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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

In der Optogenetik, einer Kombination aus Optik und Genetik, werden Zellen durch
genetische Manipulation lichtempfindlich, sodass Zellfunktionen gezielt durch Licht
gesteuert, Krankheiten analysiert und neue Ansatze fur Heilmethoden entwickelt
werden konnen. Ein optogenetisches System besteht meist aus zwei
Transkriptionsfaktoren, die unter Lichtaktivierung eines Chromophors eine Einheit
bilden, der den Promotor der Zielsequenz aktiviert und die Proteinsynthese startet.
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer lichtinduzierten Proteinsynthese
in optogenetisch aktivierbaren humanen Zellen fur therapeutische Applikationen. Es
konnten z. B. patienteneigene mesenchymale Stammzellen (hMSCs) wahrend der
Implantation auf dem CI (Cochleaimplantat) platziert werden, die auf Lichtinduktion hin
BDNF (brain-derived neurotropic factor) synthetisieren. BDNF hat einen positiven
Effekt auf Spiralganglionzellen, die wiederrum die auditorische Vermittlung von Cls
verbessern. Durch die gute zeitliche und rdumliche Auflosung optogenetischer
Systeme wird umliegendes Gewebe geschont und ungewollte Nebeneffekte minimiert.
Als Modellzellen wurden Saugertierzellen verwendet. Eine Etablierung des
optogenetischen PhyB (phytochrome B)-Systems in CHO-K1 (Chinese Hamster
Ovary) Zellen mit EGFP (green fluorescent protein) Marker fuhrte nach Optimierung
zu einer 5-mal hoheren Proteinexpression im Vergleich zur Leakage, wahrend beim
CRY2 (Cryptochrome 2)-System in HEK293 (human embryonic kidney) Zellen mit
Luciferase (Luc) Marker eine um den Faktor 26 gesteigerte Proteinexpression erzielt
wurde. Eine Analyse der Genexpression mittels gPCR (quantitative Polymerase-
kettenreaktion) bestatigte diese Ergebnisse. Beide Systeme konnten sowohl mittels
LED-Induktion (light emitting diode) wie auch durch Laser-Induktion aktiviert werden
und das Protein BDNF optogenetisch synthetisiert werden, wobei nur das CRY2-
System eine therapeutisch relevante Konzentration erzeugte.

Fur eine Ubertragung dieser Systeme auf hMSCs, hier aus Fettgewebe isoliert, wurden
diverse Transfektionsmethoden getestet. Eine chemische Transfektion (mit
DreamFect™ Gold) lieferte mit einer Einzel-Transfektionseffizienz von ca. 35 % zwar
die besten Ergebnisse, lag aber mit einer Ko-Transfektionseffizienz lediglich bei 6 %.
Somit ist sie in dieser Form noch nicht fur therapeutische Anwendungen nutzbar.
Schlagwadrter: Optogenetik, PhyB, CRY2, BDNF, Cochleaimplantat




Abstract

Abstract

In optogenetics, a combination of optics and genetics, cells become light-sensitive
through genetic manipulation, so cell functions can be specifically controlled by light,
diseases can be analyzed and new approaches for cures can be developed. An
optogenetic system consists usually of two transcription factors that assemble into a
unit under light activation of a chromophore, which activates the promoter of the target
sequence and starts protein synthesis.

The aim of the present work was the development of a light-induced protein synthesis
in optogenetically activatable human cells for therapeutic applications. For example
patient-derived mesenchymal stem cells (hMSCs) could be placed on the CI (cochlear
implant) during implantation and synthesize BDNF (brain-derived neurotropic factor)
upon light induction. BDNF has a positive effect on spiral ganglion cells which in turn
enhance auditory mediation of Cls. The good temporal and spatial resolution of
optogenetic systems spares surrounding tissue and minimizes unwanted side effects.
Mammalian cells were used as model cells. Establishment of the optogenetic PhyB
(phytochrome B) system in CHO-K1 (Chinese hamster ovary) cells with EGFP (green
fluorescent protein) marker resulted in 5-fold higher protein expression after
optimization compared to leakage while a 26-fold increase in protein expression, was
obtained for the CRY2 (cryptochrome 2)-system in HEK293 (human embryonic kidney)
cells with luciferase marker. Analysis of gene expression by gPCR (quantitative
polymerase chain reaction) confirmed these results. Both systems could be activated
by LED (light emitting diode) induction as well as by laser induction and synthesized
the protein BDNF optogenetically whereas only the CRY2-system produced a
therapeutically relevant concentration.

Various transfection methods were tested to transfer these systems into hMSCs here
isolated from adipose tissue. Chemical transfection (using DreamFect™ Gold)
provided the best results with a single transfection efficiency of about 35%, but co-
transfection resulted in a transfection efficiency of only 6%. Thus it is not yet applicable

for therapeutic applications in this form.

Keywords: optogenetics, PhyB, CRY2, BDNF, cochlear implant
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Einleitung

1. Einleitung

Schon seit mehr als 100 Jahren erforschen Photobiologen den Einfluss von Licht auf
Pflanzen, Tiere und Bakterien. Als Resultat werden dem Licht unterschiedliche
Funktionen zugeordnet. Sie erstrecken sich z. B. von der Energiegewinnung Uber die
Orientierung sowie den Tag- und Nachtrhythmus bis hin zur Differenzierung der Zellen.
Einige dieser Funktionen sind fuir das Uberleben der Spezies unabdingbar, sodass der
Einfluss von Licht auf Zellen ein sehr interessantes und vielversprechendes
Forschungsgebiet darstellt [1].

In dem noch relativ jungen Forschungsgebiet der Optogenetik werden die Fachgebiete
Optik und Genetik miteinander kombiniert. Es handelt sich hierbei um einen experi-
mentellen Ansatz, bei dem Zellen genetisch so manipuliert werden, dass sie lichtemp-
findlich werden. Ziel der Optogenetik ist es, ausgewahlte Zellen oder Zellfunktionen
mit Hilfe von Licht gezielt zu steuern. Dies geschieht mittels genetischer Methoden, bei
denen die Sequenzen fiur lichtempfindliche Pflanzenproteine in die Zellen eingefiigt
werden. Die Aktivierung erfolgt dann durch Licht bestimmter Wellenlangen, wahrend
die Deaktivierung in der Dunkelheit selbststandig erfolgt. Einige dieser
optogenetischen Systeme fungieren auch als Schalter, wodurch die Aktivierungslange
bestimmt werden kann. Hierbei kann die Deaktivierung durch lllumination mit einer
Deaktivierungswellenlange eingeleitet werden. Dadurch kdnnen nicht nur zellulare
Ablaufe gesteuert werden, sondern auch Informationen Uber biologische und
neuronale Prozesse gewonnen werden. Diese entscheidenden Entdeckungen haben
dazu beigetragen, dass dieses Forschungsgebiet im Jahr 2010 vom Nature Magazin
zur Methode des Jahres gewéhlt wurde [1-3].

Die Optogenetik hat ihren Ursprung in der Entdeckung und Erforschung von
Channelrhodopsinen, die zur Familie der Membranproteine gehdren. Diese aus Algen
isolierten, lichtaktivierbaren lonenkanéle werden in der Regel zur Depolarisierung von
Membranen und zur Auslésung von Aktionspotenzialen in neuronalen Zellen verwen-
det [4], wodurch die Nervenubertragung und die neuronale Aktivitat manipuliert wer-
den. Spater wurden die optogenetischen Werkzeuge dann um Schalter fir die Regu-
lation der Protein- und Genexpression sowie zur Steuerung der Enzymaktivitat oder
Protein-Protein-Wechselwirkungen erweitert. Je nach Anwendung kann mittlerweile

aus einer grof3en Vielfalt an optogenetischen Werkzeugen ausgewéhlt werden [5].




Einleitung

Fur die Anwendung bietet die Nutzung von Licht zur Aktivierung bzw. Deaktivierung
von Zellfunktionen mehrere Vorteile wie z. B. Nicht-Invasivitat und eine hohe zeitliche
und réaumliche Auflésung. Mehrere optogenetische Systeme verschiedener
Wellenlangen konnen kombiniert werden, um eine mehrkanalige Steuerung zu
ermoglichen und somit die Spezifitdt noch weiter zu erhéhen. Zusatzlich ist die Gefahr
einer nicht gewollten Beeinflussung oder Schadigung umliegender Zellen und von
Gewebe sowie einer Funktionsbeeintrachtigung im Vergleich zu einer elektrischen

Beeinflussung sehr gering [6].

Ziel der optogenetischen Forschung ist es, Krankheiten mit Hilfe von Licht zu analysie-
ren, um deren Mechanismen besser zu verstehen. Hierdurch sollen neue Ansatze fir
Heilmethoden oder Linderungsmalinahmen diverser Krankheiten gefunden werden.
Einige dieser Ansatze befassen sich mit der Erforschung Licht-basierter oder optoge-
netischer Heilmethoden. Diese Forschungen beschaftigen sich vorrangig mit den The-
mengebieten der Wiederherstellung des Sehvermdgens, der Behandlung von
neuronalen Stérungen, wie z. B. Epilepsie oder Parkinson, sowie von kardiovaskularen
Krankheiten, dem Genome Editing und der Implantatforschung [2].

Aktuelle Therapien von neurosensorischen und neurologischen Stérungen aktivieren
Neurone meist elektrisch. Hierbei wird jedoch lediglich ein physiologischer Prozess
ausgelost, wahrend bei einer natirlichen Aktivierung des Neurons durch die Aus-
schittung von Neurotransmittern zuséatzlich zahlreiche weitere molekulare Prozesse
ausgelost werden. Dartber hinaus kann der Einsatz von Strom bei benachbarten Zel-
len ungewollte Nebeneffekte auslosen [7]. Daher besteht die Uberlegung, die moleku-
laren Prozesse der Neuronenaktivierung durch den Einsatz von optogenetischen Me-
thoden zu beeinflussen. Hierdurch wirden nicht nur die ungewollten Nebeneffekte
wegfallen, sondern auch eine bessere zeitliche und raumliche Auflésung erreicht wer-
den. Diese Technik soll in stimulierenden Implantaten, wie z. B. optogenetischen Herz-
schrittmachern oder Cochlea, spater die elektrische Aktivierung ergéanzen oder
komplett ersetzen (siehe Abbildung 1). Dartber hinaus kénnen optogenetische Sys-
teme, die in der Regel aus zwei Transkriptionsfaktoren bestehen, die sich unter
Lichtaktivierung eines intrinsisch gebildeten Chromophors zu einer funktionellen
Einheit zusammensetzen, einen Promotor einer bestimmten Zielsequenz aktivieren.

Dieser startet dann die Zielgen-Transkription und -Proteinbiosynthese von z. B.




Einleitung

Wachstumsfaktoren oder neuroprotektive Faktoren wie BDNF. Diese optogenetisch
aktivierbaren Zellen kdénnen bei der Implantation neben dem Implantat platziert
werden, um die Erfolgschancen der elektrischen Resonanz auf das CI durch eine
Stabilisierung der daftir notwendigen Spiralganglienzellen (SGZ) zu steigern. Bei Cls
besteht zusatzlich die Moglichkeit, das Wachstum der SGZ zum Implantat hin zu

fordern, wodurch die elektrische Kopplung bedeutend erhéht werden kann.

Abbildung 1: Schematische Darstellung des optogenetischen Cls. Der pinkfarbene Pfeil stellt die
Transfektion der hMSCs mit dem optogenetischen System dar, die bei der Implantation neben dem
Implantat platziert wird. Der blaue Pfeil stellt den Lichtleiter dar, mit dem das CI versehen wird und

durch den das optogenetische System aktiviert werden kann [8].

Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre haben gezeigt, dass SGZ eine entschei-
dende Rolle bei der auditorischen Vermittlung von Cls spielen [9]. Andere Studien
haben positive Effekte des neuroprotektiven Faktors BDNF auf Spiralganglionzellen
nachgewiesen [10]. In Konsequenz stellt somit eine Therapie der Cochlea mit BDNF
einen guten Ansatz zur Verbesserung der auditorischen Vermittlung von Cls dar [11].
Hierbei kdnnte eine optogenetisch-induzierte BDNF Expression direkt am CI eine
entscheidende Rolle spielen, da durch die gute zeitliche und rdumliche Auflésung

umliegendes Gewebe geschont und ungewollte Nebeneffekte minimiert werden. Das
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Cl wird hierftir mit einem Laser-basierten Lichtleiter [13], der bei einer sehr geringen
GroRRe eine gute Strahlenqualitat mit hohen Intensitaten ermdéglicht, sowie mit
optogenetisch aktivierbaren patienteneigenen Zellen versehen. Mesenchymale
Stammzellen z. B. lassen sich leicht aus dem Fettgewebe des Patienten isolieren und
weisen als allogen lGbertragene Zellen eine niedrige Immunogenitat auf [12]. Durch die
Verwendung patienteneigener Stammzellen koénnte die Immunogenitat komplett
vermieden werden.

Durch die optogenetische Aktivierung kann BDNF mit einer guten zeitlichen und
raumlichen Auflésung direkt am CI synthetisiert werden. Die Menge und die Haufigkeit
der BDNF-Synthese kdnnen direkt durch die Haufigkeit und Dauer der Lichtinduktion
gesteuert werden. Hierbei wird nur ein minimaler Bereich um das Implantat herum im
Innenohr betroffen, wahrend die anderen Bereiche des Kopfes nicht beeinflusst
werden. Dies ist ein entscheidender Vorteil im Vergleich zu einer oralen, systemischen
oder subkutanen BDNF-Applikation oder einer simplen Beschichtung des Implantats
mit BDNF. Zusatzlich birgt eine Lichtaktivierung nicht die Gefahr, ungewollt Einfluss

auf die empfindliche Elektronik des Cls zu nehmen.

Bei der vorliegenden Dissertation handelt es sich um ein Kooperationsprojekt
zwischen dem Institut fir Technische Chemie, dem Institut fir Quantenoptik und dem
Institut fur Mikroelektronische Systeme der Leibniz Universitat Hannover. Dieses
Projekt ist Teil des Exzellenz Clusters Hearing 4 All, der die Expertisen der
Universitaten Hannover, Oldenburg und der Medizinischen Hochschule Hannover in
der Horforschung vereint und Kooperationen untereinander fordert.

Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit war die Entwicklung einer lichtinduzierten
Proteinsynthese in optogenetisch aktivierbaren Saugerzellen als Modellzellen fir
therapeutische Applikationen in  humanen Stammzellen. Hierbei sollten
Saugetierzellen mit einem optogenetischen System transfiziert werden, das
anschlielend mit Hilfe eines Lichtimpulses dazu angeregt wird, ausgewahlte Proteine
wie das therapeutisch relevante BDNF zu synthetisieren.

Als Modellzellen fur die humanen Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit zunachst
Saugertierzellen einer Zelllinie verwendet. Eine Etablierung des optogenetischen
PhyB-Systems erfolgte in CHO-K1 Zellen mit EGFP Marker, wahrend das CRY2-
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System, in einem anderen Modellzellsystem, den HEK293 Zellen mit dem Reporter
Luciferase als Marker etabliert wurde.

Bei dem PhyB System handelt es sich um ein Rotlicht-aktivierbares und Fernrotlicht-
deaktivierbares optogenetisches Schaltersystem, dass aus zwei Plasmiden besteht.
Fur eine optogenetische Schaltung des PhyB Systems ist die Zugabe eines externen
Chromophors notwendig. Das CRY2-System hingegen ist Blaulicht-aktivierbar und
besteht aus drei Plasmiden. Es deaktiviert sich nach wenigen Minuten in der
Dunkelheit von selbst, wodurch eine wiederholte lllumination notwendig ist. Im
Gegensatz zum PhyB System bendtigt es jedoch keine externen Faktoren.

Da optogenetische Systeme in der Regel aus zwei Transkriptionsfaktoren bestehen,
die sich unter Lichtaktivierung eines Chromophors zu einer funktionellen Einheit
zusammensetzen, die dann einen Promotor einer bestimmten Zielsequenz aktiviert,
bestehen sie meist aus mehreren Plasmiden. Dies hat mehrere Grinde. Zum einen
sollen die beiden Transkriptionsfaktoren getrennt voneinander exprimiert werden,
damit der Promoter nicht bereits ohne Lichtinduktion aktiviert wird. Deswegen sind die
beiden Transkriptionsfaktoren in der Regel auf zwei verschiedenen Plasmiden
lokalisiert. Zum anderen ist die L&nge eines zu transfizierenden Plasmids begrenzt. Je
langer das Plasmid ist, desto schwerer ist es zu transfizieren, deswegen ist es meist
nicht moglich, alle notwendigen Gensequenzen auf einem Plasmid unterzubringen.
Zuséatzlich ist bei manchen optogenetischen Systemen ein bestimmtes
stochiometrisches Verhaltnis zwischen den verschiedenen Komponenten notwendig,
um eine hohe Expression zu erreichen. Dieses kann durch eine Transfektion mit
verschiedenen Mengen der Plasmide erzielt werden. Fur die Etablierung der beiden
optogenetischen Systeme war deswegen eine Ko-Transfektion mit zwei bis drei
Plasmiden notwendig. Auf dem einen Plasmid befindet sich die Sequenz fir den
Photosensor und auf dem anderen bzw. den anderen Plasmiden die Sequenz fir den
Interaktionspartner sowie fur das zu synthetisierende Protein.

In dieser Arbeit wurde die Ko-Transfektion eines optogenetischen Systems in
Saugetierzellen (PhyB in CHO-K1 Zellen und CRY2 in HEK293 Zellen) etabliert und
hinsichtlich einer hohen Proteinexpression fir therapeutische Applikationen optimiert.
Fur das PhyB-System wurden die Parameter llluminationsintensitat, Arbeitsabstand,

Menge der Chromophore sowie das Plasmidverhaltnis optimiert. Bei dem CRY2-
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System wurden die Einflussfaktoren Plasmidverhéltnis, Plasmidmenge, Menge an
Transfektionsreagenz sowie die Illuminationsdauer optimiert.

Anschliel3end sollte die Proteinbiosynthese des therapeutisch relevanten BDNFs
mittels optimierten Versuchsprotokolls optogenetisch induziert werden und die
Konzentration des BDNFs quantifiziert werden. Zusatzlich sollte die Funktion der
optogenetisch  aktivierbaren Genexpression auf Genebene mittels gPCR
nachgewiesen und mit der Proteinexpression verglichen werden. Weiterhin sollte
nachgewiesen werden, dass auch die therapeutisch relevante Laser-Induktion
geeignet ist, die optogenetische Proteinbiosynthese zu aktivieren. AnschlielRend soll
die resultierende Proteinexpression mit der Proteinexpression der experimentell
verwendeten LED-Illumination verglichen werden. AbschlieRend sollte die Methode,
die in der hochsten BDNF Expression resultiert, auf die therapeutisch relevanten
hMSCs, die aus Fettgewebe isoliert wurden, Ubertragen werden. Hierfur sollte
zunachst eine geeignete Ko-Transfektionsmethode ermittelt, optimiert und etabliert

werden.
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2. Theorie

2.1 Optogenetik

Einer der ersten Schritte in der Entwicklung der Optogenetik war im Jahr 1971 die
Entdeckung eines Opsins aus der Purpurmembran von Halobacterium halobium, dass
sowohl lonenkanal, wie auch Lichtrezeptor ist. Wird diese Gensequenz in eine Zelle
eingebracht, so produziert diese den lonenkanal und baut ihn in die Zellmembran ein.
Diese lonenkanale kénnen durch Licht ge6ffnet werden, wodurch positive Natrium-
und Calciumionen aus dem extrazellularen Raum in die Zelle einstromen kdnnen,
wodurch sich das Zellpotential ins Positive verschiebt. Hierdurch werden
Aktionspotenziale in der Zelle erzeugt. Spater entdeckte Opsine sind lonenkanéle
unter anderem fur negative Chloridionen, wodurch das Aktionspotential der Zelle ins
Negative verschoben werden kann. Kombiniert man beide Opsine so lassen sich die
Zellen nach Belieben polarisieren oder depolarisieren. Dies ermdglicht eine schnelle

Kontrolle bestimmter zellularer Prozesse [13], [14].

Bacteriorhodopsin Halorhodopsin Channelrho)dopsin Sensory(SR'?)odopsin

(BR) (HR) (ChR
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Abbildung 2: Ubersicht verschiedener optogenetischer Opsine, ihres Aufbaus und ihrer
Funktionsweisen. Von links nach rechts: Bacteriorhodopsin, Halorhodopsin, Channelrhodopsin und

Sensory Rhodopsin. [14].

Im Laufe der Jahre wurden weitere Mitglieder der Licht-induzierbaren Opsin-Familie
identifiziert. Das Halorhodopsin in 1984 [15] und das Channelrhodopsin [16] im Jahr
2002 (siehe Abbildung 2). Die Entdeckung, dass Neuronen nach Transfektion mit
einem mikrobiellen Opsin-Gen ohne weitere Faktoren auf Licht reagierten stellte einen

wesentlichen Durchbruch dar [17].
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Zu den in der Optogenetik am haufigsten verwendeten Opsinen gehoren
Channelrhodopsine und lichtgesteuerte Pumpen, wie Halorhodopsin und Archs.
Channelrhodopsine sind durch blaues Licht aktivierte, unspezifische Kationenkanéle.
Das erste beschriebene Channelrhodopsin (Channelrhodopsin-1) stammt aus
Chlamydomonas reinhardtii und lasst sich mit Hilfe von blauem Licht aktivieren [16].
Ein weiteres Channelrhodopsin (Channelrhodopsin-2) wurde spater aus demselben
Organismus isoliert [18]. Halorhodopsine sind lichtgesteuerte Einwarts-
Chloridpumpen. Wenn sie in der Zielzelle exprimiert und mit gelbem Licht beleuchtet
werden, pumpen sie Chloridionen aus dem extrazellularen Medium in die Zelle und
vermitteln eine Hyperpolarisierung mit anschlielBender Abschaltung der Zielzelle. Das
Halorhodopsin aus dem Archaea Natronomonas pharaonis ist das erste in Neuronen
eingesetzte [19]. Archs sind Licht-gesteuerte, nach aul3en gerichtete Protonenpumpen
aus Halorubrum sodomense. Wenn sie in Neuronen exprimiert und mit gelbem oder
grinem Licht beleuchtet werden, pumpen Archs positive Ladung aus den Zellen und
hyperpolarisieren diese [20].

