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Zusammenfassung

Die paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (PNH) ist eine klonale Erkrankung des
hamatopoetischen Systems. Das klinische Bild wird hauptséachlich durch das Auftreten
von Hamolysen bestimmt. Als Ursache fir diese Hamolysen gilt heute, daB3 Zellen des
Knochenmarks und des peripheren Blutes keine GPIl-verankerten Oberflachenmolekile
tragen. Zu diesen gehéren CD55 und CD59, die auf den kernlosen Erythrozyten und
Thrombozyten die einzigen komplementregulatorischen Proteine darstellen. Es kommt
daher zur Komplement-vermittelten Lyse dieser Zellen. Das Fehlen der GPI-verankerten
Oberflachenmoleklle wird durch eine erworbene Mutation im X-chromosomalen PIG-A
Gen, dessen Genprodukt an der Biosynthese des GPI beteiligt ist, verursacht. Ein bisher
ungeklarter Mechanismus bei der Pathogenese dieser Krankheit ist ein Wachstumsvorteil
der GPIl-defizienten im Vergleich zu den normalen Zellen. Um den EinfluB des PIG-A
Gens im Zusammenhang mit dem Wachstumsvorteil studieren zu kdnnen, muf3 der
Defekt auf der Ebene der undifferenzierten hamatopoetischen Vorlauferzelle korrigiert
werden, so daB man Zellen zur Verfligung hat, die sich nur in der Expression des PIG-A
Gens und damit in der Expression GPIl-verankerter Oberflachenmolekiile unterscheiden.
Zu diesem Zweck wurden im Rahmen dieser Arbeit retrovirale Vektoren konstruiert, die
das PIG-A Gen und ein selektionierbares Markergen trugen. Um die Funktion der
exprimierten Gene zu Uberprifen, wurde eine Jurkat-Mutante charakterisiert, die bedingt
durch eine Mutation im PIG-A Gen keine GPl-verankerten Oberflachenmolekile mehr
exprimierte. Hier lie3 sich der Defekt durch Transfektion mit Plasmid-DNA und durch
Transduktion mit rekombinanten Retroviren komplementieren. Bei der Transduktion mit
den viralen Vektoren zeigte sich eine Expression, die auch nach einem halben Jahr noch
stabil war. Um hamatopoetische Zellen zu transduzieren, wurden zuerst in vitro
Kulturbedingungen fiir eine optimale Stimulation geschaffen. Die Verwendung von
Stammzellfaktor, Interleukin (IL)-3, IL-6 und FIt3-Ligand zeigte die besten Resultate in der
Stimulation von CD34"-Zellen aus dem Knochenmark und peripheren Blut. Dieser
Zytokincocktail wurde verwendet, um CD34"-Zellen zu stimulieren und mit Retroviren zu
infizieren. Der Vergleich verschiedener Infektionsprotokolle ergab die besten
Transduktionseffizienzen bei der Verwendung des Fibronectinfragmentes CH-296.
Dieses Protokoll wurde schlieBlich auch verwendet, um CD34°CD59-Zellen von PNH-
Patienten zu infizieren. Nach Infektion zeigte sich eine Erhéhung des Anteils GPI-
positiver Zellen um 69 %. Damit wurde im Rahmen dieser Arbeit ein System entwickelt,
das weitere Studien zur molekularen Pathogenese und mdglicherweise der Therapie der
PNH erméglicht.

Paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie; PIG-A Gen; retroviraler Gentransfer



Summary

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is a clonal disorder of the hematopoietic
system. It is characterized by episodes of vascular hemolysis. A portion of the peripheral
blood and bone marrow cells lack GPIl-anchored cell surface molecules including the
complement regulators CD55 and CD59. These are the only complement regulators on
erythrocytes and platelets resulting in lysis of the deficient cells by the autologous com-
plement. The absence of GPI-anchored proteins is caused by somatic mutations in the X-
chromosomal PIG-A gene. The corresponding protein forms part of the biosynthetic
pathway of the GPI-anchor. Apparently, the GPI deficient clone has a growth advantage
compared to the GPIl-positive cells. The underlying mechanism remains still unknown. For
studying the influence of PIG-A in that mechanism, it would be neccessary to
complement the defect at the level of the hematopoietic stem or progenitor cell resulting
in GPl-positive cells. Therefore it was the aim of this work to establish a protocol for
transferring the PIG-A gene into GPI-deficient hematopoietic progenitors of PNH patients
using retroviral vectors. Retroviral vectors containing the PIG-A gene and a selectable
marker have been cloned. The vector plasmids were transfected into a GPI deficient
Jurkat mutant and subsequently screened for reexpression of GPIl-anchored proteins.
Transduction of the cells using recombinant viruses resulted in stable expression of GPI-
anchored molecules for at least six months. Conditions for transduction of CD34"
progenitors have been established allowing efficient stimulation of these cells. Best
results concerning stimulation of progenitors from peripheral blood or bone marrow were
obtained by combining stem cell factor, interleukin (IL)-3, IL-6 and Flt3-ligand. This
cytokinecocktail was used for stimulating and subsequently infecting CD34" cells.
Comparison of different retroviral infection procedures was carried out. Best transduction
efficiencies were observed using recombinant fibronectin fragment CH-296. Application of
this protocol for the infection of CD34'CD59 cells of a PNH patient resulted in an
increase of GPI-positive cells by 69 %. Thus a system was developed, allowing further
studies of molecular mechanisms leading to PNH and giving possible therapeutic
approaches towards PNH.

Paroxysma nocturnal hemoglobinuria; PIG-A gene; retrovirus-mediated genetransfer
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie

Die paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (PNH) ist eine seltene Erkrankung des
hamatopoetischen Systems mit einer Pravalenz von etwa ein bis zehn Fallen pro Million
(Bessler and Hillmen 1998, Luzzatto et al. 1997). Die Erkrankung, von der Manner wie
Frauen gleichermaBen betroffen sind, setzt im allgemeinen im Erwachsenenalter ein
(Socie et al. 1996), obwohl auch zahlreiche Félle von Erkrankungen in der Kindheit und
Jugend bekannt sind (Ware et al. 1991).

Ein wesentlicher Beitrag zur Pathogenese, zur Symptomatik und zur Prognose wurde in
zwei Langzeitstudien geleistet, die die Entwicklung von 80 Patienten flr einen Zeitraum
von bis zu 48 Jahren (Hillmen et al. 1995) bzw. den Verlauf der Krankheit bei 220 Patien-
ten Uber einen Zeitraum von 46 Jahren (Socie et al. 1996) verfolgten. Die klinischen Sym-
ptome dieser Krankheit sind intravaskulare Hamolysen bei ca. 84 % der Patienten und
dadurch bedingt renale Hamoglobinausscheidung sowie eine Anamie. Die haufigste
Komplikation, auch die haufigste Todesursache, ist eine verstarkte Neigung zu Thrombo-
sen. Darlber hinaus wurden bei PNH-Patienten schwere Stérungen im Knochenmark ge-
funden, die von Hyperplasie bis zur Hypoplasie variieren kénnen. Diese schweren
Komplikationen, die mit der PNH in Zusammenhang stehen, fihren zu einer verklrzten
Lebenserwartung. In verschiedenen Studien wurden Uberlebensraten fiir den Zeitraum
von zehn Jahren nach Diagnosestellung von 66 % (Socie et al. 1996), 50 % (Hillmen et
al. 1995) und 71 % (Fujioka and Takayoshi 1989) ermittelt.

Das Krankheitsbild der PNH wurde erstmals 1882 von Paul Stribing beschrieben
(Stribing 1882). Er beschrieb diese Krankheit als eine neue Form der hamolytischen An-
amie, die sich von der in dieser Zeit haufigen Syphilis-assoziierten hdmolytischen Anédmie
unterschied. Er fand auch heraus, daB die Ursache in einem Defekt der Erythrozyten-
membran liegen muBBte. Die Diagnostik der PNH wurde ermdglicht, als Ham 1937 den
Saurehamolysetest beschrieb, bei dem Erythrozyten in angesauertem Serum inkubiert
wurden (Ham 1937). Die Zellen von Patienten mit PNH wurden dabei zum gréBten Teil ly-
siert. Spater zeigte sich, daB die Lyse auf die Komplementaktivitdt im Serum
zurlckzuflihren war (Rosse and Dacie 1966a). In einer nachfolgenden Publikation konnte
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die Lyse dann einer spaten Komponente der Komplementkaskade zugeordnet werden
(Rosse and Dacie 1966b). Untersuchungen an saureaktivierten
Komplementkomponenten zeigten vornehmlich eine Aktivierung des C5b,6-Komplexes
und der Komponenten C7-9, wodurch die PNH-Erythrozyten zerstért wurden (Hansch et
al. 1983). Der zentrale Schritt ist demnach die Bildung des membrane-attack-complex,
wodurch es zu einer Perforation der Zellmembran und zur anschlieBenden Lyse der
Zellen kommt. Diese Beobachtungen wurden weiter durch die Beschreibung des Falls
einer PNH-Patientin mit C9-Defizienz, die keine Hamolyse ausbildete, bestatigt
(Yonemura et al. 1990).

Es wurde schon sehr frih gezeigt, da PNH-Patienten zwei verschiedene Erythrozyten-
populationen hatten: eine, die empfindlich gegentiber Komplement war und eine andere,
die keine erhéhte Komplementempfindlichkeit zeigte (Rosse and Dacie 1966a). Aus
dieser Beobachtung wurde die Vermutung abgeleitet, dal3 es sich um einen erworbenen
klonalen Defekt handeln kénne. Wenige Jahre spater wurde dann durch Analysen eines
Glucose-6-phosphat-dehydrogenase Polymorphismus die Klonalitat der
komplementempfindlichen Erythrozyten nachgewiesen (Oni et al. 1970). Durch DNA-
Analysen wurde der Klonalitatsnachweis auf Lymphozyten und Granulozyten ausgeweitet
(Josten et al. 1991).

Spater zeigten phanotypische Analysen, daB die Erythrozyten von PNH-Patienten die
komplementregulierenden Proteine decay accelerating factor (DAF, CD55) (Nicholson-
Weller et al. 1983, Pangburn et al. 1983) und membrane inhibitor of reactive lysis (MIRL,
CD59) (Holguin et al. 1989b) nicht auf der Zelloberflache exprimieren. Diese Proteine
stellen auf den Membranen der kernlosen Zellen die einzigen komplementregulatorischen
Proteine dar, so daB deren Abwesenheit zu einer Lyse dieser Zellen durch autologes
Komplement fluhrt (Abbildung 1). Blockierungsexperimente, bei denen normale Erythro-
zyten mit gegen CD59 gerichteten polyklonalen Antikérpern inkubiert wurden, zeigten
eine Empfindlichkeit dieser Zellen gegeniber Komplement, die mit der von PNH-
Erythrozyten vergleichbar ist (Rosse 1990). Diese Beobachtung flhrte zu dem Schluf3,
daB bei PNH-Patienten vor allem die Abwesenheit von CD59 fir die Lyse der
Erythrozyten verantwortlich ist. Bestatigt wurde diese Vermutung noch durch die
Beschreibung des Falls eines Patienten mit angeborener CD59-Defizienz, der alle
Symptome einer PNH zeigte (Yonemura et al. 1990).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung einer normalen Erythrozytenmembran (oben) und der
Erythrozytenmembran eines PNH-Patienten (unten).

Die Molekile DAF (CD55) und MIRL (CD59) verhindert auf normalen Membranen die Bindung der Komplementkom-
ponenten. Bei Zellmembranen von PNH-Erythozyten kommt es durch das Fehlen diese Molekile zur Ausbildung des
membrane-attack-complex mit nachfolgender Lyse der Zellen (Schubert and Schmidt 1992).

Grundlage fur weitere Fortschritte in der Aufklarung der Ursache fur das Fehlen dieser
Proteine beruhten auf der Entdeckung der bakteriellen Phospholipase in den sechziger
Jahren (Slein and Logan 1960, Slein and Logan 1962, Slein and Logan 1963, Slein and
Logan 1965). Durch Behandlung von Zellen mit Phosphatidylinositol-spezifischer Phos-
pholipase C (PI-PLC) lie3 sich die membrangebundene alkalische Phosphatase von Zel-
len abspalten (lkezawa et al. 1976, Low and Finean 1977). Aus diesen und anderen Ex-
perimenten leitete man ab, dafB diese Proteine mit einem Glycosylphosphatitylinositol
(GPI)-Anker auf der Zelloberflache befestigt sind, da die PI-PLC das Phosphatidylinositol
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(P1) zwischen der Phosphatgruppe und dem Glycerin-Rickgrat spaltet (Low and Kincade

1985) (Davitz et al.

1986, Zalman et al.

1987).

Bei den PNH-Zellen fehlten die

Oberflachenmolekiile, die sich durch PI-PLC abspalten lieBen. Durch weitere Untersu-

chungen mit PI-PLC wurde noch eine Vielzahl weiterer Oberflachenproteine identifiziert,

die auf Zellen von PNH-Patienten fehlen und GPI-verankert sind. Diese Proteine sind in

Tabelle 1 zusammengefal3t.

Tabelle 1: GPI verankerte Zelloberflachenproteine humaner Blutzellen

Name

CD55 (decay accelerating
factor)

CD59 (Membrane inhibitor of
reactive lysis)

Homologous restriction factor

Acetylcholinesterase
Alkalische Phosphatase
CD73 (5'-Ektonuklectidase)
CD16 (Fcy Rezeptor IlIB)
Urokinase Rezeptor
Folat Rezeptor

CD14 (Endotoxin binding
protein receptor)

CD58 (LFA-3)

CD48 (Blast-1)

CD52 (Campath-1)
JMH-bearing protein
CD24

CDe6c

GP500

CDw109 (GP175)

Vorkommen

Alle Zellen

Alle Zellen

Erythrozyten, Thrombozyten
Erythrozyten

Granulozyten

Lymphozyten

Granulozyten

Granulozyten, Monozyten

Monozyten

Alle Zellen

Lymphozyten
Lymphozyten, Monozyten
Erythrozyten

B-Zellen, Granulozyten
Granulozyten
Thrombozyten

Thrombozyten

(Nicholson-Weller et al.
(Pangburn et al. 1983)
(Holguin et al. 1989a)

1983)

(Hansch et al. 1987)
(Kunstling and Rosse 1969)
(Beck and Valentine 1951)
(Misumi et al. 1990)
(Selvaraj et al. 1988)
(Ploug et al. 1992)
(Antony 1992)
(Simmons et al. 1989)

Selvaraj et al. 1987)
Staunton et al. 1989)
Nagakura et al. 1993)
Bobolis et al. 1992)

van der Schoot et al. 1990)
Mayne et al. 1993)
Bessler and Hillmen 1998)

(
(
(Na
(
(
(
(
(Smith et al. 1995)
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Das Fehlen GPl-verankerter Proteine auf Zellen des peripheren Blutes von PNH-
Patienten erlaubt eine differenzierte Analyse dieser Zellen und eine Verlaufsbeobachtung
der Krankheit auf zellularem Niveau durch durchfluBzytometrische Analysen (Schubert et
al. 1991, Schubert and Schmidt 1992), die den Saurehdmolysetest in der Diagnostik
weitestgehend ersetzt haben.

Diese Untersuchungen bestétigten, da3 das GPI in dieser Krankheit eine entscheidende
Rolle spielt und der Defekt entweder in der Synthese des GPI oder in der Verknlpfung
der Proteine mit dem GPI liegen muf3te.

GPI sind in der Evolution weit verbreitet und flr die Hefen Saccharomyces cerevisiae und
Schizosaccharomyces pombe, den Schleimpilz Dictyostelium discoideum (Early et al.
1988), bei Paramecium (Deregnaucort et al. 1988), bei den intrazellularen Parasiten
Toxoplasma (Tomavo et al. 1989) und Plasmodium (Braun Breton et al. 1988), dem Fla-
gellaten Giardia lamblia (Das et al. 1991), den Trypasomatiden Leishmania und Trypano-
soma, den Fliegen Musca domestica und Drosophila melanogaster (Fournier et al. 1988),
dem Tintenfisch und allen bisher untersuchten Vertebraten beschrieben. In zahlreichen
Untersuchungen an den verschiedenen Organismen wurden vielféltige Beitrdge zu Struk-
tur und Synthese von GPI geleistet.

Die Grundstruktur des GPI-Ankers ist in Abbildung 2 dargestellt. Das GPI besteht aus ei-
nem myo-Inositol, das in Position 1 Gber eine Phosphatgruppe mit einem Lipid verbunden
ist. An Position 6 ist das Inositol mit der Position 1 eines Glucosamin verbunden, an dem
sich an Position 4 drei Mannosen befinden (Man1-6Man1-2Man). An Position 6 der dista-
len Mannose befindet sich ein Phosphoethanolamin, dessen Aminogruppe mit der Car-
boxygruppe des verankerten Proteins verbunden ist. Im allgemeinen ist das Inositol an
Position 2 noch acyliert. Die Lange und die Zusammensetzung der Lipide kann je nach
Organismus, Zelltyp und verankertem Protein variieren. Des weiteren besteht noch eine
Varianz ~ bezlglich  weiterer  Glycosylierungen  und  der  Addition  von
Phosphoethanolaminen (Ubersichtsartikel in Englund 1993, McConville and Ferguson
1993, Tiede et al. 1998a).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Struktur eines GPI-Ankers

Die Aufklarung der GPI-Synthese wurde hauptséachlich durch Studien an Trypanosomen,
S. cerevisiae, an Maus-Lymphommutanten und Zellen von Patienten mit PNH durchge-
fOhrt. Die Synthese des GPI findet in mehreren aufeinanderfolgenden Schritten im endo-
plasmatischen Reticulum statt (Abbildung 3). Auf ein membrangebundenes PI wird auf
der cytosolischen Seite des ER ein N-Acetylglucosamin (GlcNAc) auf die Position 6 des
Inositol Ubertragen, so daB es zur Bildung von GlcNAc-Pl kommt (Stevens and Raetz
1991). Der nachste Schritt besteht in einer Deacetylierung des GlcNAc-Pl zu GicN-PI
(Doering et al. 1989, Hirose et al. 1991). Bei Sdugern schlieBt sich als néchstes eine
Acylierung der Position 2 des Inositol zu GlcN-(acylinositol)-Pl an (Costello and Orlean
1992, Urakaze et al. 1992). An die Position 4 des Glucosamin werden in drei
aufeinanderfolgenden Schritten, in unabhangigen Reaktionen, Mannosen angehangt
(Smith et al. 1997). An das so gebildete Mans-GlcN-(acylinositol)-Pl wird in dem letzten
essentiellen Schritt ein Phosphoethanolamin an die Position 6 der distalen Mannose
transferiert (Puoti and Conzelmann 1993). An diese Phosphoethanolamingruppe wird in

einem spateren Schritt der Carboxyterminus des zu verankernden Proteins transferiert.
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Weitere Phosphoethanolamingruppen kénnen auch an die anderen Mannosen addiert
werden.

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Biosynthesewegs von GPI in Séugerzellen.

Durch Studien an Maus-Lymphomzellen, die das GPI-verankerte Thy-1 exprimierten (Low
and Kincade 1985) bzw. aus davon abgeleiteten Thy-1-Mutanten, konnten Uber somati-
sche Zell-Hybridisierungen neun Komplementationsklassen identifiziert werden, von wel-
chen drei der Synthese des Thy-1 und sechs der Synthese des GPI-Ankers zugerechnet
wurden (Klasse A, B, C, E, F, H). Durch Markierung von Metaboliten konnten diesen
sechs Mutanten vier verschiedenen Reaktionsschritten zugeordnet werden (Stevens and
Raetz 1991, Sugiyama et al. 1991). Die Mutanten der Komplementationsklasse A, C und
H zeigten bereits einen Defekt in dem ersten Schritt der Synthesekette, dem Transfer des
GIcNAc auf das PI. Die Mutation der Komplementationsklasse E konnte die Synthese der
Dolichylphosphat-Mannose, dem Mannosedonor fir die GPI-Synthese, zugeordnet wer-
den. Die Klasse B Mutante zeigte einen Defekt in der Addition der dritten Mannose. Die
Mutante der Klasse F war nicht in der Lage, das Phosphoethanolamin auf die dritte Man-
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nose zu Ubertragen. Die Einteilung in die verschiedenen Komplementationsklassen
konnte auf das humane System Ubertragen werden, wie aus Studien an K562 Zellklonen
hervorging, die das GPI-verankerte DAF nicht exprimierten (Hirose et al. 1992). Zellen
von Patienten mit PNH zeigten eine Defekt in dem ersten Schritt, dem Transfer des
GcINAc auf das P, und gehdren so der Komplementationsklasse A an (Armstrong et al.
1992, Schubert et al. 1993).

Ein groBer Durchbruch fir die Aufklarung der Synthese von GPI war die Identifizierung
des X-chromosomalen Gens PIG-A (Phosphatidylinositolglycangen Klasse A), welches
durch das Screening einer Expressionsbibliothek gefunden wurde (Miyata et al. 1993).
Das PIG-A Gen besteht aus sechs Exons. Die gesplei3te mRNA besteht aus 3589 Nuk-
leotiden und kodiert fir ein Protein mit einer Lange von 484 Aminosauren. Der GPI-
Ankerdefekt der Zellen von Patienten mit PNH beruht auf Mutationen im PIG-A Gen
(Bessler et al. 1994b, Ostendorf et al. 1995, Takeda et al. 1993). Nach der
Charakterisierung des fur die PNH spezifischen Gendefektes wurde das PIG-A Gen von
sehr vielen Patienten mit PNH sequenziert und die Mutationen beschrieben (Nishimura et
al. 1996, Pramoonjago et al. 1995, Savoia et al. 1996, Yamada et al. 1995). Diese
Arbeiten zeigten, daf3 die Mutationen im PIG-A Gen heterogen sind und es innerhalb des

PIG-A Gens keine hot-spots , also Bereiche mit gehauften Mutationsraten, gibt.

Mittlerweile sind auch die Gene der anderen Komplementationsklassen kloniert worden.
FUr den ersten Schritt wurden die Gene PIG-C (Inoue et al. 1996) und PIG-H (Kamitani et
al. 1993) kloniert. Durch Homologievergleiche mit den entsprechenden Komponenten
konnte noch ein viertes Gen, GPI-1, kloniert werden (Tiede et al. 1998b, Watanabe et al.
1998). Die Deacetylierung des GIcNAc-Pl wurde der Komplementationsklasse L zugeord-
net, und das entsprechende Gen PIG-L wurde in der Ratte ebenfalls identifiziert
(Nakamura et al. 1997). Des weiteren wurden drei Gene DPM1 (PIG-E) (Tomita et al.
1998), DPM2 (LEC15) (Maeda et al. 1998) und SL15 (LEC35) (Ware and Lehrman 1996)
kloniert, die an der Synthese der Dolichylphosphat-Mannose beteiligt sind. Das Pig-b Pro-
tein, das den Transfer der dritten Mannose bewerkstelligt, (Takahashi et al. 1996) und
Pig-f, welches das Phosphoethanolamin auf die dritte Mannose transferiert (Inoue et al.
1993), konnten ebenfalls identifiziert werden. Die Transamidasefunktion, also der
eigentliche Transfer des Proteins auf den fertigen GPI-Anker, konnte den Genprodukten
der beiden Gene GAAT (Hiroi et al. 1998) und GPI8 (Yu et al. 1997) zugeordnet werden.
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Im Gegensatz zu dem PIG-A Gen sind diese Gene alle auf Autosomen lokalisiert. Eine
Assoziation dieser Gene mit der PNH ist bisher noch nicht nachgewiesen worden. Eine
einzige Mutation kann im X-chromosomalen PIG-A Gen bereits dazu fuhren, daf3 der Bio-
syntheseweg unterbrochen ist, wahrend beide Allele irgendeines anderen Gens mutiert

sein miBten, um einen Phanotyp zu zeigen.

Der Defekt im PIG-A Gen erklart, wieso es bei der PNH zur GPI-Defizienz und dadurch
bedingt zur Abwesenheit verschiedener Oberflaichenmoleklle kommt, wodurch sich die
Entstehung von Hamolysen erklaren laBt. Eine entscheidende Frage bleibt allerdings
noch unbeantwortet, namlich, wieso es mdglich ist, daf3 sich ein Klon, dessen Ursprung
sich auf eine einzige Zelle zurlckfuhren 1&aB3t, Gberhaupt so weit durchsetzen kann, daf3
es zum Auftreten einer Krankheit kommt. Wahrend des Fortschreitens der PNH nimmt im
allgemeinen die relative GréBe des PNH-Klons zu. Hiervon sind alle Zelltypen des
peripheren Blutes betroffen, so daB davon ausgegangen werden muf3, daB der GPI-
defiziente Klon auf der Ebene der pluripotenten hdmatopoetischen Stammzelle einen

Wachstumsvorteil im Vergleich zu anderen Stammzellen haben mufB.

Von den insgesamt 366 Patienten, die in den verschiedenen Langzeitstudien beobachtet
wurden, entwickelten drei Patienten eine akute myeloide Leukdmie (AML), bei einem
Patienten trugen die Leuk&miezellen sogar die GPI-Defizienz (Bessler and Hillmen 1998,
Devine et al. 1987). Das Risiko fir PNH-Patienten, an AML zu erkranken, ist mit 6 % ver-
gleichbar mit dem von Patienten mit aplastischer Anamie (AA) und um den Faktor 85 gré-
Ber als fur die Durchschnittsbevélkerung (Dameshek 1969, Socie et al. 1993). Leukamie-
zellen zeigen ebenfalls einen Wachstumsvorteil im Vergleich zu normalen Zellen. Diese
Ergebnisse legten die Vermutung nahe, daf3 den PNH-Zellen ein vergleichbarer Mecha-
nismus bezlglich des Wachstumsvorteil wie den AML-Zellen zugrundeliegt. Daher kénnte
es sein, dafl die PNH eine préaleuk&dmische Erkrankung darstellt. Es wurden Untersuchun-
gen an Zellen eines PNH-Patienten durchgefihrt, der eine AML entwickelte. Es zeigte
sich, daB die PNH-Zellen keine Veranderungen in der Chromosomenstruktur oder in der
Expression verschiedener Protoonkogen wie c-myc, c-myb, c-fos oder c-fms zeigten
(Stafford et al. 1995).

Die Beobachtung, daB3 bei allen bisher untersuchten Patienten mit PNH ein Defekt im
PIG-A Gen gefunden wurde, bedeutet nicht zwangslaufig, daB eine Mutation im PIG-A
Gen, selbst wenn diese zum Fehlen von GPI-Ankern flhrt, zur Entstehung einer PNH
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fOhrt. Patienten, die aufgrund eines B-Zell-Lymphoms mit Campath-1H, einem Antikérper
gegen das GPl-verankerte CD52, behandelt wurden, zeigten nach einiger Zeit eine
Manifestation von CD52-T-Zellen (Hertenstein et al. 1995). Bei zwei der drei
untersuchten Patienten wurde darUber hinaus noch die Abwesenheit von CD48 und
CD59 auf den CD52-T-Zellen festgestellt, die sich mit einem Defekt im PIG-A Gen
erklaren lieB. Durch diese Arbeit wurde der Beweis erbracht, daB sich auch bei
Menschen, die keine PNH haben, unter bestimmten &uBeren Bedingungen ein
praexistenter GPI-defizienter Klon durchsetzen kann. Aufgrund dieser Arbeit ergab sich
die Frage, ob es sich bei der PNH tatséchlich um eine monoklonale Erkrankung handelt.
Verschiedene Veréffentlichungen beschrieben Patienten, die mehr als einen GPI-
defizienten Klon in sich trugen (Bessler et al. 1994a, Endo et al. 1996b, Yamada et al.
1995). Mehr als ein GPI-defizienter Klon soll sogar in ca. 70 % aller PNH-Patienten zu
finden sein (Peter Hillmen, ISH-EHA Amsterdam 1998, pers. Info.). Diese Resultate
haben klar gezeigt, da3 die PNH keine monoklonale Erkrankung ist. Vielmehr setzen sich
wahrscheinlich ein oder mehrere praexistente GPI-defiziente Klone durch, wenn sich
irgendwelche &uBeren Umstadnde andern. Es ist auch denkbar, da3 weitere Mutationen
diese Bedingungen schaffen.

Mehrere gleichzeitig existierende GPI-defiziente Klone kénnten auch durch eine geneti-
sche Instabilitat entstanden sein. Untersuchungen am Glycophorin A-Gen, das flr ein auf
Erythrozyten vorkommendes Sialoglycoprotein kodiert, kbnnen eine Aufschluf3 Uber die
Frequenz somatischer Mutationen geben (Langlois et al. 1986). Dieser Assay wurde fir
die Untersuchung von Zellen von Patienten mit PNH, aplastischer Andmie und myelo-
dysplastischem Syndrom, beides Krankheiten, die eng mit der PNH assoziiert sind, ver-
wendet (Hattori et al. 1997). Es zeigte sich bei allen drei untersuchten Krankheiten eine,
im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe, erhéhte Zahl varianter Zellen, die mit
einer erhéhten genetischen Instabilitét korrelierten. Des weiteren wurde festgestellt, dai3
bei Patienten mit PNH nicht nur die CD59-negativen sondern auch die CD59-positiven
Zellen diese genetische Instabilitdt aufwiesen. Ob und inwieweit diese Instabilitat zur
Pathogenese der PNH beitragt, konnte bislang jedoch nicht gezeigt werden.

Es besteht auch die Mdglichkeit, daB die Expansion von PNH-Klonen nicht auf einem
relativen, durch auBere Faktoren bedingten Wachstumsvorteil, sondern auf einem echten
intrinsischen Wachstumsvorteil beruht. Zwei unabhéngig durchgefiihrte Untersuchungen
an chimaren pig-a knock-out Mausen zeigten keinen Wachstumsvorteil fir die GPI defizi-
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enten Zellen, die zu einem sehr geringen Prozentsatz in diesen Mausen persistierten
(Kawagoe et al. 1996, Rosti et al. 1997). Interessanterweise entwickelte sich in jeweils
einem Einzeltier in beiden Versuchsgruppen ein GPI-defizienter Klon, der an GréBe zu-
nahm. Der Verlauf konnte nur von einer Arbeitsgruppe néher charakerisiert werden. Es
zeigte sich, daB von der GPI-Defizienz Erythrozyten, B- und T-Zellen betroffen waren.
Der Anteil aller drei Zelltypen stieg im Lauf der Zeit an, so daB der Ursprung auf der
Ebene der hamatopoetischen Stammzelle zu suchen war. Allerdings sprachen diese
Beobachtungen gegen einen intrinsischen Wachstumsvorteil der GPI-defizienten Zellen,
zumindest im Maus-Modell. Es schien wahrscheinlicher, daB3 eine duBere Verdnderung
stattgefunden hat, die das Wachstum der Zellen beeinfluBte.

Eine sehr frlhe Arbeit hat bereits gezeigt, daB die Hadmatopoese, gemessen an den
BFU-E im peripheren Blut, vermindert ist (Rotoli et al. 1982). In einer spateren detaillierte-
ren Arbeit wurden die CD34"-Zellzahlen und die Zahl der LTCICs aus dem Knochenmark
und dem peripheren Blut von Normalspendern und PNH-Patienten verglichen
(Maciejewski et al. 1997). Darlber hinaus wurden die Zahlen der CFCs beider Personen-
gruppen verglichen. Es zeigten sich bei allen gemessenen Parametern deutlich
erniedrigte Werte bei Zellen aus dem Knochenmark und peripheren Blut von PNH-
Patienten. Ein Vergleich der CD34"CD59-Population mit der CD34"CD59"-Population
zeigte keine Unterschiede. Diese Resultate sprachen gegen einen intrinsischen
Wachstumsvorteil der GPI-defizienten gegentber den GPIl-positiven Zellen. Es wurde
vielmehr gezeigt, daB im Knochenmark von PNH-Patienten eine generelle Stérung der
Hamatopoese vorlag.

Eine Modell zum Studium humaner hamatopoetischer Erkrankungen besteht in der
Transplantation humaner CD34"-Zellen in immundefekte Mause wie die SCID-hu-Maus
(McCune et al. 1988). Transplantationen von CD34"-Zellen von PNH-Patienten in diese
Méause zeigte eine langfristige Hamatopoese, die von den GPI-defizienten Zellen
dominiert wurde (lwamoto et al. 1996). Ganz im Gegensatz zur Kontrollgruppe, die aus
Tieren bestand, die mit CD34"-Zellen von normalen Spendern transplantiert wurden, fand
bei den mit PNH-Zellen transplantierten Tieren sogar eine Hamatopoese statt, wenn die
Tiere nicht intensiv mit humanen Zytokinen behandelt wurden. Die Autoren legten die
Ergebnisse der Versuche so aus, dafBB die GPI-defizienten Zellen von PNH-Patienten
einen intrinsischen Wachstumsvorteil hatten. Eine kontroverse Auslegung dieser Daten

wurde von Bessler und Hillmen vorgenommen, indem sie behaupteten, daB diese



Einleitung 12

Ergebnisse die Theorie stltzten, daB bestimmte auBere Bedingungen vorliegen muBten,
die dem GPl-defizienten Klon erst einen Wachstumsvorteil verschaffen. Die
Transplantation in ein Mausmodell wiirde diese duBBeren Bedingungen erst schaffen, und
dadurch wirde der GPl-defiziente Klon die Hamatopoese dominieren (Bessler and
Hillmen 1998).

