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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Uberblick

Unter dem Begriff Gentherapie versteht man das Einbringen eines definierten genetischen
Materials in Zellen oder in Gewebe von Patienten mit dem Ziel, durch die Expression und
Funktion dieses Gens moglichst spezifisch am Ort seines Bedarfes therapeutischen Nutzen
zu erlangen [Dranoff und Mulligan, 1995; Morgan und Anderson, 1993; Leiden, 1995]. Mit
der Gentherapie erdffnet sich im Vergleich zu der klassischen Arzneimitteltherapie ein neues
Therapiekonzept, da von einem anderen Ansatzpunkt ausgegangen werden kann. Bei der
klassischen Arzneimitteltherapie werden systemische oder topische Wirkungen durch einen
von aullen zugefiigten Wirkstoff erreicht, wohingegen bei der Gentherapie durch das
Einschleusen eines oder mehrerer Gene in die Zielzelle die Eigenproduktion der
gewlinschten Proteine verursacht werden kann. Durch die Gentherapie stehen fiir zahlreiche
Krankheiten, vor allem bei genetisch vererbten Krankheiten, neue Therapiekonzepte zur
Verfiigung. Diese Krankheiten konnten bisher nur symptomatisch behandelt werden.
Dadurch sind theoretisch kausale Therapien mdglich, die den Betroffenen eine deutliche
Verbesserung ihrer Lebensqualitdt und -erwartung bieten kdnnen.

Die Haut ist ein attraktives Gewebe fiir Gentherapie [Braun-Falco und Hallek, 1998;
Fenjves, 1994; Greenhalgh et al., 1994], da sowohl dermatologische, als auch systemische
Erkrankungen behandelt werden konnen.

Als giinstig fiir einen Langzeitgentransfer erscheinen virale Vektoren, insbesondere adeno-
assoziierten-Virusvektoren (AAV), die gegeniiber anderen viralen und nicht viralen
Methoden Vorteile bieten. Bisher wurden AAV-Vektoren noch nicht bei der Rekonstitution
von Genodermatosen verwendet. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, anhand einer
ausgwahlten Hautkrankheit, dem Sjogren-Larsson Syndroms (SLS), exemplarisch die

Wiederherstellung des genetischen Defekts mittels AAV-Vektoren zu evaluieren.

1.2. Gentherapie

Prinzipiell wird zwischen der somatischen Gentherapie und der Keimbahntherapie
unterschieden. Bei der somatischen Gentherapie soll das Gen nur in bestimmte Korperzellen

eingeschleust werden, bei der Keimbahntherapie gelangt das Gen direkt in die Keimzellen.
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Da auch ungewollte Verdnderungen in den Keimzellen an die Nachkommen weiter vererbt
werden, ist die Keimbahntherapie derzeit verboten.
Um therapeutische Gene bei der somatischen Therapie in ausreichender Menge in die

Zielzellen zu transportieren werden unterschiedliche Gentransferstrategien verfolgt.

1.2.1. Gentransferstrategien

Was die Gentherapie zu therapeutischen Zwecken betrifft, unterscheidet man zwischen der
ex-vivo und der in-vivo Gentherapie. Bei der ex-vivo Therapie werden aus dem Korper
entnommene Zellen genetisch verdndert und dann durch Infusion oder Transplantation dem
Patienten riickgefiihrt. Man hat dieses Verfahren bei einzelnen Immunerkrankungen und der
Héamophilie mit Erfolg durchgefiihrt. Bei der in- vivo Gentherapie soll das Gen direkt in den

Korper eingebracht werden.

In-Vivo Ex-Vivo

Isolation von Korperzellen
Zellkultur

G
Gentransfervehikel /] B / o

\. SEERE

direkte Injektion

Transduktion der Zellen

DReimplantation [/

transduzierter Zellen

Abb. 1.1: Darstellung unterschiedlicher Gentransferstrategien

Bei der in-vivo Therapie werden in den Organismus direkt rekombinant verdnderte Vektoren
eingebracht. Bei der ex-vivo Gentherapie werden eigene defekte Korperzellen isoliert,
geziichtet in Kultur transduziert und korrigierten Zellen dem Korper reimplantiert.

1.2.2. Die Entwicklung der Gentherapie

1990 wurde die erste humane Gentherapie bei einer damals 4-jdhrigen Patientin mit
angeborenem Adenosin-Desaminase (ADA)-Mangel durchgefiihrt. Dieser Krankheit liegt

ein genetisch bedingter Mangel an ADA zu Grunde, wodurch die Proliferation von B- und
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T-Lymphozyten gehemmt wird. In den Zellen liegt ein deutlich erhohter Spiegel an d'ATP
vor, wodurch die DNA-Replikation gestort ist. Die Patienten haben eine sehr kurze
Lebenserwartung mit einer stark eingeschriankten Lebensqualitidt. Die Patientin erhielt als
erste eine Infusionen autologer T-Lymphozyten, in die zuvor ein funktionsfahiges ADA-Gen
(ex-vivo Gentransfer) eingebracht worden war [Blaese et al., 1993]. Dieser Vorgang wurde
nach 4 Monaten wiederholt. Gleichzeitig erhielt das Kind PEG-ADA-Spritzen. Es konnte
dabei gezeigt werden, dass das Prinzip der Gentherapie funktioniert: Normale Zellgene
konnen als Therapeutikum eingesetzt werden und fiir eine korrekte Funktion vorher gestorter
Stoffwechselwege sorgen. Das behandelte Kind lebt seitdem ein normales Leben und muf}
seltener mit PEG-ADA behandelt werden. Auch wenn eine effektive Standardtherapie erst
nach einer Weiterentwicklung der Technik zu erwarten sein wird, war mit dieser
Gentherapie ein erster Behandlungserfolg verbunden.

In den vergangenen sechzehn Jahren wurden 953 klinische Studien zur Gentherapie am
Menschen initiiert (Gene Therapy Clinical Trials, The Journal of Gene Medicine-Website,
Stand Oktober 2005).

In der Bundesrepublik Deutschland sind bei der Komission Somatische Gentherapie (KSG)
des Wissenschafftlichen Beirates der Bundesirztekammer seither insgesammt 71 Antrige
auf Beurteilung einer klinischen Gentransferstudie eingegangen (Gene Therapy Clinical
Trials, The Journal of Gene Medicine-Website Stand 10/05). Diese Komission berit die
lokalen, nach Landesrecht gebildeten, zustdndigen Ethikkomissionen bei der Begutachtung
derartiger Antrdge, um in dieser jungen medizinischen Disziplin auf eine einheitliche
Begutachtungspraxis hinzuwirken.

Fin tragischer Zwischenfall der somatischen Gentherapie ereignete sich am 18.9.1999, als
ein junger Patient im Rahmen einer Phase-I-Studie zut Therapie eines
Ornithintranscarbimasemangels eine sehr hohe Dosis Adenovirus-Vektoren erhielt, wodurch
eine generalisierte Immunreaktion auf adenovirale Kapsidproteine ausgelést wurde, an
welcher der Patient verstrab [Miller, 2000; Stephenson, 2001]. Im Jahre 2002 ereigneten sich
zwel weitere tragische Zwischenfdlle wahrend einer Phase-II-Studie zur Therapie von X-
SCID (x-chromosomal gebundenes schweres kombiniertes Immundefizienz-Syndrom) in
Frankreich, bei der 2 von 9 Kindern im Laufe der Therapie mit retroviralen Vektoren eine
schwere Leukdmie entwickelten [Check, 2003; Fox, 2003; Kaiser, 2003; Kohn et al., 2003;
Marshall, 2002; 2003]. Der jlingste Zwischenfall ereignete sich erst kiirzlich, bei dem ein
weiterer Patient aus derselben Phase-II-Studie in Frankreich an einem Tumor erkrankte [Paul

Ehrlich Institut, 28/1/05] und die Studie erneut abgebrochen wurde.



Einleitung 4

Trotz dieser Zwischenfille konnten durch die somatische Gentherapie vor allem bei rezessiv
bedingten Erbkrankheiten, wie ADA-Mangel, genetisch bedingter Hypercholesterindmie,
Zystischer Fibrose und Hédmophilie gute Fortschritte erzielt werden [High, 2004; Onodera,
Driskell und Engelhardt, 2003; 1998; Grossman et al., 1994;].

Die meisten viralen Gentherapiestudien werden derzeit mit Retroviren durchgefiihrt. Studien
mit adeno-assoziierten Virusvektoren (AAV) werden aktuell bei der Therapie der
Mucoviszidose durch Transfektion bronchialer Epithelzellen [Flotte et al., 2003], bei Morbus
Parkinson durch Vektorinjektion in das Striatum [During et al., 2001] (Informationen von
Avigen, Alameda, USA) und bei der Therapie der Hdmophilie durch Transduktion von

Leber und Muskelzellen eingesetzt [Manno et al., 2003] (Information von Avigen).

1.3. Hautgentherapie

Die Haut als Zielorgan fiir eine Gentherapie bietet zahlreiche Vorteile. Als notwendige
Vorraussetzung fiir eine Langzeitgentherapie besitzt sie Stammzellen. Desweiteren besitzt
sie sowohl das Potential zur Therapie von dermatologischen, als auch von systemischen
Erkrankungen. Die Haut kann bei einem in-vivo Gentransfer gut erreicht werden. Eine
leichte Gewebegewinnung ist flir einen ex-vivo Gentransfer moglich. Klinisch sind sowohl
Zellkulturmethoden, als auch Transplantationsmethoden gut etabliert. Durch zelleigene
Promotoren sind dauerhafte Genexpressionen mdglich. Modifizierte Hautareale kdnnen
leicht  kontrolliert ~werden und bei auftretenden Nebenwirkungen entfernt
werden.Unbestritten bietet die Haut hierdurch im Vergleich zu anderen Geweben ein hohes
Mal} an Sicherheit. Ein Aspekt, der gerade im Riickblick auf den tddlichen Zwischenfall
nach systemischer AD-Vektor-Applikation und die Entstehung zweier Leukéimie-
Erkrankungen nach systemischer retroviraler Vektorgabe nicht zu vernachldssigen ist
[Stephenson, 2001; Kohn, 2003]. Die Epidermis untergliedert sich in Stratum corneum
(Hornschicht),  Stratum  granulosum  (Granularzellschicht),  Stratum  spinosum
(Stachelzellschicht) und Stratum basale (Basalzellschicht). Im AnschluB3 an die Epidermis
befindet sich die Dermis, durch die Kapillar- und Lymphgefde verlaufen. Der duBerlich
sichtbare Teil der Epidermis besteht aus dem Stratum corneum, welches aus abgestorbenen
Zellen gebildet wird. In der Basalzellschicht erfolgt durch Zellteilung die Neubildung der
Keratinozyten. Die epidermale Erneuerungsphase, in der die Keratinozyten aus der
Regenerationsschicht in die Hornschicht wandern dauert ca. 28 Tage.

Bei  Keratinozyten lassen sich drei unterschiedliche Typen nach ihrem

Differenzierungsverhalten unterscheiden: Stammzellen, transient amplifizierende Zellen, die
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sich noch einige Male teilen konnen, wobei aus dem groflten Teil der Tochterzellen
Ubergangszellen gebildet werden, und Ubergangszellen [Barrandon et al., 1989], die keine
Teilungsaktivitit mehr haben und dem terminalen Differenzierungsprogramm unterliegen.
Eine wesentliche Voraussetzung fiir einen Langzeitgentransfer ist die Anwesenheit von
Stammzellen. Durch die Anwesenheit von Keratinozytenstammzellen in der Epidermis und
den Haarfollikeln erfiillt die Haut eines der wichtigsten Kriterien fiir eine
Langzeitgentherapie [Jensen, 2004].

Da die Haut ein sehr gut erreichbares Organ darstellt, sind sowohl in-vivo, als auch ex-vivo
Gentherapien durchfiihrbar. Bei der in-vivo Gentherapie findet die Therapie direkt an der
Haut des Patienten statt. Virale Partikel, die das zu exprimierende Gen tragen, konnen direkt
in die Epidermis injiziert werden.

Bei der ex-vivo Gentherapie werden Keratinozyten von Patienten entnommen und auf
Zellkulturschalen expandiert. Das gewiinschte Gen kann durch unterschiedliche
Gentransfermethoden in die Zellen geschleust werden. Hier ist von Vorteil, dass die
Kultivierung primérer Keratinozyten auf Zellkulturschalen seit 1975 bekannt ist und sich
diese kultivieren und vermehren lassen [Rheinwald und Green, 1975].

Aus transfizierten Keratinozyten kann ein diinnes H&autchen, bzw. Epidermisidquivalent,
geziichtet werden, welches dem Patienten transplantiert wird. Diese Methode ist mittlerweile
etabliert und so verfeinert, dass es unter optimalen Bedingungen méglich ist, aus 1 cm? Haut
in 3-4 Wochen 1m? Zellkulturepithel zu erhalten [Navsaria et al., 1995; Holzmann et al.,
1994]. Nachdem das Héutchen auf der Transplantationsstelle des Patienten angewachsen ist,
konnen rekombinante Keratinozyten das gewiinschte Protein sezernieren, das in die
Blutbahn abgegeben werden kann.

Seitdem bekannt ist, dass Keratinozyten Proteine sezernieren [Khavari et al., 2002; Cao et
al., 2000], die anschlieBend in die Blutbahn abgegeben werden konnen, ist es denkbar, dass
Therapien von systemischen Erkrankungen iiber die Haut, bzw. durch Gentransfer in
Keratinozyten, moglich sind [Agrawal et al., 2004].

Viele Genodermatosen werden durch das Fehlen einzelner Enzyme, oder Proteine verursacht
und konnten durch das Wiedereinbringen der funktionellen cDNA in Keratinozyten genthe-
rapeutisch korrigiert werden [Irvine und McLean, 2003; Uitto und Pulkkinen, 2000; Khavari,
1998; 2000]. Bei vererbbaren Genodermatosen unterscheidet man zwischen denen, die
dominant und denen, die rezessiv vererbt werden. Defekte autosomal-rezessiver (AR)
Genodermatosen konnen durch Gentransfer des intakten Gens wiederhergestellt werden.

Fiir eine Korrektur autosomal-dominanter Defekte (AD) ist es notwendig das mutierte Allel

zu inaktivieren oder zu korrigieren. Dies wurde bisher durch die Entwicklung von Antisense-
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Oligonukleotiden, bzw. DNA-RNA Oligonukleotiden-Chimiren und durch RNA Interferenz
(RNAI) erreicht [Xia et al., 2004, Waight et al., 2000; Kren et al., 1998; Alexeev et al.,
2000].

1.3.1. Sjogren-Larsson Syndrom

1.3.1.1. Uberblick

Das Sjogren-Larsson Syndrom (SLS) ist eine autosomal-rezessive Genodermatose, deren
Ursache in dem fiir die Fettaldehyddehydrogenase (FALDH) kodierenden Gen FALDH3A2,
liegt. Dadurch kommt es zu einem Ausfall von FALDH, die Teil des Fettalkohol-
nikotinamiddinukleotidoxidoreduktasekomplexes (FAO:NAD'-Oxidoreduktasekomplexes)
ist, wodurch es zu einer Anreicherung von Fettalkoholen im Koérper kommt. Klinisch ist die
Krankheit durch die Trias einer generalisierten Ichtyose, mentaler Retardierung und
Spastiken gekennzeichnet, die bis hin zur Di- oder Tetraplegie gehen kdénnen, je nachdem
wie ausgepragt der Enzymdefekt ist [Rizzo, 1993].

Die generalisierte Ichtyose ist von Geburt an vorhanden und dufert sich vor allem bei
Kleinkindern mit einem starken Juckreiz [Mohrenschldger et al., 2000]. Die neurologischen
Erscheinungen entwickeln sich innerhalb der ersten 2 Jahre [Carney et al., 2004].

Die Muskulatur ist zundchst hypoton, aus der sich im Lauf der Jahre eine progrediente
Spastik bis hin zur Di- oder Tetraplegie entwickelt. Durch die meist vorhandene
SpitzfuBlstellung und aufgrund von Kontrakturen der Knie und Hiiftgelenke sind die
Betroffenen oft an den Rollstuhl gebunden und konnen sich nicht mehr ohne fremde Hilfe
bewegen. Minderwuchs, zerebrale Krampfanfdlle und Kyphose konnen erschwerend
hinzukommen.

Die mentale Retardierung dufBert sich sowohl in einer Stérung der expressiven
Sprachentwicklung, wodurch es den Betroffenen meist nur méglich ist, einzelne Worter zu
sprechen, als auch in einer stark geistig behinderten Form, bei der die Patienten den
Wissensstand eines Kleinkindes nicht iiberschreiten.

Als weitere duflere charakteristische Erscheinung des Krankheitsbildes werden glitzernde
Einlagerungen im Makulabereich der Retina angesehen [Van Domburg et al.; 1999,
Willemsen et al., 2000; 2001]. Die Betroffenen kommen meist als Frithgeburten auf die
Welt.

Die Prévalenz ist ortsbezogen und insgesamt duferst variabel. Im Durchschnitt ist 1 von

100000 Personen betroffen, wobei in der schwedischen Region Vésterbotten die Rate mit 8,3
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auf 100.000 Einwohner am hochsten liegt. Aufgrund dieser Erscheinung wurde die

Krankheit auch oft als ,,Vésterbottenkrankheit* bezeichnet [Iselius und Jagell, 1989].

1.3.1.2. Genomische Organisation und Expression von ALDH3A2

Das FALDH-Gen ist auf Chromosom 17q11.2 lokalisiert [De Laurenzi et al., 1996], besteht
beim Menschen aus 11 Exons, 10 Introns und erstreckt sich iiber einen Bereich von 31 kb
[Chang und Yoshida, 1997; Rogers et al., 1997].

Durch Insertion eines zusitzlichen Exon 9 zwischen Exon 9 und 10 entstehen bei der
Translatation zwei unterschiedliche Transkripte. Das Haupttranskript besteht aus 485
Aminoséduren, das Nebentranskript besteht aus maximal 10 % des Haupttranskriptes, wobei
die Funktion dieser Isoform, genannt vVFALDH bisher nicht vollstdndig bekannt ist [Lin et
al., 2000]. Das Nebentranskript hat anstelle der 4-carboxyterminalen Aminosduren des
Haupttranskriptes, 27 andere hydrophobe Aminoséurereste. Eventuell hat vFALDH dadurch
eine alternative mikrosomale Membraninteraktion [Rizzo et al., 2001].

Es werden drei unterschiedliche Transkripte, 2,0 3,8 und 4,0 kb, die sich in ihren
Polyadenylierungsseiten unterscheiden, und die in unterschiedlichen Verhiltnissen
zueinander je nach Gewebe auftreten, exprimiert.

cDNA von FALDH wurde aus Ratten [Miyauchi et al., 1991], Maus [Vasiliou et al., 1996]
und Menschen [de Lauenzi et al., 1996] geklont, wobei die Sequenzen der jeweiligen

FALDH groBe Ubereinstimmungen haben [Rizzo et al., 2001].

1.3.1.3. Mutationen im SLS-Gen

Durch verschiedene Mutationen im FALDH-Gen, ALDH3A2, resultiert eine nicht
funtionsfahige FALDH [De Laurenzi et al., 1996].

Bisher wurden tiber 70 verschiedene Mutationen auf diesem Gen beobachtet [Carney et al.,
2004]. Missense und Deletionsmutationen kommen am héufigsten vor [Sillen et al., 1998].
Beobachtet wurden auch Insertions-, Punkt- und Splicesitemutationen, sowie
Komplexmutationen [De Laurenzi et al., 1996; 1997; Rizzo et al., 1997; Sillen et al., 1997;
Tsukamoto et al., 1997; Willemsen et al., 1999; Aoki et al., 2000; Kraus et al., 2000;
Willemsen et al., 2001].

Es gibt 5 Sequenzvariationen im FALDH-Gen, die keine Krankheit hervorrufen. Hierzu
gehoren vier SNP (Einzel-Nukleotid-Polymorphismus) [Rizzo et al., 1999; 2001] und eine
polymorphe TG-Wiederholung [de Laurenzi, 1997]. Alle Polymorphismen sind in den
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Introns lokalisiert, auller einem stillen SNP, welcher sich auf dem dritten Nukleotid auf
Codon 481 in Exon 10 befindet. Hierdurch findet kein Austausch der Aminosduren statt

[Chang und Yoshida, 1997; Sillen et al., 1998].

1.3.1.4. FALDH-Protein

FALDH gehort zu der Familie der Aldehyddehydrogenasen (ALDH).

ALDH sind NAD(P)-abhingige Enzyme, die Aldehyde, sowie intermedidr entstehende
Metabolite oxidieren und fiir die Entgiftung bestimmter exogener Xenobiotika
verantwortlich sind [Lindahl, 1992]. Sie haben eine individuelle, subzellulare Lokalisation
und Verteilung. Einige ALDH konnen nur eine limitierte Anzahl von Substraten oxidieren,
andere haben eine breitere Substratspezifitit. Bei Menschen wurden mindestens 12
unterschiedliche ALDH identifiziert.

Je nach Verteilung, biophysischen und kinetischen Ahnlichkeiten, sowie Ahnlichkeiten in
den Primérsequenzen werden die Sdugetier-ALDH in 3 Klassen eingeteilt [Lindahl, 1992].
Zu Klasse 1 ALDH gehoren die zytosolisch lokalisierten, konstitutiven und induzierbaren
ALDH, zu Klasse 2 ALDH gehoren die mitochondrialen ALDH. Beide Klassen oxidieren
kurzkettige aliphatische und aromatische Aldehyde [de Laurenzi et al., 1996]. Zu Klasse 3
ALDH zdhlen tumorspezifische und induzierbare zytosolische ALDH, sowie mikrosomale
FALDH, die im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist [Lindahl und Petersen, 1991;
Kelson et al., 1992]. Im Gegensatz zu Klasse 1 und 2 ALDH ist nur wenig iiber mikrosomale
Klasse 3 ALDH bekannt.

Evolutionsbedingt ~ zeigen =~ ALDH  eine  groBe  Ubereinstimmung in  den
Primiraminosduresequenzen auf, wodurch ALDH in verwandte Familien eingeteilt werden
konnten. ALDH 3, 7, 8 und FALDH haben dhnliche Strukturen iiber weite Teile des Proteins
[Perozich et al., 1999].

FALDH wird an freien Ribosomen synthetisiert und post-translational in das Endoplas-
matische Retikulum eingebaut [Takagi et al., 1985]. Durch eine carboxyterminale, aus 35
Aminoséduren bestehende, hydrophobe Aminoséuresequenz, die essentiell fiir die Bindung an
die Membran ist, erfolgt eine Kopplung an diese [Masaki et al., 1994]. Der 241-Cystein Rest
in FALDH wurde als katalalytisches Cystein identifiziert [De Laurenzi et al., 1996].

Native FALDH hat eine Gréfle von 54 kDa und liegt warscheinlich als Homodimer vor, das
sich zu groBeren Aggregaten polymerisiert [Nakayasu et al., 1978; Kelson et al., 1997].
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FALDH ist Teil des Fettalkoholnikotinamiddinukleotidoxidoreduktasekomplexes (FAO-
Komplex), der aus zwei separaten Proteinen, der Fettalkoholdehydrogenase (FADH) und der
Fettaldehyddehydrogenase (FALDH) besteht. Der FAO-Komplex katalysiert die Oxidation
langkettiger Fettalkohole in einer ersten Stufe iiber die FADH zu einem instabilen
Fettaldehydintermediat, welches in der zweiten Stufe iiber FALDH zu der
korrespondierenden Fettsduren oxidiert wird. Die Enzyme aus denen der FAO-Komplex
besteht sind rdaumlich von denen getrennt, die die Oxidation kurzkettiger Fettalkohole
umsetzten.

Mikrosomale FALDH wurde aus der Rattenleber [Nakayasu et al., 1978; Mitchell und
Peterson, 1989], dem Hasendarm [Ichihara et al., 1986], menschlicher Leber [Koivula, 1975]
und menschlichen polymorphonuklearen Leukozyten [Sutyak et al., 1989] isoliert, wobei
festgestellt wurde, dass menschliche und Ratten FALDH 84 % Sequenzihnlichkeiten im
Aufbau ihrer Enzyme zeigen [Miyauchi et al., 1991].

Intakte FALDH katalysiert die Oxidation langkettiger aliphatischer Aldehyde [Kelson et al.,
1997], Fettaldehyde [Nakayasu et al., 1978; Kelson et al., 1997], langkettiger Fettalkohole
[Rizzo et al., 1987], Glyceroletherlipiden [Rizzo und Craft, 2000], Leukotrien B4 (LTB 4)
[Willemsen et al., 2001] und Phytansédure [Verhoeven et al., 1998].

Durch den Ausfall der FALDH kommt es daher zu Akkumulationen dieser Substanzen im
Plasma von SLS-Patienten.

Es wurden bis zu einer 25-fachen Erhohung der Plasma-Fettalkoholwerte [Rizzo und Craft,
2000], erhohte Phytol (3, 7, 11, 15-tetramethyl-hexadec-2-en-1-ol) konzentrationen [van den
Brink et al., 2005] und erhohten Konzentrationen an LTB4 und dessen Metaboliten
[Willemsen et al 2001] bei SLS-Patienten festgestellt. Die gesteigerten LTB4-Spiegel und
dessen Metabolite werden fiir den Pruritus und die Schmerzen bei den Patienten
verantwortlich gemacht [Levine et al., 1984; Andoh et al., 1998].

Jedoch sind Akkumulationen freier Fettaldehyde weder im Blut, noch in kultivierten
Fibroblasten bei SLS-Patienten vorhanden. Es wird angenommen, dass neben dem Ausfall
der FALDH auch FADH teilweise betroffen ist, wodurch die Produktion von Fettaldehyden
aus Fettalkoholen limitiert wird.

AulBerdem sind die intermediér entstehenden Aldehyde eine chemisch instabile, sehr reaktive
Gruppe, die schnell in andere Metabolite divergieren konnen, wie z.B Schiffsche-Base
Formation mit PE (Phosphatidylethanolamin).

Eine Erhohung von N-alkyl-PE [Rizzo und Craft, 2000], bzw. Addukte, die mit anderen

Komponenten des zentralen Nervensystems, der Haut und der Retina gebildet werden [Rizzo
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und Craft, 1991; Kelson et al., 1997; Rizzo et al., 1993; 2000; James und Zoeller, 1997] sind
bei SLS-Patienten zu finden.

1.3.1.5. Diagnosestellung

Die bei SLS-Patienten auftretende Ichthyose ist nicht alleine ausreichend fiir eine
Diagnosestellung von SLS [Lacour et al., 1996; Koone et al., 1990]. Eines der
Standardverfahren zur Diagnosestellung bei SLS besteht in der Messung der FALDH-
Aktivitdt aus Fibroblasten.

Neben dem FALDH-Aktivititstest werden Mutationsanalysen zur Diagnose herangezogen
[Willemsen et al., 2001].

Durch Magnetresonanzuntersuchung (MRI) des Gehirnes kdnnen verspétete Myelinisierung
und ein unterschiedlicher Grad an Dysmyelinisierung festgestellt werden [van Domburg et
al., 1999].

Untersuchungen durch Wasserstoffmagnetresonanzspektroskopie (H-MRS) zeigen eine
Anreicherung der periventriculdren weilen Angelegenheitsverletzung, noch vor dem Grad
der sichtbaren Dysmyelinisierung.

Durch Entnahme einer kleinen Hautbiopsie ist es moglich, relativ schnell eine Abgrenzung
zwischen einer Ichthyose und dem SLS zu finden. Die Methode ist ein histochemischer
Nachweis der Hexanol-Dehydrogenase-Aktivitdt in der Haut und erlaubt eine schnelle
Differenzierung [Lake et al., 1991, Judge et al, 1990; Rizzo, 1988; 1989].
Lichtmikroskopisch sind bei SLS-Patineten vor allem Akanthose, Papillomatose und
Orthohyperkeratose, sowie Hypergranulose oder Hypogranulose auffillig [Rizzo, 1993;
Kawakami, 1999].

Elektronenmikroskopisch sind Membraneinschliisse in der Hornschicht zu erkennen

[Matsuoka et al., 1982].

Bei genetischer Priadisposition wurde frither in der 23-ten Schwangerschaftswoche eine
Hautprobe von dem Fotus entnommen und dieser histologisch auf Abnormalititen
untersucht [Kouseff et al., 1982]. Diese Methode ist jedoch riskant.

Wesentlich sicherer ist die Diagnose liber FALDH und FAO-Aktivititsbestimmung aus
entnommenen und kultivierten Chorionzotten oder Amniozyten, von denen Mutations-
analysen durchgefiihrt werden [Rizzo et al., 1993; 1994; Tabsh et al., 1993; Sillen et al.,
1997].
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1.3.1.6. Fettalkohole und Fettalkoholzyklus

Inwieweit eine Akkumulation von Fettalkoholen und anderen Metaboliten des Fettstoft-
wechsels die schweren Symptome bei SLS-Patienten verursacht, ist noch nicht genau
geklart. Man vermutet, dass durch Anreicherung langkettiger, freier Fettalkoholintermediate
eine verspiatete Myelinisierung und eine Dysmyelinierung im Gehirn resultiert [van

Domburg et al., 1999].

Fettalkohole, die als Zwischenprodukt im Fettstoffwechsel anfallen, entstehen entweder aus
der Reduktion von Fettsduren oder durch Oxidation von Alkanen. Fettalkohole werden zu
Wachsestern, Glyceroletherlipiden, oder iiber die Zwischenstufe der Fettaldehyde weiter zu
Fettsduren oxidiert. Diese biochemischen Vorginge beschreiben einen Kreislauf, der als
Fettalkoholzyklus bezeichnet wird [Kelson et al., 1997; Verhoeven et al., 1998;
Mohrenschldger et al., 2000; Willemsen et al.; 2000]. Erst durch angeborene Defekte im
Fettstoffmetabolismus, wie bei SLS, bei dem es zum Ausfall des FAO-Komplexes im
Zyklus kommt, wurde der Fettalkoholzyklus (Abb.:1.2) bekannt [Rizzo, 1998].

Der Initialschritt der Oxidation wird durch eine NAD-abhdngige Fettalkoholdehydrogenase
(FADH) katalysiert und ist wahrscheinlich der geschwindigkeitsbestimmende Schritt [Rizzo
und Craft, 1991; Rizzo et al., 1987; Lee, 1979; Ichihara et al., 1986].

Isoenzyme der FADH, die fiir diese Reaktion verantwortlich sind, wurden noch nicht
gefunden. Die anschlieBende Oxidation der intermedidr entstandenen Fettaldehyde zu
Fettsduren wird durch FALDH katalysiert, wobei verzweigte und unverzweigte aliphatische
Aldehyde mit einer Kettenldnge zwischen 6 und 24 Kohlenstoff (C) oxidiert werden konnen
[Nakayasu et al., 1978; Kelson et al., 1997]. Auch wenn der Komplex bisher noch nicht
isoliert wurde, so wurde duch in-vitro Versuche festgestellt, dass sich beide Komponenten

des FAO-Komplexes in der Zelle rdumlich nahe liegen.
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NADPH NADP*
Fett-Acyl-CoA Fettaldehyd
NADPH
Fette
von NADP*
auBen\ Alkane
Fettsiaure /
Fette
/ Fettalkohol | von
1 auflen
Endogene
Fette FADH
NAD+ Wachsester

Fettaldehyd
NADH

Spingolipide = Fettaldehyde +—— Glyceroletherlipide

Abb. 1.2: Fettalkoholzyklus

Fettalkohole, die als Zwischenprodukt im Fettstoffwechsel anfallen, entstehen entweder aus
der Reduktion von Fettsduren oder durch Oxidation von Alkanen. Diese werden zu Wachs-
estern, Glyceroletherlipiden, oder tliber eine Zwischenstufe der Fettaldehyde weiter zu
Fettsiuren oxidiert. Rosa markiert ist der FAO:NAD -Oxidoreduktasekomplex
(Fettalkoholnikotinamiddinukleotidoxidoreduktase), der aus FADH (Fettalkohol-
dehydrogenase) und FALDH (Fettaldehyddehydrogenase) besteht. Dieser oxidiert im ersten
Schritt durch FADH Fettalkohole zu instabilen Fettaldehydintermediaten, die in der zweiten
Stufe iiber FALDH zu korrespondierenden Fettsduren oxidiert werden.

