zusammen mit einem therapeutischen Gen verwendet wird. Dabei sollte es sich
jedoch um ein inrazellulir verbleibendes Genprodukt handeln, damit es durch die
Connexin43 Verbindungen in die anderen Zellen gelangen kann

Die Analyse der eigenen Wachstumskurve zeigte in Abwesenheit einer Prodrug
keine Toxizitit. Das sistieren der Wachstums der Zellen ist auf die beschrinkte
Passagezahl der nicht immortalisierten Stammzellen zurtickzufithren, da auch die
nicht infizierten Zellen ithr Wachstum zum gleichen Zeitpunkt einstellten.

Eine Langzeittoxizitat in vivo ist aber dadurch nicht auszuschlieBen. Um dies zu
erreichen, sollte eine Analyse des Zelliberlebens und der Zytotoxitit mit
radioaktivem Tracer durchgefiihrt werden, um HSV1-tk positive und
untransduzierten Zellen zu vergleichen.
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8 Ausblick

Transgene Tiere, die Reportergen- Konstrukte im ganzen Korper tragen oder
selektiv in bestimmten Organen oder Zelltypen im ausgewachsenen Organismus
oder wiahrend einer bestimmten Phase der embryonalen Entwicklung sind der
Gegenstand des Schwerpunktes der augenblicklichen Forschung. Verfahren zur
nicht- invasiven Darstellung koénnen dazu beitragen, die Aktivierung oder
Ausschaltung spezifischer Gene, Signaltransduktions Wege oder Protein- Protein
Interaktionen zu detektieren. Diese Information kann nitzlich sein um zu
bestimmen oder zu beobachten, wann eine Zelle ein Stadium héherer Malignitat
erreicht oder ob eine bestimmte Therapie effektiv eine spezifische
Signaltransduktion auslost.

In klinischen Studien ist die Anwendung von Reportergenen mehr beschrinkt als
in der Anwendung im Tiermodell, da die Notwendigkeit besteht nur Zielgewebe
mit den spezifischen Reporterkonstrukten zu transduzieren. Bis zu diesem
Zeitpunkt gibt es keinen idealen Vektor zum spezifischen Gentransfer nur in
definierten Organen, obgleich dies ein Gegenstand intensiver Forschung ist. Dies
und mehrere andere Grinde (siche Diskussion) fithren dazu, dass aktuell keine
Markergenstudien zugelassen werden.

Bei der Entwicklung jeden neuen Vektors und jeden neuen Reportergens sind viele
aufwendige Testreihen zur Uberpriifung der Sicherheit und der Entwicklung
standardmilig anwendbarer Verfahren notwendig.

Die vorrangigen Anwendungsgebiete von Marker- bzw. Reportergen Anwendung
zur nicht- invasiven bildlichen Darstellung sind

1. Die quantitative Messung der Transduktionseffizienz, indem Lokalisation,
Ausdehnung und Dauer der Transgenexpression gemessen werden.

2. Monitoring des weiteren Verlaufs der Zellen nach Transduktion in vitro

insbesondere die ex vivo Transduktion von Stammzellen und
immunkompetenten Zellen.
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Die Vorteile dieser Art der Uberwachung des Gentransfers liegen auf der Hand. Es
ist moglich die transkriptionale und posttranskriptionale Regulation endogener
Zielgen Expression darzustellen, aullerden spezifische Protein- Protein
Interaktionen. Dadurch bietet sich die M6glicheit neue experimentelle Wege

Das Potential den pharmazeutischen Effekt eines Medikamentes auf einen
spezifischen Signaltransduktionsweg in einem individuellen Tumor zeigt eine
Chance die Wirksamkeit der Therapie schon auf molekularer Ebene zu beurteilen.
Dafuir wire die diagnostische Verwendung von Reportergenen notwendig, die sehr
spezifisch nur die Zielzellen bzw. das Zielorgan transduzieren.

Diese Anwendungsliicke werden Verfahren der molekularen Darstellung in der
nichsten Dekade fiillen.

Die Anwendung von Reportergenen speziell in der gentherapeutischen Behandlung

von kardialen Erkrankungen gewinnt immer mehr an Bedeutung. (s. Abbildung
20).