Der Begriff Optogenetik wurde erstmals 2006 von Deisseroth et al. [21] eingefuhrt und
steht fur eine Kombination von Gentechnik und optischer Technologie. Sie hat das
Ziel, biologische Funktionen von Zellen, Geweben, Organen oder Organismen mit Hilfe
von Licht zu steuern und zu Uberwachen.

Durch den grof3en Erfolg der Opsine gewann die Optogenetik schnell an Popularitét,
und das Interesse an optogenetischer Forschung wuchs insbesondere, weil sich damit
die Vision verband, Uber Lichtimpulse neuronale Aktivitat zu steuern. Durch die grol3e
Vielfalt an Forschungsgebieten wurde das optogenetische Repertoire bald um Schalter
fur die Regulation der Protein- und Genexpression sowie zur Steuerung der
Enzymaktivitat oder Protein-Protein-Wechselwirkungen erweitert. Je nach Anwendung
kann mittlerweile zwischen einer grof3en Vielfalt an optogenetischen Werkzeugen

ausgewahlt werden [5].

2.2 Optogenetische Systeme flr die Gen- und Proteinexpression

Im Allgemeinen besteht ein optogenetisches System zur Gen- und Proteinexpression
aus zwei Komponenten, einem Photosensor und einem Interaktionspartner. Bei

Lichtinduktion absorbiert das im Photorezeptor befindliche Chromophor Photonen,
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wodurch sich die Konformation des Photorezeptors &ndert. Dies ermdglicht die
Interaktion  beider = Komponenten  miteinander. Die Interaktions- und
Bindungseigenschaften der beiden Komponenten kénnen in vier verschiedene
Kategorien eingeteilt werden: (i) gespaltene Proteine, (ii) Dimerisierung und DNA-
Bindung, (iii) Kompartmentalisierung/ Lokalisierung und (iv) sterische/allosterische
Effekte [22]. Typischerweise ist einer der Partner mit einer DNA-Bindedoméne (DBD)
mit einem ausgepragten Bindungsmotiv fusioniert, wahrend der andere Partner einen
Transkriptionsfaktor (TF), auch Aktivierungsdoméne genannt, beherbergt. In
Kombination kann dadurch die Genexpression des optogenetischen Systems
beeinflusst werden. Nach Lichtinduktion bindet der Partner mit der DBD an das
Bindungsmotiv der DNA, wéahrend der andere Partner mit dem TF den Startpunkt fur
die RNA-Polymerase bildet, wodurch das gene of interest (Goi) exprimiert wird [23].
Alle optogenetischen Systeme zur Genexpression erfordern ein Chromophor, dass an
eine intramolekulare Bindungsstelle des Photosensors gebunden ist. In der Regel sind
diese Chromophore kovalent an einen Cysteinrest des Photosensors gebunden [24].
Bei Absorption eines Photons andert sich die Elektronendichte innerhalb des
Chromophors, was zu einer Konformationsédnderung des Chromophors und des
entsprechenden Photosensors fuihrt [25]. Phycocyanobilin  (PCB), Flavin-
Mononukleotid (FMN), Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und Biliverdin sind die
gangigsten Chromophore fur die molekulare Lichtsensorik. Zwei eher seltene
Chromophore sind 5'-Desoxyadenosylcobalamin und p-Cumarsaure.

Die wichtigsten optogenetischen Werkzeuge fur die Genexpression in Saugetierzellen
sind das CRY2-System [26], das PhyB-System [27] und das LOV (light-oxygen-
voltage)-System [28]. Ihr allgemeines Funktionsprinzip wird im Folgenden erlautert.

2.2.1 Phytochrome B (PhyB)

Die beiden Hauptkomponenten des PhyB-Systems sind der Photorezeptor
Phytochrom B und sein Interaktionspartner, der Phytochrom-Interaktionsfaktor (PIF)
[27,29-32], die beide ursprunglich aus der Pflanze Arabidopsis thaliana stammen [33].

In Abbildung 3 ist das Funktionsprinzip des PhyB-Systems dargestellt.
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Abbildung 3: Funktionsprinzip des PhyB-Systems: Das optogenetische System besteht aus zwei
Komponenten — einem Photosensor (griin: PhyB) und seinem Interaktionspartner (blau: PIF) —, die
nach Lichtinduktion in Gegenwart eines Chromophors (PCB - nicht gezeigt) miteinander interagieren.

Der Photorezeptor PhyB besteht aus zwei Hauptdoméanen, wobei nur die N-terminale
Domane fir die Optogenetik relevant ist. Sie bildet die photosensorische Domane und
bindet den exogenen Co-Faktor, das Chromophor PCB. Bis zur Absorption des
Chromophors bleibt PhyB in seinem inaktiven Zustand (PhyBR genannt). Nach der
Bindung des Chromophors ist PhyB in der Lage, ein rotes Photon (660 nm) zu
absorbieren, wodurch es isomerisiert, und zu einer Konformationséanderung von
PhyBR zu seinem aktiven Zustand (PhyBFR) fuhrt. PhyBFR kann an PIF, das mit Hilfe
der DNA-bindenden Doméne an die DNA gebunden ist, binden. Der mit PhyB
fusionierte Transkriptionsfaktor leitet dann die Gentranskription ein. Durch Absorption
eines dunkelroten Photons (740 nm) andert sich die Konformation von PhyBFR zurlick
zu PhyBR. Infolgedessen dissoziiert der PhyB-PIF-Komplex und die Gentranskription
von PIF wird beendet [27].

Das PhyB-System ist also ein optogenetischer Schalter, der mit Licht zweier
unterschiedlicher Wellenlangen aktiviert und deaktiviert werden kann. Wird das
System nicht durch dunkelrotes Licht deaktiviert, kehrt es langsam (nach etwa 24
Stunden) in den thermisch stabileren inaktivierten Zustand zurlick. Dieser Vorgang
wird auch als thermische Revision bezeichnet [34].

Neben der Genexpression wird das PhyB-System auch zur Translokation einer
Vielzahl von Proteinen verwendet und so die Zellmorphologie in Saugetierzellen
verandert und gesteuert. Levskaya et al. [35] und Leung et al. [36] fokussierten sich in
ihren Arbeiten auf eine optogenetische Beeinflussung des Aktin-Zytoskeletts und die
Lenkung der Aktin-Polymerisation, wahrend sich Toettcher et al. [37, 38] mit der
Phosphoinositid-3-Kinase-Aktivitdt und dem Signalprotein RAS beschaftigten. Auch

andere Zellfunktionen wie der intrazellulare Transport [39] und die Proteinlokalisierung
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[40] kbnnen gesteuert werden. In neueren Studien entwickelten Uda et al. [41, 42] eine
stabile HelLa (Henriette Lacks, menschliche Epithelzellen von Gebarmutterhalskrebs)
Zelllinie die PCB synthetisiert, um die Notwendigkeit der Zugabe eines exogenen
Chromophors zu umgehen. Kramer et al. [43] verwendeten das PhyB-System in
Kombination mit CRY2 fir eine multichromatische Kontrolle von Signalwegen in
HEK293 Zellen. Fonin et al. [44] beobachteten die Bildung von membranlosen

Organellen in Saugetierzellen mit Hilfe von PhyB.

2.2.2 Light-oxygen-voltage (LOV)

Der Licht-Sauerstoff-Spannungs-Photorezeptor LOV ist einer der vielseitigsten
optogenetischen Photorezeptoren, da es viele verschiedene Madglichkeiten der
gentechnischen Veranderung und verschiedenste Mutanten gibt, was zu einer grof3en
Vielfalt an Anwendungen fuhrt. LOV-Domanen finden sich in zahlreichen pflanzlichen,
fungiziden und bakteriellen Proteinen [28, 45-50]. Der typische LOV-Photorezeptor
hat keinen Interaktionspartner, da seine Funktion durch Konformations&nderung einer
Helix hervorgerufen wird. Der Hauptaktionsmechanismus ist die Regulierung der
Aktivitat Gber sterische Hinderung, die durch eine Konformationsdnderung einer Helix
moduliert wird. Das Funktionsprinzip ist in Abbildung 4 dargestellt. Es gibt jedoch
einige LOV-Varianten mit anderen Interaktionspartnern die spater erwahnt werden.

(30s/505s)

Abbildung 4: Funktionsprinzip des EL222-Systems (griin): Nach Bindung des Chromophors
(FAD/FMN - nicht gezeigt) und Lichtinduktion entfaltet sich die J-Helix (blau) und der
Transkriptionsfaktor (TF: gelb) wird nicht mehr sterisch gehindert, wodurch die Genexpression des

Zielgens aktiviert wird.

LOV gehort zur Per-ARNT-Sim Doméne (PAS: period circadian protein-acryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator protein-single-minded protein) und nimmt
blaues Licht (450 nm - 500 nm) mit Hilfe des Chromophors Flavin-Mononukleotid oder
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Flavin-Adenin-Dinukleotid wahr. Beide Chromophore sind in Sdugetierzellen endogen
und interagieren in der Dunkelheit nicht-kovalent mit LOV [51]. Bei Absorption eines
Photons wird eine kovalente Bindung zwischen dem Chromophor und dem PAS-Kern
gebildet, die zu einer Konformationsanderung und einer Neuanordnung der nicht-
kovalenten Wasserstoffbriickenbindungen fiihrt [52]. Diese Konformationsdnderung
fihrt zu einer Dislokation der a- und J-Helices von der C- und N-terminalen Doméne
[53] und legt die sterisch gehinderte DBD frei [54]. Fur die Regulierung der
Genexpression wurde ein Transkriptionsfaktor an die J-Helix fusioniert.

Im Dunkeln I6st ein spontaner Mechanismus die Bindung zwischen LOV und dem
Chromophor auf, wodurch das System innerhalb von 50 Sekunden deaktiviert wird.
Anwendungen, die auf dieser lichtinduzierten Konformationsanderung beruhen, sind
zum Beispiel Protein-Protein-Wechselwirkungen (Hetero-, Homodimerisierung und
Dissoziation) [26, 28, 55], lichtabhangige Allosterie (Maskierung/Demaskierung von
Effektorstellen, photocaged Peptide und lichtinduzierte Stérungen) [56-58], Genom-
Editing mit CRISPR/Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/
CRISPR-associated protein) [46] und Genexpression. Neue Ansatze beschéaftigen sich
mit einer dualen optogenetischen Aktivierung zur Protein-Regulation mit einer
Kombination aus Senkung der Genexpression sowie der Proteinstabilitat in
HEK293T, HelLa-, CHO-K1-, NIH/3T3 (swiss albino mouse fibroblasts)- und Cos-7
(CV-1in Origin, carrying SV40)-Zellen [45, 59].

Es sind verschiedene Varianten von LOV bekannt, die je nach Anwendung die
optogenetische Leistung des Systems verbessern kdnnen. Gangige LOV-Systeme mit
einem anderen optogenetischen Hauptmechanismus sind: FKF1 (A. thaliana flavin-
binding), asLOV2 (avena sativa phototropinl), EL222 (erythrobacter litoralis LOV) und
VVD (neurosporea crassa Vivid).

Der Photorezeptor FKF1 unterliegt einer Heterodimerisierung mit dem
Interaktionspartner Gl (gigantea) nach einer nicht kovalenten Chromophorbindung
(FAD/FMN) und Blaulichtbeleuchtung. Ein mit FKF1 fusionierter Transkriptionsfaktor
aktiviert nach der Heterodimerisierung die Gentranskription [60—62]. Gl hingegen ist
mit der DNA (Desoxyribonukleinsaure)-Bindungsdoméne (Zinkfingerprotein)

fusioniert, die den Initiationskomplex am Zielgen lokalisiert.
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Das Funktionsprinzip von Photorezeptoren wie asLOV2 und EL222 &hnelt dem der
typischen LOV-Domane (siehe Abbildung 4). Der Photorezeptor ist im dunklen
Zustand an eine Helix-Turn-Helix-Domé&ne gebunden, die die fir die DNA-Bindung
wichtige Helix blockiert. Nach Bindung eines Chromophors und Beleuchtung mit
blauem Licht andert der Photorezeptor seine Konformation. Dadurch wird die Helix der
Helix-Turn-Helix-Doméane nicht mehr blockiert, und das DBD-Element kann an das
DNA-Bindungsmotiv binden. Ein Transkriptionsfaktor, der mit dem Photorezeptor
fusioniert ist, startet die Genexpression. Zurick im Dunkeln erfolgt die thermische
Revision schnell [63].

Der VVD-Photorezeptor zeichnet sich dadurch aus, dass er bei Bindung eines
Chromophors und bei Beleuchtung an den Interaktionspartner Gal4
(Transkriptionsfaktor) dimerisiert. Gal4 hat ein ausgepréagtes DNA-Bindungsmotiv,
weshalb der mit VVD fusionierte Transkriptionsfaktor die Genexpression initiieren
kann. In der Dunkelheit dissoziiert das Heterodimer wieder in seine urspriingliche Form

und die Gentranskription wird beendet [64].

2.2.3 Cryptochrome 2 (CRY2)

Das CRY2-System besteht aus dem Photorezeptor Cryptochrom Circadian Regulator
2 , seinem Interaktionspartner, dem Protein CIB (cryptochrome-interacting basic-loop-
helix) und den Chromophoren Flavin-Adenin-Dinukleotid oder Flavin-Mononukleotid
[26, 45, 61, 65—70]. An der N-terminalen Domane von CRY2 befindet sich eine
Photolyase-homologe Region, die an das Chromophor bindet. CRY2, aus der Pflanze
Arabidopsis thaliana, ist ein ungewdhnliches photosensorisches Protein, da es nach
der Beleuchtung mit blauem Licht (450 nm) auf zwei verschiedene Arten interagieren
kann. Der erste Interaktionsweg ist eine Homo-Oligomerisierung ohne Beteiligung
eines anderen Interaktionspartners, die zur Bildung von Clustern verschiedener CRY 2-
Molekile bei Blaulichtstimulation fuhrt. In den letzten Jahren ist die Anwendung der
CRY2-Homo-Oligomerisierung immer popularer geworden, um Zellfunktionen und
Protein-Protein-Interaktionen zu regulieren [71]. Fir die vorliegenden Experimente ist
dies jedoch ein unerwiinschter Nebeneffekt.

Nach der Lichtinduktion kann CRY2 aber auch mit CIB interagieren (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Funktionsprinzip des CRY2-Systems: Das optogenetische System besteht aus zwei
Komponenten — einem Photosensor (griin: CRY2) und seinem Interaktionspartner (blau: CIB) —, die
nach Lichtinduktion in Gegenwart eines Chromophors (FAD/FMN - nicht gezeigt) miteinander

interagieren.

Der genaue Bindungsmechanismus von CRY2 und CIB ist noch nicht vollstandig
geklart. Kennedy et al. [26] nutzten jedoch das CRY2-System zur Kontrolle von
Protein-Protein-Interaktionen. Genauer gesagt induzierten sie Proteintranslokation,
Transkription und Cre-Rekombinase-vermittelte DNA-Rekombination. Idevall-Hagren
et al. [72] kontrollierten den Phosphoinositid-Stoffwechsel in Saugetierzellen mit
CRY2/CIB. Phosphoinositide sind Lipidkomponenten von Zellmembranen, die eine
Vielzahl von Zellfunktionen regulieren. Duan et al. [55] nutzten CRY2, um den
Transport und die Verteilung von Organellen durch Licht zu steuern. Sie erreichten
dies durch die optische Rekrutierung molekularer Motoren auf Organellen durch die
Heterodimerisierung von CRY2 und CIB. Nihongaki et al. [67] und Polstein & Gersbach
et al. [69] kombinierten das CRY2-System mit dem Genom-Editing-Werkzeug
CRISPR/Cas zur Regulierung der Genexpression in Saugetierzellen (HEK293,
HEK293T, Cos-7). Im Jahr 2016 kam auch ein optogenetisch induzierbares Cre-
Rekombinasesystem (Cyclization Recombination oder Causes Recombination) fur das
Genom-Editing in vitro in HEK293- und HEK293T-Zellen zum Einsatz [73, 74].

2.2.4 Vor- und Nachteile der Systeme

Die optogenetischen Systeme unterscheiden sich in der Aktivierungswellenlénge, dem
Chromophor, der Reversibilitat und der Deaktivierungszeit der Genexpression. Da
jedes System seine eigenen Vor- und Nachteile hat, gibt es nicht das perfekte
optogenetische System fur alle Arten von klinischen Anwendungen. Daher muss es in

Abhéangigkeit von der gewinschten Anwendung sorgfaltig ausgewahlt werden. Die
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Vor- und Nachteile der wichtigsten optogenetischen Systeme, laut Literatur, sind in

Tabelle 3 zusammengefasst und werden anschliel3end ausfuhrlicher erdortert.

Tabelle 3: Vor- und Nachteile der verwendeten optogenetischen Systeme.

Optogene-
tisches Vorteile Neutral Nachteile
System
PhyB e lllumination e Externer Co-
(660 nm) zellschonend mit Faktor notwendig
hoher e Halbwertzeit der
Eindringtiefe Chromophore
e Optogenetischer betragt nur 1
Schalter Stunde
e Stabile
Aktivierung fur
12-24 Stunden
CRY2 e Chromophor ¢ Niedrige Ein- e Nebenreaktion:
(450 nm) kommt in dringtiefe (Problem Homodimeri-
Saugetierzellen |6sbar) sation von CRY2
naturlich vor e Hohe Intensitat
e Gute kann
Zeitauflésung zellschadigend
(Deaktivierung wirken (gepulste
nach ca. 5 [llumination)
Minuten)
LOV e Chromophor e Niedrige Ein-
(450 nm) kommt in dringtiefe (Problem
Saugetierzellen |6sbar)
naturlich vor e Hohe Intensitat
e Sehr vielseitig kann
(Varianten, zellschadigend
Anwendungs- wirken (gepulste
moglichkeiten) [llumination)
e Zeitauflosung
abhéangig von der
Variante (17
Sekunden bis 62
Stunden madglich)

PhyB: Das PhyB System ist auf das Chromophor PCB angewiesen, das in
Saugetierzellen nicht endogen ist. Abgesehen von Sicherheitsbedenken ist dies ein
schwerwiegender Nachteil, da PCB dem optogenetischen System zugefiihrt werden
muss, welche Injektionen oder Infusionen in das Zielgewebe erfordert [75]. Die

wiederholte Zugabe von PCB ist obligatorisch, da die Halbwertszeit von PCB nur etwa
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1 Stunde betragt. Eine Moglichkeit, diesen Nachteil zu Uberwinden, ist die Co-
Transfektion der Zellen mit den Genen fir die PCB-Synthese aus Hame [27]. Es hat
sich jedoch gezeigt, dass die Einfihrung der PCB-Synthese allein nicht ausreicht,
sondern dass andere Wege des Hame-Stoffwechsels unterdrickt werden missen, um
ausreichende PCB-Konzentrationen zu erreichen [41]. Daruber hinaus ist Hame auch
fur andere lebenswichtige Korperfunktionen wie den Sauerstofftransport von
entscheidender Bedeutung, weshalb bei der Stérung des Hame-Stoffwechsels grolite
Vorsicht geboten ist.

Das PhyB System wird mit (dunkel-) rotem Licht aktiviert und deaktiviert, was fur den
in vivo Einsatz von Vortelil ist, da es das Gewebe tiefer durchdringt als Licht mit einer
kirzeren Wellenlange. Dariber hinaus enthélt rotes Licht im Vergleich zu Licht
kurzerer Wellenlange eine geringere Energie, so dass mdgliche gewebeschadigende
Wirkungen verringert werden, was fur in vivo Applikationen ein grof3er Vorteil ist [27].

CRY2: Das CRY2-System ist von der Aktivierung durch blaues Licht abhangig und hat
eine Aktivierungshalbwertszeit von 5,5 Minuten. Daher muss, auch wenn die hohe
zeitliche Auflosung attraktiv erscheint, eine aufwandigere konstante oder wiederholte
Blaulichtbeleuchtung verwendet werden, um das System im aktivierten Zustand zu
halten, was einen Nachteil darstellen konnte. Um Zellschdden zu vermeiden wird eine
kontinuierliche Blaulicht-Beleuchtung nicht empfohlen. AufRerdem kann die
Homodimerisierung von CRY2 zu unerwinschten Nebenwirkungen fihren und die
Gesamtleistung der Genexpression verringern. Es ist noch nicht erwiesen, ob eine
unerwiinschte CRY2 Homodimerisierung weitere Nebenwirkungen in den Zellen
verursacht und somit ein Risiko fur die biologische Sicherheit darstellt. Allerdings
konnten Duan et al. [76] zeigen, dass die Homodimerisierung an der C-terminalen
Domane stattfindet, wahrend die CRY2/CIB-Heterodimerisierung an der N-terminalen
Domaéne stattfindet. Indem sie die Ladungen an der C- und N-terminalen Doméne
verdnderten, konnten sie eine der Reaktionen verstarken oder unterdriicken.
Andererseits sind die Chromophoren FMN und FAD in Séugetierzellen endogen, was
von Vorteil ist. AuRerdem fuhrt die kurze Halbwertszeit des aktivierten Zustands zu

einer guten zeitlichen Auflésung des Systems [61].
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LOV: LOV-Systeme weisen je nach verwendeter Variante unterschiedliche
Eigenschaften auf. Die Deaktivierungszeit der LOV-Systeme hangt stark von der
verwendeten Variante ab und reicht von 17 Sekunden bis 62 Stunden. Ahnlich wie
beim CRY2-System ist auch eine kontinuierliche oder gepulste Blaulichtbeleuchtung
erforderlich um LOV-Systeme zu aktivieren. Wie bereits erwéhnt, hat blaues Licht
unerwinschte optische Eigenschaften und kann dem bestrahlten Gewebe
unerwinschte Schaden zufligen [45]. Ein grol3er Vorteil des LOV-Systems ist, dass
LOV-Elemente klein sind und das Chromophor FMN in Saugetieren endogen ist. Durch
ihre grofRe Vielseitigkeit in der Anwendung sind LOV-Systeme ein wichtiges

optogenetisches Werkzeug [26].