14. Voraussetzungen fiir einen stabilen Gentransfer

Da der Gendefekt bei autosomal-rezessiven Genodermatosen lebenslang vorhanden ist, ist es
wichtig, eine langfristige Rekonstitution des Gendefektes durch einen stabilen Gentransfer
anzustreben. Voraussetzung fiir eine langfristige Rekonstitution ist die Integration des
Therapiegens in die chromosomale DNA der Zielzelle, da ansonsten das Therapiegen im
Laufe der Zellteilungen nicht mehr repliziert wird und verloren geht. Werden als Zielzellen
Keratinozyten gewdhlt, sollten vor allem Keratinozytenstammzellen fiir den Gentransfer

selektiert werden, da beim Gentransfer in normale Keratinozyten durch die epidermale
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Erneuerungsphase die Genexpression nach 28 Tagen verloren geht. Aullerdem ist die

Auswabhl eines geeigneten Vektors entscheidend fiir die Weiterentwicklung.

1.5. Fiir den Gentransfer verwendbare Vektoren und ihre Eigenschaften

Unter Gentransfer, auch Transduktion genannt, versteht man das Einschleusen eines Gens in
eine Zelle, das in dieser exprimiert werden soll. Um das Gen in die Zelle einschleusen zu
konnen, wird ein geeignetes Vehikel bzw. ein Vektor bendtigt.

Die Wahl des geeigneten Vektors richtet sich nach dem jeweiligen Therapieziel, der
Zielzelle, nach der Art des Gentransfers (in-vivo oder ex-vivo), der Grofle des
einzuschleusenden Gens, bzw. der Transgen-Kapazitit, der Effizienz, Selektivitit,
Expressionsdauer, Sicherheit, dem Aufwand in der Herstellung und Handhabung der
Vektoren.

Fir die Transduktion von Keratinozyten konnen virale, chemische und physikalische
Gentransfermethoden verwendet werden.

Physikalische Gentransfermethoden haben den Vorteil einer einfachen Handhabung und
Herstellung. Sie werden vorzugsweise in-vivo angewendet. Das einzuschleusende Gen wird
mittels Plasmid-Injektion [Sawamura et al., 2002], einer Genpistole, Elektroporation oder
Magnetofektion in die jeweiligen Zellen gebracht. Bei der Plasmid-Injektion und der
Genpistole ist eine Anwendung in-vivo moglich, die Transduktionseffizienz ist jedoch
niedrig und es werden zudem nur transiente Expressionen erreicht. Da kein Einbau in das
Genom erfolgt, ist das Risiko einer Mutagenese niedrig.

Bei der Genpistole wird Plasmid-DNA an Goldpartikel gebunden, die dann iiber Luftdruck
in die Haut geschossen werden [Lin et al., 2001].

Die Elektroporation und die Magnetofektion kdnnen sowohl in-vivo, als auch ex-vivo
angewendet werden und dienen zur Erh6hung der Gentransfereffizienz nach Einbringen von
Plasmiden in die Haut. Bei dieser Methode wird ein transfiziertes Hautareal mit 2 Elektroden
versechen und mit ElektrostoBen bearbeitet. Hierdurch soll die transmembrandse
Permeabilitidt erhoht werden, wodurch eine groBere Menge an Plasmid-DNA in die
Keratinozyten gelangen kann [Zhang, et al., 2002].

Bei der Magnetofektion werden die transduzierenden Partikel mit Hilfe von
Eisennanopartikeln in einem Magnetfeld in die Zelle gebracht. Bei den transduzierenden
Partikeln kann es sich um Plasmid-DNA, aber auch um virale Vektoren handeln [Plank et

al., 2003].
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Zu den chemischen Gentransfermethoden gehort die Lipofektion. Bei dieser Methode wird
das Gen umhiillt von chemischen lipohilen Reagentien in die Zielzelle eingeschleust.

Da mit den physikalischen und chemischen Gentransfermethoden nur ein temporérer Effekt
beziiglich der Genexpression erzielt werden kann, sind diese Methoden im Hinblick auf

einen Langzeitgentransfer nur bedingt geeignet.

1.5.1. Virale Vektoren

Um Viren gentherapeutisch verwenden zu konnen, miissen zuvor die virusreplizierenden
Sequenzen entfernt werden, um das Virus vermehrungsunfahig zu machen. Das gewiinschte
Therapiegen kann in die freie Stelle des Virus eingebaut werden, wobei die Grofle des
Therapiegens durch die Ursprungsgrofle des Vektors limitiert ist.

Derzeit verwendet werden Retro-, Lenti, Adeno- und adeno-assoziierte Virusvektoren.
Virale  Vektoren haben  gegeniilber den  physikalischen und  chemischen
Transfektionsmethoden den Vorteil, dass einige von ihnen, wie Lenti-, Retro und Adeno-
assoziierte Viren in der Lage sind, sich in das Wirtsgenom integrieren zu kénnen und somit
fiir einen Langzeitgentransfer prinzipiell besser geeignet sind. AuBBerdem kann mit viralen

Vektoren eine groflere Transfektionseffizienz erreicht werden.

1.5.2. Wildtyp Adeno-assoziiertes-Virus (AAYV)

Adeno-assoziierte-Viren (AAV) sind einzelstrangige, hiillenlose DNA-Viren aus der Familie
der Paraviridae und werden dem Genus der Dependoviren zugeordnet. Diese wurden
erstmals 1965 in einer Adenoviruspriparation als Verunreinigung in Form kleiner
virusdhnlicher Partikel gefunden und daher Adeno-assoziierte Viren genannt [Archetti et al.,
1966; Atchison et al., 1965; Hoggan et al., 1966].

Nach dem internationalen Komitee fiir Taxonomie von Viren (ICTV) unterscheidet man
heute zwischen 10 unterschiedlichen Serotypen, von denen 5 bei Menschen und 5 bei
anderen (wir Menschen sind auch Primaten) Primaten vorkommen. Am besten untersucht
wurde beim Mensch der Serotyp AAV-2.

AAV-2 ist ein natiirlich-replikationsdefizientes Virus und bendtigt fiir seine Replikation
zusdtzlich Helferviren, wie z.B. Adenoviren [Siegl et al., 1985]. Alternativ koénnnen
Eppstein-Barr-, Herpes Simplex- und Cytomegalievirus diese Funktion tibernehmen [Buller

et al., 1981; Mc Pherson et al., 1985; Muzyczka, 1992].
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Die Helferfunktion, die von den Adenoviren ausgeiibt wird, wurde mittlerweile identifiziert
und den Genfunktionen Ela, E1b, E2a, VA RNA und E4 [Xiao et al., 1998] zugeordnet.
Infiziert AAV-2 ohne Helfervirus eine Zelle, wird das Genom {iiber eine Kopf-Schwanz-
Formation in die DNA integriert. Es wird auch von der latenten Phase des Virus gesprochen.
[Cheung et al., 1980; Kotin und Berns, 1989; Laughlin et al., 1986].

Die Integration in die chromosomale DNA findet zu 70% an einer spezifischen Stelle auf
dem Chromosom 19q13.3-qter statt. Diese Stelle wird als AAVS1 bezeichnet [Samulski et
al., 1991].

Der Ubergang von der latenten in die produktive Phase findet statt, wenn die Zelle zu einem
spateren Zeitpunkt mit dem Helfervirus superinfiziert wird, wodurch der Teil des
integrierten Genoms freigesetzt wird und die AAV-2-Partikel sich vermehren konnen
[Nahreini und Srivastava, 1989].

Untersuchungen am Menschen zeigten, dass ein groBer Teil der Bevolkerung (40-70 %)
Antikorper gegen AAV-2 im Blut hatten, das heif3t, dass sie schon einmal mit dem Virus in
Kontakt gekommen sind. Bisher konnten keine Krankheiten in Zusammenhang mit AAV-2
in Verbindung gebracht werden. Es wird daher angenommen, dass AAV-2 nicht
humanpathogen ist, was eine wesentliche Voraussetzung fiir die Anwendung am Mensch
darstellt [Hallek und Wendtner, 1996].

In einem Mausmodell kam es nach sehr hohen Dosen von AAV-2-Wildtyp zu einem Abort
von schwangeren Méusen bis zum 7.Tag der Schwangerschaft [Botquin et al., 1994].

AAV-2 besitzt zwei offene Leserahmen, die fiir Rep- und Cap-Proteine kodieren.
Eingeschlossen sind die offenen Leserahmen auf beiden Seiten von den invertierten
terminalen Repetitionssequenzen (ITR), die jeweils eine Grofle von 145 Nukleotiden haben
[Koczot et al., 1973; Gerry et al., 1973]. Die ITR sind notwendig fiir die Replikation der
viralen DNA und das Freisetzen der im Genom integrierten viralen Sequenzen [Samulski et
al., 1983; 1987].

Die Rep-Proteine steuern die Integration der Virus-DNA in die Wirtszelle und die Cap-
Proteine steuern die Verpackung der viralen DNA in Kapside [Mc Laughlin et al., 1988;
Samulski et al., 1989]. Zudem besitzen sie eine intrinsische transkriptionelle Promoter-
Aktivitdt [Flotte et al., 1993]. Das Rep-Gen kodiert fiir vier Rep-Proteine, die von 2
Promotoren (p5 und p19) transkribiert werden. Die Rep-Proteine spielen eine wichtige Rolle
bei der Regulation der Replikation und Transkription.

Rep 78 und Rep 68 besitzen sequenzspezifische DNA-Bindungsaktivitit, mit der sie unter
anderem an die ITR, die iiber spezielle Rep-Bindungsstellen (RBS) verfiigen, binden
konnen. Das fiir eine Replikation notwendige Aufwinden der ITR wird durch ATP-



Einleitung 16

abhingige DNA-Helikase-Aktivitit und eine strang- und sequenzspezifische Endonuklease-
Aktivitdt bewirkt, wodurch Strangbriiche entstehen. In dhnlicher Weise konnen Rep-Protein
an AAVSI1 binden und dort iiber Strangbruch und Komplexbildung zwischen ITR, Rep-
Protein und AAVSI die Integration in das Genom bewirken. In Abhédngigkeit von der An-
oder Abwesenheit von Helferviren konnen Rep-Proteine einen positiven oder negativen
EinfluB3 auf die Replikation haben [Labow und Berns, 1998].

Die Cap-Gene codieren fiir drei Kapsid-Proteine VP1, VP2 und VP3, die das gesamte ca. 25
nm grofle, ikosahedrische Virus-Kapsid aufbauen [Rose et al., 1971]. Die Proteine haben

unterschiedliche Langen und unterschiedliche Molekulargewichte.

1.5.3. Rekombinante AAV-2 Partikel als virales Vektorsystem

Zur Vektorherstellung kdnnen alle kodierenden Sequenzen aus dem AAV-2 Genom entfernt
werden. Die ITRs sind die einzigen urspriinglichen viralen Sequenzen, die erhalten bleiben
miissen. Diese miissen bei der Vektorherstellung in cis-Stellung zur Verfiigung stehen
[Samulski et al., 1989].

Therapiegene mit einer Grof8e zwischen 4,1 und 4,9 kb kénnen zwischen die ITR kloniert
werden und effizient in rAAV-2 Partikel verpackt werden [Dong et al., 1996].

Die notwendigen adenoviralen Helferfunktionen kénnen in trans zur Verfligung gestellt
werden [Xiao et al., 1998]. Die hergestellten Vektorlysate sind frei von AD-Helferviren,
wodurch das Immunogenititsrisiko durch Ad-Kapsidproteine eliminiert wurde. AuB3erdem

kann eine Kontamination mit dem Wildtyp-AAV verhindert werden [Allen et al., 1997].

Abb. 1.3: Struktur AAV-2 Wildtyp (A) und AAV-2 Vektor mit Therapiegen (B)
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1.6. Zielstellung der Dissertation

Zunichst sollten Nachweismethoden fiir FALDH, sowie der Gentransfer intakter FALDH
mittels rAAV-2 Vektoren in FALDH-defekte Zelllinien untersucht werden, um dies spéter in
das humane System {ibertragen zu konnen.

Inwieweit FALDH-transfizierte Zellen einen Uberlebensvorteil in Anwesenheit von
toxischem Fettaldehyd gegeniiber unbehandelten Zellen zeigen, sollte in einem
Toxizitétsversuch kontrolliert werden. Die Versuche sollten dann im humanen System, an
defekten SLS-Keratinozyten durchgefiihrt werden, um festzustellen, inwieweit eine
Korrektur mittels AAV-2-Vektoren moglich ist, bzw. ob sich die FALDH-Aktivitdt in den
korrigierten Zellen steigern lésst.

Das endgiiltige Ziel der Arbeit bestand in der in-vitro Rekonstitution primérer, defekter SLS-

Keratinozyten mittels rekombinanten-adeno-assoziierten Virusvektoren.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zellkulturmedien und Supplemente

Biochrom KG. Seromed”, Berlin, Deutschland

DMEM, Hams F12, MCDB 153, EGF (Epidermal Growth Factor) (5 mg/ml), Ethanolamin
(0,1 mM), Hydrocortison (1,4 pM), L-Glutamin (200 mM), Insulin (10 mg/ml),
Phosphoethanolamin (0,1 mM), Penicillin/Streptomycin (10 000 U/10 000 mg/ml)

GibcoBRL, Life Technologies GMBH, Eggenstein, Deutschland
KSFM, DMEM mit Glutamin, Fetales Kédlber Serum (FCS), Rinderhypophysenextrakt (25
mg/Einheit)

Sigma Chemie, Miinchen, Deutschland

Adenin Hydrochlorid, Choleratoxin

2.1.2. Bakterienstimme

Escherichia coli TOP10

One Shot Top10 competent cells von Invitrogen Cor., Carlsbad, CA, USA

Eigenschaften: F-mcrA, D (mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15DlacX74 deoR recAl
araD139 D (ara-leu) 7679 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG.

2.1.3. Eukaryontische Zellen

2.14. Zelllinien

CHO-K1 und CHO-FAA.K1A

Chinesische Hamster Ovarialkarzinomzelllinie

Geschenk von Prof. Zoeller, USA [James et al., 1997].
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HeLa-Zellen

Humane Cervix-Karzinomzelllinie eines epithelialen Cervixkarzinom einer 31 jéhrigen Frau.
Kultiviert seit 1951 [Scherer et al., 1953], von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkuturen GmbH (DSMZ ACC 57), Catalogue of Human and

Animal Cell Lines, Braunschweig, Deutschland, erworben.

293-Zellen
Humane embryonale Nierenzellen transformiert mit Adenovirus 5 [Graham et al., 1977].
Von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ ACC

305), Catalogue of Human and Animal Cell Lines, Braunschweig, Deutschland, erworben.

NIH3T3
Kontakt-inhibierte embryonale Maus-Fibroblasten Zelllinie [Jainchill et al., 1969]. Von der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuturen GmbH (DSMZ ACC 59),

Catalogue of Human and Animal Cell Lines, Braunschweig, Deutschland, erworben.

2.1.5. Primére humane Keratinozyten

Priméare humane Keratinozyten von gesunden Spendern

Primire, humane Keratinozyten wurden von Kindern nach Zirkumzision erhalten, die
freundlicherweise von Dr.med Dr.med habil. Thomas Angerpointner, Kinderchirurgische
Praxis, Miinchen, zur Verfiigung gestellt wurden.

Alternativ wurden Keratinozyten aus den &ulleren Haarwurzelscheiden von freiwilligen

Probanden gewonnen.

Primire, humane Keratinozyten von heterozygoten Trigern des SLS-Defektes und

homozygoten SLS-Patienten

Die Hautbiopsie der Spenderin A wurde in der Dermatologischen Klinik der Technischen
Universitidt Miinchen von Herrn Dr. Braun-Falco, entnommen.

Die Biopsie des Spenders B wurde dankenswerterweise von Frau Prof. Dr. Beyerl aus dem
Dermatologischen Klinikum in Mannheim zur Verfiigung gestellt.

Aus den Hautstanzen, die einen Durchmesser von ca. @ 6 mm besallen wurden die

Keratinozyten isoliert.
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2.1.6. Plasmide

pCEP4
Invitrogen Cor., Carlsbad, CA, USA.

phrGFP
Strategene, La Jolla, CA, USA.

pTR-UF2
geschenkt von R. Samulski [Xiao et al., 1998].

pXX6
geschenkt von R. Samulski [Xiao et al., 1998].

pRC

geschenkt von A. Girod [Braun-Falco et al., 1999].
S-FALDH-pClneo

geschenkt von Prof. Rizzo [Rizzo et al., 1999]

2.1.7. Enzyme

New England BiolLabs GmbH, Frankfurt, Deutschland
Alkalische Phosphatase (CIP), T4 DNA Polymerase, T4 DNA Ligase

Restriktionsenzyme:
Acc I, BamH I, Bgl II, EcoR, Hind III, Kpn I, Mlu I, Nae I, Not I, Nhel, Xhol,
Nukleotidlosung

MP Biomedicals Inc., Irvine, CA, USA
RNase A

Merck, E. AG, Darmstadt, Deutschland
Benzonase 25 U/

2.1.8. Chemikalien

Biochemisches Institut fiir Umweltcarcinogene

Prof. Dr. Gernot Grimmer-Stiftung, GroBBhansdorf
Octadecanal, 21,3 mM in n-Hexan gelost
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Calbiochem®, La Jolla, CA, USA
MG 132, MOPS, free acid, Tyrphostin AG 1478, Tyrphostin 1

GibcoBRL, Life Technologies GMBH. Eggenstein, Deutschland
Agarose, 1 kb DNA Leiter

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
DMRIE-C-Reagenz

Merck, E. AG, Darmstadt, Deutschland

Borsdure, Calciumchlorid, EDTA, Glycin, Di-Kaliumhydrogenphosphat, Kaliumacetat,
Kaliumchlorid, Magnesiumchlorid, Natriumchlorid, Natriumhydroxid, Natriumphosphat,

Natriumhydroxid Pldtzchen, SDS, Triton X-100

Roche, Diagnostics, Mannheim, Germany

DIG-DNA-Labeling-Kid

Roth, C., Karlsruhe, Deutschland

Ampicillin-Natriumsalz
Bacto Agar
Ethidiumbromid 1 %
Hefe-Extrakt; Hepes
Trypton / Pepton aus Casein

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Pyrazol, 98 %; MTT; Hexan

Sigma Chemie, Miinchen, Deutschland

Adenin (6-Aminopurin) Hydrochlorid, Albumin aus bovinem Serum, Albumin Solution

7,5 % Fraktion 5, Ammoniumsulfat; L-Ascorbinsdure, BSA, Fettsdurefrei, Zellkulturgetestet
CoCl, Formamid, Hexadecanal; Hexanol, LiCl, DL-Maleinsiure, NADH; NAD"

Optiprep, Phenolrot, Protease X, Proteinase K, SSC-Puffer, Sulforhodamin B
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Pierce, Boston Technology Center, USA

Sodiumphosphat, BCA-Protein-Assay Kit

2.1.9. Losungen

Biochrom KG, Seromed®, Berlin, Deutschland
EDTA (1 %), PBS, PBS (Pulverform)10 1, Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %), Trypsin/EDTA
(0,25 % /0,02 %)

Fluka Feinchemikalien, Neu-Ulm, Deutschland

Isopropanol, Methanol

Leica, Instruments GMBH, Nussloch, Deutschland

OTC-Einbettmedium fiir Gefrierschnitte

Merck, E. AG, Darmstadt, Deutschland
Aceton, Chloroform, Dimethylsulfoxid (DMSO)

Riedl-de-Héen
Essigsdure, Ethanol 98 %

Siegma Chemie, Miinchen, Deutschland

Trypanblau Solution 0,4 %, endotoxinfreies Wasser, lodixanol

Sigma Diagnostics, St.Louis, USA

Poly-L-Lysine-Losung

2.1.10. Geriite und sonstige Materialien

Beckmann, Miinchen, Deutschland

Festwinkelrotor Ti70, Ultrazentrifuge L80, Ultrazentrifugationsrohrchen Quick Seal
Polyallomer 25 x 89 mm

Becton Dickinson and Company Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA
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Zellkultureinlagen (0,4 um Porengrofle), Zellkulturplatten (6 Vertiefungen), Falcon-Rohr-
chen, konische 15 ml, 50 ml (aus Polypropylen), Falcon-Réhrchen, konische 15 ml, 50 ml
(aus Polystyren), Mikrolance 3-Injektionskaniile, Pipetten (Polystyren) 10 ml, 25 ml, Sterile
Spritzen 30 ml,10 ml Syringe-Spritzen

Bio-Rad. Hercules, CA, USA

Gel Doc Dokumentationssystem Quantity One Version 4.1, Sub-Cell GT Agarose Gel

Electrophoresis Systems, Power Pac 300 System

Brand GMBH + Co KG, Wertheim, Deutschland
Transferpipette, 8-Kanal 30-300 pl

Corning Costar Cor., Cambridge, MA, USA

sterile Zellschaber

Cromatocol, LTD, Welwyn Garden City, UK

1,8 ml braune Glasflaschen, Septen und Deckel

Eppendorf Geritebau, Hamburg, Deutschland
Pipetten 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl und 1000 pl

Pipettenspitzen weil3, gelb, blau,
Reaktionsgefafie Safe-Lock 1,5 ml und 2,2 ml

Thermomixer 5437

Gerhardt, Konigswinter, Deutschland
Thermoshake THO5

Greiner GmbH., Niirtingen, Deutschland

Petrischalen 10 cm unbeschichtet, fiir Bakterienkultur, Pipettenspitzen 100 pl, 1000 pl
Reagenzrohrchen 10 ml, 50 ml, Reaktionsgefal 1,5 ml mit Deckel

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge Universal 32R Rotanta
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H + P, OberschleiBheim, Deutschland

Dampfsterilisator Varioclav

Integra biosciences, Chur, Schweiz

Pipetboy acu

Julabo. Seelbach, Deutschland
Wasserbad Typ F12

Kendro, Hanau, Deutschland

CO,-Begasungsbrutschrank Hera Cell; Heraeus Megafuge 1,0; Heracus Megafuge 1,0 R;
Sicherheitswerkbank Hera Safe Typ HSP 12; Sorvall Zentrifuge RC 26 Plus; Sorvall SA-300
Rotor

Kern und Sohn Waagen, Balingen, Deutschland

770 Feinwaage

Kodak, Stuttgart. Deutschland
Ektochrome 160T Professional

Menzel GmbH+CoK G, Braunschweig, Deutschland

Menzel Objektglédser, geschnitten mit Mattrand

Moulinex, Solingen, Deutschland

Microchef FM 3915

Nunc, Wiesbaden-Biebrich, Deutschland
Kryo-Gefil 1,8 ml Innengewinde und U-Boden; Impfnadeln; Multidish Nunclon-SI zellkul-
turbeschichtet mit 6, 12 und 24 Vertiefungen; Zellkulturpetrischalen 40 x 12 mm, 58 x 15

mm, 92 x 17 mm

Peske, Aindling, Deutschland
Zellkulturschalen (fiir 293-Zellen) 15 cm; Kaniilen BD Mikrolance
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Pfm, KG4ln, Deutschland
Skalpell Feather

Plastibrand
Einmal-Kiivetten, Halbmikro 1,5-3 ml, PS

Quiagen, Hilden, Deutschland
Endo free Plasmid Kit, Gel Extraction Kit (50), Plasmid Kit Mini und Maxi

Ricoh, Tokyo, Japan
XR X 3000 Fotokamera

Roth, C., Karlsruhe, Deutschland

Drigalski Spatel, sterile Kaniilen 100 Sterican

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Minisart Sterilfilter; Porengrofle 0,2 pm, Waage C 420 p

Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland

Bio Trap Membrane 1 und 2

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Vortex-Genie 2

Sigma, Osterode am Harz., Deutschland

Laborzentrifuge Typ 1-15

Thermo Labsystems, Egelsbach, Deutschland
ELISA-Reader, MRX Revelation

Wagner und Muntz, Miinchen, Deutschland

Deckglidschen, Dumont Pinzetten gebogen, Handzdhler, Neubauer Zihlkammer,
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Wheaton Homogenisator nach Fenbroeck, Skalpelle Cutfix 22

Varian, Malgrave, Victoria, Australien

Cary Eclipse-Fluoreszenz Spektrometer, Cary Single-Cell Peltier Accessory

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 25, Microm HM 500 O-Kryostat-Mikro

2.2. Methoden

2.2.1. Bakterienkultur

Die meisten mikrobiologischen Arbeiten wurden, soweit nichts anderes angegeben wurde,
nach Standardprotokollen durchgefiihrt [Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1989]. Zur
Vermehrung superhelikaler Plasmid-DNA wurden transformationskompetente Bakterien des

E. coli Stammes TOP10 eingesetzt.

2.2.2. Fliissigkultur

Dem autoklavierten LB-Medium wurde Ampicillin-Natrium in einer Endkonzentration von
80 ul/ml zugesetzt (LBamp).

Dieses Medium wurde mit Bakterien angeimpft und {iber Nacht fiir 12-14 h bei 37 °C im
Schiittler bei 180-250 Umdrehungen pro Minute (Upm) inkubiert. Beim Ubergang der
exponentiellen in die stationdre Wachstumsphase der Bakterien hatten diese die optimale
Konzentration erreicht. Bei 600 nm konnte die optische Dichte photometrisch gemessen
werden. Werte zwischen 0,8 — 1 entsprachen einer Bakterienkonzentration von ca. 8 x 10°
Bakterien/ml.

Zusammensetzung des Fliissigmediums:

LB-Medium: 10 g Bacto Trypton
5 g Hefe Extrakt
5 g NaCl

ad 1.000 ml Aquabidest
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Ampicillinstocklosung:
800 pl der Ampicillinlosung wurden in einer Konzentration von 80 mg/ml in Ethanol geldst,

in 1,5 ml Eppendorf Gefif3e aliquotiert und bei -70 °C gelagert.

2.2.3. Plattenkultur

Zur Herstellung von Plattenkulturen wurde frisch autoklavierter LB-Agar unter Riihren in
einem Eisbad auf 50 °C abgekiihlt, bevor Ampicillin in einer Konzentration von 80 pl/ml
hinzugegeben wurde. Unter stindigem Riihren wurde das fertige Medium auf sterile @ 10
cm Platten ausgegossen. Das Medium erhértete sich rasch bei Raumtemperatur. Die fertigen

Platten wurden bei 4 °C im Kiihlschrank und nicht ldnger als maximal 6 Wochen gelagert.

Zusammensetzung des Plattenmediums:

LB-Agar: 10 g Bacto Trypton
5 g Hefe Extrakt
6 g NaCl
15 g Bacto Agar
ad 1000 ml Aqua bidest.
2.24. Glycerinkulturen

Zum dauerhaften Einfrieren von transformierten Bakterien wurde ein spezielles
Einfriermedium hergestellt. Dieses bestand aus gleichen Teilen autoklaviertem LB-Medium
und 87 %-igem Glycerin.

Von den Ubernachtkulturen wurde ein 500 pl-Aliquot entnommen und mit 500 ul des
Einfriermediums versetzt. Diese wurden in 1,8 ml Eppendorf-Gefile iiberfiihrt und bei -20°

C bzw. -80 °C eingefroren.

2.2.5. Herstellen transformationskompetenter E.coli TOP 10 Bakterien

Zum Herstellen transformationskompetenter E.coli TOP 10 Bakterien wurde eine
Einzelkolonie oder eine eingefrorene Glycerinkultur in 50 ml LBamp-Medium {iberimpft

und tiber Nacht fiir 12 h bei 37 °C und 200 Upm vermehrt.
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Aus dieser Ubernachtkultur wurde ein Aliquot entnommen und entsprechend einer 1:100 bis
1:500 Verdiinnung in TYM-Medium ohne Selektion liberfiihrt. Die Ansédtze wurden bei

37 °C und 200 Upm solange weiterkultiviert, bis die OD bei 600 zwischen 0,5 und 0,8 lag.
Die Bakterienkulturen wurden in Zentrifugationsbecher gefiillt und auf einem NaCl-Eisbad
abgekiihlt, bevor sie 10 min bei 3000 Upm und 0 °C abzentrifugiert wurden. Die Uberstinde
wurden bei 4 °C im Kiihlraum abgegossen, das Bakterienpellet in 30 ml Tfb I Puffer pro 100
ml TYM-Medium aufgenommen und mit einer 25 ml Pipette vollstindig resuspendiert und
anschlieBend 10 weitere Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde
anschlieBend 10 min bei 4 °C und 3000 Upm abzentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde
in 4 ml Tbf II-Puffer pro 30 ml Tbf I-Puffer aufgenommen und so lange resuspendiert, bis
sich eine homogene Suspension gebildet hatte. Die Bakteriensuspension wurde bei 4 °C mit
Hilfe eines Verteilers ziigig zu 400 pl Aliquots in 1,5 ml Eppendorfrohrchen verteilt und bei
-80 °C eingefroren.

Durch gleichzeitige Transformation einer bekannten Plasmidmenge in éltere und in frisch

hergestellte kompetente Bakterien wurde die Transformationskompetenz getestet.

Zusammensetzung des Mediums und der Puffer:

TYM-Medium: 20 % Bacto-Trypton
0,5 % Hefe-Extrakt
100 mM MgCl,
Tfb I: 30 mM KOAc
50 mM MnCl,
100 mM CaCl,
15 % Glycerin
Ttb 11 10 mM MOPS
75 mM CaCl2
10 mM KCI

15 % Glycerin
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2.2.6. Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E.coli

Kompetenten Bakterien wurden vor Versuchsbeginn langsam auf Eis aufgetaut. Fiir einen
Transformationsansatz wurden 20 pl Plasmid-DNA mit 100 pl kompetenten Bakterien
vorsichtig in einem 1,5 ml Eppendorfgefa3 gemischt und 30-45 min auf Eis inkubiert. Der
anschlieBende Hitzeschock wurde bei 37 °C fiir exakt 5 min in einem Wasserbad
durchgefiihrt. Die Losung wurde in 1 ml vorgewédrmtes LB-Medium gefiillt und in 10 ml
Greiner Rohrchen fiir 1 h bei 37 °C und 200 Upm inkubiert.

AnschlieBend wurden jeweils 50 und 500 pl des Ansatzes mit Hilfe eines Drigalskispatels
auf die vorgewdrmten LBamp Platten ausgestrichen und fiir 12 h bei 37 °C im Wirme-
schrank inkubiert.

Von den gewachsenen Klonen wurde mit einer Impfose ein Klon gepickt und

weiterverarbeitet.

2.2.7. Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden spezielle kduflich erhiltliche Séulen, nach einem
standardisierten Verfahren verwendet.

Plasmid-DNA fiir die Virusverpackung wurde in speziell LPS-freien Séaulen
(Lipopolysaccarid) aufgereinigt.