Bei der aplastischen Anamie, die mit der PNH assoziiert sein kann, wurde Apoptose als
der Mechanismus vermutet, der die Hamatopoese unterdrickt und zur Knochenmark-
schadigung fuhrt (Maciejewski et al. 1995, Young 1992). In zwei Arbeiten wurde
Uberprift, ob GPI-Defizienz einen Schutz vor Apoptoseinduktion bietet (Brodsky et al.
1997, Horikawa et al. 1997). Zellinien, verschiedene Zellen aus dem peripheren Blut und
CD34"-Zellen aus dem Knochenmark von PNH-Patienten wurden den verschiedenen
Induktoren von Apoptose ausgesetzt. Diese Ergebnisse deuteten auf einen Schutz der
GPI-defizienten Zellen gegenlber der Induktion von Apoptose hin. Eine andere kirzlich
erschienene Arbeit hat die Korrelation der Apotoseresistenz mit der GPI-Defizienz
widerlegt. Es wurde nicht ausgeschlossen, daB Apoptose eine Rolle bei der PNH spielt,
aber es wurde belegt, daB ein anderer Mechanismus als die GPI-Defizienz flir die
Apoptose-assoziierte Pathogenese der PNH verantwortlich sein muBte (Ware et al.
1998).

Klinische und experimentelle Beobachtungen haben gezeigt, dal3 die Suppression der
Hamatopoese und die damit in Verbindung stehende Induktion der zellvermittelten Apop-
tose die Folgen zellularer immunologischer Mechanismen sind (Bacigalupo et al. 1988,
Marsh et al. 1990, Schrezenmeier et al. 1993). Es ist durch zahlreiche Verdéffentlichungen
belegt, daB aus einer aplastischen Anamie sehr haufig eine PNH entstehen kann
(Griscelli Bennaceur et al. 1995, Schrezenmeier et al. 1995, Schubert et al. 1994). Das
Risiko fur Patienten mit aplastischer Andmie, nach einer immunsupprimierenden Therapie
an einer PNH zu erkranken, betragt sieben Jahre nach Diagnosestellung 13 % (De
Planque et al. 1989). Umgekehrt betragt das Risiko eines Patienten mit PNH, an
aplastischer Anamie zu erkranken, 58 % (Ware et al. 1991). Diese starken
wechselseitigen Beziehungen zwischen den beiden Krankheiten belegen, dafB3 beide
Krankheiten Bedingungen schaffen oder nur in Bedingungen vorkommen, die auch die
andere Krankheit begunstigen. Es wére denkbar, daf3, wenn eine Immunreaktion gegen
das autologe Knochenmark besteht, die GPI-defizienten Zellen méglicherweise gerade
durch das Fehlen bestimmter GPl-verankerter Molekile diesem Mechanismus
entkommen und daher ihren Wachstumsvorteil beziehen (Luzzatto et al. 1997).
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Viele Gruppen haben sich mit Funktionen GPIl-verankerter Oberflachenproteine befaft,
indem sie GPI-positive und -negative Zellen von PNH Patienten in ihrer Funktion vergli-
chen. Es zeigte sich, daB diese Proteine einen EinfluB auf die Aktivierung und das
Wachstum von Lymphozyten hatte (Presky et al. 1990, Schubert et al. 1992, Thomas et
al. 1991, van den Berg et al. 1995). Eine vergleichbare Funktion GPIl-verankerter
Oberflachenproteine auf Stamm- und Vorlauferzellen konnte bisher jedoch noch nicht

nachgewiesen werden.

Der Mechanismus der Hamolyse und der daraus resultierenden Anamie ist mittlerweile
sehr gut untersucht und steht im Einklang mit den Beobachtungen, die man auf der bio-
chemischen und molekulargenetischen Ebene gemacht hat. Die erhdhte Empfindlichkeit
der Erythrozyten gegeniber dem autologen Komplement ist auf einen genetischen
Defekt zurlickzufihren. Die Ursache der vendsen Thrombosen ist bislang nicht so
eindeutig zuzuordnen, obwohl eine Veréffentlichung die Ursache in der Defizienz des
Urokinase Plasminogen-Aktivators vermutet (Ploug et al. 1992). Es gibt zahlreiche
Modelle, dennoch ist noch wenig bekannt, warum es zur Expansion des PNH-Klons, dem
wahrscheinlich wichtigsten Schritt in der Pathogenese der PNH, kommt. Dieses
mangelhafte Verstandnis der Pathogenese macht es sehr schwer, gezielt therapeutisch
zu intervenieren. So besteht die einzige tatséchlich heilende Therapie in einer
Knochenmarktransplantation (Endo et al. 1996a, Graham et al. 1996, Kawahara et al.
1992). Ist dies wegen des Fehlens eines geeigneten Spenders nicht méglich, so besteht
die Behandlung in der Transfusion von Thrombozyten und Erythrozyten und der Gabe
von gerinnungshemmenden Mitteln. Es wurde auch gezeigt, daf3 eine immunsupressive
Behandlung mit Anti-Lymphozyten Globulin (ALG) oder Cyclosporin A (CsA) einen
positiven Effekt auf den Verlauf der PNH hatte (Nakao et al. 1992, Paquette et al. 1997,
Schubert et al. 1995, van Kamp et al. 1995). Auch =zeigte die Gabe von
Wachstumsfaktoren  wie  Granulozyten-Kolonie-stimulierender  Faktor  (G-CSF),
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) oder Erythropoetin
(Epo) einen positiven EinfluB (Bourantas 1994, Ninomiya et al. 1993, Stebler et al. 1990).
Auch eine Kombination von beidem (G-CSF und CsA) zeigte sehr gute Resultate
(Schubert et al. 1997). So gut diese Therapien bei einzelnen Patienten zum Erfolg
gefuhrt haben und die Patienten keine wesentlichen Verschlimmerungen der Krankheit
zeigten, wurden sie doch nicht geheilt, sondern der Verlauf nur verzégert. Darlber hinaus
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war der Verlauf der Krankheit, auch unter Therapie, von Patient zu Patient sehr
verschieden.

Nach dem heutigen Stand der Forschung ist es mdglich, bestimmte Krankheiten gen-
therapeutisch zu behandeln. Klassischerweise kommen dafur Krankheiten in Frage, bei
denen Patienten einen Stoffwechseldefekt haben, der sich auf ein bestimmtes
inaktiviertes Gen zurlckfihren laBt. Ein solches Therapieprotokoll bestiinde darin, dem
Patienten Zellen zu entnehmen, diese ex vivo mit einem intakten Gegenstick zu dem
defekten Gen, dem therapeutischen Gen, zu transduzieren und die Zellen anschlieBend

zurlick in den Patienten zu geben.

Es stellt sich die Frage, ob die PNH flr eine gentherapeutische Behandlung in Frage
kommt. Einige wichtige Voraussetzungen sind erfillt. So gibt es bei der PNH einen defi-
nierten genetischen Defekt im PIG-A Gen. Aufgrund der verfligbaren Zellseparations-
techniken ist es mdglich, die betroffenen Zellen zu identifizieren und zu isolieren. Das Ziel
fr eine solche Therapie ware die sich selbst erneuernde undifferenzierte hdmatopoeti-
sche Stammzelle, die den GPI-Verankerungsdefekt tragt. Ein Gentransfer in
h&matopoetische Stammzellen wird idealerweise mit retroviralen Vektoren durchgefihrt,
da diese nicht nur effizient in der Transduktionrate sind, sondern sie integrieren auch
stabil in das Genom der Wirtszelle und werden somit an alle nachfolgenden
Zellgenerationen weitergegeben, wodurch eine stabile und dauerhafte Expression
gewahrleistet wére. Rein technisch wére es denkbar, die Voraussetzungen fir eine
somatische Gentherapie fir die PNH zu schaffen.

Die Schwierigkeiten, eine PNH-Gentherapie durchzufiihren, sind in der PNH selbst be-
grindet. Es ist bisher noch zu wenig lber die Pathogenese der PNH bekannt, um wirklich
zu wissen, wie sich die GPI-defizienten Zellen nach Transduktion in ihrem Wachstum ver-
halten. In

Abbildung 4 ist der mégliche weitere Verlauf einer PNH nach Gentherapie dargestellt. Es
sind zwei Mdglichkeiten denkbar, wie sich die verschiedenen Zellpopulationen im
AnschluBB an eine Gentherapie verhalten. Ist der Wachstumsvorteil der GPI-defizienten
Zellen von PNH-Patienten in dem Entkommen eines &uBBeren Selektionsdruckes begrin-
det, so wirde die Transduktion mit PIG-A die Zellen so veradndern, daf3 sie in ihrem
Wachstum gegenlber den GPIl-defizienten wieder benachteiligt waren. Man wirde auf
diese Art nur eine leichte Verzégerung der Krankheit erreichen. Eine andere Mdglichkeit
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bestiinde darin, daBB der Wachstumsvorteil nur zuféllig mit einer GPI-Defizienz assoziiert
ist und die Zellen nach Transduktion keinen Nachteil im Vergleich zu den nicht-
transduzierten GPIl-defizienten Zellen haben. Die GPl-positiven transduzierten Zellen
wirden die Hamatopoese dominieren, die GPI-defizienten Zellen wirden in den
Hintergrund treten und es kdme nicht mehr zum Auftreten einer PNH.

Bevor es zur klinischen Anwendung einer PIG-A Gentherapie fir die PNH kommen kann,
miBte anhand von Modellen im Vorfeld noch die Frage beantwortet werden, ob eine sol-

che Gentherapie méglich und sinnvoll ist.
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Abbildung 4: Wachstum von GPI'- im Vergleich zu GPI-Zellen
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Bei einem gesunden Menschen (a) kénnen GPI-defiziente Zellen persistieren. Da ihre Zahl nicht zunimmt, kommt es
auch nicht zur Ausbildung einer PNH (b). Die beiden Diagramme ¢ und d zeigen einen mdglichen Verlauf der Anteile der
verschiedenen Zelltypen nach einer PIG-A Gentherapie (senkrechter Balken). Es wére mdglich, daB der GPI-defiziente
Klon weiterhin einen Wachstumsvorteil auch gegeniiber der transduzierten Zellen (GPI™) besitzt (c). Vielleicht wird der
Wachstumsvorteil der Zellen nach Transduktion beibehalten, so daB die transduzierte Zellpopulation in ihrer GrBe stabil
bleibt, nur daB sie nicht mehr GPI-defizient ist.

1.2 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte ein Teilaspekt der Fragestellung beantwortet werden, ob eine
PIG-A Gentherapie mdglich ist. Die technischen Voraussetzungen sollten im Rahmen
dieses Projektes geschaffen werden. D. h., in Anlehnung an bestehende Protokolle
sollten Bedingungen geschaffen und optimiert werden, die einen effizienten PIG-A
Gentransfer in GPI-defiziente hamatopoetische Vorlauferzellen von Patienten mit PNH
ermoglichen. Retrovirale Vektoren sollten kloniert werden, die das PIG-A Gen stabil
exprimieren. Hierzu muBten erst Testsysteme etabliert werden, mit welchen es mdglich
ist, diese Expression zu detektieren. Es galt, ein geeignetes Zellkultursystem zu
entwickeln, welches es ermdglichte, hdmatopoetische Zellen zu kultivieren, so dal3 diese
sich mit Retroviren infizieren lieBen. Dieses Protokoll sollte in weitergehenden
Untersuchungen angewendet werden kénnen, so daB differenzierte Studien mdglich
sind, die die Frage beantworten, ob ein PIG-A Gentherapie fur die PNH mdglich und
sinnvoll ist. Mdglicherweise kdnnte ein solches Protokoll auch in einer klinischen Therapie

zur Anwendung kommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellinien

Hela (ATCC)
Humanes Adenokarzinom (Cervix) (Chen 1988)

NIH/3T3 (ATCC)
Murine embryonale Fibroblastenlinie (Jainchill et al. 1969)

Jurkat E.6-1 (ATCC)
Humane akute T-Zell Leukamie Linie (Gillis and Watson 1980) (Weiss et al. 1984)

Jurkat Klone 1, 2, 7

Durch in vitro Mutagenese generierte Varianten von Jurkat E.6-1. Diese Klone haben ei-
nen Defekt in der Expression GPI-verankerter Oberflachenmolekile (von Marcel Deckert,
Nizza zur Verfligung gestellt).

GP+E86 (ATCC)
Ecotrope murine retrovirale Verpackungszellinie (Markowitz et al. 1988b).

GP+envAm12 (ATCC)
Amphotrope murine retrovirale Verpackungszellinie (Markowitz et al. 1988a).

PA317 (ATCC)
Amphotrope murine retrovirale Verpackungszellinie (Miller and Buttimore 1986,
Rosenberg et al. 1990).

PG13 (ATCC)
Mit dem Gibbonaffen-Leukédmievirus pseudotypisierte murine retrovirale Verpackungszel-
linie (Miller et al. 1991, Miller and Rosman 1989).
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2.1.2 Bakterienstamme

HB101 (ATCC) (Boyer and Roulland-Dussoix 1969, Maniatis et al. 1982)
F~ D(gpt-proA)62 leuB6 supE44 ara-14 galK2 lacY1 D(mcrC-mrr) rpsL20 (Str') xyl-5 mtl-1
recA13

JM109 (Clontech) (Yanisch-Perron et al. 1985)
F' DtraD36 lacl’ D(lacZ)M15 proA*B*/e14 (mcrA") D(lac-proAB) thi gyrA96 (Nal') endA1
hsdR17 (r« mg") relA1 supE44 recAt

XL1-Blue (Stratagene)
F' :Tn10proA*B* lacl D(lacZ)M15/recA1 endA1 gyrA96 (Nal') thi hsdR17 (rkmg")
SupE44 relA1 lac

2.1.3 Chemikalien

Die verwendeten Feinchemikalien hatten im allgemeinen Analysegrad und wurde in den
meisten Féllen von Applichem, Merck, Riedel-de Haén, Sigma und T. J. Baker bezogen.
Destilliertes Wasser und deionisiertes Wasser wurde in der MHH hergestellt. Wenn die
Herkunft von Chemikalien wichtig flr die Durchfihrung eines Experimentes war, so
wurde dies an entsprechender Stelle vermerkt.

2.1.3.1 Plasmide

pBluescript KS(+) (pBS), Stratagene

pGEM-T Vektor ,Promega (#A3600); Klonierungsvektor mit Uberhdngenden T, der zum
Klonieren von PCR-Amplifikaten diente.

pGEM-11Zf(+), Promega (#P2411); Klonierungsvektor der Firma Promega.



Material und Methoden 19

pLXSN; Retroviraler Klonierungs- und Expressionsvektor von A. D. Miller (Miller and
Rosman 1989).

pLXPXSN; Retroviraler Klonierungs- und Expressionsvektor von W. F. Anderson (nicht
publiziert).

pSFB1N; Retroviraler Klonierungsvekior von C. Baum, der vor dem Neomycin-
Resistenzgen eine multi-cloning-site hat.

pTO5; Plasmid, das die PIG-A cDNA enthalt (Ostendorf 1995).

2.1.3.2 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech synthetisiert. Die lyophilisierten Pri-
mer wurden mit einer Konzentration von 100 pug/ml gelést, aliquotiert und bei -20 °C bis
zum Gebrauch gelagert.

Name Sequenz (5'>3")

PigANot1 GCGGCCGCCATGGCCTGTAGAGGAGGAGC
PigABamH1 GGATCCTACTACCTGGTTTCAGATATCTC
Kpn 60 GGGGTACCAGAACTGATGTCTAAACCG
PIGARIGH CCGTCGCTCGAGTCTTACAATCTAGGCTTCC
PIGALEFT CAGCGACTCGAGAACTGATGTCTAAACCG
PIG RTAS AATGATATAGAGGTAGCATAAC

PIGAEX2F GAGCTGAGATCCTGTTTTACTCT

PIGAEX2R  GCCAAACAATCATTATATACAAG

PIGAEX3F TGGATTCTCAGTCGTTCTGGTGA

PIGAEX3R  CTTCTCCCTCAAGACAACATGAA

SEQ1 CTTTCAGAGGCAAGTAATAGAC
SEQ2 GCTCTCTCAGTGCCTGATTGAA
SEQ3 ACCAGCTGCATGACAGGGTGCG
SEQ4 TGTGTGAAGGATTGGAAAAGGC
SEQ5 CAGTAACAGGCTACATCTTTGC
491 CATGATGCTCTCTTCCACCCCA

691 AGTGTCCGTCATTCCTAATGC
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2.1.3.3 Antikorper und Fluoreszenzfarbstoffe

Antikdrper

CD3

CD3

CD4 (Leu-3a)

CD8

CD28

CD34, Klasse Il (HPCA-2)
CD34 Klasse I

CD38 (Leu-17)

CD38

CD45 (Anti-HLe-1)
CD48

CD52 (Campath-1)
CD55 (Anti-human-DAF)
CD55

CD59

CD59

CD95 (Anti-human Fas)
p-Glycoprotein (MDR-1)
Anti-human MHC ABC
Isotypkontrollen

Ziege Anti-Maus 1gG+M (H+L)

Propidiumiodid
7-AAD
Annexin-V
Rhodamin 123

Klon
UCHT1
OKT3
SK3

B9.11
10T28
8G12

581

HB-7

T16

2D1
MEM102
YTH66.9HL
IA10
BRIC 110
p282 (H19)
MEM43
G254-274
UIC-1
W6/32
107.3
X39
679.1Mc7
Antiserum

Isotyp

IgG; (Maus)
19G2a (Maus)
IgG; (Maus)
IgG; (Maus)

IgM (Ratte)
19G2a (Maus)
lgG; (Maus)
1gG2, (Maus)
19G2a (Maus)
IgG; (Maus)
19G2a (Maus)
Klasse 1
IgG; (Maus)
IgG; (Maus)
IgG; (Maus)

Konjugat
PE, unkon;.

unkon;.

FITC
unkon;.
FITC, PE
FITC,PE, Cy5
PE

PE
PerCP
unkonj.
FITC

PE
unkon;.
FITC
unkonj.
unkon;.
unkonj.

PE

FITC, PE
Cy5
DTAF, PE

PE

Hersteller
Dako

Ortho Diagnostics
BD
Immunotech
Immunotech
BD
Immunotech
BD
Immunotech
BD

Dianova
Serotech
Pharmingen
IBGRL
Pharmingen
Dianova
Pharmingen
Immunotech

Pharmingen
BD
Immunotech
Dianova
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Sigma
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2.1.3.4 Zytokine und Wachstumsfaktoren

Faktor Typ Hersteller

Interleukin-3 rekombinant human PeproTech
Interleukin-6 rekombinant human PeproTech
Interleukin-11 rekombinant human PeproTech
SDF1-q rekombinant human PeproTech

Thrombopoetin rekombinant human PeproTech

GM-CSF rekombinant human PeproTech

G-CSF rekombinant human Amgen

Erythropoetin rekombinant human Boehringer Mannheim
SCF rekombinant human Amgen, PeproTech
FIt3-Ligand rekombinant human Immunex

2.1.3.5 GroBenstandards

1kb-Leiter (100ug/ml in 1 x SB), Gibco BRL (#15615-024) mit FragmentgréBen 12.216,
11.198, 10.180, 9.162, 8.144, 7.126, 6.108, 5.090, 4.072, 3.054, 2.036, 1.636, 1.018,
517/506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75 bp

100 bp-Leiter (100pg/ml in 1 x SB), Gibco BRL (#15628-019) mit FragmentgréBen 2072,
1.500, 1.400, 1.300, 1.200, 1.100, 1.000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp

Lambda DNA/Hindlll (100 pg/ml in 1 x SB), MBI Fermentas (#SM0101) mit Fragment-
gréBen 23.130, 9.416, 6.5574.361, 2.322, 2.027, 564 bp

2.1.3.6 Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen GIBCO BRL, Boehringer Mannheim,
MBI Fermentas, New England Biolabs, Pharmacia, Promega, Sigma, Serva und
Stratagene bezogen. War die Herkunft eines dieser Enzyme flir das Protokoll entschei-
dend, so wurde dies an entsprechender Stelle vermerkt.
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2.1.4 Stammldsungen und Medien

2.1.4.1 Standardpuffer

TAE 50 x Puffer (1 L) 242 g Tris Base
57,1 ml Eisessig
100 ml 0,56 M EDTA, pH 8,0
Der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt und mit Aqua dest. auf ein
Endvolumen von 1 Liter aufgefulit.

TBE 10 x Puffer (1 L) 107,80 g Tris Base
55 g Borsaure
10 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
Die Lésung wurde mit Aqua dest. auf 1 Liter aufgefullt.

TE 1 mM EDTA
10 mM Tris-HCI, pH 8,0

6 x SB (50 ml) 6 ml 50 x TAE Puffer
44 ml Glycerin
AnschlieBend wurde eine kleine Spatelspitze Bromphenolblau
dazugegeben und die Lésung gut gemischt.

Ethidiumbromid 10 mg/ml in H,O

2.1.4.2 Losungen und Medien fur die Kultur eukaryotischer Zellen

Hank’s gepufferte Salzlésung (HBSS), Apotheke MHH

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS), Apotheke MHH

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS) ohne Calcium und Magnesium, Gibco BRL
(#14190)

RPMI1640, Biochrom (#F1215)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Gibco BRL (#41965-039)

Iscove’s modified Dulbecco’s Medium, Gibco BRL (#2198-024)
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Iscove’s modified Dulbecco’s Medium, 2 % Fbétales Kalber Serum, CellSystems (#HBM-
3160)

Ficoll-Lésung (Dichte 1,077 g/ml), Biochrom (#L6115)

L-Glutamin 200 mM, Biochrom (#K0282)

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10.000 ug/ml), Biochrom (#A2213)

Trypsin/EDTA, PAA (#L11-004)

Seren Fotales Kalberserum (Standard-FCS), PAA (#A15-773)
Costar FCS ,Cytogen (#01-01500)
HyClone FCS, Greiner (#A-1115-L)
Pferdeserum, Biochrom (#S9135)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium fur Verpackungszellen (DMEM-VP)
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
10 % (v/v) Costar FCS
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

HAT-Medium DMEM-VP
0,2 % (v/v) 500 X HAT, Boehringer Mannheim (#644579)

HXM-Medium (100 ml) DMEM-VP
150 pl Hypoxanthin (10 mg/mlin 0,1 N NaOH, Sigma #H9377)
2,5 ml Xanthin (10 mg/mlin 0,1 N NaOH, Sigma #X7375)
250 pl Mycophenolsaure (10 mg/mlin 0,1 N NaOH, Sigma
#M5255)
Zur Erniedrigung des pH-Wertes wurden ca. 20 - 30 pl konzen-
trierte HCI dazugeben.

Stammzellmedium Iscove's modified Dulbecco's Medium
10 % (v/v) FCS (Hyclone)
10 % (v/v) Pferdeserum
100 pl 1 mM Hydrocortison
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
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2.1.4.3 Medien und Lésungen fiir die Bakterienkultur

Luria-Bertani Medium, 1 L
10 g Bacto trypton (Difco)
5 g Hefextrakt (Difco)
5 g NaCl
Mit Aqua dest. wurde das Medium auf ca. 900 ml aufgeflllt und
der pH-Wert auf 7,5 eingestellt. AnschlieBend wurde
dasVolumen auf 1 L eingestellt und das Medium autoklaviert.

Terrific Broth, 1 L 12 g Bacto trypton (Difco)
24 g Hefextrakt (Difco)
4 ml Glycerin
Das Medium wurde auf 900 ml mit Aqua dest. aufgefillt und au-
toklaviert. Vor Gebrauch wurden dem Medium 100 ml sterilfiltrier-
ter TB-Phosphatpuffer zugesetzt (0,17 M KHoPQyq4, 0,72 M
KoHPQOy).

LB-Agar-Platten, 1 L 10 g Bacto trypton (Difco)
5 g Hefextrakt (Difco)
5 g NaCl
15 g Agar
Mit Aqua dest. wurde das Medium auf ca. 900 ml aufgeflllt und
der pH-Wert auf 7,5 eingestellt. AnschlieBend wurde das
Volumen auf 1 L aufgeflllt und das Medium autoklaviert. Das
Medium wurde bis zu einer Temperatur von ca. 50 °C abgekuhilt,
dann wurden die Zusatzstoffe dazugegeben und die Platten
gegossen. Die Platten blieben bis zum Erstarren gedffnet unter
der Sterilbank.

LB/Amp/X-Gal/IPTG-Platten
LB-Agar wurde kurz vor dem Erstarren, d. h., wenn der Agar eine
Temperatur von etwa 40 - 50 °C hatte, mit den folgenden Sub-
stanzen versetzt (die Menge bezieht sich auf 300 ml Agar):
60 pl Ampicillin (Stammlésung: 50 mg/ml)
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TSS

1,5ml 0,1 MIPTG

240 pl X-Gal-Lésung (50 mg/ml in Dimethylformamid)
Die Platten wurden im Dunkeln gelagert und konnten ca.
3 Monate verwendet werden.

LB-Medium (pH-Wert nicht eingestellt)

30 mM MgCl,

10 % (v/v) Polyethylenglykol 4000

5 % (v/v) DMSO

Das Medium wurde autoklaviert und bis zur Verwendung bei 4 °C

aufbewahrt.

2.1.4.4 Losungen fur die Transfektion eukaryotischer Zellen

1,25 x HBS

2,5 M CaCl,

172 mM NaCl

6,25 mM KClI

0,88 mM Nay,HPO,

0,125 % Glucose

50 mM HEPES

7,8 pug/ml Fisch-Sperm DNA

Der pH-Wert wurde bei RT auf 7,05 eingestellt, mit 0,22 um-Filter
sterilfiltriert und bei -20 °C aufbewahrt. Direkt vor Gebrauch

wurde die Lésung auf RT erwarmt.

Die Lésung wurde mit 0,22 pum sterilfiltriert und bei 4 °C aufbe-

wabhrt.

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 175 cm? Filtertop) Greiner

Zellkulturplatten (8 cm, 4 cm gerastert) Falcon
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Multiwell-Platten (6-, 24-, 96-Loch-Platten)

ReaktionsgefaBe (50 ml, 15 ml)

ReaktionsgefalRe (2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml)

Pipetten
EinfriergeféBe
Pipettenspitzen
Spritzen

Kanilen

2.1.6 Gerate

Photometer,
Ultrazentrifuge
Zentrifuge
Tischzentrifugen

Thermocycler
Zellkulturbrutschranke
Elektroporationsapparatur
Horizontalgelelektropho-
resekammern

Heizblock
Inkubationsschattler
Spannungsgerate
Vakuumofen
Vakuumzentrifuge
Sterilbank

Costar, Corning, Nunc,
Falcon, Greiner
Greiner

Sarstedt, Eppendorf
Greiner

Nunc

Sarstedt

B. Braun

B. Braun

Shimadzu UV-1202
Beckmann, Modell L7-55
Beckmann, Modell J2-21
Heraeus, Modell Biofuge 13

Rotor Ti 70/1
Rotor JA14, JA17

Heraeus, Modell Megafuge 2.0R
Landgraf, Modell Varius V45
Heraeus,

Eurogentec

Bio-Rad; Pharmacia,

Eppendorf, Modell 5436
New brunswick Scientific
Pharmacia

Heraeus

Savant Instruments
Gelaire
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von E. coli

Die E. coli-Stdmme wurden auf Agarplatten ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inku-
biert. Die Platten wurden bis zu 6 Wochen bei 4 °C aufbewahrt.

Far Plasmidpraparationen wurden 3 ml LB-Medium mit 20 pl einer E. coli-Glycerolkultur
oder einer Kolonie von einer Stammplatte beimpft und tGber Nacht im Rotationsschuttler
bei 37 °C und 200 Upm. inkubiert.

Fur Dauerkulturen wurde entweder eine Ubernachtkultur mit einem gleichen Volumen LB-
Medium mit 30 % Glycerin gemischt und bei -80 °C aufbewahrt oder sie wurden als Stab-
Kulturen bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.1.2 Transformation von E. coli

Far die Transformation extrachromosomaler DNA in die hier verwendeten E. coli-Stamme
wurden die Bakterien neben der Standard CaCl,-Methode mit der TSS-Methode (Chung
et al. 1989) kompetent gemacht.

2.2.1.3 Herstellung kompetenter Zellen

Als Vorkultur wurden 5 ml LB-Medium mit 20 pl einer E. coli-Glycerolkultur oder einer Ko-
lonie von einer Stammplatte beimpft und tber Nacht bei 37 °C geschiittelt. 40 ml LB-Me-
dium wurden mit 500 pl der Vorkultur angeimpft und bis zu einer ODgy=0,4 weiter
geschuttelt, dann auf Eis abgekihlt und pelletiert (2.000 Upm., 10 Min., 4 °C). Das Zell-
sediment wurde in 4 ml eiskalter TSS-Lésung resuspendiert. 100 bis 200 pl-Portionen
wurden in sterilen EppendorfgefaBen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80 °C aufbewabhrt.
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2.2.1.4 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Etwa 50 ng Plasmid DNA oder 5 bis 10 ul eines Ligationsansatzes wurden mit 50 bis
100 pl der kompetenten E. coli gemischt und 30 Min. auf Eis inkubiert. Nach einem Hitze-
schock von 90 Sek. wurden die Bakterien fur 3 Min. auf Eis abgekihlt und anschlieBend
in 800 ul LB-Medium bei 37 °C fur 45 Min. geschuttelt. Die Bakteriensuspension wurde
auf Agarplatten mit Selektionsantibiotikum ausplattiert, die bei 37 °C tUber Nacht inkubiert

wurden.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Allgemeine Zellkultur

Zellen wurden, wenn nicht anders beschrieben, bei 37 °C und 5 % COs in feuchter Atmo-
sphéare steril inkubiert. Die Zellen wurden normalerweise zweimal wdchentlich passagiert.
Suspensionszellen wurden gezahlt und auf einen Titer von 10° bis 10° Zellen/ml einge-
stellt. Bei adharenten Zellen wurde die Dichte mikroskopisch begutachtet, die Zellen dann
abtrypsinisiert und so eingestellt, daf3 sie zur nachsten Passage gerade konfluent waren.

2.2.2.1.1 Titerbestimmung

Adhérente Zellen wurden abtrypsinisiert; Suspensionszellen konnten direkt nach starkem
Auf- und Niederpipettieren gezahlt werden. Die Zellsuspension wurde mit einem gleichen
Volumen einer 1:10 verdiinnten Trypanblau-L&sung (Sigma, #T8154) gemischt und in der
Neubauer-Zahlkammer mindestens 100 ungefarbte Zellen ausgezéhlt.

2.2.2.1.2 Einfrieren

Je 2 x 10’ Zellen aus der Suspensionskultur oder abtrypsinisierte Zellen einer 75 cm?® kon-
fluenten Zellkulturflasche wurden 5 Min. bei 1.400 Upm. zentrifugiert, in 1 ml kaltem FCS
mit 10 % DMSO (Sigma, #D 2650) resuspendiert und in vorgekuihlte sterile Einfrierréhr-
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chen gefullt, die in einer Pappschachtel sofort in -80 °C Uberfuhrt wurden. Am n&chsten
Tag wurden die Réhrchen zur léngerfristigen Aufbewahrung in flissigen Stickstoff
gebracht.

2.22.1.3 Auftauen

Die in flissigem Stickstoff tiefgefrorenen Zellen wurden schnell aufgetaut, in ein
Réhrchen mit 10 ml Kulturmedium Uberfihrt und 5 Min. bei 1.400 Upm. zentrifugiert. Um
Reste des zelltoxischen DMSOs zu entfernen, wurde das Zellpellet in 14 ml Medium
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden dann auf 2 bis 4 x 10° Zellen/m|

Kulturmedium eingestellt.

2.2.2.2 DurchfluBzytometrische Analysen

Fir die DurchfluBzytometrie wurden je Farbung in der Regel 10° Zellen eingesetzt. Die
Ansétze wurden in einer 96-Loch-Platte mit PBS/BSA/NaN; gewaschen. Die Fc-Rezepto-
ren wurden mit 50 pl humanem Immunglobulin (Endobulin, Immuno) blockiert. Anschlie-
Bend wurde der Antikdrper nach Herstellerangabe dazugegeben und fir etwa 20 Min. bei
4 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS/BSA/NaN; gewaschen und gegebenenfalls mit
einem Fluorochrom-konjugierten sekundaren Antikérper fir weitere 20 Min. bei 4 °C inku-
biert. Die Zellen wurden wieder mit PBS/BSA/NaN; gewaschen und anschlieBend in 50 pl
PBS/BSA/NaN; resuspendiert.