2.3 Indikatorproteine

Die nachfolgenden Proteine wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit als proof-of-
principle und Indikator fuir die H6he der Transkription und Genexpression wahrend der

Optimierung der Reaktionsbedingungen verwendet.

2.3.1 Green fluoreszent protein (GFP)

Das aus der Qualle Aequorea victoria stammende grine fluoreszierende Protein
wurde bereits in den 60er Jahren entdeckt [77]. 2008 bekamen seine Entdecker und
Erforscher — O. Shimomura, M. Chalfie, R. Tsien — sogar den Nobelpreis verliehen.
GFP besteht aus 238 Aminosauren und hat eine Molekilmasse von 29,6 kDa [78]. In
der A. victoria Qualle erhéalt GFP seine Anregungsenergie durch das Photoprotein
Aequorin, das nach Bindung von Calciumionen blaues Licht der Wellenlange A= 470
nm emittiert [79]. Das aus der Qualle isolierte GFP hat sein
Hauptabsorptionsmaximum bei 395 nm und ein weiteres Absorptionsmaximum bei 470
nm. Nach Lichtabsorption emittiert es grtines Licht der Wellenlange 509 nm. Hierbei
hat es einen Schulterpeak bei 540 nm [79]. Bei dem in der vorliegenden Arbeit
verwendeten eGFP hingegen (siehe Abbildung 6) liegt das Absorptionsmaximum bei

488 nm, wahrend das Emissionsspektrum bei 507 nm liegt.
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EGFP
Ex/Em A: 488/507
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Abbildung 6: Absorptions- (blau) und Emissionsspektrum (griin) von eGFP [80]. Auf der x-Achse

wurde die Wellenldnge in nm aufgetragen, wahrend die y-Achse die relative Intensitat darstellt.

Die zylindrische Struktur von GFP (siehe Abbildung 7) besteht aus einer a-Helix und
elf B-Faltblattern, die die a-Helix umgeben. In der Mitte der a-Helix und damit im

Zentrum des Zylinders befindet sich das Chromophor [81].
C

Abbildung 7: Durch Réntgenkristallographie bestimmte Tertiarstruktur von GFP (links) und
Sekundarstruktur von GFP (rechts) [82].

Hierbei wird das Chromophor, ein 4-(p-Hydroxybenzyliden)-Imidaziolidin-5-on, von
den Aminoséauren Ser%®, Tyr® und Gly®’ in einem autokatalytischen Prozess, wie in
Abbildung 8 dargestellt, gebildet [83].
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Abbildung 8: Reaktionsmechanismus der autokatalytischen Bildung der GFP Chromophore [84].

Fur die Fluoreszenz von GFP sind somit weder exogene Substrate noch Kofaktoren
erforderlich. Aufgrund seiner kompakten Struktur ist GFP sehr stabil. Weder
Temperaturen bis 65 °C, noch pH-Werte von 5-12, Proteasen oder die meisten
herkémmlichen Laborreagenzien kdnnen es verandern. Auch eine C- oder N-terminale
Fusion mit anderen Proteinen mindert seine Fluoreszenz nicht [85]. Durch diese
Vorteile ist die GFP-Expression sowohl ein geeignetes Mal? fur die Genexpression als
auch fur die Lokalisierung von Proteinen in lebenden Organismen [86].

Trotz dieser Vorteile hat GFP auch einige Nachteile, wie z. B. die relativ langsame
Chromophorenbildung (ca. 2 h), die Bildung inaktiver Aggregate bei Gber 20 °C und
die geringe Fluoreszenzintensitat. Mittlerweile wurden viele verschiedene GFP
Varianten (wie z. B. das eGFP) erstellt, die sich hauptsachlich in den zur
Chromophorenbildung verwendeten Aminosauren sowie deren Nachbaraminosauren
unterscheiden. Diese Varianten unterscheiden sich dann nicht nur in ihrer Leuchtkraft,
sondern auch in ihren Anregungs- und Absorptionsspektren. Auch eine Anpassung an
die codon-usage des Zielorganismus ist moglich [87].

Wie in Abbildung 8 zu sehen ist, kann das Chromophor nur mit Hilfe von Sauerstoff

gebildet werden. GFP fluoresziert also nur unter aeroben Versuchsbedingungen [87].
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In saurem Medium wird GFP protoniert, wodurch es kein Licht mehr absorbieren kann
und folglich auch nicht mehr fluoresziert [88]. Darliber hinaus ist GFP mit seiner Gré3e
von 29,6 kDa ein relativ groR3es Protein, das aufgrund seiner Struktur kaum gekurzt
werden kann. Es gibt Hinweise darauf, dass GFP zytotoxisch wirken kann, wodurch
GFP-markierte Zellen im Laufe der Zeit eher zum Absterben neigen als unmarkierte
Zellen [89]. Auch die Zelldifferenzierung von Stammzellen kann durch die Anwesenheit

von GFP beeinflusst werden [90].

2.3.2 Secreted alkaline phosphatase (SEAP)

Alkalische Phosphatasen (AP) sind eine grof3e Familie von Dimeren, die zu den
Glykoproteinen gehoren. Da sie membrangebunden sind, findet man sie grof3tenteils
an den Zelloberflachen. Wie der Name sagt, dephosphorylieren diese Enzyme bei
einem alkalischen pH-Wert diverse Molekile, wie z. B. Proteine und Nukleotide.
Genau genommen katalysieren sie diese Dephosphorylierung, das heil3t sie
hydrolysieren Phosphorsaureester zu Phosphat und Alkohole (R-OPQO3% + H20 — R-
OH + H*PO4%. In der Natur kommen sie sowohl in Prokaryoten, als auch in

Eukaryoten und vielen Pflanzen vor [91].

Durch das Einfligen eines Stopcodons in die Sequenz fur die Membranverankerung
wurde das 513 Aminoséuren grof3e Enzym auf 489 Aminosauren verkirzt, wodurch
seine Funktion jedoch nicht beeintrachtigt wird. Lediglich die Membranbindung wird
unterbunden, wodurch das Enzym nun sekretiert werden kann. Diese veranderte Form
ist unter dem Namen SEAP bekannt [92]. Heutzutage gehdrt SEAP zu den meist
verwendeten sekretierten Reportern fur in vivo Prozesse. Es kann nicht nur Giber einen
langen Zeitraum (bis zu 4 Monate [93]) konstitutiv exprimiert, sondern auch effizient
aus den Zellen freigesetzt werden. Experimente haben gezeigt, dass die im
Zellkulturmedium gemessenen Anderungen der SEAP-Konzentration proportional zu
den intrazellularen SEAP mRNA (messenger Ribonukleinsdure) Leveln sind [94]. Die
Sekretion in das Zellkulturmedium ermoglicht eine einfache Detektion ohne nachteilige
Auswirkungen auf die Zellen.

In Nagetieren, den haufigsten Versuchstieren, ist das menschliche SEAP immunogen,
wodurch es schnell wieder abgebaut wird. Dieser Nachteil konnte behoben werden,
indem die Immunogenitat durch weitere Modifikationen herabgesetzt wurde [95, 96].
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Einen weiteren limitierenden Faktor fir in vivo Experimente stellt das hohe
Molekulargewicht (64 kDa) von SEAP dar. Dadurch wird SEAP hauptsachlich in den
Urin der Versuchstiere sekretiert und weniger in das Blut. Somit werden fir einen
SEAP Nachweis relativ grof3e Mengen Blut bendtigt [97]. Ein weiterer Nachteil ist das
naturliche Vorkommen von APs in Tieren, wodurch es zu verfalschten
Messergebnissen kommen kann. Im Vergleich zu natirlichen APs weist SEAP eine
deutlich héhere Temperaturstabilitdt (bis zu 65 °C) auf und ist widerstandsfahiger
gegen Phosphataseinhibitoren. Mit geeigneter Probenvorbereitung kann auch dieser
Nachteil umgangen werden. Zusatzlich ist eine Reduzierung des Messhintergrunds
maoglich, was zu sensitiveren Messungen fuhrt [94].

Der Nachweis von SEAP wird mit Hilfe eines kolorimetrischen Assays durchgefihrt.
Hierbei wird das farblose p-Nitrophenylphosphat (pNPP) durch die Alkaline
Phosphatase aufgespalten. In einer alkalischen Losung wird das Spaltprodukt dann zu
dem gelben p-Nitrophenolat umgesetzt. Der Reaktionsmechanismus ist in Abbildung

9 dargestellt.
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Abbildung 9: Nachweisreaktion von SEAP mit Hilfe von pNPP [98].

Durch eine Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 405 nm kann die Menge
des gelben p-Nitrophenolats quantifiziert werden. Diese ist proportional zur SEAP

Menge.

2.3.3 Firefly Luciferase

Die als firefly Luciferase bezeichnete Luciferase des Gluhwirmchens Photinus pyralis

ist ein Protein im Leuchtorgan des Insekts, das im Hinterleib lokalisiert ist. In der Natur

e
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sendet ein Gluhwirmchen damit Lichtblitze aus, die potentielle Partner anlocken
sollen. Das 62 kDa grol3e Enzym gehort zu den Oxygenasen [99]. Die Biolumineszenz
des Enzyms entsteht in einer zweistufigen Reaktion, die sowohl ATP
(Adenosintriphosphat) wie auch Sauerstoff bendtigt. Der Reaktionsmechanismus ist in
Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Reaktionsmechanismus der Biolumineszenz von firefly Luciferase [100].

Die entstehende Biolumineszenz hat ihr Maximum bei einer Wellenlange von 562-
570 nm [100]. Eine Besonderheit dieser Biolumineszenz ist die Tatsache, dass die
Lumineszenz nach einem anfanglichen Lichtblitz relativ schnell wieder auf ein
niedriges Niveau absinkt. Firefly Luciferase hat die hochste bekannte

Quantenausbeute fir eine Lumineszenzreaktion [101].
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Die Sekundarstruktur von firefly Luciferase und die Lokalisierung ihrer Subdomanen in
der Sequenz sind in Abbildung 11 dargestellt.
(a)

=C
4 15 70 224 355 436 544

Abbildung 11: (a) Sekundarstruktur von firefly Luciferase mit eingefarbten Subdoménen. Die Kreise
stellen die fortlaufend nummerierten a-Helices dar, wahrend die Pfeile die B-Faltblatter darstellen, die
fur jede Subdoméne fortlaufend nummeriert wurden, (b) Schematische Zeichnung der Lage der
Subdoménen in der Sequenz [102].

Das Enzym besteht aus zwei Haupt-Domanen, der N-terminalen Doméne (A-C:
Aminosauren 4-436) und der C-terminalen Doméne (D-E: Aminosauren 440-544). Die
N-terminale Doméane besteht aus einem B-Fass und zwei B-Faltblattern, die von a-
Helices flankiert werden und so funfschichtige apBapa-Strukturen bilden. Die beiden (3-

Faltblatter liegen Ubereinander, wobei das B-Fass die Enden der Blatter bedeckt. Die
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C-terminale Domane hingegen besteht aus funf B-Faltblattern und drei a-Helices, die
zu einer kompakten Struktur gefaltet sind. Die C-terminale Doméane ist mit der N-
terminalen Doméane durch eine ungeordnete Schleife (Aminosauren 435 und 441)
verbunden. In der Struktur sind noch drei weitere ungeordnete Schleifen vorhanden,
eine in der C-terminalen Doméane (Aminoséauren 523 und 529) und zwei in der N-
terminalen Domane (Aminosduren 198-204 und 355-359) [102]. Wahrend einer
Reaktion kommt es zu einer Konformationsanderung in der firefly Luciferase, bei der
die beiden Doméanen zusammenkommen und so das Substrat einschliel3en. Dadurch
wird Wasser von der Reaktion ausgeschlossen, damit weder das ATP noch das
Produkt, das sich im elektronisch angeregten Zustand befindet, hydrolysiert wird [102].
Die hohe Lumineszenzintensitat sowie der schnelle (5 Minuten) und einfache
Nachweis macht diese firefly Luciferase zu einem besonders guten Reporterprotein
mit einer sehr niedrigen Nachweisgrenze. Der schnelle Abbau der firefly Luciferase hat
sowohl Vor- als auch Nachteile. Einerseits ist der schnelle Abbau fur genetische
Reporter vorteilhaft, da man sowohl die Reaktionsdynamik, als auch die
Reaktionskinetik gut beobachten kann. Andererseits muss die Auswertung des Assays
zeitnah erfolgen und Langzeitmessungen sind problematisch. Neben der Analyse der
Biolumineszenz besteht ebenfalls die Moéglichkeit firefly Luciferase fur einen ATP
Nachweis zu verwenden. Auch hier ist die Enzymstabilitat problematisch, wenn die
firefly Luciferase als Reagenz in einem Nachweisassay verwendet wird. Mittlerweile
gibt es modifizierte firefly Luciferasen, die eine deutlich héhere Stabilitdt aufweisen
[103].

2.4  Zielprotein BDNF (brain-derived neurotropic factor)

Das seit den 1980er Jahren bekannte neurotrophe Protein BDNF gehort zur Familie
der Nervenwachstumsfaktoren und besteht aus 119 Aminosauren (13 kDa). Der
Begriff neurotroph steht fur seine tberlebens- und wachstumsférdernden Wirkungen
auf Neurone von Wirbeltieren [104]. Die Wirkung von BDNF resultiert aus einer
Bindung an die Rezeptoren p75NCFR (nerve growth factor receptor) und TrkB (Track
B). Neben einer Forderung des Zellwachstums und -lUberlebens werden unter
anderem auch die synaptische Ubertragung sowie die Zellmigration und -

differenzierung dadurch positiv beeinflusst [105]. Auch im Erwachsenenalter
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beeinflusst BDNF diverse Gehirnfunktionen, wie z. B. das Gedachtnis, vor allem das
Langzeitgedachtnis, und Lernprozesse [106, 107] oder Drogenabhéangigkeit [108].
Zusatzlich wurden auch bei der Erforschung von verschiedenen Krankheiten
Veréanderungen in der BDNF-Expression nachgewiesen, was darauf schlie3en I&sst,
dass BDNF ein fur die Forschung sehr interessantes Protein mit hoher therapeutischer
Relevanz ist. Die wichtigsten dieser Krankheiten sind unter anderem Depressionen,
Alzheimer, Bipolaritat, Parkinson, Epilepsie oder die Huntington-Krankheit [109-112].
Je nach Krankheitsbild wurden sowohl zu hohe wie auch zu niedrige BDNF Level
detektiert, was impliziert, dass eine genaue Dosierung wichtig ist. BDNF kommt jedoch
nicht nur im Gehirn und bei Neuronen vor, sondern auch bei anderen Zelltypen. Es
findet sich z. B. in verschiedenen Geweben, in Speichel und den Netzhauten sowie
der Niere und Prostata [113].

Das BDNF Protein wird von dem beim Menschen auf Chromosom 11 gelegenen Gen
kodiert, das ebenfalls BDNF heil3t [114]. Die Transkription von BDNF wird von acht
verschiedenen Promotoren gesteuert und resultiert in unterschiedlichen Transkripten
[115]. Das Vorlauferprotein von BDNF wird im endoplasmatischen Retikulum
synthetisiert und wandert anschlie3end durch den Golgi-Apparat, bis es von den
Vesikeln sekretiert wird. Danach wird es enzymatisch aufgespalten, wodurch BDNF
entsteht [116]. Die Wirkung von BDNF resultiert aus einer Bindung an die Rezeptoren
p75NGFR und TrkB [105].

2.5 Verwendete Zellarten

Dieses Kapitel beschreibt die in dieser Arbeit verwendeten Zellarten.

2.5.1 Chinese Hamster Ovary Zellen (CHO-K1)

Chinese Hamster Ovary Zellen sind eine immortalisierte Epithelzelllinie aus den
Eierstdcken des chinesischen Zwerghamsters (Cricetulus griseus). Die K1 Variante ist
ein Klon der CHO-Zelllinie die 1957 aus einem weiblichen chinesischen Hamster
gewonnen wurde. Sie sind sowohl als adhéarente Zellen wie auch als
Suspensionszellen erhéltlich. In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlief3lich mit
adharenten CHO-K1 Zellen gearbeitet (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Durchlichtmikroskopische Aufnahme von
CHO-K1 Zellen in 10-facher Vergrol3erung.

Heutzutage werden ca. 65 % der rekombinanten Proteine, die als Arzneimittel
verwendet werden, in Saugetierzellen hergestellt. Hierbei sind vor allem CHO-K1
Zellen, aber auch menschliche embryonale Nierenzellen (HEK-293), die bevorzugten
Zelllinien. Die Mehrheit der industriellen Kultivierungen verwendet Suspensionszellen,
jedoch gibt es auch Konzepte, bei denen adharente Zellen Verwendung finden [117,
118]. CHO-K1 Zellen weisen im Vergleich zu anderen Zelllinien viele Vorteile fur die
Herstellung auf. Zum einen gibt es sie sowohl als Suspensionszellen wie auch als
adharente Zellen. Daruber hinaus sind sowohl die Zellen, als auch die
Transfektionsmethoden und die Genamplifikation, gut charakterisiert. Zum anderen
sind sie schon lange behordlich fur die rekombinante Proteinexpression zugelassen.
Zuséatzlich ist es besonders wichtig, dass diese Zellen humanvertragliche
posttranslationale Modifikationen (z. B. Glykosylierung) durchfiihren, wodurch sowohl
die therapeutische Wirksamkeit als auch die Langlebigkeit der Proteine verbessert und
Sicherheitsbedenken verringert werden [119]. Heutige Produktionsverfahren sind
technisch so ausgereift, dass Ausbeuten von mehreren Gramm Protein pro Liter

erreicht werden kénnen [118].
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2.5.2 Human Embryonal Kidney Zellen (HEK-293)

Bei HEK Zellen handelt es sich um eine immortalisierte adharente Epithelzelllinie aus
der menschlichen embryonalen Niere, die das erste Mal in den 1970er erwahnt wurde.
Die Zahl 293 steht fur die Experimentnummer des Autors dieser ersten Publikation.

Hierbei wurden die HEK Zellen mit Bruchstliicken vom menschlichen Adenovirus 5
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Abbildung 13: Durchlichtmikroskopische Aufnahme
von HEK-293 Zellen in 4-facher Vergrofl3erung.

In der Zellbiologie finden HEK-293 Zellen aufgrund ihrer relativ simplen Handhabung,
ihres guten Wachstums und ihrer einfachen Transfizierbarkeit haufig Verwendung.
Einerseits werden HEK-293 Zellen fur die Expression von rekombinanten Proteinen
verwendet, andererseits finden sie auch bei der transienten Expression von

Antikdrpern [121] sowie der Virus- und Impfstoffproduktion Anwendung [122].

2.5.3 Human Mesenchymal Stem Cells (hMSCs)

Im Tissue Engineering sowie bei zellbasierten medizinischen Therapien werden haufig
bevorzugt Stammzellen eingesetzt, da sie die Fahigkeit besitzen, sich in diverse
Zelllinien zu differenzieren. Die aus Gewebe gewonnenen mesenchymalen
Stammzellen (MSCs) haben im Vergleich zu Stammzellen anderer Herkunft einige
Vorteile. Zum einen werden Sicherheitsbedenken verringert, da die Gefahr der

Tumorbildung bei Patienten durch embryonale oder induzierte pluripotente
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Stammzellen nicht gegeben ist. Zum anderen fallen auch ethische Bedenken weg, die
z. B. bei der Enthahme von menschlichen Embryonen entstehen [123, 124]. Ein
weiterer Vorteil besteht in der Tatsache, dass patienteneigene Zellen keine
Immunreaktion auslosen, die fir eine Absto3ung von Implantaten und Organen
verantwortlich sind [125].

Die haufigsten Quellen fir hMSCs sind das Fettgewebe sowie das Knochenmark. In
Fettgewebe, das z. B. durch Fettabsaugungen gewonnen werden kann, befinden sich
ca. 2 % hMSCs, wahrend Knochenmark nur ca. 0,001-0,004 % hMSCs aufweist. Pro
Patientenentnahme wird dartber hinaus in der Regel mehr Fettgewebe gewonnen als
Knochenmark. Dies macht Fettgewebe zu einer guten Quelle fir hMSCs [126]. Ein
Nachteil der Verwendung von hMSCs aus Fettgewebe ist die Tatsache, dass sie eine
héhere Wahrscheinlichkeit als Knochenmark hMSCs haben sich wieder in Fettgewebe
zu differenzieren. Fur therapeutische Applikationen, vor allem im Innenohr, erweist
sich dies als nachteilig [127]. In hMSCs, die aus Knochenmark isoliert wurden, werden
deutlich mehr Zytokine exprimiert, die eine wichtige Rolle im Stammzell-homing
spielen, als in hMSCs aus Fettgewebe [128]. Das Stammzell-homing ist ein wichtiger
Prozess fur therapeutischen Anwendungen, da es die Anlagerung der Stammzellen
an eine bestimmte Stelle des Gewebes bezeichnet. Fir therapeutische Anwendungen
ist es essentiell, dass die Stammzellen auch dort anwachsen, wohin sie platziert
wurden [129].