2.2.8. DNA-Extraktion mittels alkalischer Bakterienlyse

Das DNA-Extraktionsverfahren ist ein modifiziertes Standardverfahren nach der
Originalarbeit von Birnboim und Doly [Birnboim und Doly, 1979].

Hierbei wurden 5 ml oder 1 1 der {iber Nacht vermehrten Bakterienkulturen, bei 5.000 Upm
und Raumtemperatur, 10 min abzentrifugiert.

Das Pellet der 5 ml Kultur wurde in 300 ul P1-Puffer +RNase A aufgenommen, gut
resuspendiert und in 1,5 ml Eppendorfgefilie iiberfiihrt.

Das Pellet der 1 1 Ubernachtkultur wurde in 10 ml P1-Puffer + RNase A resuspendiert und in
spezielle 7 ml bakteriologische Plastikrohrchen mit Rundboden iiberfiihrt.

Die Losungen wurden 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor 300 ul, bzw. 10 ml P2-
Puffer hinzugegeben wurde. Die Rohrchen wurden durch vorsichtiges Schiitteln exakt fiir 5

min bei Raumtemperatur stehengelassen. Das in P2-Puffer enthaltene SDS verursachte eine
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alkalische Lyse, wodurch die iibrigen Zellbestandteile prazipitiert und von der DNA getrennt
werden konnten.

Durch Zugabe von 300 pl bzw. 10 ml eisgekiihltem P3-Puffer wurde die Reaktion unter
Schiitteln beendet. Die Rohrchen wurden fiir 15 min auf Eis inkubiert und anschlieBend bei
14.000 Upm fiir 30 min bei 0 °C zentrifugiert.

Im entstandenen Niederschlag waren Proteine und genomische DNA gefillt, im Uberstand
befand sich die geloste Plasmid-DNA.

Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe des 0,7-0,8- fachen Volumens an Isopropanol bei
5°C, 5.000 Upm, 30 min gefillt.

Das entstandene, gallertenartige Pellet wurde unter einer sterilen Werkbank getrocknet und
in 25 pl bzw. 500 pl H,0 oder TE- Puffer aufgenommen. Fiir Restriktionsanalysen wurde

1 ul der DNA-L3sung eingesetzt.

Fiir die alkalische Lyse verwendete Puffer:

Puffer 1: 50 mM Tris HCI (ph 8,0)
10 mM EDTA (ph 8,0)
100 pg/ml RNase A (erst vor Gebrauch dazugeben)
Puffer 2: 200 mM NaOH
1 % SDS (w/v)
Puffer 3: 3 M KOAc (ph 5,5)
2.2.9. Reinigung der isolierten Plasmid-DNA

Die Reinigung der isolierten Plasmid-DNA erfolgte nach dem Anionenaustauscherprinzip
{iber kommerziell erhiltliche Sdulen von der Firma Qiagen. Hierfiir wurde der Uberstand
nach dem Abzentrifugieren der Proteine und der chromosomalen DNA auf Qiagen Sdulen
mit passendem Volumen gegeben, die zuvor mit QBT-Puffer equilibriert worden waren. Die
Sdulen wurden durch dreimaliges hintereinander Auffiillen mit QC-Puffer gewaschen. Im
anschlieenden Eluationsschritt wurde die DNA mit QF-Puffer aus den Saulen eluiert. Die

DNA wurde durch Zugabe des 0,7-0,8-fachen Volumens an Isopropanol gefillt und bei
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5.000 Upm fiir 30 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde unter der
sterilen Werkbank kurz getrocknet und anschlieend in TE-Puffer oder LPS-freiem Puffer
geldst und bei -20°C gelagert.

Puffer-QBT: 750 mM Nacl
50 mM MOPS (ph 7,0)
15 % Ethanol
0,15 % Triton X 100
Puffer-QC: 1 M NaCl
50 mM MOPS (ph 7,0)
15 % Ethanol
Puffer-QF: 1,2 M NaCl
50 mM MOPS (ph 8.5)
15 % Ethanol
TE-Puffer: 10 mM Tris HCI (ph 7,5)
1 mM EDTA

TE-Puffer wurde autoklaviert.

2.2.10. Fallung von DNA mit Ethanol oder Isopropanol

Durch Zugabe des 0,1-fachen Volumens an 3 M KOAc (ph 5,2) und des 2,5-fachen
Volumens an -20 °C gekiihltem Ethanol wurde DNA aus wéssrigen Losungen gefallt. Das
Gemisch wurde fiir 30-60 min bei -80 °C inkubiert und 30 min bei 4 °C und 15.000 Upm
zentrifugiert. Die gefdllte DNA wurde mit eisgekiihltem 70 % Ethanol gewaschen und fiir
weitere 30-60 min bei gleicher Temperatur und gleicher Umdrehungszahl zentrifugiert.

Das entstandene Pellet wurde unter der sterilen Werkbank kurz getrocknet und anschlieend

in TE-Puffer aufgenommen.
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2.2.11. Elution und Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Elution von DNA aus Agarosegelen erfolgte mittels eines DNA-Elutionskit, von der
Firma Qiagen. Das Prinzip beruhte auf einer Bindung der DNA an eine Silikamembran, die
von ph-Wert und Salzkonzentration abhingig war. Andere Verunreinigungen, wie
Enzymreste, Ethidiumbromid, nicht verbrauchte Nukleotide und Salze wurden nicht an die
Membran gebunden und ausgewaschen.

Hierfiir wurde das gewiinschte Fragmentstiick mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten
und in einem Eppendorfgefdl gewogen. Die 3-fache Menge an QC-Puffer wurde zu der
Gelmasse gegeben. Dem Puffer wurde ein Farbindikator zugesetzt, der bei ph Werten unter
7,5 eine gelbe Farbe anzeigte. Bei 50 °C wurde das Eppendorfgefd3 mit Puffer und Gelstiick
unter mehrmaligem vortexen auf dem Wasserbad flir 10 min erhitzt, bis das Stiick aufgeldst
war. Falls sich die Farbe des Indikatorpuffers orange oder violett verfarbte, wurden 10 pl
Natriumacetat hinzugefiigt, um den ph-Wert unter 7,5 zu senken, wodurch der Indikator
wieder gelb umschlug. Dem einfachen Volumen des Reaktionsgemisches wurde das
einfache Volumen an Isopropanol absolut hinzugefiigt. Die Losung wurde auf die Saule
gegeben, wobei jede einzelne Sdule maximal mit 800 pl Fliissigkeit beladen werden konnte.
Die Sdulen wurden auf ein 2 ml Sammelgefdl gesteckt und bei Raumtemperatur, 13000
Upm fiir I min zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen. AnschlieBend wurde 0,5 ml QC-
Puffer auf die Sdule gegeben und fiir eine Minute bei 13.000 Upm zentrifugiert. Bei diesem
Schritt wurden alle Agarosereste entfernt. Das Eluat wurde wieder verworfen.

Nach Zugabe von 0,75 ml PE-Puffer wurden die Séulen fiir 2-5 min vor der nichsten
Zentrifugation bei 13000 Upm stehengelassen. Das Eluat wurde nach der Zentrifugation
verworfen und die Sdule wurde erneut ohne Pufferzusatz bei 13.000 Upm zentrifugiert. Die
Sdulen wurden in ein steriles, sauberes Eppendorfgefd3 gestellt. Es wurden jeweils 50 pl
EB-Puffer in die Mitte der Sédulen pipettiert und 1 min inkubiert, bevor sie fiir 1 min bei
13.000 Upm zentrifugiert wurden. Das Eluat enthielt die DNA, von der die Konzentration
UV-spektroskopisch bestimmt wurde. Die DNA wurde bei -70 °C gelagert.

Zusammensetzung der Puffer:

QG-Pulffer:

QC-Puffer:

EB-Puffer: 10 mM Tris HCI, ph 8,5
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2.2.12. Reinigung der DNA durch Phenolextraktion

Diese Methode ist eine weitere Moglichkeit, DNA nach Isolation aus Agarosegelen, oder
nach Behandlung mit alkalischer Phosphatase, aufzureinigen. Durch Zugabe des einfachen
Volumens von TE (ph 7,0) gesittigte Phenole zu einer DNA-LOsung wurden in
Abhingigkeit vom Volumen das Gefdll eine Minute geschwenkt. Durch Zentrifugation bei
5.000 g fiir 30 sec. erfolgte die Phasentrennung. In der oberen, wissrigen Phase sammelte
sich DNA an, welche vorsichtig abgenommen wurde und in ein frisches Gefdl3 {iberfiihrt
wurde. Bei starker Phenolverunreinigung wurde der Vorgang wiederholt. Um kleinere
Phenolreste zu entfernen, wurde das einfache Volumen eines Chloroform:Isoamylalkohol-
Gemisch (24:1) zu der Losung gegeben. Nach kréftigem Mischen wurden die Phasen durch
Zentrifugation getrennt, wobei die obere wissrige Phase DNA enthielt. Diese wurde
abgenommen und die Konzentration mittels UV-Spektroskopie bestimmt. Die DNA wurde

bei -70 °C gelagert.

2.2.13. DNA-Analyse

2.2.13.1. Agarosegelelektrophorese

Je nach Lédnge des zu untersuchenden DNA-Stiickes wurden 0,6-2 %-ige Agarosegele
verwendet. Hierfir wurde die Agarose in TE-Puffer unter Wérme und mehrmaligem
Aufkochen gelost. Nach Abkiihlen der Losung wurde Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 0,5-1 pg/ml der Losung zugefiigt und in eine Form zur Herstellung
von Gelen gegossen. Nach dem Erhidrten wurde das fertige Gel in die dafiir vorgesehene
Gelkammer gelegt und komplett mit TBE-Puffer bedeckt.

Die DNA wurde mit dem 0,2-fachen Volumen an Auftragepuffer gemischt und auf ein
Volumen von 10 pl mit Aqua dest. aufgefiillt und vorsichtig in die vorgesehenen Geltaschen
aufgetragen. Parallel wurde ein Lingenmarker mit 1 kb DNA-Lénge in eine separate
Geltasche aufgetragen. Durch die von aulen angelegte Spannung erfolgte die Auftrennung
der Fragmente nach der GroBe. Die angelegte Spannung betrug 5-10 V/em Gel-Linge.
Durch Interkalation des Ethidiumbromids in die DNA konnten die Fragmente bei 366 nm
unter der UV-Lampe sichtbar gemacht werden. Die Fragmentlingen wurden anhand des

zugesetzten Lingenmarkers abgeschétzt.
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TBE-Puffer: 89 mM Tris
89 mM Borsédure
2 mM EDTA
Auftragepuffer: 10 mM Tris HCI1
50 mM EDTA (ph 8,0)
10 % Ficoll
0,01 % Bromphenolblau
0,01 % Xylencyanol
10 % Glycerin

2.2.13.2. Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration der DNA wurde UV-spektrometrisch durch Messung der optischen
Dichte bei 260 nm in einer Quarzkiivette bestimmt. Fiir doppelstrangige DNA entsprach eine

OD (260) von eins 50 ng/ul DNA.

2.2.13.3. DNA-Restriktionsanalyse

Fiir die Restriktionsanalyse wurden Enzyme mit den entsprechenden Puffern von der Firma
New England Biolabs verwendet. Fiir eine Restriktionsanalyse wurden 1 pg DNA mit 1 pl
des entsprechenden Restriktionspuffers und 1-5 Enzymeinheiten (U), Aqua dest. ad 10 pl
Reaktionsvolumen in ein Eppendorfgefdll gegeben. Bei der vom Hersteller vorgeschriebenen
Temperatur (meistens 37 °C) wurde der Restriktionsansatz auf dem Wasserbad fiir 1-2 h
inkubiert.

Fiir praparative Ansitze mit groBeren DNA-Mengen (100-300 pg), wurden die verwendeten
Enzymmengen und Puffer entsprechend vervielfacht. Der Restriktionsverdau wurde
meistens liber Nacht fiir 12 h bei vorgeschriebener Temperatur durchgefiihrt. Die Restriktion

wurde am nichsten Morgen in einer Agarosegelauftrennung {iberpriift.

2.2.134. Herstellung von glatten Enden bei DNA-Fragmenten

Das Enzym T4-DNA-Polymerase hat die Eigenschaft 3" iiberhdngende Fragmentenden in

glatte Enden zu iiberfiihren. Ebenso konnen 5° {iberhidngende Enden unter geeigneten
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Bedingungen aufgefiillt werden. Fiir die Reaktion wurden 1 ug DNA mit 1 U T4-Polymerase
in 10 pul gepufferte Losung bei 16 °C, 30 min inkubiert. Nach 30 min wurde die Reaktion
durch Hitzeinaktivierung bei 65 °C gestoppt. Bei Auffiillreaktionen wurden zusitzlich 200
mM dNTP's (Desoxynukleotidtriphosphat) ph 7,0 hinzugegeben.
10 x T4-Pufter: 100 mM Tris HCI

100 mM Mg Cl

ad 500 pl Aqua dest.

2.2.13.5. Dephosphorylierung von DNA-Enden eines Fragmentes vor einer Ligation

Das ldngere Fragmentstiick wurde vor einer Ligation dephosphoryliert, um einen
Eigenringschlu zu verhindern. Fiir die Dephosphorylierung wurde eine Einheit (1 U)
alkalische Phosphatase aus dem Kélberdarm mit 1 pg DNA-Fragment, 1 ul 10-fachem
Dephosphorylierungspuffer in 9 pl Aqua dest. gemischt und bei 37 °C fiir 1 h inkubiert. Die
alkalische Phosphatase wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 200 mM EDTA und durch
Erhitzen auf 65 °C fiir 10 min gestoppt. Die Aufreinigung bzw. das Entfernen der
alkalischen Phosphatase aus der Losung erfolgte durch DNA-Aufreinigungssdulen von der

Firma Qiagen oder durch Phenolextraktion.

2.2.13.6. Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden Fragmente wurden mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Bei dieser Reaktion
wurde ein Phosphatrest-tragendes Fragmentstiick mit einem dephosphorylierten DNA-
Fragment verbunden, das in einem dquimolaren Verhiltnis in der Losung vorlag. Fiir einen
Ligationsansatz wurden die Fragmente in entsprechender Konzentration mit 4 pl Ligase-
Puffer und 1 pl T4-DNA-Ligase versetzt und in 15 pl Aqua dest. aufgenommen. Die Ligation
erfolgte bei 16 °C iiber Nacht.

5 x Ligase Puffer: 250 mM  Tris HCI (ph 7,6)
50 mM  MgCl,
5 mM  ATP
5 mM DTT
25 % PEG 6000
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2.2.13.7. Digoxigenin-Markierung von DNA

Zur Markierung von DNA-Fragmenten mit Digoxigenin wurde ein kduflich erhiltliches
Labeling-Kit von der Firma Boehringer-Mannheim GmbH verwendet und nach Angaben des
Herstellers verfahren.

Der Start der Markierungsreaktion verlief zufdllig. Hierzu wurden Hexanukleotide mit
zufilliger Sequenz als Primer fiir die DNA-Polymerase eingesetzt.

Fiir eine Sondenherstellung wurden 300 ng des isolierten DNA-Fragments in 15 pul Volumen
verwendet.

Die DNA wurde in kochendem Wasser 10 min lang denaturiert und anschlieBend sofort auf
einem Eisbad abgekiihlt. Der Reaktionsansatz enthielt: 2 pul Hexanukleotid Mischung, 2 pl
dNTP Mischung und 2 U Klenow-Polymerase. Die Reaktion wurde fiir 60 min bei 37 °C
inkubiert, und wurde mit 2 ul EDTA gestoppt. Das markierte DNA-Fragment wurde bei

-20 °C gelagert.

10 x Hexanukleotide: 1,56 mg/ml Hexanukleotide
500 mM Tris HCI (ph 7,2)
100 mM MgCl,
1 mM DTE
2 mg/ml BSA
10 x ANTP's: 1 mM  je ATP/ CTP/ GTP

0,65 mM dTTP
0,35 mM dUTP, Digoxigenin markiert

Stop-Puffer: 2000 mM EDTA

2.2.14. Hybridisierung filtergebundener DNA

Fiir die Bindung der DNA auf der Membran wurde eine positiv geladene Membran
verwendet. Nach der Fixierung der DNA auf der Membran wurde diese in spezielle
Glasrohre fiir Rollenhybridisierung mit 20 ml ausreichend auf 42 °C vorgewédrmte
Priahybridisierungspuffer eingelegt und mindestens 15 min bei 42 °C in einem

Rollenhybridisierer priahybridisiert. DNA-Fragmente wurden als Digoxigenin markierte



Material und Methoden 37

Sonden eingesetzt und zur Hybridisierung in Hybridisierungspuffer aufgenommen (20
ng/ml). Die Denaturierung der Sonden erfolgte fiir 10 min in kochendem Wasser. Die
denaturierten Sonden wurden in einem NaCl-Eisbad rasch abgekiihlt. Die Hybridisierungs-
reaktion erfolgte mit 10 ml Sondenhybridisierungslosung und der DNA-fixierten Membran
tiber Nacht bei 42 °C im Rollinkubator. Am nichsten Morgen wurde die Sonden-
Hybridisierungslosung in einem Falcongefdll aufgefangen und bis zur Wiederverwendung
bei -20 °C gelagert.

Die hybridisierte Membran wurde in dem Rundglasgefdl dreimal mit 2 x Waschsolution 5

min bei 42 °C, danach zweimal 15 min mit 0,1 x Waschpuffer bei 64 °C gewaschen.

Hybridisierungspuffer: 125 mM  Na, H, PO4(ph 7,2) (Aquimolares
Gemisch aus NaH,P04 und Na,HPO0,)
250 mM NaCl
1 mM EDTA
45 % Formamid
7 % SDS

20 x SSC: 3 M NaCl
03 M Trinatriumcitrat, ph 7,0

2 x Waschpuffer: 2 X SSC
0,1 % SDS

0,1 x Waschpuffer: 0,1 % SSC
0,1 % SDS

2.2.15. Nachweis der Digoxigenin-markierten DNA

Nach der Hybridisierung und den Waschschritten mit den Waschpuffern wurde die
Digoxigenin-markierte-DNA {iber eine Chemilumineszenzreaktion unter Verwendung eines
kommerziellen Kits nach Angaben des Herstellers (Boehringer Mannheim GmbH)
nachgewiesen. Hierbei wurde zundchst das unspezifische Bindungsverhalten der Membran

mit einem Blockierungspuffer blockiert. Im nichsten Schritt wurde Digoxigenin mit einem
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gegen Digoxigenin gerichteten Antikorper, an den alkalische Phosphatase konjugiert war
(Anti-Dig-AP Antikorper), nachgewiesen. Im letzten Schritt reagiert die alkalische
Phosphatase mit einem chemilumineszierenden Substrat (CSPD™). Das entstandene
chemilumineszierende Signal konnte auf einem Rontgenfilm (Kodak) dokumentiert werden.
Die noch feuchte Membran wurde nach der Hybridisierung in einem Waschpuffer 5 min bei
Raumtemperatur im Rollinkubator gewaschen und anschlieend fiir 60 min bei Raum-
temperatur in einem Blockierungspuffer im Rollinkubator inkubiert. Nach Abgiefen des
Puffers wurde die Membran mit Anti-DIG-AP Antikorper, verdiinnt auf 75 U / ml in
Blockierungspuffer fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit Waschpuffer fiir je 15 min erfolgte die Aquilibrierung der Membran in Detektionspuffer
fiir 5 min. AnschlieBend wurde die Membran auf eine Plastikfolie gelegt und mit 0,25 ml
CSPD" verdiinnt in Detektionspuffer iiberschichtet. Aus dem Folienstiick wurde um die
Membran eine geschlossene Tiite mit einem Einschweillgerit hergestellt.

Die eingeschweilte Membran wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur, gefolgt von 15 min bei
37 °C, mit der Losung inkubiert und auf einen Rontgenfilm aufgelegt. Die Chemilumines-

zenzreaktion konnte durch Entwickeln des Filmes dargestellt werden.

Maleinsdurepuffer: 100 mM Maleinsdure

150 mM NaCl, ph 7,5, einzustellen mit NaOH

10 x Blockierungslosung: 0,1  mg/ml Blockierungsreagenz in
Maleinsdurepuffer

Waschpuffer: 99,7 % Maleinséaurepuffer

03 %  Tween “20
Blockierungspuffer: 90 % Maleinsdurepuffer

10 % 10 x Blockierungspuffer
Detektionspuffer: 100 mM  Tris HCI (ph 9,5)

1000 mM NaCl

2.2.16. Herstellung von rAAV-2 Vektoren (rAAV-2 Verpackung)

Die Herstellung von rAAV-2 Partikeln erfolgte nach einer Methode aus dem Labor von
Professor Samulski [Xiao et al., 1998].
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Durch eine Trippeltransfektion des ITR-Transgenplasmids (pTR-UF/C-X), mit dem
Helferplasmid (pRC) und dem adenoviralen Kofaktorplasmid (pXX6) konnten in 293-Zellen
Vektorpartikel hergestellt werden. Die Virusverpackung erfolgte adenovirus-frei. Nach der
Virusverpackung in den 293-Zellen wurden die fertigen Viruspartikel geerntet und mittels

Iodixonal-Zentrifugation aufgereinigt [Zolotukhin et al., 1999].

2.2.17. Trippeltransduktion in 293-Zellen

293-Zellen wurden in @ 15cm Petrischalen ankultiviert, bei 70-80 %-iger Konfluenz jeden
zweiten Tag gesplittet, um eine optimale Proliferation der Zellen zu erreichen. Hierbei
wurden ausschlie8lich Kulturschalen von der Firma TPP verwendet, mit denen die besten
Ergebnisse erzielt wurden. Eine gleichmifBige Verteilung der Zellen mit einer optimalen
Proliferationsphase war fiir eine erfolgreiche Virusverpackung obligat.

Zwei Tage vor Versuchsbeginn wurden die 70-80 %- konfluenten 293-Zellen in 3 x @ 15cm
Petrischalen frisch auf 12 x @ 15c¢m Petrischalen passagiert.

Am ersten Tag der Verpackung wurden 7,5 x 10° Zellen in frische @ 15cm Platten ausgesiht
und fiir 24 h ankultiviert. Am zweiten Tag der Verpackung erfolgte 3 Stunden vor der
Transfektion ein Mediumwechsel und eine drei- stiindige Regeneration der Zellen.
AnschlieBend erfolgte die Trippeltransfektion mittels Calciumphosphat. Hierfiir wurden
jeweils 112,5 pg Plasmid-DNA des ITR-Transgenplasmids, 112,5 ng pRC-Plasmid und
337,5 ug pXX6-80-Plasmid in einem dquimolaren Verhéltnis zueinander eingesetzt. Der
Reaktionspuffer bestand aus 1 ml 250 mM CaCl, und 1 ml HBS-Puffer. Die Plasmide
wurden mit dem Puffer gemischt und fiir 2 min auf Eis inkubiert, bevor der Transfektions-
ansatz auf die Zellen gegeben wurde.

Am dritten Tag, ungefdhr 20-22 h nach Transfektion, erfolgte ein Mediumwechsel.

Am vierten Tag wurden die Zellen mit den fertigen Vektorpartikeln geerntet, indem die
Zellen mit sterilen Schabern von den Platten geldst wurden. Die geernteten Zellen wurden in
einem Zentrifugationsrohrchen gesammelt, auf Eis gekiihlt und anschlieBend bei 3000 g
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 7,5-10 ml Lysis-Puffer resuspendiert. Die Lyse der
Zellen wurde durch die ,,Freeze-Thaw- Methode* erreicht, bei der die Zellen dreimal hinter-
einander fiir 10 min in fliissigem Stickstoff gefroren wurden und bei 37 °C im Wasserbad
wieder aufgetaut wurden. AnschlieBend wurden die lysierten Viruspartikel bei -70 °C

eingefroren.
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Lysis-Puffer: 150 mM NacCl
50 mM Tris HCl

HBS-Puffer: 50 mM Hepes
280 mM NaCl
1,5 mM NaP (ph 7,2)

2.2.17.1. Aufreinigung von rAAV-2 Partikel iiber Ammoniumsulfaprizipitation
und Iodixonal-Zentrifugation

Das bei -80 °C eingefrorene Viruslysat wurde bei 37 °C aufgetaut und fiir 10 min inkubiert.
Die Losung wurde mit 50 U/ml Benzonase in SS34-Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und
bei 37 °C inkubiert, bevor sie in einer vorgekiihlten Zentrifuge bei 3.700 g, 4 °C fiir 20 min
zentrifugiert, wodurch die Zellbestandteile der 293-Zellen pelletiert wurden. Der Uberstand,
der den Virus enthielt, wurde in frischen SS34-Réhrchen gesammelt, mit 35 % Ammonium-
sulfat gemischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde bei 7.650 g fiir 20 min
zentrifugiert. Die im Uberstand befindlichen Viruspartikel wurden mit 55 % Ammonium-
sulfat versetzt und nach 20 miniitiger Inkubation auf Eis bei 4 °C und 17000 g zentrifugiert.
Der im Uberstand befindliche Virus wurde vorsichtig abgekippt und in 7,5 ml PBS/MK-
Puffer aufgenommen und resuspendiert. Fiir die Herstellung des lodixonal-Gradienten
wurden Ultrazentrifugationsrohrchen verwendet. Bei der Schichtung des Gradienten wurde
als erstes die Vektor-enthaltende PBS/MK-Losung in das Rohrchen einpipettiert. Diese
wurde mit 7 ml 15 % Iodioxanol unterschichtet. Die folgenden Losungen wurden
nacheinander vorsichtig unterschichtet: 5 ml 25 % lodixanol, 5 ml 40 % lodixanol und 6 ml
60 % lodixanol. Zuletzt wurde das Rohrchen mit PBS/MK so iiberschichtet, dass das
Rohrchen komplett mit Fliissigkeit, ohne Blasen, gefiillt war. Das Rohrchen wurde
verschweif3t und fiir eine Stunde bei 70.000 Upm und 20 °C in einem Ti 70-Rotor gefahren.

Nach der Zentrifugation wurde die 40 % Ilodixanolphase, in der sich der Virus befand,
vorsichtig mit einer Kaniile abgesaugt. Die isolierten Viruspartikel wurden auf Eis gekiihlt,
und vor dem Aliquotieren gut resuspendiert und moglichst ziigig in Eppendorfgefdlie zu

100-200 pl pipettiert. Die fertigen Aliquots wurden bei -70 °C gelagert.

PBS/MK-Puffer: 50 ml 10 x PBS
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0,5 ml IM  MgCl
0,5 ml 2,5M KCI
ad 500 ml Aqua dest.

Puffer fiir den lodixanol-Gradienten:

15 % lIodixanol 12,5 ml lodixanol 75 ul 0,5 % Phenolrot
25% 20 ml 100wl
40 % 33,3 ml 0 ul
60 % 50 ml 25 ul
jeweils in 5 ml PBS 10 x

50 ul 1 M MgCl,

50 ul 25 M KCl1

10 ml 5 M NaCl

Ad 50 ml Aqua dest.

2.2.18. Bestimmung des physikalischen rAAV-2-Titers mittels Dot-Blot

Zur Bestimmung des physikalischen Titers von rAAV-2 wurden die Virusstocks seriell in
2er Schritten verdiinnt und die Viruskapside durch NaOH zerstort. Die denaturierte rAAV-2-
DNA wurde anschlieend auf eine positiv geladene Nylon-Membran {iibertragen. Der
Nachweis der DNA-Menge erfolgte {iber die Hybridisierung digoxigenin-markierter Sonden
aus dem Transgen und deren Nachweis iiber Chemilumineszenz.

In eine 96-Loch Platte mit Rundboden wurden 100 pl 0,5 M NaCl pipetiert. In die oberste
Reihe der Lochplatte wurden zusétzlich 100 pl 0,5 M NaCl und 4 pl Viruslysat bzw. DNA-
Standardkontrolle gegeben. Die serielle 1:2 Verdiinnung erfolgte durch Pipetieren mit einer
8-Loch Multikanalpipette von 100 ul Volumen aus der 1. Reihe in die 2. Reihe, Mischen und
Weiterpipetieren in die 3. Reihe usw. bis nach der letzten Reihe die verbliebenen 100 pl
verworfen wurden. AnschlieBend wurde in jedes Loch 100 pl 0,5 M NaCl zugefiihrt und die
Platte wurde mit einem Deckel verschlossen und bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert. Die
Losungen in den jeweiligen Lochern wurden anschlieBend mit Hilfe eines Dot-Blot-
Filtrationssystems (Gibco) durch eine Nylon-Membran, mit Whatman-Papier umwickelt,
gesaugt. Die Fixierung der rAAV-2 Partikel auf der Membran erfolgte bei 80 °C eine Stunde

lang. Bis zur Hybridisierung der Membran wurde diese bei Raumtemperatur gelagert.



Material und Methoden 42

2.3. Kultivierung eukaryontischer Zelllinien

2.3.1. Allgemeine Kulturbedingungen

Alle verwendeten Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.
Zelllinien wurden mit folgenden Standardzusétzen in das jeweilige Grundmedium versorgt:
Glutamin 2 mM
Penicillin (100 U/ml)
Streptomycin (100 pg/ml)

Die Medien wurden alle 2-3 Tage erneuert.

Zelllinien:

HeLa-Zellen und NIH3T3:

DMEM, supplementiert: 90 % DMEM
10 % FCS

CHO-K1 und CHO-FAA K1-Zellen
Hams'F12, supplementiert: 90 % Hams F12
10 % NBS

293-Zellen:
DMEM, supplementiert: 90 % DMEM
10 % NCS
Primérzellen
Humane primire Keratinozyten wurden entweder ohne, oder mit Feederzellen in

supplementiertem Medium mit Zusatz von kultiviert:

Penicillin (100 U/ml)
Streptomycin (100 pg/ml)
Rinderhypophysenextrakt 25 mg

EGF (epidermaler Wachstumsfaktor) 10 ng/ml
Glutamin 2 mM

Humane priméire Keratinozyten, ohne Feederzellen:
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KFSM-Keratinozytenmedium: 100 % KFSM

Humane Primire Keratinozyten auf Feederzellen kultiviert:

KGM-Medium: 375 ml DMEM
125 ml Hams F12
50 ml FCS
ADP
10  ng/ml Epidermaler
Wachstumsfaktor
5 pg/ml Insulin
500 ng/ml Hydrocortison
0,1 mM  Ethanolamin
0,1 mM  Phosphoethanolamin
0,1 mM  Choleratoxin

2.3.2. Bestimmung der Zellzahl

Abzentrifugierte Zellen wurden in einem bekannten Volumen Vollmedium aufgenommen
und griindlich resuspendiert. Ein kleines Aliquot wurde entnommen und 20 pl Zellsus-
pension mit 20 ul 10 %-igem Trypan-Blau 1:1 gemischt. 10 pl dieses Gemisches wurden in
eine Neugebauer-Zihlkammer pipettiert und die vier eckstindigen Quadranten wurden
ausgezihlt. Die Gesamtzahl wurde durch vier dividiert, um den Mittelwert zu erhalten.
Durch die Trypan-Blau Zugabe hatte man zuvor eine 1:2 Verdiinnung hergestellt, weshalb
der ermittelte Mittelwert mal Faktor 2 genommen wurde. Die resultierende Zellzahl
entsprach der Zellzahl mal 10* pro ml Zellldsung. Durch Multiplikation dieser Zellzahl/ml

mit dem Resuspensionsvolumen konnte die absolute Zellzahl bestimmt werden.