Gene Types Transterred in Gene Therapy Clinical Trials (W)

%y
[
%,

=

Antigen 20.3% (n=2446)
Cytokine 18.9% {n=247)
Tumeor supressor 12% (n=157)
Growth factor 8.2% (n=107)
Suicide 8.2% (n=107)
Deficiency 7.9% (n=103)
Receptor 5.1% (n=647)

Marker 4.1% [n=54)
Replication inhibitor 3.7% (n=48)
Other categories 8.6% (n=115)
Unknown 2.9% (n=38)

The Journal of Gene Medicine, © 2007 John Wilay and Sons Lid www. wilay.co_uk/genmed/clinical
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Abbildung 26: Gentypen, die in der gentherapeutischen Studien verwendet werden (aus: The
Journal of gene medicine, 2007).

Dargestellt sind die verschiedenen Arten von Genen, die zur Zeit in klinischen Studien
Anwendung finden. Mit einem Anteil von in etwa 20% sind Antigene und Cytokine die
zahlenmallig am stirksten vertretenen Gruppe. Markergene finden sich mit 5% Anteil an allen
gentherapeutischen klinischen Studien in der Verteilung.

Einige Ansitze werden zur Zeit in klinischen Phase I Studien erprobt. Dabei liegt
ein besonderes Augenmerk auf der Behandlung der koronaren ischimischen
Herzkrankheit und der Therapie der kongenitalen Herzinsuffizienz. Die
Losungsansitze zielen dabei entweder auf eine Injektion stabil transduzierter Zellen
oder das direkte Einbringen viraler Vektoren zum Gentransfer ab. Um die
Effizienz dieser Therapie vor allem auch im Langzeitversuch zu beurteilen, ist es
notwendig die vorhandenen Reportergen Systeme so zu verindern, dass dies
moglich ist (ISNER et al., 2002). Mit der vorliegenden Arbeit wurden ,,proof of
principle® Experimente mit retroviralen Vektoren vorgestellt, welche die Basis fir
die nicht-invasive Darstellung von Zellen nach kardialer Applikation in das Herz
Uber einen lingeren Zeitraum im Tiermodell erméglichen sollten.
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9 Zusammenfassung:

Stammzelltherapie mittels viralem Gentransfer ist ein zukunftsweisender Ansatz in
der Therapie kardialer Erkrankungen. Da jedoch die Effizienz des Gentransfers in
der Regel nur durch klinische Test oder subjektive FEinschitzung der behandelten
Patienten indirekt messbar ist, besteht die Notwendigkeit, geeignente
molekularbiologische  Strategien zu entwickeln um den Erfolg der
gentherapeutischen Behandlung nachzuweisen.

Eine effektive Moglichkeit zur Darstellung von biologischen Prozessen zeigt die
Positron-Emissions-Tomographie (PET), da sie neben einer hohen Sensitivitit der
Marker-Detektion auch die Moglichkeit einer guten quantitativen Darstellung der
zu untersuchenenden Regionen bietet.

Das Prinzip der Verwendung von Reportergenen zur nicht-invasiven Darstellung
wie der Herpes Virus Typ 1 Thymidin Kinase (HSV1- TK) beruht auf Vektor-
assoziierter Uberexpression eines Transgens im Zielgewebe, welches fiir ein Protein
kodiert, das im normalen Gewebe nicht oder nicht in dieser Haufigkeit vorhanden
ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunichst die bei der Virusherstellung
verwendeten Plasmide wildtyp-tk -IRES- eGFP und mutant- tk- IRES- eGFP
kloniert. Dann wurden die Viren in der Verpackungszelllinie 293T hergestellt,
filtriert und kryokonserviert.

Um eine optimale Infektiositit fiir die unterschiedlichen Zielzellen zu erreichen,
wurden zwei verschiedene Virushillen- die des Gibbon- Ape- Leukemia- Virus
(GALV) und des vesikuliren Stomatitis Virus (VSV.G)- beniitzt. Nach der
Infektion von H9¢2 und EPC fand eine Analyse der Infektionsrate im FACS statt,
die eine Transduktionseffizienz von bis zu 75% zeigte.