Als Kontrollen wurden Zellen nur mit Medium, mit Antikérperisotypkontrollen und bei
humanen Zellen mit W6/32 als Positivkontrolle inkubiert.

Die Messungen wurden im FACScan und FACScalibur Cytometer von Becton Dickinson
durchgefihrt. Mit dem FACScan wurde die Messungen fir Ein- oder Zweifarbenfluores-
zenzen mit Consort 30 und fUr Dreifarbenfluoreszenzen mit Facscan durchgefihrt. Die
Messungen mit dem FACScalibur wurden mit der CellQuest Software durchgefihrt. Die
Auswertungen der Messungen wurden entweder direkt mit diesen Programmen oder auf
dem PC mit WinMDI durchgefihrt.
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2.2.2.2.1 Rhodamine-Exclusion-Assay

Dieses Protokoll diente zur Bestimmung der Aktivitat des P-Glycoproteins in mit MDR1-
Gen-transduzierten Zellen. Ein Tag vor der Messung wurde das Medium der Zellen ge-
wechselt. FUr die Messung wurden die Zellen ggf. abtrypsinisiert und dann zweimal in
HFN (HBSS, 2 % (v/v) FCS, 0,1 % (w/v) NaN3) gewaschen. 1 x 10° Zellen wurden in 1 ml
HFN mit 100 ng/ml Rhodamin-123 aufgenommen und fir 30 Min. bei 37 °C inkubiert. Die
Zellen wurden dann mit HFN gewaschen und direkt im FACS auf FL-1 gemessen. Die
Zellen ohne P-Glycoproteinaktivitat sollten ein positives Signal geben, die mit
P-Glycoprotein sollten nicht mit Rhodamin-123 gefarbt sein.

2.2.2.3 Zellseparation

2.2.2.3.1 Anreicherung mononukleérer Zellen im Dichtegradienten

Knochenmark oder Vollblut wurde in ein Reaktionsgefal3 gegeben und mit einem halben
bis einem Volumen Ficoll-Lésung sehr vorsichtig unterschichtet, so daB3 in der Flissigkeit
keine Verwirbelungen entstanden. Die Réhrchen wurden anschlieBend in der Zellzentri-
fuge bei 2.000 Upm. 20 Min. ohne Bremse zentrifugiert. Die mononukledren Zellen, die
sich nun in der Interphase der beiden Flissigkeiten befanden, wurden vorsichtig abge-
nommen und in ein neues steriles Reaktionsgefal Gberflhrt. Die Zellen wurden mit
HBSS gewaschen, um das restliche Ficoll zu entfernen. Falls sich zu diesem Zeitpunkt
noch viele Markpartikel in der Suspension befanden, wurde diese 20 Min. mit 0,1 % (w/v)
Collagenase B (Boehringer Mannheim, #1088 815) bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Lyse der restlichen Erythrozyten wurde das Zellpellet dann in sterilem destilliertem
Wasser aufgenommen. Nach einer einminitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde
ein Volumen 1,8 % (w/v) NaCl-Lésung dazugegeben, damit die Ldésung wieder eine
physiologische Osmolaritat hatte. Nach zweimaligem Waschen mit HBSS wurden die

Zellen gezahlt und konnten fur weitere Versuche verwendet werden.
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2.2.2.3.2 Isolierung von CD34" frihen Progenitoren mit MACS

Gefrorene Zellen wurden schnell aufgetaut und zweimal mit 10 ml PBS/0,5 % BSA gewa-
schen, oder es wurden direkt angereicherte mononukleare Zellen genommen. Anschlie-
Bend wurde das Zellpellet in 1 ml PBS/0,5 % BSA mit 100 U DNase | (Boehringer
Mannheim, #1284 932) resuspendiert und 5 - 10 Min. bei Raumtemperatur auf dem Rota-

tionsmixer inkubiert.

Die Zellen wurden dann mit 10 ml PBS/0,5 % BSA gewaschen, und die gut sichtbaren
Zellklumpen wurden mit einer Pasteurpipette vorsichtig entfernt. Die Suspension wurde
zentrifugiert und das Pellet in 300 yl PBS/0,5% BSA (fur bis zu 10° Zellen)
resuspendiert. Zu der Suspension wurden 100 pl Reagenz A1 ‘blocking reagent’ (fr bis
zu 10° Zellen) und 100 pl Reagenz A2 ‘antibody reagent’ (fir bis zu 108 Zellen) hinzuflgt
und 15 Min. bei 4 - 8 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml PBS/0,5 %
BSA gewaschen und der Puffer komplett entfernt. Die Zellen wurden dann vorsichtig in
400 ul PBS/0,5 % BSA resuspendiert, 100 ul Reagenz B (magnetic beads) dazupipettiert,
vorsichtig gemischt und 15 Min. im Kahlschrank inkubiert.

Nach der Inkubation wurden 5 ml PBS/0,5 % BSA hinzugefugt (fir bis zu 10° Zellen).
Falls sich Zellklumpen in der Suspension befanden, wurden diese durch ein 70 um Netz
(Falcon, #2350) filtriert (wenn mehr als 10° Zellen eingesetzt wurden, muf3te die Suspen-
sion immer filtriert werden). Die Zellen wurden danach 5 Min. bei 1.500 Upm. abzentrifu-
giert. Wahrend dieser Zeit wurde eine MACS MS*-Saule (Miltenyi, #422-01) in den Vario-
MACS-Magneten eingespannt und durch zweimaliges Waschen mit 500 ul PBS/0,5 %
BSA equilibriert. Das Zellpellet wurde nach der Zentrifugation in 500 pl PBS/0,5 % BSA
vollstandig resuspendiert und auf die, in den Magneten eingespannte, Saule gegeben.
Die Saule wurde anschlieBend dreimal mit 500 ul PBS/0,5 % BSA gewaschen. Dann
wurde die Saule aus dem Magneten entfernt und die CD34" angereicherten Zellen mit
500 pl PBS/0,5 % BSA unter Zuhilfenahme des Stempels zlgig in ein steriles 5 ml Gefai

ausgewaschen.

Ublicherweise hatte diese Fraktion einen Anteil von 80 - 90 % CD34"-Zellen. Um den An-
teil der CD34"-Zellen weiter zu erhdhen, wurde eine weitere Séule vorbereitet und die be-
reits angereicherten Zellen nochmals durch die Saule angereichert. So wurden CD34"-
Anteile von 95 - 99 % erzielt. Der Erfolg dieser positiven Selektion konnte mittels FACS-
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Analyse verfolgt werden. Die gebundenen Antikérper und magnetischen Partikel haben
keine negativen Auswirkungen auf die Weiterkultivierung der Zellen (Abts et al. 1989).

Um das Resultat der Separation zu bestimmen, wurden die Zellen nach der Separation
mit einem CD34 mAk markiert. Es war hierbei wichtig, einen anderen als einen Klasse-I-
Antikérper zu verwenden. Im allgemeinen wurde der Klon 581 oder HPCA-2 verwendet.

Die Reagentien A1, A2 und B entstammten aus dem 'CD34 Progenitor Cell Isolation Kit'
(Miltenyi, #467-01).

2.2.2.3.3 Isolierung von CD34*CD59 frihen Progenitoren mit MACS Multisort

Diese Methode &hnelt der oben beschriebenen CD34-Zellanreicherung. Die Lésungen flr
dieses Protokoll entstammten dem 'CD34 Multisort Kit' (Miltenyi, #567-01) oder dem
'‘Large Scale CD34 Multisort Kit' (Miltenyi, # 567-02). Das Protokoll ist identisch mit der
oben beschriebenen Methode mit dem Unterschied, daf3 hier nach der Blockierung mit
dem blocking reagent (Miltenyi, # 599-01) die Zellen direkt mit CD34-microbeads
inkubiert wurden. Im Gegensatz zu der oben beschriebenen indirekten Anreicherung
wurden in diesem Fall die magnetischen Partikel direkt auf die Zellen gebracht.
Nachfolgend sind die fur dieses Protokoll zusatzlich durchzufihrenden Schritte
aufgefihrt:

Die angereicherten CD34"-Zellen wurden abzentrifugiert und in 500 pl PBS/0,5 % BSA
resuspendiert und mit 20 ul ‘release reagent’ fir 10 Min. bei 4 °C inkubiert.

Zum Entfernen der beads wurde die Zellsuspension auf eine mit PBS/0,5 % BSA gewa-
schene magnetische Saule geben. Die durchgelaufenen Zellen wurden gewaschen und
in 50 ul/107 Zellen PBS/0,5 % BSA resuspendiert und 30 pl Stop-Solution dazugegeben.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 20 pul CD59-FITC Antikérpern 30 Min. bei 4 °C inku-
biert.

Die Zellen wurden gewaschen und das Pellet in 90 pl/1 0’ Zellen PBS/0,5 % BSA aufge-
nommen und mit 10 pl anti-FITC Microbeads (Miltenyi, #487-01) 15 Min. bei 4 °C
inkubiert.
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Nach der Inkubation wurde die Suspension gewaschen und auf eine vorbereitete Saule
gegeben. Die durchgelaufene Fraktion enthielt die CD34'CD59-Zellen.

Aquivalent zu diesem Protokoll wurden so auch CD34'CD38-Zellen angereichert, nur
daf anstelle des CD59 der CD38 mAk verwendet wurde.

Zur Aufreinigung groBerer Zellmengen wurden die VS* Saulen (Miltenyi, #413-06)
verwendet. Diese Saulen wurden mit 5 ml PBS/0,5 % BSA gewaschen und dann bis zu 2
x 10° Zellen in 5 ml PBS/0,5 % BSA auf die Saule gegeben. AnschlieBend wurde die
Saule dreimal mit 3 ml PBS/0,5 % BSA gewaschen und die Zellen dann unter
Zuhilfenahme des Stempels mit 5 ml PBS/0,5 % BSA eluiert.

2.2.2.4 Quantifizierung hamatopoetischer Vorlauferzellen im Colony-Formation-
Assay

Die Quantifizierung hamatopoetischer Vorlduferzellen wurde durch Zytokin-induzierte Dif-
ferenzierung unreifer hAmatopoetischer Vorlauferzellen in einem semisoliden Methylcellu-
losemedium ermittelt (Testa and Molineux 1993). Hierzu wurden zu 3 ml Methylcellulose-
medium 300 pl Zellsuspension gegeben, die 3 x 10° CD34*-Zellen enthielt. Das Medium
mit den Zellen wurde anschlieBend gevortext und so lange bei Raumtemperatur
stehengelassen, bis die Luftblasen nach oben gestiegen sind. Das Medium wurde dann
mit einer Spritze mit breiter stumpfer Kanlle aufgezogen und jeweils 1,1 ml auf zwei
35 mm gerasterte Zellkulturschalen gegeben, so daB auf jeder Schale 10° Zellen waren.
Diese zwei Schalen und eine weiter gedffnete und mit Wasser gefillte Schale wurden in
eine 80 mm Zellkulturschale gestellt und 12 - 16 Tage bei 37 °C und 5 % CO, im
Brutschrank inkubiert. Dann wurden die entstandenen Kolonien nach verschiedenen
Kolonietypen mikroskopisch ausgezahlt. Das Auszahlen der Kolonien wurde etwas
vereinfacht, indem Kolonien &hnlichen Zelltyps zu einem Kolonietyp zugeordnet wurden.
Hier wurden BFU-E und CFU-E als BFU-E zusammengefaBBt. Genauso wurden die
Kolonietypen CFU-G, CFU-M und CFU-GM als CFU-GM zusammengefaf3t. Kolonien, die
sowohl Erythrozytenvorlaufer als auch myeloide Vorlaufer enthielten, wurden als CFU-Mix
bezeichnet. CFU-GM Kolonien wurden nur dann als Kolonie gewertet, wenn sie aus
mindestens 40 - 50 Zellen bestanden. Enthielt sie darlber hinaus noch erythroide
Cluster, wurde sie als CFU-Mix bezeichnet. Als BFU-E wurden die in Clustern
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vorliegenden rotgefarbten Zellen bezeichnet (Abbildung 5). Hierbei wurden isolierte
Cluster als eine Kolonie gewertet und mehrere eng zusammenliegende Cluster ebenfalls
als eine Kolonie. Im Laufe dieser Arbeit wurden zwei verschieden Methylcellulosemedien
verwendet, die sich in der Zahl und der Zusammensetzung der erhaltenen Kolonien
sowie in der Reproduzierbarkeit unterschieden. Die Zusammensetzung ist im folgenden

zusammengefal3t:

CFU-GM BFU-E CFU-MIX

Abbildung 5: Darstellung der ausgewerteten Kolonietypen

Selbsthergestelltes Methylcellulosemedium
IMDM (Gibco BRL)
30 % Hyclone FCS
0,9 % Iscove's Methylcellulose (CellSystems, #HCC-4100)
10* M B-Mercaptoethanol
100 ng/ml G-CSF
100 ng/ml GM-CSF
1 U/ml Epo
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Methocult GF (CellSystems, #HCC-4434)
IMDM
0,9 % Iscove's Methylcellulose
30 % FCS
1 % BSA
3 U/ml Epo
10* M B-Mercaptoethanol
2 mM L-Glutamin
50 ng/ml SCF
10 ng/ml GM-CSF
10 ng/ml IL-3

2.2.2.5 Transfektion

2.2.2.5.1 Transfektion von Zellen mit Elektroporation

Far die Transfektion der Jurkat-Zellen mittels Elektroporation wurde die Plasmid-DNA
Uber Affinitatssaulen (Qiagen) isoliert und in sterilem Wasser resuspendiert.

4 x 10° bis 5 x 10° Zellen wurden zentrifugiert, das Pellet in 800 pl Zellkulturmedium (mit
Zusétzen) resuspendiert und mit 20 ng Plasmid-DNA gemischt. Die Elektroporation er-
folgte in sterilen Kivetten (Eurogentec, 0,4 cm Elektrodenabstand) bei 250 V und 750 pF.

Die Zellen wurden anschlieBend in 10 ml Zellkulturmedium Uberfihrt und bei 37 °C und
5 % CO, inkubiert.

2.2.2.5.2 Transfektion adhdrenter Zellen mit Calciumphosphat prézipitierter DNA

5-10 pg DNA wurden in 66 pl HoO mit 240 pl 1,25 x HBS und 16,6 pl CaCl, gemischt.
Die Lésung wurde zweimal far 20 Sek. gevortext und fir 20 Min. bei RT inkubiert.

Das Medium der Zellkultur wurde dann abgesaugt und das DNA-Préazipitat vorsichtig auf
den GefaBrand der Zellkulturschale gegeben. Nach weiteren 20 Min. Inkubation wurden
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3 ml Medium zur Zellkultur gegeben und diese 4 - 6 Std. im Brutschrank inkubiert. An-
schlieBend wurde das Medium gewechselt.

2.2.2.6 Arbeiten mit Retroviren

2.2.2.6.1 Kultivierung von Verpackungszellen

Die ecotrope Zellinie GP+E86 und die amphotrope Verpackungslinie GP+envAm12 wur-
den nach dem Auftauen far 24 Std. in DMEM-VP unter Standardbedingungen kultiviert.
Danach wurden die Zellen in selektivem HXM-Medium gehalten. Langzeitkulturen waren
auch mit halber Konzentration von Hypoxanthin, Xanthin und Mycophenolsdure mdglich.
Bei der Kultur dieser Zellen, insbesondere den GP+envAm12, war darauf zu achten, daf3
die Zellen nicht zu gering konzentriert ausgesat wurden. Genauso wenig durften die
Zellen konfluent werden, so daf3 sie in der Regel dreimal wdchentlich geteilt wurden.
Nach Transfektion oder retroviraler Transduktion wurden die Zellen mit DMEM-VP und
einem Antibiotikum (z. B. G418) inkubiert.

Die amphotrope Verpackungslinie PA317 und die pseudotypisierte Verpackungslinie
PG13 wurden in HAT-Medium als selektives Medium gehalten. Bei diesen Zellen war dar-
auf zu achten, daB sie nicht zu stark Gberwuchsen. Ansonsten galten die gleichen Bedin-

gungen wie oben.

2.2.2.6.2 Generierung von Produzentenzellen

Die Arbeiten mit Verpackungszellen, die noch nicht mit einem Vektor transfiziert oder
transduziert waren, wurden unter Sicherheitsstufe 1 (S1) durchgefiihrt. Ecotrope
GP+E86-Zellen wurden auch nach Transfektion mit einem retroviralen Vektor unter S1
weiterkultiviert. Amphotrope PA317 und GP+envAmi2 und pseudotypisierte PG13
wurden nach Transduktion in einem Labor der Sicherheitsstufe 2 (S2) weiterkultiviert.
Genauso wurde mit allen Zellen verfahren, die mit amphotropen oder pseudotypisierten
rekombinanten Viren infiziert wurden; es sei denn, es wurde sichergestellt, da3 keine
Helferviren vorhanden waren. In diesem Fall konnten die weiteren Arbeiten unter S1

durchgefihrt werden.
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Die ecotropen Verpackungszellen GP+E86 wurden mit 20 ug Vektorplasmid-DNA mittels
Elektroporation oder der Calciumphosphatpréazipitation transfiziert. Nach 24 Std. wurden
die Zellen mit dem entsprechenden Antibiotikum selektioniert. Nachdem die Kultur frei

von toten Zellen war, wurden die Viren geerntet.

Die amphotropen Verpackungslinien PA317 und GP+envAmi12 sowie die
pseudotypisierte Verpackungslinie PG13 wurden mit den retroviralen Uberstanden der
virusproduzierenden GP+E86 Zellen in einer Verdinnungsreihe in 80 mm
Zellkulturschalen (Falcon, #3003) infiziert. Die Selektion der Zellen mit Antibiotikum
erfolgte nach 24 Std. Nach ca. zwei Wochen wurden antibiotikumresistente Klone isoliert.
Hierzu wurde das Medium aus den Zellkulturschalen abgesaugt und mit einem PapPen
(SCIl) um vereinzelte Kolonien ein Kreis gezogen, so daB die Kolonien von einem
hydrophoben Wachskreis umgeben waren. Auf jede dieser Kolonien wurde ein Tropfen
Trypsin/EDTA gegeben. Nach einigen Minuten Inkubation wurden die Zellen mit einer
Pipette abgespilt und in 2 ml Medium mit Antibiotikum aufgenommen. Die Kolonien
wurden erst in 24-well dann in 6-well und spater auf 80 mm Zellkulturschalen
weiterkultiviert. Der Titer des virushaltigen Uberstandes wurde dann in einem Virus-Titer-
Assay bestimmt und die Klone mit den hdéchsten Titern flr spatere Infektionen
weiterkultiviert. Die Bezeichnung der Produzentenlinien ergab sich aus dem Namen der
Verpackungszellinie, dem Namen des Vektors sowie ggf. einer Nummer, falls mehrere
Klone mit gleichen Titern erhalten wurden. So war zum Beispiel der Name der
Produzentenlinie, die LXSN-Vektoren verpackte und auf der Verpackungszelle PG13
basierte, PG13LXSN.

2.2.2.6.3 Herstellung von Virustberstand

Die retrovirale Produzentenlinie wurde in einer 75 cm*Zellkulturflasche bis zur Konfluenz
wachsen gelassen. 24 Std. vor Virusernte wurde das Medium gegen nicht-selektives Me-
dium ausgetauscht und die Zellen bei 32 °C und 5 % CO, inkubiert. Der Uberstand wurde
dann mit einer Pipette abgenommen und mit einem 0,45 um-Filter (Millex HV, Millipore)
zellfrei filtriert.
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2.2.2.6.4 Retrovirale Infektion

Zur Infektion von Zellen mit rekombinanten retroviralen Partikeln reicht es im allgemeinen
aus, die Zielzellen zusammen mit den Viren zu kultivieren. Eine Steigerung der Transduk-
tionseffizienz konnte erreicht werden, indem der Suspension 7,5 ug/ml des Polykations
Polybren (Sigma, #H 9268) zugesetzt wurden. Da aber Polybrene leicht zelltoxisch ist,
wurde statt dessen 5 pg/ml Protaminsulfat (Sigma, #P 4020), ebenfalls ein Polykation,
dazugegeben.

2.2.2.6.5 Retrovirale Infektion CD34*-Zellen mit Retronectin

Das lyophilisierte Retronectin (Takara, #T100B) wurde in H,O mit einer Endkonzentration
von 1 mg/ml gelést und anschlieBend mit einem 0,2 um-Filter sterilfiltriert. Diese Lésung
wurde dann bei -20 °C aufbewahrt. Mit PBS wurde die L6sung dann auf eine Arbeitskon-
zentration von 9,6 - 96 ug/ml eingestellt. 420 ul dieser Lésung wurden auf eine nicht zell-
kulturbehandelte 24-Loch-Platte gegeben (Greiner, #) und diese bei Raumtemperatur auf
der Sterilbank inkubiert. Nach 2 Std. wurde die Lésung abgesaugt und 420 pl PBS/2 %
(w/v) BSA in jede Vertiefung gegeben. Nach weiteren 30 Min. Inkubation in der Sterilbank
wurde die Lésung wieder abgesaugt und die Platte mit HBSS/2,5 % (v/v) 1M HEPES
(Applichem, #A1069) gewaschen. AnschlieBend wurden 420 pl Virus-Zell-Gemisch mit
Wachstumsfaktoren auf die beschichteten Platten gegeben. Im Abstand von 2 Std. wur-
den erneut 420 ul Virus auf die Zellen gegeben.

2.2.2.6.6 Virus-Titer-Assay

Einen Tag vor dem Versuch wurden Hela-Zellen zum Austesten des Uberstandes von
amphotropen und pseudotypisierten Verpackungszellen und NIH/3T3 Zellen zum Auste-
sten des Uberstandes von ecotropen Verpackungszellen auf einer 24-Loch-Platte ausge-
sat (1 - 5 x 10* Zellen/well in 1 ml Medium). Der Virusilberstand wurde durch einen
0,45 um-Filter filtriert und eine Verdlnnungsreihe in 10er-Schritten angesetzt. Jeweils
1 ml dieser Verdinnungsreihe wurde auf die Zellen gegeben. Zur Steigerung der
Infektidsitat wurden 10 pg/ml Protaminsulfat (Endkonzentration 5 ug/ml) zu den Anséatzen
gegeben. Nach 24 Std. wurde das Medium gegen DMEM mit Antibiotikum ausgetauscht.
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Nach etwa 14tagiger Inkubation wurden die Kolonien gezahlt und der Virustiter
entsprechend ausgerechnet.

2.2.2.6.7 Nachweis von replikationskompetenten Retroviren

Der Uberstand von konfluenten Produzentenzellen wurde durch einen 0,45 pm-Filter zell-
frei filtriert. Es war darauf zu achten, daBB das Medium vorher flr mindestens 24 Std. auf
den Zellen war. Der gefilterte Uberstand wurde auf NIH/3T3- oder Hela-Zellen gegeben
und nach Zugabe von 5 pg/ml Protaminsulfat fir mindestens 24 Std. inkubiert. Danach
wurde das Medium gegen DMEM-VP ausgetauscht. Die Zellen wurde fir mindestens
zehn Tage weiterkultiviert. Wahrend dieser Zeit sollten die Zellen méglichst konfluent und
das Volumen des Nahrmediums méglichst klein sein. AnschlieBend wurde der Uberstand
erneut abgenommen, zellfrei filtriert, 5 pg/ml Protaminsulfat dazugegeben und wiederum
auf Hela oder NIH/3T3 gegeben und flir etwa 24 Std. inkubiert. Danach wurde das
Medium abgesaugt und DMEM-VP mit 600 ug/ml G418 auf die Zellen gegeben und etwa
zwei Wochen inkubiert. Waren nach 14 Tagen Kolonien zu sehen gewesen, wére dies
ein Hinweis, daf3 sich replikationskompetente Retroviren gebildet hatten.

2.2.2.7 Methoden zur Untersuchung von Apoptose

2.2.2.7.1 Induktion der Apoptose durch Serumentzug

Einen Tag vor Beginn des Experimentes wurde das Medium der zu untersuchenden Zel-
len gewechselt. Fur das eigentliche Experiment wurde die Zellsuspension geteilt,
abzentrifugiert und eine Halfte in normalem RPMI-Medium mit Serum, L-Glutamin und
Penicillin/Streptomycin resuspendiert; die andere Halfte wurde in RPMI-Medium ohne
Serum mit L-Glutamin und Penicillin/Streptomycin resuspendiert. Die Zellen wurden dann
mehrere Tage inkubiert, und taglich wurde die Lebendzellzahl bestimmt. Der Verlauf der
Lebendzellzahlbestimmung diente als Maf flir die Bestimmung der Apoptose.
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2.2.2.7.2 Camptothecin induzierte Apoptose

24 Std. vor Induktion der Apoptose wurde das alte Zellkulturmedium durch frisches Me-
dium (ohne Selektionsantibiotika) ersetzt. Fur die Induktion der Apoptose wurden die Zel-
len auf eine Dichte von 0,5 x 10° Zellen/ml und einem Volumen von 1 ml eingestellt.
Camptothecin (Sigma, #C9911) wurde dann in einer Endkonzentration von 200 ng/ml
dazugegeben und die Zellen flr 2 - 6 Std. bei 37 °C und 5 % CO. inkubiert. Als Kontrolle
wurde ein identischer Ansatz, allerdings ohne Camptothecin, inkubiert.

2.2.2.7.3 DurchfluBzytometrische Quantifizierung apoptotischer Zellen durch Farbung mit
Annexin-V

Nach der Induktion wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und anschlie-
Bend in 1 x Binding-Buffer (10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4; 140 mM NacCl, 2,5 mM CacCl,)
mit einem Titer von 1 x 10° aufgenommen. Jeweils 100 pl dieser Lésung wurden dann in
vier 4 ml-ReaktionsgefaBe Uberfuhrt. Zu dem ersten R6hrchen wurde nichts zugesetzt, zu
dem zweiten 5 pl Annexin V-PE (Pharmingen), zu dem dritten 5 pl 7-AAD und zu dem
vierten 5 pl Annexin V-PE und 5 ul 7-AAD.

Die Suspension wurde leicht gevortext und 15 Min. im Dunkeln bei Raumtemperatur inku-
biert. Dann wurden 400 pl 1 X Binding-Buffer dazugegeben. Die Messung wurde dann
innerhalb einer Stunde im FACS durchgefuhrt.

Die Zellen, die sich mit Annexin V-PE farben lieBen, waren apoptotisch oder nekrotisch.
Eine Unterscheidung wurde durch die Doppelfarbung mit 7-AAD mdéglich, das ausschlief3-
lich tote Zellen farbte.

2.2.3 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Alle Methoden, die hier nicht im einzelnen aufgefihrt sind, wurden entsprechend den
gangigen Protokollen durchgefiihrt, die in Sambrook et al. 1989 oder Ausubel et al. 1991
beschrieben sind.
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2.2.3.1 Nukleinsaure-Praparationen

2.2.3.1.1 Plasmid-Miniprédparation mit ‘QIAprep Spin Plasmid Kit’ (Qiagen,# 27106)

1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden 5 Min. bei max. Geschwindigkeit in der Tischzentri-
fuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 250 ul Resuspen-
dierungspuffer P71 (4 °C) resuspendiert, so daB das Pellet véllig aufgelést und keine
Klumpen mehr vorhanden waren. Zu dieser Suspension wurden 250 pl Lysepuffer (P2)
dazugegeben und die Suspension durch vorsichtiges mehrmaliges Wenden gemischt
und stehengelassen, bis die Lésung klar wurde (nicht Ianger als 5 Min.). Es wurden dann
350 pul Neutralisierungspuffer (N3) zu der Lésung gegeben, sofort vorsichtig gemischt und
20 Min. bei max. Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge das Prazipitat abzentrifugiert. Ein
Qiaprep Spin Column-Réhrchen wurde in ein 2 ml-Sammelgefal gesetzt und mit dem
Uberstand der Zentrifugation gefiillt. Nach 1 Min. Zentrifugation bei 13.000 Upm. wurde
das Sammelgefa3 geleert und die Saule mit 500 pl Waschpuffer PB geflllt. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Sammelgefal3 wieder geleert und die Saule mit 500 pl
Puffer PE geflllt. Die Saule wurde wieder zentrifugiert und nach Entleerung des
SammelgefaBes noch einmal zentrifugiert, damit die Saule véllig trocken war. Die Saule
wurde dann in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefé3 gesetzt. AnschlieBend wurden 50 pl
Puffer TE oder EB vorsichtig auf den Filter gegeben und nach 5 Min. bei 10.000 Upm. fr
1 Min. in der Tischzentrifuge abzentrifugiert.

2.2.3.1.2 Schnelle Plasmid-Miniprédparation

Aus einer Ubernachtkultur wurden 0,5 ml Bakeriensuspension in ein 1,5 ml-Reaktionsge-
fans Oberflhrt und nach Zugabe von 0,5 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1)
1 Min. stark gevortext. AnschlieBend wurde die L6sung 5 Min. in der Tischzentrifuge bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, so daf3 sich die Phasen trennen konnten. Wah-
rend der Zentrifugation wurde in einem neuen 1,5 ml-Reaktionsgefa3 0,5 ml Isopropanol
vorgelegt. Aus der oberen waBrigen Phase wurden 0,45 ml auf das Isopropanol gegeben
und die Plasmid-DNA durch unmittelbares Zentrifugieren fir 5 Min. pelletiert. Das Pellet
wurde anschlieBend mit 0,5ml Ethanol (70 %) gewaschen, erneut zentrifugiert,
getrocknet und in TE mit RNase resuspendiert. Bei dieser Methode tritt haufig eine leichte
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Verunreinigung durch genomische DNA auf, so daB sie mehr zur Analyse einer groBer
Anzahl Proben geeignet ist als zur Praparation flir Sequenzierung oder PCR.

2.2.3.1.3 Plasmid-Maxi Préparation mit dem CsCl,-Dichtegradienten

500 ml LB-Medium mit Antibiotikum wurden mit 500 pl einer Vorkultur angeimpft und far
16 - 20 Std. im Inkubationsschuttler bei 300 Upm. inkubiert. Die Kultur wurde bei 4 °C und
5.000 g fur 15 Min. zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 6 ml Lysepuffer und einer Spatel-
spitze Lysozym durch mehrmaliges Auf- und Niederpipettieren resuspendiert und 10 Min.
auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 12 ml frisch angesetztem AufschluBpuffer (0,2 N
NaOH, 1 % (w/v) SDS) wurden die Zellen dann lysiert. Hierbei war darauf zu achten, dafi
die Suspension vorsichtig durchmischt und nicht gevortext wurde. Nach einer
10mindtigen Inkubation auf Eis wurde die nun lysierte Suspension mit 9 ml
Neutralisationspuffer (3 M KAc pH 4,6) neutralisiert, vorsichtig gemischt und fir weitere
20 Min. auf Eis inkubiert. Das Prazipitat wurde dann mit 12.000 Upm. im JA14-Rotor bei
4 °C und 40 Min. Dauer abzentrifugiert und der Uberstand in ein 50 ml-Reaktionsgefafi
(iberfiihrt. Zu dem Uberstand wurden 27 ml Isopropanol gegeben und die Lésung 20 Min.
bei Raumtemperatur inkubiert. Die prazipitierte DNA wurde durch eine 30mindtige
Zentrifugation bei 2.000 Upm. pelletiert. Das Pellet wurde anschlieBend mit kaltem 70 %
(v/v) Ethanol gewaschen und erneut fur 30 Min. bei 2.000 Upm. zentrifugiert. Das Ethanol
wurde vollstandig abgesaugt und das Pellet an der Luft getrocknet.

Dann wurde das Pellet in 8 ml TE resuspendiert und darin 8 g CsCl, geldst. SchlieBlich
wurden 0,4 ml EtBr-Lésung dazugegeben. Die Lésung wurde anschlieBend mit einer
Spritze mit langer Kanile (0,9x40, B.Braun) in verschweiBbare Zentrifugenréhrchen
(Beckmann) tberflhrt, gewogen und mit TE austariert. Mit Mineralél wurde das Réhrchen
dann vollstandig gefullt und zugeschwei3t. Danach wurden die Réhrchen fur 20 Std. bei
20 °C und 55.000 Upm. in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.

Das Roéhrchen wurde dann vorsichtig aus dem Rotor genommen. Durch Durchstechen
mit einer Spritze mit Kanlle von unten wurde die untere Bande abgesaugt und in ein
15 ml-Réhrchen tberfihrt. Es wurden dann 6 ml TE zugesetzt und mit n-Butanol auf 1M
NaCl auf 12 ml aufgeflllt und geschuttelt. Die obere Butanolphase wurde abgenommen

und nochmals mit n-Butanol auf 12 ml aufgeflllt, geschuttelt, erneut verworfen und ein
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drittes Mal mit n-Butanol Uberschichtet und geschittelt. Die obere Butanolphase wurde
dann vollstandig abgenommen, die Lésung mit TE auf 10 ml aufgefillt in ein 50 ml
Rdéhrchen Uberflhrt und 30 ml Ethanol (abs.) zugesetzt.