2.3.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Beim Split einer zu 80 % konfluenten @ 10 cm, oder @15 cm Platte wurde das Pellet gut
resuspendiert und ungefdhr 1/10 des Resuspensionsvolumens wurde zur Weiterkultivierung

auf die entsprechende Platte aufgetragen. Die restlichen Zellen wurden bei 1.500 Upm
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erneut abzentrifugiert und in dem gut vorgekiihlten Einfriermedium resuspendiert und
anschliefend auf 1,8 ml Kryorohrchen verteilt. Die Rohrchen wurden 24 h bei -80 °C
zwischengelagert, bevor sie in fliissigem Stickstoff dauerhaft eingefroren wurden.

Beim Auftauen von Zellen wurde ein auf 37 °C vorgewédrmtes Wasserbad vorbereitet, in
welches das Kryorohrchen unmittelbar nach dem Herausnehmen aus dem fliissigen
Stickstoff eingelegt wurde. Sobald sich das Medium langsam verfliissigte, wurde das
Medium in ein 15 ml Falcon-Réhrchen gegeben und mit dem 10-fachen Volumen an
Medium verdiinnt. Die Zellen wurden bei 1.500 Upm fiir 10 min bei Raumtemperatur
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Medium aufgenommen, gut resuspendiert
und in eine Kulturschale zum Kultivieren iiberfiihrt. Nach 24 h wurde das Medium

gewechselt.

Einfriermedium: 90 % FCS
10 % DMSO

2.34. Priaparation primérer, humaner Keratinozyten

2.34.1. Priparation von Keratinozyten aus Hautproben

Primire, gesunde, humane Keratinozyten wurden aus Zirumzisionen nach der Methode aus
dem Kompendium von I. Leigh und F. Watt prépariert [Leigh und Watt, 1994]. Analog
wurden auch die Keratinozyten von Sjogren-Larsson Patienten aus ¢ 6 mm Hautstanzen
prapariert.

Das Fettgewebe wurde von der Innenseite des Hautstiickes bis zur Dermis mit einem
Skalpell entfernt. Das Hautprdparat wurde mit 10 ml Betaisodonna-Ldsung fiir 5 min bei
leichtem Schwenken desinfiziert. Die Betaisodonna-Reste wurden durch mehrmaliges
Spiilen mit jeweils 10 ml PBS-Puffer fiir jeweils 5 min aus dem Hautstiick gespiilt.

Das desinfizierte und gereinigte Hautstiick wurde auf eine @10 cm Platte gelegt und mit
einem Skalpell in 5 x 5 mm groe Hautstlicke zugeschnitten. Die fertig geschnittenen
Hautstiicke wurden in ein Falcon-Rohrchen mit 0,5 mg/ ml Protease X gelegt und im
Kiihlschrank fiir 24 h bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden 2 Petrischalen mit PBS-
Puffer und Trypsin/EDTA gefiillt. Von jedem Hautstiickchen wurde mit zwei Dumont-
Pinzetten vorsichtig die Epidermis von der Dermis mechanisch abgezogen und die

Innenseite zur Fliissigkeit in PBS-Puffer fiir 5 min gelegt. Die hauchdiinnen Epidermisstiicke



Material und Methoden 45

wurden mit der Dumont-Pinzette glatt gestrichen und mit der Innenseite in die Schale mit
Trypsin/EDTA {iberfiihrt. Nach 20-miniitiger Inkubation bei 37 °C wurde Trypsin durch die
Zugabe eines Isovolumens an 10 %-FCS-haltigem DMEM deaktiviert.

Die Epidermishéutchen wurden mit einer 5 ml Pipette zweimal ein und auspipettiert und die
Losung in ein frisches Falcon-Rohrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 1.500 Upm
abzentrifugiert und wurden in Kulturmedium resuspendiert und in den entsprechenden

Kulturschalen weiterkultiviert.

Thermolysin-Puffer: 142 mM NaCl
10 mM Hepes
6,7 mM Kcl
1,0 mM CaCl
043 mM NaOH, ph 7,4
2.3.4.2. Priparation von Keratinozyten aus der dufleren Haarwurzelscheide

Bei der Kultivierung von Keratinozyten aus der dufleren Haarwurzelscheide wurden ca. 40
Haare in der Anagenphase bendtigt [Limat et al., 1989; Moll, 1996].

Den Probanden wurden mit Hilfe einer Haarzange Haarbiischel durch ruckartiges Ziehen der
Zange vom Kopf hinweg entfernt. Teilweise wurden die Haare auch einzeln mit einer
Pinzette entfernt, wobei mindestens 40 Haare gezogen wurden.

Haare, die sich in der Anagenphase befanden, wurden unter dem Mikroskop zur weiteren
Verarbeitung ausgewihlt. Von diesen Haaren wurde die Haarpapille und der nach auflen
stehende Haarschaft abgetrennt. Das restliche Haarstiick wurde wie oben beschrieben in
Betaisodonna-Losung desinfiziert und anschlieBend mehrmals griindlich mit PBS-Puffer
gewaschen. Durch 20-30-miniitige Inkubation der gereinigten Haare in Trypsin/EDTA
wurden die Keratinozyten aus der duBBeren Haarwurzelscheide gelost. Durch mehrmaliges
Aufziehen in einer 5 ml Pipette konnte die Vereinzelung der Haarwurzelscheidenzellen
vermehrt werden.

Die isolierten Zellen wurden in Petrischalen mit und ohne Feederzellen gegeben und nach
Zugabe des entsprechenden Mediums fiir 5 Tage in Ruhe stehengelassen. Am fiinften Tag

erfolgte der erste Mediumwechsel, anschlieBend wurde das Medium alle 2-3 Tage erneuert.
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2.3.5. Kultivierung von Keratinozyten

Keratinozyten wurden sowohl auf Feederzellen als auch ohne Feederzellen kultiviert.

2.3.5.1. Keratinozytenkultur auf Feederzellen

Die Kultivierung von Keratinozyten auf Feederzellen entspricht der klassischen Methode
von Rheinwald und Green [Rheinwald und Green, 1975] mit der es 1975 erstmals moglich
wurde, Keratinozyten seriell zu expandieren.

Als Feederzellen wurden NIH 3T3-Zellen eingesetzt, welche sich vor Versuchsbeginn in
einer optimalen Proliferationsphase befanden. 24 h vor Beginn der Keratinozytenkultivier-
ung wurden 80-90 % konfluent gewachsene Feederzellen passagiert und gezihlt. Je nach
gewihlter Grofe der Petrischale wurde ein ausreichend grofles Aliquot von den Zellen
entnommen und in ein Falconrdhrchen pipettiert. Es folgte eine Bestrahlung der
Feederzellen mit 8.000 rad fiir 17,3 min. Die bestrahlten Zellen wurden direkt im Anschlufl
in den vorgesehenen Kulturschalen in einer Dichte von 20.000 Zellen/cm” Kulturoberfliche
ausgesdt und konnten fiir 5-6 h in dem entsprechenden Fibroblastenmedium wachsen.

Die Keratinozyten wurden in KGM-Medium resuspendiert und nach dem Absaugen des
Mediums vorsichtig auf den Feederzellen verteilt.

Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt und die Kultur bei Erreichen einer Konfluenz

von 70-80 %, oder spétestens nach 12-14 Tagen passagiert.

2.3.5.2. Keratinozytenkultur ohne Feederzellen

Die Kultivierung von Keratinozyten ohne Feederzellen wurde 1993 durch die Entwicklung
von serum-freiem, speziell mit niedriger Calzium-Konzentration angepasstem Medium
durch Boyce und Ham [Boyce und Ham, 1983] moglich.

Die Keratinozyten wurden nach dem Ablosen von der Zellkulturschale mittels
Trypsin/EDTA bei 1.500 Upm und Raumtemperatur abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
KFS-Medium, voll supplementiert, aufgenommmen und gut resuspendiert. Die Zellen

wurden bei einer 70-80 %-iger Konfluenz in einem 1/10-Split passagiert.



Material und Methoden 47

2.3.6. Passagieren von Keratinozyten

Grundsitzlich verhalten sich Keratinozyten bei dem Passagieren wie andere adhérente
Zellen. Bei Keratinozyten, welche auf Feederzellen kultiviert wurden, mussten zunéchst die
Feederzellen durch 30 Sekunden Inkubation mit EDTA und Bespritzen mit PBS-Puffer
entfernt werden. Bei Keratinozyten ohne Feederzellen, also in serum-freiem-Medium,
wurden die Zellen nach Deaktivierung von Trypsin mit FCS zusétzlich einmal in 10 ml PBS-

Puffer gewaschen, um den Rest an FCS zu minimieren.

2.3.7. Herstellung von Zellhomogenaten aus Keratinozyten oder CHO-Zellen

Vor dem Ernten der auf @ 10 cm- oder @ 15 cm-Gewebekulturschalen kultivierten Keratino-
zyten, bzw. CHO-Zellen, wurden die Platten zweimal mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen.
Die Zellen wurden geerntet, bei 1.500 Upm, Raumtemperatur, pelletiert, in 5 ml eiskaltem
PBS-Puffer aufgenommen und erneut bei 1.500 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgekippt und das Pellet in 300-500 pl Homogenisierungspuffer aufgenommen, gut
resuspendiert und auf Eis gestellt. In einem manuellen Teflon-beschichteten Homogenisator
nach Tenbroeck erfolgte, durch 15-malige Auf-und Abbewegung, das Homogenisieren der
Zellen. Von den Homogenaten wurden Aliquots fiir die Proteinbestimmung entnommen. Die
Homogenate wurden in sterile Eppendorfgefdfle gefiillt und bei -70 °C gelagert, maximal fiir
4 Wochen.

Homogenisierungspuffer: 25 mM  Tris-HCI, ph 8,0
0,25 mM  Sucrose
0,1 % Triton X-100

2.3.8. Bestimmung des Proteingehaltes von Keratinozyten und CHO-Zellen
mittels BCA-Test

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes wurde mit Hilfe eines kéuflichen Kits von der
Firma Pierce nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Bestimmung des Protein-
gehaltes basiert auf einer modifizierten Methode nach Lowry [Lowry et al., 1951]. Der Test
erlaubt die kolorimetrische Bestimmung des Gesamtproteingehaltes in alkalischer Losung.
Hierbei entsteht durch die Biuret-Reaktion in der ersten Stufe Cu'’, welches anschlieBend

durch Bicinchonin-Sdure kolorimetrisch detektiert werden kann. Durch Chelatbildung
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zweier BCA Molekiile mit einem Kupferion entsteht ein violettes Reaktionsprodukt, welches
bei 562 nm absorbiert. Die Absorbtion nimmt linear mit steigender Proteinkonzentration zu
(in einem Bereich von 20 pg bis 2.000 pg/ml).

Der BSA Stockstandard wurde im Homogenisierungspuffer gelost und entsprechend der
Herstellerangaben verschiedene Verdiinnungen hergestellt. Das bei -70 C gelagerte Aliquot
des Zellhomogenates wurde auf Eis aufgetaut und in einem Ultraschallbad auf Eis fiir

15 sek. sonifiziert. Es wurden eine 1:1 und eine 1:2 Verdiinnung hergestellt.

Die Standards und die Homogenate wurden in eine 96-Lochplatte aufgetragen. In jedes Loch
wurden 200 pul BCA Arbeitsreagenz pipettiert. Die Platte wurde abgedeckt fiir 30 sek. auf
dem Schiittler bewegt und bei 37 °C im Warmeschrank fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend
wurde die Platte im ELISA Reader bei 562 nm gemessen.

Anhand der Standardkurve konnte der Proteingehalt fiir jede Probe ermittelt werden. Analog

wurde der Proteingehalt bei den CHO- und FAA .K1-Zellen bestimmt.

BCA-Reagenz A: NayCOs, Na(COs3),, Bicinchoninic Sdure, Na-Tartrat
in0,1 M NaOH

BCA-Reagenz B: Kupfersulfatlosung

BCA-Arbeitslosung (WR): 50 Teile BCA Reagenz-A
1 Teil BCA Reagenz-B

2.3.9. Dreidimensionale Hautkultur

Die dreidimensionale Hautkultur wurde nach einer Methode aus dem Labor von Professor F.
Watt durchgefiihrt [Rikimaru et al., 1997].

Hautproben, welche meistens aus der plastischen Chirurgie stammten, wurden in 1,5 cm’
grof3e Stiicke zugeschnitten und deepidermisiert, um DED-Stiicke zu erhalten.

Hierfiir mussten die Hautproben bei 56 °C 20-30 min erhitzt werden, um die Epidermis
abziehen zu konnen. Die einzelnen deepidermisierten Stiicke wurden in feste Alufolie
umwickelt. In 10 Zyklen, die aus einem Wechsel zwischen 5-miniitiger Inkubation in
flissigem Stickstoff und bei Raumtemperatur bestanden, wurden die Dermisstiicke
behandelt, wodurch diese nicht mehr proliferationsfahg waren. Die Lagerung der

Dermisstiicke erfolgte bei -70 °C.
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Fiir die Herstellung einer dreidimensionalen Epidermis auf der Grundlage einer humanen
Dermis wurden Keratinozyten aus der ersten oder einer spiteren Passage, sowie
Keratinozyten von Sjogren-Larsson-Patienten, verwendet. Die nullte Passage wurde nie
verwendet, da nach dem ersten Splitt sehr viele Zellen nicht mehr adhérierten. Die Zellen
wurden mit Trypsin/EDTA gelost, zentrifugiert und nach der Aufnahme in KSFM gezéhlt.
Die ca. 1,5 x 1,5 cm” groBen Dermisstiicke wurden mit der Fettseite nach unten auf je eine
Zellkultureinlage in der 6-Loch-Platte mit einer Porengréf3e von 0,45 um gelegt. Die Einlage
wurde um die Dermis einige Male mit einer Nadel durchstochen. 5 x 10° Zellen wurden
durch erneutes Zentrifugieren und Absaugen des Uberstands in 15 pl KSFM aufgenommen
und vorsichtig auf die Mitte des Dermisstiicks pipettiert. Danach wurde das Loch mit dem
Insert am Rand mit ca. 2,5 ml KGM aufgefiillt. Das Dermisstiick wurde 7 Tage lang bei

37 °C kultiviert, wobei der erste Mediumwechsel erst nach 3 Tagen stattfand. AnschlieBend
wurde alle 2-3 Tage ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Das Hautdquivalent wurde nach 7
Tagen bei 33 °C fiir weitere 7-14 Tage kultiviert.

Nach Ende der Kultivierung wurden die fertigen dreidimensionalen Hautdquivalente sofort

weiterverarbeitet, oder bei -70 °C gelagert.

2.3.10. Transduktion mit rAAV-2 Vektoren

2.3.11. Reguliire rAAV-2 Transduktion von Keratinozyten

Die Transduktionen wurden in 12-, 24- und 6-Loch-Platten durchgefiihrt. Fiir die Trans-
duktionen wurden Keratinozyten aus der zweiten oder dritten Passage verwendet. Die
optimale Zelldichte lag zum Zeitpunkt der Transduktion bei 80 %. Vor der Transduktion
wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen. Der
verwendete Virusstock wurde vorsichtig auf Eis aufgetaut. Das entnommene Viruslysat
wurde mit Medium so verdiinnt, dass die Zelloberfldche mit Fliissigkeit gerade diinn bedeckt
war. Der Transduktionsansatz wurde im Brutschrank bei 37 °C fiir 2 h inkubiert.
AnschlieBend wurde mit Medium auf das normale, vorgeschriebene Volumen aufgefiillt.

Nach einer 12-stiindigen Inkubation wurde das Medium abgesaugt, Zellen 2 x mit PBS-
Puffer gewaschen und anschlieBend entsprechend dem einzelnen Versuch gesplittet.

Genauere Angaben waren aus den einzelnen Versuchen zu entnehmen.
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2.3.12. Methoden zur Steigerung der Transduktionseffizienz bei rAAV-2
Transduktionen in Keratinozyten

2.3.12.1. rAAV-2 Transduktion mit Proteasomen-Inhibitoren

Zur Transfektion mit Proteasomeninhibitoren wurden 8.000-10.000 SLS-Keratinozyten auf
eine 24-Loch-Platte ausplatiert und in voll supplementiertem KFS-Medium bis zum
Erreichen einer 80 %-igen Konfluenz kultiviert. Vor der Transfektion wurden die Zellen mit
PBS-Puffer gewaschen. Die Transfektion erfolgte in 500 ul EGF-freiem KSF-Medium,
welches zuvor in ein Eppendorfgefdl3 pipettiert wurde. In dieses wurden 30-50 pl rAAV-2-
Viruslysat und 100 nM MG132 zugefiigt. Die Losung wurde vorsichtig durchmischt, bevor
sie auf die Zellen gegeben wurde. Die Zellen wurden fiir exakt 12 h bei 37 °C im Brut-
schrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 2 x mit PBS-Puffer gewaschen und mit
voll supplementiertem KFS-Medium fiir mindestens 12 h weiterkultiviert, bevor die Zellen

passagiert wurden.

2.3.12.2. rAAV-2 Transfektion mit dem EGF-R PTK-Inhibitor AG 1478

Fiir die Transfektion mit AG1478 wurden 4.000-5.000 Keratinozyten pro Loch einer 24-
Loch-Platte ausplatiert und in voll supplementiertem KFS-Medium kultiviert, bis sich viele
kleine Klone gebildet hatten, was meistens 2 Tage dauerte. Das Medium wurde abgesaugt
und die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen. Es erfolgte ein zwei-tdgiger EGF-Entzug der
Zellen in KFS-Medium, supplementiert, ohne EGF. Bei Erreichen einer 80 %-iger
Konfluenz wurden die Zellen transduziert.

Vor der Transfektion wurden 500 pl EGF-freies Medium in einem Eppendorfgefal mit AG
1478 gemischt, so dass sich eine Konzentration von 100 uM ergab. Diese Mischung wurde
auf die Zellen verteilt und bei 37 °C im Brutschrank fiir 2 h inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen zweimal mit PBS-Puffer fiir 5 min gewaschen, bevor die entsprechende
Viruslosung in 500 pul EGF-freiem Medium auf die Zellen gegeben wurde. Es erfolgte eine
Inkubation der Viruslosung auf den Zellen fiir 12 Stunden. Am nichsten Tag wurden die

Zellen passagiert.
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2.3.12.3. Doppeltransduktion/Trippeltransduktion

Nach der ersten Transfektion wurden 5.000 transduzierte Keratinozyten erneut in eine 24-
Lochplatte ausplatiert und erneut in voll supplementiertem Medium kultiviert. Nachdem sich
einige Klone gebildet hatten, wurde dem Medium EGF entzogen und die Zellen wurden bis
zum Erreichen einer 80 %-igen Konfluenz in serumfreien Medium kultiviert. Die Zellen
wurden 2 h vor Transfektion erneut mit der selben Menge AG 1478 fiir 2 Stunden behan-
delt, anschlieBend gut mit PBS Puffer gewaschen und mit 30-50 pl Viruslysat in 500 pl
EGF-freiem Medium transfiziert.

12 Stunden nach Transfektion wurde die Losung abgesaugt, die Zellen wurden gewaschen
und passagiert.

Analog erfolgten die Trippeltransfektionen.

2.3.13. Histologische Methoden

2.3.13.1. Herstellung Paraffin-fixierter Routineschnittpriparaten

Die Hautdquivalente wurden in 3 % Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Es wurden
4 uM dicke Schnitte hergestellt, die auf Glasobjekttrager gezogen wurden.

Diese wurden automatisch entparaffinisiert und mit Hematoxylin und Eosin geférbt.

2.3.13.2. Herstellung von Kryostatschnitten

Die Gewebestiicke bzw. die Hautdquivalente wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -25 °C in einem Kryostat-Mikroton in 4-12 uM dicke Scheiben geschnitten, welche
anschlieBend auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager, gezogen wurden.

Schnitte fiir den GFP-Nachweis wurden sofort unter dem Fluoreszenzlicht untersucht.

Schnitte fiir den FALDH-Nachweis wurden sofort weiterverarbeitet.
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2.3.14. Nachweismethoden fiir FALDH

2.3.14.1. FALDH-AKktivitit aus Keratinozytenhomogenaten

Die FALDH-AKktivitit wurde fluorometrisch durch die FALDH-abhingige Produktion von
NADH nach einer Methode aus dem Labor von Professor Rizzo gemessen [Rizzo und Craft,
1991; Kelson et al., 1997].

Das bei -70 °C eingefrorene Zellhomogenat wurde langsam auf Eis aufgetaut und an-
schlieBend auf Eis fiir 15 sek. sonifiziert. 100 pg des Zellhomogenates wurde in einem
Dehydrogenasemedium unter Zusatz von NAD", Pyrazol, BSA und Tris-Puffer in einem
absoluten Volumen von 800 pl, ph 7,4 fiir 2 min bei 37 °C vorgewidrmt, bevor die Reaktion
gestartet wurde. Durch Zugabe von 8 pl einer 21,5 mM Octadecanallosung wurde die
Reaktion gestartet. Die Endkonzentration betrug 160 puM Octadecanal in dem
Reaktionsansatz. Dieses wurde durch FALDH zur korrespondierenden Carbonsdure oxidiert,
wobei unter Reduktion von NAD+, NADH entstand.

Zusétzlich wurde die Eigenfluoreszenz der Probe durch Zugabe von Ethanol anstelle des
Fettaldehydes gemessen.

Die Fluoreszenzintensititen (FI) wurden {liber einen Zeitraum von 30-40 min in einem Cary
Eclipse Fluoreszenz-Spektrometer von der Firma Varian bei einer Erregungswellenldnge von
365 nm und einer Emissionswellenlédnge von 460 nm gemessen. In einem Zeitintervall von
5-10 min wurden die Messwerte entnommen.

Um die absoluten FI zu ermitteln, wurden die gemessenen FI der Negativkontrolle mit
Ethanol von den FI des Substratansatzes mit Octadecanal zu jedem Zeitpunkt subtrahiert.
Die katalytische Aktivitit von FALDH kann unter Beriicksichtigung der eingesetzten
Proteinmenge und durch Division der erhaltenen FI durch den jeweiligen Zeitpunkt ermittelt
werden.

Da es in der vorliegenden Arbeit nicht um Absolutwerte ging, sondern um die Relation der
FI zwischen gesunden, defekten und transfizierten Zellen, wurde auf die Umrechnung der FI
in die FALDH-AKktivitdt in pmol/min/mg verzichtet.

Bei den Messungen wurden die Differenzwerte der FI angegeben, von denen auf die
FALDH-AKktivitat geschlossen werden kann, da diese in einem proportionalen Verhéltnis
zueinander stehen. Die Aktivititen konnen auch durch Angabe der Differenzwerte geteilt

durch 60 min in Units/min dagestellt werden.
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Reaktionspuffer/Dehydrogenasemedium:

25 mM Glyzin-NaOH-Pufter, ph 9,0

10 mM Pyrazol

0,2 mg/ml fettsdure-freies Rinderserum Albumin
1,5 mM NAD"

2.3.14.2. FALDH-AKktivitit von CHO- und FAA.K1-Homogenaten

Die fluorometrische Messung der FALDH-Aktvitdt von CHO und FAA.K1-Zellen erfolgte
nach dem gleichen Prinzip, wie bei den Keratinozyten beschrieben nach einer Methode aus
dem Labor von Zoeller [James et al., 1990].

Pro MefBansatz wurde 150 pg Zellhomogenat eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 6 pl einer 21,5 mM Octadecanollosung gestartet und iiber 30-40 min gemessen.

Reaktionspuffer/Dehydrogenasemedium:

50 mM Glyzin-NaOH-Pufter, ph 9,0

10 mM Pyrazol

0,25 mg/ml fettsdure-freies Rinderserum Albumin
0,5 mM NAD"

2.3.14.3. Fettaldehyd-Selektionsversuch mit Keratinozyten

Zur Selektion rAAV-2/C-FALDH-transfizierter Zellen wurden 20.000 Keratinozyten pro
Loch einer 6-Loch-Platte ausplatiert und fiir 24 h in voll supplementiertem Medium
kultiviert. In jede Vertiefung wurde eine Mischung aus 20 uM Octadecanal in 2 ml KFS-
Medium gegeben und die Zellen fiir weitere 24 h kultiviert. Die Zellen wurden griindlich
gewaschen und bis zu einer 80 %-igen Konfluenz weiterkultiviert. Die Zellen wurden
trypsiniert, gezéhlt und erneut ausplatiert.

Der Versuch wurde 2-3-mal wiederholt.

Von den selektionierten Zellen wurden die FALDH-Intensitidten bestimmt.

2.3.14.4. Histochemischer in situ Nachweis epidermaler FALDH

Der histochemische in situ Nachweis epidermaler FALDH wurde nach einer Methode von

Judge und Kollegen [Judge et al., 1990; Lake et al., 1991] durchgefiihrt.
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Kultivierte, dreidimensionale Hautdquivalente von gesunden, SLS- und transfizierten
Keratinozyten wurden nach Kultivierung in Hexan schockgefroren und bei -70 °C gelagert
oder gleich weiter verarbeitet. Aus den Hautstiicken wurden im Kryostaten 12 pm dicke
Schnittpriaparate hergestellt, die auf einen mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager
aufgezogen wurden. Die Objekttriger mit den Schnitten wurden in eiskaltem Azeton fiir 8-
10 min entfettet und danach durch einen Luftstrom bei Raumtemperatur schnell getrocknet.
Einem Milliliter aufgetautem Dehydrogenasemedium, ph 7,4 wurden 0,1 ml 1 M,
neutralisiertes Hexanol, 2 mg NAD" hinzugegeben und gut gemischt. Fiir die Negativ-
kontrollen wurden dem Dehydrogenasemedium anstelle des Hexanols Ethanol, in gleichen
Teilen, zugegeben. Jeder Objekttrager wurde mit einigen Tropfen Dehydrogenasemedium
bzw. mit der Negativkontrolle betropft und mit einem Deckglas fiir 90 min bei 37 °C
inkubiert. Die Schnitte wurden nach der Inkubation fiir einige Minuten in Leitungswasser
gewaschen.

Die Objekttrager wurden mit Glycerin-Gelatine eingedeckt und unter dem Lichtmikroskop
ausgewertet. Das Dehydrogenasemedium wurde in groBBeren Mengen hergestellt und in

1,5 ml Eppendorfgefifie aliquotiert und bei -20 °C eingefroren.

Dehydrogenase-Medium: 5 ml 0,05 M Tris-HCI
5 ml 1 mg / ml MTT
1 ml 0,5 M Cobalt-Chlorid
5 ml H,0, dest.
2.3.15. Toxizitiatsversuche
2.3.15.1. Zytotoxizititsversuch mit Coomassie-Blau-Fiarbung

Um den toxischen Effekt langkettiger Aldehyde auf defekten FAA.K1-Zellen darzustellen,
wurde der Versuch nach James und Kollegen [James und Zoeller, 1997] durchgefiihrt. In
einer 24-Loch-Platte wurden 4x10° defekte FAA.K1- und CHO-Zellen/ml in 0.4 ml Ham's
F12-Medium ausplatiert und iiber Nacht kultiviert. Am nichsten Tag wurde das Medium
durch 0,4 ml Medium mit den entsprechenden Aldehydkonzentrationen ersetzt, das fiir 20 h
bei 37 °C auf den Zellen inkubierte. Das Medium wurde entfernt und die Zellen mehrmals
mit PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in 1 ml Ham's-Medium fiir weitere 5-7 Tage

kultiviert. Die iiberlebenden Zellen wurden mittels Coomassie-Blau-Farbung visualisiert.
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Hierfiir wurde das Medium von den Zellen entfernt und die Zellen wurden hintereinander
mit 2 ml PBS, und anschlieBend mit 0,5 ml einer 0,5 % (w/v) Coomassie-Blau-Fixierlosung
fiir 30 Minuten bei Raumtempereatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung entfernt
und die Zellen wurden zweimal mit 2 ml einer Waschlotion gewaschen, um restliche
Féarbung zu entfernen. Die iiberlebenden Zellen waren als blaue Niederschldge auf den

Platten fixiert und konnten visuell ausgewertet werden.

0,5 % Coomassie-Blau-Fixierlosung: 0,5 % Coomassie-Blau
45 g Methanol
10 g Essigsaure
45 g Aqua dest.

Waschlotion 45 g Methanol
45 g Aqua dest.
10 g Essigsédure

2.3.15.2. Zytotoxizitiatsversuch mit Sulforhodamin B bei CHO- und FAA.K1-Zellen

Bei dieser Methode wurden die Zellen mit Octadecanal in verschiedenen Konzentrationen
behandelt, wie unter Coomassie-Blau-Féarbung beschrieben.

Die Inkubation mit Octadecanal erfolgte nach der Idee von James und Zoeller [James und
Zoeller, 1997]. Der zelluldre Proteingehalt adhdrenter, iiberlebender Zellen wurde nach einer
Methode von Skehan und Kollegen [Skehan et al., 1990] erfasst. Es wurden pro Loch einer
96-Loch-Platte 600 CHO-und FAA.K1-Zellen oder 1.000 Keratinozyten ausgesit. Die
Zellen wurden iiber Nacht kultiviert.

Es wurden fiir jede ausgewéhlte Aldehydkonzentration vier Locher mit derselben Zellart
ausplatiert, von denen bei der spiteren Auswertung die grofite Abweichung gestrichen
wurde. Am néchsten Tag wurde das Medium durch 0,2 ml Medium mit steigenden
Aldehydkonzentrationen versetzt. Die Zellen wurden mit der Mischung 20 h bei 37 °C
inkubiert.

Das Medium wurde entfernt und die Zellen mehrmals mit PBS-Puffer gewaschen. 1 ml
Ham’s-Medium fiir weitere 5-7 Tage kultiviert, bis die Zellen in den Kontrolllochern der

Platte nahezu konfluent gewachsen waren. Das Wachstum wurde durch Zugabe von
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25 %-iger Trichloressigsdure und einer 30 miniitige Inkubation im Kiihlschrank bei 4 °C ge-
stoppt. Die Losung wurde von den Platten entfernt und diese mit Aqua dest. mehrmals
gewaschen. Die liberlebenden Zellen, bzw. der zelluldre Proteingehalt, wurden durch 30-
miniitige Inkubation mit jeweils 100 pl Sulforhodamin B bei Raumtemperatur angefarbt. Die
Losung wurde von den Platten genommen, welche mehrmals griindlich mit einer 1 %-igen
Schwefelsdure gewaschen wurden, um alle Reste des Sulforhodamin B zu entfernen. Die
Platten wurden bei Raumtemperatur fiir 12 h getrocknet. Uber die optische Dichte bei 570
nm im ELISA-Reader wurde der prozentuale Anteil lebender Zellen ermittelt. Die Kontrolle
wurde als 100 % gesetzt, von der auf die Uberlebensrate der anderen Zellen riickgeschlossen
werden konnte.

Sulforhodamin B-Losung: 0,4 % Sulforhodamin B

Inl % Essigsdure

25 % TCA-Losung: 25 % Trichloressigsdure
In 100 ml Aqua dest.

1 % Schwefelsdure: 1 % Schwefelsdure, konz.
In 100 ml Aqua dest.
2.3.16. Nachweis von griin-fluoreszierendem Protein (GFP)

Das verwendete GFP emittierte bei einer Anregungswellenlinge von 500 nm ein Licht der
Wellenldnge von 506 nm.