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlie3lich mit hMSCs, die aus Fettgewebe
isoliert wurden, gearbeitet (siehe Abbildung 14). Aus Griinden der Einfachheit werden
sie im weiteren Verlauf nur als ADhMSCs (adipose tissue derived mesenchymal stem

cells) betitelt.

28



Theorie

Abbildung 14: Durchlichtmikroskopische Aufnahme

von ADhMSCs Zellen in 4-facher VergréRerung.

Fur eine Identifizierung von mesenchymalen Stammzellen wurden drei Kriterien
definiert, die mindestens erflillt sein missen, damit man offiziell von Stammzellen
sprechen kann.

Als erstes muissen sie unter standardmé&figen Zellkulturbedingungen adharent
wachsen. Die zweite Bedingung ist die Expression der Oberflachenmarker CD105
(cluster of differentiation), CD73 und CD90, wahrend die Oberflachenmarker CDA45,
CD34, CD14 sowie CD11b, CD79a, CD19 und HLA-DR nicht exprimiert werden
durfen. Zusatzlich missen sie in Osteoblasten (Knochenzellen), Adipozyten
(Fettzellen) und Chondrozyten (Knorpelzellen) differenzieren kdnnen [130]. Meistens
exprimieren hMSCs dariber hinaus auch die Oberflachenmarker CD13, CD29, CD44
und CD10 [131]. Unter besonderen Kultivierungsbedingungen ist es moéglich hMSCs,
die aus Fettgewebe isoliert wurden, auch in Myozyten (Muskelzellen), neuronale
Zellen, Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen), Hepatozyten (Leberzellen) sowie
Pankreaszellen (Bauchspeicheldrisenzellen) und Endothelzellen (Blutgefal3e) zu
differenzieren [132]. Damit eine Stammzelldifferenzierung induziert und
aufrechterhalten werden kann sind spezifische Kulturbedingungen und Signalmolekiile
erforderlich [133]. Diese  Vielseitigkeit  zeigt  sich in vielfaltigen
Anwendungsmaoglichkeiten von hMSCs aus Fettgewebe.

Gewebelédsionen sind oft von Entziindungen begleitet, die chemotaktische Botenstoffe
aussenden. Diese mobilisieren MSCs und leiten sie gezielt zu den geschadigten
Stellen. Dort angekommen bereiten sie eine Mikroumgebung durch die Freisetzung
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von Wachstumsfaktoren vor, die die Entzindung beeinflussen [134]. Diese
Erkenntnisse fuhrten in den letzten Jahren zu diversen Therapieansatzen. So wurde
Meerschweinchen hMSCs aus Fettgewebe in die Cochlea transplantiert, um durch die
Expression von Wachstumsfaktoren akustische Trauma zu behandeln [135]. Zur
Wiederherstellung des Gehors bei Mausen nutzte man die parakrine Aktivitat von
hMSCs. hMSCs bewirken eine Verringerung der Proliferation antigenspezifischer T-
Zellen, indem sie die Produktion eines entziindungshemmenden Zytokins induzieren
[136]. In einer Studie an Meerschweinchen wurde festgestellt, dass die Fahigkeit von
autologen hMSCs aus Fettgewebe zur Differenzierung in neuronenahnliche Zellen

eine gute zellbasierte regenerative Methode darstellt [137].

2.6  Transfektion von MSCs

Die Transfektion von MSCs fur therapeutische Anwendungen ist sehr komplex, da die
Transfektionseffizienz bei Primérzellen, insbesondere bei Stammzellen, in der Regel
nicht so hoch ist wie bei Zelllinien [138—-140]. Die wichtigsten Kriterien fir eine
Transfektion von Stammzellen fir therapeutische Anwendungen sind eine hohe
Effizienz bei einem moglichst geringen Risiko fir den Patienten. Einige
Transfektionsmethoden fiur MSCs stehen im Verdacht, die Zellbiologie (z.B.
Proliferation oder Differenzierung) nachhaltig zu beeintrachtigen, was einen
gewaltigen Nachteil in Hinblick auf therapeutische Applikationen darstellt [141].
Zusatzlich gibt es auch Transfektionsmethoden (vor allem virale Methoden) die ein
Sicherheitsrisiko fur den Patienten darstellen, da sie toxisch oder kanzerogen wirken
sowie Immunogenitat hervorrufen kbnnen [142-144].

In dem nachfolgenden Kapitel werden einige der relevantesten physikalischen,

chemischen und viralen Methoden fiir die Transfektion von MSCs erlautert.

2.6.1 Physikalische Transfektionsmethoden

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Nukleinsduren mit Hilfe diverser
physikalischer Transfektionsmethoden erfolgreich in MSCs eingebracht werden
konnten. Sie nutzen physikalische Krafte (wie z. B. elektrische und magnetische

Felder, Ultraschall oder Laser) um die Zellmembran zu durchdringen und so die
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Nukleinsauren in die Zellen einzubringen. Zu diesen physikalischen
Transfektionsmethoden gehéren unter anderem die Elektroporation, die Sonoporation
und die Magnetoporation sowie die Nukleofektion. Vorteile dieser Methoden sind, dass
die meistens nicht toxisch sind und nicht-invasiv angewendet werden kdnnen. In den
letzten Jahren stieg die Relevanz der Transfektionen mit Hilfe von Nanomaterialien

enorm und erganzt nun das Portfolio physikalischer Transfektionsmethoden.

2.6.1.1 Elektroporation
Die Elektroporation wurde 1982 von Neumann [145] entwickelt und veréndert die

Permeabilitat der Zellmembran durch ein elektrisches Feld (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Prinzip der Elektroporation [146].

Die Permeabilitat der Zellmembran ist abhdngig von der Starke und Dauer des
elektrischen Felds. Fur die Transfektion von Nukleinsduren werden reversible Poren
erzeugt, die sich nach dem Gentransfer wieder schliel3en [147]. Bei der Elektroporation
wird eine lebende Zelle einem elektrischen Feld ausgesetzt (Abbildung 15A), wodurch
sich transiente Poren in der Zellmembran bilden. Durch diese werden die
Nukleinséduren in die Zelle eingeschleust (Abbildung 15D). Nach Beendigung des
elektrischen Pulses wird die Zellmembran innerhalb weniger Minuten wieder versiegelt
(Abbildung 15E) [146].
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Die Elektroporation wird bereits seit einigen Jahren erfolgreich fur die in vitro
Transfektion von MSCs eingesetzt [90, 148-150]. Trotzdem ist diese Methode auch
mit Nachteilen behaftet, denn wahrend der Elektroporation werden die Zellen stark in
Mitleidenschaft gezogen, was in einer geringen Zellviabilitat der MSCs resultiert.
Zusatzlich variiert die Transfektionseffizienz abhangig vom Zelltyp, der Dauer und
Starke des elektrischen Pulses [146].

2.6.1.2 Magnetoporation
Bei der Magnetoporation wird die Permeabilitat der Zellmembran mit Hilfe eines
magnetischen Felds verandert (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Prinzip der Magnetoporation [146].

Hierbei werden die Nukleinsduren mit einem Magnetofektionsreagenz vermischt,
wodurch ein Biomolekul/Magnetreagenz-Komplex entsteht. Durch ein Magnetfeld wird
dieser Komplex dann in die Zellen eingebracht. Nicht einig sind sich die
Wissenschatftler dariiber, ob das Prinzip der Magnetoporation auf dem Prinzip der
Elektroporation beruht. Sie gehen davon aus, dass das Magnetfeld ein elektrisches
Feld induziert [151]. Die Magnetofektionsreagenzien CoFe204, NiFe204 und MnFe204
fuhren zu hoheren Transfektionseffizienzen als andere Magnetofektionsreagenzien

[152, 153]. Jedoch sind diese Reagenzien hoch toxisch, was ihre Anwendung fur
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therapeutische Applikationen erheblich einschrankt. Geeigneter sind Eisenoxide
(Fes04, c-Fe203), da sie eine geringe Toxizitat aufweisen und biokompatibel sind [154].
Eine weitere Mdglichkeit besteht in einer Kombination aus Magnetoporation und

Nanomaterialien, die bereits in MSCs verwendet wurde [155, 156].

2.6.1.3 Sonoporation
Die Sonoporation verwendet Ultraschall (500 MHz) um die Zellmembran zu perforieren
(siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Prinzip der Sonoporation [146].
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Die Sonoporation hat eine geringere Transfektionseffizienz als die Elektroporation
[157]. Deswegen wird die Sonoporation vermehrt in Kombination mit Nanomaterialien
verwendet, um so die Transfektionseffizienz zu erhéhen [158]. Die
Transfektionseffizienz der Sonoporation hangt von mehreren Faktoren ab, darunter die
Frequenz und Intensitat der Ultraschallwelle sowie der Ultraschalldruck und die
Expositionsdauer [159, 160].

Auch diese Transfektionsmethode wurde bereits fir die Transfektion von MSCs
erfolgreich in vitro etabliert [161, 162].
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2.6.1.4  Nukleofektion

Die Transfektionsmethode der Nukleofektion basiert auf der Elektroporation. Hierbei
wird die zu transfizierende DNA mit Hilfe eines Nukleofektors direkt in den Zellkern
eingebracht. Der Nukleofektor erzeugt eine elektrische Spannung, die wie bei der
Elektroporation Poren in der Zellmembran erzeugt. Anders als bei der Elektroporation
werden zusatzlich noch zelltyp-spezifische Reagenzien verwendet, die die DNA direkt
in den Zellkern einbringen. Dadurch kénnen auch nicht teilende Zellen transfiziert
werden [163].

Es konnte gezeigt werden, dass durch Nukleofektion sowohl eine transiente als auch
eine stabile Genexpression in Stammzellen aus Fettgewebe mdglich ist, ohne ihr
Differenzierungspotenzial zu beeintrachtigen [163, 164]. Gleichzeitig konnen mit Hilfe
von Nukleofektion Transfektionseffizienzen von ca. 74% erreicht werden [142], was

die meisten anderen non-viralen Transfektionsmethoden Ubertrifft.

2.6.2 Transfektion mit Hilfe von Nanomaterialien

Fur eine Transfektion mit Hilfe von pordsen Nanomaterialien werden die Nanopatrtikel
zuerst mit der zu transfizierenden DNA beladen. An der Zellmembran werden die
Nanopartikel in Vesikel eingeschlossen und ins Zellinnere transportiert (Endozytose).
Aufgrund des erhohten osmotischen Drucks reifdt der Vesikel auf und setzt die
Nanopartikel samt DNA im Zellinneren frei [165].

Es gibt eine Vielzahl von verschiedenen Nanomaterialien, die fur die Transfektion
eingesetzt werden konnen. Auch mesenchymale Stammzellen wurden bereits
erfolgreich unter anderem mit Hilfe von Calcium-Phosphat Nanopartikeln [165, 166],
Silica Nanopartikeln [167, 168], Nanohydroxyapatit Nanopartikeln [169] und Eisenoxid
Nanopartikeln [170] transfiziert.

Obwohl die meisten Nanomaterialien nur eine geringere Toxizitat aufweisen, gibt es
Nachteile. Einige Nanomaterialien haben nur eine schlechte Biokompatibilitdt und
biologische Abbaubarkeit, was den Nutzen von Nanomaterialien fur Kklinische

Anwendungen einschrankt [171].
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2.6.3 Chemische Transfektionsmethoden

Chemische Transfektionsmethoden sind relativ einfach in der Handhabung, erfordern
keine besondere Ausristung und sind meist kostengiinstig. Allerdings erzielen diese
Methoden oft relativ niedrige Transfektionseffizienzen bei Primarzellen, wie z. B.
MSCs. AulRerdem besteht die Méglichkeit, dass diese Reagenzien zytotoxisch auf die
Zellen wirken koénnen, wodurch ihre Anwendung fur Kklinische Anwendungen
eingeschrankt sein kann [172]. Bei chemisch basierten Transfektionstechniken werden

hauptséchlich kationische Lipide und Polymere verwendet [173].

2.6.3.1 Kationische Lipide

Die Grundstruktur von kationischen Lipiden besteht aus einer positiv geladenen
Gruppe und ein bis zwei Kohlenwasserstoffketten. Die positiv geladene Gruppe bindet
an das Phosphatgerist der Nukleinsdure. Haufig befindet sich in einem
Transfektionsreagenz neben dem kationischen Lipid auch noch ein zweites neutrales
Lipid, wodurch eine aul3en positiv geladene liposomale Struktur entsteht. Diese erlaubt
die Fusion der liposomalen Struktur mit der negativ geladenen Zellmembran. Durch
Endozytose gelangt sie anschlieRend in die Zelle, wo die DNA im Zellinneren
freigesetzt wird [174] (siehe Abbildung 18).

Cationic Lipid
Transfection Reagent

» & )" &
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ONA DNA-Cationic lipid Interaction of the complex with Expression following
complex formation the mammalian cell line successful transfection

Abbildung 18: Mechanismus der Transfektion mit kationischen Lipiden [174].

Es gibt eine grof3e Anzahl an Transfektionsreagenzien, die auf kationischen Lipiden
beruhen. In MSCs kénnen hiermit Transfektionseffizienzen von ungefahr 20-40 %
erreicht werden [175-177].

Zur Verbesserung der Transfektionseffizienz wurden mit DNA beladene Nanopartikel

mit kationischen Lipiden, wie PEI, beschichtet. Die Beschichtung soll die Bindung an
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die Zellmembran verbessern, wodurch auch die Aufnahme der DNA in die Zelle

verbessert wird [178].

2.6.3.2 Kationische Polymere
Analog zu kationischen Lipiden bilden auch kationische Polymere einen Komplex mit
der DNA, der anschlieRend endozytiert und die DNA im Zytoplasma freisetzt [179].
Eines der bekanntesten und meist verwendetsten kationischen Polymere ist PEI [180].

2.6.4 Virale Transfektionsmethoden

Virale Transfektionsmethoden nutzen die natirlichen und sehr effizienten
Mechanismen von Viren, um Nukleinsauren zu kondensieren und ihren Transport
sowie ihre Expression in den Zielzellen zu vermitteln. Die Viren dienen somit als
Vehikel fur die Nukleinséduren. Im Allgemeinen kdnnen diese Vehikel durch Hinzufligen
exogener Gene und Entfernen schadlicher viraler Gene so verandert werden, dass sie
eine geringe Pathogenitat aufweisen [181]. Virale Transfektionen sind in der Regel
hocheffizient, sind aber durch Sicherheitsprobleme, einschlie3lich  der
Insertionsmutagenitat, fur therapeutische Applikationen nur eingeschrankt nutzbar. So
fuhrte ein klinischer Versuch, bei dem Stammzellen vor der Transplantation mit einem
Retrovirus  genetisch  verandert  wurden  aufgrund einer  mutagenen
Insertionstransformation bei vier Patienten zur Entwicklung von Leukdmie [182].
Zusétzlich besteht die Moglichkeit, dass virale Transfektionsmethoden die Risiken fur
die Tumorentstehung erhdhen. Selbst bei Viren, die sich nicht in das Genom
integrieren bestehen weiterhin Sicherheitsrisiken, denn in vivo kann eine virale
Transfektion Immunreaktionen ausléosen [183, 184]. Dariber hinaus sind virale
Systeme durch die relativ geringe Kapazitat an Nukleinsauren und die Schwierigkeiten
bei der Produktion, vor allem in gro3em Mal3stab, nur eingeschrénkt fir therapeutische
Applikationen nutzbar [185]. Sicherheitsrisiken und Probleme bei der Herstellung sind
der Grund fur die Entwicklung von Methoden zur effizienten nichtviralen
Gentbertragung auf hMSCs. Nichtvirale Transfektionsmethoden sind sicherer als
virale Methoden, skalierbarer und flexibler, aber auch weniger effizient und kénnen

ebenfalls toxisch sein, inshesondere bei hMSCs.

36



Theorie

Bislang gibt es mehrere préklinische Studien gentechnisch veranderter Viren als
Vehikel fur den Gentransfer von mesenchymalen Stammzellen. Hierbei wurden
Adenoviren [186—188], Lentiviren [189-191] sowie Adeno-assoziierte Viren [192—194]

verwendet.

2.7 Cls (Cochleaimplantate)

Ein CI ist ein implantiertes elektronisches Hoérgerat, das durch eine elektrische
Stimulation der Nerven im Innenohr von Patienten Horeindricke erzeugt. Abbildung

19 zeigt wie ein implantiertes Cl im Innenohr platziert ist.

@ Audioprozessor
@ Sendespule

€ mplantat
@O Elektrodentrager

Abbildung 19: Abbildung eines CI im Innenohr [195].

In der Regel bestehen Cls aus vier Hauptkomponenten, einem Audioprozessor, einer
Sendespule, dem Implantat und dem Elektrodentréger. Der Audioprozessor, der wie
ein Horgerat hinter dem Ohr getragen wird, nimmt die akustischen Signale auf und
wandelt sie in ein Muster aus elektrischen Signalen um. Diese werden von der
Sendespule (magnetisch aulen am Kopf befestigt) an die Empfangerspule des
Implantats (unter der Haut) gesendet. Diese elektrischen Signale werden weiter an
den Elektrodentréager (in der Cochlea) geleitet, wo die Elektroden die Hoérnerven

elektrisch stimulieren. Diese Stimulation ist anders, als bei dem herkdmmlichen

37



Theorie

Horvorgang, sodass das Gehirn die Verarbeitung dieser Héreindriicke neu lernen
muss [196-198].

Bereits 1957 gab es die erste Publikation in der die Auswirkungen einer direkten
Stimulation des Hornervs eines tauben Patienten beschrieben wurden [199]. In den
1960er Jahren entwickelten mehrere unabhangige Forschergruppen bereits erste
Prototypen von Cls [200, 201]. Erst 1977 wurde die Skepsis der Wissenschaftler
gegenuber dieser neuartigen Technologie zerstreut. Nachdem die WHO
(Weltgesundheitsorganisation) einen Bericht veroffentlichte, indem die positiven
Effekte von Einkanalelektroden Implantaten auf taube Patienten verifiziert und
gleichzeitig deren Risiko als gering bewertet wurde, folgten rasche
Entwicklungsschritte. [202]. 1978 wurde das erste mehrkanalige Implantat entwickelt
[203]. 1984 erfolgte die erste Zulassung eines einkanaligen Cls fur Erwachsene [200].
Die einkanaligen Implantate wurden wenig spater durch mehrkanalige Varianten
ersetzt, da diese zu einer deutlich besseren raumlichen Wahrnehmung sowie zu einem
verbesserten Sprachverstandnis fihrten.

Laut der U.S. Food and Drug Administration wurden bis 2020 bereits mehr als 700.000
Cls weltweit erfolgreich implantiert. Eine Cochleaimplantation ist mittlerweile die

Standardbehandlung bei schwerem bis vollstandigem Horverlust [204].

2.8 Therapeutische Anwendungen

Um Krankheiten zu heilen und optogenetische Implantate fir Patienten zu entwickeln,
sind die Anforderungen an die optogenetischen Werkzeuge deutlich hoher, als bei in
vitro Experimenten. In vitro Zellkulturen sind meist zweidimensional und basieren in
der Regel auf einem einzigen Zelltyp der einfach zu handhaben ist, immortalisiert ist
und eine stark veranderte und unphysiologische, krebszellahnliche Funktion hat.
Lebende Organismen hingegen sind sehr komplex und bestehen aus verschiedenen
Zelltypen und Regulationswegen. Daher sind in vitro Experimente nicht direkt auf in
vivo Experimente oder klinische Situationen Ubertragbar, und selbst Tiermodelle

kénnen eine andere Biokinetik aufweisen als der Mensch [205].
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2.8.1 Ubertragung von in vitro durchgefiihrten optogenetischen Experimenten

auf klinische Anwendungen

Im Hinblick auf klinische Anwendungen flr optogenetische Genexpressionssysteme
sind mehrere Faktoren zu bertcksichtigen. Nachfolgend werden die wichtigsten
Hindernisse erortert.

(i) GroRe der Plasmide: Optogenetische Systeme fur die Genexpression setzen sich

in der Regel aus verschiedenen Genen flr die optogenetischen Proteine zusammen.
Die Expression der lichtempfindlichen Elemente muss von einem Promotor gesteuert
werden und die entsprechende RNA sollte eine Terminator-Sequenz enthalten. Das
betreffende Gen sollte vorne ein Bindungsmotiv aufweisen, um die Genexpression zu
initieren und hinten eine Terminator-Sequenz, um die Erzeugung der RNA zu
beenden. In der Regel umfassen die optogenetischen Systeme etwa 5 bis 6 kb an
genomischer Information.

