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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Chondrale und osteochondrale Erkrankungen stellen aufgrund der geringen Selbstheilungskapazitat
des Knorpelgewebes bis heute eine therapeutische Herausforderung dar. Gen- und
zelltherapeutische Verfahren bei denen autologe, ex vivo transduzierte Zellen bestimmte
Wachstumsfaktoren liberexprimieren erscheinen vielversprechend.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in diesem Zusammenhang die Doxyzyklin - regulierte Expression von
therapeutischen Transgenen in chondrogenen Zellen durch VSV.G pseudotypisierte SIN-Lentiviren
charakterisiert. Der Schwerpunkt lag auf der Infektion von primaren Kaninchenchondrozyten und
mesenchymalen Stammzellen des Kaninchens (IMSC). Neben dem Wachstumsfaktor bone
morphogenic protein 2 (BMP-2) dessen positiver Einfluss auf die Knorpelheilung bereits haufig
beschrieben wurde, erfolgte die Uberexpression des therapeutischen Wnt-induced secreted protein 3
(WISP-3) Gens mit dem Ziel der Verbesserung der Qualitat des regenerierten Gewebes.

Es konnte gezeigt werden, dass die Regulation, d.h. die Induktion sowie das Abschalten, der
lentiviralen BMP-2 Expression unter Kontrolle des Doxyzyklin-induzierbaren Tet on - Systems in
Kaninchenchondrozyten sowohl in vitro — auf eine maximale BMP-2 Sekretion von 16 ng BMP-2/ml -
als auch in vivo (26,5 fache Induktion) im osteochondralen Defektmodell im Kaninchen moglich ist.
Wiederholtes An- und Abschalten der Transgenexpression sowie das Aufrechterhalten der Expression
Uber einen therapeutisch relevanten Zeitraum konnte auRerdem in vitro gezeigt werden.

Zudem konnte die Ubertragbarkeit der lentiviralen, tet-vermittelten BMP-2 Expression auf humane
Chondrozyten bestatigt werden.

Auch in IMSCs erfolgte in vitro eine 112-fache Induktion der BMP-2 Expression nach lentiviraler
Transduktion des Ein — Vektor — Konstrukts.

Sowohl in Chondrozyten als auch in IMSCs war die Menge an produziertem BMP-2 ausreichend, um
Funktionalitdt — messbar durch Aktivierung der Proteoglykan- bzw. Kollagen Typ Il-Synthese - zu
erreichen.

Des Weiteren konnte auch das WISP-3 Transgen, das durch Induktion der Expression von
knorpelspezifischem Kollagen Typ Il zur Verbesserung der Knorpelqualitat beitragen soll, in IMSCs
reguliert exprimiert werden.

Die lentivirale Infektion der IMSCs, unabhadngig vom Transgen, hatte dabei keinen hemmenden
Einfluss auf die Fahigkeit der Zellen osteogen oder chondrogen differenzieren zu kénnen.

Aufgrund dieser Ergebnisse erscheint die gentechnische Anwendung des Tet on — Systems zur
regulierten lentiviralen Expression therapeutischer Transgene in verschiedenen Zelltypen welche in

der Knorpelheilung involviert sind als erfolgversprechend zur Behandlung von Knorpeldefekten.
1



ABSTRACT

ABSTRACT

Chondral and osteochondral defects are still a therapeutic challenge due to the poor self-healing
capacity of cartilage tissue. Gene and cell therapeutic approaches based on autologous, ex vivo
transduced cells expressing specific growth factors are promising.

Thus, the aim of this study was to characterize the doxycycline-regulated expression of therapeutic
transgenes in chondrogenic cells by VSV.G pseudotyped lentiviral SIN vectors. The main focus was
the infection of primary rabbit chondrocytes and rabbit mesenchymal stem cells (IMSC). In addition
to growth factor bone morphogenic protein 2 (BMP-2) whose positive effect on cartilage healing has
often been described, overexpression of therapeutic Wnt-induced secreted protein 3 (WISP-3) gene
was performed aiming at an inprovment of quality of regenerated tissue.

In this study, regulation, i.e. induction as well as shut-off, of lentiviral BMP-2 expression under
control of the doxycycline-inducible Tet on — System in rabbit chondrocytes in vitro — to a maximal
BMP-2 secretion of 16 ng BMP-2/ ml, as well as in vivo (26,5-fold induction) in a rabbit model for
osteochondral defects were demonstrated. Furthermore, repeated induction and shut-off of
transgene expression and maintenance of expression over a therapeutic relevant time-span were
shown.

Additionally, feasibility of lentiviral, tet-dependent BMP-2 expression in human chondrocytes was
confirmed.

In IMSCs a 112-fold induction of BMP-2 expression after lentiviral transduction of the one — vector —
construct was obtained in vitro.

The amount of BMP-2 produced in chondrocytes as well as in IMSCs was sufficient to achieve
functionality as demonstrated by induction of proteoglycan or collagen type Il synthesis.

In addition, the application of the lentiviral Tet on — System allows for regulated expression of WISP-3
transgene in IMSCs that is supposed to contribute to an improvement of cartilage quality by inducing
the expression of cartilage specific collagen type II.

Lentiviral infection of IMSCs did not inhibit the cells potency to undergo osteogenesis or
chondrogenesis.

Thus, based on these results, gene therapeutic application of the lentiviral Tet on — System in a

variety of cell types involved in cartilage repair appears promising for treatment of cartilage defects.



EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Knorpel

Knorpel ist ein essentieller Bestandteil eines jeden Gelenks. Er ist eine spezielle Art des
Bindegewebes und ermoglicht in dinnen Schichten glatte, reibungsarme Gelenkbewegungen.
Dariiber hinaus sorgt er fiir bestmogliche Verteilung von Belastungen auf das gesamte Gelenk.
Charakteristisch ist die hohe Bestandigkeit des Knorpelgewebes sowie seine Elastizitdt und Flexibilitat
wodurch einwirkende mechanische Krafte zu keinen dauerhaften Verformungen des Knorpels fiihren

[1-3]. Bedingt sind diese Eigenschaften durch die molekulare Zusammensetzung des Knorpels.

1.1.1 Knorpelaufbau

Wahrend der Embryogenese entsteht artikuldarer Knorpel durch Kondensation mesenchymaler
Stammzellen und darauffolgender Differenzierung zu Knorpelzellen, sog. Chondrozyten [4]. Die
Chondrozyten bilden anschliefend eine extrazelluldre Matrix in die sie mit einer sehr geringen Dichte
von 15000 Zellen pro mm? eingebettet sind [5]. Dieser zellulire Anteil betragt in etwa 5% des
Gewebevolumens [4, 6].

Die Extrazelluldarmatrix ist reich an Kollagenen und Proteoglykanen (Abbildung 1-1). 40-50% der
Extrazelluldarmatrix sind Kollagene, wovon 90% Typ |l Kollagen ist. Aber auch Kollagen VI, IX und XI ist
vorhanden. In tieferen hypertrophischen Regionen wird auBerdem Kollagen Typ X exprimiert.
Proteoglykane haben einen Anteil von circa 25% an der Extrazelluldrmatrix, davon sind circa 50%
Aggrekan [4].

Die Chondrozyten interagieren mit der Extrazellularmatrix Uber eine spezielle perizellulare Matrix,
welche reich an Typ VI Kollagen ist. Neben der Zell-Matrix Interaktion dient die perizellulare Matrix

zusatzlich zum Schutz der Chondrozyten vor auf den Knorpel einwirkende Krafte [4].



EINLEITUNG

Abbildung 1-1: Molekularer Knorpelaufbau

Knorpel setzt sich zusammen aus einer
dichten extrazelluldren Matrix in die eine
geringe Zahl Chondrozyten eingebettet ist.
Hauptbestandteile der extrazellularen Matrix
sind Kollagenfasern, vor allem Typ |l
Kollagene und Proteoglykane. Zu den
wichtigsten  Proteoglykanen zdhlen u.a.
Aggrekane, Hyaluronsaure, Bindeproteine
und Glykosaminoglykane [7].

Biglycan

Type IX collagen /E% (J/\)
Fibromodulin
Type |l collagen

Knorpel ist ein avaskulares, aneurales und alymphatisches Gewebe [4]. Aufgrund der fehlenden
Gefalle erfolgt die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff durch Diffusion. Um eine ausreichende
Versorgung zu gewahrleisten ist die Dicke von humanem Knorpel auf 7-8 mm limitiert. Verstarkt wird
die Diffusion durch eine Art Pumpmechanismus, der durch Gelenkbewegungen und die damit
verbundenen zyklischen Belastungen entsteht [6].

Der Informationsaustausch zwischen den vereinzelten Zellen, zwischen denen kein direkter Kontakt
besteht, ist an die geringe Stoffwechselrate angepasst und erfolgt daher neben diffundierenden,

humoralen Faktoren durch mechanische Belastung [6].

1.1.2 Knorpelschiaden

Knorpelschaden treten oft in Erscheinung im Zusammenhang mit Erkrankungen wie Rheuma oder
Arthrose, aber auch bei circa 150 weiteren muskuloskeletalen Erkrankungen [8].

Derartige Schaden kénnen sowohl als Folge von akuten Verletzungen als auch durch chronische,
entzlindliche Erkrankungen auftreten.

Haufig bleiben Knorpelschaden, aufgrund der Symptomlosigkeit, liber langere Zeitraume hinweg
unbemerkt. Symptomatische Defekte fiihren jedoch zu Schmerzen und Morbiditat. Zudem konnte
gezeigt werden, dass Knorpelldsionen das Arthroserisiko um ein Flinffaches erhéhen [6, 9].

Knorpel ist ein Gewebe mit einer geringen Selbstheilungskapazitdt [10, 11]. Bedingt ist diese

Tatsache durch verschiedene Charakteristika des Knorpelgewebes. Der geringe Informations- und

4
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Stoffaustausch im Knorpelgewebe, bedingt durch die isolierte Lage der Chondrozyten, fihrt dazu,
dass die Zellen von auftretenden Knorpelschdaden kaum in Kenntnis gesetzt werden kénnen. Des
Weiteren kdnnen die Chondrozyten die dichte Extrazellularmatrix nicht verlassen um Knorpeldefekte
zu fillen und haben nicht die Moglichkeit, zum Zwecke der Geweberegeneration, ihre
Stoffwechselrate zu erh6hen [6]. Aufgrund dieser Tatsachen wird vermehrt nach Methoden gesucht,

die Knorpelregeneration zu verbessern.

1.1.3 Konventionelle Therapie von Knorpeldefekten

Erste Ansatze, Knorpel in situ zu therapieren gehen auf das Jahr 1959 zuriick. Dabei wurden im
defektnahen, subchondralen Knochenmarkraum kleine Lécher gebohrt um das Einwandern von
Knochenmarkzellen zur Knorpelldsion zu verbessern [6].

Diese sog. Pridie-Technik wurde spater zur Technik der Mikrofakturierung, welche mit einer
geringeren PerforationsgroRe auskommt, weiterentwickelt. Mikrofrakturierung ist heute eine gut
etablierte und haufig angewendete Methode zu Therapie von Knorpeldefekten [6].

Eine weitere Methode ist die autologe Chondrozyten-Transplantation (ACT). Die Wahl der Methode
ist nicht entscheidend fir die Qualitdt des regenerierten Gewebes. Sowohl Mikrofrakturierung als
auch autologe Chondrozyten-Transplantation flihren bei 77 % der Patienten zu zufriedenstellenden
Ergebnissen [6, 12].

Das entstehende Reparaturgewebe besteht jedoch haufig aus weichem Faserknorpel und weist
daher veranderte mechanische und chemische Eigenschaften auf als nativer hyaliner Knorpel. Haufig
sind daher in Langzeitstudien dhnliche degenerative Veranderungen zu beobachten wie sie auch

ohne Behandlung auftreten [13, 14].

1.1.3.1 Autologe Chondrozytentransplantation (ACT)

Autologe Chondrozyten-Transplantation wurde das erste Mal 1994 zur zellbasierten Therapie von
Knorpeldefekten angewandt. Diese Methode ist eine Kombination aus der Implantation ex vivo
expandierter artikularer Chondrozyten in einem ersten Schritt und dem anschliefenden Fixieren der

Zellen durch einen autologen Knochenhautlappen [15] (Abbildung 1-2).
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Abbildung 1-2: Vorgehensweise zur autologen Chondrozyten-Transplantation

In einem ersten Schritt werden gesunde, autologe Chondrozyten entnommen. Sie werden in vitro kultiviert und expandiert
und in einem zweiten Schritt in den Defekt reimplantiert und durch einen Knochenhautlappen im Defekt fixiert [1]
[www.yorkshirekneeclinic.co.uk].

Der Knochenhautlappen wird so angebracht, dass er den Defekt abdeckt. Die expandierten,
autologen Chondrozyten werden in Suspension unterhalb des implantierten Knochenhautlappens
injiziert. Sie produzieren neue extrazelluldre Matrix und fiihren somit zur Regeneration des Knorpels.
Diese Methode ist jedoch mit Nachteilen behaftet. Bei der Entnahme der Chondrozyten entsteht ein
zusatzlicher Knorpeldefekt. AuRerdem werden fiir das Aufflllen des Defekts eine groRe Zahl an
Zellen benotig, wodurch es notwendig ist, die entnommenen Zellen zu expandieren. Dabei besteht
die Gefahr, dass Chondrozyten zu einem Fibroblasten-ahnlichen Phanotyp dedifferenzieren, wodurch
die Fahigkeit ektopisch Knorpel herstellen zu kdnnen, zerstért werden kann. Haufig besteht das
regenerierte Gewebe in Folge dessen aus weichem, faserigen anstelle von bestdandigem, hyalinen
Knorpel [6, 16].

Verbesserte Ergebnisse sind jedoch zu erwarten, wenn zusatzlich zur Chondrozyten-Transplantation
ein Tragermaterial , wie z. B. Kollagen [17-19], Hyaluronan [20] oder Polylactid [21] zum Einsatz
kommt [4]. Die Matrix erleichtert das Ansiedeln der Chondrozyten im Defekt zu Beginn des
Heilungsprozesses und wird nach und nach abgebaut. Haufig wird durch die Verwendung der Matrix

das Anbringen des Knochenhautlappens tberflissig [22, 23].

1.1.3.2 Mikrofrakturierung

Bei Knorpelldsionen unter einer GroRe von 1-4 cm’ ist die Therapie erster Wahl die

Mikrofrakturierung. Dabei wird die subchondrale Knochenplatte durch Bohrung kleiner Lécher
6
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perforiert. Blutungen aus dem subchondralen Knochenspalt enthalten Koagulate, die sich im Defekt
ansammeln. Sie bilden dort bevorzugt ein Mikroenvironment das die Anlockung, Proliferation und
chondrogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark stimuliert [6,

24-26] (Abbildung 1-3).

Knorpeldefekt Mikrofrakturierung Abbildung 1-3: Mikrofrakturierung
zur Therapie von Knorpeldefekten

”~ % Durch Perforation der defektnahen

/ \ ; A subchondralen Knochenplatte

’ / 4 \ / wandern mesenchymale
— Nat?® 4

S —s? - | Stammzellen aus dem Knochenmark

{ ‘{ in die Lasion ein und bilden dort

Reparaturgewebe [6, 24-26]
[www.yorkshirekneeclinic.co.uk]

Der Vorteil dieser Knochenmark stimulierenden Technik ist, dass mehrere Hauptziele der
Knorpelregeneration erfiillt sind: es ist ein einfaches, minimal-invasives und kosteneffektives
Verfahren mit wenigen damit verbundenen Komplikationen und mit hoher Kapazitdt bestandiges
Knorpelreparaturgewebe herzustellen [1, 27].

Jedoch ist das klinische Ergebnis der Therapie altersabhadngig. Bei jungen Patienten fiihrt die Mark-
Stimulierung zu einer Verbesserung in 75% der Fille. Das Reparaturgewebe besteht jedoch aus
Faserknorpel oder einem Gemisch aus Faser- und hyalinem Knorpel mit unterschiedlichen Mengen
an Typ Il Kollagenen. Diese Beobachtung kdnnte auch Grund dafiir sein, dass eine andere Studie

zeigt, dass auf gute Kurzzeitergebnisse schlechte Langzeitergebnisse folgen [28].

1.2 Stammazellen

Bereits bei der konventionellen Methode der Mikrofrakturierung bedient man sich der Eigenschaft
mesenchymaler Stammzellen Chondrogenese betreiben und zu Knorpelzellen differenzieren zu
kénnen. Zunehmende Beachtung bei der Entwicklung von Therapien verschiedenster
Knorpelerkrankungen gewinnen daher undifferenzierte und kommittierte Stammzellen.

Unter Stammzellen versteht man Zellen die sich selbst erneuern und in verschiedene Zelltypen

differenzieren kénnen. Abhdngig vom Differenzierungspotential unterscheidet man totipotente,

7
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pluripotente und multipotente Stammzellen. Eine totipotente Zelle ist in der Lage alle Zellen
hervorzubringen, die fir die Entwicklung eines Organismus benoétigt werden, dazu gehoéren auch
Zellentypen, die sich nicht im Embryo befinden, aber fiir dessen Entwicklung essentiell sind, wie zum
Beispiel Zellen der Plazenta und der Nabelschnur. Stammzellen, welche Zellen der drei Keimblatter,
jedoch keine extraembryonalen Strukturen wie z. B. Trophoblasten, hervorbringen kdnnen, werden
als pluripotent bezeichnet. Multipotente Zellen konnen schliellich nur noch in bestimmte Zelltypen

differenzieren [29, 30].

1.2.1 Embryonale und adulte Stammzellen

Stammzellen lassen sich unterteilen in embryonale Stammzellen und adulte oder somatische
Stammzellen. Embryonale, pluripotente Stammzellen findet man ausschlieRlich in der inneren
Zellmasse der Blastozyste, wohingegen adulte Stammzellen in adulten Geweben zu finden sind.
Adulte Stammzellen werden bendtigt um Gewebe und Organe aufrechtzuerhalten. In den meisten
Fallen sind sie multipotent. Auch pluripotente, adulte Stammzellen gibt es in geringen Mengen, so
zum Beispiel im Nabelschnurblut [4].

Da die Gewinnung von embryonalen Stammzellen die Zerstérung eines Embryos voraussetzt sind
embryonale Stammzellen ethisch sehr umstritten und deren Isolation in Deutschland durch das
Embryonenschutzgesetz verboten.

Weniger bedenklich hingegen sind adulte Stammzellen. Sie wurden das erste Mal 1999 von Pittinger
aus dem Knochenmark isoliert und deren Multipotenz charakterisiert [31].

In geringem Mal sind adulte Stammzellen in Rickenmark, Fettgewebe, Knochenmark, Gehirn- und
olfaktorischem Gewebe und im Bindegewebe verschiedenster Organe zu finden. Lediglich im

Nabelschnurblut sind adulte Stammzellen in groRer Anzahl vorhanden [32-38].

1.2.2 Mesenchymale Stammzellen (MSCs)

Im Knochenmark befinden sich u. a. multipotente, adulte Stammzellen, sog. mesenchymale
Stammzellen (MSCs), welche die Fahigkeit haben sich in verschiedene Gewebetypen, wie z. B.

Knochen [39], Fett [40, 41] und Knorpel [40, 42] zu differenzieren.
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Innerhalb des Knochenmarks betragt der Anteil an MSCs an der Gesamtheit mononukledrer Zellen
lediglich 0,001-0,1 % [43]. Neben dem Knochenmark wurden MSCs auch noch aus weiteren
Geweben, wie z. B.: Knochenhaut [44], Spongiosa [45], Muskel [46], Fettgewebe [47], Gelenkhaut
[48], Haut [49], Lunge [50], peripheres Blut [51], und Nabelschnurblut [52, 53] isoliert.

In den letzten Jahren hat man viele Kenntnisse gewonnen zur Isolation, Kultivierung,
Charakterisierung und Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen, wodurch sie ein
vielversprechendes Werkzeug fiir die regenerative Medizin und tissue engineering, u. a. in Hinblick
auf Knorpeldefekte, geworden sind [4].

Durch bestimmte Faktoren sollen sie spezifisch differenzieren kénnen, z. B. durch Chondrogenese zu
Chondrozyten, und funktionelle Matrix hervorbringen mit &dhnlichen oder sogar verbesserten
Eigenschaften verglichen mit dem urspriinglichen Gewebe [4].

Charakterisiert werden konnen humane MSCs durch deren Differenzierung in die drei Hauptlinien —
Adipogenese, Osteogenese und Chondrogenese (Abbildung 1-4) — und Uber den Nachweis der
Oberflachenmarker STRO-I, CD73, CD105, CD 106, CD 145 und CD 166, sowie das Fehlen von CD11b,
CD31, CD34, CD45 und CD117 [4].

Osteogenese
{Von Kossa)

Ao
Adipogenese
D (Oilred O)
Mesenchymale Stammzellen
Chondrogenese
(Alzianblau)

Abbildung 1-4: Nachweis der Differenzierungsfihigkeit mesenchymaler Stammzellen

Das Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen kann in vitro durch Differenzierungsassays nachgewiesen
werden. Undifferenzierte MSCs (A) kénnen durch Kultur in geeigneten Medien Osteogenese (B, Nachweis durch Von Kossa-
Farbung), Adipogenese (C, Nachweis durch Oil red O-Farbung) und Chondrogenese (D, Nachweis durch Alzianblau-Farbung)
durchfihren [4].

Zur therapeutischen Anwendung eignen sich mesenchymale Stammzellen aufgrund ihrer guten
Verfligbarkeit und ihrer Fahigkeit gezielt in verschiede Zelltypen differenzieren zu kénnen. Zusétzlich

kénnen mesenchymale Stammzellen durch gentechnische Methoden modifiziert werden.

9
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1.3 Gentherapie

Bereits 1966 gab es erste Uberlegungen durch Tatum, funktionelle Transgene zu therapeutischen
Zwecken in Zellen einzubringen und somit Anomalien zu korrigieren oder Zellen mit neuen
Funktionen herzustellen [54, 55]. In den letzten Jahren gewinnt die Gentherapie bei der Entwicklung
von Behandlungen fiir verschiedenste Krankheiten zunehmend an Bedeutung. Abbildung 1-5 zeigt
dass bis 2010 vor allem Krebserkrankungen Gegenstand durchgefihrter gentherapeutischer

klinischer Studien waren.

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials W Abbildung 1-5: Anteil an gentherapeutischen
[ klinischen  Studien nach  zugrundeliegenden
Erkrankungen

Cancer diseases 64.5% (n=1060) . X .
® Cardiovascular diseases 8.7% (n=143) Bis heute wurden bereits tber 1600
@ Monogenic diseases 8.2% (n=134) gentherapeutische klinische Studien durchgefiihrt. Ein
@ Infectious diseases 8% (n=131) Grofteil davon, 64,5%, zielen dabei auf die Therapie
Neurological diseases 1.8% (n=30) von Krebserkrankungen ab

@® Ocular diseases 1.1% (n=18)

Ot Biadeda %l [www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/].

® Gene marking 3% (n=50)
@ Healthy volunteers 2.3% (n=38)

Auch tissue engineering Strategien, d.h. die Zichtung von korpereigenen Ersatzgeweben, sollen
zukinftig durch gentherapeutische MalBnahmen unterstitzt werden kdénnen um verbesserte

Therapieergebnisse zu erhalten [1].

1.3.1 Somatische Gentherapie und Keimbahntherapie

Unter somatischer Gentherapie versteht man den Transfer von DNA in Korperzellen eines
Individuums. Die Veranderung wirkt sich nur auf das Individuum aus und wird nicht auf Nachkommen
der folgenden Generation Ubertragen. Im Gegensatz dazu steht die genetische Modifikation von
Keimzellen. Dabei wird die genetische Anderung auf nachfolgende Generationen Ubertragen.
Keimbahntherapie findet bisher nur Anwendung im Tiermodell, die Anwendung im Menschen ist
nach deutschem Embryonenschutzgesetz verboten. Die meisten gentherapeutischen Ansatze zielen

somit auf die Modifikation von somatischen Zellen ab [55].

10
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Man unterscheidet grundsatzlich zwei Arten der somatischen Gentherapie: Die erste
Herangehensweise basiert auf der Entnahme von Zellen aus dem Koérper des Patienten. Nach der
genetischen Manipulation aullerhalb des Korpers werden die Zellen wieder in den Korper
eingebracht. Dieses Verfahren wird als ex vivo bezeichnet. Im Gegensatz dazu steht die in vivo

Gentherapie. Dabei verbleiben die zu modifizierenden Zellen im Korper des Patienten [56].

1.3.2 Vektoren zur Gentherapie

Ein optimaler Vektor zur Anwendung in der Gentherapie soll idealerweise folgende Anforderungen
erfillen: Die Herstellung sollte einfach und effizient sein, die Expression des Transgens beziglich
Konzentration und Dauer bedarfsgerecht. Des Weiteren wird eine moglichst geringe Immunogenitat
und geringe Toxizitdt angestrebt. Entscheidend ist auch eine moglichst groRe Verpackungskapazitat
des Vektors. Idealerweise ermdoglicht er eine orts- bzw. zellspezifische Expression [57].

Da keines der bisher angewandten Vektorsysteme alle Anforderungen erfiillt, hangt die Wahl eines
geeigneten Vektors in erster Linie von dem gesetzten Ziel ab.

Grundsatzlich unterscheidet man zwei verschiede Arten von Vektoren zur Gentherapie — viral und
nicht-viral. Beide Vektoren haben ein weites Anwendungsspektrum, wobei fiir jeden
Anwendungszweck Vor- und Nachteile bestehen [55].

Unter nicht-viralem Gentransfer versteht man das Einbringen von Plasmid-DNA in Zielzellen. Es
kénnen dabei sehr groRe DNA-Fragmente, kostengtinstig und einfach in Zellen eingebracht werden.
Unterstiitzt werden kann die nicht-virale Transduktion nackter DNA beispielsweise durch kationische
Liposomen. Sie bestehen aus einer Doppellipidschicht, dhnlich dem Aufbau einer Zellmembran,
welche einen Raum mit wassriger Losung umbhiillt. In den umschlossenen Hohlraum ist die DNA
gelost. Liposomen interagieren mit der Zellmembran der Zielzelle und die DNA wird durch
Endozytose oder Membranfusion in die Zelle eingebracht. Die Immunogenitdt dieser Methode ist
gering. Weitere Verfahren zur nicht-viralen Transduktion sind Elektroporation, DNA-Injektion und
Partikelbeschuss. Die Effizienz und die Expressionsdauer nicht-viraler Methoden sind jedoch gering
[55].

Eine hohe Transduktionseffizienz hingegen kann durch virale Vektoren erreicht werden. Viraler
Gentransfer kann mittels in das Wirtsgenom integrierende oder nichtintegrierende Vektoren

geschehen [58].
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Der am haufigsten flir gentherapeutische Versuche genutzte episomal verbleibende virale Vektor ist
das Adenovirus [59]. Adenovirale Vektoren konnen sowohl sich teilende als auch sich nichtteilende
Zellen infizieren. Die Verpackungskapazitat ist mit bis zu ca. 38 kb sehr groR. Die Wirtszellspezifitat
adenoviraler Vektoren ist gering, wodurch ein weites Spektrum an Geweben und Organen fir die
Behandlung mit adenoviralen Vektoren in Frage kommt [55]. Die Transgenexpression durch
adenovirale Vektoren ist aufgrund des episomal verbleibenden Virusgenoms transient.

Im Gegensatz dazu steht die Gruppe der ins Wirtsgenom integrierenden viralen Vektoren. Der
bekannteste und meistgenutzte Vertreter dieser Gruppe ist das Retrovirus. Das linearisierte
Virusgenom wird dabei in das Wirtsgenom integriert wodurch eine langanhaltende und stabile
Transgenexpression erreicht wird [55]. Gewohnlich zeigt sich die Virusaufnahme als sehr effizient fur
verschiedene Gewebearten und daher ist das Virus gut geeignet fiir somatische Gentherapie [56, 60].
Nachteile von retroviralen Vektoren sind, dass sie nur sich teilende Teile infizieren kbnnen und somit
nicht anwendbar sind fiir viele adulte Gewebe. Des Weiteren kann die Integration des Virusgenoms
ins Wirtsgenom zur Integrationsmutagenese flihren, was schwerwiegende Folgen nach sich ziehen

kann [55, 61, 62].

1.4 Lentiviraler Gentransfer

Lentivirale Vektoren sind in den letzten Jahren zu einem wertvollen Werkzeug zum Transfer von
Fremd-DNA in Zellen geworden. Sie integrieren ins Wirtsgenom und erlauben somit eine stabile,
langanhaltende Transgenexpression. Ein weiterer Vorteil von lentiviralen Vektoren ist, dass sie auch
ruhende Zellen effizient infizieren konnen [58].

Durch verschiedene Modifikationen, wie Deletionen bestimmter Sequenzen gegeniiber dem Wildtyp-
Virusgenom, Verwendung von split genome Ansdtzen und der Herstellung von sog.
selbstinaktivierenden (SIN) Vektoren, konnten lentivirale Vektoren in der Vergangenheit wesentlich

sicherer gestaltet werden [63, 64].

1.4.1 Aufbau von Lentiviren

Lentivirenstellen stellen eine Untergruppe der Retroviridae da. Sie haben ein einzelstrangiges RNA-

Genom mit doppelstrangiger DNA als Zwischenprodukt [65].
12
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1.4.1.1 Viruspartikel

Lentiviren haben eine Grofle von circa 100 nm. Sie haben ein membranumhdiilltes, konisches Kapsid.
Die Membran ist mit externen Glykoproteinen (gp120) verbunden und von Transmembranproteinen
durchzogen (gp41). Die Membraninnenseite stellt eine Matrixproteinschicht dar. Externes und
transmembranes Glykoprotein haben ein gemeinsames Vorlauferprotein welches in die Endprodukte
gespalten wird. Uber das sogenannte Link-Protein ist die Hillmembran mit dem Viruskapsid
verbunden. Es setzt sich aus Kapsidproteinen zusammen. Das virale RNA — Genom befindet sich

innerhalb des Kapsids und ist mit Nukleokapsidproteinen komplexiert [65] (Abbildung 1-6).

Vif, Vpr, Nef and p7 Abbildung 1-6: Aufbau eines lentiviralen
Partikels

gp120 Protease

Docking
Glycoprotein

Im Partikelinneren befindet sich das konische
Kapsid das zwei identische RNA-Strdnge
Lipid beinhaltet. Das Kapsid wird von einer
Membrane matrixausgekleideten Membran umschlossen
in die Glykoproteine eingelagert sind. Nef:
negative factor, Vif: viral infectivity factor, Vpr:
viral protein rapid [www.niaid.nih.gov/].

gpa1

Transmembrane
Glycoprotein

Integrase

Viral RNA
Genome

1.4.1.2 Das lentivirale Genom

Das lentivirale Genom besteht aus zwei identischen RNA-Stringen (Abbildung 1-7). Ahnlich zu
eukaryotischer RNA weisen sie 5°-Cap und 3’- Polyadenylierung auf.

Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsid-Proteine werden durch das gag-Gen, viruseigenen Enzyme,
Reverse Transkriptase, Integrase und Protease, von den pol-Genen kodiert. Das env-Gen exprimiert
die Oberflachenproteine gp41 und gp120. Das Virusgenom kodiert zuséatzlich fiir zwei regulatorische
Gene — tat und rev. Sie werden fiir die virale Replikation benétigt und veranlassen die Expression der
akzessorischen Proteine vif, vpr, vpu und nef. Bei akzessorischen Proteinen handelt es sich um

wichtige Virulenzfaktoren.
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A RNA-Genom des infektiosen Viruspartikels
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Abbildung 1-7: Aufbau des Retrovirusgenoms

Dargestellt ist der allgemeine Aufbau des Retrovirusgenoms ohne lentivirusspezifische Sequenzen fiir akzessorische und
regulatorische Proteine. (A) Anordnung der Sequenzelemente und der offenen Leserahmen im RNA-Genom. Am 5°-Termius
befindet sich eine Cap-Gruppe, am 3'-Terminus ist das Genom polyadenyliert. (B) Anordnung der Sequenzelemente und der
offenen Leserahmen im Genom des Provirus nach Integration in das Wirtszellgenom. LTR = long terminal repeat. R =
redundante Regionen, U5 und U3 = (unique) einmalige Regionen, PB = Primer-Bindungsstelle, y = Verpackungssignal,
Gag/Pol/Env = Gene flur gruppenspezifische Antigene (Gag), Enzyme (Pol) und Oberflichenproteine (Env), PP =
Polypurintrakt. Modifiziert nach Modrow [65].

Die kodierenden Regionen werden von regulatorischen Kontrollsequenzen flankiert. Beteiligt sind
diese bei der reversen Transkription, sowie bei der Integration der viralen Erbinformation in die
zelluldare DNA: Unmittelbar am 5 -Ende mit der Cap-Struktur befindet sich die R-Region. In identischer
Reihenfolge und Orientierung liegt sie auch am 3"-Ende des Genoms vor. An die U5-Region schlief3t
sich die Primer-Bindungsstelle (PB) an. Sie ist liber eine Ldnge von 18 Basen (iber Basenpaarung mit
dem 3’-Ende eines zelluldren tRNA-Molekiils, welches als Primer fiir die Reverse Transkription
bendtigt wird, komplexiert. Zwischen der Primerbindungsstelle und dem gag-Gen liegt die sog.
Leader-Region. Sie enthdlt eine SpleiBdonorstelle fir die Produktion aller gespleiRten mRNA-
Molekiile. Darauf folgt das W-Verpackungssignal. Mittels dieses Verpackungssignals werden die RNA-
Genome bei der Morphogenese an die Nukleokapsidabschnitte im gag-Bereich der sich bildenden

Viruspartikel angelagert. Downstream der kodierenden Regionen findet man den Polypurintrakt (PP).
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Dieser Bereich besteht aus Adenosin-und Guanosinresten und ist fiir die Initiation der Synthese des
DNA-Doppelstrangs bei der reversen Transkription essentiell.

An den Polypurintrakt schlieBt sich die U3-Region an. Nach der Transkription des RNA-Genoms in
doppelstrangige DNA verdoppelt sich die U3-Region. Die zweite Kopie befindet sich im 5°-LTR des
Provirus. Wichtig ist die U3-Region fiir die Integration ins Wirtsgenom und fiir die Genexpression des
ins Wirtsgenom integrierten Provirus aufgrund der enthaltenen Promotoren und cis-aktiven

Elemente [65].

1.4.1.3 Der lentivirale Replikationszyklus

Zu Beginn der lentiviralen Infektion binden die externen Glykoproteine der Lentivirushille an
spezielle Rezeptoren, welche entscheidend sind fir den Virustropismus. Bei HIV-1 handelt es sich
dabei um den CD4 und die Chemokin-Rezeptoren CCR5 und CXCR4 [66]. Die Bindung an
Membranrezeptoren bewirkt die Fusion von Virus- und Zellmembran [67]. Matrix- und
Kapsidproteine losen sich auf und der Nukleokapsidkomplex gelangt in das Innere der Zelle.
AnschlieBend beginnt die reverse Transkription im Zytoplasma [66]. Durch die reverse Transkription
wird aus der Einzelstrang-RNA Doppelstrang-DNA synthetisiert. Zellulare tRNA dient dabei als Primer.
Die geringe Genauigkeit der Reversen Transkriptase, welche auf die fehlende proofreading —
Fahigkeit der Reversen Transkriptase zurlckzuflihren ist, ist verantwortlich fiir die hohe Variabilitat
des viralen Genoms [66].

Im Anschluss wird der synthetisierte DNA- Doppelstrang durch die virale Integrase geschnitten und in
das Wirtsgenom integriert [66]. Erst nach der Integration kann die lentivirale Genexpression erfolgen
[68, 69]. Zunachst werden von dem integrierten Provirus doppelt gespleiRte mRNAs gebildet, die fiir
rev, tat und nef kodieren. Die Translation von tat und rev wird flr die weitere Expression sog.
,Spater” Gene, die zu einfach gespleillter oder ungespleifter mRNA fiihren, bendétigt. Zu diesen
,spaten” Genen gehoren die Strukturgene, welche fiir die Virusherstellung essentiell sind.
AbschlieBend werden die virale RNA und die gebildeten Strukturproteine zu Viruspartikeln verpackt
und durch einen Vorgang der als ,Budding” bezeichnet wird, an der Zellmembran aus der Zelle
ausgeschleust. Erst nachtraglich wird das gag/pol Vorlauferprotein gespalten und erst dann sind die

gereiften Viruspartikel infektios (Abbildung 1-8).
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Abbildung 1-8: Der lentivirale Replikationszyklus

Mit seinen Oberflachenproteinen bindet das Lentivirus an CD4 Rezeptoren auf der Membran der Zielzelle. Als Korezeptoren
dienen CCR5- und CXCR4- Rezeptoren. Die Bindung veranlasst die Verschmelzung des Virus mit der Zellmembran, wodurch
das Kapsid ins Zytoplasma gelangt. Die virale RNA wird durch die Reverse Transkriptase in doppelstrangige DNA
umgeschrieben. Im Zellkern vermittelt die virale Integrase die Integration der Virus-DNA in das zelluldre Genom. Es werden
anschliefend mehrfach gespleilSite, einfach gespleiffite und ungespleiite mRNAs transkribiert. Nach dem Transport in das
Zytoplasma werden die Transkripte entweder translatiert oder dienen als neues Virusgenom. Strukturproteine und RNA-
Genome lagern sich an die Zellmembran an. Die entstandenen Lentiviruspartikel knospen sich von der Zelle ab. Durch
Spaltung des gag/pol-Vorlduferproteins wird das Virus infektios. Modifiziert nach Modrow [65].

Lentiviren transportieren einen Nukleoproteinkomplex (Prdintegrationskomplex) in das Zytoplasma
der infizierten Zelle, der die virale RNA wie beschrieben revers transkribiert und die neu
synthetisierte DNA in die DNA des Wirtsgenoms integriert. Damit die DNA integriert werden kann
muss der Komplex in den Zellkern gelangen, was nur durch die Nukleoporen mdglich ist. Der
Praintegrationskomplex anderer Retroviren wird nicht durch die Nukleoporen transportiert und kann
somit nur sich teilende Zellen infizieren, wenn sich die Kernmembran zur Zellteilung auflost.
Ermoglicht wird dieser aktive Transport durch die Nukleoporen durch das im Praintegrationskomplex

der Lentiviren enthaltene nuclear localization signal [63].
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1.4.2 Pseudotypisierte, selbstinaktivierende lentivirale Vektoren der dritten Generation

Um mogliche Sicherheitsbedenken hinsichtlich der Pathogenitdat HIV-abgeleiteter Vektoren zu
minimieren wurden in der Vergangenheit zunehmend sicherere lentivirale Systeme etabliert. Die
Entstehung pathogener Viren durch homologe Rekombination wird dabei ausgeschlossen.

Lentivirale Vektoren der dritten Generation zeichnen sich dadurch aus, dass die Sequenzen fir
akzessorische Proteine, tat und rev deletiert wurden. Sie sind fiir eine effiziente Transduktion nicht
essentiell. Die verbleibenden Lentivirusgene werden durch drei verschiedene Verpackungsplasmide
kodiert (Abbildung 1-9) [63, 70]. Des Weiteren wird das endogene env-Gen durch ein heterologes

envelope-Gen, z.B. das Gen fiir das Glykoprotein des vesicular stomatitis virus (VSV.G), ersetzt.

A
B
BAG REE
PMDLg/pRRE Ry PR POL polyA
SD SA

C

pRSV-Rev RSVponA
D

oMD.G CMV--¢--+; VSV.G i polyA

e :
SD SA

Abbildung 1-9: Schematische Darstellung des lentiviralen Provirus (A) und der drei Konstrukte fiir das
Verpackungssystem der dritten Generation (B-D)

Die bendtigten kodierenden Sequenzen des Wildtyp-HI-Virus (A) werden fiir das Verpackungssystem der dritten Generation
auf drei Plasmide aufgeteilt: pMDLg/pRRE (A) exprimiert die gag- und pol-Gene unter Kontrolle des CMV-Promotors. Der
Kerntransport der entstehenden Transkripte findet nur statt, wenn Rev, welches durch das Konstrukt pRSV-Rev (B)
exprimiert wird, an die RRE-Sequenz bindet. pMD.G (C) kodiert fiir das Glykoprotein des vesicular stomatitis virus, wodurch
ein pseudotypisierter Virus hergestellt wird. [63]
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pMDLg/pRRE kodiert fir die lentiviralen gag- und pol- Proteine. Durch den vorgeschalteten CMV-
Promotor entsteht zunéchst ein gag/pol- Vorlaufertranskript. Da dieses zusatzlich eine RRE-Sequenz
enthalt wird es nach Bindung durch rev an RRE effizient in den Kern transportiert. Das entstehende
Vorlauferprotein wird durch proteolytische Spaltung in die gag- und pol- Proteine getrennt.

Das rev-Gen wird durch das Konstrukt pRSV-rev in trans exprimiert. Die Kontrolle der Expression
erfolgt durch einen RSV-Promotor. Neben dem gag/pol- Vorlauferprotein enthdlt auch die
genomische RNA eine rev-bindende RRE-Sequenz.

pMD.G kodiert fur das Glykoprotein des vesicular stomatitis virus (VSV.G) unter Kontrolle eines CMV-
Promotors. Durch diese Pseudotypisierung erhdlt der entstehende Lentivirus verbesserte
Eigenschaften: Der Eintritt in die Zielzelle mittels VSV.G erfolgt vermutlich (iber Bindung an
ubiquitdre Phospholipidkomponenten der Zellmembran und ist somit nicht auf bestimmte, CD4-
Rezeptor-tragende, Zelltypen beschrankt [71]. Somit wird aufgrund der Pseudotypisierung die
Bandbreite geeigneter Zellen zu Infektion mit lentiviralen Vektoren drastisch erhéht [72]. Zusatzlich
weisen VSV.G pseudotypisierte Vektoren eine sehr hohe Stabilitat auf [66].

Das Transferplasmid codiert fir das gewlinschte Transgen. Es wird unter Kontrolle der internen
regulatorischen Einheit transkribiert und die gebildete mRNA wird als Genom in die entstehenden
Viruspartikel verpackt. In der Zielzelle erfolgt die reverse Transkription. Die entstehende
doppelstrangige DNA wird schlieBlich als Provirus ins Wirtsgenom integriert. Erst vom integrierten

Provirus kann die Expression des Transgens erfolgen.

Au3

Leader —
—cmv |u3|R|us|pB 5'- gag | RRE | cPPT/CTS Reg"éia:;‘°$°h‘> Transgen | WPRE [PPT|R| U5 ——

Abbildung 1-10: Schematischer Aufbau des Transferplasmids

Das Transferplasmid enthdlt alle Elemente, die fiir die Expression genomischer mRNA, deren Verpackung, reverse
Transkription und Integration und schlieflich der Expression des Transgens benétigt werden. CMV: Cytomegalovirus
immediate early gene enhancer, U3: Promotorbereich aus U3 (unique 3" region), R: Repeat region, U5: Unique 5° region, PB:
Primer binding site, 5'gag: 5~ Ende des gag-Gens, RRE: Rev responsive element, cPPT/CTS: Central polypurine tract und
central termination site, WPRE: Woodchuck post-transcriptional regulatory element, PPT: Polypurine tract, AU3: 400 bp
Deletion in der U3-Region. [70, 73, 74].

Durch Fusion des LTR-Promotors mit einem CMV immediate early gene enhancer kann die
Transkription des Transgens tat unabhangig erfolgen [63, 70, 73, 75].
Eine zusatzliche Verbesserung der Sicherheit erreicht man durch Verwendung sog.

selbstinaktivierender (SIN) Vektoren. Sie enthalten eine Deletion einer 400 bp-Sequenz in dem 3°-LTR
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U3 Bereich [73]. In diesem Bereich enthaltene Promotor — und Enhancersequenzen kdnnen somit
nicht mehr zu einer transkriptionellen Aktivierung downstream gelegener Gene fiihren. Wahrend der
Plusstrangsynthese dient die modifizierte U3-Region als Vorlage fiir die Bildung des analogen
Bereichs des 5°-LTRs. Die Transkription der genomischen mRNA ist somit unmdglich [63, 76, 77]
(Abbildung 1-10).

Die Herstellung lentiviraler Vektoren erfolgt durch Kotransfektion der drei Verpackungsplasmide mit
einem geeigneten Transferplasmid in die Produzentenzelllinie 293T. 293T- Zellen enthalten das SV40
T Antigen und sind somit in der Lage die episomalen Verpackungsplasmide, welche den SV40
Replikationsursprung enthalten, zu replizieren. Die entstehenden Viren sind in der Lage Zielzellen zu
infizieren und ihr Genom in das Wirtsgenom zu integrieren. Eine Replikation des Virus ist aber nicht

mehr moglich [63, 75].

1.5 Wachstumsfaktoren zur Knorpelregeneration

Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren verbessern Zellproliferation und -differenzierung sowie die
Matrixsynthese und haben somit einen positiven Einfluss auf die Knorpelheilung [78-83].

Sie stellen mogliche Kandidatengene fiir gentherapeutische Ansatze zur Knorpelregeneration dar und
kénnen zellbasierte Methoden unterstiitzen. Bereits 7,7 % aller gentherapeutischen klinischen

Studien basieren auf Wachstumsfaktoren als Transgen (Abbildung 1-11).

Abbildung 1-11: Aufteilung bisheriger klinischer

Gene Types Transferred in Gene Therapy Clinical Trials ‘k Studien zur Gentherapie nach Transgen-Klassen

Anfigen 19.8% (n=325) 7,7 % aller bisher durchgefiihrten klinischen
Cytokine 18.4% (n=302) Studien zur Gentherapie verwenden
Tumor supressor 10.5% (n=173) Wachstumsfaktoren als therapeutische Gene
Growth factor 7.7% (n=127) [www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinic
Deficiency 7.2% (n=118) all.

Suicide 7.2% (n=118)

Receptor 5.8% (n=95)

Replication inhibitor 4.1% (n=68)

Marker 3% (n=50)

Other categories 12.9% (n=212)

Unknown 3.4% (n=56)

( XXX XY X X
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1.5.1 Bone morphogenic protein 2 (BMP-2)

Bone morphogenic proteins (BMPs) sind Wachstumsfaktoren und gehoren zur TGFB (transforming
growth factor beta) Superfamilie [84]. Bereits 20 Mitglieder dieser Familie wurden bisher identifiziert
und charakterisiert [85].

Sie spielen eine wichtige Rolle bei Zellwachstums- und differenzierungsprozessen [86-88]. Darliber
hinaus sind sie beteiligt an der frihen Embryonalentwicklung, bei der Organogenese und der
Homoostase von adultem Gewebe [89, 90]. Des Weiteren wurden BMPs bereits 1965 von Urist als
Wachstumsfaktoren mit osteoinduktiver Fahigkeit beschrieben [91, 92]. In der Folge konnte nicht nur
diese Fahigkeit sondern auch die Fahigkeit, die Knorpelbildung zu induzieren gezeigt werden [84].
BMPs werden in Bereichen der Knochen- und Knorpelbildung sowie der Knochenreparatur exprimiert
[93] und fihren zur verstarkten Proliferation und Differenzierung von Chondrozyten sowie der
Bildung extrazellularer Matrix [94].

Speziell BMP-2 ist, im Zusammenhang mit TGFp, in der Lage die Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen zu Chondroblasten und Osteoblasten zu induzierten [24, 88, 95]. Rekombinantes BMP-2
Protein stimuliert darliber hinaus die Produktion von Proteoglykanen und inhibiert gleichzeitig
dessen Abbau [96]. Daher ist nicht verwunderlich, dass gezeigt werden konnte, dass BMP-2 einen

positiven Einfluss auf die Knorpelheilung hat [13, 26, 97].

1.5.1.1 Molekulare Charakterisierung

BMP-2 wird zunachst als Vorlauferprotein synthetisiert. Es besteht aus Signalpeptid, Prodoméane und

carboxyterminaler Region [98] (Abbildung 1-12).

RXXR C CCCCcC
Signalpeptid Prodomane carboxy terminal region
23 aa 259 aa 114 aa

Abbildung 1-12: Schematischer Aufbau des BMP-2 Vorlauferproteins

Das BMP-2 Vorduferprotein besteht aus Signalpeptid, Prodomédne und carboxyterminaler Region. Durch proteolytische
Spaltung nach der RXXR-Sequenz der Prodomdne entsteht das reife Protein. Das aktive Protein entsteht durch
Dimerisierung der carboxyterminalen Region. aa = Aminosauren [98].
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Das Signalpeptid wird flir die Sekretion des Proteins benoétigt. Die Prodomane ist beteiligt an
Proteinfaltung, Dimerbildung und Regulation der biologischen Aktivitat. Die abgespaltene
carboxyterminale Region dimerisiert durch Bildung intermolekularer Disulfidbriicken, wodurch das
aktive Protein entsteht [90, 99].

BMP-2 ist ein extrazellulares Protein. Es bindet an membranstandige Typ | und Typ Il Serin-Threonin-

Kinase-Rezeptoren, wodurch intrazellulare Signalkaskaden aktiviert werden [93, 100, 101].

BMP-2 Abbildung 1-13: BMP-2 aktivierte Signalkaskaden

Nach Bindung an Rezeptorkomplexe, bestehend aus Typ
| und Typ Il BMP-2 Rezeptoren, kann die BMP-2
vermittelte Signalkaskade entweder Uber den Smad-
Signalweg oder auf einem smad-unabhdngigen
Signaltransduktionsweg erfolgen. BRI /BR Il = BMP
Rezeptor | / I, ALP = Alkaline Phosphatase. [102]

BRI BRII

Smad-
pathway p38-
pathway

Smad target genes

ALP-induction

Die intrazellulare BMP-2 induzierte Signaltransduktion kann auf smad-abhingigem oder smad-
unabhangigem Weg erfolgen (Abbildung 1-13). Der smad-abhéngige Signalweg wird durch Bindung
von BMP-2 an einen heterodimeren Rezeptorkomplex aus Typ | und Typ Il BMP-Rezeptoren aktiviert.
Im Folgenden werden Smad 1, 5 und 8 phosphoryliert und schlielRlich kommt es zur Aktivierung
spezifischer Zielgene. Der Smad-unabhdngige Weg wird induziert durch die BMP-2 vermittelte
Oligomerisierung der Rezeptoren. BMP-2 bindet mit hoher Affinitdt an BRI, wodurch Homodimere
gebildet werden. Anschliefend wird BRIl rekrutiert. p38 MAPK vermittelt die Induktion der ALP am
Ende der Signalkaskade [102].
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1.5.1.2 Therapeutische Einsatzmoglichkeiten

Sellers et al. konnten zeigen, dass sich rekombinantes BMP-2 Protein zur Therapie von Lasionen des
artikularen Knorpels eignet [13]. BMP-2 férdert die Expression von knorpelspezifischer Matrix sowie
die Chondrozytendifferenzierung [103, 104]. Problematisch ist jedoch, dass sehr hohe
Konzentrationen benétigt werden um Effekte in vivo induzieren zu kénnen [105], sowie die kurze
Halbwertszeit des Proteins, wodurch wiederholte Applikationen, verbunden mit dadurch
entstehenden hohen Kosten, notwendig werden [13]. Gentherapeutische Ansdtze erscheinen daher
als sinnvoll. Um hohe Proteinkonzentrationen (ber eine therapeutisch relevante Zeitspanne
gewahrleisten zu kdnnen eignen sich in erster Linie integrierende virale Vektoren. Die Nutzung von
viraler Expression kann durch die in situ Produktion ein effizienter Weg fiir die Behandlung mit BMP-
2 in vivo sein, da transduzierte Zellen BMP-2 konstant exprimieren bis zum Absterben der Zelle.
Zusatzlich stellt die konstante Sekretion von BMP-2 Protein lber mehrere Wochen hinweg eine
physiologisch bessere Losung dar als die klinische Applikation. Man erwartet, dass die gleichmaRige
Abgabe eine bessere Knochenbildung, ohne die Begrenzung einer einmaligen BMP-2-Gabe, zur Folge
hat [8].

Jedoch ist, um eine funktionelle Konzentration des Wachstumsfaktors im Gewebe erreichen zu
kénnen, der Einsatz starker viraler Promotoren zur Kontrolle der Transgenexpression sinnvoll. Deren
Aktivitat unterliegt jedoch moglicherweise epigentischem Silencing durch Methylierung, was ein
Absinken der Genexpression zur Folge héatte. Ferner besteht die Gefahr, dass es in Folge der
konstitutiven, viralen Uberexpression eines Wachstumsfaktores nach Integration ins Wirtsgenom zu

UberschieRendem Wachstum nach AbschluR des Heilungsprozesses kommt.

1.5.2 Whntl-induced secreted protein 3 (WISP-3)

Das Wntl-induced secreted protein 3 (WISP-3) ist ein Mitglied der cysteine-rich61/ connective tissue
growth factor/ nephroblastoma overexpressed Genfamilie (CCN-Familie). Mitglieder dieser
Genfamilie sind in Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Adhasion, survival [61, 106-108] sowie
in weitere Entwicklungsprozesse involviert. Sie sind matrixassoziierte Signalmolekiile und haben
einen &dhnlichen Aufbau aus konservierten, cystein-reichen Domanen gemeinsam [109, 110]
(Abbildung 1-14). Alle CCN Proteine weisen ein insulin-like growth factor binding protein (IGFBP)-like
motif auf. Die von Willebrand Typ C Doméne (VWC), die Trombospondin Typ | Doméne und die C-
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terminale Komponente sind wichtig flr Protein-Protein Interaktionen (Oligomerisierung oder

Interaktion mit extrazelluldren Molekilen und Rezeptoren) [111].

el e2 e3 el e5

Abbildung 1-14: Struktur der CCN Proteinfamilie

Flnf Exons codieren fur Signalpeptid (SP), insulin-like growth factor binding protein-like motif (IGFBP), von Willebrand Type
C Domane (VWC), Trombospondin Typ | Doméane (TSP-1) und die C-terminale Komponente (CT) [106, 107]

WISP-3 wird u.a. in Chondrozyten und Osteoblasten exprimiert und ist dort vermutlich in den Prozess
der Homoostase involviert [111]. WISP-3 stimuliert dabei die Kollagen Typ Il und Aggrekan Expression
in Chondrozyten [112]. Ein weiterer Hinweis daftir, dass WISP-3 an der Aufrechterhaltung von
Knorpelgewebe beteiligt ist, ist die Tatsache, dass Mutationen im WISP-3-Gen u.a. zum Verlust von
Knorpelgewebe flihrt [113, 114].

Aufgrund dieser Eigenschaften ist WISP-3 ein weiteres geeignetes Kandidatengen zur Gentherapie

von Knorpeldefekten.

1.6 Regulierte Genexpression durch das Tet on — System

Bisherige gentherapeutische Ansatze zur Therapie von osteochondralen Defekten sind limitiert durch
fehlende Regulationsmoglichkeiten. Um Uberschieflende Knorpelbildung zu verhindern, erscheint es
sinnvoll, nach Abschluss des Heilungsprozesses die Transgenexpression durch eine Art ,molekularen
Schalter” unterbinden zu kénnen [115].

Regulierbare Systeme haben oft folgende Nachteile: Die Effektormolekiile - Schwermetallionen,
Steroidhormone oder Hitzschockproteine - sind oft wenig spezifisch und durch entstehende
pleiotrope Effekte ist die Auswertung der Effekte durch das gewiinschte Genprodukt haufig nicht
eindeutig. Des Weiteren zeigen regulierbare Systeme oft eine deutliche ,leakiness”, d.h. auch im
abgeschalteten Zustand ist eine zu hohe Rest-Genaktivitdt nachweisbar [116, 117].

Eine weitere Methode zur Regulation der Transgen-Expression stellt das Tet — System dar. Es

zeichnet sich durch hohe Genexpression im aktiven Zustand und kaum Restaktivitat im inaktiven
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Zustand aus [116, 117]. Da es sich nur aus prokaryotischen Bestandteilen zusammensetzt sind
pleiotrope Auswirkungen gering. Vorteile des Effektors Tetrazyklin bzw. dessen Derivats Doxyzyklin
sind, dass eine orale Gabe moglich ist, es alle Gewebe penetriert und es bereits bei sehr geringen
Konzentrationen wirksam ist. Auch die Anwendung des Tet — Systems im lentiviralen System ist
bereits gut untersucht und optimiert [118]. Das Tet — System ist somit ein sehr gut geeignetes
regulierbares System [118].

Die Tet - regulierte Genexpression sollte urspriinglich dazu dienen, Proteinfunktionen bzw. den
Einfluss von Genprodukten in verschiedenen Netzwerken in vivo zu analysieren. Dazu ist es
notwendig die Genexpression voribergehend ausschalten und Auswirkungen untersuchen zu
kénnen. Dadurch, dass die Genexpression zeitlich begrenzt und reversibel an- und abgeschaltet
werden kann, ist es moglich, z.B. Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse zu untersuchen [116,
117, 119, 120].

Zunachst wurde das Tet off — System entwickelt. Der Effektor (Tetrazyklin bzw. dessen Derivat
Doxyzyklin) bindet dabei am Transaktivator (TA) und &ndert somit seine DNA-bindenden
Eigenschaften. Effektorbindung am Transaktivator bewirkt die Inaktivierung des Transaktivators. Im
aktiven Zustand, d.h. bei Abwesenheit des Effektors, bindet TA spezifisch am tet Operon (tetO),
welches sich circa 70 bp upstream der Transkriptionsstart-Stelle befindet und bewirkt die
Transkription durch den Minimal-Promotor. Die Zugabe des Effektors bewirkt den Abbruch der
Genexpression [116, 117].

Der Transaktivator (TA) setzt sich aus tetR (repressor of transposon 10 derived Tc resistancance
operon of E. coli) und der damit fusionierten C-terminalen, sauren Domane von VP16 des Herpes
simplex Virus zusammen [119].

Fir viele gentherapeutische Anwendungen scheint die Weiterentwicklung des Tet off - Systems zum
Tet on — System sinnvoll (Abbildung 1-15): TetR bzw. TA wurden dabei so verdndert, dass der Effektor
die Bindung zum Operon nicht unterbricht sondern induziert. Der entstehende Transaktivator (rtTA)
hat somit reverse DNA-Binde-Eigenschaften verglichen mit dem nativen Transaktivator. Somit wird
fir die Bindung des reversen Transaktivators (rtTA) an das Operon die Zugabe des Effektors nétig
[120].

Fir die gentherapeutische Anwendung bei osteochondralen Defekten scheint das Tet on - System
geeigneter als das Tet off - System, da das Genprodukt — BMP-2 oder WISP-3 — nur fiir einen kurzen
Zeitraum — wahrend der Heilung — aktiviert werden soll und fiir den Off - Zustand keine weitere Gabe

des Antibiotikums notwendig ist.
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tetO TATA ﬁ TATA }—I:] Transgen I—

Abbildung 1-15: Schematische Darstellung des Tet on — Systems

Der reverse Transaktivator setzt sich aus dem rtetR und dem VP16 Anteil zusammen. Die Expression des Transaktivators
wird durch einen geeigneten Promotor gesteuert (P). Auf die Transaktivatorsequenz folgt ein Polyadenylierungssignal (A,).
In Abwesenheit des Effektors Doxyzyklin (dox) erkennt der reverse Transaktivator nicht die spezifische DNA Zielsequenz
(tetQ). Das Transgen wird daher nicht exprimiert. Die Zugabe von Doxyzyklin und dessen Bindung an den reversen
Transaktivator bewirkt die Bindung des reversen Transaktivators an tetO und somit die Expression des Transgens [120].

Weitere Optimierung von Effektor, Transaktivator und Operon kdnnen die Effizienz des Tet on —
Systems weiter steigern: So ist das Tetrazyklin-Derivat Doxyzyklin besser geeignet als Tetrazyklin um
das Tet on — System zu induzieren. Ab einer Konzentration von 10 ng/ml ist ein Anstieg der
Genexpression messbar. Das Optimum liegt bei 1 ug/ml [120].

Durch weitere Mutationen in der Transaktivator-Sequenz entsteht der Transaktivator rtTA2°>-M2. Er
zeichnet sich im Vergleich zu rtTA durch eine 10-fach hohere Sensibilitat gegenliber Doxyzyklin aus,
ist stabiler in eukaryotischen Zellen und zeigt keine Hintergrundexpression in Abwesenheit von
Doxyzyklin [121].

Des Weiteren kann die /leakiness minimiert werden durch Verwendung von SIN-Vektoren und Tet

responsive elements der zweiten Generation (TREggn) [118].

1.7 Aufgabenstellung

Chondrale und osteochondrale Schaden stellen Erkrankungen dar, fir die bislang keine
zufriedenstellenden Therapien vorhanden sind. Ein neuartiger Therapieansatz ist die Anwendung
gen— und zelltherapeutischer Verfahren basierend auf ex vivo viral transduzierten autologen Zellen
zur Expression von Wachstumsfaktoren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen in diesem Zusammenhang die Wachstumsfaktoren — bone

morphogenic protein 2 (BMP-2) und Whnt induced secreted protein 3 (WISP-3) - lentiviral, durch VSV.G
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pseudotypisierte SIN Lentiviren vermittelt, in chondrogenen Zellen exprimiert werden. Neben der
konstitutiven Expression liegt dabei der Schwerpunkt auf der regulierten Expression der Transgene
durch das Tet on — System.