RAAV-2/C-GFP-transduzierte Keratinozyten konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop bei
einem Filter von 525 nm als griin-leuchtende Zelle identifiziert und fotographiert werden.
Zur Detektion von GFP in kultivierten Hautdquvalenten wurden keine paraffin-fixierten
Schnitte hergestellt, da das verwendete Paraffin eine Eigenfluoreszenz hatte. Es wurden 4
uM dicke Cryostatschnitte angefertigt, die nach dem Schneiden direkt unter dem

Fluoreszenzmikroskop betrachtet wurden.
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3. Ergebnisse

3.1. Herstellung des Expressionsplasmids pTR-UF/C-FALDH

3.1.1. Klonierung von pTR-UF/C

Das Plasmid pTR-UF ist die Weiterentwicklung von psub 201 als transgentragendes
Verpackungsplasmid. Dieses enthélt als einzige urspriingliche virale Sequenzen des AAV-
2-Wildtyps die ITRs, die fiir die Virusherstellung notwendig sind. Zwischen die ITRs, die in
cis notwendigen Sequenzabschnitten angeordnet sein miissen, kann jede eukaryontische
Expressionskassette eingebaut werden. Um eine effiziente Verpackung zu gewihrleisten,
diirfen die ITRs zusammen mit der eingebauten Expressionskassette eine Lange von 4680 bp
nicht iberschreiten [Dong et al., 1996]. Die ITRs besitzen mit ihren angrenzenden
Klonierungssequenzen eine Grofle von 145 Basenpaaren. Folglich sollte die eingebaute
Expressionskassette nicht ldnger als 4340 bp sein. Die Expressionskassette (C) des
Expressionsplasmids pCEP4 enthielt einen Cytomegalovirus immediate-early Promoter
(CMV-P), ein SV40 Polyadenylierungssignal (SV40 Poly A) mit einer dazwischenliegenden
multiplen Klonierungsstelle (MKS). Diese Expressionskassette wurde zwischen die ITRs
von pTR-UF kloniert. pCEP4 wurde mit Sall geschnitten, wodurch ein 1308 bp groBes
Fragmentstiick mit der Expressionskassette C freigesetzt wurde. pTR-UF wurde mit Kpnl
und BamHI geschnitten, so dass folgende Fragmente erhalten wurden: 78 bp, 208 bp, 605
bp, 644 bp, 1291 bp und 3427 bp. Das 3427 bp Fragmentstiick enthielt beide ITRs, welche
fiir die Virusherstellung obligat sind. Beiden Fragmenten wurde ein Nukleotidgemisch
zugesetzt, um die Enden zu glitten. Das lédngere Fragment wurde vor der Ligation
dephosphoryliert. Der Einbau des CEP4-Fragmentes konnte in 2 Orientierungen erfolgen.
Die Leserichtung wurde so gewihlt, dass der CMV-Promoter zur Kpnl- und das
Polyadenylierungssignal zur BamHI-Schnittstelle gerichtet war. Der klonierte Vektor ist in
Abbildung 3.1 schematisch dargestellt. In die MKS konnten Transgene bis zu einer Grofle
von 3032 bp eingebaut werden.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung von pTR-UF/C

Der Backbone des pTR-UF/C-Plasmids enthilt als einzige virale Ursprungssequenz die
ITRs, welche die Expressionskassette des pCEP4 (griin markiert) mit CMV-Promoter, MKS
und SV40 Poly A Seite von beiden Seiten umschlieBen. In die MKS kann ein Therapiegen
mit maximal 3032 bp kloniert werden.

Die verschiedenen Ligationsansitze wurden in kompetente Bakterien transformiert und
ausplatiert. Es wurden 20 Klone gepickt, hochgeschiittelt und aufgereinigt. Die Klone
wurden mit verschiedenen Restriktionsenzymen auf Anwesenheit der Expressionskassette C
gepriift. Von 20 ausgewihlten Klonen enthielten 3 Klone das gewiinschte Fragment. Diese
wurden mit jeweils 8 unterschiedlichen Restriktionsenzymen behandelt um die gewlinschte
Orientierung des Inserts in dem Backbone festzustellen. Die gefundenen Klone 1 und 6,
dargestellt in Abb. 3.2 stimmten in denen fiir sie berechneten Fragmentmustern iiberein und
enthielten das CEP4 Fragment in richtiger Richtung. Klon 6 wurde zur Klonierung von
pTR-UF/C-FALDH weiterverwendet. Klon 4 enthielt das CEP4-Fragment, jedoch in der

falschen Orientierung.
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Klon 1 Klon 4 Klon 6
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Abb. 3.2: Restriktionsanalyse der gefundenen Klone aus der pTR-UF/C-Klonierung

Aus urspriinglich 20 Ligationsklonen wurden Klon 1, 4 und 6 ausgewihlt. Diese wurden mit
unterschiedlichen Restriktionsenzymen geschnitten, um die richtige Orientierung des Inserts
zu priifen. Hierbei zeigten Klon 1 und 6 bei dem Bglll-Verdau in den ersten Reihen (1)
charakteristische Banden bei 3167, 753, 710 und 105. Bei Klon 4 lag das Insert in der
falschen Orientierung, wordurch sich ein verdndertes Bandenmuster ergab. Diese lagen bei
3167, 753,428 und 331.

In den Reihen 2 wurden die Klone mit Pstl verdaut, wobei sich bei den Klonen 1 und 6 ein
Bandenmuster bei 2830, 1667 und 230 zeigte.

Klon 4 zeigte mit dem Pstl Verdau veridnderte Banden, die bei 2830, 1432 und 4732 lagen.
In den Reihen 3 wurden die Klone mit Ndel geschnitten, wobei sich bei Klon 1 und 6
Bandenmuster bei 3583 und 1162 ergaben.

Klon 4 zeigte bei dem Ndel Restriktionsverdau in Reihe 3 Banden bei 3192 und 1508.

Die Restriktionen mit Nael, Xhol und Notl ergaben keine Bandenmuster, da sich die
Plasmide linearisierten (Reihen 4, 5 und 6).

Klon 1 und 6 enthielten das CEP4-Insert in richtiger Orientierung.

3.1.2. Klonierung von pTR-UF/C-FALDH

Zur Klonierung von pTR-UF/C-FALDH wurde das Notl-Nhel Fragment aus pClneo-
FALDH in die Notl- Nhel Schnittstelle der MKS von pTR-UF/C (Klon 6) richtungsorientiert
einkloniert. Das fertige Plasmid wurde in Abb. 3.3 schematisch dargestellt.



Ergebnisse 60

Notl Nhel

Sall 1131 1085 Sall

1316 8
= ITR |=] CMV-P SV40 poiy A ITR [—>

,, 3

Kpnl Notl Nhel FBamHI
181 431 448 864,
1508,
1716
3007

Abb. 3.3: Schematische Darstellung von pTR-UF/C-FALDH

Griin markiert sind die Teile von pCEP4, in dessen MKS das Therapiegen FALDH (rot
markiert) kloniert wurde. Die gesamte Expressionskassette wird von den ITRs, die Teile des
Backbones des Plasmids sind, links und rechts (blau markiert) eingerahmt.

Aus verschiedenen Ligationsansitzen wurden 20 Klone gewé#hlt und hochgeschiittelt. Die
Klone wurden mit Notl/Nhel geschnitten um auf die Anwesenheit des gewiinschten FALDH-
Inserts zu priifen.

Die Klone in Reihe 4 und 12 zeigten bei dem Versau das charakteristische Bandenmuster
mit einem Fragment bei 1500 bp. Diese Klone wurden fiir weitere Untersuchungen

ausgewahlt.

& 7 8 9 108 1 12 13 ™ 15 1617 18 19 20

Abb. 3.4: Insertkontrolle von pTR-UF/C-FALDH

20 gepickte Ligationsklone wurden mit NotI-Nhel geschnitten. Aus Klon 4 und Klon 12,
Reihe 4 und 12, 16ste sich ein ca.1500 bp Fragmentstiick heraus, das dem FALDH Fragment
entsprach.
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Abb. 3.5: Kontrolle der Insert-Leserichtung von Klon 4 und 12

Die gefundenen Klone 4 und 12 wurden mit 4 weiteren Restriktionsenzymen jeweils in den
Reihen 1-4 auf Anwesenheit des FALDH-Inserts untersucht.

In den zweiten Reihen wurden die Klone jeweils mit Bglll geschnitten, woraus sich
charakteristische Bandenmuster bei 863 bp, 2367 bp und 3000 bp ergaben.

In den Reihen drei wurden die Klone mit Nhel und Notl geschnitten, wobei sich hierbei
keine Bandenmuster ergaben, da die Plasmide zirkuliert vorlagen.

In der viertenReihe wurden die Plasmide mit Notl und Xbal geschnitten, wobei sich
Fragmentmuster bei 1477 bp und 4700 bp ergaben.

3.2 Virusverpackung und Charakterisierung von rAAV-2-Lysaten

Um eine gute Virusausbeute zu erzielen, musste sich die 293-Verpackungszelllinie in einer
optimalen Wachstumsphase befinden. Die verwendete DNA musste Endotoxin-frei sein. Die
Zellen mussten sich zum Zeitpunkt der Transduktion mit grofitmdglichster Verteilungsdichte
auf den Platten befinden. Der ph-Wert des Calcium-Phosphat-Gemisches fiir die
Dreifachtransduktion musste fiir eine erfolgreiche Transduktion auf einen bestimmten ph-
Wert eingesellt sein, der eingehalten werden mufite. 24 h nach Transduktion (n.T) sollten 40
% (Abb.:3.6) und 48 h n.T 80 % der Zellen bei anndhernd 100 % Konfluenz mit dem

Transgen transfiziert sein.
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Falls diese Werte nicht erhalten wurden, wurde mit der Aufreinigung des fertigen Virus

nicht begonnen und die transfizierten Zellen wurden verworfen und der Versuch wiederholt

Abb. 3.6: Calciumphosphat Trippeltransduktion mit GFP als Transgen, pRC und
pXX6-80

24 Stunden nach Transfektion erreichten pAAV/C-GFP-Transfektanten
Transfektionseffizienzen zwischen 40-50 %.

Beim Abnehmen der 40 % Bande, die den Virus enthielt, war darauf zu achten, dass die
Ausbeute moglichst grofl war und dass es zu keiner Kontamination durch die benachbarten
Banden kam. Abbildung 3.6 zeigt einen hergestellten Gradienten mit unterschiedlichen
Phasen. Das abgezogene reine Viruslysat wurde vorsichtig auf dem Vortexer gemischt um
eine moglich gleichméBige Verteilung des Virus in der Fliissigkeit zu erreichen.

Um ein hédufiges Auf- und Abtauen, welches die Virusqualitit verschlechtert, zu verhindern,
wurde das Lysat zu 200 pl, spiter zu 100 pl aliquotiert und bei -70 °C gelagert. Fiir die
Verpackung und Herstellung der Viruspartikel musste ein Zeitraum von 10 Tagen
eingerechnet werden. Insgesamt wurden 4 rAAV-2/C-FALDH- und 5 rAAV-2/C-GFP-

Stocks hergestellt.
4___

E 4

40 %-Phase mit Viruspartikeln

Abb. 3.7: Frisch hergestellter Iodixanolgradient mit unterschiedlich gefirbten Phasen
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3.2.1. Charakterisierung von rAAV-2-Lysaten

Infektiose rAAV-2 Partikel wurden nach der Herstellung charakterisiert, indem der
physikalische Titer bestimmt wurde. Insgesamt wurden 4 unterschiedliche Verpackungen fiir

rAAV/C-FALDH und 5 fiir rAAV/C-GFP untersucht.

3.2.1.1. Bestimmung des genomischen rAAV-2 Titers

Die Anzahl physikalischer rAAV-2 Partikel wurde mittels Dot-Blot-Verfahren ermittelt.
Zum Nachweis von rAAV-2 Genomen wurde ein Fragment aus dem Transgen verwendet.
Als Sonde zum Nachweis der rAAV-2/C-FALDH-Genome wurde das Notl/Nhel Fragment
mit einer Groe von 1477 bp verwendet. Als Positivkontrollen wurden nicht markierte
Sondenfragmente fiir pTR-UF/C-FALDH und fiir pTR-UF/C-GFP verwendet. Als
Negativkontrollen wurde ein Plasmid mit einem fremden Insert pTR-UF/C-LEKTI
verwendet. Alle Kontrollen wurden in einer Konzentration von 1x10° doppelstringigen
Fragmenten/pl eingesetzt. In Abb. 3.8 (A) sind die physikalischen Titer eines reprasentativen
Experiments mit 5 voneinander unabhéngig hergestellten rAAV-2/C-GFP-Lysaten und in
Abb. 3.8 (B) sind die physikalischen Titer eines reprisentativen Experiments mit 4
voneinander unabhéngig hergestellten rAAV-2/C-FALDH-Lysaten abgebildet.

Der infektose Titer wurde nicht bestimmt, da kein Markergen in dem FALDH-Konstrukt

vorhanden war.
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Abb. 3.8: Physikalische Titerbestimmung von rAAV-2/C-GFP und rAAV-2/C-FALDH
mittels Dot-Blot-Analysen

Dot-Blot Analysen von 4 hergestellten rAAV-2/C-FALDH-(B) und 5 rAAV-2/C-GFP-(A)
Verpackungen. Das Ergebnis wurde jeweils im Verhiltnis zu dem Standard P vergleichen. In
den ersten Reihen wurde eine Konzentration von 8x10® einzelstringiger Sondenfragmente
aufgetragen, die in Folge einer 1:2 Verdiinnungsreihe nach unten abnahm. Als Negativ-
kontrolle (N) wurden pTR-UF/C-LEKTI Sondenfragmente in gleicher Anzahl verwendet,
bei denen kein Signal zu erkennen war. In den Reihen 1, 2, 3 und 4 sind die
Verdiinnungsreihen der jeweiligen rAAV-2/C-GFP- (A) und rAAV-2/C-FALDH-Verpack-
ungen (B) zu sehen.

Die resultierenden Ergebnisse der Dot-Blots sind in Tabelle 3.1 dargestellt.

Reihe 1 2 3 4
rAAV-2/C-

5x10"! 6,4x10"! 6,4x10"! 8x10'°
FALDH
rAAV-2/C-GFP 4x10* 3,2x 10" 8x101° 5x 10°

Tab.: 3.1 Physikalische Titer von rAAV-2/C-FALDH und rAAV-2/C-GFP
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3.3. Rekonstitution des FALDH-Defekts im CHO-Zellsystem

3.3.1. FALDH-AKktivitit gesunder CHO- und defekter FAA.K1-Zellen

FALDH-Aktivititen gesunder CHO-und defekter FAA.K1-Zellen wurden fluorometrisch

aus deren Zellhomogenaten bestimmt.
Gesunde CHO-Zellen erreichten {iber den gemessenen Zeitraum von 40 min einen linearen

Antieg der FALDH-Aktivitdt, welche 100 % entsprach. FAA.K1-Zellen erreichten im
Vergleich zu gesunden CHO-Zellen 10 % der Aktivitét.

120
100
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0 ] 10 15 I 15 30 35 40 45
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== CHO FAAK]

Abb. 3.9: FALDH-AKktivitit gesunder CHO- und mutanter FAA.K1-Zellen

Aus 2-3 voneinander unabhidngigen FALDH-Aktivitdtsbestimmungen wurden jeweils
Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet. CHO-Zellen (rosa) zeigten einen fast
linearen Anstieg der FALDH-AKktivitdt im Zeitraum von 40 min, die mutanten FAA.K1-

Zellen erreichten eine Aktivitdt von etwa 10 % im Vergleich zu derjeniger gesunder CHO-
Zellen.
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3.3.2. rAAV-2 Gentransfer in CHO- und FAA.K1-Zellen

3.3.3. Transduktion FALDH-defekter FAA.K1-Zellen mit rAAV-2/C-GFP

Inwieweit defekte FAA.K1-Zellen permessiv fiir Transduktionen mit rAAV-2 Vektoren sind
wurden durch Transduktion mit je 50 ul rAAV/C-GFP-Partikeln gepriift.

GFP-transfizierte Zellen zeigten 24 h nach Transduktion starke Fluoreszenzen, die bis zum
siebten Tag zunahmen. In Abb. 3.10 A und B sind Fluopreszenzen der GFP-Transfektanten
sieben Tage nach Transduktion abgebildet.

A

Abb. 3.10: rAAV-2 Transduktion von FAA.K1-Zellen

Defekte FAA K 1-Zellen wurden mit 50 pl rAAV-2/C-GFP transduziert und fiir 7 Tage
kultiviert. GFP-Expressionen nahmen bis zum siebten Tag zu. 100-fache Vergroferung der
GFP-expression in (A) und 200-fache Vergroferung in (B).

3.3.4. Rekonstitution defekter FAA.K1-Zellen durch Transduktion mit rAAV-
2/C-FALDH

In 6 voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten wurden 4 x 10° defekte
FAA.K1-Zellen pro Ansatz je Loch einer 6-Loch-Platte mit 50 pl rAAV-2/C-FALDH und

50 ul rAAV-2/C-GFP transduziert. Als Negativkontrolle wurden defekte nicht transduzierte
FAA.K1-Zellen und als Positivkontrolle nicht transduzierte CHO-Zellen mit der gleichen
Zellzahl kultiviert.

4,7, 11 und 21 Tage nach Transduktion wurden FALDH-Aktivititen von FALDH-, GFP-
Transfektanten und den nicht transduzierten CHO- FAA.K1-Zellen bestimmt.

Wie in Abb.3.11 dargestellt, zeigten alle rAAV-2/C-FALDH-Transfektanten eine FALDH-
Aktivitdt von mindestens 100 % im Vergleich zu FALDH-intakten CHO-Zellen. 7 und 21
Tage nach Transduktion erreichten FALDH-Transfektanten FALDH-Aktivititen, die liber
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derjenigen der CHO-Zellen lagen. Aktivititen der rAAV-2/C-GFP-transduzierter Zellen und
der unbehandelter FAA.K1-Zellen lagen unter 10 % im Vergleich zu denjenigen gesunden
CHO-Zellen.

250 -
S 200 1
7
= 120 1
=
~ 100 -
50 -
0
0 10 20 a0
ﬂir in min
—s—FAAFAIDH7pT  —a—FAA-FALDH 21pT CHO
FAA-FALDH 4pT  —a—FAA-FALDH 7pT  ———FAA-GFPTpT
—4—TFAA K1 ——FAA-GFP 11pT

Abb. 3.11: FALDH-AKktivitiaten gesunder CHO-, FALDH-, GFP-transfizierter
FAA.K1-und unbehandelter FAA.K1-Zellen

Defekte FAA.K1-Zellen wurden mit jeweils 50 ul rAAV-2/C- FALDH und rAAV-2/C-GFP
transduziert und fiir 4, 7, 11 und 21 Tage kultiviert bevor FALDH-Aktivitdten gesunder
CHO-, der Transfektanten und defekter FAA.K1-Zellen gemessen wurden.

CHO-Zellen besallen 100 % FALDH-AKktivitét (gelb), wohingegen unbehandelte FAA.K1-
Zellen im Vergleich unter 10 % (violett) erreichten. FALDH-Transfektanten erreichten 4
Tage nach Transduktion 100 % (tiirkis), 7 Tage nach Transduktion einen leichten Anstieg
iiber 100 % (rot) und 11 (braun), bzw. 21 (blau) Tage nach Transduktion lagen die
gemessenen FALDH-Aktivitdten deutlich iiber denjenigen der gesunden CHO-Zellen. GFP-
Transfektanten erreichten 7 und 11 Tage nach Transduktion FALDH-Aktivitdten von 10 %
(blau, orange). Die Messungen wurden iiber einen Zeitraum von 40 min aufgenommen.
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3.3.5. Toxizitiat von Octadecanal auf defekte FAA.K1-Zellen

In einer 24-Loch-Platte wurden jeweils 1.500 CHO- und FAA.K1-Zellen pro Loch
ausplatiert und fiir 24 h kultiviert, bevor sie fiir insgesamt 20 h mit CI18-Fettaldehyd
inkubiert wurden. In den oberen beiden Reihen wurden CHO-Zellen ausplatiert, in den
unteren defekte FAA.K1-Zellen. Die Zellen wurden fiir weitere 5-6 Tage kultiviert, bis die
Kontrolllocher, die nicht mit Octadecanal inkubiert wurden, konfluent gewachsen waren.

Die Auswertung erfolgte iiber eine Coomassie-Blau-Farbung der iiberlebenden, adhédrenten
Zellen, die durch eine Blaufdarbung auf den Platten visuell ausgewertet werden konnten. In
dem Versuche zeigte sich, dass ab einer Konzentration von 60 uM Octadecanal FALDH-
defiziente Zellen starben. CHO-Zellen waren in der Lage bis zu einer Konzentration von 120
uM Octadecanal das zugefiihrte Aldehyd zu metabolisieren, ohne zytotoxische Effekte zu

zeigen. Erst ab einer Konzentration von 180 pM wurden die toxischen Effekte durch eine

reduzierte Zellzahl sichtbar.
0 pM 30pM 45puM 60 pM 120 pM  180pM

CHO-
Zellen

FAA.K1-
Zellen

Abb. 3.12: Coomassie-Blau Firbung iiberlebender Zellen nach Inkubation mit
Octadecanal

CHO- und FAA .K1-Zellen wurden nach dem Ausplatieren fiir 24 h kultiviert und anschlie-
Bend fiir weitere 20 h mit zunehmenden Octadecanalkonzentrationen inkubiert. Die Zellen
wurden anschlieBend so lange weiterkultiviert, bis die Kontrollocher, die nicht mit
Octadecanal inkubiert wurden konfluent gewachsen waren. Mittels einer Coomassie-Blau-
Farbung konnten iiberlebende, vitale Zellen durch eine Blaufarbung auf der Platte
visualisiert werden. Tote Zellen wurden durch mehrmaliges Spiihlen mit einem Waschpuffer
von der Platte gewaschen. Ab einer Konzentration von 60 uM Octadecanal starben FALDH-
defiziente Zellen. CHO-Zellen waren in der Lage bis zu einer Konzentration von 120 uM
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Octadecanal das zugefiihrte Aldehyd zu metabolisieren, ohne zytotoxische Effekte zu
zeigen. Erst ab einer Konzentration von 180 uM wurden die toxischen Effekte durch eine
reduzierte Zellzahl sichtbar.

3.3.6. Uberlebensvorteil rAAV-2/C-FALDH transfizierter =~ FAA.K1-Zellen
gegeniiber nicht transfizierten FAA.K1-Zellen

Fiir diesen Versuch wurden 600 FAA.K1-Zellen in der ersten und zweiten Passage nach
Transfektion mit rAAV-2/C-FALDH pro Loch einer 96-Loch-Platten ausplattiert und fiir
24-48 h kultiviert. Als Negativkontrollen wurden die gleichen Anzahlen an GFP-
transduziert- FAA.K1-Zellen ausplatiert. Zusitzlich wurden CHO-Zellen und mutante
FAA KI1-Zellen in gleicher Zellzahl ausgesdt. Es wurden von jedem Ansatz jeweils
Trippletansitze ausplatiert, wobei ein Trippletansatz nicht mit Octadecanal inkubiert wurde
und als Kontrollansatz diente. Die restlichen Zellen wurden mit 60 pM Octadecanal fiir 20 h
inkubiert und anschliefend in Ham's F12 Medium fiir 4-6 Tage weiterkultiviert, bis die
Kontrolllocher, die nicht mit Octadecanal inkubiert wurden, nahezu 100 % konfluent
gewachsen waren. Um den prozentualen Anteil iiberlebender Zellen genauer zu erfassen,
wurden Zellen mit Sulforhodamin B gefarbt und mittels ELISA Reader ausgewertet.

11 Tage nach Transduktion iiberlebten 82 % der FALDH-transfizierten FAA.K1-Zellen, 14
Tage nach Transduktion 70 % und 18 Tage nach Transduktion 71 %. Von den GFP-
transduzierten Zellen iiberlebten im Durchschnitt 9 % und von den CHO-Zellen 96 %.
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Abb. 3.13:Uberlebensvorteil FALDH-transduzierter Zellen nach Inkubation mit 60 pM
Octadecanal

Gesunde CHO-Zellen, FALDH-, GFP-Transfektanten und defekte FAA.K1-Zellen wurden
11, 14 und 18 Tage nach Transduktion mit 60 pM Octadecanal fiir 20 h inkubiert und
anschlieBend so lange kultiviert bis die jeweiligen Kontrollzellen, die nicht mit Octadecanal
inkubiert wurden, 100% konfluent gewachsen waren. 11 Tage nach Transduktion tiberlebten
82 % der FALDH-transfizierten Zellen, 14 Tage nach Transduktion 70 % und 18 Tage nach
Transduktion 71 %. Von den GFP-transfizierten Zellen iiberlebten im Durchschnitt 9 % und
von den CHO-Zellen 96 %. Ein Uberlebensvorteil rAAV-2/C-FALDH-transduzierter
FAA.K1-Zellen konnte im Vergleich zu unbehandelten Zellen und zu GFP-transduzierten
FAA .K1-Zellen dargestellt werden.

34. Isolierung und Kultivierung von SLS-Keratinozyten
34.1. Etablierung der Keratinozytenkultivierung aus der fdufleren Haarwurzel-
scheide (ORS)

Da die Kultivierung von Keratinozyten aus der Haut mit einem operativen FEingriff
verbunden ist, wurde nach einer Mdoglichkeit gesucht, diesen Eingriff bei SLS-Patienten zu
umgehen. Eine Moglichkeit stellte die Isolation von Keratinozyten aus der dufleren
Haarwurzelscheide dar, die anschlieBend in der Kulturschale expandiert werden. In ersten
Vorversuchen wurden Haare mittels Epilation von der Kopfhaut gesunder Spender entfernt,
um die Methode zu etablieren.

Fiir die Kultivierung von Keratinozyten wurden 2 unterschiedliche Methoden versucht.
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Bei der ersten Methode wurden die Haarschifte vom restlichen Haar entfernt. Die
Haarschéfte wurden direkt auf Feederzellen gelegt, um ein Auswachsen der Zellen aus der
duBeren Haarwurzelscheide zu ermdglichen.

In der zweiten Methode wurden frisch epilierte Haare vom Haarschaft getrennt, welcher in
einer Trypsin/EDTA-L6sung fiir 20-30 min inkubiert wurde, wodurch sich einzelne Zellen
aus dem Gewebe der Haarwurzelscheide 16sen konnten. Nach dem Abzentrifugieren der
Zellen wurden diese mit und ohne Feederzellen kultiviert.

Bei der ersten Methode gelang es nicht einzelne Keratinozyten in Kultur zu bringen.

Die zweite Methode fiihrte erfolgreich zum Anheften von Keratinozyten mit und ohne
Feederzellen. Mit dieser Technik konnten von 5 unterschiedlichen Spendern sowohl vom
Kopf, als auch von den Beinhaaren Keratinozyten isoliert und expandiert werden.

In Abbildung 3.14 ist ein auf Feederzellen kultivierter Keratinozytenklon dargestellt.

Abb. 3.14: Aus der dufleren Haarwurzelscheide kultivierter Keratinozytenklon

Haarschifte wurden von frisch epilierten Haaren abgetrennt und in einer Trypsin/EDTA-
Losung inkubiert. Aus den &dulleren Haarwurzelscheiden herausgeloste Keratinozyten
wurden auf Feederzellen fiir 21 Tage kultiviert, bis das Wachstum einiger Keratinozyten-
klone zwischen Feederzellen eintrat. Um eine Keratinozytenreinkultur zu erhalten, wurden
die Feederzellen anschlieBend durch mehrmaliges Abspritzen mit PBS-Puffer von den
Keratinozyten getrennt.

3.4.2. Etablierung der SLS-Keratinozytenkultivierung aus der &dufleren
Haarwurzelscheide

Nachdem die Kultivierung von Keratinozyten aus der dulleren Haarwurzelscheide bei gesun-
den Spendern etabliert werden konnte, wurden von zwei nicht verwandten SLS-Patienten (A
und B) in mehreren unabhédngigen Versuchen Haare in unterschiedlichen Mengen durch

Epilation genommen.
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Zusétzlich wurden von einer heterozygoten Tragerin in einem Versuch Haare epiliert.

Von Patientin A wurden in vier unterschiedlichen Versuchen bis zu 100 Haare epiliert.
Auffillig war, dass ein grofler Teil der epilierten Haare von keiner Haarscheide umgeben
war. Deshalb wurde die Kopthaut der Patientin bei dem letzten Epilationsversuch 12 h zuvor
mit einer 5 %-igen harnstofthaltigen DAC-Basiscreme eingerieben, um die Hornschicht
etwas abzuldsen.

Patient B wurden in 2 voneinander unterschiedlichen Versuchen mit einer Haarzange, ohne
Vorbehandlung der Kopfhaut, jeweils Haarbiischel mit 100 Haaren gezogen.

Auftillig war, dass auch bei Patient B nicht ausreichend viele Haare in der Anagenphase
vorhanden waren. Die Haarschéfte wurden von dem tibrigen Haar entfernt und diese wurden
wie beschrieben behandelt.

Von Patientin A gelang es nur in einem von vier Versuchen Keratinozyten zu isolieren, aus
denen ein Keratinozytenklon wuchs. Auch die Behandlung mit harnstofthaltiger Creme
brachte keine Besserung. Nach Passagieren der Zellen konnten die Keratinozyten nicht
weiter kultiviert werden, da es zu einem Proliferationsstopp der Zellen kam.

Von Patient B gelang es in keinem von zwei Experimenten, Keratinozyten zu kultivieren.
Keratinozyten der heterozygoten Trigerin lieBen sich gut kultivieren und es konnten
Keratinozyten in der 2-ten Passage im fliissigen Stickstoff, bis zur weiteren Verwendung,
eingefroren werden. Bei Inkulturnahme nach Stickstoffkonservierung lieBen sich die
Keratinozyten jedoch nach weiterem Passagieren nicht weiter kultivieren, da es auch hier zu
einem Proliferationsstopp der Zellen kam. Eine Erkliarung hierfiir konnte sein, dass sich zu

wenige entnommene Haare in der Anagenphase befanden.

Abb. 3.15: Aus der dufleren Haarwurzelscheide kultivierter SLS-Keratinozytenklon

Nach 21 Tagen Kultivierung auf Feederzellen konnte das Wachstum des Keratinozytenklons
zwischen Feederzellen beobachtet werden.
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3.4.3. Etablierung der SLS-Keratinozyten-Isolierung aus Hautproben

Nachdem die Isolierung von Keratinozyten aus der duBeren Haarwurzelscheide von SLS-
Patienten nicht gelungen war, wurden @6 mm Hautproben mittels Stanzzylinder von beiden
Patienten entnommen und isoliert.

Es wurde fiir die Isolierung der Keratinozyten das Protokoll von gesunden Keratinozyten
verwendet, da keine Erfahrung in der Isolation defekter SLS-Keratinozyten aus der
Epidermis vorlag. Zudem war nicht bekannt, wie sich die Zellen beziiglich des Wachstums
und der Differenzierung verhalten wiirden. Die Isolation der Keratinozyten vom Riicken der
Patientin A verlief unproblematisch. Ein Teil der Keratinozyten wurde auf Feederzellen
platiert, der andere Teil wurde in normalen 6-cm Gewebekulturschalen kultiviert. Nach der
ersten Passage wurden die Zellen auf einer 10-cm Kulturschale expandiert. In der zweiten
Passage wurde der GroBteil der Zellen fiir nachfolgende Experimente eingefroren, die
restlichen Zellen wurden nach der dritten Passage in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Es waren weder morphologische Unterschiede zu gesunden Keratinozyten erkennbar, noch
zeigten sie eine auffillige Wachstumsrate.

Die Isolierung von Keratinozyten aus dem stark verhornten Hautstiick des Bauches von
Patient B verlief problematisch und es konnten weniger Keratinozyten als bei Patientin A

kultiviert werden.