(i) Regulatorische Elemente: Ein sehr wichtiger Bestandteil der optogenetischen

Systeme ist der gewahlte Promotor. Nicht alle Promotoren weisen in jedem Zelltyp
eine hohe Genexpressionsrate auf [206]. Aul3erdem kdnnen Promotoren durch
Methylierung der transfizierten DNA im Laufe der Zeit deaktiviert werden, wenn sie im
falschen Zelltyp verwendet werden [207]. Dadurch wird die Proteinproduktivitéat
eingeschrankt. In klinischen Anwendungen kann das sogenannte langsam
fortschreitende Silencing selektiv genutzt werden, um ein optogenetisches System mit
der Zeit zu deaktivieren. Dies konnte fur Zelltherapien von Vorteil sein, bei denen eine
vorubergehend regulierte Gen- und Proteinexpression entscheidend ist, wobei die
Zellen Uber einen begrenzten Zeitraum optogenetisch aktiviert werden (z. B. bei
klinischen Anwendungen mit Zellen, die Implantate umgeben, um die Heilungsphase
zu optimieren). Andererseits ermdglicht die Wahl des Promotors auch eine
Fokussierung auf bestimmte Zelltypen, wahrend andere ausgelassen werden. Daher
sollte der Promotor an den verwendeten Zelltyp und die Anwendung angepasst
werden. Die gleiche Sorgfalt sollte bei der Auswahl des Transkriptionsfaktors
angewendet werden. Es ist gut dokumentiert, dass Ubermafige Genexpressionsraten
vermieden werden sollten, da eine hohe Proteinexpression die Zellgesundheit

beeintrachtigen und sogar zum Zelltod fihren kann [208].
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(i) Transfektionsmethode: Eine der wichtigsten Uberlegungen fiir die in vivo

Anwendung ist die Art und Weise, wie das optogenetische System in die Wirtszellen
eingebracht wird. Fast alle optogenetischen Systeme zur Genexpression bestanden
urspringlich aus mehreren Plasmiden. Einerseits ist dies auf die Schwierigkeiten
zuruckzufiihren, die sich aus gréReren Plasmiden ergeben, andererseits erleichtert
dieses Design einen schnellen Wechsel der genetischen Kassetten und eine enge
Kontrolle tber die Stochiometrie dieser Kassetten. Zu bedenken ist, dass die Ko-
Transfektion mehrerer Plasmide jedoch anspruchsvoller als die Transfektion eines
einzelnen Plasmids ist. Bei der Auswahl einer geeigneten Transfektionsmethode
mussen der Zelltyp und das klinische Ziel berlcksichtigt werden. Eine ideale
Transfektionsmethode hat eine hohe Transfektionseffizienz, geringe Zelltoxizitat,
minimale Auswirkungen auf die Zellphysiologie und ist einfach und reproduzierbar
[209]. Wenn man an klinische Anwendungen denkt, sind nicht alle
Transfektionsmethoden geeignet. Eine der haufigsten Transfektionsmethoden in vivo
ist die virale Transfektion, die sich durch eine hohe Transfektionseffizienz auszeichnet.
Je nach verwendetem Virustyp kann die Transfektion transient oder stabil sein und
gezielt auf einen bestimmten Zelltyp ausgerichtet werden. Andererseits sind
Mutagenese und Immunreaktionen bekannte Nebenwirkungen der viralen
Transfektion [210]. Eine detaillierte Erorterung dieses Themas wirde den Rahmen
dieser Arbeit Ubersteigen, dazu gibt es bereits diverse Literatur [209, 211].

(iv) Leakage: Alle optogenetischen Systeme befinden sich in einem Gleichgewicht
zwischen ihrem aktivierten und deaktivierten Zustand. Durch Aktivierung oder
Deaktivierung des Systems mit Licht wird das Gleichgewicht auf eine der beiden Seiten
verschoben. Folglich ist die Hintergrundaktivierung, auch Leakage genannt, niemals
null. Andererseits gibt es aber auch keine vollstdndige Aktivierung [51]. Leakage und
Aktivierungsstéarke sollten bei der Auswahl eines optogenetischen Systems flr eine
Anwendung beachtet werden. Je nach Anwendung kann eine hohe Leckage
vernachlassigbar oder sogar schadlich sein.

(v) Eindringtiefe von Licht: Bei der Auswahl eines optogenetischen Systems spielt die

Gewebedurchdringung des Lichts eine wichtige Rolle und hangt stark von der
Wellenlange ab. Im sichtbaren Spektrum hat rotes Licht mit bis zu 5 mm die héchste
Gewebedurchdringung, wéahrend blaues Licht das Gewebe nur bis zu 2 mm

durchdringt [212]. Insgesamt ist die Gewebedurchdringung des Lichts zu gering, um
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tiefes Gewebe zu erreichen, auRerdem kann die Lichtstreuung problematisch werden,
falls eine hohe raumliche Genauigkeit erforderlich ist.

Es gibt funf Moglichkeiten die schlechte Gewebedurchdringung von blauem und
grinem Licht zu uberwinden. Die erste Mdglichkeit besteht in der Verwendung von 2-
Photonen-Techniken als Aktivierungsquelle, die eine prazise dreidimensionale (3D)
Zellansteuerung im Gewebe ermdéglichen. 2-Photonen-Techniken nutzen die
Absorption von zwei Photonen niedriger Energie zur Anregung. Bei diesen Photonen
handelt es sich in der Regel um Nahinfrarotlicht (NIR) das tiefer in das Gewebe
eindringen kann. AufR3erdem ist die Anregung raumlich im Zielvolumen lokalisiert und
erzeugt im Vergleich zu 1-Photonen-Methoden nur relativ wenig Warme [213]. Daher
reduziert die Verwendung von NIR-Licht die Gewebestreuung und Phototoxizitat,
wahrend die Interferenz mit dem Korper minimal ist, was fur in vivo Anwendungen von
Vorteil ist. AuRerdem sind die so erzeugten Photonen robust genug, um verschiedene
optogenetische Konstrukte zu aktivieren, z. B. LOV, CRY2 und Channelrhodopsin2
[214]. Eine zweite Option zur Uberwindung der schlechten Gewebepenetration sind
implantierbare pLED-Gerate, die Uber Funkfrequenzen gesteuert werden und in
unmittelbarer Néhe des Zielortes eingesetzt werden konnen. Sie bringen das Licht
effektiv an einen bestimmten Ort, was die Nutzung von Anwendungen, die mehr als
einen bestimmten Bereich des Korpers betreffen, einschrankt [215]. Der dritte
(experimentelle) Weg ist die Anwendung von hochkonvertierenden Lanthanid-
Nanopartikeln, die NIR-Licht in tieferen Geweben absorbieren und hochkonvertiertes
blaues Licht emittieren. Die Verwendung von NIR-Licht bringt die oben erwahnten
Vorteile mit sich. Dartber hinaus ist es mdglich, durch Oberflachenmodifikationen der
Nanopartikel, z. B. mit Antikrpern oder Liganden, ein zellspezifisches Targeting in
Verbindung mit einer r&dumlichen Kontrolle zu erreichen. Die Sicherheit dieser
Nanopartikel muss jedoch noch bewertet werden. Eine vierte Methode zur Erzeugung
von Photonen auch in tiefem Gewebe ist die Biolumineszenz. Hier fuhrt eine
enzymatische Reaktion zwischen Gaul3-Luciferase und Coelenterazin zur Bildung von
Photonen. Dies ist die einfachste und nicht-invasivste der vier Strategien, aber die
Erzeugung einer ausreichenden Lichtintensitét ist eine Herausforderung. Aul3erdem
fehlt es an raumlicher Kontrolle und schneller Reversibilitat [216]. Als
wissenschaftlicher Fortschritt zeigte eine aktuelle Studie von Parag-Sharma et al.

[217], dass selbstleuchtende, biolumineszierende, fluoreszierende Proteine gentigend
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Licht erzeugen, um mehrere optogenetische Systeme (FKF1, CRY/CIB mit Cre-
Rekombinase, CRY/CIB mit CRISPR/Cas, VVD und das Magnetsystem) uber
Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer in Saugetierzellen zu aktivieren. Die flinfte
Methode ist die Implantation eines Laser-basierten Lichtleiters [218], der bei einer sehr
geringen Grolie eine gute Strahlenqualitat mit hohen Intensitdten ermdéglicht und
gleichzeitig zu minimalen Gewebeschadigungen fihrt [219, 220].

(vi) lllumination: Die angewandte Illuminationstechnik hat Nebenwirkungen, die von

der Wellenlange des Lichts abhéngen. Wahrend rotes Licht am tiefsten in das Gewebe
eindringt, ist die Gewebeerwadrmung nur maRig. Bei kirzeren Wellenlangen hingegen
ist die Gewebedurchdringung geringer, wahrend das Licht mehr Energie enthélt, was
je nach Bestrahlungsstarke zu einer erheblichen Gewebeerwarmung fuhrt. Darlber
hinaus fuhrt energiereiches Licht zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die
Mutationen im genetischen Material verursachen, indem sie Nukleotide oxidieren und
so Fehlanpassungen férdern [221]. Blaues Licht und ultraviolettes (UV)-Licht haben
die starkste mutagene und unspezifische schadigende Wirkung. UV-B-Bestrahlung
|0st eine Kaskade neuroaktiver und vasoaktiver Mediatoren und Zytokine aus, die zu
einer Entzundungsreaktion fihren [222]. Bei hoheren Dosen werden apoptotische
Signalwege in Keratinozyten aktiviert, was zum Zelltod fuhrt [223]. Au3erdem kann
UV-Strahlung von Pyrimidinen im genetischen Material absorbiert werden, was zu
einer Spaltung von Doppelbindungen und zur Bildung anormaler Bindungen fihrt, die
stark mutagen sind [222].

(vi)) Biokompatibilitdt: Auch die Sicherheit der optogenetischen Genexpression im

Hinblick auf die Biokompatibilitdt muss vor der klinischen Umsetzung geprift werden.
Neben der Transfektionsmethode sind auch die verwendete DNA sowie die
synthetisierten Proteine kérperfremd. Fremde Molektle bergen immer das Risiko einer
zellularen Toxizitat und von Immunreaktionen, wodurch die Expression eingeschrankt
oder sogar der Korper geschadigt werden kann. Im Sinne behérdlicher Richtlinien
bedurfen klinische Versuche deshalb einer vorherigen ausreichenden praklinischen

Prufung.
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2.8.2 Erste Erfolge der Optogenetik in vivo Experimenten

Historisch gesehen hat die Optogenetik ihren Ursprung in lichtaktivierten
lonenkanélen, die auf Neuronen angewendet wurden und den Wissenschaftlern
bedeutende Fortschritte ermoglichten. Seitdem hat sich das optogenetische
Repertoire erheblich erweitert. Die Tabellen 4 und 5 geben einen kurzen Uberblick
Uber die Errungenschaften der klassischen Optogenetik mit lonenkanéalen (siehe
Tabelle 4) und der modernen Optogenetik mit den oben beschriebenen
optogenetischen Werkzeugen (siehe Tabelle 5) in praklinischen und Klinischen
Studien.

Die wachsende Vielfalt an klassischen optogenetischen Werkzeugen hat die
Moglichkeit geschaffen, die Beziehungen zwischen Verhalten und Gehirnaktivitat
herzustellen. Sie sind nicht nur ein hervorragendes Instrument um diese Beziehungen
zu ermitteln und weiter zu untersuchen, sondern kénnen auch zur Kontrolle des
Verhaltens von Tieren und mdoglicherweise zur Behandlung neurologischer
Erkrankungen eingesetzt werden. Die Rolle von Dopamin bei der
Belohnungsvorhersage wurde von Cohen et al. [224] und bei der
Verhaltenskonditionierung von Tsai et al. [225] nachgewiesen. Es wird angenommen,
dass eine Dysregulation des dopaminergen Systems, und damit der
Belohnungsschaltkreise des Gehirns, an depressionsbedingtem Verhalten [226—230]
sowie an Stress [228, 231, 232] und Drogenmissbrauch [227, 228, 233] beteiligt ist.
Tierisches Sozialverhalten wird u.a. ebenfalls durch die Dopaminregulation gesteuert
[234, 235]. Eine auf Dopamin basierende Behandlung fir die Krankheiten Alzheimer
[236, 237] und Parkinson [238-240] wurde ebenfalls etabliert.

Zur Untersuchung von Furcht und Angst [241, 242] wurde die zentrale Amygdala
mittels Optogenetik untersucht. Die Gedachtnisforschung befasst sich hauptsachlich
mit der Amygdala, dem Hippocampus und dem Kortex [243, 244]. Studien zum
Hypothalamus wurden zur Erforschung des Fressverhaltens und der Fettleibigkeit
eingesetzt [245, 246] und zeigten, dass sie mit Drogenabhangigkeit und Depressionen
in Verbindung stehen [247, 248]. Auch der Schlaf kann mit Hilfe optogenetischer
Werkzeuge untersucht werden [249] u.a. auf seine Auswirkungen auf die
Gedachtnisfunktion [250].
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Die optogenetische Neuromodulation verbessert nachweislich die Regeneration
geschadigter neuronaler Schaltkreise, z. B. nach einer Myelin-Degeneration, wie sie
bei der Krankheit Multiple Sklerose auftritt [251]. Weitere Versuche zur Entwicklung
neuartiger Therapien, z. B. zur Behandlung von Schlaganféllen [252, 253], Epilepsie
[254] oder Ruckenmarksverletzungen, wurden durchgefiihrt. Sie zielten auf die
Verbesserung oder Wiederherstellung von Atemfunktionen [255], Muskelfunktionen
[256] oder Funktionen der unteren Korperhalfte [257] ab. Optogenetische
Herzschrittmacher zur Resynchronisierung des Herzschlags [258, 259] und Strategien
zur Behandlung chronischer Schmerzen wurden entwickelt [260-262]. Es gibt
inzwischen direktere Ansétze zur Wiederherstellung des Sehvermdgens durch
optogenetische Gentherapie der Netzhaut [263, 264] oder zur Wiederherstellung des
Horvermogens durch ein optogenetisches Cl [265, 266]. Der optogenetisch induzierte
Fluss von Kalziumionen, der zur Sekretion von Insulin aus transgenen Mauszellen
genutzt wurde [267], kbnnte in Kombination mit einem Implantat, das die
Insulinsekretion in Abhangigkeit vom Blutzuckerspiegel reguliert, eine Option fur die
Behandlung von Diabetes sein. Eine weitere Anwendung konzentriert sich auf
lichtaktivierte Chemokinrezeptoren zur lokalen Immunmodulation, z. B. in Tumoren zur
Krebsbehandlung [268]. Optisch aktivierte Adenylatzyklasen und Guanylatzyklasen
[269] ermdglichen die Kontrolle Uber die intrazellularen Level der Botenstoffe CAMP
(cyclic adenosine monophosphate) und cGMP (cyclic guanosine monophosphate),
waéhrend lichtgesteuerte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren direkt G-Protein-vermittelte
Signalkaskaden ansprechen [270, 271]. Um die aktivitatsabhangige Neurogenese zu
untersuchen und die Differenzierung von transplantierten neuralen Stammzellen zu
regulieren, verwendeten Teh et al. [272] transformierte neurale Stammzellen, die stabil
Channelrhodopsine exprimieren.

Bislang gibt es jedoch kaum klinische Studien fur optogenetische Systeme, da die
Ubertragung von Kleintieren, wie Nagetieren oder kleinen nichtmenschlichen
Primaten, auf den Menschen noch ein grof3er Schritt ist. Wie in Kapitel 2.8.1 erwahnt,
mussen verschiedene Faktoren bertcksichtigt und Hindernisse Giberwunden werden,
um diese wissenschaftlichen Errungenschaften in klinische Anwendungen zu
Ubertragen. Im letzten Jahr hat sich der Bereich der Wiederherstellung des

Sehvermégens als besonders vielversprechend erwiesen, dort laufen bereits zwel
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klinische Studien (NCT02556736 und NCT03326336). Sie nutzen die Optogenetik zur

Behandlung von Netzhautdegenerationen, die die Hauptursache fur Blindheit sind.

Tabelle 4: Liste der in vivo Experimente mit optogenetischen Systemen, die auf lonenkanélen

basieren.

Forschungsgebiet

Quelle

Belohnungsvorhersage [224]
Verhaltens-Konditionierung [225]
Depressionen [226—230]
Stress [228, 231, 232]
Drogenmissbrauch [227, 228, 233]
Sozialverhalten [234, 235]
Alzheimer [236, 237]
Parkinson [238-240]
Angst [241, 242]
Gedachtnis [243, 244]
Schlaf und Gedachtnisfunktionen [250]
Schlaf [249]
Essverhalten und Ubergewicht [245, 246]
Essverhalten und Depressionen [247, 248]
Multiple Sklerose [251]
Schlaganfall [252, 253]
Epilepsie [254]
Ruckenmarksverletzungen: Atemfunktion [255]
Ruckenmarksverletzungen: Muskelfunktionen [256]
Ruckenmarksverletzungen: Funktionen der unteren | [257]
Korperhalfte

Optogenetischer Herzschrittmacher [258, 259]
Chronische Schmerzen [260-262]
Wiederherstellung der Sicht: retinale Gentherapie | [263, 264]
Optogenetisches CI [265, 266]
Insulin Produktion [267]
Immunmodulation: Krebs-Therapie [268]
Aktivierung von Adenylat- und Guanylatzyklasen [269]
Aktivierung der G-Protein gekoppelten Rezeptoren | [270, 271]
Regulation der Stammzelldifferenzierung [272]

Einer der Hauptbereiche, in denen die modernen optogenetischen Werkzeuge
eingesetzt werden, ist das Genom Editing. Daher ist es naheliegend, dass
verschiedene optogenetische Werkzeuge mit diversen Genom Editing Techniken
kombiniert wurden. Li et al. [273] nutzten das CRY2-System zur Aktivierung von
CRISPR/Cas fur das Genom Editing in regionaler Haut, wahrend Schindler et al. [274]
und Meador et al. [73] die Genexpression mit der Kombination von CRY2 und Cre-

Rekombinase regulierten. Im Genom Editing und der Genaktivierung findet auch das
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Blaulichtsystem mit Magneten Anwendung. Dabei werden verschiedene Werkzeuge
wie CRIPSR/Cpf (CRISPR aus Prevotella und Francisella) [275] oder cre, dre (DNA-
Rekombinase), flp (Flippase) Rekombinasen [276-278] eingesetzt. Da
Blaulichtsysteme aufgrund ihrer geringen Gewebedurchdringung in vivo Experimenten
immer noch schwierig zu implementieren sind, entwickelten Kinjo et al. [279] eine
FRET-gestutzte (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) Photoaktivierung von
Flavoproteinen fur die in vivo Zweiphotonen-Optogenetik. Zur Steuerung der
Differenzierung von Stammzellen in vivo mit Rotlichtaktivierung [280] und zum Genom
Editing von inneren Organen und Tumoren [281] wurde CRISPR/Cas unter
Verwendung von BphP1 (bacterial bathyphytochrome RpBphP1) eingesetzt. Das
BphP1 System aktivierte auch Cre-Rekombinasen [282] und Adenylatzyklasen [283]
fur das in vivo Genom Editing.

Neben dem Genom Editing gibt es eine Reihe weiterer Anwendungen optogenetischer
Systeme, die bereits in Tiermodellen getestet werden. Schneider et al. [284]
entwickelten eine Flissig-Flissig Phasentrennung von Licht-induzierbaren (CRY2)
Transkriptionsfaktoren fur eine verstarkte Transkriptionsaktivierung in Saugetierzellen
und Mausen. Die optogenetische Kontrolle endogener Transkription und
epigenetischer Zustande mit Hilfe von CRY2 wurde von Konermann et al. [65] als
einem der ersten erreicht. Reade et al. [49] etablierten das EL222-System in
Zebrafischen zur Genexpression und Genom Editing mit CRISPR/Cas, wéhrend Yen
et al. [285] Genome von Zebrafischen mit Cre-Rekombinase und dem PhyB/PIF-
System editierten. Obwohl Zebrafische keine Saugetiere sind, stellen sie ein
interessantes Forschungsobijekt fir die Optogenetik dar, da sie durchsichtig sind und
daher nichtinvasiv von auf3en beleuchtet werden kdnnen. Im Jahr 2017 ermdglichten
Smartphone-gesteuerte optogenetische Zellen eine halbautomatische Glukose-
Homadostase bei diabetischen Mausen, die durch dunkelrotes Licht (BphP1 = bacterial
bathyphytochrome) aktiviert wurden [286]. Horner et al. [287] und Weicai Wang et al.
[288] zeigten ein optogenetisches Modell zur Optimierung der Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen flr eine prazise Knochenregeneration in vivo auf der
Grundlage des FKF1/GI-Systems (LOV-Variante). Das CRY2-System wird auch in der
Alzheimer-Forschung eingesetzt [289].

Theoretisch sollten sich diese vielfaltigen Mdglichkeiten zur Modulation oder

Verbesserung zellularer Funktionen in einer ausreichenden Zahl von Anwendungen
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niederschlagen. Auf3er bei Neuronen hat die Optogenetik in Tiermodellen jedoch
gerade erst begonnen Uber das proof-of-concept Stadium hinauszukommen. Dariber
hinaus wurden erste Versuche in menschlichen Stammzellen durchgefihrt. Klapper et
al. [290] entwickelten eine Methode zur Erzeugung einer konditionalen und stabilen
optogenetischen menschlichen Stammzelllinie, die sich leicht in funktionelle Neuronen
differenzieren lasst. Obwohl es sich bei diesem fortschrittichen und
benutzerfreundlichen System noch um eine in vitro Entwicklung handelt, erméglicht es
eine breitere Anwendung der Optogenetik bei aus Stammzellen abgeleiteten
Neuronen und ist ein wichtiger Schritt in Richtung in vivo Anwendungen. Andererseits
fehlt bei den meisten Krankheiten noch detailliertes mechanistisches Wissen, und viele
Fragen im Zusammenhang mit der Gentherapie von optogenetischen Systemen
mussen noch geklart werden (wie im vorigen Kapitel erlautert). Dennoch ist die
Optogenetik eine vielversprechende Technik fir Anwendungen, die prazise an
spezifischen Zellen wirken oder die eine hohe zeitliche und raumliche Auflésung
erfordern.

Tabelle 5: Liste der in vivo Experimente mit optogenetischen Systemen fiir die Genexpression.