Vektoren zu regulierten Expression der Transgene unter Kontrolle des Zwei- oder Ein- Vektor Tet on —
Systems, sowie flir die konstitutive Expression werden daher hergestellt. Zur Optimierung des
Systems wird die Expression des Transaktivators (Tet on — System) bzw. des Transgens (konstitutive
Expression) unter Kontrolle verschiedener Promotoren (CMV-, PGK-, und SF-Promotor) gestellt.
Durch Infektion verschiedener, chondrogener Zellen, darunter primare Kaninchenchondrozyten und
mesenchymale Stammzellen des Kaninchens, sind die Regulierbarkeit, Kinetik und Funktionalitat der
tet-vermittelten Transgenexpression in vitro zu charakterisieren. AuRerdem werden die
Ubertragbarkeit auf humane Zellen und das Differenzierungspotential lentiviral infizierter
mesenchymaler Stammzellen untersucht.

Zudem sollen die Regulation und Funktionalitat der BMP-2 Expression unter Kontrolle des Tet on —
Systems in ex vivo transduzierten Chondrozyten, nach Implantation in einen osteochondralen Defekt,

in einem Kaninchen-Defektmodell gezeigt werden.
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2 MATERIAL

2.1 Chemikalien

Ascorbinsaure-2-Phosphat
Alizarinrot S
Calciumchlorid
Chlorwasserstoff 37%
Dexamethason
1,9-Dimethylmethylenblau
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Ethanol absolut

Ethanol 70% (v/v)

Glyzin

B-Glyzerolphosphat
Glyzerol
Hexadimethrinbromid (Polybren)
Isopropanol

Methanol
N-Acetyl-Cystein
Natriumhydroxid

Prolin

Propidiumiodid
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Trypanblau (0,4%)

2.2 Biochemische Reagenzien

Agarose
Alzianblau
Ampicillin, Ampicillin-Natriumsalz

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Fluka Biochemika GmbH, Neu-Ulm
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Miinchen
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Riedel-de-H&en, Seelze

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Miinchen
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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Chondroitin-6-Sulphat

DNA-Molekulargewichtsstandard

Doxyzyklin Hyclat

Ethidiumbromid (10mg/ml)

ITS (Insulin 1 mg/ml, Transferin 0,55 mg/ml,
Selen 0,5 pg/ml)

Loading Dye (6x)

Papain (28 U/mg)

PreDeveloped TagMan Assay Reagent
Human 18SrRNA

gPCR Mastermix Plus

rhBMP-2

rhTGP-B3

TagMan Gene Expression Assay

TRIzol

2.3 Kits

BMP-2 ELISA Kit

Calcium CPC Liquicolor Kit

DC Protein Assay

DNeasy® Blood and Tissue Kit

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
OneStep RT-PCR Kit

Plasmid Maxi Kit

QlAquick Gel Extraction Kit

Quanti-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit
Quick Titer™ Lentivirus Quantitation Kit
Rapid DNA Dephos & Ligation Kit
TISSUCOL® Kit

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Applied Biosystems, Foster City, USA

Eurogentec s.a., Seraing, Belgien
R&D Systems GmbH, Wiesbaden
R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Applied Biosystems, Foster City, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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R&D Systems GmbH, Wiesbaden
Stanbio Laboratories, Boerne
Bio-Rad, Miinchen

Qiagen GmbH, Hilden

Applied Biosystems, Foster City, USA
Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Cell Biolabs Inc., San Diego, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Baxter AG, Wien
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2.4 Medien und Losungen

Alizarinrot S Losung

Ascorbinsaure-2-Phosphat

Dexamethason

Verdinnungspuffer fur Differenzierungsassays

DMMB-L6sung

B-Glyzerolphosphat

Prolin

rhBMP-2

rhTGF-B3

29

- 0,2 g Alizarinrot S
-10 ml H,0

- pH 4,1 bis 4,3 einstellen mit NH;

10 mM in serumfreiem DMEM

1 mM in 100% Ethanol

- 50 mM Sodiumphosphat

-2 mM EDTA

- 2 mM N-Acetyl-Cystein

- pH 6,5 einstellen

- 16 mg DMMB, UN gel6st in 100% Ethanol

- 2,37 g NaCl und 3,04 g Glyzin in 975 ml H,0

-0,69 ml 11,6 M HCl zugeben

- Lésungen vereinen

- pH 3,0 einstellen mit 1 M HCI

1 M in serumfreiem DMEM

4 mg/ml in serumfreiem DMEM

20 pg/mlin 4 mM HCI + 0,1% BSA

10 pg/mlin 4 mM HCl + 0,1% BSA
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HBS-Puffer (2x)

FACS-Puffer

TE-Puffer

TAE-Puffer (1x)

LB-Medium (Luria-Bertani)

Mini-Prap Losung 1

Mini-Prap Losung 2

Mini-Prap Lésung 3

Lyse-Puffer

-6,5g HEPES

-8,0g NaCl

- 10 ml Na,HPO, Stock
(5,25 g in 500 ml ddH,0)

- pH 7,05 einstellen

- auffiillen auf 500 ml

- sterilfiltrieren

- PBS (1x)

- 1x FKS

-10 mM Tris/HCl pH 8,0
-1mM EDTA

-0,04 M Tris Acetat
-0,001 M EDTA

-1%  Bacto-Trypton

-0,5% Bacto-Hefeextrakt
-1%  Nacl

- mit NaOH auf pH 7 einstellen

-50 mM Glucose
-25mM Tris/HCl pH 8,0
-10 mM EDTA pH 8,0
-0,2N NaOH

-1% SDS

3 M Na-5 M Acetat pH 4,8

-250 mM Tris pH 8,0
-0,1% Triton X - 100
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2.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase (1 U/ul) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Collagenase A Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Klenow-Enzym (2 U/ul) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Restriktionsenzyme New England Biolabs GmbH, Frankfurt/ M.
RNase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Tag-Polymerase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

2.6 Plasmide

2.6.1 Verpackungsplasmide

Zur lentiviralen Kotransfektion wurden Verpackungsplasmide der dritten Generation verwendet.
Dabei werden die verbleibenden HIV-Wildtyp-Sequenzen nach Deletion der Bereiche welche fir
akzessorische und regulatorische Proteine kodieren, aus Sicherheitsgriinden durch drei verschiedene

Plasmide kodiert [63]:

pMD.GP kodiert fur gruppenspezifische Antigene (gag) und virale Enzyme (pol) unter Kontrolle
des CMV-Promotors (Abbildung 1.9 B)

pRSV-rev kodiert fiir Rev-Protein unter Kontrolle des RSV-Promotors (Abbildung 1.9 C)

pMD.G kodiert fiir das vesicular stomatitis virus Glykoprotein unter Kontrolle des CMV-

Promotors (Abbildung 1.9 D)

2.6.2 Transferplasmide

Alle verwendeten Transferplasmide sind Derivate des Vektors pHIV-7. Durch enzymatische

Modifikation wurden jeweils ein gewlinschtes Transgen (eGFP, BMP-2, WISP-3 oder Transaktivator
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des Tet on — Systems) und eine gewiinschte regulierende Einheit (Phosphoglyzeratkinase-, immediate
early Zytomegalievirus- oder spleen focus forming virus -Promotor bzw. Tetracycline Responsive
Element) eingebracht. Fir die Anwendung des Ein — Vektor Tet on — Systems wurden jeweils eine
Transgen- und zusatzlich eine Transaktivator - Expressionskassette in dasselbe Plasmid kloniert.

Plasmidkarten aller verwendeten Plasmide befinden sich im Anhang.

2.7 Bakterienstaimme

E. coli K12 DH10B Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.8 Zelllinien und Primarzellen

2.8.1 293T

Bei 293T handelt es sich um ein Derivat der 293 Zelllinie, einer epithelialen Zelllinie, welche
urspriinglich aus humanem, embryonalen Nierengewebe isoliert wurde [122]. Sie zeichnen sich durch
die Expression des SV40 T-Antigens aus [123], wodurch die Replikation transfizierter Plasmide,
welche den SV40-Replikationsursprung enthalten, ermoglicht wird. Verwendet wurden 293T Zellen

flr die Kotransfektion zur Lentivirusproduktion.

2.8.2 CMS5

Die CMS5-Zelllinie [124] ist eine murine Fibrosarkom-Tumorzellinie welche eine sehr gute

Infizierbarkeit mit VSV.G pseudotypisierten Lentiviren aufweist.

2.8.3 ATDC5

Bei ATDC5-Zellen [125] handelt es sich um eine murine, chondrogene Zelllinie, welche aus einem

Teratokarzinom isoliert wurde. Bezogen wurden die Zellen von ECACC (Salisbury, England).
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2.8.4 Primdre Chondrozyten

Die lIsolation von primadren Kaninchenchondrozyten erfolgt aus Knorpelbiopsien, welche von Fr.
Gabriele Wexel aus dem Kniegelenk von weiblichen, weiRen Neuseelandern entnommen wurden
nach Ueblacker et al. [126].

Human Chondrozyten konnten nach gleichem Protokoll aus Patientenmaterial gewonnen werden.
Alle Patienten wurden aufgeklart und haben schriftlich der Verwendung des Biopsiematerials zu

wissenschaftlichen Zwecken zugestimmt.

2.8.5 Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen des Kaninchens wurden aus dem Knochenmark von weiblichen, weilRen
Neuseelidndern nach Huang et. al. [47] isoliert. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 5x10° Zellen je
15 cm Schale ausgelegt. Nicht angewachsene Zellen, u. a. hdmatopoetische Stammzellen, wurden
zwei Tage nach der Isolation durch Waschen mit PBS entfernt.

Humane mesenchymale Stammzellen wurden von Cambrex (Cambrex IEP GmbH, Wiesbaden)

bezogen.

2.9 Zellkulturmedien und Zusitze

Calciumchlorid (CaCl,) Merck KGaA, Darmstadt
Doxyzyklin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM) Biochrom AG, Berlin
Fotales Kalberserum Sera Plus (FKS) PAN Biotech GmbH, Aidenbach
L-Glutamin (200 mM) Biochrom AG, Berlin
PBS Dulbecco (1x) Biochrom AG, Berlin
Penicillin / Streptomycin (10000 units / 10 pg/ul Biochrom AG, Berlin

In 0,9% NaCl
Trypsin / EDTA (0,25% / 0,02% in PBS w/o Ca**, Mg*") Biochrom AG, Berlin
Trypsin / EDTA, 0,05% Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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2.10 Verbrauchsmaterial

CryoTube™ Vials, 1,8 ml
FACS-ROhrchen

Polystyren ReaktionsgefaRe
ReaktionsgefalRe 1,5 und 2 ml
Reaktionsgefdafe 2 ml mit Schraubdeckel
ReaktionsgefalRe, 15 und 50 ml
Spritzen

Sterile Pipetten

Sterilfilter 0,22 und 0,45 um
Well-Platten (6-, 12-, 24-, 96-wells)
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen (6, 10 und 15 cm)

Zirconia-Beads, 2,0 mm

2.11 Gerate

Accu-Jet®

Mini-Beadbeater

CO, Inkubator

Cryobox Qualifreeze

Digitalkamera fir Fluoreszenzmikroskop
(AxioCam MR)

FACS-Vantage (Software CELLQuest)

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135 (Digitale
Bildbearbeitungssoftware Axiovision 4.2)

Inversmikroskop Axiovert 25

Neubauer Zdhlkammer

PCR-Cycler, PTC-100

PCR-Maschine Mastercycler®

Photometer (Rodgau-Wallac VICTOR?, Software
Wallac 1420 Manager version 2.0)

Pipetten
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Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
BD Biosciences, Heidelberg
TPP AG, Trasadingen, Schweiz
Josef Peske oHG, Aindling-Pichl
Brand, Dietenhofen

TPP AG, Trasadingen, Schweiz
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Josef Peske oHG, Aindling-Pichl
TPP AG, Trasadingen, Schweiz
TPP AG, Trasadingen, Schweiz
TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Biospec Products Inc., Bartlesville, USA

Brand, Dietenhofen

Biospec Products Inc., Bartlesville, USA
Forma Scientific Inc. Marietta, USA
Qualilab, Olivet, Frankreich

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

BD Biosciences, Heidelberg

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
Marienfeld, Lauda-Konigshofen
MJ Research, Inc., Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg

PerkinElmer LAS GmbH, Jiigesheim

Eppendorf, Hamburg
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Sterile Werkbank Hera Safe Heraeus Instruments, Hanau

TagMan 7900 HT (Sequence Detection System 2.2) Applied Biosystems, Foster City, USA

Vortexer (MS 2 Minishaker) IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Instruments, Hanau
Zentrifuge J2-HS (Rotor, JA-10 und JA-20) Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus Instruments, Hanau

2.12 Weitere Software

2.12.1 Microsoft Excel

Das Programm wurde zur Datenauswertung, Erstellung von Diagrammen und statistischen Analyse

verwendet.

2.12.2 Vector NTI

Das Programm wurde zur virtuellen Konstruktion von Plasmiden verwendet.
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3 METHODEN

3.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.1.1 RNA-Isolation aus adhdrenten Zellen und Fibrinclots

Fur die Isolation der Gesamt-RNA aus adhdrenten Zellen wurden die Zellen zunachst unter
Zurhilfenahme von Trypsin von der Zellkulturplatte gelost und abzentrifugiert. Das Pellet wurde
jeweils in 1ml Trizol/ 1x10° Zellen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) resuspendiert.

Fibrinclots wurden im Beadbeater (Biospec Products Inc., Bartlesville, USA) zerkleinert. Die
gefrorenen Clots wurden dazu auf Trockeneis in ein 2 ml Gefdl mit Schraubdeckel (Brand,
Dietenhofen) Uberflhrt, in das bereits 1 ml Trizol/ 1x10° Zellen und einige 2,0 mm Zirconia Beads
(Biospec Products) vorgelegt wurden. Die Suspension wurde anschliefend in ein 2 ml Reaktionsgefald
Uberfihrt.

Das weitere Vorgehen verlief fir adharente Zellen und Fibrinclots gleich: Nach einer flinfminitigen
Inkubation der Trizolsuspensionen bei Raumtemperatur wurden zu den Ansatzen 200 ul Chloroform
je 1 ml Trizol zugegeben und durch 15 sekiindiges Vortexen gemischt. Nach einer weiteren
Inkubation von zwei bis drei Minuten bei Raumtemperatur wurden die Ansdtze 15 Minuten bei
13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Wahrend dieser Zeit konnte in frische 1,5 ml Reaktionsgefdlle
jeweils 500 pl Isopropanol vorgelegt werden. Die obere, farblose Phase wurde anschlieBend zu dem
Isopropanol gegeben und griindlich gemischt. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 10
Minuten und eine 30-minitige Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C. Das Pellet wurde anschlief’end
mit 1 ml 80% EtOH durch 5 Minuten zentrifugieren bei 7600 rpm und 4°C gewaschen. Nachdem das
Pellet circa 10 Minuten luftgetrocknet wurde, erfolgt die Resuspension abhingig von der PelletgroRe
in 20 oder 30 pl nukleasefreiem Wasser (Invitrogen GmbH, Karlsruhe). Vor der
Konzentrationsbestimmung erfolgte die Denaturierung der RNA durch Erhitzen bei 65°C fur 10
Minuten. Die Absorptionsmessung erfolgte wie in Abschnitt 3.1.6.2 beschrieben. Die Lagerung der

extrahierten RNA erfolgte bei -80°C.
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3.1.2 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Die reverse Transkription von RNA in cDNA erfolgte mit dem High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) analog der Herstellerangaben. Eingesetzt
wurde je Ansatz 1 pg der eingestellten RNA. Die Durchfiihrung erfolgte in 200 pl Reaktionsgefallen
und einem PCR — Cycler (PTC-100, MJ Research, Inc., Waltham, USA). Bis zur Verwendung konnte die
cDNA bei -20°C gelagert werden.

3.1.3 Prdparation von Gesamt-DNA aus humanen Chondrozyten

Um humane Chondrozyten vor der Infektion mit lentiviralen Vektoren auf eine mogliche HIV-
Infektion zu Gberprifen wurde zunachst die Gesamt-DNA isoliert. Die Durchfiihrung erfolgte mit dem

DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden) analog der Herstellerangaben.

3.1.4 Amplifikation von Nukleinsdaure-Fragmenten durch PCR

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR) kénnen kurze Nukleinsaure-
Fragmente in vitro vervielfaltigt werden. Dabei wird der DNA-Doppelstrang durch Erhitzen auf Gber
90°C aufgetrennt (Denaturierung). An die Einzelstrange kénnen sich Primer mit komplementéren
Sequenzen anlagern (Annealing). Die gebundenen Primer sind Ausgangspunkt fir die thermostabile
Polymerase welche schlieBlich einen Zweitstrang nach Vorlage des DNA-Einzelstrangs synthetisiert
(Extension). Die Amplifikation des DNA-Fragments erfolgt durch Durchlaufen mehrerer

aufeinanderfolgender Zyklen von Denaturierung, Annealing und Extension.

3.1.4.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten fir die Klonierung

Das PGKrtTA Insert fir die Klonierung von pHIV-7TREBMP-2PGKrtTA, pHIV-7TREeGFPPGKrtTA und
pHIV-7WISP-3PGKrtTA konnte nicht durch enzymatische Verdaus aus bereits vorhandenen Plasmiden

isoliert werden. Daher wurde das 1340 bp Fragment mit Hilfe der PCR aus dem Plasmid pHIV-
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7PGKrtTA amplifiziert. Ein 50 ul PCR-Ansatz enthielt 500 ng Plasmid-DNA, 1 pl von forward und
reverse Primer, 5 U Tag-Polymerase (Fermentas, St. Leon-Rot) und 5 pl 10 x Puffer (Fermentas, St.
Leon-Rot). Die Primer waren 1 uM konzentriert und hatten folgende Sequenzen:

PGKrtTAfw 5°-TAT AAC GCG TAA TTC TAC CGG GTA GGG G-3’

PGKrtTArev 5’-CGC TAG CAT CCT TACTTA GTT ACC CGG-3’

Zur Klonierung enthielten die Primer, neben den komplementaren Sequenzen, Schnittstellen fir die
Restriktionsenzyme Mlul und Nhel (grau unterlegt). Das verwendete PCR-Programm ist in Tabelle 3-1

angegeben.

Tabelle 3-1: PCR-Programm zur Amplifikation von PGKrtTA

Zyklen Temperatur Dauer

1 94°C 2 min

2 94°C 45 sec
45°C 45 sec
72°C 1:30 min

28 94°C 45 sec
56°C 45 sec
72°C 1:30 min

1 72°C 10 min

Die PCR-Ansatze wurden anschlieBend auf ein praparatives TAE-Gel geladen und daraus mit dem

QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) laut Herstellerangaben eluiert.

3.1.4.2 Nachweis der HI-Virusfreiheit

Um vor der Infektion mit lentiviralen Vektoren humane Zellen auf eine mogliche HIV-Infektion zu
testen wurden PCRs zur Detektion der HIV env und gag Sequenzen in der zellularen DNA
durchgefihrt. Die zelluldre DNA wurde daflir mit dem DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden)
aus den humanen Chondrozyten nach Herstellerangaben isoliert. Anschlieend wurden 50 pl PCR-
Reaktionsansatze pipettiert, welche 100-500 ng DNA, 1 ul des jeweiligen forward und reverse Primers
und 25 pl 2x FastStart Master (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) enthielten. Folgende Primer (1

uM) wurden fir die env bzw. gag site verwendet:

38



METHODEN

Gag= SK38 5°-ATA ATC CAC CTA TCC CAG TAG GAG AAAT-3’
SK39  5°-TTT GGT CCT TGT CTT ATG TCC AGA ATG C-3’
Env= SK68 5-AGC AGCAGG AAG CACTAT GG-3’
SK69 5°-CCA GACTGT GAG TTG CAA CAG-3°

Die verwendeten PCR-Programme sind in Tabelle 3-2 gezeigt.

Tabelle 3-2: PCR-Programm zum Nachweis der gag- bzw. env site

gag env
Denaturierung | 95°C 4 min 1x 95°C 4 min 1x
Amplifikation | 95°C 1 min 30x 95°C 1 min 30x
55°C 1 min 58°C 1 min
72°C 1 min 72°C 1 min
72°C 10 min 1x 72°C 10 min 1x
Lagerung 4°C oo 1x 4°C oo 1x

Das Uberpriifen der PCR-Reaktionen erfolgte auf analytischen 2% TAE-Agarosegelen. Das
Vorhandensein von gag bzw. env Sequenzen wirde sich dabei durch eine 120 bp Bande zeigen. Als
Positivkontrolle wurden zusatzlich eine PCR-Reaktion mit dem Plasmid pMD.GP als template-DNA
angesetzt.

Die isolierten humanen Chondrozyten aller Patienten waren HIV negativ.

3.1.4.3 WISP-3 Expressionsanalyse durch RT-PCR

Die Expression von humanem WISP-3 in mesenchymalen Stammzellen wurde durch Reverse
Transkriptase PCR nachgewiesen. Dazu wurde RNA aus infizierten Stammzellen nach dem Trizol-
Protokoll (Abschnitt 3.1.1) isoliert.

10 ng der isolierten RNA wurden fiir die RT-PCR-Reaktion mit dem OneStep RT-PCR Kit (Qiagen,
Hilden) eingesetzt. Pipettierschema und PCR-Programm wurden wie im Herstellerprotokoll
angegeben verwendet. Folgende Primer wurden zur Detektion von WISP-3 bzw. der internen

Kontrolle GAPDH benutzt:
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WISP3_hu_fw 5°-CTG TGT TAC ATT CAG CCT TGC GAG-3’
WISP3_hu_rev 5°-CTT GGT TTT ACA GAATCT TGA GCT C-3°
GAPDH_Rb_fw 5°-CAT CAC CAT CTT CCA GGA GC-3°
GAPDH_Rb_rev 5°-ACA ATG CCG AAG TGG TCG-3'

20 pl eines jeden Reaktionsansatzes wurden auf ein analytisches 2% TAE-Agarosegel geladen.

3.1.5 Modifikation von Nukleinsauren

3.1.5.1 Restriktionsverdau von Plasmiden

Doppelstrangige DNA kann mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen, durch Hydrolyse der
Phosphodiesterbindungen, durchtrennt werden. Die Enzyme erkennen palindromische
Erkennungssequenzen, welche meistens vier bis sechs Basenpaare umfassen. Durch die Hydrolyse
entstehen, abhangig vom Enzym glatte (blunt ends) oder 3’ bzw. 5’Uberhdngende (sticky ends)
Enden.

Ublicherweise wurde 1 ug DNA mit 10 U Restriktionsenzym fiir einen Einzelverdau, bzw. 5 U beider
Enzyme fiir einen Doppelverdau im entsprechenden Puffer und ggf. BSA (entsprechend der

Herstellerangaben) in einem Gesamtvolumen von 20 pl fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

3.1.5.2 Auffillen von tiberhdngenden Enden mit Klenow

Flr eine blunt end Ligation wurden tiberhdngende, einzelstrangige Ende mit Hilfe des Klenow-Enzyms
aufgefillt. Es besitzt sowohl 5°-3’- Polymerase- als auch 3°-5’- Exonukleaseaktivitat.

Zu einem Restriktionsverdau wurde, nach der nétigen Inkubationszeit, 0,5 pul dNTP-Mix (Roche, 10
mM je dNTP) und 2 U Klenow-Enzym (Roche, Mannheim) zugegeben. Es folgte eine weitere

Inkubation bei 37°C fur zwei Stunden.
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3.1.5.3 Elution von DNA aus einem praparativen Agarosegel

Die Elution der DNA-Fragmente erfolgte mittels eines praparativen Agarosegels. Der komplette
Reaktionsansatz wurde auf ein 1% TAE-Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.
Unter UV-Licht konnten die Banden in gewlinschter GroRe aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem

Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) analog der Herstellerangaben extrahiert werden.

3.1.5.4 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Nach der Isolation der gewiinschten DNA-Fragmente wurde der Zielvektor dephosphoryliert, um die
Wahrscheinlichkeit der Religation zu minimieren. Mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase werden
dabei freie Phosphatgruppen an den 5'Enden abgespalten.

Verwendet wurde das Rapid DNA Dephos & Ligation Kit (Roche, Mannheim). 17 ul des aufgefillten
Vektors wurden dephosphoryliert. Alle Schritte wurden analog dem Herstellerprotokoll fiir blunt

oder sticky 5 Uberhdangende Enden durchgefiihrt.

3.1.5.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Der linearisierte Vektor und das gewiinschte Insertfragment wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase
ligiert. Zur Anwendung kam das Rapid DNA Dephos & Ligation Kit (Roche, Mannheim). Analog zu den
Herstellerangaben wurden die Ligationsansatze pipettiert und inkubiert. Neben dem angegebenen
Ligationsansatz wurden Kontrollen ohne Ligase, zur Uberpriifung des Anteils an ungeschnittenem

Vektor, und ohne Insert, um die Wahrscheinlichkeit der Religation zu tberprifen, mitgefihrt.
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3.1.6 Analyse von Nukleinsduren

3.1.6.1 Agarosegelelektrophorese

Zur GroRenbestimmung von DNA-Fragmenten (analytisches Agarosegel) oder zur Isolation
gewiinschter DNA-Fragmente (prdparatives Agarosegel) wurden Reaktionsansatze elektrophoretisch
getrennt. Zur Herstellung der Agarosegele wurden 1%, bzw. 2% bei geringer erwarteter
BandengroRe, Agarose (Peglab, Erlangen) in 1 x TAE-Puffer durch Aufkochen geldst. Im Geltrager
wurde die Agaroselosung mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid-Losung versetzt. Vor dem Auftragen auf das
ausgehartete Gel erfolgte die Zugabe von 6 x DNA-Auftragspuffer zu dem Reaktionsansatz. Zusatzlich
wurde ein  Molekulargewichtsstandard aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in
Gelelektrophoresekammern durch Anlegen einer Spannung von 90 V. Nach ausreichender Trennung,
erkennbar an der Laufweite des Farbstoffs, konnte die GroRenbestimmung bzw. das Ausschneiden

der DNA-Fragmente unter UV-Licht bei einer Wellenlange von A = 366 nm durchgefiihrt werden.

3.1.6.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Bestimmung des Nukleinsauregehalts in DNA — oder RNA — Lésungen erfolgt die photometrische
Messung der optischen Dichte. Die Absorption der 1:100 verdiinnten, zu analysierenden Proben,
wurde bei einer Wellenlange von A = 260 nm gegen H,0uiqes: (Blank) gemessen. Die gemessene
optische Dichte bei A = 260 nm (0D260) ermoglicht die Konzentrationsberechnung:

ds DNA = (0D260 x 50 x Verdiinnungsstufe) : 1000 = DNA-Konzentration in pg/ul

ss RNA = (0OD260 x 40 x Verdinnungsstufe) : 1000 = RNA-Konzentration in pg/ul

3.1.7 Transformation kompetenter E. coli Bakterien

Mit Hilfe von Bakterien lassen sich Plasmide amplifizieren. Dazu wurden chemisch kompetente
DH10B E. coli nach Ausubel [127] hergestellt. Zur Transformation wurden 2 pl der ligierten DNA zu

einem 100 pl Aliquot E. coli gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein
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Hitzeschock fiir 2 Minuten Wasserbad bei 42°C. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium je Ansatz wurden
die Bakterien fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Jeweils 100 ul des Ligations-, Religations- und —
Ligase-Ansatzes wurden anschlieRend auf vorgewarmte LB-Agar-Platten ausplattiert. Zur Selektion
der Bakterien, welche die kinstlichen Plasmide mit Ampicillinresistenz aufgenommen hatten,
wurden die Platten bei der Herstellung mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt. Sie wurden Gber Nacht bei

37°C inkubiert.

3.1.8 Prdparation von Plasmid-DNA aus Bakterien im kleinen MaRstab

Von den, auf Agarplatten herangezogenen, Bakterienkolonien wurden 1 ml — Ubernachtkulturen in
Selektivmedium (80 pg/ml Ampicillin) hergestellt. Die Isolation von Plasmid — DNA aus Bakterien im

kleinen MaRstab erfolgte nach dem ,,Quick-and-dirty” — Protokoll nach Ausubel [127].

3.1.9 Prdparation von Plasmid-DNA aus Bakterien im groBen MaRstab

Die Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien im groRen Malstab erfolgte mit dem Plasmid Maxi Kit
(Qiagen, Hilden) ausgehend von 100 ml Ubernachtkulturen in Selektivmedium (80 pg/ml Ampicillin).

Alle Schritte erfolgten laut Herstellerprotokoll.

3.2 Zellkulturmethoden
Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen, ggf. zusatzlich unter S2-Bedingungen fir

Virusarbeiten, an einer Zellkulturwerkbank. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, in Inkubatoren

kultiviert.
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3.2.1 Isolation von primdre Chondrozyten

Die Isolation von primdaren Chondrozyten, sowohl vom Kaninchen als auch human, erfolgte aus
Knorpelbiopsien wie in Ueblacker et al. beschrieben [126].

Um das Entstehen pathogener Viren durch Rekombination auszuschlieBen wurden humane
Chondrozyten vor der lentiviralen Infektion mittels PCR auf das Vorhandensein von gag- bzw. env-
Sequenzen Uberprift.

Die Knorpelbiopsien der Kaninchen wurden von Fr. G. Wexel aus dem Kniegelenk weiblicher, weiRer
Neuseelander mit einem Durchschnittsgewicht von circa 3,5 kg entnommen. Die Anasthesie wurde
durch die intravenose Injektion von 10 mg/kg Propofol eingeleitet und nach der Intubation mit der
intravendsen Gabe von 1,5 mg/kg/h Propofol und 0,05 mg/kg Fentanyl aufrechterhalten. Die
Kaninchen wurden mit 100% Sauerstoff beatmet und zur intraoperativen Antibiose wurde 0,5 ml
Borgal® 24% (Veterinaria AG, Zlrich, Schweiz) intravends verabreicht. Das rechte Kniegelenk wurde
zunachst rasiert und desinfiziert und durch eine mediale, parapatellare Arthrotomie unter sterilen
Bedingungen geoffnet. Die Patelle wurde lateral verschoben und kleine Knorpelstiicke wurden mit
dem Skalpell aus der Trochlea entnommen. Anschliefend wurde das Gelenk wieder geschlossen. Zur
postoperativen Analgesie wurde Uber drei Tage 5 mg/kg Carprofen einmal taglich und 0,025 mg/kg

Buprenorphin zweimal taglich subkutan verabreicht.

3.2.2 Isolation von mesenchymalen Stammzellen des Kaninchens

Die Isolation der mesenchymalen Stammzellen des Kaninchen erfolgte aus dem Femur von weilRen
Neuseelandern nach Huang et al [47]. Die isolierten Zellen wurden gezahlt und in einer Dichte von 5 x

10° Zellen je 15 cm Platte ausgelegt. Nach circa sieben bis zehn Tagen waren die Zellen konfluent.