Zur Fallung der DNA wurde das Réhrchen tber Nacht bei -20 °C stehengelassen und am
nachsten Tag 20 Min. bei 3.000 Upm. zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend zwei-
mal mit Ethanol (70 %) gewaschen und trocknen gelassen. SchlieBlich wurde die DNA in
500 ul TE resuspendiert.

2.2.3.1.4 Plasmid-Maxi (-Midi) Prdparationen mit dem ‘QIAGEN Plasmid Maxi (Midi) Kit’
(Qiagen, #12163, 12143)

In Abhangigkeit vom verwendeten Bakterienstamm und dem zu isolierenden Plasmid war
das Ausgangsvolumen und die Zusammensetzung des verwendeten Mediums sehr un-
terschiedlich, die Behandlung war jedoch nach Pelletierung der Bakterien gleich.

Durch Zugabe von 10 ml (5 ml) Resuspendierungspuffer P71 wurde das Bakterienpellet so
lange geschiittelt, bis sich keine Klumpen mehr in der Suspension befanden. Nach Zu-
gabe von 10 ml (5 ml) Lysepuffer P2 kam es zu einem Aufklaren der Lésung, die etwa
15 Min. bei RT stehen blieb. AnschlieBend wurde die Lésung mit 10 ml (5 ml) kaltem
Puffer P3 neutralisiert und nach sofortigem Mischen 30 Min. auf Eis inkubiert. Das
Prazipitat wurde in einem 250 ml Zentrifugenbecher bei 11.500 Upm. im JA-14-Rotor bei
4°C 30 Min. abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 30 ml-Zentrifugenréhrchen
geflllt und fir weitere 30 Min. bei 14.000 Upm. im JA-17-Rotor bei 4 °C zentrifugiert.

Wahrend der Zentrifugation wurde eine QIAGEN-500 (-100)-S&ule mit 10 ml (4 ml) Puffer
QB equilibriert. Nachdem die Saule leergelaufen war, wurde der klare Uberstand der Zen-
trifugation auf die Saule gegeben (gegebenenfalls wurde er vorher noch filtriert).
AnschlieBend wurde die Saule zweimal mit 30 ml (10 ml) Puffer QC gewaschen und die
DNA dann mit 15 ml (5 ml) Puffer QF eluiert. Durch Zugabe von 2 Vol. Ethanol (abs.)
wurde die DNA prézipitiert und bei 3.300 Upm. und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde
mit Ethanol (70 %) gewaschen und das DNA Pellet an der Luft leicht getrocknet. Die DNA
wurde dann in 50 - 200 ul TE geldst.
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2.2.3.1.5 Préparation genomischer DNA mit QlAamp Tissue Kit (Qiagen, #29304)

Von den zu praparierenden Zellen wurden 10" in einem 1,5 ml-Reaktionsgefal3 abzentri-
fugiert und in 200 pl Puffer PBS resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden 25 ul der
zum Kit gehdérenden Proteinase K-Lésung sowie 200 pl Puffer AL dazugegeben. Die Sus-
pension wurde sofort gevortext und anschlieBend fir 10 Min. bei 70 °C inkubiert. Nach
Zugabe von 210 ul Ethanol (abs.) wurde die Lésung gevortext und auf eine QlAamp
Spin-Sédule gegeben, die in einem 2 ml-Sammelréhrchen steckte. Dieses wurde
anschlieBend 1 Min. bei 8.000 Upm. in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die QIAamp
Spin-Sédule wurde dann in ein neues sauberes Sammelréhrchen gesteckt. Nach Zugabe
von 500 pl Puffer AW erfolgte eine erneute Zentrifugation mit 8.000 Upm. Die Saule
wurde in ein neues Sammelréhrchen gesteckt, und nach Zugabe von 500 ul Puffer AW
erfolgte eine Zentrifugation bei 8.000 Upm fur 1 Min. AnschlieBend wurde eine
zweiminltige Zentrifugation bei max. Geschwindigkeit durchgefihrt. Die S&ule wurde in
ein 2 ml-Reaktionsgeféd3 gesetzt, und die DNA wurde zweimal mit auf 70 °C
vorgeheiztem Puffer AE eluiert (durch 1 Min. Inkubation und 1 Min. Zentrifugation bei
8.000 Upm.).

2.2.3.1.6 Isolierung von Gesamt-RNA mit RNAzol B (Biozol)

2 x 10’ Zellen wurden in 10 ml PBS fur 5 Min. bei 1.500 Upm. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit einer ausgezogenen Pasteurpipette restlos entfernt, so daB das
Pellet weitestgehend trocken war. Auf Eis wurde das Pellet danach mit 1,5 ml RNAzol B
lysiert und in ein 2 ml-Reaktionsgefa3 Uberfihrt. AnschlieBend wurde das Lysat durch
eine 2 ml-Spritze mit langer Nadel (0,9x24, B. Braun) geschert, um die genomische DNA
zu fragmentieren. Nach Addition von 1/10 Vol. Chloroform wurde die Lésung 20 Sek.
gevortext, blieb 5 Min. auf Eis stehen und wurde dann far 15 Min. bei 13.000 Upm.
zentrifugiert. Die obere waBrige (nicht blaue) Phase wurde in ein neues 2 ml-
Reaktionsgefal3 Uberflhrt, mit einem gleichen Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25/24/1) gemischt und erneut 15 Min. bei 13.000 Upm. zentrifugiert. Die obere walRrige
Phase wurde wieder in ein neues 2 ml-Gefa3 Uberfihrt und zur Fallung der DNA mit
einem Vol. Isopropanol bei -20 °C stehengelassen. Die préazipitierte RNA wurde durch
eine Zentrifugation fir 20 Min. bei max. Geschwindigkeit pelletiert und mit Ethanol (80 %)
gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde die Fllssigkeit restlos abgesaugt
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und das RNA-Pellet an der Luft leicht trocknen gelassen. Die RNA wurde anschlieBend in
DEPC-Wasser gelést.

2.2.3.2 DNA-Gelelektrophorese

Die  elektrophoretische  Auftrennung  von DNA-Fragmenten  erfolgte in
Horizontalgelelektrophoresekammern (Bio-Rad). In der Regel wurden 1 %ige (w/v)
Agarosegele verwendet. Hierzu wurde 0,5 g Agarose (Serva) in 50 ml 1 x TAE in der
Mikrowelle aufgekocht, und kurz vor dem GieBen des Gels wurden 2,5 ul
Ethidiumbromidlésung dazugegeben (Endkonzentration 0,5 pg/ml). Zu der
aufzutrennenden DNA wurde 1/5 Volumen 6 x SB dazugegeben. Das Gel wurde in die
mit 1 x TAE geflllte Elektrophoresekammer gelegt, beladen und bei ca. 100 V so lange
laufengelassen, bis die Bromphenolblau-Front etwa 2/3 der Gellange erreicht hat. Das
Gel wurde mit dem GelDoc 1000 (Bio-Rad) abgelichtet und mit der Molecular Analyst
Software (Bio-Rad) ausgewertet.

2.2.3.3 DNA Extraktion aus Agarosegelen mit Q/IAquick (Qiagen, #28706)

Die zu isolierende Bande wurde mdglichst klein aus einem Agarosegel ausgeschnitten, in
ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3 Uberfihrt und gewogen. Zu dem Agarosestick wurden drei
Volumen (1 pl = 1 mg) QX17-Lésung dazugegeben. Hierbei war darauf zu achten, daf3 die
Lésung ihre Farbe nicht verdnderte. Bei 50 °C wurde das Agarosestick 10 Min.
aufgeldst, ein Volumen Isopropanol entsprechend der GelstlickgréBe dazugegeben und
das Ganze in ein Qiaquick Spin Column Réhrchen gegeben und 1 Min. bei 13.000 Upm.
auf der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die durchgelaufene Fraktion wurde verworfen, und
auf die Saule wurden 500 pl QX7-Lésung gegeben und erneut zentrifugiert. Die
durchgelaufene Fraktion wurde erneut verworfen, und jetzt wurden 750 ul Puffer PE auf
die Saule gegeben und erneut zentrifugiert. Die Flissigkeit wurde wieder weggeschiittet
und die S&ule noch einmal zentrifugiert, damit sie vollstandig trocken war. Zur Elution der
DNA wurden 30 - 100 ul H2O, TE oder Puffer EB auf die Saule gegeben und fir etwa
5 Min. stehengelassen. Die Saule wurde dann in ein neues sauberes 1,5 ml-
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Reaktionsgefal3 gegeben und fir 1 Min. zentrifugiert. Die Ausbeute mit diesem Verfahren
lag bei etwa 50 - 70 %.

2.2.3.4 Quantitative Bestimmung von Nukleinsauren

2.2.3.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA wurde in der Regel nur von ge-
nomischer DNA, Plasmid Midi- und Maxi-Praparationen und Gesamt RNA Isolation ge-
macht. Hierzu wurde ein Aliquot der Lésung verdiinnt und die Absorption bei 260 nm
photometrisch in einer Quarzkivette bestimmt. Die Verdlinnung wurde so gewahlt, daB
die Absorption bei 0,1 - 1 OD-Einheiten lag. Die Konzentration lieB sich dann wie folgt
berechnen:

DNA-Konz.[ug/ul] = Extinktionzeonm X Verdinnungsfaktor x 50 x 1.000
RNA-Konz.[ug/ul] = Extinktionzeonm X Verdinnungsfaktor x 40 x 1.000

2.2.3.4.2 Konzentrationsbestimmung von DNA in Agarosegelen

Kleine DNA-Mengen, wie die aus Plasmid Minipraparationen oder aus Gelextraktionen,
wurden auf ein Agarosegel aufgetragen. Als Massenreferenz wurden in mehreren Spuren
unterschiedliche Volumina Lambda-DNA/Hindlll aufgetragen. Durch Vergleich der Intensi-
tat der Ethidiumbromid-gefarbten Banden konnte eine recht genaue Einschatzung der
DNA-Menge vorgenommen werden.

2.2.3.5 Enzymatische Modifikation von Nukleinsauren

2.2.3.5.1 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die endonukleolytische Spaltung von Plasmid-DNA wurde entsprechend den Standard-
vorschriften (Sambrook et al. 1989) durchgeflihrt. Die Reaktionsbedingungen der ver-
schiedenen Restriktionsenzyme wurden nach den Empfehlungen der Hersteller gewahlt.

Far analytische Zwecke wurden in der Regel 0,5 bis 1 ug Plasmid-DNA mit 10 U Enzym
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bei 37 °C fir 2 Std. inkubiert. Praparative Spaltungen mit bis zu 20 pg Plasmid-DNA
erfolgten mit 20 bis 30 U Enzym bei 37 °C Uber Nacht. Durch elektrophoretische
Auftrennung einer geringen Menge des Ansatzes in Agarosegelen wurde die Spaltung
auf Vollstandigkeit Uberprift. Die entstandenen DNA-Fragmente wurden anschlieBend
mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)- und Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)-
Extraktion vom Restriktionsenzym gereinigt. Nach Zugabe von '/;oVolumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol (abs.) wurden die DNA-Fragmente 10
Min. bei -20 °C préazipitiert. Die Prazipitate wurden 15 Min. bei 4 °C und 13.000 Upm.
pelletiert und die verbliebenen Salze durch Waschen mit 70 %igem Ethanol entfernt.
Nach Trocknung wurde das Pellet in einem geeigneten Volumen TE oder H,O geldst.

2.2.3.5.2 Partieller Verdau von Plasmid DNA

Far den partiellen Verdau wurde die DNA in einem 100 pl Volumen zusammen mit
einfach konzentriertem Restriktionspuffer angesetzt. Diese Lésung wurde auf fanf 1,5 ml-
ReaktionsgefaBe verteilt (1.: 30 pl, 2. - 4.: 20 pl, 5.: 10 pl) und auf Eis gestellt. In das
erste GefaB wurden 3 - 5 U Restriktionsenzym/pug Plasmid-DNA gegeben. Nach
sorgfaltigem Mischen wurden 10 pl in das zweite Gefal3 gegeben usw., so da am Ende
alle GefaBBe ein Volumen von 20 pl hatten. Nach Inkubation bei 37 °C fir 10 Min. wurden
die GefaBe auf Eis gestellt und damit die Reaktion gestoppt.

2.2.3.5.3 Auffillen von 5' iberhdngenden Enden mit dem Klenow-Enzym

Das Auffallen Gberhangender 5'-Enden erfolgte mit Hilfe des Klenow-Enzyms (groBes
Fragment der DNA-Polymerase | von E. coli, Boehringer Mannheim, #1008 404) direkt
nach der Restriktion im Restriktionsenzympuffer. Nach Zugabe von 1 ul 10 mM dNTPs
und 0,1 U Enzym wurde der Ansatz 15 Min. bei 30 °C inkubiert. Das Enzym wurde an-
schlieBend durch 10minttiges Erhitzen bei 75 °C inaktiviert.
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2.2.3.5.4 Entfernen von 3-Uberhdngen mit der T4-DNA-Polymerase

Das Abschneiden Uberhangender 3'-Enden wurde mit der T4-Polymerase (Promega,
#M4211) nach DNA-Spaltung im Restriktionspuffer durchgefihrt. Zum Ansatz wurden 1 pl
10 mM dNTPs (Pharmacia, #27-2035) und 0,1 U Enzym gegeben, 15 Min. bei 12 °C inku-
biert und die Polymerase danach 10 Min. bei 75 °C inaktiviert.

2.2.3.5.5 Dephosphorylierung

Vor der Ligation von Vektor- und Fragment-DNA wurden die 5'-Phosphatreste des
Vektors entfernt, wenn dieser nur mit einem Restriktionsenzym gedéffnet wurde oder die
Enden aufgeflllt bzw. abgeschnitten waren, um eine Selbstligation zu verhindern. Die
Dephosphorylierung erfolgte mit 1 U Alkalischer Phosphatase (CIP oder SAP, Boehringer
Mannheim, #713023 bzw. #1758250) pro 50 bis 100 pmol 5'-Phosphatenden in einem
Reaktionsvolumen von 50 ul (50 mM Tris/Cl, pH 8,0; 0,1 mM EDTA) fiir 30 Min. bei 37 °C
und dann nach erneuter Zugabe von 1 U CIP fir 30 Min. bei 56 °C. Das Enzym wurde
durch Phenol-, Phenol/Chloroform (24/1)- und Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25/24/1)-Extraktion entfernt und die DNA mit 1/10 Volumen 3M NaAc und dreifachem
Volumen Ethanol (abs.) prazipitiert.

2.2.3.5.6 Reverse Transkription

3 ug Gesamt-RNA wurden in 19 yl DEPC-H,O 5 Min. auf 75 °C erwarmt, um die Sekun-
darstrukturen aufzulésen. AnschlieBend wurde folgender Reaktionsmix angesetzt:

19 pl RNA-Lésung

0,6 ul RNase-Inhibitor (30 U/ul, Boehringer Mannheim)

1 pl Primer (30 pmol/pl)

1,5 ul dNTPs (je 10 mM, Pharmacia #27-2035)

3 ul 10 X MMLV-RT Puffer

2 ul MMLV Reverse Transkriptase (Gibco BRL, #28025-013,
25 U/ul)
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Die Reaktion wurde 60 Min. bei 37 °C inkubiert und durch Erwadrmung auf 75 °C fir
10 Min. abgestoppt. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
aufbewahrt.

2.2.3.5.7 Polymerasekettenreaktion

Zur spezifischen Amplifikation definierter DNA-Bereiche wurde die
Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendet. Als Ausgangsmaterial dienten cDNA oder
genomische DNA. Negativkontrollen enthielten den Reaktionsansatz ohne DNA. Als
Positivkontrolle wurde Plasmid-DNA, die den entsprechenden DNA-Bereich enthielt,
eingesetzt. Der Standardreaktionsansatz wurde in einem 500 pl Reaktionsgefal3 wie folgt
zusammenpipettiert:

5 ul PCR Reaction Buffer (Boehringer Mannheim)

5 ul dNTP-Lésung (je 2mM, Pharmacia, #27-2035)

1 pl Vorwartsprimer (20 pmol/pl)

1 pl Rickwartsprimer (20 pmol/pl)

3 pl cDNA oder 1 pg genomische DNA

1 ul Tag- Polymerase (2,5 U/ul High-Fidelity, Boehringer

Mannheim, #1732 650)

in einem Gesamtvolumen von 50 pl, das mit 50 pl Mineraldl Gber-

schichtet wurde.

Die Reaktion wurde dann im Thermocycler inkubiert, der so programmiert wurde, dai3
nach einer initialen Denaturierung fur 2 Min. bei 90 °C, 32 Reaktionscyclen (60 Sek. bei
90 °C, 50 Sek. bei 55 °C, 70 Sek. bei 72 °C) durchlaufen wurden. Die Reaktion endete
mit einem terminalen Polymerisationsschritt von 5 Min. bei 72 °C. Die L6sung wurde bis
zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.3.5.8 Ligation

Die Ligation doppelstrangiger DNA-Molekiile erfolgte mit der T4-DNA-Ligase (Boehringer
Mannheim, #481220) in Ligationspuffer (66 mM Tris-HCI pH7,5; 10 mM MgCl; 0,5 mM
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EDTA; 0,5 mM DTT; 0,2 mM ATP) in einem Ansatzvolumen von 15 ul. Das molare Ver-
héaltnis von Insert-DNA zu Vektor-DNA betrug etwa 3:1 bis 5:1. Die Ligationsansatze wur-
den Uber Nacht bei 14 °C inkubiert. 5 bis 10 ul der Ansatze wurden zur Transformation

kompetenter Bakterien verwendet.

Fir Klonierungen von PCR-Produkten wurde der pGEM-T Vektor (Promega) verwendet.
Dieser Vektor ist linearisiert und hat an beiden 3'-Enden einzelne T-Uberhange. Dieser
Vektor wurde entsprechend den Herstellerangaben in einem Kit verwendet. Ob ein Insert
in das Plasmid ligiert wurde, konnte nach Transformation von JM109 oder XL1-Blue Bak-
terien durch Farbung der Bakterienkolonien auf LB/Amp/X-Gal/IPTG Platten kontrolliert
werden. WeiBBe Kolonien trugen mit groBBer Wahrscheinlichkeit ein Insert, wahrend blaue
Kolonien das Resultat von Vektorselbstligationen waren.

Far einige Klonierungen wurde der Rapid DNA Ligation Kit (Boehringer Mannheim,
#1635379) gemaB den Anweisungen des Herstellers benutzt. Dieses Kit erlaubt die
Durchfuhrung einer Ligation innerhalb weniger Minuten.

2.2.3.5.9 Sequenzierung mit Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit (USB)

Sequenzierreaktion

10 ug der zu sequenzierenden Plasmid-DNA in einem Volumen von 18 ul wurden mit 2 pl
2 N NaOH fir 10 Min. bei RT denaturiert, mit 10 pul 3 M NaAc-L6sung neutralisiert und mit
2 Vol. Ethanol (abs.) mindestens 20 Min. bei -20 °C geféllt. Die prazipitierte denaturierte
DNA wurde durch Zentrifugation fir 20 Min. bei 4 °C und 13.000 Upm. pelletiert, das
Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Pellet an der Luft trocknen gelassen. Die pelletierte DNA wurde mit
6 ul HO, 2 pl Reaction Buffer und 2 ul 0,5 pM Primer resuspendiert, einen Puls
abzentrifugiert, 2 Min. im Heizblock bei 65 °C erwarmt und dann wurde der Heizblock auf
37 °C gestellt und die Lésung langsam abklhlen lassen (mindestens 20 Min.), damit der
Primer an die komplementére Stelle der DNA binden konnten. AnschlieBend wurde die

Lésung kurz abzentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt.
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Wahrend des Abklhlens wurden fir jede Probe vier 1,5 ml-ReaktionsgefaBe mit 2,5 pl
Termination-Mix vorbereitet und beschriftet (A, C, G und T). Des weiteren wurde der
Labeling-Mix 1:5 mit H,O vorverdinnt und die vier Terminationsréhrchen im 37 °C

Heizblock vorgewarmt.
Die eigentliche Markierungsreaktion wurde wie folgt angesetzt:

10 pl kalte DNA-L&sung

1ul 0,1 MDTT

2 pl verdunntes Labeling-Mix

0,5 pl [**S]dCTPaS 37 MBg, 1 mCi (Amersham)

2 ul verdinnte (1:8) Sequenase Polymerase

Die Lésung wurde gemischt und 2 - 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden je
3,5 ml der Markierungsreaktion in jedes der vorbereiteten vier Terminationsréhrchen (A,
C, G und T) gegeben und far 5 Min. bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 4 pl Stop-

Solution wurde die Reaktion angehalten.

Sequenzgelelektrophorese

Die Glasplatten wurden grindlich gereinigt und die kleinere Platte leicht mit Silikon be-
schichtet. Flr das Gel wurde 31 g Harnstoff (Applichem, #A1361) abgewogen und in 35
ml HO und 7,5 ml 10 X TBE unter flieBend warmem Wasser gelést. AnschlieBend
wurden 11 ml Rotiphorese-Gel40 (Roth) dazugegeben, Partikel durch Filtration durch ein
0,45 pum Filter entfernt und die Lésung im Vakuum entgast. Die Glasplatten wurden mit
0,5 mm Spacern zusammengesetzt und waagerecht auf eine ebene Unterlage gelegt. Zu
der Lésung wurden dann 450 pl APS und 72 ul TEMED (Sigma, #T 9281) dazugegeben,
gut gemischt und das Gel sofort blasenfrei gegossen.

Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde es in die Vertikalelektrophoresekammer
eingespannt. In die obere Pufferkammer wurde 0,5 X TBE und in die untere 0,5 L
1 X TBE gegeben. Vor dem Auftragen der Proben wurde eine Spannung von etwa
1.400 V bei 80 W Leistung angelegt, damit das Gel vorgewarmt war. Als das Gel eine
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Temperatur von 50 °C erreicht hatte, wurden die Proben aufgetragen und eine Leistung
von 40 W eingestellt. Das Gel lief so lange, bis die erste blaue Front in das
Pufferreservoir gelaufen war. Dann wurden 100 ml 3 M NaAc in die untere Pufferkammer
gegeben, und das Gel lief weiter bis die zweite blaue Front etwa 90 % der Gellange

gelaufen war.

Die Platten mit dem Gel wurden aus der Kammer entfernt und auf eine saugféhige Unter-
lage mit der kleineren Platte nach oben gelegt. Diese wurde dann entfernt und ein genau
zugeschnittenes angefeuchtetes Stiick Whatman 3MM-Papier auf das Gel blasenfrei ge-
legt. Auf das Papier wurden weitere trockene Papiertiicher vorsichtig aufgepref3t, so dafi
Uberschissige Feuchtigkeit abgesaugt wurde. Das Gel wurde dann mit dem Papier von
der Glasplatte abgezogen und im Vakuum bei 80 °C 1 Std. getrocknet.

Das Papier mit dem trockenen Gel wurde dann zusammen mit einem Biomax-Film
(Kodak) in eine Autoradiografiekassette gelegt, und je nach Intensitat der Strahlung
wurde der Film 2 - 5 Tage exponiert und anschlieBend entwickelt.
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein Protokoll zu entwickeln, das es ermdglicht, den PIG-A
Gendefekt in undifferenzierten Knochenmarksvorlauferzellen von PNH-Patienten durch
retroviralen Gentransfer zu komplementieren. Hierzu mufBte zunachst ein Modell in Form
einer T-Zellinie mit einem PIG-A Gendefekt etabliert werden. Hiermit wurde der Gentrans-
fer in Zellen von PNH-Patienten simuliert, um die Eignung verschiedener Vektorsysteme

fir die Komplementierung zu analysieren.

Fir den Gentransfer wurden verschiedene retrovirale Vektoren kloniert, die sowohl durch
Transfektion der Plasmid-DNA als auch durch Transduktion rekombinanter Viren in der
Zellinie hinsichtlich der Expression des PIG-A Gens Uberprift wurden.

Ein retroviraler Gentransfer kann nur in Zellen erfolgen, die sich in einem gewissen Zeit-
raum nach der Infektion teilen, da die provirale DNA die Kernmembran nicht Gberwinden
kann (Miller et al. 1990). Erst in der Zellteilung wird die Kernmembran abgebaut, und die
provirale DNA kann in das Genom des Wirtes integrieren. Die undifferenzierten Stamm-
oder Vorlauferzellen des Knochenmarks befinden sich allerdings Uberwiegend in Gy/G
und missen daher durch Zugabe von Zytokinen und Wachstumsfaktoren zur Teilung an-
geregt werden. Ein weiterer Teil dieser Arbeit beinhaltet daher die Untersuchung des Ein-
flusses von diesen Zytokinen und Wachstumsfaktoren in verschieden zusammengesetz-
ten Kombinationen. Diese Erkenntnisse boten die Grundlage zur anschlieBenden Trans-
duktion dieser Zellen mit retroviralen Vektoren.

SchlieBlich wurden diese Protokolle auch auf die Stimulation und Transduktion von Kno-
chenmarksvorlduferzellen von PNH-Patienten angewendet.



Ergebnisse 54

3.1 Charakterisierung von in vitro mutagenisierten Jurkat Zellen

3.1.1 Sequenzierung des PIG-A Gens

Jurkat E.6-1 Zellen wurden von Marcel Deckert aus der Arbeitsgruppe von Alain Bernard
in Nizza in vitro mutagenisiert. Zellen, die daraufhin das GPIl-verankerte CD59 nicht ex-
primierten, wurden angereichert, und Einzelzellen wurden kloniert. Auf diese Weise wur-

den drei Klone (1, 2 und 7) identifiziert, die einen Defekt in der CD59-Oberflachenexpres-
sion zeigten.

Um herauszufinden, ob die fehlende Oberflachenexpression des CD59 auf die
eigentliche Synthese von CD59 zuruckzufihren war oder ob die Ursache in einer
fehlerhaften GPI-Verankerung zu suchen war, wurden die Zellen bezlglich der
Expression des ebenfalls GPl-verankerten CD48 untersucht. Die in Abbildung 6
dargestellte durchfluBzytometrische Untersuchung zeigte, daB3 die Klone 2 und 7 das

GPl-verankerte CD48 ebenfalls nicht exprimierten. Auf Klon 1 wurde nur eine reduzierte
Expression gefunden.

Jurkat E.6-1 § Jurkat 1

Jurkat 2 8 Jurkat 7

Abbildung 6: DurchfluBzytometrische Analyse verschiedener Jurkat-Klone

Die Zellen wurden mit dem gegen CD48 gerichteten mAk MEM-102 markiert (geschlossene Linie). Als Sekundérantikor-
per wurde anschlieBend FITC konjugierter Ziege-anti Maus Antikdrper dazugegeben. Als Negativkontrolle diente der
mAk 5E5 (gestrichelte Linie), der mit dem gleichen Sekundarantikdrper behandelt wurde. Wahrend die Ausgangszellinie

Jurkat E.6-1 CD48 auf der Oberflache exprimierte, war die Expression bei dem Klon 1 stark reduziert oder fehlte bei den
Klonen 2 und 7 ganz.



Ergebnisse 55

Fir die weitere Untersuchung war es nun wichtig zu wissen, an welchem Reaktionsschritt
die GPI-Synthese in diesen Zellen unterbrochen ist. Aus diesem Grund wurden von
diesen Zellen Lysate hergestellt, die auf ihre Fahigkeit, bestimmte Intermediate zu bilden,
untersucht wurden. Diese Analyse ergab, dafB bereits der erste Schritt der GPI-
Biosynthese, also die Transferreaktion des GIcNAc auf das PI, betroffen war. Hier fand
sich in Klon 1 eine reduzierte Aktivitat, wahrend die Klone 2 und 7 nicht zur Synthese von
GIcNAc-PI fahig waren (Nischan 1998).

Die vier Proteine, die an diesem Reaktionsschritt beteiligt sind, wurden bereits identifiziert
und die dazugehdrigen Gene kloniert. Des weiteren ist die chromosomale Lokalisation
jedes einzelnen dieser vier Gene bekannt. Lediglich das PIG-A Gen liegt auf dem
X-Chromosom, wahrend die anderen Gene ausschlieBlich auf Autosomen lokalisiert sind.
D. h., daB eine einzige Mutation ausreichen kann, um das PIG-A Gen zu inaktivieren, da
es nur eine aktive Kopie gibt, wahrend bei Genen auf Autosomen beide mutiert sein
mussen. Aus diesem Grund war es sehr wahrscheinlich, daB in diesen Klonen das PIG-A
Gen mutiert und somit das Genprodukt inaktiv war. Um diese Vermutung zu stitzen,
wurde das PIG-A Gen sequenziert.

1 2 3 4 5 6

Abbildung 7: PIG-A spezifische RT-PCR

Elektrophoretische Auftrennung der Produkte einer PIG-A spezifischen PCR. Die Spuren sind die Negativkontrolle (1),
die Positivkontrolle mit dem Plasmid pTO5 (2), Jurkat E.6-1 (3), Jurkat Klon 1 (4), Klon 2 (5) und Klon 7 (6). Als Moleku-
largewichtsreferenz wurde die 1-kb-Leiter aufgetragen.
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Von den drei Klonen sowie der nicht mutagenisierten Jurkat E.6-1 Linie wurde Gesamt-
RNA isoliert. Mit dem spezifischen Primer PIGRTAS wurde die RNA revers transkribiert
und so die entsprechende cDNA erhalten. Mit dieser cDNA wurde dann mit den Primern
PIGARIGH und KPN60 eine fir PIG-A spezifische PCR durchgefiihrt und die
amplifizierten Produkte auf einem préparativen Agarosegel aufgetrennt (Abbildung 7).
Das spezifische Amplifikat hatte eine GréBe von etwa 1.550 bp, darlber hinaus wurden
auch noch klrzere Fragmente amplifiziert, die sich auf SpleiBvarianten zurlckfihren
lieBen (Yu et al. 1994). Die jeweils gréBten Fragmente wurden in den pGEM-T-Vektor
kloniert. Diese Plasmide wurden dann fir die Sequenzierung eingesetzt. Die eigentliche
Sequenzierungsreaktion wurde mit dem Sequenase 2.0 Sequenzierungskit und sieben
sequenzspezifischen Primern durchgefihrt. Die Positionen der Amplifizierungs- und
Sequenzierungsprimer sind in Abbildung 8 schematisch zusammengefaf3t.
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Abbildung 8: Sequenzierung des PIG-A Gens

Die PIG-A mRNA ist als Rechteck maBstabgetreu dargestellt; jeder Abschnitt dieses Rechtecks stellt ein Exon dar. Le-
diglich das Exon 6 wurde aufgrund seiner GroBe verkirzt dargestellt. Der Primer PIGRTAS diente zur Herstellung der
cDNA, die mit den Primern PIGARIGH und Kpn60 amplifiziert wurde. Das PCR-Produkt wurde kloniert und die Sequenz
durch Verwendung von sieben Sequenzierprimern ermittelt. Die Ldnge der Pfeile gibt die ungeféhre Leseweite der jewei-
ligen Sequenzierreaktion an.