3.5. In-vitro Rekonstitution des FALDH-Defektes in SLS-Keratinozyten

3.5.1. FALDH-AKktivitit von gesunden-, heterozygoten und SLS-Keratinozyten

FALDH-Aktivititen aus SLS (Spender A und B)-, heterozygoten- und von gesunden
Keratinozyten wurden fluorometrisch bestimmt. Hierfiir wurden FALDH-Aktivititen aus
neun unterschiedlichen, gesunden Keratinozytenkulturen gemessen und die daraus resul-
tierenden Mittelwerte mit Standardabweichungen gebildet.

SLS-Keratinozyten erreichten in dem dargestellten Zeitraum von 30 min FALDH-Aktivi-
titen von unter 10 % im Vergleich zu gesunder Keratinozyten. FALDH-Aktivititen der
heterozygoten Keratinozyten lagen zwischen 50 und 60 %, im Vergleich zu gesunden

Keratinozyten.
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3.16: FALDH-AKktivititen von gesunden, heterozygoten- und SLS- Keratinozyten

Mittelwerte der FALDH-Aktivitdten von gesunden Keratinozyten (n=9, gelb) erreichten 100
%. Gemessene FALDH-Aktivitdten aus SLS-Keratinozyten von Spendern (A und B, braun)
lagen unter 10 % und die aus heterozygoten Keratinozyten (tiirkis) lagen zwischen 50 % und
60 % im Vergleich zu den gesunden Keratinozyten (gelb).

3.5.2. Transduzierbarkeit defekter SLS-Zellen mit rAAV-2/C-GFP

Um eine eventuelle Defizienz der intrazelluliren Prozessierung von AAV-2 in Patienten-
keratinozyten zu erkennen, wurden defekte SLS-Zellen in 24-Loch-Platten ausplatiert mit
100 pl rAAV-2/C-GFP-Vektoren transduziert. Eine Woche nach Transduktion zeigten nur
einzelne Zellen GFP-Fluoreszenzen unter dem Mikroskop (Daten nicht gezeigt).

In folgenden Transduktionsansétzen wurden weitere SLS-Zellen transduziert, wobei ein Teil
der Zellen 2 h vor Transduktion mit 100 mM AG1478, der andere Teil wihrend der
Transduktion mit 10 nM Mg132 behandelt wurden. In der ersten Passage nach Transduktion

zeigten die Transfektanten, die mit MG132 behandelt wurden zunéchst viele positiv-griin-
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leuchtende Zellen. Dieser Effekt nahm aber drastisch in der zweiten und dritten Passage nach
Transduktion ab (Abb. 3.17, B).

Mit AG1478 vorbehandelte Keratinozyten zeigten eine Zunahme griin-leuchtender Zellen
10-15 Tage nach Transduktion, die auch nach 34 Tagen nach noch anhielt (Abb. 3.17, A).
Bei beiden Transduktionsmethoden leuchteten unter dem Fluoreszenzlicht ein Grofteil der
Zellen griin, was bedeutet, dass SLS-Keratinozyten grundsétzlich permissiv fiir rAAV-2

Vektoren sind. und kein Prozessierungsdefekt vorliegt.

Abb. 3.17: rAAV-2/C-GFP transduzierte SLS-Zellen

Defekte SLS-Keratinozyten wurden mit 100 ul rAAV-2/C-GFP transduziert, wobei ein
Ansatz 2 h vor Transduktion mit 100 mM AGI1478 (A), der andere wihrend der
Transduktion mit 10 nM MG1478 (B) behandelt wurde. Bis zu 34 Tage nach Transfektion
zeigten GFP-Transfektanten, die zuvor mit AG1478 behandelt wurden griin-leuchtende
transduzierte Zellen (A). GFP-Transfektanten, die zuvor mit MG132 behandelt wurden
zeigten 9 Tage nach Transduktion viele positiv-leuchtende Zellen (B), wodurch gezeigt
werden konnte, dass SLS-Keratinozyten prinzipiell fiir rAAV-2 Vektoren permessiv waren.

3.5.3. Rekonstitution des FALDH-Defektes in defekten SLS-Keratinozyten

3.5.3.1. Transduktion defekter SLS-Zellen mit rAAV-2/C-FALDH

7x10* SLS-Zellen wurden pro Loch einer 6-Loch-Platte ausplatiert und fiir 2 Tage kultiviert,
bevor sie jeweils mit 100 pul rAAV-2/C-FALDH und 100 pl rAAV-2/C-GFP transduziert
wurden. Parallel wurden unbehandelte SLS-Zellen und gesunde Keratinozyten kultiviert. Die
Zellen wurden nach Transduktion fiir 7 und 24 Tage weiterkultiviert.

Messungen der FALDH-Aktivititen von rAAV-2/C-FALDH- und rAAV-2/C-GFP-
transduzierten Zellen wurden 7 und 24 Tage nach Transduktion durchgefiihrt und lagen bei
beiden FALDH-Transduktion unter 10 % im Vergleich zu derjenigen gesunder
Keratinozyten. GFP-Transfektanten lagen im Vergleich unter 10 %.
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Abb. 3.18: FALDH-Aktivititen von rAAV-2/C-FALDH und rAAV-2/C-GFP-
transduzierten SLS- Zellen.

Defekte SLS-Keratinozyten wurden in 2 Ansitzen jeweils mit 100 ul rAAV-2/C-FALDH
und rAAV-2/C-GFP transduziert und fiir 7 bzw. 24 Tage nach Transduktion kultiviert.
Messungen der FALDH-Aktivitdten von FALDH-transduzierten Zellen 7 und 24 Tage nach
Transduktion lagen jeweils bei 10 % (rot), GFP-transduzierten Zellen erreichten 7 und 24
Tage nach Transduktion Aktivititen von unter 10 % (griin) im Vergleich zu derjeniger
gesunder Zellen (gelb).

3.5.3.2. Steigerung der FALDH-Expression durch Mehrfachtransduktionen

Um den Anteil transduzierte Zellen zu erhdhen, wurden defekte SLS-Zellen insgesamt 2-3-
mal mit der gleichen Virusmenge transduziert.

Fiir diesen Versuch wurden 4,5x10* Zellen in einer 24-Loch-Platte ausplatiert und nach 5-6
Tagen in zwei getrennten Transduktionsansitzen mit jeweils 50 pul rAAV-2/C-FALDH und
rAAV-2/C-GFP transduziert. Nach 12 h Inkubationszeit wurde ein Teil der Zellen auf eine
6-Loch-Platte gesplittet und der restliche Teil der Zellen wurde fiir eine zweite Transduktion,
erneut in eine 24-Loch-Platte ausplatiert. Nach 5-6 Tagen wurden diese erneut mit jeweils 50
ul tAAV-2/C-FALDH und rAAV-2/C-GFP Viruslysat fiir 12 h transduziert. Nach dem
Zellsplit wurde ein Teil der Doppeltransduktion fiir eine dritte Transduktion auf eine 24-
Loch-Platte ausplatiert und die restlichen Zellen der Doppeltransfektante wurden

weiterkultiviert.
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Nach 5-6 Tagen wurden die Doppeltransfektanten mit jeweils 50 pl Virusldsung
transduziert und als Trippeltransfektanten kultiviert.

17 Tage nach Transduktion wurden alle Transfektanten geerntet und deren FALDH-
Aktivitdten bestimmt. Die Doppel- und Trippeltransfektanten erreichten nach 30 Minuten
eine FALDH-Aktivitdt von 33 % (rot) bzw 30 % (orange) im Vergleich zu gesunden
Keratinozyten. Es konnte im Vergleich zu dem vorhergehenden Transduktionsversuch eine

Steigerung der FALDH-Aktivitét erzielt werden.
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Abb. 3.19: FALDH-AKktivitit doppel- und trippeltransduzierter SLS-Zellen 17 Tage nach
Transduktion

In 2 getrennten Transduktionsansitzen wurden SLS-Zellen jeweils mit 50 ul rAAV-2/C-GFP
und rAAV-2/C-FALDH transduziert. Dieser Vorgang wurde ein- bis zweimal im Abstand
von 5-6 Tagen wiederholt, so dass Doppeltransfektanten und Trippeltransfektanten erhalten
wurden. 17 Tage nach Transduktion wurden alle Zellen geerntet. FALDH-Aktivitdten
defekter SLS-Zellen (braun) erreichten 10 %, doppeltransduzierte Zellen (rot) 33 %,
trippeltransduzierte Zellen 30 % (orange) im Vergleich zu derjenigen Aktivitdt gesunder
Zellen (gelb).
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3.5.3.3. Steigerung der FALDH-Expression durch Proteasomeninhibitor MG132

Inwieweit eine Steigerung der Transduktionseffizienz durch Zugabe von MG132 moglich
ist, wurde in drei voneinander unabhingigen Transduktionsversuchen bei defekten SLS-
Zellen untersucht.

1,3x10* SLS-Zellen wurden pro Loch einer 24-Loch-Platte ausplatiert und bis zu einer 80 %-
igen Konfluenz kultiviert. Transduktionen erfolgten mit jeweils 50 ul rAAV-2/C-FALDH
bzw. rAAV-2/C-GFP und 10 nM MG132 fiir 12 Stunden. Transduzierte Zellen wurden flir
weitere 20 h regeneriert und anschlieBend passagiert. Im ersten Transduktionsversuch
wurden die Zellen 12 und 18 Tage, im zweiten Versuch 11 Tage und im dritten Versuch 14
Tagen nach entsprechender Transduktion geerntet und die FALDH-Aktivititen der
Transduktion fluorometrisch bestimmt.

12 und 18 Tage nach Transduktion wurden FALDH-Aktivitdten von 27 % und 17 %, im 11
Tage nach Transduktion 24 % und 14 Tagen nach Transduktion 25 % Aktivitdt im Vergleich
zu derjenigen gesunder Keratinozyten erreicht. FALDH-Aktivititen unbehandelter SLS-
Zellen (n=4) lagen im Mittelwert bei 8,3 % und die der GFP-Transfektanten (n=4) lagen im
Durchschnitt bei 4,4 %.
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Abb. 3.20: FALDH-AKktivititen FALDH-transfizierter SLS-Zellen, die mit MG132
behandelt wurden

In drei voneinander unabhédngigen Transduktionsversuchen mit jeweils 50 pl rAAV-2/C-
FALDH und rAAV-2/C-GFP wurden defekte SLS-Zellen wihrend der Transduktion mit 10
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nM MG132 inkubiert. Transduktion wurden fiir 12 und 18 Tage, bzw. 14 Tage und 11 Tage
nach Transduktion kultiviert und anschlieBend deren FALDH-Aktivititen bestimmt.

Nach 30 min erreichten FALDH-transduzierte Zellen 18 Tage nach Transduktion (18pT) 27
% (rot mit Raute), 14 pT erreichten 25 % (orange mit Dreieck), 11 pT erreichten 24 %
(dunkelorange mit Raute), 12 pT erreichten 17 % der FALDH-Aktividt im Vergleich zu
derjenigen gesunder Keratinozyten (gelb) (bezogen auf den Mittelwert bei 30 min). Der
Mittelwert der SLS-Zellen lag bei 30 min bei 8,3% (braun) und der der GFP-Transfektanten
lag bei 4,4 % (griin).

3.5.34. Steigerung der FALDH-Expression durch EGF-R TK-Inhibitor AG1478

Inwieweit eine Steigerung der FALDH-Expression durch Inkubation von AG1478 vor der
Transduktion mdglich ist, wurde in drei voneinander unabhédngigen Versuchen gepriift.

6x10° SLS-Zellen wurden pro Loch einer 24-Loch-Platte ausplatiert. Vor Transduktion
wurden die Zellen fiir zwei Stunden mit 100 uM AG1478 inkubiert und anschlieend mit
jeweils 50 pl rAAV-2/C-FALDH und rAAV-2/C-GFP, transduziert, wobei die
Inkubationszeiten zwischen 12 und 18 h betrugen. Gesunde Keratinozyten, FALDH-GFP-
Transfektanten und defekte SLS-Zellen wurden fiir 24, 25 und 34 Tage nach Transduktion
kultiviert und anschlieBend deren FALDH-Aktivititen fluorometrisch bestimmt.

Insgesamt wurde dieses Experiment in drei voneinander unabhidngigen Versuchen
wiederholt und die Ergebnisse in der Abbildung 3.21 dargestellt. Nach 30 min erreichten
rAAV-2/C-FALDH-transduzierte Zellen 34 pT 92 % (rot), 24 pT 63 % (orange), und 24 pT
54 % der FALDH-Aktivitdt im Vergleich zu gesunden Keratinozyten (gelb). Unbehandelte
SLS-Keratinozyten (violett) erreichten 13 %, GFP-transduzierte Zellen 16 % (griin) im
Vergleich zu gesunden Keratinozyten. Die Werte fiir die Keratinozyten, SLS-Zellen und
GFP-transduzierte Zellen ergaben sich aus 6 voneinander unabhidngigen Messungen aus
denen die Mittelwerte mit resultierenden Standardabweichungen ermittelt wurden. Durch
Zusatz des EGF-R TK-Inhibitors AG1478 wurde eine Steigerung der FALDH-AKktivitdt in
den transduzierte Zellen auf liber 50 % erzielt. 24 Tage nach Transduktion wurden 54 % und
25 Tage nach Transduktion wurden 63 % der FALDH-Aktivitdit im Vergleich zu
Keratinozyten erreicht. Eine 92 %-ige Wiederherstellung der FALDH-Aktivitit konnte in
einem Versuch bei einer FALDH-Transfektanten fiinf Wochen nach Transduktion (rot)

erreicht werden.
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Abb. 3.21: FALDH-AKktivititen AG1478 vorbehandelter, FALDH-transfizierter SLS-
Zellen

In drei vonenander unabhingigen Transfektionsversuchen wurden SLS-Keratinozyten vor
Transfektion fiir 2 h mit 100 uM AG1478 behandelt und anschlieend jeweils mit 50 pl
rAAV-2/C-FALDH und rAAV-2/C-GFP transfiziert. FALH-und GFP-Transfektanten
wurden fiir 24, 25 und 34 Tage nach Transfektion kultiviert und anschlieBend deren
FALDH-Aktivititen fluorometrisch bestimmt. Nach 30 min erreichten FALDH-
Transfektanten 34 pT 92 % (rot), 25 pT 63 % (orange), und 24 pT 54 % der FALDH-
Aktivitdit im Vergleich zu derjeniger gesunder Keratinozyten (gelbe). GFP transfizierte
Zellen erreichten 16 % (griin) und unbehandelte SLS-Keratinozyten (violett) 13 %. Die
Werte fiir die Keratinozyten, SLS-Zellen und die GFP-transfizierter Zellen ergaben sich aus
6 voneinander unabhidngigen Messungen aus denen die Mittelwerte mit resultierenden
Standardabweichungen ermittelt wurden.

3.6. Toxizitatsversuche

1x10° Keratinozyten und SLS-Keratinozyten wurden in 96-Loch-Platten ausgesit, wobei
jeweils Tripplettansitze fiir jeden Konzentrationsbereich ausplatiert wurden.

Fiir die Octadecanalinkubation wurden 0 pM -30 uM -60 pM -90 uM -180 uM -360 uM
eingesetzt. Nach einer 20-stiindigen Inkubation wurden die Zellen so lange weiterkultiviert,
bis die Kontrolltrippletts, die nicht mit Octadecanal inkubiert wurden konfluent gewachsen
waren. In der Abbildung 3.22 wurden die Octadecanalkonzentrationen gegen den
prozentualen Anteil iiberlebender Zellen aufgetragen. Bei einer Konzentration von 90 uM

waren noch 80 % gesunde Keratinozyten (rosa) und 20 % der SLS-Zellen (blau) vital. Die
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grofite Differenz zwischen dem Anteil {iberlebender Keratinozyten und SLS-Keratinozyten

trat bei einer Konzentration von 60 uM auf.
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Abb. 3.22: Octadecanalinkubation von gesunden Keratinozyten und SLS-Zellen
SLS-defekte Keratinozyten und gesunde Keratinozyten wurden fiir 20 h mit
unterschiedlichen Octadecanalkonzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurde der Anteil an
tiberlebenden Zellen durch Sulforhodamin-B-Farbung mittels ELISA dargestellt, tote Zellen
wurden von der Platte gewaschen. Bei 30 pM Octadecanal war der Anteil {iberlebender SLS-
Zellen (blau) auf unter 50 % gesunken und der Anteil an vitalen Keratinozyten (rosa) fast
100 %. Die grofite Differenz zwischen iiberlebenden Keratinozyten und SLS-Keratinozyten
trat bei 60 uM Octadecanal auf.

3.6.1. Uberlebensvorteil FALDH-transfizierter SLS-Zellen nach Inkubation mit
Octadecanal

Wie in Abbildung 3.22 dargestellt besalen Keratinozyten gegeniiber SLS-Zellen einen
groBeren Uberlebensvorteil bei Inkubation mit Octadecanal. Bei einer Aldehydkonzentration
von 60 pM schien die Differenz zwischen dem Anteil iiberlebender SLS-Zellen und
gesunder Keratinozyten optimal zur Untersuchung des Effektes transduzierte SLS-Zellen auf
die Vitalitat.

In 4 voneinander unabhingigen Transduktionsversuchen wurden SLS-Zellen mit rAAV-2/C-
GFP und rAAV-2/C-FALDH transduziert. Zellen wurden vor der Transduktion 2 h mit
AG1478 behandelt. Transfektanten wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
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Transduktion mit 60 uM Octadecanal fiir 20 h inkubiert und anschlieend fiir weitere 4-6
Tage kultiviert.

FALDH-transduzierte Zellen besallen 17, 19, 20 und 27 Tage nach Transduktion gegeniiber
den GFP-transduzierte SLS-Zellen einen hoheren Prozentsatz lebender Zellen. Aus mehreren
Versuchen wurden die Mittelwerte der prozentual iiberlebenden Keratinozyten, SLS-
Keratinozyten bei 60 uM mit den entsprechenden Standardabweichungen gebildet, um ein
moglichst reprisentatives Ergebnis zu erhalten. Bei Keratinozyten waren durchschnittlich 91
% der Zellen und bei unbehandelten SLS-Zellen waren nach der Octadecanalinkubation 17
% der Zellen vital.

FALDH-transduzierte Zellen erreichten zwischen 63 % und 87 % vitale Zellen, GFP-

transduzierte Zellen hatten Uberlebensraten zwischen 12 % und 32 %.
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Abb. 3.23: Uberlebensvorteil FALDH-transfizierter SLS-Keratinozyten

SLS-defekte Keratinozyten wurden mit 50 pl rAAV-2/C-FALDH und rAAV-2/C-GFP
transduziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Trasduktion in Tripplettansidtzen mit
60 uM Octadecanal fiir 20 h inkubiert. Paralell wurden gesunde Keratinozyten und SLS-
Keratinozyten mit dergleichen Octadecanalkonzentration fiir 20 h inkubiert. Uberlebende
Zellen wurden mit Sulforhodamin B-Firbung sichtbar gemacht und im ELISA-Reader
ausgewertet. FALDH-transduzierte Zellen (rot) zeigten Uberlebensraten zwischen 63 % und
87 % gegeniiber nicht transduzierten SLS-Zellen (orange) mit 17 % und GFP-transduzierten
Zellen (griin) mit 12 %-32 %.
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3.7. Rekonstitution des FALDH-Defekts in dreidimensionalen
Epidermiskulturen
3.7.1. Dreidimensionale Epidermiskultur aus gesunden Keratinozyten

Um dreidimensionale Epidermiskulturen zu kultivieren, wurden mehrere Parameter, wie
unterschiedliche Zellzahl, verschiedene Medienzusidtze (mit und ohne EGF), unterschied-
liches Mediumfiillvolumen, sowie zwei Temperaturbereiche ausgetestet (33 °C und 37 °C).
Die morphologisch besten Ergebnisse wurden beim Ausplatieren von 5x10° Keratinozyten
aus Passage 2 oder 3 auf ein DED, welches aus der plastischen Chirugie stammte, kultiviert
in KGM-Medium mit der Hélfte des vorgeschriebenen EGF, erhalten.

In der ersten Woche wurde das ankultivierte DED bei 37 °C und 5 % CO; in 2 ml KGM-
Medium kultiviert. Ab Tag 8 wurde das DED bei 33 °C und 5 % CO; in 2,5-3 ml Medium
fiir weitere 7-14 Tage kultiviert. Durch den Temperaturwechsel und die Erhéhung der
Mediummenge konnte die bei ankultivierten DEDs héufig auftretende Hyperproliferation

gestoppt werden.

3.7.2. Kultivierung dreidimensionaler SLS-Epidermiskulturen

Durch Kultivierung dreidimensionaler Hautkulturen aus SLS-Keratinozyten und gesunden
Keratinozyten sollte zum einen die Epidermis der SLS-Patienten ,,in-vitro** dargestellt
werden und zum anderen -charakteristische morphologische Unterschiede zwischen
Hautkulturen aus gesunden- und Hautkulturen aus SLS-defekten Keratinozyten
hervorgehoben werden. Hautkulturen aus gesunden Keratinozyten zeigten liber weite Teile
des Schnittpriaparates einen korrekten Schichtaufbau der Epidermis (Abb.:3.25 A). Kulturen
aus SLS-Keratinozyten zeigten in untersuchten Schnittpripaten fiir SLS charakteristische
Verhornungen (Abb.:3.25 B). Dies war jedoch nur fokal erkennbar und nicht mit Sicherheit

reproduzierbar.
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Abb. 3.25: Kultivierte Epidermis aus gesunden Keratinozyten (A) und aus SLS-defeken
Keratinozyten (B).

Gesunde und FALDH-defekte Keratinozyten wurden auf deepidermisierte Dermis
aufgetragenund fiir 14-21 Tage an der Medium/Luftgrenze kultiviert. In Abbildung (A) ist
eine dreidimensionale Epidermiskultur aus gesunden Keratiozyten dargestellt. Die kultivierte
Epidermis zeigte liber weite Teile des Deds einen korrekten Schichtaufbau der Epidermis. In
Abbildung (B) ist eine dreidimensionale Epidermiskultur aus defekten SLS-Keratinozyten
dargestellt, welches teilweise dhnliche charakteristische Merkmale wie die Epidermis von
SLS-Patienten zeigte.

3.7.3. GFP-Expression in dreidimensionalen Epidermiskulturen aus rAAV-2/C-
GFP-transfizierten SLS-Zellen

Nachdem defekte SLS-Zellen in der Lage waren, auf deepidermisierter Dermis eine
dreidimensionales Epidermiséquivalent zu bilden, wurde in den folgenden Versuchen eine
Kultur aus GFP-transfizierten SLS-Zellen kultiviert. Hierfiir wurden rAAV-2/C-GFP
transfizierte SLS-Zellen in der ersten Passage nach Transduktion auf deepidermisierter
Dermis ausplatiert und fiir 14 Tage an der Medium/Luftgrenze kultiviert. Die gebildete
Epidermis geschnitten und unfixiert unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. GFP-
transduzierte SLS-Zellen waren hauptsidchlich im oberen Teil der Epidermis lokalisiert,
wobei iiber weite Teile des Epidermisidquivalents griin-leuchtende Zellen zu finden waren.
Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass prinzipiell Epidermisidquivalente aus
transduzierten SLS-Zellen herstellbar sind, wodurch die Voraussetzung fiir die Herstellung

von Epidermisdquivalenten aus FALDH-transduzierten SLS-Zellen gegeben war.
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Abb. 3.26: Gefrierschnitt durch ein Epidermisiquivalent aus rAAV-2/C-GFP-trans-
duzierten SLS-Zellen

Defekte SLS-Keratinozyten wurden mit rAAV-2/C-GFP-Vektoren transduziert und
anschlieBend auf deepidermisierte Dermis aufgetragen und fiir 14 Tage an der
Medium/Luftgrenze kultiviert. In der gebildeten Epidermis waren iliber weite Teile des
Epidermisdquivalents griin-leuchtende Zellen zu finden, die hauptsidchlich in den oberen
Schichten der Epidermis lokalisiert waren. Gezeigte Abbildung in 100-facher Vergréferung.

3.74. Nachweis epidermaler FALDH in dreidimensionaler Epidermiskulturen

Defekte SLS-Keratinozyten wurden vor Transduktion mit jeweils 100 ul rAAV-2/C-FALDH
und rAAV-2/C-GFP, 2 h mit 100 pM AG1478 behandelt und in der ersten Passage nach
Transduktion auf deepidermisierte Dermis ausgesdt und fiir 14-21 Tage an der
Medium/Luftgrenze kultiviert.

Die Darstellung epidermaler FALDH in angefertigten Schnittpriparaten efolgte in einem
Dehydrogenasemedium, in Anwesenheit von MTT und NAD'. In Epidermiskulturen aus
gesunden Keratinozyten zeigten sich schwarze Formazan Niederschlidge iiber die gesamte
Epidermis verteilt, die auch in der Basalmembran lokalisiert waren (Abb. 3.27, d).

Kulturen aus unbehandelten SLS-Zellen zeigten geringe blau-schwarze Niederschldge (Abb.
3.27, f). Schnittprdparate aus rAAV-2/C-FALDH transduzierten Epidermisédquivalenten

zeigten immer wieder verteilt in der Epidermis blau-schwarze Formazan Niederschlige.
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Abb. 3.27: Morphologische in-vitro Darstellung kultivierter Epidermisiquivalente

SLS-defekte Keratinozyten wurden 2 h vor Transduktion mit 100 uM AG1478 inkubiert und
anschlieBend mit jeweils 100 ul rAAV-2/C-FALDH und rAAV-2/C-GFP-Vektoren
transduziert. Gesunde Keratinozyten (a), defekte SLS-Keratinozyten (b), FALDH-
transduzierte Keratinozyten (c) wurden flir 14-21 Tage an der Medium/Luftrgrenze auf
deepidermisierter Dermis kultiviert um eine in-vitro Epidermis herzustellen. Die kultivierte
Epidermis aus SLS-Keratinozyten (b) zeigte starke Verhornungen und Parakeratose, in der
aus TAAV-2/C-FALDH transduzierten SLS-Zellen (c) konnte fokal eine Reduktion des
Stratum Corneum und keine Parakeratose erkannt werden (Hamatoxillin-Eosin-Farbung a-c).
y = - P o i g .
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Abb. 3.28: In-situ Darstellung epidermaler FALDH in kultivierten Epidermisidquival-
enten

Kultivierte Epidermisdquivalente aus gesunden Keratinozyten (d), SLS-Keratinozyten (e)
und FALDH-transfizierten SLS-Keratinozyten (f) wurden in 12 pM dicke Scheiben
geschnitten. Die Darstellung epidermaler Alkoholdehydrogenase erfolgte in Anwesenheit
von MTT in einem Dehydrogenasemedium, wodurch sich blau-schwarze Formazan-
Niederschldge in der Epidermis bildeten. Kultivierte Epidermis aus gesunden Keratinozyten
(d) zeigten blau-schwarze Niederschldge. Vereinzelt schwache Niederschldge, bzw. fehlende
waren in den Schnittpréparaten aus SLS-Keratinozyten zu erkennen (e). In der Epidermis aus
FALDH-transfizierten SLS-Keratinozyten (f) zeigten sich fokal deutliche Formazan-
Niederschldge entlang der Epidermis. Gezeigte Schnittpriparate in 200 x-facher
Vergroferung, aus einem von zwei unabhéngigen Versuchen.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Moglichkeit einer Aktivitatssteigerung von SLS-
Zellen mittels rTAAV-2 Vektoren durch Gentransfer funktionsfahiger ¢'DNA auszutesten.
Als erstes wurde in mehreren Klonierungsstufen ein funktionsfahiges Plasmid konstruiert,
das lediglich die ITRs als urspriinglich virale Sequenzen enthielt, die fiir eine Virus-
verpackung obligat sind (3.1.1, Abb. 3.1). In dieses Plasmid wurde die funktionsfahige
FALDH-c'DNA aus dem Vektor pClneo-FALDH mittels ,,Sticky-End-Ligation* einkloniert,
woraus pTR-UF/C-FALDH resultierte (3.1.2, Abb.3.3, 3.5). RAAV-2 Vektoren wurden mit-
tels Trippeltransduktion in 293-Zellen nach einer Methode von Xiao generiert [Xiao et al.,
1998]. Durch mehrere Aufreinigungsschritte konnten rAAV-2/C-FALDH Partikel
aufgereinigt werden. Die hergestellten Vektoren wurden charakterisiert, indem ihre
genomischen Titer mit Hilfe eines Dot-Blots-Verfahrens bestimmt wurden (3.2.1.1, Abb.
3.8).

Das CHO-FAA K1-System trigt eine Mutation im FALDH-Gen, welche den Defekt von
SLS-Zellen simuliert und war fiir die Etablierung der FALDH-Nachweise und ersten
Transuktionsexperimenten eine wichtige Grundlage fiir humane SLS-Zellen.

Da bekannt ist, dass CHO-Zellen prinzipiell permessiv fiir rAA-2 Vektoren sind, musste im
ersten Versuchsteil ausgetestet werden, inwieweit mutante FAA.K1-Zellen fiir rAAV-2
Vektoren permessiv waren. Hierfiir wurden Zellen in parallelen Ansédtzen mit rAAV-2/C-
GFP transduziert, wobei etwa gleich viele Zellen beider Ansétze positiv griin gefarbt waren
und Transduktionseffizienzen von etwa 70 % erreicht wurden.

Die FALDH-AKktivititssteigerung in defekten Zellen wurde 4, 7, 11 und 21 Tage nach
Transduktion mit rAAV-2/C-FALDH und rAAV-2/C-GFP gemessen. RAAV-2/C-FALDH
transduzierte Zellen erreichten nach 7 und 21 Tagen FALDH-Aktivititen von 100 %, im
Vergleich zu FALDH-Aktivititen intakter CHO-Zellen. FALDH-Aktivititen der GFP-
Kontrollen lagen unter 10 % (3.3.4, Abb. 3.11).

Langkettige Aldehyde haben einen toxischen Effekt auf FALDH-defekte Zellen, da diese
nicht mehr metabolisiert werden konnen. Mittels eines Zytotoxizititsversuches wurde die
Octadecanalkonzentration ermittelt, bei der die grofite Differenz zwischen dem Anteil

tiberlebender FAA K1- und CHO-Zellen bestand. Diese lag bei 60 uM Octadecanal, da
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hierbei etwa 20 % der FAA.K1-Mutanten und 100 % der gesunden CHO-Zellen vital waren
(3.5.5, Abb. 3.12).

Inwieweit  rAAV-2/C-FALDH-transduzierte =~ Zellen = gegeniiber = rAAV-2/C-GFP-
transduzierten Zellen einen Uberlebensvorteil besaBen, wurde in einem weiteren
Zytotoxizititsversuch ermittelt, bei dem FALDH- und GFP-Transfektanten 11, 14 und 18
Tage nach Transduktion mit 60 uM Octadecanal inkubiert wurden. RAAV-2/C-FALDH-
transduzierte Zellen zeigten 11 Tage nach Transduktion 82 %, 14 Tage nach Transduktion
65 % und 18 Tage nach Transduktion 71 % lebende Zellen. Unbehandelte FAA.K1-Zellen
erreichten eine Uberlebensrate von unter 10 % (3.3.6, Abb. 3.13), womit ein deutlicher
Uberlebensvorteil rAAV-2/C-FALDH transduzierter Zellen dargestellt werden konnte.