System Forschungsgebiet Quelle
CRY2 Genom Editing: CRISPR/Cas [273]
CRY2 Genom Editing: cre Rekombinase [73, 274]
pMag/nMag | Genom Editing: CRISPR/cfp [67]
pMag/nMag @ Genom Editing: cre, dre, flp Rekombinasen [276-278]
BphP1 Genom Editing: CRISPR/Cas [280, 281]
BphP1 Genom Editing: cre Rekombinase [282]
EL222 Genom Editing: CRISPR/Cas in Zebrafischen [49]
(LOV)

PhyB/PIF Genom Editing: cre Rekombinase in [285]
Zebrafischen

CRY2 FRET Photoaktivierung [279]

LOV

BphP1 Adenylatcyclase [283]

BphP1 Smartphone  basierte  halbautomatische [286]
Glucose Homoostase in diabetischen
Mausen

FKF1/GI Regulierung der mesenchymalen [287, 288]

(LOV) Stammzelldifferenzierung far prazise
Knochenregeneration

CRY2 Endogene Transkription / epigenetische [65]
Zustande

CRY2 Flissig-Flissig Phasentrennung flr eine [284]
erhohte Transkriptionsaktivierung

CRY2 Alzheimer [289]
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3. Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer lichtinduzierten Proteinsynthese in
Saugetierzellen fir therapeutische Anwendungen. Die Versuchsreihe wurde mit dem
optogenetischen rotlichtinduzierten System PhyB [27] begonnen. Die Etablierung
dieses Systems in CHO-K1 Zellen sowie eine erste Optimierung der
Versuchsbedingungen erfolgte bereits im Rahmen der Masterarbeit. Aufbauend auf
diesen Ergebnissen sind in Kapitel 3.1 weiterfihrende Optimierungsexperimente in
CHO-K1 Zellen dargestelit.

Beim optogenetischen PhyB System hangt die Hohe der Proteinexpression von der
Intensitat der ,optogenetischen Reaktion“ ab. Diese wird durch diverse Faktoren
beeinflusst. Einer der wichtigsten Einflussfaktoren ist die Illuminationsintensitat,
(angegeben in W/m?) die sowohl vom Arbeitsabstand zwischen Zellen und LEDs als
auch von der verwendeten Beleuchtungsstarke abhangt. Auch die Illuminationsdauer
spielt hierbei eine entscheidende Rolle. Weitere Einflussfaktoren des PhyB Systems
sind die Transfektionsbedingungen wie z. B. Menge und Verhaltnis der Plasmide oder
des Transfektionsreagenzes, ebenso die Menge des Cofaktors PCB sowie der
Zeitpunkt seiner Zugabe. Hierbei ist vor allem die relative kurze Halbwertszeit (ca. 1
Stunde) des Chromophors PCB zu beachten.

Bereits in der Masterarbeit wurde eine im Vergleich zur lichtinduzierten Expression
relativ hohe spontane Leakage des Systems auch unter unbelichteten Bedingungen
festgestellt. Zuerst wurde die Herkunft dieser Leakage ermittelt. AnschlieRend wurden
weitere Optimierungen zur Erreichung einer moglichst hohen Proteinexpression
durchgefuhrt, bei der die relevanten Einflussfaktoren variierend getestet wurden. Im
Anschluss wurde eine fir therapeutische Anwendungen vielversprechende Laser-
lllumination vergleichend zu der in den Experimenten verwendeten LED-Illumination
getestet.

Fur eine Uberprifung, ob die Plasmide des PhyB Systems in Co-Transfektion in die
gewtunschten Zellen Ubertragen wurden, stand ein Testplasmid (pSAM200) zur
Verfiigung, das bereits ohne Lichtinduktion an das Zielplasmid bindet und somit die
Proteinexpression initiiert. Eine qualitative und quantitative Auswertung der Funktion
des optogenetischen PhyB Systems sowie der erreichten Proteinexpression wurde

zundchst mit dem fluoreszierenden Protein eGFP als Marker durchgefiihrt. Die
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Quantifizierung erfolgte mittels Bildanalysen und Durchflusszytometermessungen.
Zusatzlich wurde vergleichend auch die Expression von und dem flir das Innenohr
therapeutisch relevanten BDNF im Uberstand der optogenetisch aktivierten Zellen
vermessen.

Da auch mit optimierten Reaktionsbedingungen mittels LED-Illumination kein
signifikanter Unterschied zu der gemessenen Leakage erzielt werden konnte, wurden
zwei weitere in der Literatur als erfolgversprechend beschriebene blaulichtinduzierte
optogenetische Systeme das CRY2-System [26] und das auf dem LOV-System
basierende optogenetische System-EL222 [63] vergleichend getestet. Das CRY2-
System Uberzeugte hierbei durch seine signifikant hohere Proteinexpression im
Gegensatz zum EL222-System bei gleichen Versuchsbedingungen gemessen anhand
des Proteins Luciferase, das hierbei als Marker eingesetzt wurde. Daher wurden die
nachfolgenden Experimente mit dem erfolgsversprechender erscheinenden CRY2-
System durchgefiihrt.

Die Einflussfaktoren fur die Hohe der Proteinexpression des CRY2-Systems sind
ebenfalls die llluminationsintensitat und -dauer. Im Unterschied zum PhyB-System
wird das CRY2-System jedoch nicht dauerhaft illuminiert, sondern repetitiv. Grund
hierfir ist zum einen die rasche Deaktivierung des Systems (ca. 5 Minuten) nach
lllumination und zum anderen die Verwendung von energiereicherem blauem Licht,
das bei dauerhafter lllumination zu einer Zellschaddigung fuhren kann. Bei der
repetitiven lllumination sind sowohl die Gesamtilluminationsdauer wie auch die
Pulslange sowie die Pausenzeit variabel. Wie auch beim PhyB-System sind die
Transfektionsbedingungen ebenfalls beim CRY2-System ein wichtiger Einflussfaktor.
Das optogenetische CRY2-System benotigt keinen externen Co-Faktor.

Die Optimierung des aus drei Plasmiden bestehenden CRY2-Systems mittels
Luciferase Expression in HEK293 Zellen wurde in Kapitel 3.3 beschrieben. Wahrend
der Optimierung dieses neuen Systems wurden die oben genannten Einflussfaktoren
variiert. Auch hier erfolgte anschliel3end ein Vergleich von Laser-und LED-Illumination.
Eine Quantifizierung der Proteinexpression des optogenetischen CRY2-Systems
wurde zunachst mit dem einfachen und schnell nachweisbaren Protein Luciferase als
Marker durchgeftihrt. Dieser Luciferase-Nachweis zeichnet sich vor allem durch seine
hohe Sensitivitat aus und war somit zur Testung der optimalen Lichtinduktion hilfreich.

Weiterhin wurde dann ausgehend von diesen Vorergebnissen die Expression des fir
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das Innenohr therapeutisch relevanten BDNF im Uberstand der optogenetisch
aktivierten Zellen vermessen.

Um die Kinetik der lichtinduzierten Transkription besser zu verstehen, wurden die
Genmarker eGFP, BDNF sowie der zur Optimierung des CRY2-Systems verwendete
Genmarker Luciferase mittels gPCR Analysen untersucht, neben dem CRY2-System
wurde dies auch im PhyB System durchgefuihrt (Kapitel 3.4).

Um der Kklinischen Anwendung durch den Einsatz von immunogen neutralen
menschlichen Stammzellen ndher zu kommen, sollte das optogenetische CRY2-
System dann von Saugerzellen wie HEK293-Zellen auf hMSCs, die aus Fettgewebe
isoliert wurden, Ubertragen werden. Hierfir wurden in Kapitel 3.2 verschiedene
Transfektionsmethoden fir eine Dreifachtransfektion in ADhMSCs getestet und

optimiert.
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3.1  Optimierungen des optogenetischen PhyB Systems

Eine Etablierung des PhyB Systems in CHO-K1 Zellen und eine erste Optimierung der
Versuchsbedingungen wurden bereits im Rahmen der Masterarbeit erzielt. Dieses
Kapitel fuhrt weiterfihrende optimierende Experimente in CHO-K1 Zellen auf, damit
eine maoglichst hohe Proteinexpression mit signifikantem Unterschied zur Leakage
erzielt werden kann. Hierbei wurde eGFP als Marker fur die HoOhe der

Proteinexpression der Zellen verwendet.

3.1.1 Uberprufung der Leakage der verwendeten Plasmide nach chemischer
Transfektion mit Polyethylenimin (PEI)

Auch ohne Illumination zeigt das PhyB System in CHO-K1 Zellen eine relativ hohe,
spontane Leakage, die fur die Etablierung eines lichtinduzierten Systems
problematisch ist. Zur Erforschung der Ursache dieser spontanen Leakage wurden die
optogenetisch aktivierbaren Plasmide pKM-022 und pKM-EGFP (mit eGFP als Marker)
mittels chemischer Transfektion unter Verwendung von PEI einzeln und gemeinsam
in CHO-K1 Zellen transfiziert. AnschlieBend wurden die transfizierten Zellen tber drei
Tage im Dunklen ohne Zugabe des Cofaktors PCB inkubiert. Abbildung 20 zeigt die
Bildaufnahmen (drei Tage nach Transfektion) nach Bearbeitung mit dem Image J
Makro. Die weiRen Bereiche entsprechen hierbei den als Fluoreszenz berechneten

Stellen, wahrend die schwarzen Bereiche als nicht fluoreszierend bewertet wurden.
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Abbildung 20: Mittels Image J ausgewertete fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen in 4-fach

VergroRerung drei Tage nach PEI-Transfektion (30 pL, 1 mg/mL) von CHO-K1 Zellen mit 5,53 ug
pKM-022 (oben links), 2,77 pg pKM-EGFP (oben rechts) und 5,53 pg pKM-022 in Kombination mit
2,77 ug pKM-EGFP (unten in der Mitte) in einer 6-Well-Platte ohne PCB Zugabe und Illumination.

Im Ansatz mit pKM-022 waren keine fluoreszierenden Zellen erkennbar, wéhrend im
Ansatz mit pKM-EGFP lediglich einzelne fluoreszierende Zellen zu erkennen waren.
In dem Ansatz mit pKM-022 in Kombination mit pKM-EGFP waren jedoch diverse
fluoreszierende Zellen erkennbar.

Hierfir wurden bei pKM-022 drei und sowohl bei pKM-EGFP als auch bei der
Kombination aus beiden Plasmiden jeweils vier reprasentative Bilder ausgewertet,

deren berechnete Mittelwerte in Tabelle 6 dargestellt wurden.

Tabelle 6: Mittels Image J berechnete Flache an fluoreszierenden Zellen in %; N=4.

Plasmid Berechnete Standardabweichung
Flache
pKM-022 0 % + 0,0%
pKM-EGFP 0,11 % +0,1%
pKM-022 + pKM-EGFP 0,22 % +0,02%
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Fur pKM-022 wurden keine fluoreszierenden Bereiche detektiert. Bei pKM-EGFP
wurde eine fluoreszierende Flache von 0,11 % und bei einer Kombination aus beiden
Plasmiden eine Flache von 0,22 % ermittelt. Vergleicht man die berechneten Flachen
an fluoreszierende Zellen von pkM-EGFP (0,11 %) und der Kombination aus pKM-022
mit pKM-EGFP (0,22 %), so hat eine Verdopplung der fluoreszierenden Flache
stattgefunden.

Anschliel3end wurde die Leakage des optogenetisches Systems mit eGFP als Marker
(PKM-022 mit pKM-EGFP) bei unterschiedlichen llluminationen (ohne lllumination, mit
der Deaktivierungswellenlange 740 nm LED-Licht und mit der Aktivierungswellenléange
660 nm LED-Licht) mit und ohne PCB-Zugabe untersucht. Es wurden jeweils flnf
reprasentative Fluoreszenzaufnahmen (aufgenommen drei Tage nach der
Transfektion) mit der Software Image J ausgewertet. Die entstandenen Ergebnisse
sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Mittels Image J berechnete Flachen an fluoreszierenden CHO-K1 Zellen drei Tage nach
PEI-Transfektion (30 pL, 1 mg/mL) mit 5,53 pg pKM-022 und 2,77 pg pKM-EGFP nach einstiindiger
lllumination mit verschiedenen Wellenlangen (660 nm (1,45 W/m?2), 740 nm (14,5 W/m?) oder ohne

lllumination) in einer 6-Well-Platte mit (15 uM) und ohne PCB Zugabe; N=5.

In der Abbildung ist zu erkennen, dass die berechnete Leakage bei allen Proben keine
Unterschiede aufweist. Sie befindet sich bei allen getesteten Bedingungen in einem
Bereich von 0,05 % bis 0,08 %. Zu bemerken ist jedoch, dass alle Proben ohne PCB-
Zugabe unabhéangig von der Art der lllumination eine Leakage von 0,08 % aufwiesen,
wahrend die Proben mit PCB-Zugabe nur eine Leakage von 0,05 % bis 0,06 % hatten.
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Aufgrund der geringen Werte und den relativ hohen Standardabweichungen sind diese

Unterschiede jedoch nicht aussagekréaftig.

3.1.2 Durchflusszytometermessungen

Fur eine Verifizierung der mittels Image J berechneten Flachen an fluoreszierenden
Zellen wurden zusétzlich Durchflusszytometermessungen durchgefihrt. Diese geben
genaueren Aufschluss Uuber die Transfektionseffizienz, da jede Zelle einzeln
vermessen und deren Fluoreszenzintensitat quantifiziert wird. Der eGFP Marker der
transfizierten CHO-K1 Zellen wurde drei Tage nach PEI Transfektion vermessen.
Hierbei wurden jeweils drei gleichen Proben quantifiziert und deren Mittelwerte in
Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Durchflusszytometermessungen des Markers eGFP von CHO-K1 Zellen nach PEI
Transfektion zur Bestimmung der Transfektionseffizienzen verschiedener Proben des PhyB-Systems
drei Tage nach PEI-Transfektion (30 pL, 1 mg/mL) mit verschiedenen Plasmidkombinationen (5,53 ug
pKM-022/pSAM200, EGFP und 2,77 ug pKM-EGFP) nach einstindiger Illumination mit verschiedenen
Wellenléangen (660 nm (1,45 W/m?), 740 nm (14,5 W/m?) oder ohne lllumination) in einer 6-well-Platte

mit (15 uM) und ohne PCB Zugabe; N=3.

Die Transfektionseffizienzen des optogenetisch aktivierbaren PhyB Systems
bestehend aus den Plasmiden pKM-022 und pKM-EGFP zeigten keine Unterschiede
(Mittelwert bei 3,5 % unabhangig von einer PCB-Zugabe oder der Wellenlange der
[llumination (740 nm mit PCB: 3,7 %, 660 nm mit PCB: 3,2 % und 660 nm ohne PCB:
3,5 %).
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Zwischen den Transfektionseffizienzen des Testplasmids mit eGFP Marker (pSAM200
und pKM-EGFP: 9,9 %) und einer Einzeltransfektion mit eGFP (10,9 %) war ebenfalls
kein Unterschied (Mittelwert bei 10,4 %) nachweisbar. Es konnte jedoch ein deutlicher
Unterschied zwischen dem optogenetischen aktivierbarem PhyB System (3,5 %) und
dem Testplasmidsystem (10,4 %) ermittelt werden.

3.1.3 gPCR Analyse

Fur eine Verifizierung der Funktion des PhyB Systems wurden qPCR Analysen
durchgefiihrt. Diese gaben nicht nur Uber die Funktion der Plasmide Aufschluss,
sondern zeigten zusatzlich detailliert den Verlauf der Genexpression von Transfektion
bis zur Versuchsauswertung. Eine detaillierte Beschreibung der Funktion,
Vorbereitung sowie Durchfuhrung der durchgefihrten qPCR Analyse kann in
Kapitel 3.3.8 eingesehen werden.

Es wurden immer jeweils drei homologe Proben zu sieben verschiedenen Zeitpunkten
(1 h,4h,24h, 30 h, 48 h, 54 h, 72 h nach der Transfektion) genommen. Zusatzlich
gab es immer eine Negativkontrollprobe ohne DNA und eine nach 72 h genommene
Probe, die nicht illuminiert wurde, beides ebenfalls in Dreifachbestimmung. Die Zellen
wurden zur Entnahme lysiert und anschliel3end wurde ihre RNA isoliert. Fur die cDNA
Synthese wurde die verwendete RNA auf 15 ng/uL normiert. Die verwendeten
Referenzprimer fur die Normierung der Messwerte waren B2M (Beta-2-Microglobulin),
RPL4 (Ribosomal Protein L4) und PPIA (Peptidylpropyl isomerase A).

Die Bezeichnung der Proben haben die folgenden Bedeutungen: L (gesamte Leakage:
transfizierte Zellen ohne lllumination, Probennahme zum Zeitpunkt 7), N1
(Negativkontrolle (keine DNA) ohne lllumination, Probennahme zum Zeitpunkt 7), N2
(Negativkontrolle (keine DNA) nach lllumination mit 660 nm, Probennahme zum
Zeitpunkt 7), die Zahlen stehen fir illuminierte Proben (660 nm) und den jeweiligen
Zeitpunkt der Probennahme (1: 1 h, 2: 4 h, 3: 24 h, 4: 30 h,5:48 h, 6: 54 h, 7: 72 h
nach Transfektion). Die Illumination der Proben erfolgte ab dem Zeitpunkt 4, der in den
nachfolgenden Grafiken mit einem roten Pfeil markiert wurde. Die drei homologen
Proben wurden jeweils viermal vermessen, das heilt, dass jeder Messbalken in der

resultierenden Grafik den Mittelwert von 12 Messungen darstellt.
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Fur das optogenetische PhyB-System mit eGFP Marker wurde eine qPCR Analyse,
durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abbildung 23 dargestellt sind.
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Abbildung 23: qPCR Daten des PhyB-Systems (0,375 pug pKM-022 und 0,75 pug pKM-EGFP) in
HEK?293 Zellen nach Dreamfect™ Gold Transfektion (3 pL) nach einstindiger lllumination mit 660 nm
(1,45 WI/m2) oder ohne lllumination in einer 24-well-Platte mit (15 uM) PCB Zugabe, N=12.

Die Daten zeigten fur die beiden Plasmide pKM-022 und pKM-EGFP des PhyB-
Systems eine steigende RNA (Ribonukleinsédure) Expression ab Zeitpunkt 4 (Start der
lllumination) mit einem Maximum bei Zeitpunkt 6 (einen Tag nach der Illumination).
Anschlieend sank die RNA Expression wieder. Fur beide Plasmide war eine gleich
hohe Genexpression mit einem &hnlichen zeitlichen Verlauf erkennbar. Die Leakage
des Systems (Expression vor dem Zeitpunkt 4) begann erst ab Zeitpunkt 3, also direkt
vor der lllumination. Auffallig war, dass die Leakage bei dem Plasmid pKM-EGFP
deutlich héher war als bei dem optogenetischen Plasmid pKM-022. Die maximale
eGFP Expression war nur ungefahr doppelt so hoch wie die ermittelte Leakage.

Daher konnte zwar die optogenetisch aktivierte Genexpression nachgewiesen werden,
jedoch mit nur gering erhéhter Genexpression im Vergleich zur Leakage des PhyB-

Systems.

3.1.4 Variation der Beleuchtungsstarke

Fur eine weitere Optimierung der eGFP Expression in CHO-K1 Zellen wurde die
Beleuchtungsstarke ausgehend von der Start-Intensitat 1,5 W/mz, wie sie von Weber

et. al. [27] verwendet wurde, variiert. Hierbei wurden jeweils identische Proben mit
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0,7 W/m2, 1,5 W/m? und 2,2 W/m2 LED Licht mit einer Wellenl&ange von 660 nm fur
eine Stunde illuminiert. Von jeder Probe wurden zwei Tage nach Illumination funf
reprasentative Fluoreszenzaufnahmen angefertigt, die erneut mit dem Programm
Image J ausgewertet wurden.

Abbildung 24 zeigt die berechneten Flachen an fluoreszierenden Zellen nach einer PEI
Transfektion mit dem Testplasmid pSAM200 in Kombination mit pKM-EGFP ohne
Zugabe des Ko-Faktors PCB.

10,00

8,00

o
o
S

Zellen (%)

berechnete Flache an fluoreszenten

0,00
10,7 W/m?2 =1,5W/m? m2,2 Wim?

Abbildung 24: Mittels Image J berechnete Flachen an fluoreszierenden CHO-K1 Zellen drei Tage nach
PEI-Transfektion (30 pL, 1 mg/mL) mit dem Testplasmid pSAM200 (5,53 pg) und pKM-EGFP (2,77
pg) nach einstiindiger lllumination bei 660 nm mit unterschiedlichen Illuminationsintensitaten (0,7
W/mz2, 1,5 W/m2 und 2,2 W/m?2) in einer 6-well-Platte ohne PCB Zugabe; N=5.

Die Transfektion des Testplasmids mit eGFP Marker resultierte unabhangig von der
llluminationsintensitat in einer fluoreszierenden Flache von ca. 8,8 % (0,7 W/mz2: 8,8 %;
1,5 W/mz: 8,8 %; 2,2 W/m2: 8,5 %). Zwischen den Proben konnten keine Unterschiede
nachgewiesen werden.

In Abbildung 25 sind die berechneten Flachen an fluoreszierenden Zellen nach einer
Transfektion mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 in Kombination mit pKM-
EGFP nach Zugabe von 15 uM PCB dargestellt.
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Abbildung 25: Mittels Image J berechnete Fléachen an fluoreszierenden CHO-K1 Zellen drei Tage nach
PEI-Transfektion (30 pL, 1 mg/mL) mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 (5,53 pg) und pKM-
EGFP (2,77 pg) nach einstindiger Illlumination bei 660 nm mit unterschiedlichen
llluminationsintensitaten (0,7 W/mz2, 1,5 W/m2 und 2,2 W/m?) in einer 6-well-Platte nach 15 uM PCB-
Zugabe; N=5.