3.2.3 Kultur von Zelllinien und Primarzellen

Bevor Konfluenz erreicht war, wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium abgenommen,
die Zellen einmal, bzw. Stammzellen (MSC) zweimal, mit 1 x PBS gewaschen und mit Hilfe von Trypsin

0,25 %, bzw. 0,05 % flir MSCs, abgeldst. Durch Zugabe von Kulturmedium wurde die Trypsinaktivitat
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abgestoppt. Im gewlinschten Verhaltnis wurden die Zellen auf neue Platten aufgeteilt und weiter bei

37°C und 5% CO, kultiviert. Die Zusammensetzung verwendeter Medien gibt Tabelle 3-3 wieder.

Tabelle 3-3: Medienzusammensetzung

Zellen Mediumzusammensetzung
293 T und CMS5 D-MEM
10% FKS

1% Glutamin

ATDCS % D-MEM

% Ham’s F12
10% FKS

1% Glutamin

Chondrozyten (Kaninchen und human) D-MEM
10% FKS
1% Penicillin/Streptomycin

Mesenchymale Stammzellen (Kaninchen und human) Advanced D-MEM

10% FKS (Lonza)

1% Antibiotic/Antimycotic

1% Non-essential amino acids
1% Glutamin

3.2.3.1 Aussaat einer bestimmten Zellzahl

Zur Aussaat einer bestimmten Zellzahl wurden die Zellen abgel6st und in Medium resuspendiert. 15

ul der Resuspension wurde auf eine Neubauer-Zahlkammer gegeben.
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Abbildung 3-1: Neubauer Zahlkammer und Gitteriibersicht zur Bestimmung der Zellzahl
Ein grau unterlegtes Feld entspricht einem definierten Volumen von 0,1 mm? und erlaubt somit die Berechnung der Zellzahl
[www.wikipedia.de].
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Da jedes grau unterlegte Feld in Abbildung 3-1 einem Volumen von 0,1 mm?® entspricht wurde die
Zellzahl je Milliliter wie folgt bestimmt:

Zellzahl/ml = Durchschnittliche Zellzahl je grau unterlegtem Feld x 10% [128].

Es wurden mindestens drei grau unterlegte Felder gezahlt.

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden die Zellen vor dem Zahlen mit Trypanblau gefarbt. Tote
Zellen koénnen den Farbstoff nicht aus der Zelle ausschleusen und erscheinen somit bei
mikroskopischer Betrachtung blau.

Die 15 pl Zellsuspension werden fir die Anfarbung mit 15 ul Trypanblau (Sigma-Aldrich, Steinheim)
vermischt. Die Zellzahl wird wie beschrieben, jedoch unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors,

bestimmt.

3.2.3.2 Einfrieren von Zellen

Wie beschrieben (3.2.3) wurden die Zellen abgelést und resuspendiert. In einem 15 ml
ReaktionsgefalR wurden die Zellen fiir drei Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Anschlielend konnte
das Pellet in 900 pl FKS (PAN Biotech GmbH, Aidenbach) aufgenommen und in ein 1,8 ml CryogefaR
(Nunc, Wiesbaden), in das bereits 100 pl DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim) vorgelegt wurden,
Uberfiihrt werden. Um ein langsames Abkiihlen von einem Grad je Minute zu erméglichen wurden
die Cryogefidlle in einer mit Isopropanol gefiillten Cryobox bei -80°C gelagert, bis die Zellen am

nachsten Tag in einen Stickstofftank umgestellt wurden.

3.2.3.3 Auftauen von Zellen

Eingefrorene Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad erwarmt. In einer Zellkulturschale wurde bereits
geeignetes Medium (Tabelle 3-3) vorgelegt. Die Wahl der SchalengréBe hing dabei von der
eingefrorenen Zellzahl ab. Die Zellsuspension wurde anschlieBend zu dem vorgelegten Medium
gegeben und gemischt. Der Auftau-Prozess sollte schnellstmoglich verlaufen, um eine Schadigung der
Zellen durch das in der Zellsuspension enthaltene DMSO zu verhindern. Letzte DMSO Reste wurden

durch einen Mediumwechsel am darauffolgenden Tag entfernt.
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3.2.3.4 Kultur in Fibrinclots

Neben der Kultur im Monolayer wurden Chondrozyten auch in dreidimensionalen Spharen kultiviert.
Die Zellen wurden dazu, wie beschrieben, abgeldst und gezahlt. Fir die Herstellung eines Fibrinclots
wurden 300000 Zellen in einem 15 ml Reaktionsgefalk pelletiert (zentrifugieren fir drei Minuten bei
1200 rpm). Das Pellet wurde anschlieend in 17 pl Medium resuspendiert und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefa® mit 25 ul Fibrinkleber (TISSUCOL® Kit Baxter AG, Vienna, Austria) Gberfiihrt. In einer
24-well-Platte wurde fir jeden Clot ein Well mit 8 pl Thrombin (TISSUCOL® Kit Baxter AG, Vienna,
Austria) vorbereitet. Die 42 ul Zell-Fibrin-Suspension wurden schlieflich vorsichtig auf das Thrombin
getropft. Nach circa einer halben Stunde waren die Fibrinclots ausgehartet und konnten mit 1 ml

Medium je Well Gberschichtet werden.

3.2.4 Lentivirus-Produktion durch Kotransfektion in 293T-Zellen

Zur Produktion von pseudotypisierten, selbstinaktivierenden Lentiviren erfolgte die Kotransfektion
dreier Verpackungsplasmide und eines Transferplasmids in 293T- Zellen. Die Zellen wurden daftir am
Vortag in einer Dichte von 3x10° Zellen je 10 cm Zellkulturschale ausgelegt. Am Tag der
Kotransfektion erfolgte morgens ein Mediumwechsel.

Ein Kotransfektionsansatz bestand aus 10 ug eines beliebigen Transferplasmids (Abbildung 1-10), 6,6
ug pMD.GP, 5,0 ug pRSV-rev und 0,5 pul pHCMV.G (Abbildung 1-9) [40]. Dem DNA-Mix wurden 61 pl
CaCl, und 409 pl ddH,0 zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde langsam in ein 15 ml PolystyrengefaR
mit 500 pl 2x HBS-Puffer getropft und durch Erzeugen von Blasen gemischt. Nach 20-minutiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Kotransfektionsansatz auf das Medium der ausgelegten
Zellen aufgetropft und durch leichtes Schwenken gemischt. Am darauffolgenden Tag wurde das
Medium durch 4 ml frisches Medium ersetzt. Circa 24 Stunden spater wurde der virushaltige
Uberstand mit einer Spritze durch einen 0,45 pm Filter (Josef Peske oHG, Aindling-Pichl) gefiltert um
Zellbestandteile zu beseitigen und anschliefend in Aliquots in 1,8 ml CryogefdaRen (Nunc, Wiesbaden)
bei -80°C eingefroren.

Die Quantifikation der lentiviralen Partikel je Milliliter erfolgte mit dem Quick Titer™ Lentivirus

Quantitation Kit (Cell Biolabs Inc. San Diego, USA) analog der Herstellerangaben.

47



METHODEN

3.2.5 Lentivirale Infektion von Zelllinien und Primarzellen

Am Vortag der Infektion wurden 3x10°> (CMS5, ATDC5) bzw. 1x10° (Chondrozyten, Mesenchymale
Stammzellen) Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgelegt. Fir Infektionen in kleineren oder
groReren ZellkulturgefalRen wurde die Zellzahl entsprechend der Flachenverhaltnisse angepasst. Am
darauffolgenden Tag wurde das Medium abgenommen und 1 ml lentiviraler Uberstand und 8 pg/ml
Polybren (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim) auf die Zellen gegeben. Nach zwei Stunden Inkubation bei
37°C wurde zusatzliches Medium auf die Zellen gegeben. Die Infektionsdauer fiir mesenchymale
Stammzellen betrug, aufgrund der geringeren Infizierbarkeit 24 h, wobei das Infektionsvolumen auf

2,5 ml erhéht wurde.

3.2.6 Induktion des Tet on — Systems durch Doxyzyklin

Die tetrazyklin-abhangige Genexpression wurde durch Zugabe des Tetrazyklinderivats Doxyzyklin
(Sigma-Aldrich, Steinheim) induziert. Begonnen wurde mit der Zugabe etwa funf Tage vor der
Analyse der infizierten Zellen. Die Doxyzyklin-Konzentration wurde auch nach Mediumwechsel und
Passagieren der Zellen beibehalten.

Durch Losen des Doxyzyklin-Hyclats in ddH,0 wurden Stocks mit einer Konzentation von 1 pg/ul (fir
die in vitro Anwendung) bzw. 50 pg/ul (in vivo Anwendung) hergestellt und in Aliquots bei -20°
gelagert. Die verwendete Endkonzentration in vitro betrug 1 pg/ml. Fur die in vivo Anwendung

betrug die Endkonzentration im Trinkwasser 200 pg/ml.

3.2.7 Differenzierungsassays

Die Differenzierungsfahigkeit von mesenchymalen Stammzellen in zwei Hauptrichtungen -
Osteogenese und Chondrogenese — vor und nach der lentiviralen Infektion wurde durch
Differenzierungsassays untersucht. Die Durchfiihrung erfolgte wie von Neuhuber et al. beschrieben

[129]. Die Zusammensetzung der benétigten Differenzierungsmedien ist in Tabelle 3-4 beschrieben.
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Tabelle 3-4: Zusammensetzung der Differenzierungsmedien

Differenzierungassay Mediumzusammensetzung

Chondrogenese DMEM (4,5 mg/ml Glukose)

1% FKS (Lonza)

1% Penicillin/ Streptomycin

50 pg/ml Ascorbinsdure-2-Phosphat
40 pg/ml Prolin

2 mM Pyruvat

X ITS

100 nM Dexamethason

10 ng/ml TGF-B3

200 ng/ml BMP-2

Osteogenese DMEM (1 mg/ml Glukose)

10% FKS (Lonza)

1% Penicillin/ Streptomycin

100 nM Dexamethason

50 uM Ascorbinsdure-2-Phosphat
10 mM B-Glyzerolphosphat

3.2.8 Implantation ex vivo transduzierter Kaninchenchondrozyten

Fiir alle durchgefiihrten Versuche lag ein genehmigter Tierversuchsantrag vor.

Zur Untersuchung der Funktionalitdt des lentiviralen Tet on — Systems zur Genexpression in vivo
wurden zundchst Kaninchenchondrozyten, wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, isoliert. Nach
Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit einer Dichte von 2x10° Zellen je 6 cm Zellkulturschale
ausgelegt und analog zu Abschnitt 3.2.5 mit lentiviralen Uberstanden infiziert.

Fur einen Doppeldefekt wurden 1x10° TREBMP-2SFrtTA infizierte Zellen, bzw. uninfizierte Zellen fir
Kontrolltiere, pelletiert und in 34 pl Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden 50 ul
Fibrinkleberl6sung (TISSUCOL® Kit Baxter AG, Vienna, Austria) zugegeben.

Zeitgleich wurde bei jedem Kaninchen ein Doppeldefekt gesetzt wie von Vogt et al. beschrieben [78].
Die Anasthesie verlief analog zur Biospie-Entnahme (Abschnitt 3.2.1). Die laterale parapatellare
Arthrotomie wurde zur Clot-Implantation am linken Knie durchgefiihrt. Mit einem Stahlbohrer (3,6
mm im Durchmesser) und einer Abstandsvorrichtung wurden zwei (bereinstimmende
osteochondrale Defekte (3 mm tief) in dem Patellalauflager gesetzt. Die Defekte wurden mit
Kochsalzlosung gespiilt. In jeden Defekt wurden zunachst 8 pl Thrombin vorgelegt und anschlieSend
die Zell-Fibrinkleber-Losung zugegeben. Nach dem Ausharten des Fibrinklebers wurde das Gelenk
wieder verschlossen.

Nach vier Wochen wurden je Tier zwei Knochenscheiben mit jeweils einem Defekt ausgesagt. Eine

Knochenscheibe wurde fiir eine Woche in 100% Methanol bei 4°C fixiert und durch achtwochige

49



METHODEN

Inkubation in 7% EDTA fir die histologische Aufarbeitung entkalkt. Nach den ersten vier Wochen
erfolgte eine Zwischenfixierung fiir zwei Tage in 100% Methanol. Der zweite Defekt wurde, wie

beschrieben, fir RNA-Isolation und BMP-2 Quantifikation verwendet [78].

3.3 Methoden zur Analyse

3.3.1 Quantifizierung der Genexpression durch quantitative Real-time RT-PCR

Die Quantifizierung der Genexpression auf mRNA Ebene erfolgt mittels quantitativer Real time PCR
(QRT-PCR).

Von jeder Probe wurde, neben der Transgenexpression, zusatzlich die Expression des Haushaltsgens
18 S zur Normierung bestimmt.

Fir die absolute Quantifizierung wurden zusatzlich zu den Proben Standardgeraden mit den
Konzentrationen 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625 und 0,03125 ng Gesamt cDNA (18S) bzw. 20, 10, 5, 2, 1
und 0,5 ng Gesamt cDNA (Zielgen) aufgetragen und gemessen. Alle Proben wurden zur Messung
1:100 verdiinnt. Fir die 18 S Messung wurden 2 pl, fir die Zielgen-Messung 10 ul, der Verdiinnung
aufgetragen und gemessen.

Zur relativen Quantifizierung wurden die zu vermessenden Proben fiir die 18 S Messung 1:500, fir
die BMP-2 Messung 1:100 verdiinnt. Jeweils 10 ul der Verdiinnungen wurden in Triplikaten
eingesetzt.

Zu allen Ansétzen wurden 900 nM reverse und forward Primer, 200 nM Sonde und 12,5 pl Mastermix
(qPCR™ Mastermix Plus, Eurogentec, Kéln) zugegeben. Die Assays fir BMP-2 (TagMan® Gene
Expression Assay, ready-to-use Primer und Probe Mischung) und 18S (Human 18S rRNA (20x), Pre-
Developed TagMan® Assay Reagent) wurden von Applied Biosystems (Foster City, USA) bezogen.

Die made-to-order Primer-Probe fiir Kollagen Typ Il wurde ebenfalls von Applied Biosystems
hergestellt und setzte sich aus folgenden Primern und Probe zusammen: Forward:
GGACGTTCAGGCGAAACTG, Reverse: CAAAGGCGCACATGTCGAT, Probe: Fam-CCCTGCTGGTCCTCC-
NFQ.

Die Reaktionen wurden im TagMan 7900HT ABI Prism (Applied Biosystems, Foster City, USA) in 96-

well Platten (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plates) durchgefiihrt. Die Messung und
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Auswertung erfolgte mit der Sequence Detection Software SDS2.1 (Applied Biosystems, Foster City,

USA). Die Auswertung der relativen Quantifizierung erfolgte nach der 2E-ddCT-Methode [130].

3.3.2 DNA-Quantifikation durch PicoGreen Assay

Die Quantifikation der DNA-Konzentration zur Normierung der GAG-Quantifizierung der
Chondrogenese-Auswertung erfolgte mit Hilfe des Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kits der Firma
Invitrogen. Vorbereitend wurde das PicoGreen Reagenz 1:200 in 1x TE-Puffer verdiinnt. Der A —
Standard wurde 1:50 verdinnt, was einer Endkonzentration von 2 pg/ml entspricht. Ausgehend von

dieser Verdinnung wurden eine Standard-Verdinnungsreihe pipettiert (Tabelle 3-5).

Tabelle 3-5: Pipettierschema zur Herstellung des PicoGreen-Standards

Konzentration ul A-Verdiinnung ul TE-Puffer
[ng/ml]

2 400 0

1 200 200

0,5 100 300

0,2 40 360

0,1 20 380

0,05 10 390

0,02 4 396

0 0 400

Jeweils 100 pl der 1:10 und 1:100 verdiinnten Proben sowie des Standards wurden auf eine schwarze
96-well-Platte gegeben. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 100 pl der PicoGreen-Verdinnung in
jedes Well. Nach fiinf Minuten Inkubation bei Raumtemperatur konnte die Fluoreszenz nach
Anregung bei 485 nm bei einer Emissionswellenlange von 538 nm gemessen werden. Der DNA —

Gehalt der Proben wurde anhand der Standardgerade bestimmt.

3.3.3 Durchlicht - und Fluoreszenzmikroskopie
Von infizierten und ggf. durch Doxyzyklingabe induzierten Zellen wurden sowohl Durchlicht- als auch

Fluoreszenzaufnahmen bei 100-facher GesamtvergroRerung angefertigt. Die Belichtungszeit fir

Fluoreszenzaufnahmen betrug 12 Sekunden.
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3.3.4 Durchflusszytometrische Analyse der eGFP Expression

Die Analyse eGFP exprimierender Zellen erfolgte durchflusszytometrisch durch FACS-Messung.
Sowohl ZellgroRe (forward scatter) und Granularitat (side scatter), als auch relative Fluoreszenzstarke
(FL1, FL2, FL3) werden dabei bestimmt.

In einem Flissigkeitsstrom werden die Zellen einem Argonstrahl ausgesetzt, welcher durch die
durchflieBenden Zellen unterbrochen wird. Durch das AusmaR der Streuung kénnen Angaben zu
ZellgroRe und Granularitdat gemacht werden. Zusatzlich wird die Fluoreszenz von eGFP bei einer
Wellenldange von 490 nm angeregt und die Emission bei 510 nm gemessen.

Zur Messung wurden circa 1x10° Zellen in einem FACS-Rohrchen pelletiert. Das Pellet wurde einmal
mit 1x PBS und einmal mit FACS-Puffer gewaschen und schlieflich in 500 pl FACS-Puffer
resuspendiert. Unmittelbar vor der Messung wurde Propidiumiodid zugegeben (Endkonzentration =
1 pg/ml) und 20000 Ereignisse gemessen. Durchgefiihrt wurden die FACS-Messungen von Katja
Dumler.

Die Messung der Prozentzahl an eGFP exprimierenden Zellen erlaubt, nach lentiviraler Infektion von
CMS5-Zellen mit LVpHIV7SFeGFP, die Ermittlung der Konzentration an transduzierenden bzw.
infizierenden Einheiten:

Virustiter [TU/ml] = (% positive Zellen x ausgesate Zellzahl:Verdliinnungen):100

Infektionsvolumen [ml]

3.3.5 Quantifikation der BMP-2 Expression durch BMP-2 ELISA

Die Quantifikation von sekretiertem BMP-2 Protein in Zellkulturiiberstanden erfolgte mittels ELISA
(Quantikine Immunoassay BMP-2 Kit, R&D Systems, Wiesbaden). Je Ansatz wurden circa 1 ml
Zellkulturiberstand abgenommen, fiir 7 min bei 7000 rpm zentrifugiert, um Zellbestandteile zu
entfernen, und nach dem Uberfiihren in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefiR bis zur Messung bei -80°C

gelagert. Alle nachfolgenden Schritte wurden wie im Herstellerprotokoll beschrieben durchgefiihrt.
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3.3.6 Detektion von Proteoglykanen durch Alzianblau-Farbung

Der Nachweis von gebildeten Proteoglykanen erfolgte mittels Alzianblau-Farbung wie durch Akiyama
beschrieben [131]. 21 bzw. 17 Tage vor der Farbung wurden dazu 4x10* Chondrozyten im 12-well
oder 1x10° ATDC5-Zellen im 6-well ausgelegt und in Medium mit 37,5 pg/ml Ascorbinséure kultiviert
[132].

3.3.7 Untersuchung des Differenzierungspotentials von IMSCs durch
Differenzierungsassays

Die Auswertung der wie im Abschnitt 3.2.7 beschieben kultivierten Zellen erfolgte nach Neuhuber et

al. [129].

3.3.7.1 Osteogeneseauswertung

Die Calcium-Konzentration, produziert durch Zellen nach osteogener Differenzierung, wurde mittels
Calcium CPC Liquicolor Kit (Stanbio, Boerne) analog zum Herstellerprotokoll quantifiziert und mit der
Calcium-Produktion uninduzierter Kontrollzellen verglichen.

Die im Zuge der Osteogenese stattgefundene Mineralisierung wurde zusatzlich anhand der
Alizarinrot-Farbung visualisiert. Dafiir wurden die differenzierten Zellen mit 70% igem, eiskaltem
Ethanol fir 5 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Anschliefend wurden die Zellen mit 500 ul H,0
gewaschen und mit 2% iger Alizarinrot S Losung (Sigma-Aldrich, Steinheim) fir drei Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen mit Wasser gewaschen und Fotos angefertigt.

3.3.7.2 Chondrogeneseauswertung

Die Pelletkulturen nach chondrogener Differenzierung wurden zur Chondrogeneseauswertung
zweimal mit PBS gewaschen und, nach dem Entfernen des Uberstands, die getrockneten Pellets bis

zur Durchfiihrung des Papainverdaus bei -20°C eingefroren.
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Papain (Sigma-Aldrich, Steinheim) wurde in Verdinnungspuffer zu einer Konzentration von 1 mg/ml
gelost. Davon wurden 200 ul zu jedem Pellet gegeben. AnschlieBRend wurden die Proben gevortext
und Uber Nacht bei 60°C verdaut.

Zur Chondroitin-Quantifizierung erfolgte die Zugabe von 200 ul DMMB-L6sung zu 50 pl eines jeden
Ansatzes und eines Chondroitin-6-Sulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim) Standards (0,1 bis 0,8 pg/ml, in
Verdinnungspuffer). Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenldnge von 595 nm.

Die Chondroitinmenge wurde auf den DNA-Gehalt normiert. Dieser wurde mittels Quanti-iT™

PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen, Karlsruhe), analog zum Herstellerprotokoll, gemessen.

3.3.8 Histologische Analyse des Reparaturgewebes

Die fixierten und entkalkten Knochenscheiben (Absatz 3.2.8) wurden in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert und anschlieRend in Paraffin eingebettet. Es wurden 5 um Paraffinschnitte,
quer, von der proximalen zur distalen Seite des Patellarlauflagers, hergestellt, welche anschliefend
von Frau Ziegleder (Anatomische Anstalt der LMU) mit Hamatoxylin-Eosin (HE) bzw. Alzianblau

gefarbt wurden.

3.4 Statistische Auswertung
Sofern nicht anders angegeben wurden alle Experimente dreifach durchgefiihrt. Alle Ergebnisse sind

als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. Der Vergleich uninduzierter gegeniiber induzierter

Werte erfolgte mittels t-test. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant angenommen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Klonierung von Vektoren zur lentiviralen Expression gewiinschter Transgene

Zur Durchfiihrung des angestrebten Projekts wurden Konstrukte bendtigt, die das eGFP-, BMP-2 oder
WISP-3 Transgen entweder konstitutiv oder reguliert, unter Kontrolle des Tet on — Systems,

exprimieren (Abbildung 4-1).

A —R U5 Transgen m R|U5—
A3LTR

B — R |US WPRE R (U5
A3LTR

A3LTR

lw)
|
=
C
ul

Transgen WPRE R |U5-

A3LTR

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der Proviren zur konstitutiven und regulierten, lentiviralen Expression
gewiinschter Transgene

(A) Provirus zur konstitutiven, lentiviralen Expression. (B) Provirus zur Expression des Transaktivators des lentiviralen Zwei-
Vektor Tet on — Systems. (C) Response-Provirus fir das lentivirale Zwei-Vektor Tet on — System zur regulierten Expression
des Transgens. (D) Aufbau des Ein-Vektor Tet on — Proviruses. Zum Einsatz kamen der immediate early Cytomegalievirus
(CMV) -, der Phosphoglyzeratkinase (PGK) -, und der spleen focus forming virus (SF) — Promotor, sowie die Transgene eGFP,
BMP-2 und WISP-3. R = Repeat region, U5 = Unique 5°region, WPRE = Woodchuck post-transcriptional regulatory element,
TREygnt = tetracycline responsive element der zweiten Generation.

Die Expression soll dabei durch verschiedene Virus- und Haushaltsgenpromotoren kontrolliert
werden. Das Einbringen der gewilinschten Transgene in den pHIV-7 Backbone ermdéglichte deren
lentivirale Expression. Alle entstandenen Konstrukte wurden durch Testverdaus auf ihre Richtigkeit
Uberprift und ggf. zusatzlich sequenziert. Die verwendeten Enzyme und Primer sind im Anhang

aufgefihrt.
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4.1.1 Vektoren zur regulierten Expression des Reportergens eGFP

Um die Funktionsfahigkeit des Tet on — Systems zu Uberprifen wurden zunachst Vektoren
konstruiert, welche das leicht nachzuweisende Reportergen eGFP reguliert exprimieren.

Das Plasmid pHIV7TREeGFP dient als Responsekomponente fiir das Zwei — Vektor — System und war
bereits vorhanden. Ausgehend davon konnten die entsprechenden Ein — Vektor — Konstrukte —
pHIV7TREeGFPSFrtTA und pHIV7TREeGFPPGKIrtTA - kloniert werden.

Fir pHIV7TREeGFPSFrtTA wurde pHIV7TREeGFP mit Xbal linearisiert und die SFrtTA-codierende
Sequenz mit einem Xhol und Nhel Doppelverdau aus pTSFrtTA isoliert. Alle Enden wurden mit Hilfe
des Klenow-Enzyms aufgefiillt. Das 1499 bp grolle Insertfragment konnte anschlieBend durch blunt
end — Ligation mit dem Vektor verbunden werden.

Da keine entsprechenden Schnittstellen vorhanden waren, konnte das PGKrtTA — Insert fir
pHIV7TREeGFPPGKItTA nur durch PCR mit den Primern PGKrtTAfw und PGKrtTArev aus dem Plasmid
pHIV7PGKrtTA isoliert werden. Zur besseren Zuganglichkeit fiir Restriktionsenzyme wurden das 1340
bp groRRe PCR-Fragment zunéachst in den plet — Vektor (Fermentas, St. Leon-Rot) kloniert. Aus diesem
konnte das gewlinschte Fragment durch Verdau mit Mlul und Nhel ausgeschnitten werden. Auch der
Akzeptorvektor pHIV7TREeGFP wurde mit Mlul und Nhel verdaut und beide Fragmente wurden
ligiert.

Die beiden Plasmide pHIV7PGKeGFP und pHIV7SFeGFP, die eine konstitutive eGFP Expression

ermoglichen, dienten als Kontrolle und waren zu Beginn der Arbeit bereits vorhanden.

4.1.2 Vektoren zur regulierten und konstitutiven Expression des therapeutischen
Transgens BMP-2

Auch das therapeutische Transgen BMP-2 sollte unter Kontrolle des Tet on — Systems gestellt
werden. Das entsprechende Zwei — Vektor — Konstrukt pHIV7TREBMP-2 war bereits vorhanden und
konnte fiir die Anwendung im Ein — Vektor — System modifiziert werden. Die SFrtTA-Sequenz konnte
aus dem Plasmid pTSFrtTA durch Restriktionsverdau mit Xhol und Nhel gewonnen werden. Mit Hilfe
des Klenow-Enzyms wurden alle Enden dieses 1499 bp grofRe Fragment sowie des mit Nhel
linearisierten pHIV7TREBMP-2, aufgefiillt. AnschlieBRend wurden Vektor und Insert ligiert.

Die Klonierung von pHIVZTREBMP-2PGKrtTA verlief wie fir pHIVZTREeGFPPGKIrtTA beschrieben.
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Auch BMP-2 wurde zur Kontrolle konstitutiv exprimiert. Der Vektor pHIV7PGKBMP-2 entstand durch
Ligation der durch Linearisierung von pHIV7PGKsmacollapse mit Xbal und Ausschneiden des BMP-2
Inserts aus pBulletBMP-2 ebenfalls mit Xbal, entstandenen Fragmente. pHIV7SFBMP-2 wurde bereits

in eigenen Vorarbeiten hergestellt.

4.1.3 Vektoren zur regulierten und konstitutiven Expression von WISP-3

Das WISP-3 Transgen mit Fc-Tag wurde aus dem Plasmid pHIV7PGKW!ISP-3 durch Isolation eines 1847
bp Fragment mit Xbal und Hindlll isoliert und mit Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefillt. Nach
Linearisieren von pHIV7TRE mit BamHI und Aufflllen wurde das Insert-Fragment in den Vektor
ligiert. Der entstehende Vektor pHIV7TREWISP-3 wurde zusatzlich mit Mlul und Nhel geschnitten um
den Vektor fiir das Ein — Vektor — System zu erhalten. Das PGKrtTA — Insert wurde mit M/ul und Nhel
(1328 bp) aus pHIV-7PGKrtTA isoliert.

Fir den Kontrollvektor pHIV7SFWISP-3 wurde WISP-3 wie oben beschreiben isoliert und aufgefllt

und in den mit BamHI linearisierten, aufgefiillten pHIV7SF eingebracht.

4.1.4 Vektoren zur Expression des Transaktivators

Neben den durch die viralen CMV — oder SF — Promotor getriebenen Transaktivatoren, welche
bereits vorhanden waren, sollte der Transaktivator zusatzlich unter Kontrolle des PGK — Promotors
gestellt werden. Die Transaktivatorsequenz wurde aus pUHrt61-1 durch Verdau mit EcoRI und BamHI
isoliert und mit Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefillt und anschlieRend in den mit BamHlI linearisierten,
aufgefillten pHIV7PGKSmacollapse ligiert. Diese Konstrukte dienten zur Anwendung im Zwei —

Vektor — System.
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4.2 Optimierung der Transduktionseffizienz mesenchymaler Stammzellen des
Kaninchens gegeniiber lentiviraler Vektoren

Fir die gentherapeutische Verwendung zellbasierter Verfahren ist eine moglichst hohe
Transduktionseffizienz der Zielzellen gegeniiber dem jeweiligen Vektor noétig. Im Fall primarer
Chondrozyten fiihrt die konventionelle Infektion mit lentiviraler Expression in den meisten Fallen zu
einer ausreichenden Transgenexpression. Mesenchymale Stammzellen hingegen sind gegentlber
lentiviraler Vektoren weniger zuganglich.

Daher wurde, zunachst durch Vergleichen verschiedener Verfahren zur Infektion mesenchymalen
Stammzellen des Kaninchens, die bestmdglichste Methode ermittelt welche im Folgenden als

Standardmethode angewandt wurde.

A
v --
" --
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..

Abbildung 4-2: Test verschiedener Infektionsverfahren zur
Optimierung der Lentivirusinfektion mesenchymaler Stammzellen
des Kaninchens (IMSC)

IMSCs  wurden mit einem konstitutiv. eGFP exprimierenden
lentiviralen Vektor auf drei verschiedene Arten infiziert. Untersucht
wurden die Infektion in Gegenwart von CaCl, oder Polybren (PB)
jeweils fur 24 h und die Infektion mittels magnetischer Nanopartikel
(MNP). Die Auswertung erfolgte sowohl fluoreszenzmikroskopisch (A)
als auch durchflusszytometrisch (B, C). MaRstabsbalken = 200 um,
n=3.
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Getestet wurden die Infektion in Gegenwart von CaCl, lber einen Zeitraum von 24 h, die Infektion in
Gegenwart von Polybren iber 24 h und die Infektion mit Hilfe der magnetischen Nanopartikeln PEI —
MAG2 (MNP) bei einer Konzentration von 2 pg Fe/VP.