Die Sequenzierung der Klone 2 und 7 ergab eine G zu A Transition an Pos. 144, in Klon
2 eine G zu A Transition an Pos. 1206 und in Klon 7 den Austausch eines G zu A an Pos.
1218 und eine Einzelbasendeletion, die zu einer Verschiebung des Leserasters und

somit zu einem verfrihten Translationsstop fuhrt.
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Die reverse Transkription wie auch die PCR sind Reaktionen, die auch zu einem Falsch-
einbau einzelner Nukleinsauren fuhren kénnen. Aus diesem Grund wurden die
Mutationen an Pos. 144 und die Einzelbasendeletion durch eine weitere Sequenzierung
Uberpriift. Die sequenzierte cDNA stammte aus einer anderen RT-PCR-Klonierung, so
daB ausgeschlossen werden konnte, daB nachtrdglich eingefihrte Mutationen
verschleppt wurden. Diese erneute Sequenzierung bestéatigte die Mutationen an Pos.
144, jedoch lieB sich die Einzelbasendeletion nicht bestatigen. Um ganz sichere
Aussagen Uber die Sequenzen treffen zu kénnen, wurde aus den Klonen 2 und 7
genomische DNA isoliert und die jeweiligen Exons 2 und 3 Uber PCR mit den
Primerpaaren PIGAEX2F und PIGAEX2R bzw. PIGAEX3F und PIGAEX3R amplifiziert.
Nach Klonierung in den T-Vektor bestatigte die Sequenzierung das Ergebnis der zweiten
Sequenzanalyse, namlich den Basenaustausch an Pos. 144, wogegen die
Einzelbasendeletion nicht gefunden wurde. Diese Mutation flhrte schlieBlich zu einem
Austausch der Aminosédure 48 (G48D) des Pig-a Proteins von Gly zu Asp (siehe
Abbildung 9). Da die Asparaginsaure die sauerste Aminosaure ist, ist auch vorstellbar,
daf diese Mutation einen Einflu3 auf funktionelle Parameter des Proteins hat.
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Abbildung 9: Darstellung der Mutationen in den Jurkat Klonen 2 und 7
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3.1.2 Komplementierung des PIG-A Defektes

Einzelne Aminosdureaustausche, selbst wenn sie zwei sehr unterschiedliche Aminosau-
ren betreffen, missen nicht zwangslaufig zum Funktionsverlust eines Proteins flhren.
Um im Fall der hier genannten Zellen sicherzugehen, daB der Defekt in der GPI-
Biosynthese tatsachlich auf ein inaktives Pig-a Protein zurlickzufiihren ist, wurde das
PIG-A Gen in die Zellen transfiziert. Sollte der Defekt nicht von dem mutierten PIG-A Gen
ausgehen, sollte eine Transfektion mit dem Wildtyp PIG-A Gen keinen EinfluB haben.
Der Vektor pL-PIGA-SN (siehe Abschnitt 3.2.1.1) wurde mit Elektroporation in die hier
beschriebenen Mutanten transfiziert; nach 7 Tagen Selektion in G418 wurden die Zellen
durchfluBzytometrisch untersucht, nachdem sie mit dem CD48-spezifischen Antikdrper
MEM102 inkubiert wurden. Das Ergebnis dieser Messung ist in Abbildung 10 dargestellt.
Die reduzierte Expression von CD48, die auf Klon 1 gemessen wurde, lie3 sich nicht
durch Transfektion mit diesem Vektor erhdhen. Bei den Klonen 2 und 7 konnte nach der
Transfektion eine Subpopulation nachgewiesen werden, die das CD48 auf der

Zelloberflache exprimiert.
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Abbildung 10: Transiente Expression des Wildtyp PIG-A Gens in den Jurkat-Mutanten

Je 5 x 10° Zellen der Klone 1, 2 und 7 wurden mit je 20 pg pL-PIGA-SN transfiziert. Nach 7 Tagen in Kulturmedium mit
750 pg/ml G418 wurden die Zellen mit dem mAk MEM-102 und GAM-FITC als Sekundarantikdrper markiert. Die durch-
géngigen Linien zeigen die transfizierten Zellen. Die gestrichelte Linie zeigt nicht transfizierte Zellen. Transfektion des
Klons 1 zeigte keine héhere Expression des GPI-verankerten CD48, wahrend die Klone 2 (60 %) und 7 (28 %) eine
Subpopulationen zeigten, die das CD48 auf der Zelloberflache trugen.
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3.1.3 Funktionelle Untersuchungen

3.1.3.1 Charakterisierung vorhandener Antigene

Die Jurkat-Zellen stellten einen sehr zentralen Punkt dieser Arbeit dar, da an ihnen
erprobt werden sollte, ob und wie gut die Expression der Vektoren war. Aus diesem
Grunde war es unvermeidlich, die Klone auch Uber den offensichtlich benétigten Grad
hinaus zu charakterisieren. Da es sich bei der Jurkat Linie um eine T-Zell-Lymphom Linie
handelt, wurden die Zellen mit samtlichen vorhandenen T-Zell relevanten Antikdrpern
markiert. Wie man in Abbildung 11 sehen kann, sind alle Zellen CD2°CD3*CD4'CD8&
CD28"CD52". Die verschieden Klone unterscheiden sich nur in der Expression von CD55,
CD59 und CD48. Die Ausgangslinie exprimierte diese drei Antigene, Klon 1 ist CD48"
CD55°CD59" und die Klone 2 und 7 CD48 CD55 CD59'".
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Abbildung 11: Phénotypische Analyse der Jurkat-Klone

DurchfluBzytometrische Charakterisierung der Jurkat-Linie E.6-1 sowie der Mutanten Klone 1, 2 und 7. Die Zellen sind
CD2'CD3'CD4'CD8CD28'CD52. Sie unterscheiden sich nur in der Expression der GPl-verankerten Antigene CD48,
CD55 und CD59. Der in der ersten Spalte angefiihrte mAk diente als Negativkontrolle.
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3.1.3.2 Untersuchungen zu Wachstum und Apoptose

Eine kdirzlich erschienene Arbeit beschrieb einen Zusammenhang zwischen GPI-
Verankerung und Apoptose (Brodsky et al. 1997). Sollte das Vorhandensein von GPI-
Ankern irgendeinen Einflu3 auf das Wachstum der Zellen, insbesondere unter Selektion,
haben, so kdnnte dies in ungewollter Art und Weise den Verlauf des Projektes
beeinflussen. Deshalb wurden die Klone mit verschiedenen Methoden auf das Verhalten
nach Apoptoseinduktion getestet. Die hier verwendeten Zellen waren stabil transduzierte
Zellen, deren Herstellung erst in einem spéateren Abschnitt behandelt wird. Zum einen
wurden die Zellen J7P verwendet; hier handelte es sich um mit L-P/GA-SN stabil
transduzierte, also GPI-Anker exprimierende, Klon 7 Zellen. Zum anderen wurden Zellen
J7X als Kontrolle verwendet. Diese Zellen waren ebenfalls Klon 7 Zellen, die mit dem
'leeren’' Vektor LXSN, also ohne PIG-A, transduziert wurden und somit auch nicht Uber
GPI-Anker verfugten.

3.1.3.2.1 Wachstum in serumfreien Medium

In diesem Versuch sollte der Unterschied zwischen GPI*- und GPI-Zellen durch Induktion
der Apoptose durch das 'Aushungern' in serumfreien RPMI-Medium untersucht werden.
Hierzu wurden jeweils 1 x 10° Zellen/ml LXSN- und L-PIGA-SN-transduzierten Jurkat 7
Zellen in normalem RPMI-Medium, jedoch ohne Zytokine, flr 4 Tage inkubiert. Taglich
wurde die Lebendzellzahl bestimmt. Um Ungenauigkeiten auszugleichen, die durch die
Zahlprozedur entstanden, wurden gleiche Ansatze parallel durchgeflhrt. Das Ergebnis
der einzelnen Ausz&hlungen ist in Tabelle 2 dargestellt.

Wihrend des Versuchszeitraums nahm der Titer der Zellkulturen stetig ab. Um die Ande-
rungen der Zellkonzentrationen gegeniberstellen zu kdnnen, wurden an den jeweiligen
Tagen aus den zusammengehdrigen Anséatzen die Mittelwerte gebildet und in einem Dia-
gramm gegeneinander aufgetragen (Abbildung 12). Das Diagramm zeigt, daf3 der Serum-
entzug zu einem Rickgang der Zellzahl fahrte. Ein Unterschied in der Abnahme des
Zelltiters war jedoch zwischen den beiden Zelltypen nicht feststellbar. Dieser Versuch
zeigte, daB GPI-Defizienz keine Vor- oder Nachteile fir das Wachstum der Zellen bzw.
auf Induktion der Apoptose in vitro zeigt.
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Tabelle 2: Verlauf der Lebendtiter bei Inkubation von Jurkat 7 (J7X und J7P) in serumfreien Medium.

Zellen Tag Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz 5 Ansatz 6
J7X Tag1 96x10* 88x10* 76x10* 15x10° 1,1x10° 1,2x10°
(GPIY Tag2 96x10* 80x10* 6,0x10* 15x10° 85x10* 88x10*
Tag3 7.4x10* 6,3x10° 48x10* 12x10° 80x10* 9,9x10*
Tag4 68x10* 50x10* 46x10* 1,0x10° 48x10* 6,5x10*
J7P Tag1 76x10* 49x10* 58x10* 36x10° 28x10°
GPI') Tag2 85x10* 52x10* 48x10* 39x10° 28x10°
( g
Tag3 45x10* 3,7x10* 34x10* 32x10° 2,7x10°

Tag4 25x10* 25x10° 1,7x10* 29x10° 2,3x10°

In finf bzw. sechs Experimenten wurde durch t&gliche Bestimmung der Lebendtiter der EinfluB von Serumentzug auf
das Wachstum von mit LXSN oder L-PIGA-SN transduzierten Jurkat 7 Zellen, also GPI-negativen und GPI-positiven
Zellen, bestimmt. Jeweils 1 x 10° Zellen/ml wurden in RPMI1640 mit 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100
pg/ml Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO, in feuchter Atmosphare inkubiert.

——LXSN
—<— L-PIGA-SN

Rel. Zellzahl

Tage

Abbildung 12: Apoptose durch Serumentzug

Relative Lebendzellzahl von LXSN- und L-PIGA-SN-transduzierten Jurkat 7 Zellen im Verlauf von 4 Tagen durch 'Aus-
hungern' mittels Serumentzug. Die MeBpunkte geben die Mittelwerte der Zelltiterbestimmung an den jeweiligen Tagen
an. Die Balken geben die Standardabweichung an.
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3.1.3.2.2 Camptothecin induzierte Apoptose

Ein klassischer Weg, Apoptose zu induzieren, ist die Inkubation von Zellen mit dem
Camptothecin. Dieses Cytostatikum ist ein potenter Topoisomerasehemmer, der Zellen
innerhalb kurzer Zeit zur Apoptose bringt. Die Apoptose wurde in diesem Fall Gber die
Bindung von PE-konjugiertem Annexin V an Phosphatidylserin gemessen. Phosphatidyl-
serin ist ein Bestandteil der Zellmembran, der sich normalerweise auf der zytoplasmati-
schen Seite der Zellmembran befindet. Durchlauft eine Zelle allerdings das Programm
der Apoptose, wird Phosphatidyserin an die Oberflache transloziert. Zellen, die bereits tot
sind, exprimieren ebenfalls Phosphatidylserin auf der Oberflache. Zur Unterscheidung
der toten von den apoptotischen Zellen wurden sie zusatzlich noch mit 7-AAD inkubiert,
einem Farbstoff, der nur tote Zellen anféarbt.

+ Campthotecin - Campthotecin

J7X

J7P

Abbildung 13: Apoptose-Induktion mit Camptothecin

Die beiden linken Felder zeigen die Zellen nach Inkubation mit Camptothecin, die beiden rechten Felder zeigen die kor-
respondierenden Kontrollen. Die oberen Felder zeigen die GPI-defizienten J7X, die beiden unteren Felder die GPI-positi-
ven J7P-Zellen. Die X-Achse zeigt die Bindung des PE-konjugierten Annexin V, die Y-Achse die Farbung mit 7-AAD.
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In diesem Versuch wurden je vier unabhangig kultivierte Ansatze von transduzierten GPI-
positiven (J7P) und -negativen (J7X) Jurkat 7 Zellen verglichen. Die Ansatze wurden in
zwei Halften aufgeteilt. Die eine wurde mit 200 ng/ml Camptothecin fir 2 Std. inkubiert,
die andere wurde genauso behandelt, jedoch ohne Camptothecin. Nach der Inkubation
wurden die Zellen mit Annexin V und 7-AAD gefarbt und im FACS gemessen.
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Abbildung 14: Apoptose-Induktion mit Camptothecin
Statistische Auswertung der Messungen aus Abbildung 13. Die S&ulen geben die Mittelwerte von jeweils vier
Messungen an.

Die Messungen zeigen keine offensichtlichen Unterschiede in Bezug auf die Reaktion der
Zellen auf die Induktion der Apoptose. Unterschiede, die zwischen GPI-positiven und
GPIl-negativen Zellen bestehen, sind sowohl in den Camptothecin-induzierten als auch in
den Kontrollen zu beobachten und stellen somit keinen unterschiedliche Antwort dar.



Ergebnisse 64

3.2 Herstellung retroviraler Vektoren

3.2.1 Vektorklonierungen

Ein wichtiger Punkt bei der Planung und Durchfuhrung eines retroviralen Gentransfers ist
die Wahl des richtigen Vektors. Von der Konstruktion des Vektors kann die Starke und
die Stabilitdt der Expression der transduzierten Gene abhangen. Die Vektorkonstruktion
nimmt aber auch direkten EinfluB auf den Virustiter, weil Sequenzabschnitte, die auf sol-
chen Vektoren liegen, als Verpackungssignal fungieren. Es gibt dartber hinaus auch Be-
schrankungen, welche GréBe einklonierte Fragmente haben dirfen, damit sie noch in Vi-
ruspartikel verpackt werden kénnen.

Die urspringlich von Miller beschriebenen Vektoren basieren, genau wie die Ver-
packungszellen, auf dem M-MLV, dem murinen Leukamievirus. Die Vektoren haben als
Ruckgrat die Sequenz dieses Virus, nur, daB die Strukturgene entfernt wurden. Statt des-
sen beinhalten diese Vektoren einklonierte Gene und regulatorische Elemente. In
solchen Vektoren steht die Genregulation im allgemeinen unter der Kontrolle des 5'-LTR,
das ublicherweise fir eine effiziente Transkription viraler RNA verantwortlich ist. Diese
Vektoren wurden immer wieder modifiziert und weiterentwickelt. Bei der Klonierung der im
folgenden beschriebenen Vektoren wurde ein Teil dieser Weiterentwicklungen
angewendet.

3.2.1.1 pL-PIGA-SN

Als Ausgangsplasmid zur Klonierung dieses Vektors diente der retrovirale Vektor pLXSN
(Miller and Rosman 1989), der urspriingliche Standardvektor fir diese Vektortypen. Es
handelt sich bei diesem Vektor um einen der ersten der Miller'schen Vektoren, basierend
auf dem M-MLV. Er zeichnet sich durch eine gute Expression und hohe Virustiter aus und
wird nach wie vor von vielen Arbeitsgruppen verwendet. Dieses Plasmid hat eine multi-
cloning-site nach dem &5-LTR, so daB ein dort inseriertes Gen unter der
Transkriptionskontrolle des 5'-LTR steht. Der multi-cloning-site schlieBt sich der frihe
Promotor des SV40 an, der die Transkription des Neomycin-Resistenzgenes steuert, das
als selektionierbares Markergen fungiert.
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Der kodierende Bereich des PIG-A Gens wurde mittels PCR unter der Verwendung der
beiden Primer PIGALEFT und PIGARIGH aus dem Plasmid pTO5 amplifiziert, das die
komplette cDNA enthalt. Diese Primer generierten an beiden Enden des Amplifikates
eine Xhol Restriktionsstelle. Vektor und Amplifikat wurden mit Xhol restringiert und der
Vektor zusétzlich noch dephosphoryliert. AnschlieBend wurden beide ligiert, die
Orientierung des Inserts Gberprift und das PIG-A Gen sequenziert, um auszuschlieB3en,
daB durch die PCR Mutationen eingefiihrt wurden. Eine schematische Darstellung des
Vektors ist in Abbildung 15 zu sehen.

1 e

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Vektors pL-PIGA-SN.

Dieser Vektor tragt 5' und 3' die LTR-Sequenzen des M-MLV. Dazwischen liegen (von 5' nach 3') das Verpackungssignal
vy, die dber Xhol einklonierte kodierende Sequenz des PIG-A Gens, der friihe Promotor des SV40, der die Transkription
des nachgeschalteten Neomycin-Resistenzgens steuert. Die Transkriptionssteuerung des PIG-A Gens erfolgt hier iber

die Promotor/Enhancer-Elemente des 5'-LTR.

3.2.1.2 pLPIN

Bei Vektoren, wie dem pL-PIGA-SN, bei dem zwei Promotoren eng benachbart sind,
kann es zu Interferenzen der beiden Promotoren fihren. Das kann dazu fihren, daf3 eine
effektive Transkription gehemmt wird. Eine Strategie, solche Wechselwirkungen zu
umgehen, wurde bei der Klonierung des nachfolgenden bicistronischen Vektors
umgesetzt. Der Vektor wurde so konstruiert, daB3 beide Gene, also PIG-A und Neo-
Resistenz, so liegen, daB sie unter der Kontrolle des M-MLV-5'-LTR als ein Transkript
abgeschrieben werden. Eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRES), die zwischen den
beiden Genen (Cistrons) liegt, ermdglicht, dal3 von diesem einen Transkript zwei Proteine
translatiert werden. Das Rickgrat dieses Vektors bildete das Plasmid pLXPXSN (W. F.
Anderson). Dieser retrovirale Vektor ist fir die Klonierung bicistronischer Vektoren
gedacht. An das 5'-LTR schlieBt sich eine multi-cloning-site an. Nach einer Polio-IRES
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Sequenz schlieBt sich eine weitere multi-cloning-site an. Zur Selektion in
Eukaryontenzellen befindet sich unmittelbar vor dem 3'-LTR ein SV40-Promotor, der ein
Neomycin-Resistenzgen steuert.

Das Ziel war es, einen bicistronischen retroviralen Vektor zu klonieren, bei dem das PIG-
A Gen und das Neomycin-Resistenzgen durch die Polio-IRES verbunden unter der
Kontrolle des M-MLV-LTR Promotors standen. Hierzu wurde das Vektorplasmid mit Xhol
und Bcll restringiert, die Uberhdngenden Enden wurden mit dem Klenow-Enzym aufgeflillt
und das Plasmid ligiert. Das Plasmid wurde daraufhin mit Eco72l restringiert und
dephosphoryliert. Aus dem oben beschriebenen Vektor pL-PIGA-SN wurde das PIG-A
Gen mit Xhol ausgeschnitten, die Uberhangenden Einzelstrangenden wurden aufgefulit,
das ca. 1,5 kbp lange Fragment gelekirophoretisch aufgetrennt und nach der
Gelextraktion mit dem Vektor ligiert. Ein Schema der Konstruktion sowie eine Skizze des
Vektors ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Die Klonierung des retroviralen Vektors pLPIN
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3.2.1.3 pSNIP

Genau wie bei dem Vektor pLPIN sollte auch hier ein bicistronischer Vektor kloniert wer-
den. Als Rulckgrat sollte allerdings nicht ein auf dem M-MLV basierender Vektor dienen,
sondern der Vektor pSFB1N (Baum et al. 1995). Es handelt sich hier um einen chimaren
Vektor, bei dem viele Sequenzabschnitte des M-MLV gegen die anderer Retroviren aus-
getauscht wurden. Diese Art von Vektoren zeichnet sich durch eine héhere Sicherheit
aus, da sie nur noch wenige Homologien zu dem Wildtyp M-MLV haben und somit die
Wahrscheinlichkeit von Rekombinationen drastisch herabgesetzt wurde. Des weiteren
regulierten die Kontrollelemente, die in diesen Vektor neu eingefihrt wurden, die Ex-
pression derart, daB auch eine gute Expression in myeloiden und erythroiden Zellen
erreicht wurde (Eckert et al. 1996), wahrend reine M-MLV Vektoren lediglich eine gute
Expression in Lymphozyten zeigten (Baum et al. 1996). Das 5'-LTR ist aus PCMV, einer
Variante des myeloproliferativen Sarkomavirus (MPSV), die durch Passagieren in der
Zellinie PCC4 eine verstarkte Expression in primitiveren Zellen gezeigt hat. Der sich dem
5'-LTR anschlieBende leader, der auch die primer binding site (PBS) enthalt, ist aus dem
murinen embryonalen Stammzellvirus (MESV). Daran schlieB3t sich das Neomycin-Resi-
stenzgen an, das auf beiden Seiten von mehreren Restriktionsstellen flankiert ist. Das 3'-
LTR besteht schlieBlich aus einer Sequenz des polycythemischen spleen focus-forming
virus (SFFVp), einer Variante des Friend mink cell focus-forming virus (FMCF). Diese
Sequenz, die bei der Integration des Provirus in den Zielzellen nach 5' kopiert wird, hat in
vergleichenden Untersuchungen mehrerer LTR-enhancer die beste Expression in hama-
topoetischen Zellen gezeigt (Eckert et al. 1996).

Um die Polio-IRES und das PIG-A Gen hinter das Neomycin Resistenzgen des Vektors
zu klonieren, muBten einige sequentielle Klonierungen vorgenommen werden, die in
Abbildung 17 zusammengefaBt sind. Zuerst wurde die IRES-Sequenz aus dem oben be-
schriebenen Vektor pLXPXSN durch Restriktion mit EcoRI und Xhol herausgeschnitten
und in einen gleichartig restringierten pBluescript KS (+)-Vektor hineinligiert. Der so erhal-
tene Vektor wurde mit Xhol verdaut und dephosphoryliert. Zur gleichen Zeit wurde der
Vektor pL-PIGA-SN ebenfalls mit Xhol verdaut, das 1,5 kbp-Fragment elektrophoretisch
aufgetrennt und in den Vektor ligiert. Nach Uberpriifung der Orientierung des PIG-A Gens
wurde dieser Vektor mit Apal und anschlieBend partiell mit BamHI restringiert, um das
2,2 kbp IRES-PIG-A Fragment auszuschneiden. Nach Gelextraktion wurde dieses Frag-
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ment in ein mit BamHI und Apal restringierten pGem-11Zf(+) Vektor ligiert. Der so gene-
rierte Vektor wurde dann partiell mit BamHI und partiell mit Hindlll gespalten, die Restrik-
tionsprodukte elektrophoretisch aufgetrennt und das gewlinschte Fragment aus dem Gel
extrahiert. Der Vektor pSFB1N wurde ebenfalls mit BamHI und Hindlll verdaut, so dai

das IRES-PIG-A Fragment gerichtet in den Vektor kloniert wurde.
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Abbildung 17: Klonierung des retroviralen Vektors pSNIP
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3.2.1.4 FMEV Vektoren mit MDR1 als Selektionsmarker

Die nachfolgend beschriebenen Vektoren sind, wie der oben beschriebene pSFB1N,
Vektoren des chimaren FMEV Typs. Diese Vektoren wurden von C. Baum und M.
Hildinger vom Heinrich-Pette-Institut in Hamburg kloniert. Ziel war es, Vektoren zur Verfi-
gung zu haben, die sowohl in Zellkultur als auch in vivo selektionierbar sind (Sorrentino et
al. 1992). Um einen guten Vektor auswahlen zu kénnen, wurden verschiedene
Konstrukte hergestellt, bei welchen das PIG-A Gen jeweils anders transkriptionell
reguliert ist. Das MDR1 Gen als Selektionsmarker steht immer unter der Kontrolle des 5'-
LTR. Eine schematische Darstellung der Vektoren ist in Abbildung 18 zusammengefaf3t.

pSFR1MEPIG
{
MESV EMCV _ SFFVp B
5'-LTR MDR1 >> IRES PIG-A > 3'-LTR
MESV
F
PSFR1MSPIG y  SD
i %> .
MESV _ SFFVp R
5-LTR MDR1 @ FiG-A > 3-LTR
MESV
pSFR1mMIPIG
{
MESV Polio _ SFFVp R
5'-LTR MDR1 >> IRES FIG-A > 3'-LTR
MESV
pSFR1MBPIG
{
MESV Hiihner R- g SFFVp R
5'-LTR MDR1 >Actin Pr0.> PIG-A > 3'-LTR
MESV

Abbildung 18: FMEV-Vektoren

3.2.1.4.1 pSFB1mEPIG

Es handelt sich hier um einen bicistronischen Vektor, bei dem das MDR1 und das PIG-A
Gen auf einem Cistron liegen. Beide sind Gber eine IRES-Sequenz des Encephalomyo-
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carditisvirus (EMCV) verbunden. Im Gegensatz zur IRES des Poliovirus, bei dem die
exakte Positionierung des nachfolgenden Genes nicht ganz so wichtig ist, muf3 in diesem
Fall das PIG-A Gen genau im Leseraster der IRES liegen.

3.2.1.4.2 pSFB1mSPIG

Dieser Vektor hat im Bereich der leader-Sequenz noch die retrovirale Donor-Splei3stelle.
Unmittelbar vor dem PIG-A Gen befindet sich die zugehérige SpleiBakzeptorstelle. Das
fihrt dazu, daB3 je nachdem, ob ein SpleiBen stattfindet oder nicht, nur jeweils eines der
beiden Gene abgelesen werden kann. Aufgrund dieser Konstruktion 1aBt sich allerdings
keine Vorhersage treffen, in welchen Relationen die beiden Gene abgelesen werden.

3.2.1.4.3 pSFB1mIPIG

Dieser bicistronische Vektor &hnelt in seinem Aufbau dem Vektor pSNIP. Lediglich das
Neomycin-Resistenzgen ist durch das MDR1 Gen ausgetauscht. Alle weiteren Unter-
schiede in der Vektorsequenz sind klonierungsbedingt.

3.2.1.4.4 pSFB1mBPIG

Bei diesem Vektor steht die Transkription des PIG-A Gens unter der Kontrolle des hetero-

logen Beta-Aktin Promotors aus dem Huhn, einem starken und konstitutiven Promotor.

3.2.1.5 Uberpriifung der Vektoren durch transiente Expression in GPI-defizienten
Jurkat-Zellen

Vor der Herstellung rekombinanter Retroviren, die die oben genannten Vektoren beinhal-
ten sollen, wurden die Vektoren durch Transfektion transient in den GPI-defizienten
Jurkat 7 Zellen exprimiert. Dadurch sollte, fir den Fall, da3 keine Expression nachzu-

weisen war, das zeitaufwendige Screening von transfizierten bzw. transduzierten Ver-
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packungszellen gespart werden. Das Vektorplasmid sollte den gleichen Regulationen
unterliegen wie die provirale Sequenz und somit im Falle des Funktionierens in jedem Fall

nachweisbar sein.

Uber Elektroporation wurde die Plasmid-DNA in die Zellen transfiziert. Nach zwei bis vier
Tagen wurden die Zellen mit Antikérpern gegen GPI-verankerte Antigene markiert und
durchfluBzytometrisch untersucht. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 19
dargestellt. Die FACS-Analyse ergab, daB3 alle mit Vektoren transfizierten Zellen eine
zumindest teilweise Expression von CDS59 zeigten. Die MOCK-transfizierten Zellen
hingegen zeigten keine Reexpression von CD59 auf der Zelloberflache. Es war auffallig,
daB die MDR-enthaltenden FMEV-Vektoren mit einer sehr niedrigen Effizienz transfiziert
wurden (2 - 13 %), wahrend die Vektoren mit der Neomycin-Resistenz sehr gut
transfizierbar waren (30 - 55 %).

Abbildung 19: Uberpriifung der Vektorkonstrukte durch Transfektion

Die Histogramme zeigen die CD59-Expression von transient transfizierten Jurkat 7 Zellen (geschlossene Kurve). Die
Isotypkontrollen sind gepunktet dargestellt. Jurkat 7 Zellen wurden mit Elektroporation transfiziert mit MOCK (a),
pL-PIGA-SN (b), pSNIP, (c), pLPIN (d), pSFB1mEPIG (e), pSFB1mSPIG (f), pPSFB1mIPIG (g) und pSFB1mMBPIG (h).
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3.3 Stimulation von CD34*-Knochenmarkvorlauferzellen

Der retrovirale Gentransfer in hamatopoetische Zellen erfolgt mit dem Ziel, méglichst
undifferenzierte und nicht determinierte Vorlauferzellen oder die sog. pluripotenten
h&matopoetischen Stammzellen zu transduzieren. Die hdchste Konzentration dieser
Zellen findet man im Knochenmark. Durch Behandlung mit G-CSF, alleine oder in
Kombination mit anderen Wachstumsfaktoren, kann es zu einer Mobilisierung eben
dieser frihen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut kommen.
Diese frihesten Zellen zeichnen sich durch ein bestimmtes Spektrum an
Oberflachenantigenen aus. Sowohl die Knochenmarkstammzellen (Hao et al. 1995,
Terstappen et al. 1991) als auch die mobilisierten Stammzellen (Uchida et al. 1997) des
peripheren Blutes befinden sich auBerdem zum gréBten Teil in der Go Phase des
Zellzyklus. Deshalb sind diese Zellen einem retroviralen Gentransfer wenig zugénglich,
da sich Zellen fir die Transduktion in Teilung befinden missen (Miller et al. 1990).

Hamatopoetische Zellen, auch die Vorlaufer- und Stammzellen, lassen sich durch Zyto-
kine und Wachstumsfaktoren zur Zellteilung anregen, was zum einen zu einer Induktion
von Differenzierungsprozessen fiihren kann. Zum anderen kann sich eine Vorlauferzelle
in zwei gleiche Nachkommen teilen, die beide das gleiche Potential zur Generierung ver-
schiedener Linien von Blutzellen haben. Bisher ist die Wechselwirkung hamatopoetischer
Stamm- und Vorlauferzellen mit ihrer Umgebung, d. h. den angrenzenden Zellen und den
I6slichen Wachstums- und Signalstoffen noch nicht vollstadndig verstanden. Es sind zwar
viele der Substanzen bekannt, die mit den primitivsten und auch den weiter
determinierten hamatopoetischen Zellen interagieren, aber die Wechselwirkungen dieser

Faktoren untereinander ist bisher noch sehr wenig verstanden.

Ein Teil dieser Arbeit befalBte sich mit der Suche nach einem System, das es ermdglicht,
h&matopoetische Zellen, insbesondere die unreifen sich selbst erneuernden, derart zu
stimulieren, daf sie proliferieren, aber nicht ihre Pluripotenz, also die Fahigkeit, die ver-
schiedenen Linien des hdmatopoetischen Systems zu generieren, verlieren. Um dies zu
untersuchen, wurden mobilisierte Stammzellen und auch Knochenmarkstammzellen fir
CD34"-Zellen angereichert und in geeigneten Medien in Anwesenheit verschiedener
Kombinationen von Zytokinen und Wachstumsfaktoren inkubiert. Es galt bei diesen
Experimenten besonders eine Kulturzeit von zwei bis sieben Tagen zu beobachten, da
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dies der voraussichtliche Zeitraum sein wirde, der flir eine retrovirale Transduktion,

inklusive Separation, Vorstimulation und ggf. Selektion, benétigt wirde.

3.3.1 Vergleich der Koloniebildungsfahigkeit angereicherter peripherer

Stammzellen nach zweitdgiger Stimulation

Das Ziel diese Experimentes war es, den EinfluB verschiedener Wachstumsfaktoren, von
denen bekannt ist, daf3 sie einen Einflu auf Proliferation und Differenzierung haben, zu
vergleichen. SCF ist ein essentielles hdmatopoetisches Zytokin, das mit anderen Fakto-
ren interagiert und so unabdingbar fir die Hamatopoese ist (Hassan and Zander 1996).
Auch IL-3 ist ein wichtiger Faktor flr den Erhalt und die Differenzierung hamatopoetischer
Zellen. In Langzeitkulturen konnte gezeigt werden, daf3 IL-3 auf die Vermehrung von
h&matopoetischen Zellen im allgemeinen und die Zunahme an CFU-GM (Coutinho et al.
1990) und BFU-E (Eliason et al. 1988) im speziellen wirkt. Verschiedene Arbeitsgruppen
haben berichtet, daB IL-3 mit IL-6 synergistisch auf die Hamatopoese wirkt, d. h. die F&-
higkeiten, Kolonien zu bilden, wird durch das erganzende Vorhandensein von IL-6 ver-
starkt (Koller et al. 1992, Leary et al. 1988). Der wohl starkste Effekt, der auf frihe
Vorlauferzellen ausgelbt werden kann, geht sicherlich von der Kokultur mit Stromazellen
aus dem Knochenmark aus. Diese Zellen stellen die natlrliche Umgebung far
hamatopoetische Zellen dar. Es ist leicht vorstellbar, daB durch Zell-Zell-Kontakte und
eine Vielzahl von Substanzen, die in die Umgebung abgegeben werden, Signale an die
Progenitoren gegeben werden, die flir den Erhalt der Hadmatopoese wichtig sind. Im
Zusammenhang mit retroviralem Gentransfer konnte z. B. nachgewiesen werden, dafi3
durch das Vorhandensein von Stromazellen, bei gleichzeitiger Zytokinstimulation,
wahrend der Transduktion die Effizienz des Gentransfers erheblich gesteigert werden
kann (Moore et al. 1992, Xu et al. 1995). Vor einigen Jahren wurde der Ligand fir den
Tyrosin Kinase Rezeptor FIt3 oder FIk-2 kloniert (Lyman et al. 1993). Dieses Protein, das
mittlerweile rekombinant in l&slicher Form erhéltlich ist, hat in Kombination mit anderen
Zytokinen und Wachstumsfaktoren eine stark mitogene Wirkung auf alle frihen
Vorlauferzellen, ohne diese dabei zur Differenzierung zu bringen, so dal3 es zu einer
Zunahme aller Zelltypen insbesondere der koloniebildenden Zellen kommt (Gabbianelli et
al. 1995, McKenna et al. 1995, Ohishi et al. 1996, Rusten et al. 1996, Shah et al. 1996).
Die Wirkung, die durch die Inkubation mit FIt3-L erzielt wurde, ist sonst nur durch eine
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Kokulktivierung mit Knochenmarkstromazellen zu erreichen, was mittlerweile dazu gefihrt
hat, daB FIt3-L weitestgehend die Stroma-Kokultur ersetzt hat. Ein weiterer Faktor, der
bereits auf die primitivsten Zellen wirkt, ist GM-CSF (Gasson 1991), das zusammen mit
anderen Zytokinen unterstitzend auf die Kurz- und Langzeitkultur der myelo-erythroiden
Vorlauferzellen wirkt (Hassan and Zander 1996).
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Abbildung 20: Koloniebildung nach zweit4giger Stimulation

Das Diagramm zeigt einen Vergleich der Koloniebildungsfahigkeit angereicherter CD34'-Zellen direkt nach Separation
(Tag 0) bzw. nach zweitagiger Inkubation mit verschiedenen Wachstumsfaktoren. In dem Saulendiagramm sind die
gezahlten Kolonien (pro 1 x 10* ausgeséten Zellen), unterschieden nach CFU-GM (blau) und BFU-E (rot), aufgetragen.
Abktirzungen: Str = Stroma, S = SCF, 3 =IL-3, 6 = IL-6, F = FIt3-L, G = GM-CSF.