Im zweiten Versuchsteil wurden nach erfolgreicher Keratinozytenisolation von zwei SLS-
Tragern und einer heterozygoten Trigerin, FALDH-Aktivititen von SLS-, gesunden und
heterozygoten Keratinozyten bestimmt. Ausgehend von einer 100 %-igen FALDH-Aktivitét
gesunder Keratinozyten, wurde bei SLS-Keratinozyten eine Aktivitit von unter 10 % und bei
heterozygoten Keratinozyten zwischen 50 und 60 % Aktivitét erreicht (3.3.4, Abb. 3.16).
Inwieweit SLS-Zellen fir AAV-2 Vektoren permissiv sind, wurde mit rAAV-2/C-GFP
getestet. RAAV-2/C-GFP Transfektanten zeigten bis zu 34 Tage nach Transduktion griin-
leuchtende Zellen, womit bewiesen war, dass auch SLS-Keratinozyten prinzipiell permessiv
fiir AAV-2 Vektoren sind (3.5.1, Abb. 3.17).

Eine FALDH-AKktivitdtssteigerung durch Gentransfer von rAAV-2/C-FALDH Vektoren in
SLS-Zellen, konnte 7 und 24 Tage nach Transduktion zunichst nicht festgestellt werden.
FALDH-Aktivitdten korrigierter Zellen lagen bei 10 %, bzw.die der GFP-Transfektanten
lagen unter 10 % im Vergleich zu FALDH-Aktivitdten gesunder Keratinozyten (3.5.2.1,
Abb. 3.18). Durch Mehrfachtransduktionen wie Doppel- und Trippeltransduktionen, oder
durch Zugabe des Proteasomeninhibitors MG132 oder des EGF-R PTK-Inhibitors AG1478
wurde versucht, Transduktionseffizienzen des verwendeten rAAV-2 Vektors in
Keratinozyten zu steigern und somit eine gesteigerte FALDH-Aktivitdit in FALDH-
korrigierten SLS-Zellen zu erreichen.

Gemessene FALDH-AKktivititen der FALDH-Doppeltransfektanten betrugen nach 17 Tagen
33 %, die der FALDH-Trippeltransfektanten 30 %, die der GFP-Transfektanten lagen bei 10
% im Vergleich zu FALDH-Aktivititen gesunder Keratinozyten (3.5.2.2, Abb. 3.19).
Durch Zugabe von 10 nM MG132 konnten 11, 12, 14 und 18 Tage nach Transfektion, 24 %,
17 %, 25 % und 27 % FALDH-Aktivitit, GFP-Transfektanten durchschnittlich 4,4 %,
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unbehandelte SLS-Zellen 8,3 % im Vergleich zu FALDH-Aktivtiten gesunder
Keratinozyten erreicht werden (3.5.2.3, Abb. 3.20).

Die besten Ergebnisse wurden in drei voneinander unabhingigen Versuchen durch zuvor
zweistlindige Inkubationen der SLS-Zellen mit 100 pM AG1478 erreicht. FALDH-
Transfektanten erreichten nach 24, 25 und 34 Tage FALDH-Aktivitdten von 54 %, 63 % und
92 %, GFP-Transfektanten erreichten im Durchschnitt 16 % und unbehandelte SLS-
Keratinozyten 11 % der Aktivitdt gesunder Keratinozyten (3.5.2.4, Abb. 3.21).

Inwieweit FALDH-transfizierte Zellen einen Uberlebensvorteil gegeniiber GFP-
transfizierten SLS-Zellen besalen, wurde durch einen Zytotoxizitdtsversuch mit Octadecanal
dargestellt. Um die groftmdglichste Differenz zwischen dem prozentualen Uberlebensanteil
von SLS- und Keratinozyten zu ermitteln, wurden die Zellen fiir 20 h in einem
Konzentrationsbereich von 0, 15, 30, 60, 90, 180, 240 und 360 pM mit Octadecanal
inkubiert. Schon bei Konzentrationen ab 30 pM war eine 50 %-ige Abnahme iiberlebender
SLS-Zellen zu beobachten, wohingegen gesunde Keratinozyten erst ab einer Konzentration
von 90 pM einen Riickgang der iiberlebenden Zellen auf 80 % zeigten. Bei einer
Konzentration von 60 uM Octadecanal war die grofte Differenz zwischen iiberlebenden
Keratinozyten und SLS-Zellen erreicht (3.6, Abb. 3.22).

In vier voneinander unabhingigen Transduktionen wurden FALDH- und GFP-
Transfektanten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transduktion mit 60 uM Octadecanal
inkubiert. Nach 17, 19, 20 und 27 Tagen =zeigten FALDH-Transfektanten einen
Uberlebensanteil zwischen 63 % und 87 %. Bei den GFP-Kontrollen waren zwischen 12 %
und 32 % der Zellen vital (3.6.1, Abb. 3.23). Hierdurch konnte ein Uberlebensvorteil von
FALDH-Transfektanten dagestellt werden.

Nach Kaultivierung dreidimensionaler Epidermiséquivalente aus SLS-Keratinozyten und
gesunden Keratinozyten wurden diese HE-gefarbt, wodurch fiir SLS fokal charakteristische
histologische Merkmale, wie verstirkte Verhornung des Stratum Corneums und
Parakeratose zugeordnet werden konnten. Das Epidermisdquivalent aus gesunden
Keratinozyten zeigte tber weite Teile des kultivierten Stiickes einen korrekten
Schichtaufbau der Epidermis und sah in-vivo gesunder Epidermis tduschend &hnlich (3.7.2,
Abb. 3.25).

Inwieweit es moglich war, aus rAAV-2 transduzierten Zellen ein Hautiquivalent
herzustellen, wurde mit rAAV-2/C-GFP transduzierten SLS-Zellen ausgetestet, die auf eine

deepidermisierte Dermis ausplatiert wurden und fiir 21 Tage kultiviert wurden. Griin-
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leuchtende Zellen waren hauptsédchlich im oberen Teil der Epidermis lokalisiert und iiber das
gesamte Hautpréparat verteilt (3.7.3, Abb. 3.26).

Bei dem Versuch, Epidermisdquivalente aus FALDH-transfizierten SLS-Zellen zu
kultivieren, stand der Nachweis epidermaler FALDH in kultivierten rekombinanten
Epidermisidquivalenten im Vordergrund. FALDH-transduzierte SLS-Zellen wurden vor
Transduktion mit 100 uM AG1478 fiir 12 h behandelt, auf ein Dermisstiick ausgesit und fiir
15-21 Tage kultiviert. FALDH wurde mit Hilfe eines histochemischen in-situ Versuches zur
Darstellung epidermaler Alkoholdehydrogenase, bei dem sich bei Anwesenheit intakter
FALDH Formazan-Niederschlige in der Epidermis bildet, nachgewiesen. In
Epidermisdquivalenten aus SLS-Keratinozyten traten minimale Niederschldge auf, die auf
eine FALDH-Restaktivitdt schlieBen lieBen. Dreidimensionale Hautkulturen aus gesunden
Keratinozyten zeigten deutlich schwarze Niederschlige und in Kulturen aus FALDH-
transduzierten Zellen waren wiederholt Bereiche mit deutlich verstirkten Formazan-
Niederschldgen zu sehen, im Vergleich zu den GFP-Kontrollen (3.7.4, Abb. 3.28).
Morphologische Untersuchungen an HE-gefdrbten Schnittprdparaten von FALDH-
rekombinanten Epidermisdquivalenten zeigten fokal verminderte orthokeratotische
Verhornungen (3.7.4, Abb.:3.27). Inwieweit von einer echten morphologischen
Wiederherstellung FALDH-transduzierter SLS-Zellen zu sprechen war, ist auf Grund der
Kultivierungsmethode, bei der verstirkte Verhornungen der Epidermis gehduft auftreten

konnen, schwierig zu beurteilen.

4.1.1. Bisher mogliche Therapieoptionen fiir SLS

Eine kausale Therapie ist derzeit fiir SLS-Patienten nicht verfiigbar. Bislang wurde versucht,
durch gezielte Erndhrung eine Reduktion der totalen Fettzufuhr auf 30 % der
Tageskaloriendosis zu erreichen, um den Anteil an langkettigen Fettsduren zu reduzieren,
bzw. den Anteil an zu metabolisierenden Fettalkoholen und Fettaldehyden zu verringern.
Zusitzlich erfolgen Supplementierungen mit n-3 und n-6 Fettsduren (Reduktion der delta-6-
Desaturase-Defizienz) bis zu einer Linol/Linolen-Saure-Ratio von 6 durch Gabe von Rapsol.
Zugaben von hohen nicht-saturierten Fettsduren mittels Milupa-Milch werden den
Betroffenen verabreicht. Jedoch hat die Behandlung mit einer speziellen Diidt bei vielen
Patienten keinen Einflufl auf den Fettalkoholplasmaspiegel, und fiihrt auch nicht zu einer
Verbesserung der klinischen Symptome [Maaswinkel-Mooij et al., 1994]. Aufgrund der

endogenen Fettalkoholproduktion ist es unklar, inwiefern die Patienten darauf reagieren.



Diskussion 91

Die unspezifische Behandlung mit Retinoiden, wie Acitretin und Etretinate (0,25 mg/kg)
verbesserte zwar den Hautzustand, hat aber keinen Einflul auf die neurologischen Defekte
[Rizzo WB 1993]. Topisch werden die Patienten tdglich mit 10 % Urea in Basiscreme DAC
behandelt. Im Forschungsvorhaben von E. Mayatepek aus Heidelberg werden den Patienten
der 5-Lipoxygenase-Inhibitior, Zileuton®, verabreicht, um die erhohten LTB,-Werte zu

senken [Willemsen et al. 2001].

4.1.2. Genkorrektur als neue Therapieoption fiir SLS

SLS gehort zu den autosomal-rezessiven Genodermatosen, bei denen sich eine klinische
Manifestation der Krankheit erst dann einstellt, wenn beide Allele betroffen sind.
Heterozygote Triger, bei denen nur ein Allel defekt ist, sind genotypisch betroffen, aber
phénotypisch gesund. Durch Einbringen des fehlenden funktionellen Gens in homozygot
defekte Keratinozyten konnte der Gendefekt kompensiert bzw. unterdriickt werden, indem
eine heterozygote Situation, und somit eine deutliche Besserung des Phénotyps, hergestellt
werden wiirde. Prinzipiell sind alle Krankheiten, die nach einem autosomal-rezessiven
Vererbungsmodus vererbt werden fiir eine Gentherapie geeignet [Spirito et al., 2001].

Eine kausale Therapieoption fiir SLS konnte in einer gentherapeutischen Korrektur bestehen,
bei der intakte FALDH mittels Gentransfer in SLS-Zellen eingeschleust werden wiirde.

Bei SLS entwickeln sich die neurologischen Defekte erst im Laufe der ersten Lebensjahre,
wodurch ein frithes therapeutisches Eingreifen durch gentherapeutische Korrektion
theoretisch zu einem verminderten Auftreten der Symptome fiihren konnte [Rizzo, 1998].
Durch eine dauerhafte Korrektur des biochemischen Defekts sollte eine Restoration der
Enzymfunktion zu 50-60 % im Vergleich zu gesunden Zellen erreicht werden. Fiir SLS-
Patienten sollte diese FALDH-Aktivitdt ausreichend sein, da heterozygote Triger der
FALDH-Mutationen einen partiellen Enzymdefekt mit FALDH-Aktivitdten zwischen 50 %
und 60 % im Vergleich zu intakten Zellen aufweisen bei gleichzeitig gesundem Phénotyp

ohne Krankheitsbild [James und Zoeller, 1997; Mohrenschlager et al., 2000].

4.1.3. Gentherapie von autosomal-rezessiven Genodermatosen

Da bisher in der Literatur noch keine gentheraputischen Konzepte zur Rekonstitution des

SLS-Defekts vorliegen, werden im Folgenden verschiedene Gentransferstrategien anderer
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autosomal-rezessiven = Genodermatosen diskutiert. Kandidaten autosomal-rezessiver
Genodermatosen, bei denen bereits erste Fortschritte mittels gentheraputischer Korrektur in-
vitro und teilweise auch in-vivo erreicht werden konnten sind die Epidermis bullosa (EB),
lamelldre und die X-assoziierte Ichtyose (XLI), sowie das Xeroderma Pigmentosum (XP).
Die Epidermolysis bullosa hereditaria stellt klinisch und genetisch eine heterogene Gruppe
von Krankheiten da, bei denen es durch Beriihrungen zu Blisterbildung kommt [Pulkkinen et
al., 1999; Aberdam et al., 1994; Borradori und Sonnenberg, 1999]. Bei Versuchen, den
genetischen Defekt der Epidermolysis bullosa, Typ Junktionalis zu korrigieren, wurden von
mehreren unterschiedlichen Trigern Keratinozyten isoliert und diese mittels retroviralen
LTR-Vektoren, welche das funktionelle LAMB3 Gen enthielten, in-vitro transfiziert.
Korrigierte Zellen zeigten in den Versuchen dhnliche Wachstumsraten wie gesunde
Keratinozyten [Robbins et al., 2001]. In einem weiteren Versuch wurden kultivierte EB-
Keratinozytenstammzellen mittels Retroviren, die das fiir Laminin 5 kodierende intakte Gen
enthielten, transfiziert, wodurch eine vollstindige Reversion des Phanotyps erreicht werden
konnte, da korrigierte EB-Keratinozyten ein normales Adhésions- und Migrationsverhalten
aufwiesen [Dellambra et al., 2000].

Die Rezessive dystrophe Epidermis Bullosa (RDEB) wird durch eine Mutation in COL7A1
verursacht, welches flir Kollagen VII kodiert, wodurch ein defektes extrazelluldres Kollagen
VII entsteht [Woodley et al. 2004]. Es gelang der Gruppe von Chen, aus Kollagen VII,
welches eine Grofle von 9 kb hat und daher fiir einen viralen Gentransfer nicht in Frage
kommt, ein rekombinantes Typ VII Minikollagen mit einer Gro3e von 230-kDa herzustellen.
Dieses wurde mittels Retroviren in DEB-defekte Zellen in-vitro transduziert, wodurch die
behandelte Zellen verstirktes Proliferationspotential, verminderte Zellbeweglichkeit und
eine verstirkte Zellsubstratadhdsion, im Gegensatz zu unbehandelten DEB-Zellen hatten
[Chen et al., 2000]. In einem anderen Versuch wurden DEB-defekte Keratinozyten und
Fibroblasten in-vitro mittels Lentiviren, welche das fiir Kollagen VII kodierende Gen,
COL7AL trugen, transfiziert, wodurch die korrigierten Zellen eine normale Morphologie, ein
normales Adhédsionsverhalten und Differenzierungsverhalten gegeniiber nicht korrigierten
Keratino-zyten besaflen [Chen et al., 2002].

Die x-assoziierte Ichtyose (XLI) ist durch eine hypertrophe Epidermis und abnormale
Schuppung gekennzeichnet [Bale et al., 1996; William und Elias, 1987], die durch einen
Defekt der Steroidsulfatase (SS) verursacht wird, wodurch es zu einer Akkumulation von
Cholesterolsulfat und stark verdickter Hornhaut kommt. Durch Transduktion XLI-defekter

Zellen mittels retroviralen Vektoren, die das funktionelle Gen fiir die SS enthielten, konnte
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eine 100%-ige Aktivtdt der Steroidsulfatase im Vergleich zu gesunden Keratinozyten in-
vitro hergestellt werden [Freiberg et al., 1997].

Die Lamelldre Ichtyose (LI) wird durch einen Defekt der Keratinozytentransglutaminase
(TGasel) verursacht, wodurch es zu fehlerhaften Ausdifferenzierungen der Keratinozyten
kommt. Durch retroviralen Transfer des korrekten TGasel-Gens in defekte Keratinozyten
konnten in-vitro normale Transglutaminaseaktivititen im Vergleich zu gesunden
Keratinozyten hergestellt werden [Choate et al., 1996, 1997].

Xeroderma Pigmentosum (XP) ist durch eine vermehrte Bildung von Hautkrebs
gekennzeichnt [Zeng et al., 1997]. In-vitro konnte durch Transduktion primédrer, XP-defekter
Fibroblasten mittels rekombinanter, retroviraler Vektoren, die intakte XPA-, XPB- oder
XPC- Gene trugen, eine Wiederherstellung des DNA-Reparaturmechanismus erreicht
werden, wodurch ein vermindertes Hautkrebsrisiko in den korrigierten Zellen erzielt wurde

[Zeng et al., 1997].

4.14. Gentherapie bei Defekten des Fettstoffmetabolismus

Neben dem SLS-Syndrom gibt es weitere vererbbare Krankheiten, aus denen ein defekter
Fettalkoholmetabolismus resultiert, wodurch es zu Akkumulationen von Fettalkoholen in
den Geweben der Betroffenen kommt. Als Folge treten bei allen Betroffenen schwere
neurologische Erkrankungen auf, teilweise assoziiert mit Ichtyose, wobei noch nicht geklart
ist, inwieweit die Akkumulation von Fettalkoholen daran beteiligt ist. Zu diesen vererbbaren
Erkrankungen gehdren zum einen isolierte Defekte in der Oxidation langkettiger
Fettalkohole zu Fettsduren, zu denen das SLS gehort und der defekte Einbau von
Fettalkoholen in Etherlipide, zu denen der isolierte Alkyl-Dihydroxyacetonphosohat-
Synthese-Defekt z&hlt [Rizzo, 1998]. Zusitzlich zdhlen hierzu Erkrankungen peroxisomaler
Biogenese, zu denen das Zellweger-Syndrom (ZW), die neonatale Adrenoleukodystrophie
(NALD) und infantile Refusum-Krankheit (IR) zdhlen [Reuber et al., 1997; Powers und
Moser, 1998], sowie Erkrankungen des peroxisomalen Proteinimports zu der rhizomelische
Chondrodysplasia Punctata (RCDP) gehort [Heymans et al., 1986; Hoefler et al., 1988]. Die
klinischen Symptome der rhizomelischen Chondrodysplasia Punctata dhneln dem des
Sjogren-Larsson Syndrom, da psychomotorische Behinderung und Ichtyose neben anderen
Erscheinungen in den Vordergrund treten. Neben anderen Storungen kommt es zur
Anreicherungen von Hexadecanol und Octadeacanol im Plasma der Patienten [Rizzo et al.,

1993].
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Derzeit mogliche Therapien fiir vererbbare Krankheiten des Fettalkoholmetablismus
beschrianken sich, wie bei SLS darauf, die Symptome zu mildern. Durch eine bestimmte
Fett-Diit und Einnahme von Glyceroltrioleat und Trierucat (Lorenzo's Ol) wird versucht die
Fettsdurezusammensetzung bei ALD-Patienten zu verbessern [Cartier et al., 1995]. Bei IRD
und ZS sollten langkettige Fettsduren wie Docosahexaensédure und DHA vermieden werden
[Moser et al., 1999].

Die Erkrankungen des Fettalkoholmetabolismus, ALD, ZW und IRD werden autosomal-
rezessiven vererbt, wodurch auch hier prinzipiell die Moglichkeit einer genetischen
Korrektur durch Transfektion mit dem intakten Gen gegeben ist. Ein wichtiges Hindernis fiir
eine erfolgreiche Gentherapie sind die schon frith im Uterus beginnenden und irreversiblen
neurologischen Defekte, die vor allem bei den peroxisomalen Krankheiten und bei RCDP
auftreten und somit eine gentherapeutische Korrektur erschweren.

In ALD-Fibroblasten konnte der Phenotyp durch in-vitro Transfektion mit Retroviren, die
das intakt kodierende Gen enthielten, wiederhergestellt werden. Bis zu 2 Monaten nach
Transfektion konnte sowohl ein normaler ALDP-Status, als auch eine gesteigerte [-
Oxidation in korrigierten Fibroblasten dagestellt werden [Cartier et al., 1995]. Ein zweiter
Ansatzpunkt bestand darin, CD34+ Zellen mittels HIV das intakte ALD-Gen zu trans-
fizieren, da mit Retroviren nur in-vitro gute Resultate erzielt werden konnten. ALD-
korrigierten Zellen wurden SCID-Maiusen infundiert und es konnten Langzeitexpressionen
beobachtet werden und eine in-vivo Rekonstitution dargestellt werden [Benhamida et al.,

2003].

4.1.5. Probleme bei der Weiterentwicklung

Den Defekten des Fettstoffmetabolismus und dem SLS ist gemeinsam, dass Probleme bei
der Weiterentwicklung von Therapiekonzepten, bzw. auftreten.

Sowohl fiir SLS, als auch fiir IRD wurden bisher keine gentherapeutischen Konzepte
entwickelt. Fir das ZW-Syndrom wurden verschieden Versuche angestrebt eine
gentherapeutische Korrektur zu erreichen, bisher ist es jedoch noch nicht gelungen ein
erfolgreiches Gentherapiekonzept zu erstellen.

Diese Entwicklung kénnte zum einen daran liegen, dass die genannten Krankheiten zu selten
auftreten und daher kein breites Interesse zur Heilung besteht, wie es z.B bei der
Entwicklung von Gentherapiekonzepten bei verschiedenen malignen Erkrankungen der Fall

ist.
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4.1.6. Vorraussetzungen fiir einen langfristigen Gentransfer

Da der Gendefekt bei den genannten Krankheiten lebenslang vorhanden ist, sollte fiir eine
langfristige Rekonstitution des Defektes ein stabiler Gentransfer angestrebt werden.
Voraussetzung hierfiir ist die Integration des Therapiegens in die chromosomale DNA der
Zielzelle, da ansonsten die Genexpression im Laufe der Zellteilungen, durch die epidermale
Erneuerungsphase nach 28 Tagen, verloren geht. Weiterhin ist ein Gentransfer in
Stammzellen [Dellambra et al., 2000], sowie die Auswahl eines geeigneten Vektors fiir den

Gentransfer, wichtig.

4.1.7. rAAV-2 Vektoren im Vergleich zu anderen viralen Vektoren

Die Auswahl eines geeigneten viralen Vektors fiir die Langzeitgentherapie autosomal-
rezessiver Genodermatosen ist entscheidend. Wichtige Kriterien fiir die Auswahl eines
Vektors sind seine Expressionseffizienz, Expressionsdauer, Selektivitit, Immunogenitdt und
Sicherheit. Bei den bereits genannten Gentransferstrategien autosomal-rezessiver
Genodermatosen wurden vor allem Retro- und Lentiviren eingesetzt. Die Vor- und Nachteile
der jeweiligen viralen Vektoren werden im Folgenden kurz diskutiert.

Retrovirale Vektoren sind die héufigsten bei humanen Gentherapiestudien eingesetzten
Gentransfervehikel. Sie sind durch eine besonders hohe Transduktionseffizienz
gekennzeichnet. Transduktionsraten bis zu 100 % konnten in-vitro bei Keratinozyten erreicht
werden [Choate und Khavari, 1997; Mathor et al., 1996]. Da Retroviren nur proliferierende
Zellen transfizieren konnen, ist der Anwendungsbereich bei in-vivo Anwendung in der Haut
eingeschrinkt, da die normale Mitoserate in der Epidermis zu gering ist [Kuhn et al., 2002],
wodurch ihre Einsetzbarkeit in der Hautgentherapie beschriankt wird. Die Integration in die
Wirtszelle findet randomisiert an mehreren unterschiedlichen und willkiirlichen Stellen im
Chromosom statt, wodurch das Risiko einer insertiellen Mutagenese besteht [Crystal et al.,
1995]. Obwohl das Risiko iiber Jahre hinweg als niedrig eingestuft wurde, traten bei zwei
Kindern in ersten Therapieversuchen mit Retroviren unerwartet T-Zell-Leukdmien auf. Hier
wird eine insertielle Mutagenese vermutet, die durch den ungerichteten Einbau ausgelost
werden kann [Hacein-Bey-Abina et al., 2003; Kaiser, 2003; Kohn et al., 2003; Marshall,
2002; 2003].

Lentiviren gehdren ebenfalls in die Gruppe der Retroviren, wobei diese in der Lage sind,

auch ruhende Zellen zu transfizieren, wodurch sie auch fiir in-vivo Transfektionen geeignet
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sind und den Retroviren damit tiberlegen sind [Kuhn et al., 2002]. In zahlreichen in-vitro
Transfektionsversuchen an EB-Keratinozyten konnte mittels Lentiviren eine Reversion des
Phinotyps erreicht werden [Chen et al., 2002, Ghazizadeh et al., 2004]. Mittels Lentiviren
konnte humane Haut in einem Xerotransplatationsmodell erfolgreich in-vivo transfiziert

werden [Back et al., 2001; Kuhn et al., 2002].

In der vorliegenden Arbeit wurden AAV-2 Vektoren verwendet, da diese in das Genom
integrieren konnen und somit fiir einen Langzeitgentransfer zur Behandlung vererbter
Krankheiten prinzipiell geeignet sind [Braun-Falco et al., 2005; Rizzo et al., 2000].
AuBerdem ist sowohl in-vitro, als auch in-vivo der Gentransfer moéglich, wodurch rAAV-2
Vektoren gegeniiber Retroviren im Einsatz bei der Hautgentherapie einen entscheidenen
Vorteil haben.

Zur Genkorrektur autosomal-rezessiver Genodermatosen wurden AAV-2 Vektoren bisher
noch nicht eingesetzt. Ein Grund hierfiir konnte die niedrigere Transduktionseffizienz
primdrer Keratinozyten, im Vergleich zu Retro- und Lentiviren, sein. Hierdurch sind die
Erfahrungen vor allem im humanen Bereich gering.

Der Arbeitsgruppe von Hengge gelang es, nach Injektion von rAAV-2 Vektoren in die Haut
von Schweinen einen in-vivo-Gentransfer in der Epidermis und Adnex-Strukturen mit einer
Genexpression bis zu 6 Wochen zu erzielen [Hengge et al., 2000]. In Méausen zeigte sich
nach subkutaner Injektion eine Transduktion des Pannikulus Karnosus, die iiber 1 Jahr lang
nachweisbar war [Donahue et al., 1999]. Zur Behandlung von Wundheilungen wurden
rAAV-2 Vektoren bereits erfolgreich eingesetzt [Galeano et al., 2003; Deodato et al., 2002].
Durch rAAV-2 vermittelten Gentransfer von vaskuldrem endothialen Wachstumsfaktor
(VEGF) konnte sowohl bei Inzisionswunden von diabetischen Maéusen, als auch bei
Exzisionswunden in Ratten und nach Verbrennungswunden in Méausen die Angiogenese
erhoht und die Heilungsdauer verkiirzt werden.

Braun-Falco et al. konnten zeigen, dass mit AAV-2 ein effizienter Gentransfer von 70 %
auch in menschlichen Keratinozyten moglich ist, wobei in diesen Experimenten Adenoviren
anwesend waren, die durch Stimulation der DNA-Polymerse die Transduktionseffizienz
stark steigern [Braun-Falco et al., 1999]. In weiteren Transduktionsversuchen ohne
Adenoviren konnte ein GFP-Gentransfer bis zu 10 Wochen nach Transduktion in priméren
Keratinozyten nachgewiesen werden, womit bestdtigt werde konnte, dass AAV-2 als Vektor
prinzipiell fiir die Hautgentherapie geeignet ist [Braun-Falco et al., 2005; Biining et al.,
2004].
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AAV-2 Vektoren haben weiterhin den Vorteil, dass eine Reihe von unterschiedlichen
Zelltypen sich transfizieren lassen. Hierzu zéhlen proliferierende und nicht-proliferierende,
teilweise mit einer erhdhten Infektionsrate in Gehirn, Leber und Muskelzellen [Sanlioglu et
al., 2001; Ponnazhagan et al., 1996; Nicklin et al., 2001]. Es wird vermutet, dal}
unterschiedliche zelluldre Bestandteile, die die Transduktions-effizienz von rAAV-2
beeinflussen konnen, hierfiir verantwortlich sind.

Durch ihre giinstigen Eigenschaften werden AAV-Vektoren bereits bei Menschen im
Rahmen klinischer Priifungen, sowohl in Phase-I, als auch in Phase-II bei unterschiedlichen
Indikationen untersucht [Moss et al., 2004; High 2004; Mandel und Burger, 2004; Crystal et
al., 2004; Janson et al., 2002; Wagner et al., 2002; Aitken et al., 2001]. In diesen Studien, die
unter anderem zur Evaluierung der Toxizitdt von rAAV-2 Vektoren dienten, wurden keine
bedeutsamen Nebenwirkungen beobachtet.

Neben den genannten Vorteilen hat AAV-2 zudem eine sehr geringe Immunogenitit, da
aufler beiden ITRs alle urspriinglichen viralen Sequenzen aus dem Virus entfernt wurden. In
Tierexperimenten wurden nach mehrmaliger Injektion von rAAV-2 Vektoren keine
wesentlichen T-Zellantworten gefunden [Xiao et al., 1996]. Jedoch waren neutralisierende
Antikorper gegen Kapsidproteine von rAAV-2 Partikeln nachweisbar. Durch kurzzeitige
Immunsuppression mit CD4-Antikorpern konnte jedoch diese humorale Antwort unterdriickt
werden, wodurch eine wiederholte Applikation von rAAV-2 Vektoren moglich war

[Manning et al., 1998].

4.1.8. AAV-2 zur Genkorrektur von SLS

Neben der Haut ist das Gehirn das am stérksten betroffene Organ bei SLS-Patienten.
DeBhalb ist AAV-2 zur Genkorrektur von SLS ein vielversprechender Vektor, da er beide
Organe transfizieren kann [Vezzani, 2004]. Haut als Zielorgan des Gentransfers bei SLS-
Patienten hat den Vorteil, dass die meisten Untersuchungen, die sich mit SLS
auseinandersetzen an menschlichen Keratinozyten und Fibroblasten durchgefiihrt wurden.
Zudem ist die Haut ein attraktives Gewebe fiir Hautgentherapie, da sie leicht erreichbar ist
und die Methoden zur Kultivierung von humanen Primérzellen bekannt und gut etabliert

sind.
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4.1.9. Rekonstitution des FALDH-Defekts im CHO-System mit rAAV-2

Das gesamte Konzept wurde zuerst in einer mutanten Zellinie, welche dem SLS sehr nahe
konmmt durchgefiihrt, da bei mutanten FAA.K1-Zellen der gleiche FALDH-Defekt wie in
SLS-Fibroblasten vorliegt [James und Zoeller, 1997].

FALDH-Aktivititen wurden fluorometrisch gemessen, wobei ein Anstieg der FALDH-
Aktivitit in FALDH-transduzierten FAA.K1-Zellen zum einen auf die Funktionalitit
exprimierter FALDH und zum anderen indirekt auf eine gesteigerte Genexpression schlieBen
1aBt.

FALDH-Aktivitatsbestimmungen defekter FAA.K1-Zellen zeigten, dass FAA.KI1-Zellen
durch den Ausfall der FALDH eine Enzymaktivitit von 10 % im Vergleich zu gesunden
CHO-Zellen hatten (3.3.1, Abb.:3.9). In dieser Arbeit gemessene FALDH-Aktivititen
entsprachen den Literaturangaben einer Arbeitsgruppe von Zoeller, die FALDH-Aktivititen
bei defekten FAA.K1-Zellen von unter 10 % im Vergleich zu gesunden CHO-Zellen durch
fluorometrische Bestimmung festgestellt hatten [James et al., 1990].

Gesunde CHO-Zellen lassen sich prinzipiell mit rAAV-2 Vektoren transduzieren
[Summerford und Samulski, 1998]. Theoretisch ist es jedoch moglich, dass bei FAA.K1-
Mutanten Faktoren verlorengegangen sind, die fiir eine effiziente Transduktion mit rAAV-2
Vektoren notwendig sind. Inwieweit die Transduktionseffizienz der FALDH-defekten
FAA.K1-Zellen mit derjenigen der CHO-Zellen zu vergleichen ist, wurde im Rahmen dieser
Arbeit in drei voneinander unabhingigen Transduktionsversuchen ausgetestet. Hierfiir
wurden defekte FAA.K1-Zellen mit rAAV-2/C-GFP transfiziert und die Zunahme der GFP-
Expression beobachtet, woraus geschlossen werden konnte, dass FAA.K1-Zellen prinzpiell
permessiv fiir AAV-2-Vektoren sind (3.3.3, Abb.:3.10).