Ein geeignetes Lentivirus fur die Optimierung der Transduktionseffizienz ist LVSFeGF, da dieses Virus
das Reportergen eGFP unter Kontrolle des viralen SF-Promotor stark iberexprimiert und somit eine
einfache Auswertung mittels FACS-Messung ermdglicht.

Am effizientesten hat sich die Infektion Gber 24 Stunden in Verbindung mit Polybren erwiesen. Auf
diese Weise konnten 90 % der Zellen (90,0+0,6 %) durch lentivirale Vektoren infiziert werden und
eine mittlere Fluoreszenzintensitat von 4265 (4265,2+64,8) erreicht werden. Die Infektion mittels
MNP (83,1t£0,4 %, MFI 3574,2+53,5) und CaCl, (48,1t£0,4 %, MFI 3054,1+24,8) waren geringflgig

weniger effizient.

4.3 Analyse und Optimierung von lentiviral-vermittelter, Doxyzyklin-induzierter
Genexpression in vitro

Zunachst war das Ziel die lentiviral-vermittelte Genexpression unter Kontrolle des Tet on — Systems
zu optimieren. Konstrukte mit verschiedenen Promotoren sollten Aufschluss geben, welcher
Promotor — getestet wurden der immediate early Zytomegalieviruspromotor (CMV = C), der
Phospho-Glyzerat-Kinase-Promotor (PGK = P) sowie der spleen focus-forming-virus-Promotor (SF = S)
— am geeignetsten ist zur Expression des Transaktivators.

Die Zellen wurden zur Optimierung mit eGFP kodierenden lentiviralen Uberstinden infiziert. Die
Messungen erfolgten nachdem das Tet on — System circa finf Tage lang durch Zugabe von 1 pg/ml
Doxyzyklin induziert wurden.

Entweder erfolgte die Koinfektion dieser Transaktivator-Konstrukte mit Response-Konstrukten
verschiedener Transgene (TREeGFP = TE/ TREBMP-2 = TB/ TREWISP-3 = TW) zur Untersuchung des
Zwei — Vektor — Systems, oder die Infektion mit den analogen Ein — Vektor — Konstrukten
(TREeGFPSFrtTA = TES/ TREeGFPPGKrtTA = TEP/ TREBMP-2SFrtTA = TBS/ TREBMP-2PGKrtTA = TBP/
TREWISP-3PGKrtTA = TWP).

Die Tetrazyklin-vermittelte Transgenexpression wurde zur direkt getriebenen Expression (SFeGFP =
SE/ PGKeGFP = PE/ SFBMP-2 = SB/ PGKBMP-2 = PB/ SFWISP-3 = SW/ PGKWISP-3 = PW), welche

parallel als Kontrolle mitgefiihrt wurde, in Relation gesetzt.
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4.3.1 Tet-regulierte eGFP — Expression in vitro

Das eGFP Reportergen diente zur Untersuchung und Optimierung der Funktionalitat des Tet on —
Systems. Das Hauptaugenmerk lag auf der Induktion der Transgenexpression durch Zugabe von
Doxyzyklin.

Die infizierten Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert, um den Prozentsatz an eGFP
positiven Zellen und die mittlere Fluoreszenzintensitdt zu bestimmen. Untersucht wurden gut
infizierbare CMS5-Zellen, chondrogene ATDC5-Zellen sowie primare Kaninchenchondrozyten.

Erste Anhaltspunkte sollte die Infektion von CMS5-Zellen geben. Bei Verwendung des SE-Konstruktes
konnte aufgrund der guten Infizierbarkeit der CMS5-Zellen bei nahezu allen Zellen eGFP Expression

nachgewiesen werden (96,5+0,5 %, Abbildung 4-3 A).
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Abbildung 4-3: Tet-regulierte und konstitutive
eGFP Expression in CMS5-Zellen

TE+P
CMS5-Zellen wurden mit eGFP kodierenden,
lentiviralen  Uberstianden infiziert.  Nach

TE+S Induktion des Tet on — Systems durch
Doxyzyklin erfolgte die durchflusszytometrische
Analyse der infizierten Zellen zur Bestimmung
des Prozentsatzes GFP-positiven Zellen (A) und

TES der mittleren  Fluoreszenzintensitat  (B).
Zusatzlich wurden Durchlicht- und
Fluoreszenzaufnahmen mit 100-facher

PE GesamtvergroBerung angefertigt (C).
MalRstabsbalken = 200 um. n=3.
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Die regulierbare eGFP Expression wurde mit den Konstrukten TE+P, TE+S (Zwei — Vektor — System)
und TES (Ein — Vektor — System) evaluiert. Die starkste Induktion auf CMS5-Zellen wurde mit dem
Zwei — Vektor — System mit SF-Promotor getriebenem Transaktivator nach Zugabe von Doxyzyklin
erreicht (TE+S 7,1+0,1-fache Induktion). TE+P und TES- infizierte Zellen zeigten eine 4,8-fache bzw.
1,3-fache Induktion (TE+P 4,8%0,4; TES 1,3+0,03).

Die starkste Induktion der Fluoreszenzintensitat nach Doxyzyklin-Zugabe konnte auf TE+P infizierten
CMS5-Zellen gemessen werden (53,4+3,7-fache Induktion; Abbildung 4-3 B). Die Induktionsfaktoren
TE+S und TES - infizierter Zellen betrugen 39,3t7,9 und 13,6+0,4. Die hochste regulierbare
Fluoreszenzintensitdt erreichten TES — infizierte Zellen mit einer mittleren Fluoreszenzintensitdt von
4283,8+81,4. Mit konstitutiver Expression wurde eine mittlere Fluoreszenzintensitat von 6117,5+51,7
erreicht.

Auch fluoreszenzmikroskopisch konnte die doxyzyklin-abhangige Induktion der eGFP Expression

bestatigt werden (Abbildung 4-3 C).

Nachfolgend sollte die Induzierbarkeit des Tet on — Systems auf chondrogenen Zellen, der ATDC5-
Zelllinie, gezeigt werden. Bei dieser Zelllinie wurden weiterhin Konstrukte mit verschiedenen
Promotoren im Vergleich verwendet.

Bezogen auf den Prozentsatz an eGFP positiven Zellen zeigten TE+S infizierte ATDC5-Zellen die
starkste Induktion (Zwei — Vektor — System; 2,8+0,1-fache Induktion; Abbildung 4-4 A), welche jedoch
vergleichbar war mit der Induktion in TES infizierten Zellen (Ein — Vektor — System; 2,5+0,1-fache
Induktion). Die maximale, absolute Prozentzahl an eGFP positiven Zellen kann gesteigert werden von
16,7%, bei Verwendung des Zwei — Vektor — Systems, auf 34,8% bei Verwendung des analogen Ein —
Vektor — Systems. Die Prozentzahl an gemessenen eGFP positiven Zellen nach Induktion des Ein —
Vektor — Systems liegt in Bereichen welche durch direkte Transgenexpression erreicht werden

konnten (PE).
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Abbildung 4-4: Tet-regulierte und konstitutive eGFP
Expression in ATDC5-Zellen

Mit eGFP kodierenden Lentiviren infizierte und durch
Doxyzyklin induzierte ATDC5 - Zellen wurden
durchflusszytometrisch analysiert. Ermittelt wurden
der Prozentsatz an GFP positiven Zellen (A) und die
mittlere Fluoreszenzintensitdt  (B).  Weiteren
Aufschluss (iber eGFP-Expression gaben Durchlicht-
und Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (C).
MaRstabsbalken = 200 um. n=3.
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Auch die Induktion der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) unter Kontrolle des Tet on — Systems ist
auf ATDC5-Zellen vergleichbar zwischen Ein — und Zwei — Vektor — System (19,6+0,5-fache bzw.
20,1+0,5-fache Induktion; Abbildung 4-4 B). Bei Verwendung des Ein — Vektor — Systems (TES) konnte
absolut eine hohere MFI gemessen werden als bei direkter eGFP Expression unter Kontrolle des
PGK — Promotors.

Die fluoreszenzmikroskopische Betrachtung infizierter und ggf. induzierter ATDC5- Zellen zeigte

ebenfalls eine Induktion der eGFP Expression nach Doxyzyklin-Zugabe (Abbildung 4-4 C).

AnschlieBend wurde das System auf primare Kaninchenchondrozyten (ibertragen. Der
Promotorvergleich ergab keine bzw. eine sehr geringe Induzierbarkeit bei Verwendung des CMV —
Promotor getriebenen Transaktivators (TE+C; Abbildung 4-5 A) hinsichtlich des Prozentsatzes GFP
positiven Zellen. Mit dem PGK-Promotor getriebenen Konstrukt (TE+P) wurden 26,1%, mit dem SF-
Promotor-Konstrukt (TE+S) 19,2% eGFP positive Zellen gemessen (TE+P = 7,2+0,3-fache, TE+S =
3,810,3-fache Induktion). Der hochste prozentuale Anteil an eGFP positiven Zellen auf Chondrozyten
von 36,8%, wurde durch Verwendung des analogen Ein — Vektor — Systems erreicht (TES, 12,1+1,0-
fache Induktion). Im Vergleich dazu fiihrte konstitutive eGFP Expression zu 41,9% (PE) bzw. 93% (SE)
positiven Zellen.

Die Induktion der mittleren Fluoreszenzintensitdt nach Infektion mit dem SF-Promotor getriebenen
Transaktivator (TE+S = 12,0+0,6-fache Induktion; Abbildung 4-5 B) war starker als nach Infektion mit
dem PGK — Transaktivator (TE+P = 6,8-fache Induktion). Die starkste, induzierbare eGFP Expression,
mit einer mittleren Fluoreszenzintensitat von 535,1 (535,1+3,7) kann durch das analoge Ein — Vektor
— Konstrukt erreicht werden (TES, 3,9+1,1-fache Induktion). Im Vergleich dazu lag die MFI nach
konstitutiver eGFP Expression bei 792,5+21,0 (PE) bzw. 6051,3+133,7 (SE).

Auch bei primadren Kaninchenchondrozyten zeigten sich nach Zugabe von Doxyzyklin eGFP
exprimierende Zellen in der Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 4-5 C).

Diese Daten deuten darauf hin, dass die Expression durch den SF-Promotor starker ist als unter
Kontrolle des PGK-Promotors und dass das Ein-Vektor-System gegeniiber dem Zwei-Vektor-System

zu bevorzugen ist.
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Abbildung 4-5: Tet-regulierte und konstitutive eGFP
Expression in primdren Kaninchenchondrozyten

Primare Kaninchenchondrozyten wurden mit eGFP
kodierenden, lentiviralen Uberstinden infiziert. Die
Zellen wurden nach Induktion mit Doxyzyklin
durchflusszytometrisch,  zur  Bestimmung  des
Prozentsatzes GFP positiver Zellen (A) und der
mittleren Fluoreszenzintensitat (B), und
fluoreszenzmikroskopisch Q) analysiert.
MaRstabsbalken = 200 pm.
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4.3.2 Tet-regulierte BMP-2 Expression in vitro

Unter Verwendung des gleichen Versuchsaufbaus wie in den vorangegangenen Experimenten wurde
die Expression von BMP-2 durch das Ein — und Zwei — Vektor Tet on — System untersucht. Fir die
Expression des Transaktivators wurden der spleen focus — forming virus Promotor (TBS, TB+S) und
der Phosphoglyzerat — Promotor (TBP, TB+P) verglichen.

Die Konzentration von sekretiertem BMP-2 wurde im Uberstand mittels ELISA nachgewiesen.

Auch hierbei dienten leicht lentiviral infizierbare CMS5- Zellen zunachst zur Optimierung.

Abbildung 4-6: Tet-regulierte und
konstitutive BMP-2 Expression in
B -dox CMS5-Zellen
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Die starkste Induktion tet-vermittelter BMP-2 Expression auf CMS5-Zellen wurde durch Infektion mit
dem Ein — Vektor - Konstrukt mit SF — Promotor getriebenem Transaktivator (TBS) erreicht (388,7-
fache Induktion). Die erreichte BMP-2 Menge nach Induktion lag dabei bei 9,842,3 ng/ml BMP-2
exprimiert durch 1x10° Zellen in 24 h. Dieser Wert lag um Faktor 2,7 (2,7+0,4) hoher als die BMP-2
Menge, welche durch konstitutive BMP-2 Expression unter Kontrolle des SF — Promotors erreicht
wurde (SB, 2,9+1,8 ng/ml, 1x10° und 24 h). Die BMP-2 Sekretion bei Verwendung des Zwei — Vektor
Tet on — Systems (TB+P und TB+S) war nach Induktion mit 0,7%0,1 bzw. 2,3%0,6 ng BMP-2/ml deutlich

geringer verglichen mit dem Ein — Vektor — System (Abbildung 4-6).

Auf ATDC5 Zellen konnte die groRte Induktionsrate beobachtet werden nach Infektion mit SF
kontrolliertem Transaktivator, sowohl im Ein —, als auch im Zwei — Vektor — System (Abbildung 4-7;
20,445,4-fache bzw. 11,6+4,6- fache Induktion). Der BMP-2 Expressionslevel nach Induktion von
TBS — Zellen ist dhnlich hoch, wie nach Infektion mit SFBMP-2 (TBS+D 1,8+0,7 ng/ml, SB 1,9+0,3

ng/ml).
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Abbildung 4-7: Tet-regulierte und

w

konstitutive BMP-2 Expression in
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E‘n M kodierendem Lentivirus infiziert.
= 15 T B - dox Durch Zugabe von 1 pg/ml
a Doxyzyklin  wurde die tet -
E 1 O +dox vermittelte Genexpression
05 . induziert. I?_ie Konzentration von
' m BMP-2 im Uberstand wurde nach
0 L T & s J n.d. 72 h Inkubation durch ELISA

o bestimmt. Alle Messwerte wurden
o('\d R o R &q,’? & P - auf 1x10° Zellen und 24 h
normiert. n= 3.

In Hinblick auf die Anwendung transduzierter Zellen in einem Kaninchendefektmodell wurde die tet-
regulierte  BMP-2 Expression zusatzlich auf primare Kaninchenchondrozyten (bertragen. In
Kaninchenchondrozyten ist sowohl der Induktionsfaktor als auch der absolute Expressionslevel
vergleichbar zwischen TB+S (Zwei — Vektor — System) und TBS (Ein — Vektor — System) infizierten
Zellen (14,6+0,4 ng/ml bzw. 15,5+1,1 ng/ml, normiert auf 24 h und 1x10° Zellen). Im Gegensatz zu
ATDC5 — Zellen war die BMP-2 — Produktion von SB infizierten Chondrozyten (436,6+27,5 ng/ml) 30
mal hoher als die regulierte BMP-2 Produktion nach Induktion des Ein — oder Zwei — Vektor — Systems
(Abbildung 4-8).

Auf uninfizierten und uninduzierten Chondrozyten konnte lediglich auf TBP infizierten Zellen eine

Hintergrundexpression gemessen werden.
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Abbildung 4-8: Tet-regulierte und konstitutive BMP-2-Expression in primdren Kaninchenchondrozyten

Primare Kaninchenchondrozyten wurden mit BMP-2 kodierenden Lentiviren infiziert. Die tet-vermittelte BMP-2 Expression
wurde durch Zugabe von 1 pg/ml Doxyzyklin induziert. Die Messung der BMP-2 Konzentration im Uberstand, inkubiert fiir
72 Stunden, erfolgte durch ELISA. Die erhaltenen Messwerte wurden auf 1x10° Zellen und 24 h normiert. n=3.
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In Hinblick auf die moégliche Anwendung der lentiviralen, tet-regulierten BMP-2 Expression in der
Humanmedizin erfolgte zusatzlich die Messung der BMP-2 Sekretion durch transduzierte, humane
Chondrozyten.

Da alle vorangegangenen Experimente auf ein Optimum durch TBS vermittelte Expression hinweisen,

wurde im Folgenden nur das SF-Promotor getriebene Konstrukt verwendet.

250 Abbildung 4-9: Regulierte und konstitutive BMP-2
Expression in humanen Chondrozyten

200 Primdre, humane Chondrozyten wurden mit BMP-2

kodierenden Lentiviren infiziert. Die tet-vermittelte

£ 150 BMP-2 Expression wurde durch Zugabe von 1 pg/ml
g Doxyzyklin induziert. Die Messung der BMP-2
o Konzentration im Uberstand, inkubiert fir 72
o
= 100 Stunden, erfolgte durch ELISA. Die erhaltenen
«@ Messwerte wurden auf 1x10° Zellen und 24 h
50 normiert. n=3.
0
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Durch Induktion der tet-regulierten BMP-2 Expression in TBS infizierten, humanen Chondrozyten
konnte ein 26-facher Anstieg (25,6+3,4-fach) der sekretierten BMP-2 Menge erreicht werden.
Gegenliber der konstitutiven BMP-2 Expression ist die regulierte Expression nach Induktion um
Faktor 4 (3,6+0,4 fach) geringer. Die maximal gemessene absolute Menge durch regulierte Expression
in humanen Chondrozyten lag bei 59 ng/ml (58,5+6,5 ng/ml), produziert durch 1x10° Chondrozyten
in 24 h (Abbildung 4-9).

Ein weiterer therapeutischer Ansatz zur Therapie osteochondraler Defekte basiert auf der regulierten
BMP-2 Expression in mesenchymalen Stammzellen, um somit deren chondrogene Differenzierung zu
fordern. Daher erfolgte die Untersuchung der Genexpression in transduzierten, mesenchymalen
Stammzellen des Kaninchens, zunachst auf Transkriptionsebene. Dazu wurde die Gesamt-RNA aus
den zu untersuchenden Zellen isoliert und nach reverser Transkription durch quantitative Real-time
PCR analysiert (Abbildung 4-10). Bei allen Proben wurde in parallelen Ansadtzen, zur Normierung der

Genexpression, der 18S Gehalt bestimmt.
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Abbildung 4-10: Absolute Quantifizierung
T tet-induzierter BMP-2 Expression in IMSCs

Aus den zu untersuchenden, infizierten und
ggf. induzierten, mesenchymalen
Stammzellen des Kaninchens wurde die
— @ + dox Gesamt-RNA isoliert und nach reverser
nd. Transkription mittels quantitativer Real —
time PCR analysiert. Die Normierung
erfolgte auf den 18S Gehalt. n=3.
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Die Analyse TBS- infizierter IMSCs ergab einen 36-fachen (36,3+3,5 fach) Anstieg der doxyzyklin —
abhangigen BMP-2 Expression nach Zugabe des Effektors. Die Transkription durch das konstitutiv
exprimierende SB-Konstrukt war ggii. dem induzierten TBS- Konstrukt 3,5-fach erhoht (3,5+0,3).

Zusatzlich wurde die BMP-2 Expression durch das Tet on — System in IMSCs auf Proteinebene
untersucht, indem die BMP-2 Konzentration in Zellkulturliberstanden mittels ELISA quantifiziert

wurde (Abbildung 4-11).

30 Abbildung 4-11: Tet-regulierte und
konstitutive BMP-2 Expression in IMSCs
E 2 IMSCs wurden mit BMP-2 kodierenden,
N 20 lentiviralen Uberstinden infiziert und die
g regulierte BMP-2 Expression durch
= . Zugabe von 1 pg/ml Doxyzyklin induziert.
E B - dox Die Quantifikation von sekretiertem
i” 0 B + dox BMP-2 erfolgte in 72 h
iy Zellkulturiiberstanden mittels ELISA. Alle
2 s Messwerte wurden auf 1x10° Zellen und

24 h normiert. n=3.

0 r-—l n.d.

o 5 >
& & S

Es konnte ein 112,5-facher Anstieg (112,5%4,0) der sekretierten Proteinmenge durch uninduzierte
ggli. induzierten Proben gemessen werden. Die durch das SB — Konstrukt exprimierte BMP-2 Menge
war, gegenliber der der induzierten TBS Zellen, um Faktor 8,5 héher (8,5+1,0). Durch regulierte BMP-
2 Expression wurde eine Konzentration von 2,7 ng/ml (2,7+0,1 ng/ml BMP-2/1x10’ Zellen/24 h) und
durch konstitutive Expression in IMSCs 23,0 ng/ml (23,0+2,0 ng/ml BMP-2/1x10° Zellen/24 h)
erreicht.

Somit konnte die regulierte, lentivirale BMP-2 Expression in mesenchymalen Stammzellen des

Kaninchens sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene gezeigt werden.
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4.3.2.1 Kinetik der Doxyzyklin-induzierten BMP-2 Expression

In Hinblick auf die in vivo Applikation von Zellen mit doxyzyklin-induzierbarer BMP-2 Expression zur
Behandlung von osteochondralen Defekten, ist es sinnvoll, die Kinetik der BMP-2 Expression nach
Induktion bzw. nach Wegnahme von Doxyzyklin zu untersuchen. Um Ein — und Zwei — Vektor —
System zu vergleichen, wurden fiir neun Tage Uberstinde von TB+S und TBS infizierten primaren
Kaninchenchondrozyten gesammelt. Taglich wurde das Medium gewechselt und die Zellen, fiir die
Normierung auf Zellzahl, in Parallelansdtzen gezahlt. Von Tag eins bis Tag vier erfolgte die Zugabe

von 1 pg/ml Doxyzyklin.
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Abbildung 4-12: Kinetik tet-regulierter BMP-2 Expression durch Ein — und Zwei - Vektor System in primdren
Kaninchenchondrozyten.

Primdre Kaninchenchondrozyten wurden mit den jeweiligen BMP-2 kodierenden Lentiviren infiziert bzw. koinfiziert. Der
Vergleich der Kinetik tet-regulierter BMP-2 Expression durch Ein — und Zwei — Vektor — System erfolgte durch Zugabe von 1
pg/ml Doxyzyklin an den Tagen eins bis vier. Die Quantifikation der BMP-2 Konzentration im Uberstand erfolgte durch
ELISA. Nach der Abnahme des Uberstands wurde das Medium téglich gewechselt. Alle Messwerte wurden auf 1x10° Zellen
und 24 h normiert. n=3

Die Expression von BMP-2 stieg von Tag eins bis Tag flinf an. An Tag finf war die maximale Induktion
erreicht (TBS 16,0+0,4 ng/ml, TB+S 6,1+0,2 ng/ml). Nach der Wegnahme von Doxyzyklin sank die
BMP-2 Produktion, bis an Tag neun der Hintergrundlevel erreicht war (Abbildung 4-12).

Zusatzlich wurden Uberstinde gesammelt von TBS infizierten Chondrozyten (Abbildung 4-13),
kultiviert in Anwesenheit (+D) oder Abwesenheit (-D) von Doxyzyklin. TBS+Dox Zellen wurden von
Tag eins bis Tag 25 durch die Zugabe von Doxyzyklin induziert um die Kinetik und die langeranhaltend
konstante, tet-induzierte BMP-2 Expression zu zeigen. AnschlieRend wurde das Tet on — System,
durch Wegnahme von Doxyzyklin, abgeschaltet. TBS Zellen dienten als Kontrolle und wurden

wahrend des gesamten Experiments nicht induziert. An den Tagen 1 bis 7, 10, 15, 18, 22, 25 und 29
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bis 33 wurden Uberstinde gesammelt und die Zellzahl, jeweils 24 Stunden nachdem das Medium

gewechselt wurde, bestimmt.
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Abbildung 4-13: Stabile Tet-regulierte BMP-2 Expression in primaren Kaninchenchondrozyten

Zur Uberpriifung ob eine stabile, tet-regulierte BMP-2 Expression méglich ist wurden primiare Kaninchenchondrozyten mit
TBS-Lentivirus infiziert. TBS-Zellen blieben Uber den gesamten Versuch uninduziert und dienten als Kontrolle, wohingegen
TBS+D Zellen zusatzlich zum taglichen Mediumwechsel mit 1 pg/ml Doxyzyklin induziert wurden. Die BMP-2 Konzentration
wurde durch ELISA bestimmt und auf 1x10° Zellen und 24 h normiert. n= 3.

Die BMP-2 Expression stieg von Tag eins bis Tag vier an. An Tag vier war die maximale Induktion
erreicht. Zwischen Tag vier und Tag 25 konnte die tet-induzierte BMP-2 Expression aufrechterhalten
werden, ohne ein deutliches Absinken (0,8+0,2 ng/ml BMP-2, normiert auf 24 h und 1x10° Zellen),
welches auf epigenetisches Silencing hinweisen wiirde. Ab dem Zeitpunkt der Doxyzyklin-Wegnahme
sank die BMP-2 Sekretion, bis an Tag 29 der Hintergrundlevel erreicht war (Abbildung 4-13).
Uninduzierte TBS-Zellen zeigten wahrend des gesamten Zeitraums lediglich eine BMP-2 Expression

auf dem Hintergrundlevel.

4.3.2.2 Wiederholte Induktion der doxyzyklin-abhangigen BMP-2 Expression

Die Integration der BMP-2 exprimierenden Sequenzen in das Wirtsgenom erlaubt theoretisch die
wiederholte Induktion der Transgenexpression. Aufgrund der Anwendung starker viraler Promotoren
(v.a. SF-Promotor) zur Expression des Transaktivators, konnte die regulierte Expression durch DNA —

Methylierung, welches epigenetisches Silencing der Genaktivitat zur Folge hat, beeintrachtigt sein.
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Daher sollte getestet werden, ob ein wiederholtes Induzieren tet-abhangiger Genexpression ohne
einen Verlust der Effizienz moglich ist.

TBS infizierte, primare Kaninchenchondrozyten wurden daher dreimal Gber einen Zeitraum von sechs
Wochen wiederholt induziert (Abbildung 4-14). Jeder Induktionszyklus beinhaltete die dreitagige
Zugabe von 1 pg/ml Doxyzyklin zu den zu induzierenden Zellen (TBS+dox), wohingegen TBS Zellen
uninduziert blieben und als Kontrolle dienten. Zwischen zwei Induktionszyklen wurde kein Doxyzyklin
zugegeben. Die Menge an sekretiertem BMP-2 wurde zu Beginn des Experiments, am Ende eines

jeden Induktionszykluses und zwei Wochen nach der Wegnahme von Doxyzyklin gemessen.
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Abbildung 4-14: Wiederholte Induktion Tet-regulierter BMP-2 Expression auf Chondrozyten

Primare Kaninchenchondrozyten wurden mit BMP-2 kodierendem Lentivirus infiziert. Zur Demonstration der wiederholten
Induzierbarkeit tet-regulierter BMP-2 Expression wurden TBS+dox-Zellen in drei Zyklen durch Zugabe von 1 pg/ml
Doxyzyklin induziert. Uninfizierte und uninduzierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Abnahme der Uberstinde zur BMP-2
Quantifikation durch ELISA erfolgt zu Beginn des Versuchs (0 Wochen), nach jedem Induktionszyklus (Wochen 1, 4 und 7)
und jeweils zwei Wochen nach der Wegnahme von Doxyzyklin (Wochen 3 und 6). Die Messwerte wurden auf 1x10° Zellen
und 24 h normiert. n=3.

Somit konnte gezeigt werde, dass das Tet on — System (iber einen Zeitraum von sechs Wochen
wiederholt induziert werden kann, ohne einen Verlust der Effizienz zu zeigen (Erster Zyklus: 1,0
ng/ml, zweiter Zyklus: 0,6 ng/ml, dritter Zyklus: 1,6 ng/ml, Abbildung 4-14). Zwischen den
Induktionszyklen, d.h. nach Wegnahme von Doxyzyklin, sank die BMP-2 Expression auf den
Ausgangslevel zuriick. Auf den uninfizierten und nicht-induzierten Zellen konnte zu keinem Zeitpunkt

BMP-2 Expression nachgewiesen werden.
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4.3.2.3 Analyse BMP-2 induzierter downstream Prozesse in vitro

Um zu zeigen, dass das lentiviral-vermittelte, reguliert exprimierte BMP-2 ausreichend ist fir die

Induktion biologischer Effekte wurden Marker der Chondrogenese in infizierten Zellen untersucht.

Der Nachweis von Proteoglykanen, welche im Zuge der Chondrogenese synthetisiert werden, erfolgt

durch die Alzianblau-Farbung infizierter und ggf. induzierter Zellen. Zusatzlich gibt die Menge an

extrahiertem Farbstoff Aufschluss tiber eine verstarkte Proteoglykansynthese.

Auf diese Weise konnte verstiarkte Proteoglykanbildung in ATDC5- Zellen nach konstitutiver

Expression von BMP-2 und nach regulierter Expression nach Induktion durch Doxyzyklin gezeigt

werden (Abbildung 4-15).
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Abbildung 4-15: Alzianblau-Farbung auf infizierten ATDC5-Zellen

Mit BMP-2 kodierenden, lentiviralen Uberstidnden infizierte ATDC5 —
Zellen wurden fiir 17 Tage kultiviert. AnschliefRend konnten
synthetisierte Proteoglykane durch Alzianblau-Farbung detektiert
werden. Die Auswertung erfolgte durchlichtmikroskopisch (A) und
zusatzlich photometrisch durch Quantifikation des extrahierten
Farbstoffs (B). MaRstabsbalken = 200 um. n=3.
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Die Quantifizierung ergab, dass nach Kultur mit Doxyzyklin eine starkere Proteoglykan-Synthese

durch SF — Promotor getriebene Konstrukte, verglichen mit CMV — oder PGK — Promotor getriebenen

Konstrukten, erreicht wurde. Die hochste, regulierbare Proteoglykansynthese wurde nach Infektion

mit dem TB+S Konstrukt und Induktion durch Doxyzyklin gemessen.

Auch primare Kaninchenchondrozyten produzierten vermehrt Proteoglykane nachdem sie mit Tet on

— Konstrukten, mit PGK — oder SF — Promotor getriebenem Transaktivator, oder einem konstitutiv

BMP-2 exprimierenden Konstrukt infiziert wurden (Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-16: Alzianblaufiarbung auf infizierten

Kaninchenchondrozyten

Primdre Kaninchenchondrozyten wurden mit BMP-2 kodierenden
Lentiviren infiziert. Zum Nachweis von durch infizierte und ggf.
induzierte Zellen gebildete Proteoglykane erfolgte nach 21-tigiger
Kultur die Alzianblaufarbung. Zusatzlich zur durchlichtmikroskopischen
Auswertung (A) erfolgte die photometrische Quantifikation des
extrahierten Farbstoffs (B). MaRstabsbalken = 200 um. n=3.