Bei Betrachtung der Abbildung ist ein leichter negativer Trend erkennbar, denn bei
steigender llluminationsintensitat scheint die berechnete Flache an fluoreszierenden
Zellen abzunehmen (0,39 % bei 0,7 W/m2, 0,36 % bei 1,5 W/m2 und 0,31 % bei
2,2 W/m?). Zieht man jedoch die Standardabweichungen der Werte in die Betrachtung
mit ein, so konnte kein aussagekraftiger Unterschied zwischen den Proben (Mittelwert
bei 0,35 %) ermittelt werden.

Abbildung 26 zeigt die berechneten Flachen an fluoreszierenden Zellen nach einer
Transfektion mit den pKM-022 und pKM-EGFP ohne Zugabe des Cofaktors PCB.
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Abbildung 26: Mittels Image J berechnete Fléachen an fluoreszierenden CHO-K1 Zellen drei Tage nach
PEI-Transfektion (30 pL, 1 mg/mL) mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 (5,53 pg) und pKM-
EGFP (2,77 ug) nach einstindiger lllumination bei 660 nm mit unterschiedlichen
llluminationsintensitaten (0,7 W/mz2, 1,5 W/m2 und 2,2 W/m2) in einer 6-well-Platte ohne PCB-Zugabe;
N=5.

Es konnte kein Unterschied zwischen den Proben festgestellt werden (0,26 % bei
0,7 W/mz2, 0,31 % bei 1,5 W/m? und 0,26 % bei 2,2 W/m?2). Der Durchschnittswert der
Leakage in diesem Experiment betrug 0,28 %.

Die Unterschiede in den Messwerten der Leakage (0,28 %) und des optogenetisch
aktivierten PhyB-Systems (0,35 %) lagen im Bereich ihrer Standardabweichungen.

Daher war keine eindeutige optogenetische Aktivierung des Systems nachweisbar.

3.1.5 Variation des Arbeitsabstandes

Eine weitere Mdglichkeit der Optimierung war die Vergro3erung des Arbeitsabstandes
zwischen den Zellen und den LEDs, ausgehend von dem Ausgangswert von 15 cm
[27]. Eine Verringerung des Arbeitsabstandes schien im vorliegenden Versuchsaufbau
nicht sinnvoll, da dadurch keine vollstandige Illumination der gesamten Well-Platte mit
gleicher llluminationsintensitat nicht gewahrleistet werden konnte. Somit waren die
gewonnenen Erkenntnisse nicht mit den anderen Versuchen vergleichbar.

In Abbildung 27 sind die mit Image J berechneten Flachen an fluoreszierenden Zellen
nach einer PEI Transfektion mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 mit eGFP
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Marker und PCB-Zugabe dargestellt. Fir die Auswertung wurden jeweils vier oder funf

reprasentative Fluoreszenzaufnahmen verwendet.
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Abbildung 27: Mittels Image J berechnete Flachen an fluoreszierenden CHO-K1 Zellen drei Tage nach
PEI-Transfektion (30 pL, 1 mg/mL) mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 (5,53 pg) und pKM-
EGFP (2,77 pg) nach einstiundiger lllumination bei 660 nm (1,45 W/m?) bei unterschiedlichen
Arbeitsabstédnden zwischen Zellen und LEDs in einer 6-well-Platte nach PCB Zugabe (15uM); N=5.

Es ist zu erkennen, dass alle verwendeten Arbeitsabstdnde zu einer gleich gro3en
fluoreszierenden Flache von ungefahr 0,27 % fuhren. Zwischen den Proben (0,24 %
bei 15 cm, 0,29 % bei 20 cm und 0,28 % bei 25 cm) konnten keine Unterschiede
nachgewiesen werden.

Die Vergleichsproben des optogenetischen Plasmids mit eGFP Marker (pKM-022 mit
pKM-EGFP) ohne PCB Zugabe (siehe Abbildung 28) zeigten ebenfalls keine
aussagekraftigen Unterschiede, der Mittelwert lag bei 0,34 %.
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Abbildung 28: Mittels Image J berechnete Flachen an fluoreszierenden CHO-K1 Zellen drei Tage nach
PEI-Transfektion (30 puL, 1 mg/mL) mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 (5,53 pg) und pKM-
EGFP (2,77 pg) nach einstiindiger Illumination bei 660 nm (1,45 W/m?) bei unterschiedlichen
Arbeitsabstanden zwischen Zellen und LEDs in einer 6-well-Platte ohne PCB Zugabe; N=5.

Es konnte jedoch ein negativer Trend beobachtet werden, derart dass mit steigendem
Arbeitsabstand die Flache an fluoreszierenden Zellen sank (0,41 % bei 15 cm, 0,34 %
bei 20 cm und 0,26 % bei 20 cm).

Die Unterschiede in den Messwerten der Leakage (0,34 %) und des optogenetisch
aktivierten PhyB-Systems (0,27 %) lagen auch bei diesem Experiment im Bereich ihrer
Standardabweichungen. Daher war keine eindeutige optogenetische Aktivierung des

Systems nachweisbar.

3.1.6 Variation der zugegebenen PCB-Menge

Als nachstes wurde die dem Medium zugegebene PCB-Menge, ausgehend von der
Standard Menge [27] von 15 uM, variiert. In den folgenden Experimenten wurden die
Auswirkungen von PCB-Zugaben zwischen 7,5 uM und 22,5 uM eine Stunde vor der
einstundigen Illlumination mit 660 nm auf die eGFP Expression von CHO-K1 Zellen
dokumentiert. Auf die Verwendung gro3erer PCB-Mengen wurde verzichtet, da PCB
in DMSO (Dimethylsulfoxid) geldst wurde, was in groReren Mengen zelltoxisch wirkt.
Die Auswertung erfolgte abermals mit der Software Image J und dem dafir erstellten
Makro. Es wurden fir jeden Versuch funf reprasentative Fluoreszenzaufnahmen

erstellt und ihre berechneten Ergebnisse fir eine PEIl Transfektion mit dem
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optogenetischen Plasmid pKM-022 mit eGFP Marker gemittelt. Die Ergebnisse sind
Abbildung 29 zu entnehmen.
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Abbildung 29 Mittels Image J berechnete Flachen an fluoreszierenden CHO-K1 Zellen drei Tage nach
PEI-Transfektion (30 puL, 1 mg/mL) mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 (5,53 pg) und pKM-
EGFP (2,77 pg) nach einstiindiger lllumination bei 660 nm (1,45 W/m?) nach Zugabe von
verschiedenen PCB-Mengen (O pL, 7,5 uL, 11,25 pL, 15 pL, 18,75 pL und 22,5 puL); N=5.

In der Abbildung kann man erkennen, dass eine Verringerung der PCB-Konzentration
ausgehend von 15 uM (0,53 %) zu einer Reduzierung der fluoreszierenden Flachen
(0,31 % bei 11,25 pM PCB und 0,21 % bei 7,5 pM) fuhrte. Eine Erhéhung der PCB-
Konzentration ausgehend von 15 pM fiihrte hingegen zu keiner Steigerung der
fluoreszierenden Flachen (0,45 % bei 18,75 uM und 0,61 % bei 22,5 uM). Trug man
die gemessenen Werte in eine Kurve auf, so war von der Negativkontrolle bis zu einer
Konzentration von 15 pM eine lineare Steigung erkennbar. Ab einer Konzentration von
15 uM flachte die Kurve jedoch deutlich ab, was auf eine Sattigung hindeutete. Die
Flache an fluoreszierenden Zellen konnte durch eine Steigerung der PCB Menge von
7,5 UM auf 22,5 uM verdreifacht werden.

Die Leakage dieses Experiments betrug 0,17 %. In Anbetracht der
Standardabweichungen konnte man ab einer PCB Konzentration von 11,25 uM eine
Lichtaktivierung des optogenetischen PhyB-Systems nachweisen.

Da die Kurve ab einer Konzentration von 15 uM PCB abflacht und grof3e PCB Mengen
wegen des enthaltenen DMSOs toxisch wirken, wurde in den nachfolgenden
Experimenten eine PCB Konzentration von 15 pM verwendet.
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3.1.7 Variation des Plasmidverhéaltnisses

Als nachster Optimierungsschritt wurde das Plasmidverhéltnis zwischen dem
optogenetischen Plasmid pKM-022 und pKM-EGFP, ausgehend von einem 1:1
Verhaltnis, variiert. Hierbei blieb die Gesamtplasmidmenge der PEI Transfektion in
CHO-K1 Zellen konstant. Diese Menge wurde dabei auf die verschiedenen getesteten
Plasmidverhaltnisse (1:1, 1:2, 2:1 und 3:1) aufgeteilt. Drei Tage nach der Transfektion
wurden mittels Fluoreszenzmikroskop repréasentative Bilder aufgenommen, deren
Flachen an fluoreszierenden Zellen ebenfalls mittels der Software Image J berechnet
wurden. Fir die Verhéltnisse 1:1 und 1:2 sowie die Probe ohne PCB wurde jeweils der
Mittelwert aus funf Bildern, fir das Verhaltnis 2:1 aus zwei Bildern und fir das

Verhaltnis 3:1 aus einem Bild ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 30 dargestelit.
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Abbildung 30: Mittels Image J berechnete Flachen an fluoreszierenden CHO-K1 Zellen drei Tage nach
PEI-Transfektion (30 pL, 1 mg/mL) mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 und pKM-EGFP nach
einstundiger lllumination bei 660 nm (1,45 W/m?2) mit 15 uM PCB-Zugabe bei verschiedenen
Plasmidverhéaltnissen (1:1 mit jeweils 4,15 ug, 2:1 mit 5,53 pug pKM-022 und 2,77 ug pKM-EGFP, 1:2
mit 2,77 pug pKM-022 und 5,53 pg pKM-EGFP, 3:1 mit 8,31 pg pKM-022 und 2,77 ug pKM-EGFP);
N=5.

In der Abbildung ist zu erkennen, dass ein Plasmidverhaltnis von 1:2 (0,45 %) im
Vergleich zu einem Verhdltnis von 1:1 (0,3 %) zu einer Erhohung der
Proteinexpression fuhrte, wahrend Plasmidverhaltnisse von 2:1 (0,12 %) und 3:1

(0,05 %) zu einer Verminderung der Proteinexpression fihrten.
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Die ermittelte Leakage in diesem Experiment lag bei 0,08 %. Bei den
Plasmidverhaltnissen 1:1 und 1:2 konnte die optogenetische Aktivierung der
Proteinexpression nachgewiesen werden, wahrend bei den Verhaltnissen von 2:1 und
3:1 kein Unterschied zur Leakage bestand.

In den nachfolgenden Experimenten wurde daher mit einem Plasmidverhaltnis von 1:2
zwischen pKM-022 und pKM-EGFP weitergearbeitet.

3.1.8 Laser-lllumination

Vergleichend zur verwendeten LED-lllumination mit 660 nm wurde bei identischen
Versuchsbedingungen auch eine lllumination mittels eines 660 nm Lasers ausgetestet,
da dieser fur spatere therapeutische Anwendungen eine gré3ere Relevanz haben
wuirde. Der einzige Unterschied bestand in der lllumination, denn wahrend die LEDs
alle Zellen gleichzeitig fur eine Stunde illuminierten, fuhr der Laser lediglich mehrfach
einen quadratischen Bereich im Well in Bahnen ab. Die LED-Illumination erfolgte
konstant 60 Minuten lang bei einer Beleuchtungsstarke von 1,45 W/m?, was eine
Gesamtillumination von 0,52 W*s/cm? ergibt. Die Laser-lllumination erfolgte aufgrund
der kleinen Laserflache bei 5474930 W/m2. Zog man den beim Abrastern des Wells
zuriickgelegten Weg (bzw. die hierbei illuminierte Flache) sowie die
Lasergeschwindigkeit von 10 mm/s und die Gesamtilluminationszeit von 30 Minuten in
Betracht, so kam man auf eine Gesamtillumination von 67,4 W*s/cm2. Die Laser-
llluminationsintensitat war somit deutlich starker als bei der LED-lllumination (Faktor
130).

Fur die mittels Image J berechneten Flachen stand lediglich eine reprasentative

Aufnahme pro Probe zur Verfligung (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: Mittels Image J berechnete Fléachen an fluoreszierenden CHO-K1 Zellen drei Tage nach
PEI-Transfektion (6 pL, 1 mg/mL) mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 (1,1 pg) und pKM-
EGFP (0,55 pg) nach 15- und 30-minttiger Laser-Illumination bei 660 nm (5474930 W/m?2) mit einer

Lasergeschwindigkeit von 10 mm/s nach 15 uM PCB-Zugabe in einer 24-well-Platte.

Es ist zu erkennen, dass eine 15-minutige lllumination mit einer Beleuchtungsstarke
von 5474930 W/m2 und einer Abrastergeschwindigkeit von 10 mm/s zu keinem Anstieg
der eGFP Expression fiuhrte (0,08 % im Vergleich zur Leakage von 0,06 %). Wurde
die llluminationsdauer jedoch auf 30 Minuten erhdht, so war ein Anstieg der eGFP
Expression (0,55 %) um den Faktor 10 erkennbar (siehe Abbildung 32).

Abbildung 32: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme in 4-facher Vergréf3erung von CHO-K1 Zellen
drei Tage nach PEI-Transfektion (6 pL, 1 mg/mL) mit dem optogenetischen Plasmid pKM-022 (1,1 pg)
und pKM-EGFP (0,55 pg) nach 30-minutiger Laser-lllumination bei 660 nm (5474930 W/m?2) mit einer

Lasergeschwindigkeit von 10 mm/s nach 15 uM PCB-Zugabe in einer 24-well-Platte.

65



Ergebnisse

Auch hier konnte die optogenetische Aktivierung der Genexpression nach 30-minutiger
Laser-lllumination mit 54734930 W/m2 und einer Lasergeschwindigkeit von 10 mm/s
nachgewiesen werden. Die ermittelte Proteinmenge war hierbei mit der
Proteinexpression nach 60-mindtiger LED-lllumination vergleichbar, bei nur halber

[lluminationsdauer.

3.1.9 PhyB-System mit anderem Bindungsmechanismus

Ein weiterer Einflussfaktor der die Genexpression des PhyB-Systems inhibieren kann
ist der Tetrazyklin-Rezeptor, denn die Bindung des optogenetischen Plasmids pKM-
022 an das Zielplasmid des PhyB-Systems beruht auf der Bindung des Tetrazyklin
Rezeptors an den Tetrazyklin Operator. Dieser bindet jedoch nur in Abwesenheit von
Tetrazyklin. Da der Hersteller des in den Experimenten verwendeten fotalen
Kalberserums ein Vorhandensein von Tetrazyklin nicht ausschliel3en konnte, wurden
zu Testzwecken zwei andere Plasmide des PhyB-Systems, die uns von [27] zur
Verfligung gestellt wurden, getestet. Die Funktion dieser neuen Plasmide pLK-001 und
pKT-393 ist analog zu den Plasmiden pKM-022 und pKM-EGFP, lediglich der
Bindungsmechanismus basiert nicht auf dem Tetrazyklin Rezeptor. Diese Plasmide
wurden in Doppelbestimmung in den Verhaltnissen 1:1 und 1:2 transfiziert und die
Proben wurden spéater mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops betrachtet. Es konnten

jedoch keine fluoreszierenden Zellen nachgewiesen werden.

3.1.10 PhyB-System in HEK293 Zellen

Im Anschluss an die Optimierungen wurde das optogenetische PhyB-System auf eine
andere Zellart Gberfiihrt. Hiermit sollte tberprift werden, ob die Zellart eventuell einen
inhibierenden Einfluss, z. B. durch Promoter-silencing, auf die Genexpression des
PhyB-Systems haben wiuirde. Hierfir wurde die menschliche HEK293 Zelllinie
ausgewahlt, da sie einfach zu transfizieren ist. Transfiziert wurden die Zellen mit dem
optogenetischen Plasmid pKM-022 in Kombination mit pKM-EGFP mittels chemischer
Transfektion mit dem Reagenz DreamFect™ Gold. Die Auswertung erfolgte mittels

Durchflusszytometermessung des Markers eGFP. Die Ergebnisse des in
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Einfachbestimmung durchgefiihrten Experiments kdnnen Abbildung 33 enthommen

werden.
5,0%
4,5%
S 4,0% o Leak
< 3.5% eakage
T) 3,0% ohne lllumination
S 2,5% Deaktivierungs Wellenlange
) % -
g 20% lllumination ohne PCB
5 0,
S 1,5% lNlumination mit PCB
[ 1,0%

0,5%
0,0%

Abbildung 33: Mittels Durchflusszytometer gemessene Anteile an fluoreszierenden HEK293 Zellen
nach DreamFect™ Gold Transfektion (15 pL) mit dem optogenetisch aktivierbaren PhyB-System
pKM-022 (3,75 pg) und pKM-EGFP (7,5 pg) nach einstiindiger lllumination mit 660 nm (1,45 W/m?2) mit
15 uM PCB-Zugabe.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass sich die Leakage des PhyB-Systems im Bereich
von 3,6 % bis 4,8 % befindet. Hierfur wurden drei verschiedene Negativkontrollen
vermessen. Bei Zellen die nicht transfiziert wurden konnten keine fluoreszierenden
Zellen nachgewiesen werden. Zellen, die nicht illuminiert wurden, hatten eine Leakage
von 3,6 % wahrend Zellen, die mit der Deaktivierungswellenlange von 740 nm eine
Stunde illuminiert wurden einen fluoreszierenden Anteil von 4,0 % aufwiesen. Zellen,
die mit der Aktivierungswellenlange von 660 nm illuminiert wurden ohne das dem
Zellkulturmedium das Chromophor (PCB) beigemischt wurde hatten 4,8 %
fluoreszierende Zellen. Da die Experimente in Einfachbestimmung erstellt wurden und
die Differenzen der Ergebnisse relativ gering waren, kann nicht eindeutig von
Unterschieden gesprochen werden.

Betrachtet man das Ergebnis der illuminierten Probe, dessen Medium mit PCB versetzt
wurde, so fallt auf, dass das Ergebnis von 4,4 % im Bereich der Leakage lag. Die
optogenetische Aktivierung der Proteinexpression konnte somit nicht nachgewiesen

werden.

3.1.11 Klonierung des Zielplasmids mit BDNF Marker

Da sich der fur die Optimierung verwendete Proteinmarker eGFP als nicht optimal
herausgestellt hatte, sollten fur die lichtinduzierte Genexpression des PhyB-Systems
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weitere Proteinmarker getestet werden. Hierflr wurde das fur spatere therapeutische
Anwendungen relevante Protein BDNF ausgewahlt. Um eine optogenetisch-induzierte
BDNF Synthese zu realisieren, musste zuerst das Zielplasmid fir eine BDNF
Expression kloniert werden. Die verwendete Klonierungsstrategie zur Erstellung der
Zielplasmids pKM-BDNF ist in Abbildung 34 dargestellt.

pKM-BDNF
4159 bp

INSERT
FRAGMENT

Replace Insert
Spel (1129) — Notl (1875)

Spel (7) — NotI (758)

Spel NotI
/ ~~ Spel ‘ |

BDNF 744 bp

Amplified
770 bp

pKM-078
4154 bp

Amplify 1086 .. 1829 using:

PCR|primer 1
Primer 2

Primer 1 Primer 2

e
! 11829

BDNF 744 bp

BDNF(lang)
4755 bp

Abbildung 34: Verwendete Klonierungsstrategie zur Erstellung des Zielplasmids pKM-BDNF
ausgehend vom Plasmidvektor pKM-078 und dem Insert BDNF.

Hierflr bestand der Plasmidvektor aus pKM-078 (mit Expression einer roten mCherry
Fluoreszenz) das bereits fur die Klonierung des in der Masterarbeit erstellten
Zielplasmids pKM-EGFP mit eGFP Marker verwendet wurde. Der Plasmidvektor
wurde mit den Restriktionsenzymen Spel und Notl linearisiert, indem die Sequenz fur

mCherry herausgeschnitten wurde. Die Sequenz fir BDNF wurde aus dem Plasmid
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BDNF mittels PCR (Polymerasekettenreaktion) amplifiziert. Die verwendeten Primer
(Primer 1. pKM-BDNF forward und Primer 2: pKM-BDNF reversed) erhielten
Uberhange, sodass die BDNF Sequenz wahrend der PCR um die Schnittstellen fir
Notl und Spel verlangert wurde. Das PCR Amplifikat wurde anschlie3end ebenfalls mit
diesen Restriktionsenzymen geschnitten. Beide Plasmide wiesen somit
komplementére Schnittstellen an ihren Enden auf die es ermdéglichten, sie mit Hilfe von
Ligase zusammenzufiigen. Da beide verwendeten Restriktionsenzyme sticky ends
produzierten, konnte das Insert nur in der gewlnschten Richtung eingefiigt werden,
wodurch unerwinschte Nebenprodukte vermieden wurden. Das klonierte Plasmid
wurde anschlieRend in Bakterien transformiert die es vervielfaltigten. Mittels eines
Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Aufreinigungs Kits erfolgte die Aufreinigung. Eine
nachfolgende Gelelektrophorese wurde verwendet, um die Grol3e des entstandenen
Plasmids zu bestimmen, was bei Ubereinstimmung mit der gewiinschten GréRe eine
erste Uberpriifung des Klonierungserfolgs darstellte. Zur genauen Verifizierung des
Endproduktes wurde das erstellte Plasmid zusatzlich noch sequenziert. Das

Sequenzierungsergebnis bestétigte die erfolgreiche Klonierung von pKM-BDNF.