Eine in-vitro Restoration des FALDH-Defekts in FAA.K1-Zellen gelang im Rahmen dieser
Arbeit durch rAAV-2/C-FALDH-Transduktion defekter FAA.K1-Zellen, wodurch FALDH-
Transfektanten eine Aktivitit von iiber 100 % im Vergleich zu gesunden CHO-Zellen
erreichten. Aktivititen unbehandelter FAA.K1-Zellen lagen unter 10 % (3.3.4, Abb.:3.11)
[Haug et al., 2005]. Die gemessenen prozentualen FALDH-Aktivititen der FAA.K1-
Mutanten und der CHO-Zellen entsprachen den Daten aus der Literatur [James and Zoeller,
1997].

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass FALDH-Transfektanten in der
Lage waren, zugesetztes Octadecanal wieder komplett zu Fettsdure umzubauen. Sie

erreichten Uberlebensraten von 80 %, im Vergleich zu gesunden CHO-Zellen, nach einer
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Octadecanalikubation von 60 uM. Mutante GFP-transduzierte FAA.K1-Zellen zeigten
hingegen nur 9 % tiberlebende Zellen bei dieser Konzentration, womit die Wiederherstellung
des FALDH-Defekts in defekten FAA.K1-Zellen belegt werden konnte (3.3.6, Abb.:3.13)
[Haug et al., 2005]. Mit diesen Ergebnissen konnte einerseits ein Anstieg der FALDH-
Aktivitit in transfizierten FAA.K1-Zellen und andererseits ein Uberlebensvorteil der
FALDH-Transfektanten gegeniiber GFP-Transfektanten, im CHO-System dargestellt werden
[Haug et al., 2005].

Hierdurch sind erste Anhaltspunkte gegeben, dass der Gentransfer mittels rAAV-2 Vektoren

ein vielversprechedes Behandlungskonzept darstellen konnte.

4.1.10. In-vitro Rekonstitution defekter SLS-Keratinozyten durch Transduktion
mit rAAV-2

Defekte SLS-Keratinozyten wurden mittels AAV-2-Vektoren, die das funktionelle FALDH-
Gen trugen, transduziert. In diesen Versuchen konnten keine deutlichen Steigerungen der
FALDH-AKktivitdten in transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen erzielt werden
(3.5.2; Abb. 3.18).

Hierfiir konnen verschiedene Faktoren, wie ein zu niedrig verwendeter rAAV-2 Titer, ein
beschleunigter Abbau des Vektors durch Proteasomen im Zytoplasma der Zielzelle nach
Transfektion, sowie eine langsame virale Doppelstrangsynthese im Zellkern der Zielzellen

verantwortlich sein.

4.1.11. Einfluf} des Virustiters auf die Transduktionseffizienz

Fiir eine ausreichende Transduktionseffizienz ist ein entsprechender Virustiter notwendig.
Der physikalische Titer gibt an, wie viele DNA-tragende Viruspartikel in dem Lysat
vorhanden sind. Nach Vergleich der selber hergestellten physikalischen Virus-Titer mit der
Literatur lagen diese um das 100 bis 1000-fache unter den Titern anderer Arbeitsgruppen
(3.2.1; Abb. 3.8), [Snyder et al., 1997]. Teilweise traten groBere Schwankungen innerhalb
der hergestellten Virusstocks auf. Dies zeigte, dass trotz groffter Genauigkeit bei der
Virusherstellung, unterschiedliche Qualitidten der hergestellten Virusstocklosungen auftreten
konnen.

Aus der Verpackung von Wildtyp-AAV ist bekannt, dass nur jeder 200. bis 500.
physikalische Partikel infektios ist [Tamayose et al., 1996]. Die GroBe des hergestellten
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Vektors ist hierbei von entscheidender Bedeutung. Durch das Uberschreiten der Wildtyp-
Genomlinge von 4860 Basen kann es zu dem Phidnomen kommen, dass die zu langen
rAAV-2 Genome noch in Kapside eingebaut werden konnen, diese sich aber nicht mehr
komplett verschlieBen kénnen, wodurch es zu einem deutlichen Verlust der Infektiositit
kommen kann. Die Genome werden aber bei dem DNS-Nachweis mittels Dot-Blot noch
erkannt. Im Falle des verwendeten rAAV-2/C-FALDH, mit einer Transgenlédnge von 1455
bp [Rizzo et al., 1999] konnte ein solches Phidnomen ausgeschlossen werden. Die Grof3e des
hergestellten Plasmids betrug 4501 bp, wodurch die GroBe des Wildtyp AAV-2 nicht

uiberschritten wurde.

4.1.12. Steigerung der FALDH-Transduktionseffizienz durch Hemmung von
Proteasomen

Versuche an bronchialen Epithelzellen sowie an einzelnen Zelllinien zeigten, dass durch
Hemmung von Proteasomen eine Erhohung der rAAV-2 Transduktionseffizienz erreicht
werden kann [Douar et al., 2001; Duan et al., 2000; Nicklin et al., 2001; Yan et al., 2002].
Der genaue Mechanismus ist nicht geklart, es wird jedoch vermutet, dass AAV-2 Partikel
nach dem Entlassen aus den Endosomen vermehrt durch Proteasomen abgebaut werden,
bevor sie in den Zellkern wandern konnen. Des Weiteren wird angenommen, dass die
ubiquitinierten viralen Kapside von ihrem Weg in den Nucleus abkommen und in einer Art
Sackgasse durch zelluldre Enzyme abgebaut werden [Yan et al., 2002]. Durch Steigerund der
Ubiquitin-Proteasomenfunktion kann der intrazellulire AAV-2 Transport vermehrt werden,
wodurch sich die Transduktionseffizienz erh6hen ldsst [Duan et al., 2000].

Die Arbeitsgruppe von Braun-Falco konnte bei Keratinozyten nachweisen, dass die
Ubiquitinierung bei der Transfektion von Keratinozyten eine entscheidende Rolle spielt, da
durch Zugabe des Proteasomeninhibitors MG132 die Transduktionseffizienz von AAV-2
Vektoren in-vitro drastisch gesteigert wurde. In diesen Versuchen wurden 37 % der
Keratinozyten, im Vergleich zu den Kontrollen, mit GFP transduziert. Demnach spielt der
intrazelluldre Transport der AAV-2 Partikel nach Transduktion bei Keratinozyten eine
entscheidende Rolle. Der Effekt der Transduktionssteigerung war transient und in den ersten
Tagen nach Transfektion am stdrksten, wobei dieser im Laufe der Passagen stark abnahm
[Braun-Falco et al., 2005].

Inwieweit durch den Proteasomeninhibitor MG132 eine Steigerung der Transduktions-

effizienz in defekten SLS-Keratinozyten erreicht werden kann, wurde im Rahmen dieser
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Arbeit untersucht. Die eingesetzte MG132 Konzentration richtete sich nach verwendeten
Konzentrationen bei gesunden Keratinozyten [Braun-Falco et al., 2005].

FALDH-AKktivitdten transduzierter SLS-Zellen zeigten nach 11, 12, 14 und 18 Tagen
Steigerungen der FALDH-Expressionen, im Vergleich zu unbehandelten SLS-Zellen, wobei
Aktivititen der FALDH-Transfektanten im Vergleich zu der gesunder Keratinozyten
zwischen 17 % und 27 % lagen. Eine Abnahme der Enzymaktivitit, was auf eine niedrigere
Transduktionseffizienz schlieBen lieB, wurde in hoheren Passagen beobachtet (3.5.2.1.2;

Abb. 3.20).

4.1.13. Steigerung der FALDH-Transduktionsseffizienz durch Steigerung der
Doppelstrangsynthese

Seit langem ist bekannt, dass der limitierende Faktor bei Transduktionen mit rAAV-2
Vektoren die Doppelstrangsynthese ist, welche den viralen Einzelstrang in der Wirtszelle in
einen Doppelstrang umschreibt [Alexander et al., 1994]. Durch Anwesenheit von
Adenoviren, UV-Bestrahlung oder DNA-schidigende Agentien kann ein drastischer Anstieg
der DNA-Polymerase innerhalb von 72 h nach Transduktion provoziert werden, wodurch die
Expression des Transgenes gesteigert werden kann. Diese Methoden, sowie schidliche
Gamma- Bestrahlung kommen jedoch fiir die Anwendung am Menschen nicht in Frage.

Es ist bekannt, dass einzelstringige Virus-DNA nach Aufnahme in den Zellkern zunichst in
ein Doppelstrangtranskript umgeschrieben werden mul}, damit anschlieBend Proteine im
Rahmen der Proteinbiosynthese an den Ribosomen gebildet werden konnen. Eine entschei-
dende Rolle bei der Doppelstrangsynthese spielt der Phosphorylierungszustand des
Einzelstrang D-Sequenz-Bindungsproteins (ssD-BP), das ein zelluldres Protein ist und an das
3" Ende des AAV-Genoms bindet [Qing et al., 1997; 1998].

Die Doppelstrangsynthese von rAAV-2 Einzelstringen wird blockiert, wenn der Phospho-
rylierungszustand von ssD-BP hoch ist. Ist umgekehrt der Phosphorylierungszustand niedrig,
verliert sich die Bindung zur D-Sequenz, wodurch die Doppelstrangsynthese freigegeben
wird. Die Phosphorylierung des ssD-BP-Proteins wird durch die Tyrosinkinase des
epidermalen Wachstumsfaktors (EGF-R-TPK) beeinflusst [Mah et al. 1998]. Durch
Hemmung des EGF-R-TPK wird der Phophorylierungszustand von ssD-BP reduziert,
wodurch die Doppelstrangsynthese zunimmt und die Transduktionseffizienz von AAV-2

gesteigert wird.
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|: l Virale Doppelstrangsynthese l H

Abb. 4.1: Einflul3 des Phosphorylierungszustands auf die virale Doppelstrangsynthese

Durch einen niederen Phosphorylierungszustand wird die virale Doppelstrangsynthese
gefordert, der durch AG1478 gesteigert wird. Dieser Effekt wird gleichzeitig durch einen
niedrigen EGF-Gehalt unterstiitzt.

Bei Keratinozyten konnte gezeigt werden, dass EGF zu einer verstirkten Phosphorylierung
der Rezeptortyrosinkinase fiihrt [Peus et al., 1997]. In Transduktionsversuchen an priméren
Keratinozyten mit AAV-2 Vektoren, die als Markergen GFP trugen, konnte gezeigt werden,
dass AG1478 im Vergleich zu anderen Tyrosinkinaseinhibitoren die stirkste Potenz besal,
wodurch Expressionen, die bis liber 10 Wochen hinweg stabil waren, erreicht wurden
[Braun-Falco et al., 2005]. Entscheidend ist die gewéhlte Konzentration und Inkubationszeit
der Zellen mit AG1478, da ab einer gewissen Dosis Wachstumstopp und Differenzierung bei
den Keratinozyten induziert wird. Des Weiteren konnen die Zellen bei hoheren Konzen-
trationen nicht mehr adhéirieren und gehen in den Zelltod [Peus et al., 1997].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei der verwendeten Dosis von 100 uM AG1478 und
zweistlindiger Inkubationszeit von AG1478 die besten Ergebnisse erzielt.
FALDH-transduzierte Zellen erreichten 34 Tage nach Transduktion 92 %, 25 Tage nach
Transduktion, 63 % und 24 Tage nach Transduktion 24 % der FALDH Aktivitit im
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Vergleich zu gesunden Keratinozyten (3.5.2.4; Abb.:3.21). GFP-Expressionen SLS-trans-
duzierter Keratinozyten wurden bis zu 34 Tage nach Transduktion mit rAAV-2/C-GFP
beobachtet (3.5.1; Abb.:3.17).

4.1.14. Steigerung der Genexpression durch Selektion?

Eine weitere Moglichkeit Expressionssteigerung des Transgens zu erzielen besteht in der
Selektion transduzierter Keratinozyten. Dies konnte bisher sowohl in einer in-vitro
Hautkultur als auch in-vivo an einem Mausmodell erreicht werden. Bei dem verwendeten
Vektor handelte es sich um einen bicistronischen Vektor, der neben dem Transgen noch ein
Multiresistenzgen besall, wodurch eine Selektion der positiven Zellen durch Inkubation mit
Colchicin méglich war [Pfiitzner et al., 1999; 2002].

Es konnte in dieser Arbeit gezeig werden, dass FALDH-transfizierte Zellen durch das
Wiedereinbringen des FALDH-Gens gegeniiber unbehandelten SLS-Zellen eine gewisse
Resistenz gegeniiber von auflen zugefiihrtem Octadecanal besitzen, wodurch eine Selektion
der positiv-transfizierten Zellen moglich sein miisste (3.6.1, Abb.:3.23). Dadurch miisste
sich auch der Anteil an positiv transfizierten Zellen steigern lassen, wohingegen nicht

FALDH-transduzierte Zellen einen Wachstumsnachteil haben sollten.

4.1.15. Rekonstitution des SLS-Defekts in dreidimensionalen Epidermiskulturen

Dreidimensionale Epidermiskulturen stellen eine aus Keratinozyten kultivierte Epidermis
dar, die im Aufbau den Schichten echter Epidermis tiduschend dhnlich sein kann (3.7.2,
Abb.:3.25). Prinzipiell gibt es mehrere Mdoglichkeiten, kiinstlich ein Epidermiséquivalent zu
zlichten. Keratinozyten konnen hierbei entweder als einzelne Zellen oder als diinnes
Héautchen im Zellverband transplantiert werden. Hautmodelle aus transgenen Keratinozyten,
die mit einem Markergen transfiziert wurden, eignen sich zur schematischen Darstellung von
Genexpressionen in der Epidermis. Sdulenartig verlaufenden Expressionen (4.2.9, Abb.:4.4),
die in der Basalmembran beginnen und durch die einzelnen Zellschichten des Hautmodells
verlaufen, deuten darauf hin, dass Stammzellen in der Basalmembran getroffen wurden,
wodurch eine Expression von iiber 40 Wochen erreicht werden konnte [Kolodka et al.,

1998].
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In dieser Arbeit wurden in Epidermisdquivalenten aus GFP-transduzierten SLS-
Keratinozyten, griin-leuchtende Zellen in mehreren Epidermisschichten identifiziert, jedoch
wurden keine sdulenartigen Expressionen, wie in der unteren Grafik, festgestellt.

Hieraus konnte geschlossen werden, dass keine Stammzellen transduziert wurden (3.7.3,
Abb.:3.26). Die Arbeitsgruppe von Braun-Falco konnte Langzeitexpressionen iiber 10

Wochen in GFP-transduzierten Keratinozyten feststellen. Diese Ergebnisse sprechen dafiir,

dass ein Langzeitgentransfer generell in Keratinozyen moglich ist [Braun-Falco et al., 2004;

Biining et al., 2005].

Abb.4.4: Saulenartige Expression von LacZ iiber einen Zeitraum von 40 Wochen

[Kolodka et al., PNAS, 1998]

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus rAAV-2/C-FALDH-transduzierten SLS-
Keratinozyten, unbehandelten = SLS-Keratinozyten und gesunden Keratinozyten
dreidimensionale Hautkulturen hergestellt und versucht diese beziiglich ihrere Morphologie
untereinander zu vergleichen, wobei auf Grund der Kultivierungsmethode hierzu keine
klaren Aussagen zu treffen waren. Es zeigte sich, dass Kulturen aus FALDH-behandelten
SLS-Zellen im Gegensatz zu Kulturen aus unbehandelten SLS-Zellen teilweise geringere
Hyperkeratosen bildeten (3.7.2, Abb.:3.28).

Bisher stehen keine Arbeiten einer genetischen Rekonstitution des SLS-Defekts, weder in-
vitro noch in-vivo, aus der Literatur zur Verfiigung, wodurch es nicht moglich ist einen
Vergleich zu ziehen.

In der Literatur gefundene in-vitro Genkorrekturen anderer autosomal-rezessive
Genodermatosen werden nach dem selben Prinzip behandelt, wobei korrigierte

dreidimensionale Epidermiskulturen hiufig anschlieBend auf immundefiziente Mause, oder
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Maiuse, die den selben Phinotyp der jeweiligen Genodermatose aufweisen, transplantiert
werden, um eine in-vivo Genkorrektur darzustellen.

Aus korrigierten EBS-Zellen wurden nach erfolgreichem in-vitro-Gentransfer mittels LTR-
Vektoren, die das funktionelle LAMB3-Gen enthielten, dreidimensionale Epidermis-
dquivalente hergestellt und diese auf SCID transplantiert. Nach 4-8 Wochen erfolgten
histologische Untersuchungen, wobei in der Haut aus korrigierten Keratinozyten keine
Trennung zwischen Dermis und Epidermis mehr zu finden waren. Im Gegensatz zeigte zu
die Kultur aus nicht korrigierten Zellen eine Trennung, womit eine in-vivo Restoration der
Haut aus Laminin 5 f3-transfizierten Keratinozyten nachgewiesen werden konnte [Robbins
et al., 2001]. COL7A1-korrigierte RDEB-Keratinozyten, und -Fibroblasten wurden nach
Gentransfer mit lentiviralen Vektoren, zu dreidimensionalen Epidermisdquivalenten
kultiviert und diese auf SCID-Méuse transplantiert, wodurch eine in-vivo Restoration des
Defekts dargestellt werden konnte [Chen et al., 2002].

XLI-Keratinozyten, die nach in-vitro Gentransfer mit Retroviren eine 100 % Aktivitit der
Steroidsulfatase erreichten, wurden als dreidimensionale Epidermisdquivalente auf SCID-
Maiuse transplantiert, um eine in-vivo-Rekonstitution des Defekts darzustellen, wobei bis zu
5 Wochen nach Transplantation Steroidsulfatase durch Immunostaining nachgewiesen

werden konnte [Freiberg et al., 1997].

4.1.16. Nachweis von FALDH in dreidimensionalen Epidermiskulturen aus
korrigierten SLS-Keratinozyten

Bei SLS-Patienten kommt es durch Ausfall von FALDH gleichzeitig zu einer Reduktion der
FADH, wobei diese bei SLS-Patienten unterschiedlich stark sein kann [Kawakami, 1999].
Hierdurch kommt es zu einer Ansammlung langkettiger Fettalkohole in der Epidermis, die
wahrscheinlich fiir die Hauptsymptome in der Haut verantwortlich sind [Rizzo, 1993].

Histochemische Untersuchungen zeigten verminderte Alkoholdehydrogenaseaktivititen
(FADH) in der Epidermis von SLS-Patienten [Judge et al. 1990, Kobayashi 1999], die
indirekt auf eine defekte FALDH schlieBen lassen. Hierbei zeigen Epidermisstiicke von
SLS-Patienten mit verminderten FALDH-Aktivititen geringe bis {iberhaupt keine, blau-
schwarze Formazanniederschlidge, wohingegen in der Epidermis von gesunden Patienten
deutlich blau-schwarze Niederschlige auftreten [Lake et al., 1991]. Diese Methode erlaubt

eine schnelle Differenzierung zwischen gesunder und kranker Haut [Judge et al., 1990].
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Durch den in-situ Nachweis epidermaler FADH nach Judge konnte im Rahmen dieser Arbeit
indirekt die Expression von FALDH in kultivierten Epidermisdquivalenten aus FALDH-
korrigierten SLS-Zellen drei Wochen nach Transfektion nachgewiesen werden. In
Epidermisstiicken FALDH-rekombinanter Epidermiskulturen traten massive blau-schwarze
Niederschldge auf, die deutlich intensiver waren, als in den Kontrollen aus SLS-Zellen, aber
schwicher waren wie in den Kontrollen aus gesunden Zellen.

Hierdurch konnte fokal epidermale FALDH nachgewiesen werden und eine in-vitro
Wiedeherstellung gezeigt werden (3.7.2, Abb. 3.28).

Fiir das humane FALDH ist derzeit kein geeigneter Antikorper erhdltlich [Rizzo et al.,
1999]. Die erhéltlichen Antikorper beschranken sich auf Ratten oder Méuse-FALDH, die
zwar in ihren Sequenzen iiber 84 % an Homologien aufweisen, aber keine 100 %ige Identitét
besitzen [Chang und Yoshida, 1996; Miyauchi et al., 1991; Vasiliou et al., 1996].

Sinnvoll wére es, in fortfiihrenden Forschungsarbeiten einen geeigneten FALDH-Antikdrper

zu entwickeln, um exprimiertes FALDH in der Epidermis direkt darstellen zu kénnen.

4.2. Ausblick

Schwichen der Arbeit bestanden zum einen in der Darstellung morphologischer
Unterschiede zwischen Hautkulturen aus SLS-, FALDH-transduzierten- und Keratinozyten,
sowie in der Kultivierungsdauer rekombinant hergestellter Epidermiskulturen.

Bei der Darstellung morphologischer Unterschiede treten, bedingt durch die Kultivierungs-
methode dreidimensionaler Hautdquivalente, vermehrt Hyperkeratosen auf. DeB3halb ist es
schwierig einen Vergleich zwischen den Kulturen zu ziehen.

Die Kultivierungsdauer der transfizierten Hautmodelle lag zwischen 14 und maximal 28
Tagen. Eine ldngere Kultivierung ist in diesem System nicht moglich, da die Hautkulturen
bei ldngerer Kultivierungszeit starke Hyperkeratosen bilden. Um von einer Langzeit-
expression sprechen zu konnen, sollte jedoch der Beobachtungszeitraum lidnger als 4
Wochen gewihlt werden. Um von einer morphologischen in-vivo Rekonstitution des SLS-
Defekts in dreidimensionalen Epidermiskulturen sprechen zu konnen, miissten die
rekombinant kultivierten Epidermiskulturen auf ein entsprechendes Tiermodell transplantiert
werden, um den Effekt {iber einen ldngeren Zeitraum beobachten zu konnen. Eine weitere
Moglichkeit eine ex-vivo Wiederherstellung des FALDH-Defekts im Epidermisdquivalent
darzustellen, konnte durch direkte Injektion rAAV-2 FALDH-Vektoren in die aus SLS-

kultivierten Epidermiskulturen, bestehen.
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Der Gruppe von Woodley gelang es, durch einen direkten in-vivo Gentransfer mittels
inaktivierenden lentiviralen Vektoren, die ein funktionelles RDEB-Gen trugen, eine volle
Reversion des RDBE-Phenotyps zu erreichen. Korrigierte RDEB-Zellen wurden direkt in die
Haut von schweren immundefizienten Maiusen (SCID-Méusen) injiziert, wodurch es
moglich war, Transgenexpressionen bis zu 3 Monate nach Injektion zu beobachten
[Woodley et al., 2004].

Weitere Forschungsarbeiten sollten daran ankniipfen ein geeignetes Mausmodell, mit dem
morphologische Hautverédnderungen, als auch neurologische Symptome nachverfolgt werden
konnen, zu entwickeln. Zu beflirchten ist, dass die Entwicklung eines solchen Mausmodells
warscheinlich durch neonatalen Tod gekennzeichnet sein wird. Dies war der Fall bei einem
Mausmodell das dhnliche klinische Erscheinungsbilder wie SLS-Patienten hatte. Bei diesen
Maiusen liegt ein Defekt in dem Fatp4- Gen vor, welches flir den Fettsduretransport
langkettiger Fettsduren verantwortlich ist. Durch die gestorte Fettsdureautnahme kommt es
zu einer unterschiedlichen Zusammensetzung langkettiger Fettsduren in der Epidermis. Die
Haut der Fatp4-null Méuse ist durch eine hyperproliferative Hyperkeratose mit einer nicht
mehr funktionsfdhigen epidermalen Schutzfunktion gekennzeichnet. Zusitzlich zeigen die
Maiuse eine verminderte Grofe und Kontrakturen, wodurch ihre Bewegungen stark
vermindert sind. Die Miusen starben alle kurz nach Geburt [Herrmann et al., 2003].

Die gleichen Probleme traten in Mausmodellen auf, die das Erscheinungsbild einer
rezessiven Ichtyose, oder das des Netherton-Syndroms wiederspiegelten [Kuramoto et al.,
2002; Hewett et al., 2005].

Eine alternative Strategie wiirde in der Xenotransplantation humaner SLS-Keratinozyten auf
Nacktméuse bestehen. In diesem Modell muB3 zunédchste der Einflul endogener, muriner
FALDH auf humane SLS-Keratinozyten evaluiert werden.

Giinstig erscheinen indizierbare Tiermodelle, die das jeweilige genetische Krankheitsbild
reprasentieren. Erst kiirzlich wurden zwei Mausmodelle mit einem Keratindefekt entwickelt.
Bei den Mausmodellen von EBS und EHK wird das jeweilige Gen erst durch Auftragen
einer toxischen Substanz induziert [Arin et al., 2001; Cao et al., 2001]. Diese Methode bietet
den Vorteil, dass nur kleine Areale von der Mutation betroffen sind, so dass der Phéanotyp
nicht, wie bei den Tiermodellen bei denen sich die Mutation iiber das ganze Tier erstreckt,
kurz nach der Geburt stirbt.

Denkbar wére es, dass epidermal exprimierte FALDH auch andere Gewebe, bei denen ein
FALDH-Defekt vorliegt, iiber die Blutbahn transportiert werden konnte, da die in der

Epidermis produzierten Proteine iiber die Blutbahn sezerniert werden kénnen [Fenjves e al.,
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1989; Teumer et al. 1990; Gerrard et al., 1993]. Theoretisch konnten Patienten, die in einem
sehr frithen Stadium, in dem das Krankheitsbild nur durch die generalisierte Ichtyosis
gepréagt ist und mentale Retardierung, sowie Spastiken noch nicht aufgetreten sind, durch
Transplantation eines FALDH-korrigierten Epidermisstiicks behandelt werden. Die Idee
einer Gen-Creme [Hengge, 2001] wiirde optimale Voraussetzungen fiir die Therapie bieten,
da der rAAV-2/C-FALDH-Vektor direkt auf die hauptsidchlich betroffenen Hautstellen an
Nacken und den Extremitéten aufgetragen werden konnte.

Weitere Schwichen lagen in der Transduktionseffizienz von SLS-Zellen mittels rAAV-2
Vektoren, ohne Zusatz von AG1478 (3.5.3.1; Abb.:3.18). Obwohl AAV-2 Vektoren durch
weitere Fortschritte den nicht-viralen und teilweise den viralen Transfektionsmethoden
iberlegen sind, miissen beziiglich der Gentransfereffizienz, der Expressionsdauer und des
spezifischen Zelltargetings epidermaler Stammzellen weitere Forschungsarbeiten betrieben
werden [Biining et al., 2004].

Eine Moglichkeit, einen hoheren Prozentsatz an Keratinozytenstammzellen zu erzielen, und
dadurch eine hohere Effizienz und Expressionsdauer des gewiinschten Transgens zu
erreichen, konnte darin bestehen, an die Oberfliche des AAV-2 Vektors einen
entsprechenden Antikorper, Anti-CD29, zu koppeln, der ausschlieBlich an f;-Integrin,
welches von den Keratinozytenstammzellen vermehrt gebildet wird [Biining et al., 2004;
Jones und Watt, 1993], bindet. Hierdurch wire gleichzeitig ein gerichteter Gentransfer
ausschlieflich in Keratinozytenstammzellen moglich.

Alternative Gentransferstrategien konnten in der gerichteten Transduktion von neuronalem
Gewebe oder in der systemischen Verteilung von FALDH nach intramuskuldrem
Gentransfer bestehen. Bei der Genkorrektur der Himophilie wurde dies mittels Gentransfer

von rAAV-2 Vektoren in Muskelzellen erreicht [Manno et al., 2003].

4.3. Zusammenfassung der Arbeit

Das Sjogren-Larsson Syndrom ist eine autosomal-rezessive-Genodermatose, die klinisch
durch die Trias einer kongentialen Ichtyose, mentaler Retardierung und Spastiken gekenn-
zeichnet ist. Ursache dafiir sind verschiedene Mutationen in dem fiir
Fettaldehyddehydrogenase (FALDH) kodierenden Gen, woraus eine verminderte FALDH-
Aktivitit resultiert. FALDH ist ein mikrosomales Enzym, das Teil des Fettalkohol:-
Nicotinamidadenindinukleotid-Oxidoreduktasekomplexes (FAO:NAD'-Oxidoreduktase) ist,
der priferentiell langkettige Fettalkohole iiber Aldehydintermediate zu entsprechenden
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Fettsduren metabolisiert. Durch Ausfall der FALDH kommt es gleichzeitig zu einer
Reduktion der Fettalkoholdehydrogenase (FADH) wodurch es zu einer Anreicherung
langkettiger Fettalkohole und anderer Metaboliten aus dem Fettstoffwechsel kommt.

Eine kausale Therapie ist derzeit fiir SLS-Patienten nicht vorhanden. Ein therapeutischer
Ansatz besteht darin, das funktionelle Gen fiir FALDH durch Gentransfer in SLS-Zellen
einzubringen.

Ziel dieser Arbeit war es, erste Grundlagen fiir dieses gentherapeutische Konzept mittels
rekombinanten-Adeno-assoziierten-Virusvektoren in SLS-Keratinozyten zu erarbeiten. Die
zur Transfektion verwendeten AAV-2 Vektoren erscheinen als geeignet, da diese nicht
human-pathogen sind, geringe Immunogenitét besitzen, neben der spezifischen Integration in
das Wirtsgenom teilende und nicht teilungsfdhige Zellen transduzieren konnen und eine
dauerhafte Genexpressionen sowohl in-vitro, als auch in-vivo herbeifiihren konnen.

Im ersten Versuchsteil wurde eine FALDH-defekte FAA.K-Zelllinie mit rAAV-2/C-FALDH
transduziert und die FALDH-Aktivitit zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Transduktion bestimmt. Die transduzierten Zellen erreichten bis zu 100 % der Aktivitét
intakter CHO-Zellen. Nach Octadecanalinkubation iiberlebten bis zu 9-mal mehr FALDH-
Transfektanten als GFP-Transfektanten.

Im zweiten Versuchsteil wurden defekte SLS-Keratinozyten mit rAAV-2/C-FALDH-
Vektoren transduziert. FALDH-Transfektanten erreichten 34 Tage nach Transduktion
zwischen 92 %, SLS-Keratinozyten 10 % FALDH-Aktivitit bezogen auf eine 100 %
Aktivitit gesunder Keratinozyten. Dies entsprach dem Aktivititsniveau heterozygoter
Merkmalstrager, die phédnotypisch gesund sind bei einer verminderten FALDH-Aktivitét
zwischen 50 % und 60 % im Vergleich zu gesunden Keratinozyten.

FALDH-transfizierte SLS-Zellen hatten nach Octadecanalinkubation einen viermal groferen
prozentualen Anteil iiberlebender Zellen als die Kontrolle (GFP).

In kultivierten dreidimensionalen Hautkulturen aus FALDH-transfizierten Keratinozyten
konnten durch in-situ Darstellung epithelialer FALDH eine gesteigerte FALDH-Expression
in den FALDH-rekombinanten Hautkulturen nachgewiesen werden.

Damit sind erste Schritte einer Rekonstitution des FALDH-Defektes in humanen SLS-
Keratinzyten mittels Gentransfer von rAAV-2 Vektoren gelungen und die Grundlagen einer

gentherapeutischen Korrektur des Sjogren-Larsson Syndroms geschaffen worden.
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