Bestatigt wurden diese Beobachtungen durch die Extraktion des Farbstoffes (Abbildung 4-16 B). Eine

bis zu 13-fache Induktion konnte erreicht werden bei Verwendung des Zwei — Vektor — Systems mit

SF — Promotor getriebenem Transaktivator, wohingegen die Induktion durch das Ein — Vektor —

System Faktor 6 betrug.
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Die Alzianblau-Farbung auf humanen Chondrozyten bestatigte auerdem, dass auch humane Zellen

nach Infektion mit dem Ein — Vektor — BMP-2 — Konstrukt und Induktion, bzw. nach konstitutiver

BMP-2 Expression, vermehrt knorpelspezifische Proteoglykane synthetisieren (Abbildung 4-17).

Eine Extration des Farbstoffs zur Quantifizierung war in diesem Experiment nicht moglich.

Abbildung 4-17: Alzianblaufarbung auf infizierten, humanen Chondrozyten

Humane Chondrozyten wurden mit BMP-2 kodierenden Lentiviren infiziert. Zum

untx Nachweis der durch infizierte und ggf. induzierte Zellen gebildeten Proteoglykane
erfolgte nach 21-tagiger Kultur die Alzianblaufarbung. n=3.
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Ein weiterer Marker fir die Funktionalitdat von BMP-2 ist die Genexpression von knorpelspezifischem

Typ Il Kollagen. In infizierten, mesenchymalen Stammzellen des Kaninchens wurde daher die Kollagen

Typ Il Expression nach regulierter und konstitutiver BMP-2 Expression untersucht.
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Abbildung 4-18: Kollagen Typ |l
Expression BMP-2 exprimierender
mesenchymaler Stammzellen des
Kaninchens

Mesenchymale  Stammzellen  des
Kaninchens  wurden mit BMP-2
kodierenden Viren infiziert und ggf.
durch 1 pg/ml Doxyzyklin induziert.
Die Messung der Expression von Typ Il
Kollagen erfolgte durch gqRT-PCR. Alle
Messwerte wurden auf 185 Werte
normiert. n=3
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In Folge der Induktion der tet-vermittelten BMP-2 Expression in mesenchymalen Stammzellen des
Kaninchens konnte ein 7-facher Anstieg (6,5+0,8-fach) der Kollagen Typ Il Expression erreicht werden
(Abbildung 4-18).

Die Messwerte fiir die Kollagen Typ Il Expression durch SB infizierte IMSCs schwankten stark und

waren durchschnittlich nur geringfligig hoher als die Expression durch induzierte TBS infizierte IMSCs.

4.3.3 Tet-regulierte WISP-3 Expression in vitro

Ein weiteres Kandidatengen das fiir die gentherapeutische Anwendung bei Knorpeldefekten
diskutiert wird, ist das WISP-3 Transgen. Es hat einen positiven Einfluss auf die Expression von
knorpelspezifischem Kollagen Typ Il und kann somit eventuell zur Verbesserung der Qualitdt des

regenerierten Gewebes beitragen.

4.3.3.1 RT-PCR

Der Nachweis von WISP-3 Expression erfolgte auf Transkriptionsebene. Gesamt-RNA wurde dafiir aus
infizierten und ggf. induzierten, mesenchymalen Stammzellen isoliert. Mittels RT-PCR konnte eine
deutliche Expression SFWISP-3 (SW) infizierter Zellen gezeigt werden. Auch unter Verwendung des
Tet on — Systems im Ein — Vektor — (TWP) oder Zwei-Vektor System (TW+P) mit PGK Promoter
getriebenem Transaktivator kann nach Induktion mit Doxyzyklin die WISP-3 Expression angeschaltet
werden.

Die Infektion von humanen, mesenchymalen Stammzellen diente der Gegenlberstellung endogener
WISP-3 Expession gegeniiber konstitutiver, viraler Uberexpression. AuRerdem sollte {berpriift

werden, ob die starke Uberexpression von BMP-2 (SB) die endogene WISP-3 Expression verstarkt.
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Abbildung 4-19: Konstitutive und tet-regulierte WISP-3 Expression in mesenchymalen Stammzellen

Reverse Transkriptase PCR zum Nachweis konstitutiver und tet-regulierter WISP-3 Expression in mesenchymalen
Stammzellen des Kaninchens (A) oder humanen Zellen (B). Eingesetzt wurden je Reaktionseinsatz 10 ng RNA. 20 pl jedes
Reaktionsansatzes wurden auf ein 2% TAE-Agarosegel aufgetragen. Als Kontrolle diente die Expression des Haushaltsgens
GAPDH.

Nach Infektion mit dem konstitutiv WISP-3 exprimierenden SW Konstrukt konnte gezeigt werden,
dass grundsitzlich die WISP-3 Expression dieser Zellen durch lentivirale Uberexpression erginzt
werden kann (Abbildung 4-19).

Die virale Expression von BMP-2 hat keinen Einflu® auf die endogene WISP-3 Expression.

4.3.4 Differenzierungspotential infizierter IMSCs

Auch nach lentiviraler Transduktion ist es entscheidend, dass mesenchymale Stammzellen ihr
Differenzierungspotential beibehalten bzw. ob sie es in eine gewilinschte Richtung verandern. Aus
diesem Grund wurde das Differenzierungspotential von infizierten und ggf. induzierten und
uninfizierten IMSCs mit Hilfe der gangigsten Differenzierungsassays — Osteogenese und

Chondrogenese — analysiert und verglichen.

4.3.4.1 Osteogenese

Die Untersuchung des Osteogenese-Potentials, also der Fahigkeit der mesenchymalen Stammzellen
zur Knochenbildung, erfolgt sowohl durch Quantifizierung des fiir Knochen charakteristischen

Calciums (Abbildung 4-20) als auch durch Alizarin-Farbung (Abbildung 4-21).
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Abbildung 4-20: Calciumproduktion durch
lentiviral transduzierte, osteogen
differenzierte IMSCs

Mesenchymale Stammzellen des Kaninchens
wurden mit entsprechenden lentiviralen
Uberstanden infiziert. Die Osteogenese
wurde durch Kultur in geeignetem Medium
induziert bzw. durch Kultur in
Kontrollmedium nicht induziert. Nach 14
Tagen wurde die produzierte Calciummenge
quantifiziert. n=3.

Die Alizarinrot-Farbung dient dem Nachweis calciumhaltiger Zellprodukte, welche im Zuge der

Matrixmineralisierung der Osteogenese gebildet werden.
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Abbildung 4-21: Alizarinrot-
Farbung lentiviral
transduzierter, osteogen
differenzierter IMSCs

Mesenchymale Stammzellen
des Kaninchens wurden mit
entsprechenden lentiviralen
Uberstinden infiziert und in
Induktions- bzw.
Kontrollmedium  kultiviert.
Nach 14 Tagen erfolgte die
Farbung mit  Alizarinrot.
Malstabsbalken = 200 um.

Sowohl uninfizierte als auch infizierte IMSCs zeigten nach Kultur in geeignetem Medium zur

Induktion der Osteogenese deutliche Farbung mit Alizarinrot. Nach Kultur in Kontrollmedium konnte

kein Calcium nachgewiesen werden.
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4.3.4.2 Chondrogenese

Das Chondrogenese-Potential wurde durch Glykosaminoglykan (GAG)-Quantifizierung analysiert.
Glykosaminoglykane werden wahrend der Chondrogenese gebildet und sind schlieBlich Bestandteil

der Extrazellularmatrix von Knorpelgewebe.

30
Abbildung 4-22: GAG-Quantifizierung nach
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Nach einem Papainverdau der Pelletkulturen wurde sowohl der GAG- als auch der jeweilige DNA-
Gehalt fur die Normierung quantifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass auch nach lentiviraler
Transduktion IMSCs noch die Fahigkeit zur chondrogenen Differenzierung aufweisen. Zuséatzlich
zeigte sich, dass durch lentivirale Expression von Wachstumsfaktoren wie BMP-2 oder WISP-3 die
chondrogene Differenzierung verstarkt wird. Dabei wiesen induzierte TBS infizierte mesenchymale
Stammzellen des Kaninchens nach chondrogener Differenzierung (TBS+D) den héchsten GAG-Gahalt

auf, jedoch zeigten auch uninduzierte Zellen (TBS) bereits einen geringen Anstieg des GAG-Gehalts.

4.4 Tet-regulierte Genexpression in vivo

Im etablierten Knorpeldefektmodel des Kaninchens sollte Gberprift werden, ob die in vitro gezeigte
Funktionalitdt des lentiviral exprimierten BMP-2s auch in vivo zur in situ Geweberegeneration
ausreichend ist. Es sollte auBerdem gezeigt werden, dass das Tet on — System eine Regulation der

BMP-2 Expression in vivo ermoglicht. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 4-23 gezeigt.
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Abbildung 4-23: Zeitlicher Ablauf des Tierversuchs zur Knorpelregeneration durch BMP-2 exprimierende Chondrozyten

Zu Beginn des Tierversuchs wurde jedem Tier eine Knorpelbiopsie entnommen und daraus Chondrozyten isoliert. Nach circa
zwei Wochen Expansion in vitro erfolgte die lentivirale Infektion mit dem TBS-Konstrukt fir die Gruppen zwei bis vier. Eine
weitere Woche spater wurden osteochondrale Doppeldefekte gesetzt und mit Zell-Fibrinkleber-Suspension gefillt. Nach
vier Wochen erfolgte schlieRlich die Extraktion des regenerierten Gewebes. Der Tierversuch umfasste vier Gruppen mit
jeweils acht Tieren. Tiere der Gruppe eins wurden uninfizierte Zellen implantiert. Gruppe zwei, drei und vier erhielten TBS
infizierte Zellen. Tiere der zweiten Gruppe bekamen kein Doxyzyklin (-dox). Die dritte Gruppe erhielt fur die ersten zwei
Wochen (50% Dox) Doxyzyklin im Trinkwasser (200 pg/ml). Nur die vierte Versuchsgruppe erhielt Doxyzyklin Gber die
gesamte Versuchsdauer (100% Dox).

Lentiviral transduzierte, autologe Chondrozyten, die BMP-2 unter Kontrolle des Ein — Vektor — Tet on
— Systems exprimieren werden dazu in osteochondrale Defekte der Trochlea von weiblichen, weiRen
Neuseelandern reimplantiert (Abbildung 4-24). Die operativen Eingriffe und die Anasthesie wurden

von Fr. Gabriele Wexel durchgefihrt.

Abbildung 4-24: Knorpeldefektmodell im Kaninchen

Mit Hilfe eines Stahlbohrers (A) mit einem
Durchmesser von 3,6 mm wurden zwei Uberlappende,
3 mm tiefe Defekte gesetzt (B). Nachdem Thrombin
vorgelegt wurde erfolgt die Fiillung der Defekte mit
einer Zell-Fibrinkleber-Suspension mit TBS infizierten
Chondrozyten bzw. uninfizierten Chondrozyten als
Kontrolle [Fotos: Gabriele Wexel].
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Uber das Trinkwasser erhielten die Tiere der entsprechenden Gruppen Doxyzyklin in einer
Konzentration von 200 pg/ml, um die tet-vermittelte BMP-2 Expression zu induzieren. Nach vier

Wochen erfolgte die Euthanasie und die Untersuchung des regenerierten Gewebes.

4.4.1 |Invitro Analyse infizierter Zellen in Monolayer

Parallel wurden infizierte Zellen jedes Tieres auf ihre induzierbare Transgenexpression in vitro

Gberprift.

4.4.1.1 eGFP Expression

Isolierte Chondrozyten aller Tiere wurden zur Kontrolle mit dem TREeGFPSFrtTA Konstrukt infiziert,

um die theroretische Induzierbarkeit der tet-vermittelten Expression zu bestatigen.
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Abbildung 4-25: Regulierte eGFP Expression in Kaninchenchondrozyten fiir den Tierversuch in vitro

TREeGFPSFrtTA infizierte Kaninchenchondrozyten aller Tiere des Tierversuchs wurden in vitro bezlglich der Induzierbarkeit
der regulierten eGFP Expression getestet. Uninfizierte, TES-infizierte uninduzierte und infizierte induzierte Zellen wurden
durchflusszytometrisch analysiert um den Prozentsatz GFP positiver Zellen (A) sowie die mittlere Fluoreszenzintensitat (B)
zu bestimmen. n=32.

Die infizierten und ggf. induzierten Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung

4-25). Trotz einer sehr hohen Variabilitat zwischen den Messwerten der verschiedenen Tiere konnte
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ein signifikanter Anstieg der Prozentzahl positiver Zellen nach Induktion TES infizierter Zellen (p<0,05)
von 5,7+5,2% auf 29,6+23,6% gemessen werden.

Auch die Fluoreszenzintensitat zeigte eine signifikante Induktion (p<0,05) um Faktor 58 (58,3+35,5)
auf durchschnittlich 1383 (1382,5+646,3).

4.4.1.2 BMP-2 Expression

TREBMP-2SFrtTA — infizierte Kaninchenchondrozyten wurden mittels BMP-2-Quantifizierung im
Uberstand von im Monolayer kultivierten Zellen beziiglich ihrer Induzierbarkeit getestet. Es sollte
damit gezeigt werden, dass im Tierversuch nicht induzierte bzw. 50 % induzierte TREBMP-2SFrtTA

infizierte Zellen grundsatzlich zur regulierten BMP-2 Expression fahig sind.

25 Abbildung 4-26: Regulierte BMP-2 Expression in Kaninchenchondrozyten fiir
l den Tierversuch in vitro

20 TREBMP-2SFrtTA infizierte kCZ aller Tiere des Tierversuchs wurden in vitro
E beziiglich der Induzierbarkeit der regulierten BMP-2 Expression getestet. Die
= 15 sekretierte BMP-2 Menge in 72 h Zellkulturiiberstanden wurde durch ELISA
f quantifiziert. Alle Messwerte wurden auf 24h und 1x10° Zellen normiert.
a 10 n=32.
=
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TREBMP-2SFrtTA infizierte Zellen zeigen nach Induktion mit Doxyzyklin einen signifikanten (p<0,05),
75-fachen Anstieg (74,6+37,6-fach) der BMP-2 Expression gegenlber der BMP-2 Expression
uninduzierter TBS Zellen (Abbildung 4-26). Die BMP-2 Expression uninfizierter Zellen Gberstieg nicht

den Hintergrundlevel.
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4.4.2 Invitro Analyse infizierter Zellen in Fibrinclots

Um ein dhnliches Milieu verglichen mit der in vivo Situation zu simulieren wurden die infizierten
Zellen in hoher Dichte in dreidimensionalen Fibrinclots kultiviert. Nach 10-tagiger Kultur wurden

diese beziglich Transgenexpression und Funktionalitat des exprimierten Proteins analysiert.

4.4.2.1 eGFP Expression

Die Induktion der eGFP Expression bei Kultur TREeGFPSFrtTA infizierter Kaninchenchondroyzten in

Fibrinclots wurde fluoreszenzmikroskopisch Gberprift (Abbildung 4-27).

Abbildung 4-27: Induktion der eGFP Expression in
Kaninchenchondrozyten des Tierversuchs in in vitro Fibrinclots

TREeGFPSFrtTA infizierte und uninfizierte Zellen wurden in in vitro
Fibrinclots kultiviert, um den in vivo Zustand zu imitieren. Nach
Zugabe von 1 pg/ml Doxyzyklin wurden durchlicht- und
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Clots angefertigt.
Gezeigt sind exemplarisch die Zellen eines Tieres.
Mafstabsbalken =200 pm.

Nach Zugabe von Doxyzyklin zum Medium ist eine Induktion der eGFP Expression auch in der 3 - D —

Kultur erkennbar.

4.4.2.2 BMP-2 Expression

Auch die induzierbare BMP-2 Expression TBS infizierter primarer Kaninchenchondrozyten wurde in
Fibrinclots untersucht. Die Expression nach Induktion lag bei durchschnittlich 1,4 ng BMP-2/ml.
Jedoch zeigten sich zwischen der BMP-2 Expression der einzelnen Clots sehr deutliche

Schwankungen. Die Induktion TBS infizierter Zellen war signifikant (p=0,005).
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4000 Abbildung 4-28: Induktion der BMP-2 Expression in
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4.4.2.3 Proteoglykansynthese durch BMP-2 exprimierende Zellen in in vitro Clots

Auch in Fibrinclots sollte gezeigt werden, dass die regulierte lentivirale Expression von BMP-2
ausreichend ist um downstream Prozesse zu aktivieren. Daflir wurden Fibrinclots mit transduzierten
Chondrozyten des Tierversuchs fiir zehn Tage kultiviert, anschliefend fixiert und in Paraffin
eingebettet. Die geschnittenen Paraffinclots wurden mit Alzianblau gefarbt, um

Proteoglykansynthese, ein Marker fiir Chondrogenese, zu detektierten (Abbildung 4-29).

W Abbildung 4-29: Nachweis BMP-2-induzierter Proteoglykansynthese in Fibrinclots

TBS-transduzierte Chondrozyten des Tierversuchs wurden fir zehn Tage in
Fibrinclots kultiviert. Fixierte Clots wurden geschnitten und mit Alzianblau gefarbt,

untx
um Proteoglykane, die im Zuge der Chondrogenese synthetisiert werden, zu
detektieren. MalRstabsbalken = 200 pum.

TBS

TBS+D

Nach Induktion der BMP-2 Expression durch Zugabe von Doxyzyklin konnte eine deutliche
Proteoglykansynthese durch TBS infizierte Zellen in 3D-Kultur gezeigt werden. Uninfizierte und

uninduzierte Clots zeigten keine Farbung mit Alzianblau.
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4.4.3 Analyse des regenerierten Gewebes

Schlief3lich sollte das in vivo regenerierte Gewebe hinsichtlich seiner Qualitat und Vergleichbarkeit zu

nativem Knorpelgewebe untersucht werden.

4.4.3.1 BMP-2 Expression

Um zu zeigen, dass die Regulation der BMP-2 Expression auch in vivo moglich ist, wurde die BMP-2

Genexpression des regenerierten Gewebes im Defekt auf RNA Ebene quantifiziert.

120 Abbildung 4-30: Regulation der BMP-2
Expression in vivo

Autologe Kaninchenchondrozyten wurden ex
vivo mit dem Ein — Vektor — BMP-2 Konstrukt
infiziert. Kontrollzellen blieben uninfiziert. Die
30 Zellen wurden in einer Fibrinklebersuspension
in einen Doppeldefekt im Kniegelenk
weiblicher, weiler Neuseelander reimplantiert.
Tiere, die TBS infizierte Zellen erhalten haben,
blieben entweder uninduziert oder wurden
40 durch Gabe von 200 pg/ml Doxyzyklin im
Trinkwasser induziert. Dabei erfolgte die
Induktion Uber 4 Wochen (100%) oder die

100

60

2E-ddCT

20 ersten zwei Wochen (50%). Nach vier Wochen
wurde das regenerierte Gewebe hinsichtlich
- i der BMP-2 Expression analysiert. Alle Werte
0 wurden auf 18S normiert. n = 8.
& s 5
& ®

Zunachst wurden daflr autologe Kaninchenchondrozyten ex vivo mit TREBMP-2SFrtTA- Lentiviren
infiziert. Nach der Expansion in vitro wurden die Zellen in einen kiinstlich gesetzten, osteochondralen
Doppeldefekt in Form einer Zell-Fibrinklebersuspension reimplantiert. Den Tieren der untx -
Kontrollgruppe wurden uninfizierte Zellen implantiert. Drei Versuchsgruppen erhielten TBS- infizierte
Zellen. Die TBS-Gruppe diente als Kontrolle und erhielt Uber die ganze Versuchsdauer kein
Doxyzyklin. Die Tiere der TBS 100 % Gruppe erhielten tber die kompletten vier Wochen Trinkwasser,
welches mit 200 pg/ml Doxyzyklin versetzt wurde, wodurch die tet-vermittelte BMP-2 Expression
induziert werden sollte. Eine zusatzliche TBS 50 % Gruppe sollte Aufschluss dariiber geben, ob die
tet-induzierte Genexpression in vivo wieder abgeschaltet werden kann. Diese Tiere erhielten

Doxyzyklin in den ersten zwei Wochen des Versuchs, nicht aber in der zweiten Versuchshalfte.
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Die Messung der BMP-2 Expression im Reparaturgewebe ergab, dass eine signifikante Induktion der
BMP-2 Expression (p= 0,002) nach Implantation von TBS Zellen um Faktor 26,5 erreicht werden kann
(Abbildung 4-30). Zudem konnte gezeigt werden, dass die tet-vermittelte BMP-2 Expression in vivo
nach der Wegnahme von Doxyzyklin innerhalb von zwei Wochen auf das Hintergrundlevel
zurlickgeht.

Die weitere Analyse der induzierbaren BMP-2 Expression im Defektgewebe auf Proteinebene durch
ELISA ergab allerdings keine messbare BMP-2 Expression nach Induktion der Transgenexpression

oder in den Kontrollen.

4.4.3.2 Histologische Analyse des Reparaturgewebes im osteochondralen Defekt

Bisher konnte lediglich das Regenerationsgewebe einzelner Tiere ausgewertet werden. Einen ersten
Aufschluss Gber den Einfluss von lentiviral exprimiertem BMP-2 auf den Heilungsprozess sollte die
histologische Untersuchung des Reparaturgewebes, welches im osteochondralen Defekt entstanden
war, geben. Dazu wurden Paraffinschnitte der fixerten und entkalkten Knochenscheiben mit
enthaltenem osteochondralen Defekt aller Gruppen, mit Hamatoxylin und Eosin bzw. Alzianblau
gefarbt (Abbildung 4-31).

Eine knorpelspezifische, sdulenartige Anordnung der Zellen, sowie eine Mineralisierung war im
Reparaturgewebe aller Gruppen nicht zu erkennen. Gegeniiber nativem hyalinen Knorpelgewebe
wies das regenerierte Gewebe im osteochondralen Defekt eine ungeordnete Struktur mit einer
hohen Dichte an neutrophilen Granulozyten auf. Die Detektion der eingebrachten Knorpelzellen im
Reparaturgewebe war in diesem Versuchsaufbau nicht moglich.

Obwohl das entstandene Gewebe gegeniiber dem nativen Knorpelgewebe deutlich abgesetzt ist,
weist es jedoch keine nekrotischen Merkmale auf.

Die Gabe von Doxyzyklin, d.h. die Induktion der BMP-2 Expression hatte keinen Einfluss auf die
Regeneration. Sowohl, nach Implantation uninfizierter Chondrozyten, als auch nach dem Einbringen
TBS-infizierter Zellen und Induktion mit Doxyzyklin konnte keine Verbesserung der Qualitdt des
Regenerationsgewebes oder eine Verbesserung der Einheilung erreicht werden.

Lediglich im Bereich des nativen Knorpels, jedoch nicht im Bereich des Defekts, konnten
knorpelspezifische Proteoglykane mittels Alzianblau angefarbt werden. Auch dabei gab es keinen
Unterschied zwischen Implantation uninfizierter und TBS-infizierter bzw. mit und ohne Induktion

durch Doxyzyklin.
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Abbildung 4-31: HE- und Alzianblau-Farbung des Reparaturgewebes im osteochondralen Defekt

Paraffinschnitte jedes Tieres wurden mit Himatoxylin und Eosin (A) bzw. Alzianblau (B) gefarbt. Gezeigt sind reprasentative
Farbungen eines Tieres jeder Gruppe. Untx = Kontroll-Gruppe mit untransduzierten Zellen, TBS 0% = Gruppe mit TBS
infizierten Zellen ohne Induktion mit Doxyzyklin, TBS 100% = Gruppe mit TBS infizierten Zellen, Induktion flr vier Wochen.
Die Pfeile kennzeichnen den Ubergang des Defekts zu nativem Gewebe. Massstabsbalken = 100 um (nativer hyaliner
Knorpel oben) bzw. 500 um (nativer hyaliner Knorpel unten, untx, TBS 0%, TBS 100 %).
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5 DISKUSSION

5.1 Therapie von Knorpeldefekten

Die erfolgreiche Therapie von Knorpeldefekten stellt auch heute noch, aufgrund der mangelhaften
Selbstheilungskapazitat von Knorpelgewebe, eine groRe Herausforderung dar [103, 133, 134].
Konventionelle Therapien, wie die autologe Chondrozyten-Transplantation und Mikrofrakturierung,
fiihren zwar zundchst zu zufriedenstellenden klinischen Ergebnissen, jedoch besteht das
Reparaturgewebe haufig aus weichem Faserknorpel. Gegenliber nativem, hyalinen Knorpel weist
Faserknorpel andere mechanische und chemische Eigenschaften, z. B. einen wesentlich geringeren
Gehalt an knorpelspezifischem Kollagen Typ Il, auf. In Folge dessen treten auf lange Sicht haufig
dhnliche, degenerative Veranderungen auf, wie sie ohne Behandlung zu beobachten sind. Daher
besteht die Notwendigkeit, bisherige Therapien zu optimieren [13, 14].

Optimalerweise sollte eine potentielle Knorpeltherapie einfach anzuwenden und kosteneffizient sein.
Sie sollte eine hohe Erfolgsrate und wenig assoziierte Komplikationen aufweisen. Angestrebt wird ein
gutes Wachstum der Chondrozyten im Defekt und die Entstehung von hyalinem Knorpel [1].
Verfahren wie Gentherapie und tissue engineering, basierend auf autologen Chondrozyten oder
mesenchymalen Stammzellen, welche in Chondrozyten differenzieren kdnnen, gewinnen daher mehr
und mehr an Bedeutung [14, 135].

Die Applikation von rekombinanten Wachstumsfaktoren, wie z. B. bone morphogenic proteins (BMP)
und transforming growth factors 8 (TGF-B), zeigte bereits, dass manche Wachstumsfaktoren, die
Therapie von osteochondralen Defekten positiv beeinflussen kénnen [13, 136].

Jedoch ist der Effekt lediglich transient. Fir eine klinisch relevante Wirkung sind daher hohe Dosen
und wiederholte Applikationen notwendig, welche mit hohen Kosten einhergehen und ein
Infektionsrisiko fiir das Gelenkes beinhalten [137, 138].

Neben wenig effizienten non-viralen Genvektoren stellen virale Therapien eine vielversprechende
Alternative zur Expression von therapeutischen Genen dar [135, 139, 140].

Der Transfer von Transgenen zu Gelenken zum Zwecke der Therapie mit adenoviralen [88, 97, 141-
144], adeno-assoziierten [145], lentiviralen [146] und retroviralen Vektoren [88, 147, 148] wurde
bisher in der Literatur beschrieben.

Gegenliber adenoviralen Vektoren zeigen Retroviren eine geringere Immunogenitat und
ermoglichen, aufgrund der Integration ins Wirtsgenom, eine stabile Transgenexpression. Die

Infektion primarer Chondrozyten mit retroviralen Vektoren fihrt zu 80-90% positiven Zellen und
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auch eine stabile Expression von BMP-2 nach retroviraler Transduktion wurde bereits in vitro, als
auch in vivo, gezeigt [149]. Auch Carlberg hat eine hohe Transduktionsrate von Giber 90% beschrieben
bei Infektion mesenchymaler Stammzellen mit retroviralen Vektoren [95].

Die Kombination von Wachstumsfaktoren mit tissue engineering erscheint vielversprechend fir die
Therapie von osteochondralen Ladsionen [135]. Zellen, die durch ex vivo Modifikation die
Uberexpression von Wachstumsfaktoren erlauben, bevor sie fiir tissue engineering zum Einsatz
kommen, fihren zu verstarkter Matrix-Synthese [96, 140, 141, 150, 151]. Unterstiitzend werden
verschiedene Tragermaterialien, wie z. B. Kollagen-Schwamme, Fibrinkleber und Hyaluronan, fir

Chondrozyten diskutiert, die das Ansiedeln der implantierten Zellen im Defekt erleichtern [152-155].

5.2 Lentivirus-vermittelte regulierte Expression von Transgenen in chondrogenen Zellen

Lentiviren, eine Unterart der Retroviren, besitzen die Fahigkeit neben sich teilenden auch ruhende
Zellen infizieren zu koénnen. Fir gentherapeutische Zwecke wurden auRerdem sicherere,
selbstinaktivierende (SIN), lentivirale Vektoren etabliert. Sie enthalten eine Deletion im 3°LTR, welche
Promotor- und Enhancerelemente umfasst. Das Risiko von Aktivierung ungewollter Genexpression
nach Integration ins Wirtsgenom wird somit minimiert [64].

Auch selbstinaktivierende, y-retrovirale Vektoren wurden konstruiert. Sie haben jedoch in Hinblick
auf eine gentherapeutische Anwendung entscheidende Nachteile gegeniliber entsprechender
lentiviraler Vektoren: So weist das Integrationsmuster retroviraler Vektoren ins Wirtsgenom eine
Anhaufung in oder nahe bei krebsassoziierte Genen auf, was zu unerwiinschten Nebenwirkungen,
wie der Entstehung einer Krebserkrankung fiihren kann. Eine derartige Tendenz wurde fir lentivirale
Vektoren nicht festgestellt [156-158]. Ein weiterer Aspekt ist das geringe Sicherheitsrisiko bei der
Produktion lentiviraler Vektoren. Durch das sog. split genome Verfahren, bei dem die bendtigten
viralen Gene durch unterschiedliche Plasmide kodiert werden, um das Entstehen pathogener Viren
durch Rekombination zu vermindern, konnte sowohl die y-retro-, als auch die lentivirale
Virusproduktion sicherer gestaltet werden. Dabei kann durch das lentivirale Verpackungssystem der
dritten Generation bei dem alle benétigten Sequenzen in trans durch drei Plasmide kodiert werden,
im Vergleich zu zwei Plasmiden zur Retrovirusproduktion, eine Minimierung des Rekombinations-
Risikos erreicht werden [63].

Um eine schadliche Dauerexpression eines integrierten Transgens nach lentiviraler Infektion zu

vermeiden, erscheint die Anwendung eines regulierbaren Systems sinnvoll [119, 120]. Nicht-viral hat
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sich bereits das Tet on — System als geeignet zur Expression von Transgenen in Chondrozyten
herausgestellt [126].

Das Tet on — System erscheint fir viele Anwendungsgebiete sinnvoller als das urspriingliche Tet off —
System, da die Expression des Transgens gezielt durch Gabe des Effektors induziert werden kann und
nicht, wie es das Tet off — System voraussetzt, eine dauerhafte Gabe zur Unterdriickung der
Genexpression notig ist.

Die Regulation der Genexpression mittels Tet on — System zeichnet sich durch eine hohe Spezifitat
und eine geringe Hintergrundaktivitdat aus [116]. Zudem ist es nicht toxisch [119, 120] und die
Transgenexpression ist komplett reversibel [159].

Durch Verwendung von SIN Vektoren und Tetracycline responsive elements der zweiten Generation —
TRE¢gnt - kann die leakiness tet-vermittelter Genexpression, d.h. eine Restaktivitdat im off-Zustand,
minimiert werden [118].