Fur dieses Experiment wurden CD34"-Zellen aus eingefrorenen Leukapharesezellen mit
dem CD34-Isolierungskit (Miltenyi) angereichert. Von diesen Zellen wurden 1 x 10* in 1
ml Methylcellulosemedium ausgesat. Die Ubrigen Zellen wurden in Stromamedium mit
verschiedenen Zusatzen flr zwei Tage inkubiert. In dem ersten Ansatz wurden die Zellen
nur mit Stromamedium ohne weitere Stimulantien inkubiert. In den zweiten Ansatz
wurden IL-3 (100ng/ml) und SCF (10 ng/ml) als Wachstumsfaktoren zugegeben. Im
dritten Ansatz wurden 3 x 10* mit 17 Gy bestrahlte Stromazellen in einer Vertiefung einer
96-Loch Platte adhérieren gelassen. Dann wurden die Zellen in Stromamedium mit IL-3
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(100 ng/ml) und SCF (10 ng/ml) ausgesat. Im vierten Ansatz wurden die Zellen mit IL-3
(100 ng/ml), SCF (10 ng/ml) und FIt3-L (100 ng/ml) inkubiert. Im flnften Ansatz wurde
zusatzlich noch GM-CSF (100 ng/ml) in das Medium gegeben. Die Zellen wurden zwei
Tage inkubiert und jeweils 1 x 10* Zellen in jeweils 1 ml Methylcellulosemedium ausgesat.
Nach 14 Tagen wurden die Kolonien ausgezéhlt. Das Ergebnis dieser Auszahlung ist in
Abbildung 20 dargestellt.

Die Zellen, die direkt nach der Anreicherung im Methylcellulosemedium inkubiert wurden,
bildeten 781 BFU-E und 315 CFU-GM. Eine zweitdgige Inkubation ohne
Wachstumsfaktoren reduzierte die Koloniebildungsféhigkeit um den Faktor zehn. Die
zusatzliche Inkubation mit IL-3 und SCF resultierte in einer Verdopplung bis
Verdreifachung der Koloniezahl im Vergeich zur zweitdgigen Inkubation ohne
Wachstumsfaktoren. Im Vergleich der stimulierten Zellen wurde das beste Ergebnis mit
der Kombination von Stromazellen, IL-3 und SCF erzielt . Dieses Ergebnis war in etwa
vergleichbar mit der Stimulation durch IL-3, SCF und FIt3-L. Interessanterweise resultierte
die Zugabe von GM-CSF in einer Reduktion der Koloniezahl um ein Drittel.

3.3.2 Vergleichende Analyse der relativen und absoluten Koloniezah-

len Uber verschiedene Zeitrdume mit verschiedenen Stimuli

Dieses Experiment unterschied sich von dem vorangegangenen insofern, als dafB die
Kombination von Zytokinen (iber einen l&angeren Zeitraum verfolgt wurde. Uber die Aus-
plattierung einer bestimmten Zahl stimulierter Zellen in Methylcellulosemedium wurde die
relative Zahl koloniebildender Zellen bestimmt. Gleichzeitig wurde die jeweilige Zellzahl
des Ansatzes bestimmt, so daf3 sich die absolute Zahl koloniebildender Zellen pro Ansatz
hochrechnen lieB3.

Hierzu wurden mobilisierte Progenitoren aus Leukapharesematerial mit MACS mit einer
Reinheit von 98,2 % CD34*-Zellen angereichert. Jeweils 2,6 x 10* dieser Zellen wurde
auf acht verschiedene Anséatze verteilt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Zusammensetzung der verschiedenen Ansétze mit der jeweiligen Zellzahl nach drei und sieben
Tagen.
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Ansatz  Stroma SCF IL-3 IL-6 FIt3-L GM-CSF Tag 3 Tag 7
1 + + + - + - 2,0x10* 22x10°
2 + + + + + - 46x10* 3,0x10°
3 + + + - + + 42x10* 52x10°
4 + - - - - - 9,0x10° 4,0x10*
5 - - + - + - 36x10* 2,4x10°
6 - + + + + - 38x10° 3,6x10°
7 ; + + - + + 20x10* 3,2x10°
8 - + - - - - 2,0x10° 4,0x10°

Die Konzentration der verschiedenen Zytokine betrug wie in den vorher beschriebenen
Experimenten 10 ng/ml SCF, 100 ng/ml fir die anderen Wachstumsfaktoren. Wurden die
Zellen mit Stromazellen kokultiviert, so wurden die Stromazellen nach sechswdchiger Kul-
turzeit mit 17 Gy bestrahlt und jeweils 4 x 10° pro Vertiefung einer 96-Loch-Platte ausge-
sat. Nachdem die Stromazellen adhéariert waren, wurden 200 pl Stromamedium mit
CD34*-Zellen (Titer von 1,3 x 10°), mit oder ohne Wachstumsfaktoren, in jede Vertiefung
gegeben. Nach drei und sieben Tagen wurden die Zellen, die sich leicht suspendieren
lieBen, gezahlt und jeweils 3.000 von ihnen in Methylcellulosemedium ausplattiert. Die
verbliebenen Zellen wurden am siebten Tag zusatzlich mit einem CD34 mAk markiert.
Der Prozentsatz CD34'-Zellen wurde durchfluBzytometrisch bestimmt. Durch
Multiplikation mit der Gesamtzellzahl lieB sich die Anzahl CD34-Zellen pro Ansatz
berechnen.

Die Auszé&hlungen der Kolonien sind in Abbildung 21, die berechnete Anzahl koloniebil-
dender Zellen in Abbildung 22 und die Auswertung der Zahl CD34"-Zellen in Abbildung
23 dargestellt.
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Abbildung 21: Relative Anzahl koloniebildender Zellen

Nach drei und sieben Tagen Stimulation mit verschiedenen Zytokinkombination bzw. mit Kokultivierung bestrahlter Kno-
chenmarkstromazellen wurden die Koloniezahlen pro 1.000 ausgesaten Zellen bestimmt. Je Ansatz wurden 3.000 Zellen
in 1 ml Methylcellulosemedium ausgesét und die BFU-E (rot) und CFU-GM (blau) nach 14 Tagen gezahlt. Abkiirzungen:
Str = Stroma, S = SCF, 3 =IL-3, 6 = IL-6, G = GM-CSF.
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Abbildung 22: Absolute Anzahl koloniebildender Zellen pro Ansatz

Die in den Diagrammen dargesteliten Werte wurden aus der in Tabelle 3 aufgelisteten Zellzahlen und der in Abbildung
21 gezeigten Koloniezahlen extrapoliert. Die BFU-E sind rot und die CFU-GM blau dargestellt. Abkurzungen:
Str = Stroma, S = SCF, 3 =IL-3, 6 = IL-6, F = FIt3-L, G = GM-CSF.
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Abbildung 23: CD34*-Zellzahlen
Bestimmung der Zahl CD34"-Zellen nach sieben Tagen Stimulation mit verschiedenen Zytokinkombinationen bzw. mit

Kokultivierung bestrahlter Knochenmarkstromazellen. Durch Markierung der Zellen und anschlieBender FACS-Analyse
wurde der Prozentsatz CD34'-Zellen bestimmt (a). Durch Multiplikation mit den jeweiligen Gesamtzellzahlen lieB3 sich die
Zahl der CD34'-Zellen pro Ansatz berechnen (b). Die Linie zeigt die absolute Zahl CD34'-Zellen am Tag 0.
Abktirzungen: Str = Stroma, S = SCF, 3 =IL-3, 6 = IL-6, F = FIt3-L, G = GM-CSF.



Ergebnisse 80

Die in Abbildung 21 grafisch dargestellte Ausz&hlung der Kolonietypen nach drei- bzw.
nach siebentagiger Kultur zeigt in erster Line, da3 die relative Koloniebildungsfahigkeit
sowohl der BFU-E als auch der CFU-GM in allen acht Ansatzen mit der Zeit der Stimula-
tion zurlickging. Der Vergleich der verschiedenen Stimulationen an den jeweiligen Tagen
zeigte, daB die Koloniebildungsfahigkeit fir beide Kolonietypen weitestgehend
unabhdngig von der Zusammensetzung der Stimulationsansatze war. Lediglich die
Kombination von Stroma mit SCF, IL-3 und FIt3-L zeigte nach drei Tagen stark erhéhte
Werte fur CFU-GM und leicht erhéhte Werte fir BFU-E, wahrend der ganzlich
unstimulierte Ansatz eine normale Zahl von CFU-GM zeigte, aber eine stark reduzierte
Zahl von BFU-E. Diese Tendenzen waren nach sieben Tagen immer noch erkennbar,
wenn auch nicht so deutlich. Ein Vergleich der jeweiligen Ansatze mit oder ohne Stroma
nach sieben Tagen ergab, dal3 eine Stromakokultur die Erythropoese leicht favorisierte,
wahrend die stromafreien Ansatze etwas mehr myeloide Kolonien hervorbrachten.

Bei der Betrachtung der in Tabelle 3 aufgelisteten Zellzahlen ist zu erkennen, dafB die
Zellzahlen nach drei Tagen in den Anséatzen ohne Zytokine deutlich niedriger waren als
die Ausgangszellzahl. Die Zellzahlen der Anséatze eins und sieben nahmen leicht ab,
wahrend bei allen anderen Anséatzen eine deutliche Zunahme der Zellzahlen zu
verzeichnen war. Nach sieben Tagen lag der Unterschied zwischen den Ansatzen mit
und ohne Zytokine bereits bei einer Zehnerpotenz bei dem Ansatz mit Stromakokultur
und bei zwei Zehnerpotenzen bei dem Ansatz ohne Zytokine und ohne Stroma. Die
Anséatze, die mit SCF, IL-3 und FIt3-L inkubiert wurden, zeigten eine knappe
Verzehnfachung der Ausgangszellzahl, unabhéngig davon, ob diese mit Stromazellen
kokultiviert wurden. Die anderen Zytokin-stimulierten Ansdtze ergaben mehr als eine
Verzehnfachung der Zellzahl. Bei dem stromahaltigen Ansatz mit SCF, IL-3 und GM-CSF
war sogar eine Zunahme der Ausgangszellzahl um den Faktor 20 zu beobachten.

In Abbildung 22 wurde die berechnete Zahl der koloniebildenden Zellen nach BFU-E und
CFU-GM unterschieden. Werden die Ansatze ohne Zytokine auBer acht gelassen, so
zeigten die absoluten Koloniezahlen nach drei Tagen noch keine groBBen Unterschiede.
Auch nach sieben Tagen zeigten sich zwischen den verschiedenen Zytokin-stimulierten
Ansatzen keine groBen Unterschiede bei den BFU-E. Bei den CFU-GM schien SCF, IL-3
und FIt3-L alleine nicht auszureichen, um eine optimale Stimulation dieser Differenzie-
rungslinie zu erzielen. War dagegen ein zusatzlicher Stimulus entweder in Form von
Stromazellen oder durch die Prédsenz von IL-6 oder GM-CSF im Medium vorhanden, kam
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es zu einer Verdopplung der CFU-GM. Die Ansatze, die IL-6- oder GM-CSF-stimuliert
waren, erbrachten keine weiteren positiven Effekte durch die Stromakokultur. Es sah
sogar eher so aus, als ob die Stromazellen eine leichte Reduktion der CFU-GM
bewirkten.

Ein deutlicher Effekt der Kokultur mit Knochenmarkstromazellen trat nach Betrachtung
der CD34-Expression auf den Zellen zutage. In Abbildung 23 (a) ist deutlich zu erkennen,
daB die Zellen, die auf den Stromazellen kultiviert wurden, einen wesentlich héheren
Anteil CD34"-Zellen haben als ihre stromafreien Pendants. Hiervon ausgenommen waren
die zytokinfreien Ansatze, die eher eine umgekehrte Relation zeigten. Dies lie3 sich
wahrscheinlich darauf zurlickfiihren, da3 durch die fehlende Stimulation keine Zellteilung
und daher auch kein "Verdinnen" des CD34-Antigens stattfand. Genausowenig wurden
irgendwelche zytokinvermittelten Differenzierungsprozesse in die Wege geleitet, die zu
einer Anderung des Antigenrepertoires filhrten. Die Berechnung der absoluten CD34"-
Zellzahlen ergab, wie in Abbildung 23 (b) zu sehen ist, eine Zunahme der initialen Zahl
CD34-positiver Zellen bis auf das Funffache im Fall der Kultivierung mit Stromazellen,
SCF, IL-3, FIt3-L und GM-CSF. Bei den stromafreien Ansatzen war, in Gegenwart von
SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L, konnte eine Vermehrung der CD34"-Zellen bis auf das
2,5fache erreicht werden.

Die Kokultivierung von angereicherten hamatopoetischen Vorlauferzellen des peripheren
Blutes mit Knochenmarkstromazellen zeigte bereits nach einwéchiger Inkubation eine
starke Wirkung auf die Zahl der CD34"-Zellen. Auch bei den koloniebildenden Zellen war
ein moderater positiver Effekt der Stromazellen auf die Erythropoese zu verzeichnen,
wahrend die Zellen der myeloiden Reihe ohne den EinfluB des Stromas offensichtlich
besser proliferierten. Eine quantitative Analyse von Zellen in Kokultur mit Stromazellen
wurde erschwert, weil sich Zellen zwischen den Stromazellen eingenistet haben und es
so sehr schwierig war, die gesamte Population der stimulierten Zellen zu analysieren,
ohne eine massive Kontamination durch Stromazellen zu haben. Aber auch wenn
versucht wurde, die hamatopoetischen Zellen vorsichtig von den Stromazellen
abzuspllen, konnte eine Kontamination durch Stromazellen nicht vollstandig verhindert
werden. Wurden diese dann in einem colony-formation-assay ausplattiert, so war die
Auswertung erschwert und die Ergebnisse waren maéglicherweise verféalscht. Es konnte
gezeigt werden, daf3 FIt3-L als Wachstumsfaktor Stimulationssignale, die normalerweise

von Stromazellen ausgehen, ersetzen oder kompensieren kann. Das Zusammenwirken
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von beiden hatte keine weiteren Einflisse auf die Zahl koloniebildender Zellen. Aus
diesen Grinden wurde ab diesem Zeitpunkt auf die Stromakokultur verzichtet. Die
Kombination, die bei allen Experimenten die besten Ergebnisse brachte, war die
Stimulation mit SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L. In den Colony-formation-assays zeigte die
Verwendung von GM-CSF anstelle des IL-6 die gleichen Resultate. Die Analyse der
CD34"-Zellen zeigte aber, daB IL-6 einen stérkeren EinfluB auf die Zunahme CD34"-
Zellen hat.

3.3.3 Untersuchung des Einflusses von Thrombopoetin, SDF-1 und IL-

11 auf die Kultivierung hamatopoetischer Progenitoren

Es gibt neben den bisher getesteten Zytokinen noch eine Vielzahl weiterer Faktoren, die
das Wachstum und die Differenzierung hamatopoetischer Zellen beeinflussen, wie z. B.
Thrombopoetin, welches das Wachstum einiger hamatopoetischer Linien sowie der
CD34"-Zellen férdern kann (Young et al. 1996). Ein anderer Effekt des Thrombopoetins
besteht darin, positiv auf die Uberlebensfahigkeit, insbesondere die der sehr primitiven
Zellen, wirken zu kénnen und hamatopoetische Zellen vor Apoptose zu schitzen (Borge
et al. 1997). Ein anderer Faktor, das Chemokin SDF-1 (stromal derived-factor-1), hat bis-
her keine nachgewiesene Wirkung auf die Proliferation hamatopoetischer Zellen. SDF-1
ist aber ein Signalstoff, der wichtig fir das homing hamatopoetischer Stamm- und
Progenitorzellen und somit ein Bestandteil der natlrlichen Umgebung dieser Zellen ist
(Kim and Broxmeyer 1998). Ob SDF-1 einen EinfluB auf das Wachstum von
h&matopoetischen koloniebildenden Zellen hat, sollte hier Uberprift werden. Interleukin-
11 ist ein weiteres Zytokin, das das Wachstum koloniebildender Zellen im
Zusammenspiel mit anderen Faktoren wie z. B. IL-3 stimulieren kann (Du and Williams
1994). In diesem Versuch sollte geklart werden, ob das zusatzliche Vorhandensein einer
der genannten Faktoren zu der Standard-Faktorkombination SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L
weitere Effekte auf das Wachstum koloniebildender Zellen oder CD34"-Zellen hatte.

CD34"-Zellen wurden aus Knochenmarks mit dem MACS 'CD34 Multisort Kit' mit einer
Reinheit von 98 % angereichert. Von den so erhaltenen CD34"-Zellen wurden 3.300 in
1 ml Methylcellulosemedium (CellSystems) in doppelten Anséatzen ausplattiert. Die
entstandenen Kolonien wurden nach 14 Tagen ausgez&hlt. Die Ubrigen Zellen wurden
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mit einem Titer von 1 x 10° in vier Ansétzen fiir die Dauer von finf Tagen inkubiert. Fiir
den ersten Ansatz wurde Stromamedium mit SCF (10ng/ml), IL-3 (100 ng/ml), IL-6 (100
ng/ml) und FIt3-L (100 ng/ml) verwendet. Die Ansatze zwei bis vier hatten als Basis die
gleiche Zusammensetzung wie der erste Ansatz, nur dal3 im zweiten Ansatz noch Tpo
(50 ng/ml), im dritten SDF1 (100 ng/ml) und im vierten IL-11 (100 ng/ml) zugesetzt
wurden. Nach den finf Tagen wurden die jeweiligen Titer bestimmt, 3.300 Zellen in
doppelten Ansatzen in Methylcellulosemedium ausgesat und vom Rest im FACS der
Anteil CD34"-Zellen bestimmt. Nach 14tagiger Inkubation der Zellen im Methylcellulose-
medium wurden die Kolonien gezahlt. Die absoluten Zahlen koloniebildender Zellen und
die absoluten Zahlen CD34"-Zellen wurden aus den Zelltitern und den
Kolonieauszahlungen bzw. FACS-Messungen bestimmt. Die Ergebnisse der Colony-
formation-assays sind in Abbildung 24, die Resultate der FACS-Messungen in Abbildung
25 dargestellt.

Die Abbildung 24 zeigt, daB die relativen Zahlen der erythroiden Kolonien nach
finftagiger Stimulation mit verschiedenen Kombinationen von Wachstumsfaktoren sehr
stark zurlickgegangen waren. Die relativen Zahlen der myeloiden Kolonien blieben, im
Fall der Stimulation mit SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L bzw. der zuséatzlichen Inkubation mit
IL-11, konstant. Eine Zunahme der relativen Koloniezahlen fiir diese Kolonietypen um ca.
20 % war in den Anséatzen zu beobachten, welche neben dem Standard-Zytokincocktail
noch mit Tpo oder SDF-1 inkubiert wurden. Die Betrachtung der absoluten Koloniezahlen
(Abbildung 24, unten), ergab, daB3 die Zahl der BFU-E nach wie vor deutlich unter dem
Ausgangswert lag, wahrend die Zahl myeloider Kolonien die Zahl der urspriinglich
vorhandenen um ein Vielfaches Uberstieg. Bei dem Vergleich der verschiedenen
Stimulationsansatze untereinander zeigten die ersten drei Ansatze die gleiche Zahl
CFU-GM. Der Ansatz, der mit IL-11 stimuliert wurde, zeigte, bezogen auf die CFU-GM, in
diesem Vergleich eine reduzierte Koloniezahl. Bei der Betrachtung der BFU-E fiel es
schwer, die verschiedenen Ansatze zu vergleichen, da die Zahl der ausgezahlten
erythroiden Kolonien in allen Ansétzen sehr gering war.
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Abbildung 24: Relative und absolute Zahlen koloniebildender Zellen

Die Kolonien wurden unterschieden nach CFU-GM (blau) und BFU-E (rot). Das obere Diagramm gibt die Zahl koloniebil-
dender Zellen pro 1.000 Zellen an. Die Angaben aus dem unteren Diagramm wurden aus den Koloniezahlen pro 1.000
und den jeweiligen Titern berechnet. Abkirzungen: S =SCF, 3=IL-3, 6= IL-6, F= FIt3-L, T= Tpo, SD = SDF-1,
11 =IL-11.
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Abbildung 25: Bestimmung der Zahl CD34"-Zellen

Nach fiinf Tagen Stimulation mit verschiedenen Zytokinkombinationen wurden die Zellen mit einem CD34 mAk markiert
und anschlieBend im FACS der Prozentsatz CD34"-Zellen bestimmt. Durch Multiplikation mit den jeweiligen Gesamt-
zellzahlen lieB sich die Zahl der CD34"-Zellen pro Ansatz berechnen. Abkirzungen: S= SCF, 3= IL-3, 6 = IL-6,
F =FIt3-L, T = Tpo, SD = SDF-1, 11 =IL-11.
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Die Auswertung der Anteile der CD34"-Zellen zeigte erwartungsgemanB einen Riickgang
wahrend der Kulturdauer auf etwa 20 - 25 % des Ausgangswertes. Die héchsten Pro-
zentwerte von CD34"-Zellen wurden in dem Ansatz, der mit dem Standard-Zytokincocktail
inkubiert wurde, erzielt, die schlechtesten im Tpo-Ansatz, und die Ansatze mit SDF-1 und
IL-11 lagen dazwischen. Noch deutlicher wurde dieses Ergebnis nach der Hochrechnung
der Gesamtzahlen CD34"-Zellen. Der Ansatz mit SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L lag hier sogar
um 25 % Uber der Zahl urspriinglich eingesetzter Zellen. Der Tpo-Ansatz zeigte in dieser
Beziehung eine Reduktion um fast 50 %, die SDF-1 und IL-11 Ansatze eine Reduktion
um ca. 20 %.

Dieses Experiment zeigte, daf3 eine Stimulation hadmatopoetischer Zellen mit dem Stan-
dard-Zytokincocktail (SCF, IL-3, IL-6 und FLT3-L), wie auch schon in den vorangegange-
nen Experimenten gezeigt, zu einer Vermehrung koloniebildender Zellen fuhrte. Eine zu-
satzliche Inkubation mit Tpo, SDF-1 oder IL-11 hatte keine weiteren positiven Auswirkun-
gen auf die Zahl und die Zusammensetzung der Kolonien. Im Fall des IL-11 wurde die
Stimulation sogar leicht gghemmt. Die FACS-Messungen der CD34"-Zellen ergab nur flr
die sog. Standardkombination eine Zunahme der CD34"-Zellzahl. Zusammenfassend a3t
sich daraus schlieBen, daB eine zusatzliche Stimulation der CD34"-Zellen mit Tpo, SDF-1
oder IL-11 keine weiteren positiven Effekte zeigt, so weit sie sich mit diesem System
messen lassen. Aus diesem Grund wurden diese Faktoren in weiteren Experimenten

nicht mehr verwendet.

3.3.4 Stimulation von angereicherten hamatopoetischen Progenitoren

eines PNH-Patienten

Bei der PNH als schwere hamatologische Erkrankung kommt es oft zu schwerwiegenden
Stérungen der Hamatopoese im Knochenmark. Daher andert sich die Zusammensetzung
des Knochenmarks mit dem Fortschreiten der Erkrankung. Es wurde des weiteren berich-
tet, daB3 die Koloniebildungsféahigkeit der Progenitoren von PNH-Patienten unter der von
gesunden Kontrollen liegt. Aus diesem Grund war es nicht als selbstverstandlich anzuse-
hen, daf3 sich die Erkenntnisse, die aus Stimulationsexperimenten mit mobilisierten oder
Knochenmarkprogenitoren von Normalspendern gewonnen wurden, so auf die Kultur

h&amatopoetischer Vorlauferzellen von PNH-Patienten lbertragen lieBen. Daher muBte
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zumindest fir einen PNH-Patienten exemplarisch gezeigt werden, dal3 sich auch diese
Zellen in vitro zur Teilung anregen lassen und dabei ihre Koloniebildungsfahigkeit beibe-
halten. Ein weiterer Aspekt, der in diesem Versuch von Interesse war, war die Frage, ob
hamatopoetische Progenitoren von PNH-Patienten auch in serumfreiem Medium kultiviert
und stimuliert werden kdnnen. Ware dies moglich, so kdnnten einige Bedingungen
besser standardisiert werden. Im Serum gibt es immer ein vielfaltiges Gemisch
verschiedener Faktoren, die nicht charakterisiert sind und méglicherweise auch Einfluf3
auf die Kultivierung hdmatopoetischer Zellen nehmen kénnen.

Knochenmarkprogenitorzellen eines PNH-Patienten wurden mit dem MACS 'CD34 Multi-
sort Kit' angereichert. Ein Teil der Zellen wurde direkt in Methylcellulosemedium
(CellSystems) ausplattiert und 14 Tage inkubiert. Die anderen Zellen wurden auf vier Sti-
mulationsansatze mit einem Titer von 1 x 10° verteilt. Der erste Ansatz bestand aus Stro-
mamedium, dem SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L zugesetzt wurden. Die Zellen des zweiten
Ansatzes wurden in Stromamedium ohne Wachstumsfaktoren inkubiert. Die Zellen des
dritten und vierten Ansatzes wurden in serumfreiem Medium (Cellgro-Medium, Cellgenix)
inkubiert, wobei dem dritten Ansatz noch SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L zugesetzt wurden.
Die Konzentration der Zytokine betrug, wie auch schon in den vorangegangenen
Anséatzen, 10 ng/ml fir SCF und 100 ng/ml fir die anderen Faktoren. Nach einer
Inkubationszeit von finf Tagen wurden die Titer der verschiedenen Anséatze bestimmt
und Aliquots der Zellen in Methylcellulosemedium ausplattiert. Nach 14tagiger Inkubation
wurden die gebildeten Kolonien ausgezahlt. Die Ergebnisse der Ausz&hlungen bzw. die
errechneten absoluten Zahlen koloniebildender Zellen sind in den Diagrammen in
Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Stimulation von CD34*-Zellen eines PNH-Patienten

In den Diagrammen sind die relativen und absoluten Zahlen koloniebildender Zellen nach Stimulation hdmatopoetischer
Progenitoren eines PNH-Patienten in den verschiedenen Stimulationsansdtzen bzw. direkt nach Separation. Die
Kolonien wurden unterschieden nach CFU-GM (blau), BFU-E (rot) und CFU-Mix (grau). Das obere Diagramm gibt die
Zahl koloniebildender Zellen pro 1.000 Zellen an. Die Angaben aus dem unteren Diagramm wurden aus den
Koloniezahlen pro 1.000 Zellen und den jeweiligen Titern berechnet. Abkirzungen: S= SCF, 3=IL-3, 6 =IL-6,
F = FIt3-L.
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Die Auszé&hlung der relativen Koloniezahlen ergab fir den Ansatz mit Stromamedium und
dem Standard-Zytokincocktail ein Ergebnis, das vergleichbar mit den Ergebnissen aus
Stimulationsexperimenten mit Zellen von Normalspendern war. D. h., die relative Kolo-
niebildungsfahigkeit der Zellen geht mit fortschreitender Kulturzeit zurtck. Dies traf in be-
sonderem MaBe auf die Zahl der BFU-E und CFU-Mix und weniger auf die CFU-GM zu.
Uberraschenderweise betrug die relative Zahl der CFU-GM in dem Ansatz mit Stromame-
dium aber ohne Zytokine in etwa das Doppelte des Ausgangswertes, die Zahl der BFU-E
war aber noch deutlich unter der Koloniezahl des Ansatzes mit Wachstumsfaktoren. Der
Ansatz mit serumfreiem Medium und Zytokinen zeigte einen Anteil von CFU-GM, der ver-
gleichbar mit der unstimulierten Kontrolle war. Die Zahl der BFU-E war im Vergleich zum
Kontrollansatz zwar reduziert, aber deutlich héher als im Fall der Stimulation mit Stroma-
medium und Zytokinen. Der serumfreie Ansatz ohne Wachstumsfaktoren zeigt fur alle
Kolonietypen die schlechtesten Resultate. Der einzige Ansatz, bei dem nach Stimulation
noch CFU-Mix nachweisbar waren, war die Kultur mit Stromamedium und Wachstumsfak-
toren. Die Hochrechnung der absoluten Koloniezahlen zeigte fir diesen Ansatz ein noch
besseres Bild. Dieser Ansatz war der einzige, bei dem es zu einer Vermehrung von
BFU-E und CFU-GM kam. Zwar zeigten die beiden Ansatze ohne Wachstumsfaktoren
eine Erhéhung der CFU-GM-Zahlen, aber eine sehr starke Reduktion bei den erythroiden
Kolonietypen.

Dieses Experiment hat gezeigt, da3 der Stimulationansatz mit Stromamedium, SCF, IL-3,
IL-6 und FIt3-L fiir die Stimulation von angereicherten CD34" hamatopoetischen
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von PNH-Patienten ebenso geeignet ist wie flr
die Stimulation hamatopoetischer Zellen aus normalem Knochenmark. Wollte man
serumfreies Medium verwenden, miBten die Zellkulturbedingungen gesondert angepalf3t
werden. Mit der getesteten Kombination von Wachstumsfaktoren war mit dem
serumfreien Medium keine befriedigende Stimulation der Zellen zu erzielen, so daf3 auch
fir die in vitro Kultur von Zellen von PNH-Patienten der schon zuvor als Standard

festgelegte Cocktail als beste Lésung erscheint.
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3.4 Retrovirale Transduktion

Nachdem die Kulturbedingungen etabliert waren, wurden die klonierten Vektoren zur Pro-
duktion rekombinanter Retroviren und somit zur Infektion von Zielzellen eingesetzt. In der
ersten Phase dieser Versuchsreihe wurden die Produzentenzellen generiert und die Titer
der Uberstdnde bestimmt. AnschlieBend wurden die GPI-defizienten Jurkat-Zellen
infiziert, um zu Gberprifen, ob durch die Transduktion eine stabile Expression des PIG-A
Gens stattfand und somit durch Komplementation der GPI-Defekt aufgehoben wurde.

Der n&chste Schritt bestand darin, CD34"-Progenitorzellen zu infizieren, die mit den
ausgetesteten Bedingungen stimuliert wurden. Uber eine Auszahlung von antibiotikums-
resistenten Kolonien in einem colony-formation-assay wurde dann die Effizienz der
Transduktion ermittelt. An diesem System wurden dann verschiedene Infektionsverfahren
Uberprift, um die beste Methode zu ermitteln.

Die eigentlichen Zielzellen des retroviralen PIG-A Gentransfers, die GPI-defizienten Pro-
genitorzellen von PNH-Patienten, sollten dann unter Anwendung aller in vorangegange-
nen Experimenten gewonnenen Erkenntnisse unter optimierten Bedingungen infiziert
werden. Danach sollten die Zellen dann GPI-verankerte Oberflachenmolekile auf der

Zellmembran tragen.

3.4.1 Herstellung von Produzentenzellen

Die retroviralen Produzentenzellen wurden generell in einem zweistufigen Verfahren her-
gestellt, obwohl auch berichtet wurde, dal3 sehr hohe Virustiter durch transiente Transfek-
tion erzielt wurden (Pear et al. 1993). Als erstes wurde die ecotrope Verpackungslinie
GP+E86 mit dem Vektorplasmid transfiziert. Nach einer gewissen Selektionszeit mit
einem geeigneten Antibiotikum bildeten sich resistente Kolonien. Diese wurden
expandiert, und die virushaltigen Uberstande wurden dann verwendet, um amphotrope
PA317 oder GP+envAm12 bzw. pseudotypisierte PG13 Zellen zu infizieren. Wurde diese
Infektion in einer Verdinnungsreihe gemacht, war es mdglich, nach ca. zwei Wochen
Selektion antibiotikaresistente Einzelkolonien zu isolieren und diese zu expandieren. Die
Virustiter der Uberstande dieser Einzelklone wurden dann bestimmt und verglichen, um
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so Klone mit hoéchsten Virustitern zu identifizieren. Bei allen verwendeten
Verpackungszellen wurden Virustiter von max. 1 - 2 x 10° cfu/ml erzielt. Einige Klone mit

niedrigeren Titern wurden nicht mehr fir weitere Experimente verwendet.