3.1.12 SEAP-Expression

Zusatzlich wurde die Expression eines weiteren Proteins vergleichend getestet. Hierfur
wurden das optogenetisch aktivierbare Plasmid pKM-022 und das Testplasmid
pSAM200 mit dem Plasmid pKM-006 mit SEAP Marker kombiniert, dass uns [27] zur
Verfuigung stellte. Die Auswertung jeweils vier identischer Proben erfolgte drei Tage
nach der Transfektion mittels SEAP-Assay. Dabei konnte in keiner Probe SEAP

nachgewiesen werden. Eine erneute Versuchsdurchfiihrung bestatigte das Ergebnis.

3.1.13 BDNF-Expression

Das PhyB-System wurde ebenfalls mit dem klonierten Zielplasmid pKM-BDNF
getestet, da der BDNF Marker fur die klinische Anwendung der Optogenetik im
Innenohr relevant ist. Fir die Evaluation von mittels der chemischen

Transfektionsmethode mit PEI transfizierten CHO-K1 Zellen wurden zwei gleiche
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Proben mit einem BDNF ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) jeweils doppelt
vermessen. Die resultierenden Mittelwerte der anhand der Kalibriergeraden

berechneten BDNF Konzentrationen sind in Abbildung 35 dargestellit.

1500
1250
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750 I
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250

0
m | eakage m pKM-022 + pKM-BDNF ohne lllumination

BDNF Konzentration (pg/mL)

pKM-022 + pKM-BDNF - PCB pKM-022 + pKM-BDNF + PCB
® pSAM200 + pKM-BDNF

Abbildung 35: Mittels BDNF ELISA ermittelte BDNF Konzentrationen von CHO-K1 Zellen PEI-
Transfektion (30 pL, 1 mg/mL) von unterschiedlichen Plasmidkombinationen des PhyB-Systems
(3,46 pg pKM-022/pSAM200 und 1,73 pg pKM-BDNF) nach einstiindiger lllumination mit 660 nm

(1,45 W/m2) mit und ohnel5 pM PCB-Zugabe; N=4.

Als erstes fallt auf, dass die Negativkontrolle (nur Zellen ohne DNA) eine BDNF
Konzentration von ungefahr 850 pg/uL aufweist. Vergleicht man diesen Wert mit den
Konzentrationen der Leakage des optogenetischen Systems (ohne lllumination und
PCB-Zugabe), so ist zu erkennen, dass es keinen Unterschied zur Negativkontrolle
gibt.

Das Testplasmid (pSAM200 mit pKM-BDNF) zeigt mit einer Konzentration von
1385 pg/mL eine deutlich hohere BDNF Expression als die Negativkontrolle/Leakage.
Betrachtete man allerdings die optogenetisch aktivierbare BDNF Expression mit
1020 pg/mL, so konnte aufgrund der hohen Standardabweichung nicht von einer
erhohten BDNF Expression gesprochen werden, obwohl der Mittelwert oberhalb der

Leakage lag.

3.2 Transfektion von humanen mesenchymalen Stammzellen

Durch die Optimierungen der Proteinexpression des PhyB-Systems konnte zwar eine
optogenetisch-induzierte Proteinexpression nachgewiesen werden, die aber durch die

relativ hohe Leakage des Systems relativiert wurde. Zusatzlich waren sowohl die Hohe
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der Leakage wie auch der Genexpression stark von der Konfluenz der Zellen
abhéngig, was in hohen Standardabweichungen und in Schwankungen der
Expressionswerte resultierte. Daher wurden andere optogenetische Systeme gesucht,
die eine stabilere Genexpression mit geringerer Leakage in Saugetierzellen aufwiesen
und somit besser fur therapeutische Anwendungen geeignet sein wirden.

Ebenso wurde an einer geeigneten Co-Transfektionsmethode fiir aus Fettgewebe
isolierten humanen mesenchymalen Stammzellen gearbeitet. hMSCs sind flr spatere
therapeutische Anwendungen besonders geeignet, da sie relativ einfach aus
Patientengewebe isoliert werden konnen, wodurch ungewollte Immunreaktionen
vermieden werden. Immortalisierte Modell-Zelllinien wie CHO-K1 oder HEK293 Zellen
hingegen sind fur spatere therapeutische Anwendungen an Patienten nicht geeignet.
Somit bestand die Aufgabe darin, eine Transfektionsmethode fir ADhMSCs mit eGFP
Marker zu etablieren, die zu einer mdglichst hohen Proteinexpression fihrten sollte,
um im Anschluss auf eine Co-Transfektion ausgeweitet zu werden.

In diesem Kapitel sind die Optimierungen der physikalischen Transfektion durch
Elektroporation, der chemischen Transfektion durch Lipofektion mit drei verschiedenen
Reagenzien dargestellt sowie einer chemischen Transfektion mit zwei verschiedenen
Reagenzien, die die Plasmide ahnlich dem Mechanismus einer viralen Transfektion in
die Zelle bringen. Mit LFR (lipofection reagent) ist das im jeweiligen Kapitel verwendete

Transfektionsreagenz gemeint.

3.2.1 Viromer® Red

Das erste getestete Transfektionsreagenz fir ADhMSCs war Viromer® Red, dessen
Wirkmechanismus einer viralen Transfektion gleicht. Hierbei wurde mit einer
Einfachtransfektion von eGFP begonnen wobei die Transfektionsreagenzmenge nach
Herstellerangaben [291] variiert wurde. ,Faktor 1 bezieht sich hierbei auf die
standardmafig verwendete Menge Transfektionsreagenz. ,Faktor 0,5 bedeutet halb
so viel Reagenz wie bei ,Faktor 1“ wahrend ,Faktor 1,5 fir 50 % mehr
Transfektionsreagenz steht. Drei Tage nach der Transfektion wurden jeweils zwei
reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der transfizierten ADhMSCs
angefertigt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Image J. Die
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berechneten Flachen an fluoreszierenden Zellen fir die verschiedenen Mengen sind
in Abbildung 36 dargestellt.
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fluoreszierenden Zellen (%)
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Leakage m Faktor 0,5 Faktor 1 Faktor 1,5

Abbildung 36: Mittels Image J berechnete Flachen an fluoreszierenden ADhMSCs (AD33J Passage 3)
drei Tage nach eGFP (11 ng/uL) Single-Transfektion mit verschiedenen Mengen (25 uL, 50 puL und

75 pL) des Transfektionsreagenzes Viromer® Red in einer 24-well-Platte; N=2.

Auf den Bildern der Negativkontrolle konnten keine fluoreszierenden Zellen
nachgewiesen werden. Die Probe ,Faktor 0,5 wies 0,27 % fluoreszierende Zellen auf.
Im Vergleich dazu konnte in den Proben ,Faktor 1“ mit 0,58 % und ,Faktor 1,5 mit
0,62 % eine Steigerung der fluoreszierenden Flache, genau genommen eine
Verdoppelung, festgestellt werden. Zwischen den Proben ,Faktor 1“ und ,Faktor 1,5¢
bestand jedoch kein Unterschied. Daher wurde die im Herstellerprotokoll
standardmafiig verwendete Menge an Transfektionsreagenz fur die nachfolgenden
Experimente verwendet.

Nach der Negativkontrolle wurde Uberprift, wie sich eine Verdopplung der
Plasmidmenge auf die Menge fluoreszierender Zellen auswirkte. Mit einer berechneten
Flache von 0,42 % wurden weniger fluoreszierende Zellen nachgewiesen als bei der
im Protokoll angegebenen Plasmidmenge.

Da es sich bei den durchgeflihrten Experimenten um Einzeltransfektionen mit nur
einem Plasmid handelte sind die resultierenden Ergebnisse und die durch
Veranderungen der Transfektionsbedingungen erzielten Resultate zu gering, um das

verwendete Transfektionsreagenz auf Multi-Transfektionen zu tGbertragen.

72



Ergebnisse

3.2.2 Viromer® Plasmid

Bei dem als zweites getesteten Transfektionsreagenz Viromer® Plasmid handelte es
sich um eine neuere Version des Transfektionsreagenz Viromer® Red, dass speziell
fur schwierig zu transfizierenden Zellen, wie z. B. Stammzellen, entwickelt wurde.
Nach einer Einzeltransfektion mit eGFP konnten nur vereinzelte, schwach
fluoreszierende Zellen detektiert werden. Es waren deutlich weniger fluoreszierende
Zellen als nach einer Transfektion mit Viromer® Red. Daher wurden die Experimente
mit diesem Transfektionsreagenz nicht fortgesetzt.

3.2.3 Lipofektamine Stem

Das dritte getestete Reagenz war Lipofektamine Stem, dass fiur die chemische
Transfektion von Stammzellen entwickelt wurde. Zu Testzwecken wurden Einfach-
Transfektionen von ADhMSCs mit eGFP nach Hersteller-Protokoll durchgefihrt. Drei
Tage nach der Transfektion wurde die Transfektionseffizienz mit Hilfe eines
Durchflusszytometers bestimmt. Die Ergebnisse fur die in Doppelbestimmung
getesteten verschiedenen Verhaltnisse von Transfektionsreagenz und DNA-Menge
sind in Abbildung 37 fur lineare und circulare DNA dargestellt.

12,0% .
1 pL LFR 250 ng lin. DNA

10,0% m1 L LFR 500 ng lin. DNA
1 pL FLR 250 ng cir. DNA
m 1 pL LFR 500 ng cir. DNA

2 uL LFR 250 ng lin. DNA

4.0% I 2 pL LFR 500 ng lin. DNA

2 pL LFR 250 ng cir. DNA
2,0% — ®2 L LFR 500 ng cir. DNA
0,0%

Abbildung 37: Mittels Durchflusszytometer bestimmte Transfektionseffizienz von ADhMSCs (AD47N

8,0%

6,0%

Transfektionseffizienz (%)

Passage 5), die mit 250 ng und 500 ng EGFP (lineare und circulare DNA) mit Lipofektamine Stem (1
pL und 2 pL) transfiziert wurden. mit verschiedenen Mengen von Transfektionsreagenz und DNA

(linear und circular) in einer 24-well-Platte; N=2.

Betrachtete man die linke Seite der Abbildung, bei der die Proben mit 1 pL

Lipofektamine Stem transfiziert wurden, so fiel auf, dass mit linearer DNA (turkis-
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farbener Balken) nur eine Transfektionseffizienz von ca. 4 % erreicht wurde,
unabhéngig von der verwendeten DNA-Menge. Auch bei der Verwendung von 250 ng
circularer DNA wurden lediglich 4 % der Zellen transfiziert. Wurde die verwendete
Menge circularer DNA aber auf 500 ng erhoht, so erhohte sich auch die
Transfektionseffizienz auf ca. 11 %.

Die rechte Seite der Abbildung zeigt die Transfektionseffizienzen der Proben, die mit
2 UL Lipofektamine Stem transfiziert wurden. Die Proben, bei denen lineare DNA
verwendet wurden  (orangefarbener Balken), zeigten eine maximale
Transfektionseffizienz von 2 %. Proben mit 250 ng circularer DNA zeigten erneut nur
eine Transfektionseffizienz von 4 %. Wurden 500 ng DNA verwendet, so konnte eine
Transfektionseffizienz von 9 % gemessen werden.

Es konnte demnach festgestellt werden, dass eine Linearisierung der DNA nur zu sehr
geringen Transfektionseffizienzen fuhrte, geringer als bei der Verwendung von
circularer DNA. Die Verdopplung der eingesetzten circularen DNA-Menge von 250 ng
auf 500 ng fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der Transfektionseffizienz. Verglich
man die Ergebnisse fur 1 pL und 2 pL Lipofektamine Stem mit 500 ng circularer DNA,
so fiel auf, dass mit 1 pL Transfektionsreagenz eine etwas hoQhere

Transfektionseffizienz als mit 2 uL erzielt wurde.

3.2.4 X-tremeGENE™ 9

X-tremeGENE™ 9 war das vierte chemische Transfektionsreagenz, dass flr ein
Transfektion von ADhMSCs getestet wurde. Auch bei diesem Reagenz wurde die
Transfektionseffizienz mit einem Durchflusszytometer drei Tage nach der Transfektion
gemessen. Von jeder getesteten Kombination aus Transfektionsreagenzmenge und
DNA-Menge wurden jeweils zwei homologe Proben erstellt. Die resultierenden

Transfektionseffizienzen konnen der Abbildung 38 entnommen werden.
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Abbildung 38: Mittels Durchflusszytometer bestimmte Transfektionseffizienz von ADhMSCs (AD47N
Passage 5), die mit 250 ng, 500 ng oder 750 ng EGFP mit X-tremeGENE™ 9 (1 pL, 2 pL und 3 pL)
transfiziert wurden in einer 24-well-Platte; N=2.

Der Abbildung kann entnommen werden, dass sowohl bei Verwendung von 1 pL wie
auch bei 2 pL Transfektionsreagenz in Kombination mit 250 ng und 500 ng DNA nur
eine maximale Transfektionseffizienz von 1 % erreicht wurde. Wurden hingegen
750ng DNA mit 3 pL X-tremeGENE™ 9 transfiziert, so konnte die

Transfektionseffizienz auf 4,8 % gesteigert werden.

3.2.5 DreamFect™ Gold

Das flunfte fur die ADhMSC Transfektion getestete chemische Transfektionsreagenz
war DreamFect™ Gold. Analog zu den vorherigen zwei Kapiteln wurden auch hier die
Mengen an Transfektionsreagenz und DNA variiert. Per Durchflusszytometer erfolgte
die Auswertung der in Doppelbestimmung erstellten Proben. In Abbildung 39 kénnen

die Ergebnisse eingesehen werden.
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Abbildung 39: Mittels Durchflusszytometer bestimmte Transfektionseffizienzen von ADhMSCs (AD47N
Passage 5), die mit 250 ng und 500 ng EGFP mit DreamFect™ Gold (1 pL oder 2 pL) in einer 24-well-
Platte transfiziert wurden, N=2.

Bei Verwendung von 1 uL DreamFect™ Gold und 250 ng DNA wurden 13 % der Zellen
transfiziert. Eine Verdopplung der DNA-Menge erhdhte die Transfektionseffizienz auf
21 %. Erhohte man die Transfektionsreagenzmenge auf 2 L, so wurde mit 250 ng
DNA 28 % der Zellen transfiziert. Eine Verdopplung der DNA Menge fuhrte zu einer
erneuten Steigerung der Transfektionseffizienz auf bis zu 35 %.

Ein Vergleich mit den in den vorherigen Kapiteln getesteten Transfektionsreagenzien
zeigte, dass DreamFect™ Gold zu der mit Abstand besten Transfektionseffizienz in
ADhMSCs fuhrte. Daher wurde im Folgenden mit diesem Reagenz weitergearbeitet.
Zur weiteren Optimierung der Transfektions-Experimente wurden die Auswirkungen
einer erneuten Steigerung der Transfektionsreagenz- und DNA-Mengen beobachtet.

Abbildung 40 zeigt die in Dreifachbestimmung erhaltenen Experimentergebnisse.
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Abbildung 40: Mittels Durchflusszytometer bestimmte Transfektionseffizienzen von ADhMSCs (AD47N
Passage 5), die mit 500 ng, 750 ng oder 1000 ng EGFP mit DreamFect™ Gold (3 puL oder 4 L) in
einer 24-well-Platte transfiziert wurden, N=3.

Transfektionseffizienz (%)

Es war zu erkennen, dass mit einer Verwendung von 3 uL DreamFect™ Gold nur eine
maximale Transfektionseffizienz von ungefahr 15-20 % erreicht wurde. Diese Werte
waren deutlich geringer als die gemessenen Werte mit 2 pL Transfektionsreagenz. Bei
einer Verwendung von 4 pL Transfektionsreagenz und 750 ng DNA war die erzielte
Transfektionseffizienz (34 %) ahnlich wie bei dem vorherigen Maximum von ca. 35 %
(DreamFect™ Gold). Allerdings fiel bei der Betrachtung der Negativkontrolle mit
Transfektionsreagenz ohne DNA auf, dass gréRere Mengen DreamFect™ Gold (mehr
als 3 pL) zu einer Autofluoreszenz von bis zu 7 % (mit 4 pL) fuhrten, dargestellt in
Abbildung 41 als kleine fluoreszierende Punkte zwischen den Zellen.

Abbildung 41: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen: Links von ADhMSCs (AD47N Passage 5), die
mit 4 yL DreamFect™ Gold transfiziert wurden, links: ohne DNA, rechts: mit 750 ug DANN (EGFP).
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Um eine vergleichbare Transfektionseffizienz zu erhalten, musste diese
Autofluoreszenz von der gemessenen Transfektionseffizienz subtrahiert werden. Die
Transfektionseffizienzen mit 4 pL DreamFect™ Gold waren abzuglich der
Autofluoreszenz deutlich geringer als mit 2 yL Transfektionsreagenz.

Des Weiteren wurde der Einfluss von ADhMSCs, die von verschiedenen Spendern
isoliert wurden, auf die Transfektionseffizienz bei gleichen Transfektionsbedingungen
untersucht. Die Proben wurden in Doppelbestimmung erstellt und mittels

Durchflusszytometer vermessen. Die Resultate sind in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42: Mittels Durchflusszytometer bestimmte Transfektionseffizienz von ADhMSCs (AD47N
Passage 5, AD48M Passage 5, AD44N Passage 4, ADO8U Passage 3), die mit 750 ng EGFP mit

DreamFect™ Gold (3 pL) in einer 24-well-Platte transfiziert wurden; N=2.

Wie in der Abbildung zu erkennen ist, zeigte sich, dass die Transfektionseffizienz von
aus  unterschiedlichen  Spendern isolierten = ADhMSCs bei  gleichen
Transfektionsbedingungen ungefahr gleich war. Zwischen dem Ergebnis der Spender
AD48M, AD44N und ADO8U konnte keine Unterschiede (ca. 30 %
Transfektionseffizienz) festgestellt werden. Das Ergebnis des Spenders AD47N war
lediglich um 4 % geringer.

Aufgrund dieser vielversprechenden Ergebnisse der Einfach-Transfektionen von
DreamFect™ Gold wurden als nachstes die Transfektionseffizienzen von Co-
Transfektionen des Testplasmids pSAM200 in Kombination mit pKM-EGFP
gemessen. Die beiden verwendeten Plasmide wurden in unterschiedlichen

Verhdaltnissen und Mengen mit 2 yL DreamFect™ Gold transfiziert und die
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Transfektionseffizienz nach drei Tagen mit dem Durchflusszytometer gemessen. Die

Resultate dieser Versuche sind in Abbildung 43 dargestellt.
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Abbildung 43: Mittels Durchflusszytometer bestimmte Transfektionseffizienz von ADhMSCs (AD47N
Passage 5), die mit 2 uL DreamFect™ mit dem Testplasmid (PSAM200 und pKM-EGFP) mit
verschiedenen Plasmidmengen (480 ng, 500 ng, 750 ng und1000 ng) in verschiedenen

Plasmidverhdltnissen (1:1, 1:2 und 1:5) in einer 24-well-Platte transfiziert wurden; N=3.

Die in blau dargestellten Proben wurden mit einem Plasmidverhaltnis von 1:1
transfiziert. Bei der in hellblau dargestellten Probe betrug die Gesamtplasmidmenge
500 ng, bei der in dunkelblau dargestellten waren es 1000 ng. Die ermittelten
Transfektionseffizienzen beider Proben lagen unter 2 %. Die orangenfarbenen Proben
wurden mit einem Plasmidverhaltnis von 1:2 transfiziert. Die hellorangefarbene Probe
wies eine Gesamtplasmidmenge von 480 ng auf, wahrend die dunkelorangefarbene
Probe mit 750 ng transfiziert wurde. Bei einem Plasmidverhéltnis von 1:2 und einer
Gesamtplasmidmenge von 480 ng lag die ermittelte Transfektionseffizienz bei 5,7 %
wahrend sie bei einer Gesamtmenge von 750 ng nur bei weniger als 1 % lag. Bei der
in grun dargestellten Probe wurde eine Gesamtplasmidmenge von 480 ng in einem
Verhéltnis von 1:5 transfiziert. Die resultierende Transfektionseffizienz betrug 4,7 %.

Die beiden besten Ergebnisse lagen im Bereich ihrer Standardabweichungen und
unterschieden sich somit nicht. Bei beiden wurde eine Gesamtplasmidmenge von

480 ng verwendet.
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3.2.6 Elektroporation

Da die untersuchten chemischen Transfektionsmethoden fur eine Multitransfektion von
ADhMSCs nicht ausreichend erschienen, wurde zusatzlich die physikalische
Transfektion mittels Elektroporation getestet. Die Versuchsbedingungen der
Elektroporation wurden basierend auf dem Protokoll von K. von der Haar et. al. [90]
optimiert.

Bei ersten Tests wurden 108 ADhMSCs mit einem Rechteckpuls von 600 V und einer
Pulslange von 100 ps mit 3 pg linearer DNA in Elektroporationspuffer in einer Kivette
mit einer Spaltbreite von 0,4 cm elektroporiert. Es konnten jedoch auch drei Tage nach
der Transfektion keine fluoreszierenden Zellen detektiert werden, unabhéngig davon,
mit welchen Plasmiden (EGFP, pSAM200 mit pKM-EGFP, pKM-022 mit pKM-EGFP)
sie transfiziert wurden. Trotz mehrfacher Wiederholungen konnten unter den
gegebenen Bedingungen keine fluoreszierenden Zellen detektiert werden. Auffallig
war, dass nach der Elektroporation wenige bis gar keine toten Zellen erkennbar waren.
Dementsprechend wurde bei den nachfolgenden Experimenten sowohl die Pulslange,
wie auch die verwendete Spannung variiert. Eine Variation der Pulslange bei einer
Spannung von 600 V zeigte, dass erst ab einer Pulslange von 500 ps fluoreszierende
Zellen nachgewiesen 