Gegeniiber dem nativen TRE liegen die 7 tetO Sequenzen von TREyg: ndher beieinander und
potentielle Bindestellen fiir endogene Transkriptionsfaktoren wurden entfernt [www.clontech.com].
Des Weiteren kann durch Verwendung des rtTA2S-M2 — Transaktivators, der eine leicht gednderte
Aminosaurefolge gegeniber rtTA aufweist, die Stabilitat und Sensitivitdt gegeniiber Doxyzyklin um
ein Vielfaches erhoht werden [121].

Die Kontrolle der Expression des Transaktivators kann durch verschiedene, z.B. virale oder
gewebespezifische Promotoren erfolgen [116]. Getestet wurden, im Rahmen dieser Arbeit, der virale
immediate early Zytomegalievirus-Promotor (CMV), der Phosphoglyzerat-Haushaltspromotor (PGK)
und der starke, virale spleen focus forming virus-Promotor (SF).

Die Anwendung verschiedener Promotoren ermdoglichte den Vergleich der Starke der Promotoren
und sollte zelltypspezifische Unterschiede zeigen. Eine moglichst hohe Transgen-Expression sollte in
erster Linie durch die starken, viralen Promotoren erfolgen. Da bei viralen Promotoren grundsatzlich
die Moglichkeit des epigenetischen Silencings durch Methylierung besteht, wurde zuséatzlich die
Expression durch den ubiquitar aktiven Haushaltspromotor analysiert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die tet-vermittelte Genexpression mit dem eGFP
Reportergen optimiert. Dazu wurden sowohl der optimierte reverse Transaktivator (rtTA2S5-M2) als
auch TREygn verwendet.

Bereits in CMS5 — Zellen konnte gezeigt werden, dass der SF — Promotor, gegenliber dem analogen
Konstrukt mit PGK-Promotor bei Verwendung des Zwei — Vektor — Systems, eine stdrkere Induktion
des Prozentsatzes GFP positiver Zellen nach Doxyzyklin-Gabe erméglicht (Abbildung 4-1). Auch in der

chondrogenen Zelllinie ATDC5 war die Induktion durch SF — Promotor getriebene Konstrukte starker
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als durch PGK-Promotor getriebene Konstrukte. Als am wenigsten geeignet zur Anwendung im Tet
on — System in diesen Zellen erwies sich der CMV-Promotor.

Zur Anwendung tet-vermittelter Expression in primaren Kaninchenchondrozyten in vitro erwies sich
ebenfalls der SF — Promotor als am Geeignetsten zur Expression des Reportergens eGFP wohingegen
der CMV — Promotor die geringste Induzierbarkeit und niedrigsten absoluten Werte nach Induktion
aufwies. Verglichen mit der konstitutiven eGFP Expression ist die regulierte Expression nach
Induktion jedoch bis zu Faktor 11 schwacher (Abbildung 4-5).

Des Weiteren kann zwischen Anwendung des Ein — und Zwei — Vektor — Tet on — Systems
unterschieden werden. Als vorteilhafter erscheint dabei das Ein — Vektor — System, bei dem
Transaktivator- und Response- Anteile auf einem Plasmid vorliegen [160].

Neben der Reduktion der bendtigten Gesamtvirusmenge ist ein weiterer Vorteil des Ein — Vektor —
Systems, dass sichergestellt wird, dass Responsekomponente und Transaktivator in derselben Zelle
vorliegen.

In CMS5-Zellen konnte nach Verwendung des Ein — Vektor — Systems zur eGFP Expression und
Induktion zwar ein prozentual hoherer Anteil an positiven Zellen, vergleichbar mit konstitutiver
Expression, und eine hohere MFI als mit dem analogen Zwei — Vektor — System erreicht werden,
jedoch zeigte sich eine hohe Zahl GFP exprimierender Zellen ohne Zugabe von Doxyzyklin (Abbildung
4-3).

Die Uberlegenheit der Expression des Ein-Vektor-Systems gegeniiber dem Zwei — Vektor — System
konnte auf ATDC5-Zellen nicht eindeutig bestdtigt werden. Zwar konnte mit dem Ein — Vektor —
System ein héherer Prozentsatz GFP exprimierender Zellen nach Induktion erreicht werden, jedoch
war die maximale, absolute, mittlere Fluoreszenzintensitdt nach Verwendung des Ein — Vektor —
Systems hoher. Die Induktionsfaktoren der Prozent positiven Zellen und der mittleren
Fluorezenzintensitat durch Ein — und Zwei — Vektor-System unterschieden sich kaum (Abbildung 4-7).
In primaren Kaninchenchondrozyten wurden nach Verwendung des Zwei-Vektor-Systems 19,2+1,1%
eGFP exprimierende Zellen erreicht mit einer mittleren Fluoreszenzintensitdt von 434,7+57,6. Im
Gegensatz dazu lag der Prozentsatz an eGFP positiven Zellen nach Infektion mit dem Ein — Vektor —
System bei 36,8+0,5% und die mittlere Fluoreszenzintensitat bei 535,1+3,7 (Abbildung 4-5).

Ein viel beschriebenes Problem, vor allem des Ein — Vektor — Systems, ist die Restaktivitat im nicht
induzierten Zustand [118].

Sie entsteht durch eine Hintergrundexpression durch intakte virale LTR Sequenzen. Durch
Verwendung von SIN-Vektoren kann eine Restaktivitat bereits verringert werden. Aber wie von Pluta
et al. gezeigt, kann trotzdem, ohne Induktion, abhdngig vom Zelltyp, eine bis zu 30-fach héhere B-gal-

Expression verglichen mit Kontrollzellen, gemessen werden [118]. Weitere Versuche von Pluta
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zeigten, dass durch Verwendung des TREg: die Hintergrundexpression von lacZ und eGFP auf ein
Minimum reduzieren kann [118].

Ein weiterer entscheidender Aspekt bei der Minimierung der Hintergrundexpression ist die
Anordnung der bendétigten Sequenzen auf dem Ein — Vektor — Plasmid. Dabei ist zu beachten, dass
keine Aktivierung des TREs durch den konstitutiven Promotor des Transaktivators erfolgen kann
[160].

Diese sog. leakiness wurde in der vorliegenden Arbeit, lediglich in CMS5-Zellen nach Infektion mit
dem TES-Konstrukt, hinsichtlich des Prozentsatzes eGFP positiver Zellen beobachtet.

Nach Optimierung der tet-vermittelten Transgenexpression erwies sich das Ein — Vektor — System
gegenilber dem Zwei — Vektor — System (iberlegen. Die optimalen Bedingungen wurden anschliefend

auf therapeutische Transgene, wie BMP-2 und WISP-3, ibertragen.

5.2.1 Regulierte BMP-2 Expression in autologen Chondrozyten zur Therapie von
Knorpeldefekten

Es wurde bereits vielfach gezeigt, dass die Transplantation von autologen Chondrozyten in einen
Knorpeldefekt die Heilung der Knorpellasion verbessert [15, 22, 161]. Die autologe Chondrozyten —
Transplantation (ACT) ist heute eine haufig angewandte Methode zur Therapie von chondralen
Defekten. Bisher kann jedoch noch keine vollstdndige Regeneration von Kollagen Typ Il reichem,
artikuldren Knorpelgewebe erreicht werden.

Gleichzeitig wird rekombinantes BMP-2 Protein bereits erfolgreich zur Therapie von osteochondralen
Defekten angewandt. Jedoch ist eine derartige Therapie durch einen hohen finanziellen und
therapeutischen Aufwand limitiert [13]. Das BMP-2 Transgen erscheint daher aber als ein geeignetes
Kandidatengen fiir eine gentherapeutische Herangehensweise, die die Produktion des Transgens in
situ ermoglicht.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Kombination eines gen- und zelltherapeutischen Ansatzes,
basierend auf BMP-2 exprimierenden Chondrozyten, zur Therapie von Knorpelschaden
charakterisiert werden.

Durch retrovirale Expression in Kaninchenchondrozyten konnte bereits die Expression ausreichender
Mengen an BMP-2 in vitro und in vivo gezeigt werden um Funktionalitdt und damit die Verbesserung
der Knorpelheilung, d. h. ein Anstieg des Proteoglykangehalts, des ICRS scores und der Kollagen Typ Il

Expression in vivo zu erreichen [78].
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In der vorliegenden Arbeit sollte die regulierte, lentiviral vermittelte Expression des therapeutischen
BMP-2 Transgens in Chondrozyten untersucht werden. Auf diese Weise kann die BMP-2 Expression
nach Abschluss des Heilungsprozesses abschaltet werden und eine moglicherweise schadliche
Dauerexpression wird verhindert.

Bereits in Vorversuchen in CMS5-Zellen zeigte sich, dass das Ein — Vektor — System auch zur BMP-2
Expression besser geeignet scheint als das Zwei-Vektor-System. Durch Verwendung des SF —
Promotor getriebenen Konstrukts konnte nach Induktion eine maximale BMP-2 Expression von 9,8 ng
BMP-2/ ml (9,8+2,3 ng BMP-2/ ml, normiert auf 1x10° Zellen und 24 h) erreicht werden (Abbildung
4-6).

Die Analyse tet — regulierter BMP-2 Expression auf ATDC5 — Zellen ergab ebenfalls eine maximale,
regulierbare BMP-2 Expression nach Verwendung des Ein — Vektor — Systems mit SF — Promotor
getriebenem Transaktivator (Abbildung 4-7). Die erreichte BMP-2 Konzentration lag mit
durchschnittlich 1,8 ng BMP-2/ ml (1,8£0,7 ng BMP-2/ ml, normiert auf 1x10° Zellen und 24 h)
deutlich unter den BMP-2 Konzentrationen die in CMS-5 Zellen erreicht werden konnten.

Durch regulierte Genexpression erreichte BMP-2 Konzentration nach Induktion infizierter, primarer
Kaninchenchondrozyten in vitro ist schlieRlich mit durchschnittlich circa 15 ng/ml (15,5+#1,1 Ein —
Vektor — System bzw. 14,620,4 BMP-2 Zwei — Vektor — System, 24 h, 1x10° Zellen; Abbildung 4-8) in
vergleichbarer Gré6Renordnung wie die funktionelle BMP-2 Konzentration, circa 20 ng/ml BMP-2, die
bei konstitutiver Expression mit retroviralen Vektoren erreicht werden kann [149]. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die BMP-2 Expression ausreichend ist, um eine Verbesserung der
Knorpelqualitat zu erreichen, jedoch keine vollstandige Heilung moglich ist.

Durch Expression mit dem Ein — Vektor Tet on — Konstrukt konnte eine geringfligig hohere, maximale
BMP-2 Expression, gegenliber dem Zwei — Vektor — System erreicht werden (TE+S = 14,6 ng/ml, TES =
15,5 ng/ml, Abbildung 4-8).

Leakiness, d.h. eine starke Hintergrund-Expression im abgeschalteten Zustand bei Verwendung des
Ein — Vektor — Systems, wurde auller bei Verwendung des Konstrukts mit PGK getriebenem
Transaktivator, nicht beobachtet.

Im Hinblick auf die mogliche humane Anwendung tet — regulierter BMP-2 Expression konnte
auBerdem gezeigt werden, dass auch in humanen Chondrozyten eine 26-fache Induktion der BMP-2
Expression erreicht werden kann (Abbildung 4-9). Die BMP-2 Expression nach Induktion ist dabei mit
58,5+6,5 ng BMP-2/ ml lediglich um Faktor drei geringer, als die konstitutive BMP-2 Expression
(207,5£1,9 ng BMP-2/ ml).

In humanen Chondrozyten kann somit durch regulierte Expression die 3,8-fach héhere Menge an

BMP-2 verglichen mit Kaninchenchondrozyten erreicht werden, was moglicherweise auf eine bessere
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Infizierbarkeit der humanen Zellen oder einer starkeren Aktivitdt der verwendeten Promotoren in
diesen Zellen hindeutet.

In Hinblick auf eine in vivo Anwendung wurde im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich die Kinetik der tet-
regulierten BMP-2 Expression in primadren Kaninchenchondrozyten untersucht (Abbildung 4-12). Die
nahere Untersuchung der Kinetik tet — vermittelter BMP-2 Expression ergab einen Anstieg der BMP-2
Expression in den ersten vier Tagen nach Zugabe von Doxyzyklin bis an Tag finf die maximale
Induktion erreicht war. Durch Wegnahme von Doxyzyklin konnte bestatigt werden, dass die Tet —
regulierte Expression vollstdndig reversibel ist und innerhalb weiterer vier Tage auf das
Hintergrundlevel abgeschaltet werden kann. Die Kinetik des Abschaltens ist der Faktor aus den
Halbwertszeiten von Doxyzyklin, des Transaktivators und des BMP-2 Proteins.

Da mit dem spleen focus forming Virus Promotor ein starker, viraler Promotor zur Expression des
Transaktivators eingesetzt wurde, musste auRerdem untersucht werden ob epigenetische
Methylierung des Promotors, erkennbar anhand einer geringeren Transgen-Expressionsstarke,
auftritt. Die Dauerinduktion der tet-vermittelten BMP-2 Expression Uber einen therapeutisch
relevanten Zeitraum von 24 Tagen zeigte jedoch im Mittel kein Absinken der Genexpression durch
Silencing (Abbildung 4-13). Es wird daher davon ausgegangen, dass keine Methylierung aufgetreten
ist.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die tet-kontrollierte BMP-2 Expression erneut induziert
werden kann, ohne einen deutlichen Verlust der Effizienz (Abbildung 4-14). Dies konnte bei
mangelnder Effizienz der initialen Therapie oder bei erneut auftretenden Schaden sinnvoll sein.
Sowohl bei primdren Kaninchenchondrozyten, als auch bei humanen Chondrozyten konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die durch regulierte, lentivirale Expression gebildete
Menge an BMP-2 ausreichend ist, um downstream Prozesse in Gang zu setzen (Abbildung 4-16 und
Abbildung 4-17). So konnte, nach Induktion der tet - vermittelten BMP-2 Expression, eine deutlich
gesteigerte Produktion von Proteoglykanen durch transduzierte Kaninchenchondrozyten und
humanen Chondrozyten beobachtet werden.

Die Verwendung von Kaninchenchondrozyten erlaubte weiterhin die relative Quantifizierung der
Proteoglykansynthese durch Extraktion des Alzianblau-Farbstoffes. Diese bestatigte eine bis zu 13-

fachen Anstieg der Proteoglykansynthese nach tet-induzierter BMP-2 Expression.

In einem nachsten Schritt wurde die tet-regulierte BMP-2 Expression in einem etablierten
Kaninchen - Defektmodell analysiert. Daflir wurden autologe, primare Chondrozyten mit lentiviralen
Uberstinden mit dem BMP-2 kodierenden Ein — Vektor — Konstrukt infiziert und in einer
Fibrinklebersuspension in einen kiinstlich gesetzten, osteochondralen Defekt eingebracht.
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Parallel erfolgte die Analyse der Induzierbarkeit der tet-vermittelten eGFP und BMP-2 Expression in
vitro bei Zellen jedes Tieres.

Bereits dabei zeigte sich, dass die Expression von eGFP und BMP-2 in den Zellen verschiedener
Donoren, nach Induktion durch Doxyzyklin, in vitro sehr stark variiert. Eine Gegentiberstellung der
eGFP und BMP-2 Expression durch transduzierte Chondrozyten verschiedener Tiere befindet sich im
Anhang.

Ein moglicher Grund dafilir konnte die unterschiedliche Infizierbarkeit der Zellen sein. Dafiir spricht
der stark schwankende Prozentsatz eGFP positiver Zellen nach Induktion der Transgenexpression.
Jedoch korreliert die Prozentzahl eGFP positiver Zellen nicht, wie zu erwarten ware, mit der Hohe der
mittleren Fluoreszenzintensitat. Haufig besteht jedoch ein Zusammenhang zwischen der Hohe der
mittleren Fluoreszenzintensitdt und der BMP-2 Expression.

AulRerdem wurde in vitro gezeigt, dass auch in Fibrinclots eine Induktion der Doxyzyklin-vermittelten
Genexpression sowie die Funktionalitit des gebildeten BMP-2s moglich ist (Abbildung 4-27,
Abbildung 4-28 und Abbildung 4-29).

Die Auswertung des nach vier Wochen entnommenen Reparaturgewebes ergab, dass durch Gabe
von Doxyzyklin ins Trinkwasser eine 26,5 — fache Steigerung der BMP-2 Expression gegeniiber nicht
induzierten Proben erreicht werden kann. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Doxyzyklin -
induzierte BMP-2 Expression nach zwei Wochen ohne Doxyzyklin — Gabe auf Hintergrundniveau lag.
(Abbildung 4-30). Mit diesem Versuchsaufbau konnte jedoch nicht schliissig bewiesen werden, dass
die BMP-2 Expression der TBS 50% wahrend der zweiwdchigen Induktion angestiegen war.

Auch in vivo waren grofRe Schwankungen hinsichtlich der Messwerte verschiedener Tiere zu
beobachten. Die Expressionsstarke in vitro liel des Weiteren keine Ruckschliisse auf die Hohe der
Expression in vivo zu. Aufschluss darlber gibt eine Gegenlberstellung der BMP-2 Expression durch
transduzierte Chondrozyten verschiedene Tiere in vitro und in vivo (siehe Tabelle im Anhang).

Ein moglicher Grund fir die fehlende Korrelation und die starken Schwankungen in vivo kénnte eine
unterschiedliche Anzahl angesiedelter Zellen im Defekt sein. Auch eine schwankende Aufnahme des
mit Doxyzyklin versetzten Trinkwassers und eine unterschiedlich starke Induktion der BMP-2
Expression im Gelenk ist moglich.

Dass auf Proteinebene kein Doxyzyklin-induzierbarer Anstieg der BMP-2 Expression beobachtet
werden kann, ist moglicherweise auf die bereits in vitro festgestellte, circa 10-fach geringere BMP-2
Expression in Fibrinclots, verglichen mit konstitutiver BMP-2 Expression durch Retroviren,
zuriickzufihren [Personliche Mitteilung G. Wexel, unveréffentliche Daten]. Daher lag die in vivo

produzierte BMP-2 Menge vermutlich unterhalb des Detektionslimits des BMP-2 ELISAs.
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Die Aufteilung der Tiere in die verschiedenen Gruppen erfolgte, ohne Kenntnis der in vitro
Ergebnisse, rein zufallig. Die in vitro Ergebnisse zeigte jedoch nachtraglich, dass sich durchschnittlich
bis schwach exprimierende Tiere in der TBS+D Gruppe befanden. Ob stark in vitro exprimierende
Tiere, wie z. B. die Tiere 10, 13 und 18, zu einer starkeren Expression in vivo und somit zu einer auf
Proteinebene messbaren BMP-2 Konzentration im regenerierten Gewebe gefiihrt hatte ist daher
unklar.

Des Weiteren erforderte der Versuchsaufbau, anders als nach Implantation konstitutiv, retroviral
BMP-2 exprimierender Zellen, die effiziente Induktion der Transgenexpression in vivo durch Gabe
von Doxyzyklin im Trinkwasser.

Vermutlich ist somit die in situ BMP-2 Expression auch zu gering um eine Verbesserung des
Heilungsprozesses zu bewirken.

Histologisch wies das entstehende Gewebe keine knorpelspezifischen Eigenschaften, wie z. B die
Synthese von Proteoglykanen, auf (Abbildung 4-31). Weder ungeordnete Knorpelzellen, wie es bei
Faserknorpel zu erwarten ware, noch sdulenartig angeordnete Knorpelzellen, wie bei nativem
hyalinem Knorpel, waren zu erkennen. Durch das Setzen des osteochondralen Defekts fand
vermutlich ein Entzlindungsprozess statt, wodurch der Defekt in erster Linie mit neutrophilen
Granulozyten gefiillt war.

Es konnte kein histologischer Unterschied nach Implantation uninfizierter bzw. TBS infizierter sowie
vor oder nach Induktion beobachtet werden.

Bei bisherigen Versuchen zur Therapie osteochondraler Defekt im Kaninchenknie, basierend auf
rekombinantem BMP-2, wurden BMP-2 Mengen zwischen 1 pg und 40 pg in verschiedenen
Tragermaterialien wie Alginatspharen, Kollagen- und Gelantine-Schwamme eingesetzt [13, 151, 162].
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass bereits geringe Mengen, z. B. 1 ug, ausreichend sind, um eine
Verbesserung der Knorpelheilung zu erreichen [162].

In vitro konnte, im Rahmen der vorliegenden Arbeit, durch regulierte, lentiviral vermittelte
Expression eine BMP-2 Menge von 15 ng durch 1x10° Zellen erreicht werden. Da fiir die Implantation
5x10° Zellen verwendet wurden ist selbst im optimalen Fall, falls alle Zellen im Defekt anwachsen und
im Gelenk induziert werden, die BMP-2 geringer als die verwendetet Menge an rekombiantem BMP-
2.

Es wird die Optimierung der Transduktion der autologen Zellen, evtl. durch Verldngerung der
Infektionsdauer auf 24 h, und eventuell die Implantation einer groRReren Zellzahl [163] notig sein um
die BMP-2 Konzentration im Defekt zu steigern. Weiterhin ist es sinnvoll die Knorpelregeneration

nach einem langeren Zeitraum, z. B. 12 Wochen, zu beurteilen.
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Zudem ist es sinnvoll dass Verbleiben der implantierten Zellen im Defekt zu Uberpriifen. Die
Detektion implantierter Zellen konnte histologisch durch eine zusatzliche Gruppe mit eGFP
transduzierten Zellen erfolgen.

Eine weitere Moglichkeit ist die Markierung implantierter Zellen mit Kontrastmittel und die
anschlieBende Detektion mittels Magnetresonanztomographie. Van Buul et al. konnten bereits

zeigen, dass auf diese Weise, ein in vivo Nachweis implantierter humaner MSCs moglich ist [164].

Grundsatzlich konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass prinzipiell eine Induktion der
Genexpression in vivo moglich ist, aber bisher noch zu wenig BMP-2 produziert wird um eine

Verbesserung der Qualitdt des Regenerationsgewebes zu erreichen.

Neben der Knorpelbildung ist BMP-2 auch in der Knochenbildung involviert [88]. Grundsatzlich
besteht daher durch starke BMP-2 Uberexpression im Gelenk die Gefahr der ungewollten
Knochenbildung im Gelenk. Durch die Anwendung transduzierter Knorpelzellen zur Uberexpression
und Implantation wird diese Gefahr gesenkt. Moglicherweise ist auBerdem die Wahl anderer
Transgene, wie z. B. transforming growth factor beta 1 (TGFB-1), die ebenfalls eine Verbesserung der
Knorpelheilung und -qualitdt durch Reduktion der Kollagen Typ | Expression und Steigerung der

Kollagen Typ Il Expression herbeifiihren, sinnvoll [136, 165, 166].

5.2.2 Regulierte Expression von Wachstumsfaktoren in mesenchymalen Stammazellen zur
Therapie osteochondraler Defekte

Bei verschiedenen Knochenerkrankungen konnte in klinischen Studien bereits Verbesserungen durch
den Einsatz von patienteneigenen MSCs erreicht werden [167].

Neben dem osteogenen Differenzierungspotential kénnen mesenchymale Stammzellen zuséatzlich
adipogen und chondrogen differenzieren. Aufgrund ihrer Fahigkeit Knorpelgewebe hervorbringen zu
kénnen erscheinen MSCs auch vielversprechend zur Therapie chondraler bzw. osteochondraler
Defekte. Neben dem breiteren Anwendungsspektrum haben MSCs, gegeniber autologer
Chondrozyten, auBerdem den Vorteil der besseren Verfiigbarkeit.

Zusatzlich kénnen auch mesenchymale Stammzellen durch Gentherapie derart modifiziert werden,
dass sie die stabile Expression von therapeutischen Transgenen erméglichen, um die Reparatur und

Regeneration von beschadigtem oder krankem Gewebe zu férdern [103, 104].
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In diesem Zusammenhang erscheint der Einsatz lentiviraler Vektoren als besonders sinnvoll, da circa
20% der MSCs als quieszent (ruhend) beschrieben werden [168]. Im Gegensatz zu anderen,
retroviralen Vektoren, haben sie die Moglichkeit auch sich nicht teilende Zellen effizient zu infizieren.
Auch die regulierte, lentiviral vermittelte Expression von Transgenen, wie dem keratinocyte growth
factor (KGF) zur Therapie von idiopathischer Lungenfibrose, in mesenchymalen Stammzellen konnte

bereits gezeigt werden [169].

Unter Kontrolle des Tet on — Systems konnte im Laufe dieser Arbeit auf mesenchymalen Stammzellen
des Kaninchens eine 36-fache Steigerung der BMP-2 Expression nach Induktion auf RNA-Ebene
(Abbildung 4-10) sowie eine 112-fache Steigerung auf Proteinebene (Abbildung 4-11) gezeigt
werden. Die absolute Menge an sekretiertem BMP-2 lag dabei nach Induktion mit 27,3 ng BMP-2/ml
um ein 1,8-faches hoher als auf Kaninchenchondrozyten, ist jedoch deutlich geringer als die BMP-2
Konzentration nach konstitutiver lentiviraler (230 ng/ml, Abbildung 4-11) oder adenoviraler
Expression in bovinene MSCs (bis zu 120 ng/ml) [104].

Infizierte IMSCs wiesen nach Induktion der BMP-2 Expression einen erhohten Expressionslevel an
knorpelspezifischen Typ Il Kollagenen auf, welche Bestandteil von solidem, hyalinen Knorpels sind
(Abbildung 4-18). In weichem Faserknorpel ist dieser Anteil im Allgemeinen zu gering, was eine
schlechtere Knorpelqualitat zur Folge hat. Es ist daher zu vermuten, dass die Expression von BMP-2

zur Verbesserung der Qualitat des regenerierten Gewebes fliihren kdnnte.

In Bezug auf die Anwendung von mesenchymalen Stammzellen zur osteochondralen Therapie scheint
auch die Expression des Whnt-induced secreted protein 3 (WISP-3) von Bedeutung zu sein. Die
Expression von WISP-3 dndert sich im Verlauf des Differenzierungsprozesses. Das Fehlen von WISP-3
— durch Mutationen im WISP-3 Gens — fiihrt zu pseudorheumatoider Dysplasie, einer Erkrankung die
u. a. mit dem Verlust von Knorpelgewebe einhergeht [170].

Interessant fiir die Anwendung zur Knorpeltherapie ist die durch WISP-3 induzierte Verstarkung der
Kollagen Typ Il Produktion liber Aktivierung der MAPK Signalkaskade (Abbildung 5-1) [87, 94].
Bisheriges Regenerationsgewebe ist charakterisiert durch einen sehr geringen Gehalt an Kollagen Typ
I, anders als in solidem, artikuliren Knorpelgewebe [165]. Mit Uberexpression von WISP-3 kénnte
somit durch erhdhte Kollagen Typ Il Produktion moglicherweise die Verbesserung der Qualitat des

regenerierten Gewebes erreicht werden.
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BMP-2
Smad Signalkaskade WISP-3
Kollagen Typ| MAPK Signalkaskade (p38 MAPK)
Faserknorpel Sox 9 Aggrekan
KollagenTyp I

Artikuldrer Knorpel

Abbildung 5-1: Uberblick iiber BMP-2 aktivierte downstream Prozesse

BMP-2 aktiviert tber die Smad-Signalkaskade die Synthese von Kollagen Typ |. Zusatzlich wird lber die Aktivierung von
WISP-3 und den MAPK Signalweg die Expression von Aggrekan, Sox9 und des knorpelspezifischen Kollagen Typ Il induziert
(87,94, 171].

Durch lentivirale Transduktion lasst sich sowohl konstitutive WISP-3 Expression, als auch regulierte
Expression durch das Tet on — System in mesenchymalen Stammzellen des Kaninchens erreichen
(Abbildung 4-19).

Inwieweit downstream Prozesse durch die WISP-3 Expression aktiviert werden, d.h.
knorpelspezifische Genexpression induziert wird, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart
werden, wird aber im weiteren Verlauf des Projektes eine wichtige Rolle spielen.

Die Differenzierungsfahigkeit der mesenchymalen Stammzellen des Kaninchens in die osteogene und
chondrogene Linie wird durch die lentivirale Infektion nicht beeintrdchtigt (Abbildung 4-20,
Abbildung 4-21 und Abbildung 4-22). Jedoch handelte es sich bei der Untersuchung um das
Differenzierungspotential eines Zellpools an infizierten und nicht infizierten Zellen und es konnte
nicht sichergestellt werden, dass die Differenzierung durch infizierte Zellen erfolgt. Die Analyse der
Transduktionseffizienz von IMSC mit lentiviralen Vektoren ergab aber eine Infektion von tiber 90 %
bei Infektion mit Polybren fir 24 h (Abbildung 4-2), wodurch der Einfluss uninfizierter Zellen als
gering einzuschéatzen ist. Ein Nachweis (iber stammzellspezifische Oberflaichenmarker ist, aufgrund

fehlender Antikorper gegen kaninchenspezifische Oberflachenproteine, nicht moglich.
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5.2.3 Erhohte Sicherheit durch lentivirale SIN-Vektoren

Verschiedene integrierende Vektoren, wie z. B. Retro-, Lenti- und adenoassoziierte Viren, wurden
bisher flir gentherapeutische Ansitze in Betracht gezogen. Durch Integration ins Genom der
transduzierten Zellen ermoglichen sie eine stabile Transgenexpression, unterscheiden sich jedoch in
Effizienz und Integrationsmuster [172-177].

Als besonders vielversprechend erschien in der Vergangenheit die Anwendung von y-Retroviren.
Replikationsdefiziente, retrovirale Vektoren erschienen in praklinischen Studien als risikoarm [157].
In der Folge kam es jedoch nach Gentherapien zur Behandlung von x-linked severe combined
immunodeficiency (SCID-X1), nach retroviral-vermitteltem Transfer des yc-Gens in autologe CD34
Knochenmarkszellen, in mehreren Fallen zur Entstehung von Leukdmie. Das verdnderte
Zellwachstum wurde durch die Vektor-Integration nahe dem LMO2-Protoonkogens ausgelost, was
zur Veranderung der Transkription und Expression von LMO2 fiihrte [62].

Heute ist bekannt, dass die integrierten, retroviralen long terminal repeats (LTR), durch enthaltene
Enhancer-Elemente, zu einer Hochregulierung der Expression flankierender Gene, unabhdngig von
deren Orientierung und Entferung fihren konnen. Retrovirale Vektoren integrieren haufig in oder
nahe bei krebsassoziierten Genen, welche in Folge der Integration aktiviert werden [157, 158].

Da die starken, transkriptionellen Enhancer des LTRs mit der Aktivierung von Onkogene assoziiert
wurden, konnte bereits durch Entfernung von Enhancer- und Promotorelementen die Genotoxizitat
retroviraler Vektoren verringert werden [156].