Auf diese Weise wurden mehrere Produzentenlinien generiert, die in Tabelle 4 dargestellt
sind. Die Vektoren, die das MDR1-Gen als selektionierbaren Marker trugen, wurden
ebenfalls in die GP+E86-Zellen transfiziert. Aus diesen Kolonien bildeten sich unter
Selektion mit 20 - 30 ng/ml Colchicin (Sigma, #C9754) Kolonien. Diese wurden genauso
wie die anderen Produzentenlinien expandiert. Mit Uberstdnden dieser Zellen wurden
auch PG13-Zellen in Verdinnungsreihen infiziert. Dabei fiel auf, daB sich bei allen
Verdinnungsstufen einzelne Kolonien bildeten, die sich ebenfalls expandieren lieBen.
Ein Virustiter-Assay ergab allerdings, daB sich im Uberstand keine Viruspartikel
befanden, die in der Lage waren, Kolonien unter Colchicinselektion zu bilden.
AnschlieBende FACS-Analysen mit anti-p-Glycoprotein mAk zeigten weder fir die
transfizierten GP+E86 noch flr die transduzierten PG13-Zellen eine Expression von p-
Glycoprotein. Ein ebenfalls durchgefiihrter Rhodamin 123 exclusion-assay zeigte auch
keine Ausschleusung des Rhodamins in allen untersuchten Zellen. Offensichtlich zeigten
die Zellen keine ausreichende Expression des MDR1-Gens. Die beobachtete Bildung
resistenter Kolonien kann wahrscheinlich auf endogene Resistenzmechanimen
zurickgefuhrt werden. Deshalb wurde in allen nachfolgenden Versuchen nur

Produzentenlinien verwendet, die Vektoren mit dem Neo-Resistenzgen produzierten.

Tabelle 4: Retrovirale Produzentenlinien

Produzentenlinie Vektorplasmid  Verpackungszelle  Titer [cfu/ml]
PG13LXSN pLXSN PG13 1x10°
PG13LPSN pL-PIGA-SN PG13 1x10°
PA317LPSN pL-PIGA-SN PA317 1x10°
GP+envAm12LPSN  pL-PIGA-SN GP+envAm12 1x10°
PG13SNIP pSNIP PG13 2x10°
PG13PP pLPIN PG13 5x10*

Die Tabelle zeigt die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten stabilen retroviralen Produzentenlinien (erste
Spalte). Die beiden nachsten Spalten geben an, auf welchem Plasmid und auf welcher Verpackungslinie diese Zellen
beruhen. Die letzte Spalte gibt die Titer der klonierten Verpackungszellen an.
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3.4.2 Stabile Transduktion der GPI-defizienten Jurkat-Zellen

In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, daf3 die Vektorplasmide nach
Transfektion in GPI-defiziente Jurkat-Zellen zu einer Reexpression GPI-verankerter Ober-
flachenmolekile in diesen Zellen fUhrte. Es wurde auch demonstriert, daB sich nach
Transfektion von ecotropen GP+E86 Verpackungszellen G418-resistente Kolonien bilde-
ten, wodurch bewiesen wurde, daB3 auch das Neo-Resistenzgen exprimiert wurde. Die
Zellen bildeten rekombinante Viren, die einen horizontalen Transfer der G418-Resistenz
ermoglichten.

Es muBte als nachstes Uberprift werden, ob die rekombinanten Retroviren, welche die
Vektoren enthielten, in der Lage waren, die GPI-defizienten Jurkat-Zellen zu infizieren
und den GPI-Ankerdefekt stabil zu komplementieren.

3.4.2.1 Stabile Transduktion von GPI-defizienten Jurkat-Zellen mit PG13LPSN und
PG13LXSN

Uberstande von PG13LPSN und PG13LXSN wurden verwendet, um die GPI-defizienten
Jurkat 7-Zellen zu infizieren. Nach der Infektion wurden die transduzierten Zellen in dop-
pelten Ansatzen jeweils mit 500 pg/ml G418 und mit 750 pug/ml G418 selektioniert. Nach
etwa zwei bis drei Wochen bestanden die verschiedenen Ansatze nur aus G418-resisten-
ten Zellen. Diese Zellen waren es auch, die in den Apoptoseexperimenten in Abschnitt
3.1.3.2 eingesetzt wurden. Die G418-resistenten PG13LPSN transduzierten Jurkat 7-Zel-
len (Jurkat 7P) zeigten eine Rexpression GPl-verankerter Oberflachenmolekile, die
PG13LXSN transduzierten Jurkat 7-Zellen (Jurkat 7X) zeigten keine GPIl-verankerten
Oberflachenmolekile.

Um zu untersuchen, ob die Expression GPIl-verankerter Proteine auf Jurkat 7P-Zellen
auch ohne Selektion stabil blieb, wurden die Zellen ohne G418 flr einen Zeitraum von
sechs Monaten in Kultur gehalten. AnschlieBend wurden die Zellen mit Antikérpern gegen
GPIl-verankerte Proteine inkubiert und im FACS gemessen. Das Ergebnis dieser
Messung ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Transduktion von Jurkat 7 mit PG13LPSN

DurchfluBzytometrische Analyse der mit PG13LPSN transduzierten Jurkat 7 ein halbes Jahr nach Transduktion im Ver-
gleich zu den Jurkat E.6-1 und den nicht transduzierten Jurkat 7. Die hochgestellten Zahlen hinter G418 geben an, mit
welcher Konzentration von G418 die Zellen urspringlich selektioniert wurden. Das erste Histogramm jeder Reihe zeigt
die Antikdrperisotypkontrolle, das zweite eine Farbung mit MEM-102, einem gegen CD48 gerichteten mAk, und das
dritte Histogramm eine Farbung mit MEM-43, einem Antikérper gegen CD55.

Dieser Versuch hat gezeigt, daf3 die rekombinanten PG13LPSN-Viren in der Lage sind,
Zellen zu infizieren, ihre provirale DNA in das Genom der Wirtszelle einzubauen und die

darauf enthaltenen Gene dauerhaft zu exprimieren.

3.4.2.2 Transduktion von Jurkat 7-Zellen mit PG13SNIP und PG13PP

Das Ziel dieser Versuche war es, zu zeigen, daB die GPI defizienten Jurkat 7-Zellen
durch Transduktion mit den Produzentenlinien PG13SNIP bzw. PG13PP eine
Reexpression der GPI-verankerten Oberflachenproteine zeigten.
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Fir diesen Versuch wurden gefilterte Uberstinde der Produzentenzellen PG13SNIP und
PG13PP zu Jurkat 7-Zellen mit 5ug/ml Protaminsulfat gegeben. Nach 24 Std. wurden die
Zellen mit 750 pg/ml G418 inkubiert. Nach vier Wochen wurden die Zellen dann mit Anti-
kérpern gegen CD48, CD55 und CD59 inkubiert und im FACS gemessen (Abbildung 28).

cccccccc
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Abbildung 28: Transduktion von Jurkat 7-Zellen mit PG13SNIP und PG13PP
Jurkat 7-Zellen wurden mit Ubersténden von PG13PP (obere Reihe) und PG13SNIP (untere Reihe) transduziert. Die
Zellen wurden, von links nach rechts, mit einem murinen Kontrollantikérper, CD55, CD59 und CD48 mAKk inkubiert.

Die durchfluBzytometrischen Analysen haben gezeigt, daf3 die Zellen nach Transduktion
mit PG13PP und PG13SNIP GPl-verankerte Molekulle exprimierten. Im Vergleich zur Iso-
typkontrolle zeigten alle verwendeten Antikdrper eine leichte, aber eindeutige Ver-
schiebung nach rechts.
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3.4.3 Transduktion von CD34"-Zellen von Normalspendern

Nachdem erfolgreich rekombinante Viren hergestellt wurden, die in der Lage waren, hu-
mane Zellinien zu infizieren, ihre provirale DNA stabil in das Genom der Wirtszelle einzu-
bauen und die einklonierten Gene dauerhaft zu exprimieren, muBte als nachstes nachge-
wiesen werden, daB dieses System auch auf CD34" hamatopoetische Vorlauferzellen
Ubertragbar ist. Es galt, den Beweis zu erbringen, daB die Vorstimulationen, die in
Abschnitt 3.3 beschrieben wurden, tatsachlich einen effizienten Gentransfer in hdmato-
poetische Progenitoren ermdglichen. Die Inkubationen mit Wachstumsfaktoren,
insbesondere mit IL-3, IL-6 und SCF haben ergdnzend zu den bisher untersuchten
Bedingungen den zusatzlichen EinfluB, daB die Bindung von Retroviren an CD34"-Zellen
erhéht wird, was eine effektive Infektion dieser Zellen verbessert (Crooks and Kohn
1993).

Die Experimente, die in diesem Abschnitt beschrieben sind, befassen sich mit den Bedin-
gungen, die erforderlich sind, um einen moglichst effizienten Gentransfer in CD34-Zellen
zu erreichen. Durch Variationen in den Infektionsprotokollen sollte nach und nach die Effi-
zienz des Gentransfers gesteigert werden.

3.4.3.1 Untersuchungen zum EinfluB von Polykationen auf die
Transduktionseffizienz

Der Infektion einer Zelle durch ein rekombinantes Retrovirus muf3 immer die Bindung des
Virus an den entsprechenden zellularen Rezeptor vorangehen. Retroviren sind behlllte
Viren. D. h., sie haben, genau wie Zellen, eine Membran, die sie umgibt. Genau wie die
Zellen tragt die Virusmembran eine negative Ladung. Kommen nun Virus und Zelle in
raumliche Nahe, verursachen die elektrostatischen AbstoBungskrafte zwischen den bei-
den Membranen eine Inhibition der Bindung des Virus an den zellularen Rezeptor. Die
Zugabe von Polykationen, wie Polybrene oder Protaminsulfat, kann diese AbstoBung

vermindern.

Um den EinfluB von Polybrene und Protaminsulfat auf die Infektion von CD34"-Zellen zu
untersuchen, wurden CD34"-Zellen aus Leukapharesematerial angereichert und fir drei
Tage mit SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L in Stromamedium stimuliert. AnschlieBend wurden die
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Zellen abzentrifugiert, in gefiltertem virushaltigem Uberstand von GP+envAm12LPSN-
Zellen resuspendiert und auf drei Proben aufgeteilt. Der erste Ansatz wurde so belassen,
dem zweiten Ansatz wurden 5 pg/ml Protaminsulfat zugesetzt und dem dritten Ansatz
7,5 ug/ml Polybrene. Nach einer 24stiindigen Inkubation wurden die Zellen in jeweils
doppelten Ansatzen mit und ohne G418 in Methylcellulosemedium mit einer Dichte von
1.000 Zellen pro Platte ausgesat. Nach 14 Tagen wurden die gebildeten Kolonien
ausgezahlt. Das Ergebnis dieser Auswertung ist in Tabelle 5 zusammengefaf3t.

Tabelle 5: EinfluB von Polykationen auf die Transduktionseffizienzen

- G418 + G418 (750 pg/ml)

BFU-E CFU-GM BFU-E CFU-GM Effizienz
nur 2 45 0 5
Virus 5 42 0 2

3,5 43,5 0 3,5 7.4 %
5 pg/ml 2 36 1
Protamins. 0 26 0 5

1 31 0,5 3 10,9 %
7,5 pg/ml 2 23
Polybrene 4 38

3 30,5 0 45 13,2 %

Auswertung des Einflusses von Polykationen auf die Effizienz der Infektion CD34"-Zellen. Angereicherte CD34"-Zellen
wurden nach Vorstimulation fiir drei Tage mit GP+envAm12LPSN-Uberstand mit oder ohne Polykationen infiziert und
anschlieBend in Methylcellulosemedium mit/ohne G418 inkubiert. Die Auszéhlung der Kolonien sowie die daraus
errechnete Transduktionseffizienz ist in der Tabelle dargestellt. Die Zahl unter der Doppellinie gibt jeweils den Mittelwert
fir zwei Platten an.

Wurden die Zellen mit Virus alleine, d. h., ohne Polykationen infiziert, geschah dies mit
einer geringen Effizienz von etwa 7 - 8 %. Die Zugabe von Protaminsulfat steigerte die
Effizienz um 50 %, die Zugabe von Polybrene flhrte sogar zu einer
Transduktionseffizienz von mehr als 13 %. Dieses Experiment flhrte zu der Erkenntnis, in

allen weiteren Experimenten ein Polykation zur Steigerung der Transduktionseffizienz zu
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verwenden. Obwohl die Inkubation mit Polybrene etwas bessere Ergebnisse erzielte,
wurde in den folgenden Experimenten Protaminsulfat als Polykation ausgewahlt, da
Polybrene Uiber eine gewisse Toxizitdt gegeniiber CD34"-Zellen verfligt (Flasshove et al.
1995).

3.4.3.2 Infektion von CD34*-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren

In dem nachfolgenden Experiment sollte festgestellt werden, ob eine Inkubation mit ver-
schiedenen Wachstumsfaktoren einen EinfluB auf die Effizienz der Infektion hatte.
Dieses Experiment diente lediglich zur Absicherung, dal3 die gewahlte Zusammensetzung
an Faktoren keine inhibierenden Effekte auf die Transduktion hatten.

Tabelle 6: EinfluB der Zytokinstimulation auf die retrovirale Transduktion

G418 + G418 [750 pg/ml] _ Effizienz
Faktoren BFU-E CFU-GM BFU-E  CFU-GM
SCF, IL-3, FIt3-L 1 14 0 0 0%
SCF, IL-3, IL-6, Flt3-L 1 61 0 9 145 %
SCF, IL-3, FIt3-L, GM-CSF 1 48 0 8 16,3 %
GM-CSF 0 25 0 4 16 %

Die Tabelle zeigt die Auszahlung von Koloniezahlen mit/ohne Selektion mit G418 nach Vorstimulation von CD34"-Zellen
mit verschiedenen Kombinationen von Zytokinen (erste Spalte) und anschlieBender Infektion mit GP+envAm12LPSN.
Die Effizienzen (letzte Spalte) wurden als Prozentsatz G418-resistenter Kolonien bezogen auf die Koloniezahl ohne
(G418 berechnet.

CD34"-Zellen wurden aus Leukapharesematerial mit dem 'CD34 Progenitor cell isolation
Kit' angereichert und fir drei Tage mit verschiedenen Kombinationen von Wachstumsfak-
toren, wie in Tabelle 6 gezeigt, in einem 100 pl-Ansatz inkubiert. Zu 1 x 10* dieser Zellen
wurde dann 1 ml gefilterter virushaltiger Uberstand von GP+envAm12LPSN-Zellen in der
Anwesenheit von 5 pug/ml Protaminsulfat gegeben. Nach 24 Std. wurden jeweils 1.000
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Zellen in Methylcellulosemedium mit bzw. ohne G418 ausplattiert. Nach 14 Tagen wurden
die gebildeten Kolonien ausgezéhlt.

Die Dberechneten Transduktionseffizienzen aus Tabelle 6 wichen in den
Stimulationsansatzen, die in den unteren drei Zeilen dargestellt sind, nur unwesentlich
voneinander ab, besonders bei der Betrachtung der geringen statistischen Basis. Die
Ahnlichkeiten in der Effizienz zwischen den Ansatzen zwei und drei waren nicht weiter
Uberraschend, da diese beiden Kombinationen von Wachstumsfaktoren auch in den
Stimulationsansatzen ein vergleichbares Wachstum zeigten. Der vierte Ansatz, der mit
GM-CSF alleine stimuliert wurde, hatte die gleiche Transduktionseffizienz, was auf den
ersten Blick ungewéhnlich erschien. Ein Vergleich der Zelltiter nach der Infektion zeigte
wahrend der Infektionszeit ein Wachstum in den Anséatzen zwei (1,3 x 104) und drei
(1,5 x 10%), wogegen die Zellzahl in Ansatz vier leicht zurlichgegangen war (9 x 10%. In
den Anséatzen zwei und drei war somit eine sehr viel héhere Zellzahl infiziert als in Ansatz
vier. DaB es in dem ersten Ansatz zu keiner meBbaren Infektion kam, war nicht
verstandlich, da auch in diesem Ansatz in der Infektionszeit eine Proliferation
stattgefunden hat (Zellzahl 1,1 x 10%). Dieses Experiment stiitzt die vorher gemachte
Annahme, daB die sog. Standardzytokinkombination geeignet ist, CD34"-Zellen derart

vorzustimulieren, daf3 eine effiziente Infektion mdglich ist.

3.4.3.3 Infektion CD34*-Zellen durch Kokultur mit Produzentenzellen

Eine weitere Mdglichkeit, Zellen zu infizieren, besteht in der Kokultivierung der Zielzellen
mit retroviralen Produzentenlinien (Eckert et al. 1996, Flasshove et al. 1995). Vor der
eigentlichen Infektion sollten die Produzentenzellen bestrahlt oder mit Mitomycin
behandelt werden, damit diese sich nicht weiter teilen und die anderen Zellen
Uberwachsen, besonders wenn es sich um langsam wachsende h&matopoetische
Vorlauferzellen handelt. Die unmittelbare Néhe der Zielzellen zu den Virusproduzenten

sollte so zu einer erhdhten Transduktionseffizienz fihren.
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Tabelle 7: Transduktionseffizienzen nach Kokultur mit Produzentenzellen

Produzenten- - G418 + G418 (750 pg/ml)
linie BFU-E CFU-GM BFU-E CFU-GM Effizienz
PG13LPSN 0 0 0 3
Versuch 1 0 8 0 2

0 4 0 2,5 62,5 %
PG13LPSN 0 10
Versuch 2 0 14

0 12 0 8 66,7 %
PG13LXSN 2 19 0 6
Versuch 1 0 16 1 10

1 17,5 0,5 8 45,9 %
PG13 LXSN 2 12
Versuch 2 0 10

1 11 0 1,5 12,5
PA317LPSN 42 290 2 91

48 356 4 127

44 323 3 109 30,5 %

Die Tabelle zeigt die Ausz&hlung von Koloniezahlen mit bzw. ohne Selektion mit G418 nach Kokultivierung von
CD34"-Zellen mit Produzentenzellen. Die Effizienzen wurden als Prozentsatz G418-resistenter Kolonien bezogen auf die
Koloniezahl ohne G418 berechnet. Die Zahl unter der Doppellinie gibt jeweils den Mittelwert flir zwei Platten an.

Aus Leukapharesematerial wurden CD34"-Zellen mit dem 'CD34 Progenitor cell isolation
Kit' angereichert, die mit SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L drei Tage lang stimuliert wurden. Am
dritten Tag wurden jeweils zwei Klone von prakonfluenten PG13LPSN und PG13LXSN
mit Mitomycin behandelt, so dal3 die Produzentenzellen zwar Viren produzieren, sich aber
nicht mehr teilen konnten. Eine weitere Produzentenlinie, die PA317LPSN, wurde nicht
mit Mitomycin behandelt. Die stimulierten CD34'-Zellen wurden auf den
Produzentenzellen ausgesdt und 24 Std. mit diesen zusammen mit 5 pg/ml
Protaminsulfat kultiviert. Die Zellen, die sich dann leicht von den Produzentenzellen
absptlen lieBen, wurden in Methylecellulosemedium in doppelten Ansatzen mit und ohne
G418 ausplattiert. Nach 14 Tagen wurden die gebildeten Kolonien gez&hlt (Tabelle 7).
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Dieses Experiment zeigte eine Verbesserung der Transduktionseffizienzen gegentber
den bisher durchgefiihrten Infektionen. Die Kokultur mit PA317LPSN erbrachte hier mit
einer Transduktionseffizienz von 30 % - wegen der groBen Koloniezahlen - das
deutlichste Resultat. Bei der Betrachtung des Mittelwertes der beiden Versuche mit
PG13LXSN wurde eine vergleichbare Transduktionseffizienz erzielt (29,2 %). Lediglich
die beiden Versuche mit PG13 LPSN wichen in ihrer Effizienz deutlich ab. Der Mittelwert
flr diese beiden Versuche lag mit 64,5 % etwa doppelt so hoch wie der in den anderen
Versuchen. Allen finf Versuchen war gemeinsam, daf der colony-formation-assay leichte
bis starke Kontaminationen durch Produzentenzellen zeigte. Besonders aufféllig war in
diesem Zusammenhang, daB die meisten Kolonien in unmittelbarer Nahe von
Produzentenzellen entstanden. Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe, dal3 es
sich entweder um Satellitenkolonien handelte, oder daB weitere Infektionen wahrend der
ersten Tage der Selektion mit G418 erfolgten. Von diesen Infektionen waren in erster
Linie die Zellen betroffen, die sich in direkter Nachbarschaft zu den Produzentenzellen
befanden. Die beiden Versuche mit PG13LPSN zeigten die gréBten Kontaminationen
durch  Produzentenzellen, wodurch sich mdglicherweise die stark erhdhten

Transduktionseffizienzen erklaren lassen.

Die Kokultur mit bestrahlten oder Mitomycin behandlten Produzentenzellen sollte nur mit
solchen Zellen erfolgen, die stark proliferieren, so daf3 sich Kontaminationen durch Ver-
packungszellen, die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit entstehen, wenn man die
infizierten Zellen abspdlt, schnell verdinnen und so nicht in andere Experimente
veschleppt werden, deren Ergebnisse méglicherweise verfélscht werden kdnnten. Auf
CD34"-Zellen sollte dieses Verfahren nur in sehr frilhen Vorversuchen angewandt
werden, wenn lediglich festgestellt werden sollte, ob ein System funktioniert und keine
differenzierte quantitative Aussage getroffen werden sollte.

3.4.3.4 Transduktion CD34*-Zellen von Normalspendern auf mit Retronectin
beschichteten Zellkulturschalen

Eine weitere, sehr effektive Methode, retroviralen Gentransfer in hamatopoetische Zellen
durchzufihren, beruht auf der Verwendung veranderter Fibronectinfragmente. Es konnte
gezeigt werden, daf3 hamatopoetische Zellen an das chemisch prozessierte carboxy-ter-



Ergebnisse 101

minale 30/35-kD-Fragment von Fibronectin binden (Williams et al. 1991). So gebundene
Zellen lieBen sich mit einer erhéhten Effizienz retroviral transduzieren (Moritz et al. 1994).
Diese erhdéhten Infektionsraten lieBen sich auf eine direkt Bindung des Virus an das
Fibronectin zurtckfihren, wodurch Zelle und Virus in unmittelbare Nahe gebracht wurden
(Moritz et al. 1996). Mittlerweile gibt es dieses Fragment auch rekombinant als
Fibronectin-Fragment CH-296 mit dem kommerziellen Namen Retronectin. Mit diesem
Fragment wurde Transduktionseffizienzen bis zu 98 % erreicht (Schilz et al. 1998).

Tabelle 8: EinfluB von Retronectin auf die Transduktionseffizienz

- G418 + G418 (600 pg/ml)

BFU-E CFU-GM CFU-Mix BFU-E CFU-GM CFU-Mix Effizienz
ohne Virus 94 312 7 21 16 0

134 287 6 30 19 0

114 299.5 6,5 25,5 17,5 0 10,2 %
5 pg/mi 131 262 13 85 94 2
Protamins. 152 302 11 31 13 1

141,5 282 12 58 53,5 1,5 25,9 %
9,6 ug/mi 121 239 0 38 38
Retronectin 129 256 0 68 90

125 2475 0 53 64 2,5 32,1 %
50 pg/ml 167 198 9 78 76
Retronectin 134 169 3 72 91 2

150,5 183,5 6 75 83,5 1,5 471 %
50 pg/ml 161 212 9 49 133 0
Retronectin 129 188 10 30 108 0

145 200 9,5 39,5 120,5 0 451 %

In dieser Tabelle ist die Zahl der Kolonien, unterschieden nach BFU-E, CFU-GM und CFU-Mix mit bzw. ohne Selektion
mit G418 nach Infektion mit gefiltertem Uberstand vonPG13SNIP mit verschiedenen Verfahren dargestellt. Die Effizien-
zen wurden als Prozentsatz G418-resistenter Kolonien, bezogen auf die Koloniezahl ohne G418, berechnet. Die Zahl
unter der Doppellinie gibt jeweils den Mittelwert fir zwei Platten an.

Fur dieses Experiment wurden CD34"-Zellen aus dem Knochenmark eines Normalspen-

ders mit dem 'CD34 Multisort-Kit' angereichert und fir drei Tage mit SCF, IL-3, IL-6 und
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FIt3-L stimuliert. Die Zellen wurden flr die verschiedenen Anséatze aufgeteilt, abzentrifu-
giert, in virushaltigem gefilterten Uberstand resuspendiert und in die Vertiefungen einer
24-Loch-Platte gegeben, die mit unterschiedlichen Konzentrationen Retronectin
beschichtet wurden. Dieses Infektionsprotokoll wurde ohne die Anwesenheit eines
Polykations im Medium durchgefihrt. Als Kontrollen wurden in diesem Experiment zum
einen Zellen ohne Virus inkubiert, zum anderen wurde eine normale Infektion mit
gefiltertem Uberstand und 5 pg/ml Protaminsulfat durchgefiihrt. Nach einer 24stiindigen
Inkubation wurden die Zellen in jeweils doppelten Ansétzen in Methylcellulosemedium mit
und ohne G418 ausgesat. Nach 14 Tagen wurden die Kolonien ausgezéahlt. Das
Ergebnis ist in Tabelle 8 dargestellt.

Die Auswertung zeigt, daBB sich selbst bei dem Ansatz auf den Schalen mit G418
Kolonien gebildet hatten, dem kein Virus zugesetzt wurde. Die Ursache bestand in der zu
geringen Konzentration an G418, so daB dieser Wert als Hintergrundwert zu
bertcksichtigen war und alle anderen Effizienzen um diesen Wert vermindert werden
muBten. Rechnet man diese 10,2 % von der Prozentzahl fir die mit Protaminsulfat
infizierten Effizienz ab, so ist der Wert vergleichbar mit dem, der in Abschnitt 3.4.3.2
beschrieben wurde. Wurde die Infektion auf mit Retronectin beschichteten Platten
durchgefihrt, so war schon in der geringen Konzentration von 9,6 ug/ml eine Steigerung
der Transduktionseffizienz auf tGber 20 % erkennbar. Die Effizienz lie3 sich durch eine
Erhdhung der Retronectin-Konzentration noch bis auf ca. 35 % steigern, was bereits Gber
dem Prozentsatz der Kokultur mit Verpackungszellen lag.

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und um auszutesten, ob sich die Transduktions-
effizienz bei weiterer Konzentrationserhéhung des Retronectins noch weiter steigern lief3,
wurde der Versuch mit den gleichen Anfangsbedingungen wiederholt, d. h., Zellen vom
gleichen Spender wurden unter den gleichen Bedingungen vorstimuliert. Jedoch wurden
die Platten diesmal mit 50 und mit 96 pug/ml Retronectin beschichtet. Es wurden auch die
gleichen Kontrollen wie in dem vorangegangenen Experiment durchgefiihrt. Die Konzen-
tration des G418 wurde von 600 pug/m auf 800 ug/ml erhdéht, um auszuschlieBen, dal3
sich aus nicht-infizierten Zellen unter Selektionsdruck Kolonien bilden konnten.
Tatséchlich bildeten sich in der Kontrolle ohne Virus unter G418-Selektion keine
Kolonien. Das Resultat der Auszahlung der gebildeten Kolonien ist in Tabelle 9
aufgelistet.
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Tabelle 9: EinfluB der Konzentration von Retronectin auf die Transduktioneffizienz

- G418 + G418 (800 pg/ml)

BFU-E CFU-GM BFU-E CFU-GM Effizienz
5 pg/ml 2 2 0 0
Protamins. 1 1 0 1

1,5 1,5 0 0,5 17 %
50 pg/ml 4 58 11 15
Retronectin 43 46 21 18

42 52 16 16,5 35 %
50 pg/ml
Retronectin

6 6,5 3 2 40 %
96 ug/ml 44 37 8 7
Retronectin 21 31 26 41

32,5 34 17 24 62 %

Diese Tabelle stellt eine Erweiterung des in Tabelle 8 dargestellten Experiments dar. Die Kolonien wurden hier aller-
dings nur nach BFU-E und CFU-GM unterschieden. Die Selektion wurde hier mit 800 pg/ml G418 durchgefihrt, so daB
sich im Kontrollansatz unter Selektion mit G418 ohne Virus keine Kolonien bildeten.

Ein Vergleich dieses Experimentes mit dem vorangegangenen zeigte ein ahnliches Er-
gebnis flir den Ansatz mit Protaminsulfat und die beiden Ansatze mit 50 pg/ml
Retronectin. Eine Erhdhung der Retronectinkonzentration auf die vom Hersteller als
Maximum empfohlene Konzentration von 96 pg/ml ergab eine weitere Steigerung der
Transduktionseffizienz auf mehr als 60 %.

Es handelt sich bei diesem Verfahren um eine sehr einfache und effektive Methode,
retroviralen Gentransfer wirkungsvoller zu machen. Dieser Methode ist, will man einen
Gentransfer in CD34"-Zellen durchflihren, gegentiber allen anderen bisher angewandten
Methoden den Vorzug zu geben.
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3.4.4 Transduktion von CD34"-Zellen von PNH-Patienten

Alle bisher gewonnenen Erkenntnisse sollten in diesem Abschnitt zusammengenommen
werden, um so zeigen zu kénnen, daB es mdglich ist, einen effektiven Gentransfer in
CD34'CD59-Zellen von PNH-Patienten durchzuflihren. Nach Transduktion sollten diese
Progenitorzellen  GPl-verankerte  Oberflachenmolekiile auf der Zelloberflache

exprimieren.

3.4.4.1 Infektion von CD34'CD59-Zellen eines PNH-Patienten durch Kokultur mit
Produzentenzellen

Ein Experiment bestand darin, zu zeigen, dal3 solch ein Gentransfer mit eben dieser Wir-
kung moglich ist. Zu diesem Zweck wurden CD34°CD59-Zellen eines PNH-Patienten mit
dem 'CD34 Multisort Kit' angereichert, fur drei Tage mit SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L vorsti-
muliert und fir 24 Std. mit PA317LPSN kokultiviert. Ein Teil der Zellen wurde in jeweils
doppelten Ansatzen in Methylcellulosemedium +/- G418 ausgesat. Die Ubrigen Zellen
wurden einen weiteren Tag in Stammzellmedium inkubiert, dann mit einem Antikérper ge-
gen CD59 inkubiert und im FACS gemessen. Die Auszéhlung der Kolonien nach zwei
Wochen ergab drei Kolonien auf beiden Platten ohne G418 und eine Kolonie auf den bei-
den Platten mit G418, was zwar einer berechneten Effizienz von 33 % entsprach, jedoch
aufgrund der statistischen Basis von insgesamt vier Kolonien wertlos war. Die FACS-Ana-
lyse zeigte parallel ein anderes Ergebnis (Abbildung 29).

Urspringlich wurden die Zellen mit einem Anteil CD59-Zellen von 85 % in den Versuch
eingesetzt. Nach der Infektion war nur noch ein Anteil von 71 % CD59-Zellen vorhanden,
so daBB 16 % der CD59-Zellen transduziert waren und das GPIl-verankerte CD59 auf der
Zelloberflache reexprimierten.

Dieses Experiment hat gezeigt, daB man GPI-defiziente h&matopoetische
Progenitorzellen von PNH-Patienten transduzieren kann, so dal3 diese GPI-verankerte
Oberflachenproteine reexprimieren.



Ergebnisse 105

Abbildung 29: Infektion CD34°CD59-Zellen eines PNH-Patienten durch Kokultur
Dieses Histogramm zeigt CD34°CD59-Zellen nach Kokultur mit PA317LPSN. Die Zellen wurden mit einem CD59 mAk
inkubiert. Die Markierung zeigt die CD59"-Zellen (29 %).

3.4.4.2 Transduktion CD34°'CD59 -Zellen eines PNH-Patienten nach dem
Retronectin-Protokoll

Das vorher beschriebene Experiment hat gezeigt, daB ein PIG-A Gentransfer In GPI-defi-
ziente Zellen von PNH-Patienten generell méglich ist. Das folgende Experiment sollte zei-
gen, daBB dieser Gentransfer unter Anwendung der optimierten Bedingungen auch
effektiv ist.