Da es in der Literatur einige Hinweise auf eine eventuell vorhandene Zelltoxizitat
bei der Verwendung von HSVI1-tk gab, wurde mit den endothelialen
Vorliuferzellen eine Wachstumskurve angelegt, die jedoch durch die Mortalitit der
Zellen begrenzt war.
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Der Nachweis der Genexpression auf RNA- Ebene wurde erfolgreich mittels
Northern- Blot durchgefithrt. Um die Umsetzung der genetischen Information auf
Proteinebene zu kontrollieren wurden Western- Blot Experimente durchgefiihrt.
Die Moglichkeit der Verwendung zur nicht-invasiven bildlichen Darstellung in der
Positron- Emissions- Tomographie (PET) wurde mit einem zz- vitro Experiment
vervollstindigt.

Mit dieser Arbeit ist es gelungen zu zeigen, dass endotheliale Vorlduferzellen und
Kardiomyoblasten mit retroviralen Vektoren stabil transduzierbar sind. Neben dem
Transfer des Markergens eGFEP ist es gelungen das Reportergen HSV1-TK stabil
ins Zellgenom zu verbringen und dessen Funktionalitit in der radioaktiven
Aufnahme und Verstoffwechselung zu beweisen.

Damit ist die Moglichkeit vorhanden, einen Transfer von therapeutischen Genen in
vivo und in vitro zu verwirklichen. Da jedoch der Reportergentransfer mit Hilfe
retroviraler Vektoren zu jetztigen Zeitpunkt wegen moglicher Risiken wie der
Insertationsmutagenese nur auf priklinische Experimente beschrinkt bleiben kann,
ist zu priifen, ob dieses

Prinzip der stabilen Transfektion mittels anderer viraler Vektoren wie Lentiviren,
SIN Viren oder Adeno-assoziierter Viren realisiert werden kann.

134



Diskussion

9 Summary:

Stem cell therapy via viral gene transfer is a forward-looking approach in the
therapy of cardiovascular disease. As Efficiency of gene transfer is generally just
indirectly measurable through clinical tests or subjective evaluation of the patient
treated, it is essential to detect appropriate strategies in molecular biology in order
to demonstrate succesful gen-therapeutical treatment.
One actual feasibility in biological process imaging is the positron emission
tomography as it shows not only a high sensitivity in marker detection but also the
possibilitiy of sufficient quantitative description of the regions to be analysed.
The principle of application of reporter genes for non invasive imaging like as
herpes viral type 1 thymidine kinase is based upon vector associated over
expression of a transgene in the target tissue coding for a protein that is not or not
such frequently existent in normal tissue.
In the presented study we first cloned the plasmides to be used: wildtype-TK-
IRES-eGFP and mutant-TK-IRES-eGFP. Retroviruses were then generated in
293T cells, filtrated and cryp-preserved. In order to reach an ideal infectivity two
different pseudotyped viruses — the Gibbon Ape Leucemia Virus (GALV) and the
Vesicular Stomatitis Virus (VSV-G). Infectious rates of transfected H9c2 and EPC
were analysed through FACS that showed an efficiency of transduction up to 75%.
As there is a presumpted cell toxicity associated to HSV1-TK existing in
former literature a growth curve with endothelial progenitor cells has been built up
which was limited by natural cell mortality.
The proof of gene expression on RNA-level has been conducted with Northern
blot analysis. Control of transfer into protein-level has been conducted with
Western blot analysis. The feasibility for application for non-invasive imaging in
PET has been completed with an in-vitro uptake trial.
With this study we could demonstrate that it is possible to receive stable transduced
endothelial progenitor cells and Cardiomyoblasts using retroviral vectors. Besides
the transfer of the marker-gene eGFP we succeeded in stably transferring the
reporter-gene HSV1-TK into the cell genome and we could proof its functionality
via radioactive uptake and metabolism. Herefore there is a potential existing to
realize therpeutic gene transfer in vivo and in vitro.
As retroviral gene transfer up to current development remains limited for potential
risks such as insertation mutagenesis, it is to be considered to realize this principle
of stable transfection via differing viral vectors for example Lentivirus, SIN-vectors
or adeno-associated viruses.
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