Im Vergleich zu lentiviralen Vektoren zeigen diese sog. selbstinaktivierenden (SIN) Retroviren jedoch,
aufgrund des unterschiedlichen Integrationsmusters, weiterhin eine deutlich hohere Toxizitat.
Lentivirale Vektoren zeigen im Gegensatz zu retroviralen Vektoren keine Anhdufung von Integration
in oder nahe bei krebsassoziierten Genen [156].

Schéatzungen zufolge ist die Genotoxizitdt der murine leukemia virus (MLV-) abgeleiteten y-Retroviren
mit einer 10-fach héheren Dosis an HIV-abgeleiteten Lentiviren mit intaktem LTR vergleichbar [156].
Desweitern konnte gezeigt werden, dass die Transduktion mit lentiviralen SIN Vektoren, sogar bei
einer groBen Anzahl an Integrationen, die Tumorigenese nicht beschleunigt. Im Gegensatz dazu ist
die Beschleunigung der Tumorentstehung durch retroviralen Vektoren dosisabhangig [157].

Durch Verwendung von lentiviralen SIN-Vektoren kann somit die Gefahr der Integrationsmutagenese
minimiert werden [157].

Um Integrationsmutagenese vollig auszuschlieBen werden aulerdem weitere LOsungsansatze

verfolgt:
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Integrationsdefiziente, lentivirale Vektoren sind aufgrund einer katalytisch inaktiven Integrase nicht
in der Lage, sich ins Wirtsgenom zu integrieren. Sie liegen episomal im Zytoplasma vor.

Eine stabile Transgenexpression, Uber einen langeren Zeitraum hinweg, ist jedoch nicht mehr
moglich. Daher ist deren Verwendung nicht fiir jede Zielsetzung geeignet.

Zusatzlich  werden Methoden entwickelt, mit denen eine zielgerichtete Insertion
integrationsdefizienter Vektoren ermoglicht wird. Lombardo et al. erweiterten die Anwendung
integrationsdefizienter Lentiviren durch die Kombination mit Zinkfingernukleasen. Diese kbnnen zur
Erkennung spezieller Sequenzen konstruiert werden und ermoglichen so die zielgerichtete
Integration des Lentivirusgenoms [178].

Fir das Projekt der vorliegenden Arbeit erschien der Einsatz lentiviraler SIN Vektoren zur stabilen
Expression der Transgene am sinnvollsten. Da es sich um eine ex vivo Gentherapie handelt, kénnte
die Moglichkeit der Integrationsmutagenese zusatzlich, durch Analyse der Vektorintegration vor der

Implantation, minimiert werden.

Grundsatzlich konnte im Rahmen dieser Arbeit die lentiviral-vermittelte, regulierte Expression von
Reporter- und therapeutischen Transgenen in chondrogenen Zellen sowohl in vitro als auch in vivo
gezeigt werden. Aufgrund der durchgefiihrten Optimierung der tet-vermittelten Expression ist im
Folgenden die Anwendung mit weiteren therapeutischen Transgenen, wie z. B. transforming growth
factor beta — 1 (TGFB-1) oder insulin-like growth factor 1 (IGF-1), moglich.

Weiterhin erscheint der Einsatz der lentiviralen, tet-vermittelten Transgenexpression in
mesenchymalen Stammazellen als eine erfolgversprechende Alternative. Die Ubertragbarkeit konnte

in ersten Versuchen bereits gezeigt werden.

5.3 Ausblick

Da zwar eine Regulation der tet — induzierbaren Genexpression, nicht aber Funktionalitdt in vivo
gezeigt werden konnte, wird ein noétiger Schritt sein, den induzierbaren BMP-2 Expressionslevel zu
erhohen. Ein moglicher Ansatz konnte die Verlangerung der Infektionsdauer auf 24 Stunden sein. Auf
diese Weise konnte bereits eine effiziente Infektion von mesenchymalen Stammzellen des

Kaninchens erreicht werden.
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Des Weiteren bleibt zu Uberprifen, ob weitere Transgene moglicherweise eine deutlichere
Auswirkung auf die Knorpelregeneration zeigen. Nach Optimierung des lentiviralen Tet on — System
in chondrogenen Zellen kann theoretisch jedes beliebige Transgen eingesetzt werden. In Frage
kommen zum Beispiel TGF} oder WISP-3, Transgene fiihrt die bereits ein positiver Effekt auf die
Expression von knopelspezifischem Kollagen Typ Il, und somit auf die Knorpelqualitat, beschrieben
wurde.

Mit in vitro Vorarbeiten zur tet-vermittelten WISP-3 Expression in mesenchymalen Stammazellen
wurden bereits im Rahmen dieser Arbeit begonnen. Weiterhin bleibt zu analysieren, inwieweit durch
lentivirale Uberexpression die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in Richtung der
chondrogenen Linie gefordert werden kann bzw. sich die Expression von WISP-3 auf die Aktivitat
verschiedener chondrogener Markergene, wie z. B. Kollagen Typ Il, auswirkt. Um die Arbeit mit
mesenchymalen Stammzellen zu erleichtern erscheint es sinnvoll, dazu zunachst immortalisierte
MSCs herzustellen auf denen Vorversuche durchgefiihrt werden kénnen.

In Hinblick auf die Anwendung der Therapie in der Humanmedizin muss aulRerdem sichergestellt
werden, dass bisherige Ergebnisse auf humane Zellen tGbertragbar sind. Ansatzweise konnte dies mit
der regulierten BMP-2 Expression und Funktionalitdit auf humanen Chondrozyten bereits gezeigt

werden.
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ABKURZUNGEN

Vektoren fiir das Zwei - Vektor Tet on - System

C

p

S
TE
TB
T™W

CMVTrtTA
PGKrtTA
SFrtTA
TREeGFP
TREBMP-2
TREWISP-3

CMV — Promotor getriebener Transaktivator
PGK — Promotor getriebener Transaktivator
SF — Promotor getriebener Transaktivator
Response — Konstrukt mit eGFP Transgen
Response — Konstrukt mit BMP-2 Transgen

Response — Konstrukt mit WISP-3 Transgen

Vektoren fiir das Ein — Vektor Tet on - System

TES

TEP

TBS

TBP

TWP

Konstitutive Expression

SE
PE
SB
PB
SW
PW

TREeGFPSFrtTA

TREeGFPPGKrtTA

TREBMP-2SFrtTA

TREBMP-2PGKrtTA

TREWISP-3PGKrtTA

SFeGFP
PGKeGFP
SFBMP-2
PGKBMP-2
SFWISP-3
PGKWISP-3

Ein — Vektor — Konstrukt mit eGFP Transgen und SF — Promotor
getriebenem Transaktivator
Ein — Vektor — Konstrukt mit eGFP Transgen und PGK — Promotor
getriebenem Transaktivator
Ein — Vektor — Konstrukt mit BMP-2 Transgen und SF — Promotor
getriebenem Transaktivator
Ein — Vektor — Konstrukt mit BMP-2 Transgen und PGK — Promotor
getriebenem Transaktivator
Ein — Vektor — Konstrukt mit WISP-3 Transgen und PGK — Promotor

getriebenem Transaktivator

eGFP Transgen durch SF — Promotor getrieben
eGFP Transgen durch PGK — Promotor getrieben
BMP-2 Transgen durch SF — Promotor getrieben
BMP-2 Transgen durch PGK — Promotor getrieben
WISP-3 Transgen durch SF — Promotor getrieben
WISP-3 Transgen durch PGK — Promotor getrieben
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ACT
ALP
Amp
BMP
BMP-2
bp
BSA
CCN

cMvV
CsCl
DMEM
DMMB
DMSO
DNA
Dox

E. coli
EGFP
ELISA
Env
EDTA
FACS
Fe

FKS
GAG
Gag
GAPDH

gp

HEK
HBS
HIV
HSV
IGF

Autologe Chondrozyten-Transplantation
Alkalische Phosphatase

Ampicillin

Bone morphogenic protein

Bone morphogenic protein 2
Basenpaar

Rinderserumalbumin
cysteine-rich61/connective tissue growth
nephroblastoma overexpressed
Cytomegalovirus

Casiumchlorid

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylmethylenblau
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid

Doxyzyklin

Escherichia coli

Enhanced green fluorescent protein
Enzyme-linked immunosorbent assay
Hulle

Ethylendiamintetraacetat
Fluorescence activated cell sorter
Eisen

Fotales Kalberserum
Glykosaminoglykan
Gruppenspezifisches Antigen
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glykoprotein

Stunde(n)

Human embryonic kidney

HEPES gepufferte Salzlosung
Humanes Immundefizienzvirus
Herpes-Simplex-Virus

Insulin-like growth factor
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ITS Insulin, Transferrin, Selen

KAc Kaliumacetat

LB Luria-Bertani

IMSC Mesenchymale Stammzellen des Kaninchens
LP Lentivirale Partikel

LTR Long terminal repeat

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MNP Magnetische Nanopartikel

mRNA Messenger ribonucleic acid

MSC Mesenchymale Stammzellen

NWR weille Neuseeldander (New Zealand White Rabbits)
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PGK Phosphoglyzeratkinase

Pl Propidiumiodid

Pol Polymerase

PPT Polypurintrakt

qRT-PCR guantitative Reverse Transkriptase PCR
Rev Regulator of expression of virion proteins
Rpm Rotations per minute

RRE Rev responsive element

R-Region Redundante Region

RSV Rous-Sarkom-Virus

RT-PCR Reverse Transkriptase PCR

rtTA Reverser Tetrazyklin-abh&ngiger Transaktivator
SA SpleiBakzeptor

SD SpleiRdonor

SDS Sodium dodecyl! sulfate

SF Spleen focus forming virus

SIN Selbstinaktivierend

Smad Sma / Mad

Sox9 SRY (sex determining region Y)- box 9

TA Transaktivator

TAE Tris-Acetat-EDTA
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Tat Transkriptionstransaktivator

TE Tris-EDTA

Tet Tetrazyklin

TGFB Tumor growth factor 8

TRE Tetrazyklin responsives Element

Tris Trishydroxymethylaminomethan

TU Transduzierende Einheiten

U3-Region Unique 3'-Region

U5-Region Unique 5'-Region

VP16 Virionprotein 16

VSV.G Vesikulares Stomatitisvirus Glykoprotein
WISP-3 Whnt-induced secreted protein 3

WPRE woodchuck post-transcriptional regulatory element
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ANHANG

ANHANG

Donor- und Akzeptorvektoren fiir die Klonierung

CMV enhancer

SV40 ori

pHIV-7

Der Vektor pHIV-7 diente als Backbone fiir alle

RRE
PPT Vektoren zur lentiviralen Expression. Transgene
ulEL PR wurden Uber die BamHI oder Smal Schnittstelle
- Sma | (1488)
6230 bp eingebracht.
WPRE
B _PPT
Deleted U3
Ampr’ us A
Xhd (4760)
SFFV-Promoter
Amp(R)
‘ pTSFrtTA
pTSFrtTA diente zur Isolation des SF — Promotor
pTSFrTA A M: getriebenen Transaktivators des Tet on — Systems.
4763 b
? Durch Restriktionsverdau mit Xhol und Nhel wurde das
ColEloi “nha ) 1499 bp grofRe SFrtTA-Fragment isoliert.
b-globin pA
CMVerhancer\
Sv40ori
pHIV-7 PGK Sma collapse
Der Xbal linearisierte pHIV-7 PGK Sma collapse
Ca
o pHIV-7 PGK Sma collapse rekpomoer diente als Akzeptorvektor fiir die Herstellung des
6784 bp
i Vektors pHIV-7 PGK BMP-2. Fiir die Klonierung von
*~___ Xbd (2029)
ganti0s)  PHIV-7 PGK rtTA wurde pHIV-7 PGK Sma collapse mit
BamHl| linearisiert.
Ampr WPRE
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cMv

il
: pBulletBMP2
Xbal (1644)
6650 bp
hBMP-2
us | xba (2889)
R BanHI (2911)
Xbal (3380) U3
CMV enhancer
pH7ITRE TREugh
ColE1
6635 bp
BamHI (1827)
WPRE
CMV enhancer .
P H7/SF SSFV promoter

6957 bp

> Bam HI (2172)

Nhe I (2196)

pBulletBMP-2

Das aus

hBMP-2 Transgen wurde mittels Xbal
pBulletBMP-2 isoliert und fiir die Klonierung von pHIV-7

PGK BMP-2 verwendet.

pH7/TRE

pH7/TRE diente als Ausgangsvektor aller Vektoren zur
tet-vermittelten Transgenexpression. Uber die BamH|
Schnittstelle wurden die eingebrachten Transgene
unter Kontrolle des tetracycline responsive elements

(TREygne) gestellt.

pH7/SF

pH7/SF diente als Akzeptorvektor, um Transgene
konstitutiv unter Kontrolle des SF — Promotors zu
exprimieren. Das WISP-3 Transgen wurde {ber

BamHI eingebracht.
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pUHrT61-1
4194 bp
rtTA2s-Mz
BanHil (1531)
SV(40) poly (A)
Konstitutive Expression
CWVenhancer
Svioari \
ColEl
pHIV-7 PGK eGFP PGK promoter
7540 bp __BamHI (2035)
EGFP
Arpr
CMV enhancer
CoEL — BamHI (1480)

PHIV-7/SF-GFP
7707 bp

'EGFP

pUHrT61-1

Durch Restriktionsverdau mit EcoRl und BamHI konnte

das rtTA2s-M2 Transgen aus dem Plasmid pUHrT61-1

isoliert und fiur die Klonierung von pHIV-7 PGK rtTA

eingesetzt werden.

pHIV-7 PGK eGFP

Der

Vektor pHIV-7 PGK eGFP ermoglichte die

lentivirale Expression des eGFP Reportergens unter

Kontrolle des PGK — Promotors.

~ SF3LTR (promoter)
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pHIV-7/SF-GFP wurde zur lentiviralen Expression
des eGFP Reportergens unter Kontrolle des SF —

Promotors verwendet.
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EcoRI
CMV enhancer
Svaoori- \

CoEl /A

Ampr

Ncol (7428)

ColE1l

(7971)

pHIV-7 PGK BMP2

8029 bp

Eco Rl (4234)

CMV enhancer
SV40 ori

CMV enhancer

Hirdill (7931)

ColE1l

Ampr

SV40 ori

Hirdlll (4813)

WPRE

pH7/SFBMP-2

8202 bp

PGK promoter

~ Xbal(2029)

_ hBMP-2

smal (3001)

~ Xbal (3274)
BamHI (3280)

| Smal (3287)
EcoRI (3297)

Hirdll (78)

pHIV-7 PGK WISP-3

8596 bp

Hirdll (4697)

FcTag

Hirdl11 (3876)

'SSFV promoter

BanHI (2172)

Ncol (2214)

hBMP-2

Ncol (2884)

PGK promoter

~ Hirdlll (2005)
b (2029)
BanH (2035)

WISP3

AN
BanHI (3150)

pHIV-7 PGK BMP-2

pHIV-7 PGK BMP-2 ermoglichte die lentivirale
Expression des BMP-2 Transgens unter Kontrolle des
PGK — Promotors. Der Vektor entstand durch sticky
end Ligation des durch Xbal linearisierten pHIV-7
PGK sma collapse mit dem durch Xbal Verdau aus
pBulletBMP-2 isolierten BMP-2 Transgen. Die
Anwesenheit und Orientierung des Inserts wurde

mittels Testverdaus mit EcoRIl bzw. Smal Gberprift.

pH7/SFBMP-2
pH7/SFBMP-2 ermdglichte die Expression des BMP-

2 Transgens unter Kontrolle des SF — Promotors.

pHIV-7 PGK WISP-3

pHIV-7 PGK WISP-3 ermdglichte die konstitutive
Expression des WISP-3 Transgens mit Fc-tag unter
Kontrolle des PGK - Promotors. Durch
Restriktionsdoppelverdau mit Xbal und Hindlll
konnte das WISP-3-Fc-tag Transgen isoliert und fir
die Klonierung von pHIV-7 SF WISP-3 eingesetzt

werden.
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CMV enhancer
Hirdlll (8147)
SVA40 ori

Hirdll (78)

Hirdlll (632)

ColE1l
SSFV promoter
BanHl (2172)
pHIV-7 SF WISP-3
BanHl (2182)
8812 bp
Ampr
WISP3
BanHl (3297)

Hirdlll (5029)

FcTag

Hirdlll (4913)
Hirdil1 (4092)

WPRE

pHIV-7 SF WISP-3

Der Vektor pHIV-7 SF WISP-3 erlaubte die
Expression des WISP-3 Transgens mit Fc-tag unter
Kontrolle des SF — Promotors. Er entstand durch
Ligation des durch BamHI-Verdau linearisierten
pHIV-7 SF und des durch Xbal und Hindlll
Doppelverdau aus pHIV-7 PGK WISP-3 isolierten
WISP-3-Fc-tag Inserts nach Auffillen aller Enden mit

Klenow-Enzym.

Regulierte Expression durch das Zwei — Vektor Tet on — System

CMVenharcer

SvADari

CoEl /A

pH7/CMVITA PrCW

MTAZ-M2

EcoRI (7498)
CMV enhancer
Sv40 ori \

PGKrtTAfw
ColEl

PGK promoter

~ rtTA2s-M2

 PGKrtTArev
smal (2788)
Smal (2814)
EcoRl (2824)

EccRI (3761)

pH7/CMVITA
pH7/CMVrTA diente zur Expression des reversen
Transaktivators (rtTA2s-M2) des Zwei — Vektor - Tet

on — Systems unter Kontrolle des CMV — Promotors.

pHIV-7 PGK rtTA

pHIV-7 PGK rtTA diente zur Expression des
reversen Transaktivators (rtTA2s-M2) des Zwei —
Vektor - Tet on — Systems unter Kontrolle des
PGK — Promotors. Der Vektor wurde hergestellt
durch Ligation des durch BamHl- Verdau
linearisierten pHIV-7 PGK Sma collapse mit dem
rtTA-Insert, das durch Verdau mit EcoRl und
BamHl aus dem Vektor pUHrt61-1 isoliert wurde,

nach Aufflllen aller Enden mit Klenow — Enzym.
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ColEL

Ampr

ANHANG

Die Anwesenheit des Inserts wurde durch EcoRI Testverdau, die Orientierung mit Smal Gberpriift.

Durch PCR mit den Primern PGKrtTAfw und PGKrtTArev konnte das PGKrtTA Insert fir weitere

Klonierungen isoliert werden.

CMV enhancer

SV40 ori

SVAOOi

CMV enhancer
\
SV40 ori

pH7/SFrtTA

7729 bp

pH7/TREeGFP

7437 bp

7888 bp

pH7/TreBMP-2

SSFV promoter

rtTA2s-M2

TRE(ight

BamHI (1827)

EGFP
~_ Xbal (2565)

BamHI (2629)
\ Mlul (2647)
Nhe I (2653)

TRE+iahe

~ BanHI (1827)

hBMP-2

\
\ BarHI (3080)
AN\
\ MIu (3098)
‘Nhd (3104)

pH7/SFrtTA
pH7/SFrtTA diente zur Expression des reversen
Transaktivators (rtTA2s-M2) des Zwei — Vektor - Tet on

— Systems unter Kontrolle des SF — Promotors.

pH7/TREeGFP

pH7/TREeGFP kodiert fur das eGFP Transgen unter
Kontrolle des tetracycline responsive elements
(TREygnt). Er diente als Responsevektor fir die
Anwendung im Zwei — Vektor - Tet on — System.

Der durch Xbal linearisierte Vektor wurde fir die
weitere  Klonierung von  pH7/TREeGFP/SFrtTA
verwendet. Far die Herstellung von
pH7/TREeGFP/PGKrtTA wurde pH7/TREeGFP mit Mlul
und Nhel verdaut.

pH7/TreBMP-2

pH7/TreBMP-2 kodiert fiir das BMP-2 Transgen unter
Kontrolle des tetracycline responsive elements
(TRE¢gne). Er diente als Responsevektor fir die
Anwendung im Zwei — Vektor - Tet on — System. Fiir
die Klonierung von pH7/TreBMP-2/SFrtTA wurde er

mit Nhel linearisiert, fiir die Klonierung von
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pH7/TreBMP-2/PGKrtTA mit Mlul und Nhel geschnitten.

Hindlll (78)
CW enhancer
Hindlll (7825) Hindill (632)
SV4O ori
Xho 1 (7620)
Xho | (1484)
ColE1 TREtight
BamHI (1827)
BamHI (1837)
pHIV-7 TRE WISP-3 Xho!l (1851)
8490 bp
prpr WSP3
Xho1(2941)
BamHI (2952)
FcTag
Xho I (4728) ~
‘ Miul (3700)
Hindlll (4707) WPRE Nhe (3706)
HindlIl (4591) Hindlll (3726)

Hindlll (3770)

BamHl-Verdau Uberprift, die Orientierung mit Xhol.

pHIV-7 TRE WISP-3

pHIV-7 TRE WISP-3 kodiert fir das WISP-3
Transgen mit Fc-tag unter Kontrolle des
tetracycline responsive elements (TREgn). Er
diente als Responsevektor fir die Anwendung
im Zwei — Vektor - Tet on — System. Der Vektor
entstand durch blunt end Ligation des BamHI
linearisierten pH7/TRE mit dem WISP-3 Insert,
welches durch Verdau mit Xbal und Hindlll aus
pHIV-7 PGK WISP-3 isoliert wurde, nach
Auffillen aller Enden mit dem Klenow-Enzym.
Die Anwesenheit des Inserts wurde durch

Fir die Klonierung von pHIV-7 TRE WISP-3 PGK

rtTA wurde der Vektor mit M/ul und Nhel geschnitten.

Regulierte Expression durch das Ein — Vektor Tet on - System

ow o Hindlll (78)

Hindlll (8094)
SVAD ori

Hindlll (632)

TREignt
ColEl -
BamHI (1827)
pH7/TREe GFP/PGKTrtTA
8759 bp EGFP
BamHI (2629)
Arpr
Mlul (2647)
PGK promoter
Hindill (4976) HindIll (3173)
Hindl1l (4850) rTA
Nhel (3975)
Hindill (3995)
WPRE Hindlll (4029)

pH7/TREeGFP/PGKrtTA
pH7/TREeGFP/PGKrtTA kodiert fur das eGFP
Transgen unter Kontrolle des tetracycline
responsive elements (TREygh), sowie fir den
reversen  Transaktivator

(rtTA)  unter

Kontrolle des PGK-Promotors. Der Vektor
ermoglichte die regulierte eGFP Expression
unter Kontrolle des Ein — Vektor — Tet on —
Systems. Fir die Herstellung des Vektors
wurde das PGKrtTA Insert mittels PCR aus
dem Vektor pHIV-7 PGK rtTA isoliert und

durch sticky end Ligation in den Mlul und

Nhel geschnittenen pH7/TREeGFP eingebracht. Die Anwesenheit des Inserts wurde durch Testverdau

mittels Hindlll Gberprift.
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Ecdl (8886)
CMV enhancer
SV40 ori

Xhd (8074)
TREignt
ColEL P-tight
Ec®I (1806)
BanHl (1827
pH7/TREeGFP/SFrtTA
8944 bp EGFP
Amp r
Notl (2555)
Notl (2584)
SFFV-Promoter
Xhd (5182) Xbd (3288)
EcdI (5149)
nTA2s-M2
WPRE Nhd (4068)
EcRI (4076)
BanHl (4136)
Nhe (4160)
Notl 4167)
Ecdrl (4212)
EcoRI (9152)
QW erhancer
SVAOori
TREignt
EcoRiI (1806)
BamHI (1827)
pH7/TreBMP-2/PGKrtTA
9210 bp
hBVP-2
BamHI (3080)
w e
EcoRI (5415)
PGK promoter

rTA

'Nhel (4426)
EcoRI (4478)

pH7/TREeGFP/SFrtTA
pH7/TREeGFP/SFrtTA kodiert fir das eGFP
Transgen unter Kontrolle des tetracycline

responsive elements (TREgg) sowie, fir den
reversen Transaktivator (rtTA) unter Kontrolle des
SF — Promotors. Der Vektor ermoglichte die
regulierte eGFP Expression unter Kontrolle des Ein
— Vektor — Tet on — Systems. Fiir die Klonierung
des Vektors wurde pH7/TREeGFP mit Xbal
linearisiert und das Xhol und Nhel geschnittene
Insert aus pTSFrtTA nach Auffillen aller Enden mit
Klenow — Enzym durch blunt end Ligation
eingebracht. Die Anwesenheit des Inserts wurde
durch EcoRI-Verdau, die Orientierung durch Notl,

Uberpruft.

pH7/TreBMP-2/PGKrtTA

pH7/TreBMP-2/PGKrtTA kodiert fir das BMP-2
Transgen unter Kontrolle des tetracycline
responsive elements (TREyg), sowie fur den
reversen Transaktivator (rtTA) unter Kontrolle des
PGK — Promotors. Der Vektor ermoglichte die
regulierte BMP-2 Expression unter Kontrolle des
Ein — Vektor — Tet on — Systems. Zur Herstellung
des Vektors wurde PGKrtTA durch PCR aus dem
Vektor pHIV-7 PGK rtTA isoliert und mit M/ul und
Nhel verdaut. AnschlieBend wurde das Insert
durch sticky end Ligation in den Mlul und Nhel

verdauten Vektor pHIV-7 TREBMP-3 eingebracht.

Die Anwesenheit des Inserts wurde durch Testverdau mit EcoRl iberpriift.
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EcoRI (9337)
QW enhancer
Sv40ori

pH7/TreBMP-2/SFrtTA

kodiert fur das BMP-2
Transgen unter Kontrolle des tetracycline responsive
sowie fur den reversen
Transaktivator (rtTA) unter Kontrolle des PGK -
Promotors. Der Vektor ermoglichte die regulierte
BMP-2 Expression unter Kontrolle des Ein — Vektor —
Tet on — Systems. Zur Herstellung des Vektors wurde
das SFrtTA Insert durch Doppelverdau mit Xhol und
Nhel aus pTSFrtTA isoliert und in den durch Nhel
linearisierten Vektor pH7/TreBMP-2, nach Aufflllen
aller Enden mittels Klenow-Enzym, durch blunt end

Ligation eingebracht. Die Anwesenheit des Inserts

pHIV-7 TRE WISP-3 PGK rtTA

pHIV-7 TRE WISP-3 PGK rtTA kodiert fiir das BMP-2
Transgen unter Kontrolle des tetracycline responsive
(TRE¢gne), sowie fiur den reversen
Transaktivator (rtTA) unter Kontrolle des PGK -
Promotors. Der Vektor ermdglichte die regulierte
BMP-2 Expression unter Kontrolle des Ein — Vektor —
Tet on — Systems. Der Vektor entstand durch sticky
end Ligation des Mlul und Nhel geschnittenen pHIV-
7 TRE WISP-3 mit dem ebenfalls Mlul und Nhel
geschnitten PGKrtTA PCR-Fragment aus dem Vektor

pHIV-7 PGK rtTA. Die Anwesenheit des Insert wurde

Xho!l (%62) pH7/TreBMP-2/SFrtTA
Xhol (1484)
ColEL TREtight
EcoRl (1806) elements  (TREggn),
BamHI
pH7/TreBMP-2/SFrtTA AmH (527
Ampr
9395 bp VP2
BamHI (3080)
Not! (3123)
e N e
EcoRI (5600) SFFV-Promoter
OL-704
WPRE
nTA2s-M2
Nhel (4607)
Nhel (4611)
Not| (4618)
EcoRI (4663)
wurde durch EcoRl Verdau lberprift, die Orientierung durch Notl.
W enhancer Hindlll (78)
Hindlll (9147) Hindlll (632)
SV4Q ori
T3-primer
ColE1 TRE¢ight elements
BamHI (1827)
BamHI (1837)
pHIV-7 TRE WISP-3 PGK rtTA )
9812 b sPs
Ampr p
BamHI (2952)
FcTag
Hindlll (6029)
Hindill (5913) w/ "Mlul (3700)
WPRE ‘c PGK promoter
Hindill (5092) | | HindIll (4226)
Hindill (5048) |
| HTA
Nhel (5028)

durch Hindlll Testverdau Uberprift.
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Gegeniberstellung tet-regulierter eGFP und BMP-2 Expression in transduzierten Chondrozyten

Gegeniiberstellung der tet-regulierten eGFP und BMP-2 Expression transduzierter Chondrozyten verschiedener Tiere
nach Induktion durch Doxyzyklin

Tier eGFP BMP-2
% MFI pg/ml
1 70,25 1739,90 1205,98
2 64,44 1412,92 1196,38
3 61,54 1012,42 1390,19
4 29,55 1093,33 1498,48
5 7,33 496,09 705,26
6 4,83 1120,15 1864,51
7 9,52 466,49 447,43
8 28,20 1012,99 1744,46
9 24,39 882,91 881,88
10 7,69 1535,09 6313,36
11 4,34 1528,56 2446,20
12 1,26 1755,53 2126,09
13 7,37 1204,27 4459,89
14 23,07 481,40 785,79
15 10,98 511,35 1669,38
16 0,46 897,53 1623,85
17 20,77 1099,24 1933,35
18 12,97 1120,21 3922,77
19 8,71 1393,78 1859,63
20 2,63 1123,75 85,62
21 11,60 824,86 4716,75
22 50,44 1552,63 2234,26
23 66,28 1205,87 658,41
24 61,62 2787,40 878,57
25 51,43 2002,56 903,09
26 59,49 1651,72 2464,05
27 25,14 1622,43 1113,74
28 57,59 3373,10 867,95
29 29,42 2165,91 1016,73
30 58,94 2059,10 1873,62
31 50,41 1835,27 857,65
32 49,27 1936,55 1287,56

Angegeben sind der Prozentsatz an GFP positiven Zellen sowie die mittlere Fluoreszenzintensitat nach Induktion TES
infizierter Chondrozyten verschiedener Tiere (1-32). Dem gegenlber gestellt ist die BMP-2 Expression TBS infizierter
Chondrozyten aller Tiere nach Induktion in pg/ml je 1x10° Zellen und 24 h.
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Gegeniiberstellung der tet-vermittelten BMP-2 Expression nach Induktion in vitro und in vivo der Tiere der TBS 100 %
Gruppe

Tier BMP-2 in vitro BMP-2 in vivo
Monolayer Clot
1 1205,98 1846,55 122,64
2 1196,38 3068,78 70,91
5 705,26 n.d. 56,27
16 1623,85 79,29 32,36
19 1859,63 n.d. 41,94
20 85,62 n.d. 7,07
24 878,57 n.d. 116,66
27 1113,74 n.d. 45,25

Dargestellt sind die Messwerte der tet-vermittelten BMP-2 Expression nach Induktion mit Doxyzyklin in vitro und in vivo.
Verglichen wurden die BMP-2 Expression in pg/ml in vitro nach Kultur im Monolayer bzw. im Fibrinclot. Die in vivo Daten
wurden durch relative Quantifizierung mittels quantitativer RT-PCR ermittelt und stellen den relativen Anstieg gegentliber
dem Mittelwert der uninfizierten Kontrollgruppe dar.
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