Hierzu wurden Knochenmarkzellen eines PNH-Patienten mit dem 'CD34 Multisort Kit' auf-
gereinigt. Die CD34"CD59-Zellen wurden dann in Stromamedium mit SCF, IL-3, IL-6 und
FIt3-L fUr drei Tage vorstimuliert und ein Teil der Zellen dann mit CD55 mAk und CD59
mAk inkubiert. Die lbrigen Zellen wurden abzentrifugiert, in filtriertem Uberstand von
PG13SNIP resuspendiert, in eine mit 96 pg/ml Retronectin beschichtete Vertiefung einer
Zellkulturplatte gegeben und fir 24 Std. inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifu-
giert und einen Tag in Stromamedium mit SCF, IL-3, IL-6 und FIt3-L weiter inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieBend mit CD55 mAk und CD59 mAk inkubiert und im FACS ge-
messen. Die Auswertungen der beiden FACS-Messungen sind in Abbildung 30 darge-
stellt.
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Abbildung 30: Infektion von CD34°CD59-Zellen eines PNH-Patienten nach dem Retronectin Protokoll
Die beiden Dot-Plots zeigen CD34°CD59-separierte Zellen vor (links; 7 % CD55°CD59") und nach Transduktion (rechts;
76 % CD55'CD59") mit PG13SNIP-Uberstand nach dem Retronectin-Protokoll.

Die Infektion erhéhte den Anteil CD59 und CD55 doppelt positiver Zellen von sieben auf
76 %. Diese Experiment hat bestatigt, daB es mdglich ist, den Phanotyp der GPI-defizien-
ten Zellen von PNH-Patienten durch retroviralen PIG-A Gentransfer sehr effizient zu kom-
plementieren, so daB nach Transduktion GPl-verankerte Oberflachenmolekiile reexpri-
miert wurden.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden retrovirale Vektoren entwickelt, die das P/G-A Gen und
ein selektionierbares Resistenzgen trugen. Die Funktionalitat der Vektoren wurde in einer
GPI-defizienten Jurkat-Linie Gberprift, deren Charakterisierung ebenfalls ein Teil dieses
Projektes war. Durch Transfektion der Vektoren in retrovirale Verpackungszellen wurden
rekombinante Retroviren gebildet, die in der Lage waren, humane Zellen zu infizieren und
eine stabile Expression der transduzierten Gene zu zeigen. In vitro Bedingungen fir die
Kultivierung hamatopoetischer Zellen wurden soweit optimiert, daB3 sie als Grundlage fir
einen retroviralen Gentransfer geeignet waren. Durch die Verwendung von
verschiedenen Protokollen wurden dann Gentransferexperimente in humane CD34"-
Zellen durchgefthrt. Das optimierte Protokoll fand dann Anwendung in der Transduktion
CD34"CD59-Zellen von einem PNH-Patienten. Die Zellen zeigten nach Transduktion die
Reexpression GPl-verankerter Oberflachenmolekiile.

4.1 Charakterisierung der Jurkat-Mutanten

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein System zu etablieren, das es mit verhaltnismaBig einfa-
chen Mitteln erlaubt, die Funktionalitat retroviraler Vektoren oder auch der rekombinanten
Retroviren zu Uberprifen. Diese Zellen muBten mehrere Bedingungen erfiillen: Zum
einen muBte es sich um humane Zellen handeln, zum anderen muften sie einen Defekt
im PIG-A Gen tragen, der eine GPI-Defizienz verursacht. AuBerdem muf3ten sie sich gut
in  Kultur halten lassen. Im Gegensatz zu Zellinien oder hamatopoetischen
Vorlauferzellen, die aus PNH-Patienten stammen, lassen sich Jurkat-Zellen einfach
kultivieren. Durch ihr autonomes Wachstum lassen sie sich beliebig vermehren und
stehen somit in unbegrenzter Zahl zur Verfigung. Marcel Deckert aus Nizza hat Jurkat
E.6-1-Zellen, also die am meisten verbreiteten Jurkat-Zellen, in vitro mutagenisiert und
anschlieBend auf die Abwesenheit des GPIl-verankerten CD59 selektioniert. Er hat auf
diese Art drei Klone gewonnen, die fur diese Arbeit zur Verfigung standen. Die Klone
zeigten auch eine reduzierte oder fehlende Expression anderer GPIl-verankerter Proteine.
Eine biochemische Analyse hatte gezeigt, daB ein Biosynthesedefekt des GPI-Ankers
bereits im ersten Reaktionsschritt vorlag (Nischan 1998). Von den seinerzeit drei
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bekannten Proteinen, zu dieser Zeit war das GPI/71 noch nicht kloniert, wurde nur das
Pig-a Protein von einem X-chromosomalen Gen kodiert. Es war daher wahrscheinlich,
daf die Klone den fur diese Arbeit gewiinschten Defekt im PIG-A Gen trugen.

Durch RT-PCR lieBen sich aus allen drei Klonen die kodierenden Bereiche der PIG-A
mRNA amplifizieren. Die Amplifikate hatten normale GréBen (Abbildung 7) und die Ubli-
chen Verteilungsmuster der alternativ gesplei3ten Varianten (Yu et al. 1994). Die Klonie-
rung der jeweils lAngsten Amplifikate und deren anschlieBende Sequenzierung zeigte fur
den Klon 1, dem Klon mit der verminderten Expression GPIl-verankerter Oberflachenmo-
leklle, keine Veranderung der Nukleinsduresequenz und daher auch keine Veranderun-
gen in der Aminosduresequenz. In den Klonen 2 und 7, beides GPIl-defiziente Klone,
konnte eine Missense-Mutation (Gly48Asp) identifiziert werden. Darlber hinaus zeigte die
Sequenz von Klon 7 bei der ersten Sequenzierung noch eine Einzelbasendeletion, die zu
einer Leserasterverschiebung und einem verfriihten Translationsstop flhrte. Eine weitere
Amplifizierung Uber RT-PCR und die nachfolgende Klonierung und Sequenzierung
bestatigte die Einzelbasendeletion nicht, was durch eine Amplifikation des entsprechen-

den genomischen Bereiches und dessen anschlieBende Sequenzierung verifiziert wurde.

Diese Ergebnisse zeigten, daf3 die verminderte Expression des Klons 1 nicht auf einen
Defekt im PIG-A Gen zurtckzufihren war. Die Ursache fir die verminderte Expression
kénnte einerseits in einer veranderten Regulation des PIG-A Gens liegen oder durch eine
Mutation eines anderen an der GPI Biosynthese beteiligten Gens begriindet sein. Eine
Transfektion mit dem Vektor pL-PIGA-SN zeigte keine erhéhte Expression GPI-veranker-
ter Oberflachenproteine, so dal3 aus diesen Experimenten der SchluBB3 gezogen werden
konnte, daB die Ursache flr die verminderte Expression GPI-verankerter Oberflachenmo-
lekile in diesem Klon nicht in Zusammenhang mit der Funktion des PIG-A Gens steht.
Die Klone 2 und 7 trugen die gleiche Mutation, sind also offenbar bei der in vitro Mutage-
nisierung aus der gleichen mutierten Zelle hervorgegangen. Dal es sich trotzdem um
zwei verschiedene Klone handelte, ist in Abbildung 11 zu sehen. Der Klon 7 hatte eine
Anomalie in der CD3-Expression, die sich in allen bisher durchgeflihrten FACS-Analysen
bestatigen lie3. Klon 2 dagegen zeigte eine normale Expression des CD3. Es stellte sich
die Frage, ob ein Einzelbasenaustausch, selbst wenn eine geladene Aminosaure an die
Stelle einer ungeladenen tritt, tatséchlich als Ursache fur den GPI-Biosynthesedefekt
betrachtet werden konnte. Aus diesem Grund wurden auch diese Zellen mit dem Ex-
pressionsvektor pL-PIGA-SN transfiziert. Die Transfektion resultierte, zumindest teilweise,
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in einer Komplementation des Verankerungsdefektes. Damit sind mehrere der Kriterien
erfillt, die gegeben sein sollten, um einer Mutation einen Phanotyp zuzuschreiben
(Cotton and Scriver 1998). Dadurch wurde klar gezeigt, daB die GPI-Defizienz in den

Klonen 2 und 7 auf den Aminosdureaustausch zurlickzufiihren ist.

Die Phanotypisierung der Zellen zeigte auBBer der bereits erwédhnten CD3-Anomalie keine
Besonderheiten, die auf irgendwelche Defekte der Zellen durch die in vitro Mutagenisie-

rung hindeuteten.

Durch einen Vortrag von Robert A. Brodsky (ASH-Annual meeting, Orlando 1996) wurde
die Frage aufgeworfen, ob GPI-Defizienz einen generellen Schutz vor Apoptose darstellt
und ob darin der relative Wachstumsvorteil der GPI-defizienten Zellen bei PNH-Patienten
zu suchen sei. Ware das der tatsachliche Mechanismus, hatte das Konzept dieser Arbeit
Uberdacht werden mussen. Darliber hinaus wéare es denkbar, daf3, sollte so ein genereller
Mechanismus vorliegen, dieser Mechanismus einen EinfluB auf die hier beschriebenen
Experimente haben wirde. Die Messung von Apoptose nach Serumentzug (Tabelle 2,
Abbildung 12) oder Induktion durch Camptothecin (Abbildung 13, Abbildung 14) zeigte
keine Unterschiede fiir GPI-positive oder GPI-negative Jurkat-Zellen. Aus diesen Experi-
menten konnte der Schluf3 gezogen werden, da3 GPI-Defizienz keinen generellen Schutz
vor Apoptose bietet, sondern daB dieser Schutz auf bestimmte Zelltypen beschrankt ist
und stark von dem experimentellen Aufbau abhangt.

Die hier charakterisierten Jurkat-Klone 2 und 7 tragen einen durch eine Mutation im
PIG-A Gen bedingten Defekt der GPI-Synthese und sind somit defizient in der Expres-
sion der GPl-verankerten Oberflachenmolekiile CD48, CD55 und CD59. Dieser Defekt
lant sich durch eine Transfektion mit dem Wildtyp PIG-A komplementieren, so dal3 diese
Zellinie geeignet ist, als "PNH-Modellzelle" fir den retroviralen PIG-A Gentransfer zu

dienen.

4.2 Die retroviralen Vektoren und Verpackungszellen

Zwei entscheidende Parameter fur die Durchflhrung eines effizienten retroviralen Gen-
transfers sind die effektive Infektion und Transkription der eingebrachten Gene. Die effek-
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tive Infektion hangt zum einen vom Typ und Zustand der Zielzelle ab, zum anderen aber
auch von der Zahl der infektiésen viralen Partikel und von der Interaktion der
Virusproteine mit bestimmten als Rezeptor dienenden Molekilen auf der Zielzelle. Die
Zahl der infektiésen Viruspartikel hangt einerseits davon ab, wie gut ein Vektor in ein
Virus verpackt wird, andererseits ist es wichtig, eine leistungsféhige Verpackungszelle zu
haben, die in der Lage ist, die Vektoren zu verpacken. Die Interaktion zwischen den
Virusproteinen und den zelluldren Virusrezeptoren wird ebenfalls durch die Wahl der
Verpackungszellen bestimmt, die dem Virus eine charakteristische Hulle geben.

Ecotrope Verpackungszellen, wie die hier verwendete GP+E86, beschréanken den Wirts-
bereich der Viren auf Nagerzellen. Amphotrope Verpackungszellen wie PA317 und
GP+envAm12 generieren Viren mit einem veranderten Oberflachenprotein, so dal3 das
Wirtsspektrum auch humane Zellen umfaBt. Viren, die von pseudotypisierten Ver-
packungszellen wie PG13 hergestelt wurden, tragen das Oberflachenprotein des
Gibbonaffenleukédmievirus (GALV). Dadurch bekommen die Viren eine veranderte
Wirtsspezifitat, die eine Infektion humaner, aber keine Infektion muriner Zellen erlaubt.
Bei der Infektion humaner Zellen ist zu bericksichtigen, daB amphotope und GALV-
pseudotypisierte Retroviren unterschiedliche zellulare Proteine als Rezeptoren benutzen
(Kavanaugh et al. 1994), die auf verschiedenen Zelltypen unterschiedlich verteilt sein
kénnen (Bregni et al. 1998, Yam et al. 1998).

Mittlerweile gibt es in der Vektorkonstruktion eine Vielzahl verschiedener Varianten. In der
Regel besteht solch ein Vektor aus den beiden flankierenden LTR-Regionen, einer
5'-Leader Sequenz, die auch das Verpackungssignal tragt, und den einklonierten Genen.
Bei diesen handelt es sich meistens um ein selektionierbares Markergen, Ublicherweise
ein Resistenzgen wie das Neomycin-phosphotransferasegen oder das Multi-drug-
resistance Gen, und das gene-of-interest, in diesem Fall PIG-A. Die Transkription eines
dieser Gene kann unter der Kontrolle des LTR-Promotors stehen, die des anderen bené-
tigt einen zusétzlichen heterologen Promotor. Befinden sich aber zwei Promotoren in un-
mittelbarer Nahe zueinander, kénnen sie sich gegenseitig derart beeinflussen, dal3 ein
negativer Effekt auf die Expression eines oder beider Gene ausgelibt werden kann.
Diese Strategie wurde bei den Vektoren pL-PIGA-SN und pSFB1mBPIG verwendet. Zwei
Méglichkeiten, solche Promotorinterferenzen zu umgehen, wurden bei den hier
verwendeten Vektoren berilcksichtigt. Bei bicistronischen Vektoren, wie den hier
verwendeten pLPIN, pSNIP, pSFB1mMEPIG und pSFB1mIPIG, werden beide Gene als
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eine Einheit transkribiert. Zwischen beiden Genen befindet sich aber zusétzlich noch die
Sequenz einer internen Ribosomenbindungsstelle (IRES), so daB von dem einen
Transkript zwei Proteine translatiert werden kénnen. Die andere Strategie zur Umgehung
von Promotorinterferenzen ist in dem Vektor pSFB1mSPIG zur Anwendung gekommen.
Hier werden auch beide Gene als ein Transkript abgelesen. Durch die Verwendung des
SpleiBapparates der Wirtszelle wird das Transkript alternativ gesplei3t, und so wird mal
das eine, mal das andere Gen translatiert. Ob und wie gut Gene tatsachlich exprimiert
werden, héngt sehr stark von dem Konstrukt ab und ist nicht vorhersagbar.
Genausowenig ist es mdglich, mit Gewissheit zu sagen, wie gut die Sequenzen in die
Viruspartikel verpackt werden, d. h., welchen Titer die VirusUberstande haben wurden.
Aufgrund dieser mangelhaften Vorhersagbarkeit wurden Uberhaupt so viele verschiedene
Konstrukte eingesetzt. Eine Uberpriifung der Expression des PIG-A Gens durch
Transfektion der Vektorplasmide in die GPI-defizienten Jurkat-Zellen resultierte bei allen
Zellen in einer Reexpression GPI-verankerter Oberflachenmolekile. Als nachstes stellten
sich die Fragen, wie gut die verschiedenen Konstrukte verpackt wirden, d. h. , wie hoch
die Titer und wie gut ist die Expression der Gene nach Transduktion sein wirden. Bei den
Vektoren mit MDR1 lieBen sich nie meBbare Virustiter erzielen. Dies war wahrscheinlich
auf eine nicht ausreichende Expression des MDR1 Gens zurlickzuflhren. Die Vektoren
mit dem Neo-Resistenzgen lieBen sich alle in virale Partikel verpacken und zeigten nach
Transduktion in die GPI-defizienten Jurkat-Zellen sowohl eine Resistenz gegentiber G418
als auch die Reexpression GPl-verankerter Oberflachenmolekile. Die gemessenen
Virustiter der verschiedenen Produzentenlinien lagen etwa bei 1 - 2 x 10° cfu/ml. Nur bei
Verwendung des Vektors LPIN lag der Titer mit 1 -5 x 10* cfu/ml deutlich darunter, so
daB3 dieser Vektor bei der spateren Transduktion hamatopoetischer Progenitoren nicht
zur Verwendung kam. Der Hauptkritikpunkt gegen die Verwendung der Standard-M-MLV
abgleiteten Vektoren wie dem Vektor LXSN, Grundgerist fir die Klonierung von
L-PIGA-SN, besteht darin, da3 die Expression durch Methylierung abgeschaltet werden
kann und der Vektor so flr eine Langzeitexpression ungeeignet ist. Aus diesem Grund
wurden mit L-PIGA-SN transduzierte Jurkat 7-Zellen nach einer anfanglichen Se-
lektionsphase, nach der alle Zellen GPI-positiv waren, fur die Dauer eines halben Jahres
ohne Selektionsdruck durch G418 weiterkultiviert. Es zeigte sich kein Rickgang der Zahl
der GPI-positiven Zellen. Damit wurde gezeigt, daB dieser Vektor eine stabile Expression
in humanen Zellen gewéhrleistet. Der Vektor pSNIP tragt diese methylierungssensitiven
Stellen, die bisher in Zusammenhang mit einer Abschaltung der Genexpression in Zu-
sammenhang gebracht wurden (Challita and Kohn 1994), nicht (Baum et al. 1995).
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Mit den beiden Vektoren SNIP und L-PIGA-SN sind zwei Vektoren charakterisiert, die
eine gute und dauerhafte Expression zeigen und von den Produzentenzellen in

ausreichenden Titern gebildet werden.

Die beiden amphotropen Verpackungslinien PA317 und GP+envAm12 zeigten in den
durchgefiihrten Experimenten gute Titer und auch eine gute Infektion der CD34-Zellen.
Beide wurden jedoch nur eine begrenzte Zeit verwendet. Die PA317-Zellen als Ver-
packungszellen der sog. zweiten Generation bilden ab und zu infektibse Helferviren
(Bosselman et al. 1987) und sind somit als nicht so sicher einzustufen wie die
GP+envAm12- und die PG13-Zellen, beides Zellen der sog. dritten Generation. Diese
Zellen gelten als sicher bezlglich des Auftretens von Helferviren, und eine solche Entste-
hung von Helferviren wurde bisher auch noch nicht berichtet (Ginzburg and Salmons
1997). Die PA317-Zellen zeigten in den hier beschriebenen Experimenten keine Vorteile
gegenlber den anderen beiden, so dafB keine Notwendigkeit bestand, sie weiterzuver-
wenden. Die GP+envAm12 lieBen sich sehr schlecht kultivieren. Auch bei bester Pflege
kam es nach einer gewissen Kulturzeit zum Absterben aller Zellen in den Zellkulturen, so
daB die Produzentenlinien immer wieder von neuem aufgetaut oder angelegt werden
muBten. Darliber hinaus zeigten sie keine besseren Titer und Transduktionseffizienzen
als die PG13-Zellen, womit auf die Verwendung dieser Zellen gut verzichtet werden
konnte. AuBerdem sind amphotrope Verpackungszellen nicht sehr gut geeignet fir die
Infektion der sehr primitiven hamatopoetischen Vorlduferzellen, da diese den fir die
amphotropen Viren wichtigen Pit-2 Rezeptor nicht exprimieren (Kiem et al. 1997,
Sabatino et al. 1997, Sinclair et al. 1997).

4.3 Die in vitro Kultur hamatopoetischer Zellen

Die Stimulation angereicherter CD34"-Zellen mit verschiedenen Wachstumsfaktoren
diente dazu, diese Zellen zur Proliferation zu bringen, ohne dafB3 sie ausdifferenzieren. Zu
Beginn der Arbeit war bekannt, daB verschiedene Zytokine einen EinfluB auf die
Proliferation und Differenzierung hdmatopoetischer Zellen haben. Es war klar, daB dieses
Ziel nur zu erreichen war, wenn verschiedene Faktoren miteinander kombiniert wurden.
Sicher war, daB SCF auf jeden Fall zu den essentiellen Faktoren gehért. Weitere
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Zytokine, die sehr wahrscheinlich wichtig fur in vitro Kultivierung der Zellen waren, sind
IL-3, IL-6 und GM-CSF. Spater wurde die Liste der Stoffe, die fir die in vitro Kultivierung
von Progenitorzellen diskutiert wurden, um FIt3-L, G-CSF, Epo, IL-7, IL-11, IL-12, Tpo,
Leukemia inhibitory factor (LIF), anti-TNF-alpha, basic Fibroblast growth factor (oFGF),
Anti-IFN-gamma und SDF1-alpha (Emerson 1996) erweitert. Es war auch klar, dai
andere Zellen des Knochenmarks einen EinfluB auf die Kultivierung der
hamatopoetischen Zellen hatten. Allgemein wurde beschrieben, daf3 die Kokultivierung
h&matopoetischer Zellen mit Stromazellen, die die Gesamtheit der adharenten Zellen aus
einem Knochenmarkaspirat darstellen, die besten Ergebnisse bezlglich der Expansion
von Vorlauferzellen zeigte. Im Laufe der Zeit wurden bestimmte Teilpopulationen der
Stromazellen beschrieben, die fir die Kultivierung der hdmatopoetischen Zellen wichtig
sein kénnen (Wineman et al. 1996). Es wurde auch beschrieben, dal3 Osteoblasten und
murine Stromazellinien diesen Effekt ausiben (Taichmann et al. 1996, Thiemann et al.
1998). Bei der Vielzahl an mdglichen Stimulationsmdéglichkeiten ergab sich die
Notwendigkeit, nur einen Teil der Stoffe in verschiedenen Kombinationen gegeneinander
zu testen. Die Vorlauferzellen sollten nur insoweit stimuliert werden, als daB ein
effizienter retroviraler Gentransfer ermdglicht wurde. Als MaB fur eine solche Stimulation
wurde die Zahl der koloniebildenden Zellen, manchmal auch in Kombination mit der Zahl
CD34"-Zellen, genommen.

Ein direkter Vergleich zwischen verschiedenen Experimenten war bei diesen Versuchen
nur bedingt méglich, da die tatsachliche Zahl der koloniebildenden Zellen in den verschie-
denen Experimenten sehr unterschiedlich sein konnte. Diese Zahl war abhangig vom
Spender, der Frische der verwendeten Wachstumsfaktoren und vor allem abhangig vom
verwendeten Methylcellulosemedium.

Es wurde gefunden, daB die Kombination von SCF (10 ng/ml), IL-3 (100 ng/ml), IL-6
(100 ng/ml) und FIt3-L (100ng/ml) die besten Ergebnisse bezlglich der Vermehrung kolo-
niebildender und CD34"- Zellen zeigte. Eine Erhohung der verwendeten Konzentrationen
brachte keine nennenswerten Fortschritte, und die Kokultivierung mit Stromazellen war
durch die Verwendung von FIt3-L nicht mehr nétig. Auch die Inkubation mit GM-CSF
bewirkte in diesen Experimenten die Zunahme koloniebildender Zellen, aber GM-CSF
wirkte auf die Proliferation aller Zellen, nicht nur der klonogenen Zellen, was im
Zusammenhang mit der retroviralen Transduktion eher unerwlnscht war. Die

Verwendung zuséatzlicher Faktoren bewirkte keine vermehrte Expansion der
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koloniebildenden Zellen. Allerdings wurde beschrieben, daB Tpo auf die Erhaltung der
primitiven Zellen in in vitro Kulturen wirkt (Borge et al. 1997).

Durch diese Experimente wurde eine 4-Faktor-Kombination gefunden, mit der es mdglich
ist, hdmatopoetische Vorlauferzellen von gesunden Spendern und von PNH-Patienten
effektiv in vitro zu stimulieren. Es wurde auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, dai
diese Kombination von Faktoren fir die Expansion und Infektion von Progenitorzellen ge-
eignet ist (Conneally et al. 1998, Dao et al. 1997a, Shah et al. 1996).

4.4 Retrovirale Transduktion CD34*-Zellen

Die Transduktion der CD34-angereicherten Zellen wurde zuerst an Progenitoren des peri-
pheren Blutes und des Knochenmarks etabliert. Erst im zweiten Schritt wurden die
CD34°CD59-Zellen von PNH-Patienten transduziert. Zu Beginn der Arbeit wurden zwei
Verfahren standardmaBig verwendet. Das eine Verfahren bestand darin, Zellen in einem
geeigneten Medium mit Wachstumsfaktoren zu inkubieren und zu diesen Zellen zellfrei
gefilterten virushaltigen Uberstand von retroviralen Produzentenzellen zu geben. Zur Re-
duktion der elektrostatischen AbstoBung der Membranen von Virus und Zelle wurden Po-
lykationen wie Polybrene oder Protaminsulfat in den Ansatz gegeben. Das andere
Verfahren wurde &hnlich durchgefihrt, mit dem Unterschied, daB die hdmatopoetischen
Zellen mit Stromazellen kokultiviert wurden. Auf die Zugabe von Polykationen wurde in
diesem Protokoll verzichtet. Einige Protokolle beschrieben auch die Infektion in Kokultur
mit murinen Stromazellinien oder auch in direkter Kokultur mit bestrahlten
Produzentenzellen. Die erreichten Effizienzen reichten in den meisten Veréffentlichungen
von 15 - 30 % fiir das Protokoll mit gefiltertem Uberstand und von 20 - 50 % fir die
Kokulturprotokolle (Conneally et al. 1998, Eckert et al. 1996, Flasshove et al. 1995).

Die ersten Infektionsversuche dieser Arbeit wurden mit gefilterten Uberstéanden von Pro-
duzentenzellen durchgefiihrt. Zuerst befal3ten sie sich mit der Frage, welches Polykation
verwendet werden sollte. Die Transduktionseffizienzen der Ansatze mit Protaminsulfat
wichen kaum von denen der Ansatze mit Polybrene ab; Polybrene bewirkte sogar eine
geringfigig bessere Transduktionseffizienz (Cornetta and Anderson 1989). Von
Polybrene war bekannt, daB3 es jedoch eine zelltoxische Wirkung hat (Flasshove et al.
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1995). Da sich die Effizienz in der Transduktion nur unwesentlich von dem Ansatz mit
Protaminsulfat unterschied, wurde das Polybrene in den nachfolgenden Experimenten
nicht mehr verwendet. In Vorexperimenten zeigte sich, daB auch das Protaminsulfat
toxisch fur die Zellen war, wenn die Konzentration héher als 5 pg/ml war. Die erreichten
Effizienzen waren mit 15-20% im Bereich dessen, was auch von anderen
Arbeitsgruppen publiziert wurde (Dao et al. 1997b, Nimgaonkar et al. 1994); dennoch

waren die Effizienzen niedrig.

Bestrebungen anderer Arbeitsgruppen gingen dahin, die Virustiter zu erhéhen oder die
Viren stabiler zu machen. Eine Titererh6hung war am einfachsten durch Filtration oder
Zentrifugation zu erreichen. Die Zentrifugation konnte aus technischen Griinden in dieser
Arbeit nicht angewandt werden. Die Konzentrierung der viralen Partikel durch Filtration ist
nicht ganz unumstritten, weil mit diesem Verfahren zwar Viruspartikel angereichert (Paul
et al. 1993), die Transduktionsraten aber nicht erhéht werden (Forestell et al. 1995).
Diese Beobachtung konnte im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden.

Eine Infektion durch Kokultivierung mit Verpackungszellen zeigte eine deutlich erhdhte
Transduktionseffizienz im Vergleich zur Infektion mit Uberstanden (Porter et al. 1996).
Aufgrund der kaum zu vermeidenden Kontamination mit Verpackungszellen hatte dieses
Verfahren eher experimentellen Charakter und war von untergeordneter Relevanz.

Ein tatsachlicher Fortschritt in der Steigerung der Transduktionseffizienzen wurde erst
durch die Verwendung bestimmter Fibronectinfragmente, wie dem rekombinanten
CH-296 bzw. Retronectin, erreicht. Durch die gleichzeitige Bindung von Zelle und Virus
an das Fibronectinfragment werden diese in entsprechende rdumliche Nahe gebracht
und dadurch eine effiziente Infektion gewahrleistet (Hanenberg et al. 1996, Moritz et al.
1994, Williams et al. 1991). So konnten mit dieser Methode selbst die frihesten
Progenitorzellen, die Langzeit-repopulierenden Zellen, infiziert werden (Kiem et al. 1997,
van der Loo et al. 1998). Es wurde ebenfalls beschrieben, daB die Bindung
h&matopoetischer Zellen an Fibronectin die Vermehrung dieser Zellen bewirken kann
(Yokota et al. 1998). Die Anwendung dieses Protokolls erméglicht eine routinemaBige
Infektionsrate von 70 % in CD34"-Zellen (T. Moritz, pers. Inf.).

Die Anwendung dieses Verfahrens zeigte auch in dieser Arbeit Transduktionseffizienzen,
die reproduzierbar bei bis zu 70 % lagen. Dieses Protokoll war auch auf die Infektion GPI-
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defizienter CD34"-Zellen eines PNH-Patienten Ubertragbar. Die Zellen, die vor Infektion
eine, in Bezug auf CD55 und CD59, doppelt positive 7 % Population hatten, zeigten nach
der Transduktion mit PG13SNIP eine doppelt positive Population von 76 %.
Zusammenfassend kann gesagt werden, daf3 im Rahmen dieser Arbeit ein Protokoll ent-
wickelt wurde, welches es ermoglichte, GPI-defiziente hadmatopoetische Vorlauferzellen
effizient mit PIG-A zu transduzieren, so daf3 es bei einem GroBteil der Zellen zu einer Re-
expression GPl-verankerter Oberflachenmolekile kam.

4.5 Ausblick

4.5.1 Untersuchungen zur Pathogenese der PNH

Das hier entwickelte System ermdglicht den effizienten Transfer des PIG-A Gens in
h&matopoetische Zellen von PNH-Patienten. Dadurch ist es zum ersten Mal mdglich, den
tatséchlichen EinfluB der GPI-Defizienz in der Pathogenese der PNH weiter molekular zu
analysieren. Bisher ist immer noch strittig, ob vielleicht eine zweite Mutation
mitverantwortlich flr die Entstehung der PNH sein kann. Es wére naheliegend, zu
untersuchen, wie sich die Zellen in in vitro Assays, wie im colony-formation-assay oder im
LTCIC-assay nach Transduktion im Vergleich zu den nicht transduzierten verhalten. Doch
es wurde bereits gezeigt, daB dieser Versuchsansatz nicht geeignet ist, das Wachstum
GPl-positiver und GPI-negativer Zellen von PNH-Patienten zu vergleichen (Maciejewski et
al. 1997). Ein System, das fiir diese Studien adaptiert werden kdnnte, ist das
Xenotransplantationsmodell von lwamoto (lwamoto et al. 1996). In diesem System
zeigten die GPI-defizienten Vorlauferzellen einen Wachstumsvorteil im Vergleich zu den
GPI-positiven. Damit ist es bisher das einzige Modell, das den hamatopoetischen Zellen
von PNH-Patienten eine Umgebung bietet, die es erlaubt, das unterschiedliche
Wachstum der verschiedenen Zellpopulationen in der PNH zu studieren. In der Arbeit von
Iwamoto et al. wurden die Zellen in die SCID-hu-Maus transplantiert. Mittlerweile hat sich
aber ein anderes Mausmodell fir das Studium klonaler hdmatopoetischer Erkrankungen
durchgesetzt, die NOD/SCID-Maus (Cashman et al. 1997, Lapidot et al. 1997). Diese
Tiere zeigen nur eine schwache immunologische Aktivitdt, so daB es seltener zu
TransplantatabstoBungen kommt. Dadurch ist méglich, auch Langzeitbeobachtungen

durchzufihren.
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Diese Modell kann verwendet werden, um PIG-A transduzierte GPIl-defiziente
hamatopoetische Zellen von PNH-Patienten zu transplantieren. Es geht hierbei um die
Frage, wie sich die transduzierten im Vergleich zu den nicht-transduzierten Zellen in
ihrem Wachstum und in der Regeneration verhalten wirden. In diesem Modell ist es
sogar vorteilhaft, wenn die Transduktionseffizienz nicht bei 100 % liegt sondern sich
irgendwo in dem Bereich zwischen 30 und 70 % bewegt, so daB parallel zwei
Populationen existieren. Wiirde die humane Hamatopoese nach einer gewissen Zeit von
den GPI-defizienten Zellen dominiert, so ware dies ein klarer Hinweis, daf3 die GPI-
Defizienz den Zellen den Wachstumsvorteil verleiht. Existierten beide Zellpopulationen
nebeneinander, ware das ein Indiz dafir, da der Wachstumsvorteil und die fur die PNH
verantwortliche GPI-Defizienz zwei unabhéngige Prozesse sind, die bei einer PNH-
Erkrankung nur zufallig zusammentreffen. Wére dies der Fall, wirde das véllig neue
therapeutische Perspektiven erdffnen.

4.5.2 Gentherapie fur PNH

Eine Gentherapie fiir die PNH erscheint auf den allerersten Blick logisch, da eine Erkran-
kung vorliegt, die immer mit einem definierten genetischen Defekt in Zusammenhang
steht. Doch bereits der zweite Blick deckt die Schwierigkeiten auf, die mit einer solchen
Therapie verbunden sein kénnten. Ein Klon oder einige wenige Klone, die eine
erworbene Mutation tragen, setzen sich durch und dominieren die Hamatopoese. Damit
es soweit kommen kann, muf3 eine Mechanismus vorliegen, der diesen GPI-defizienten

Zellen einen Wachstumsvorteil, verglichen mit den GPI-positiven, verleiht.

Wirden nun die Transplantationsexperimente in die imundefizienten M&use ergeben,
daB der Wachstumsvorteil GPl-unabhangig wére, kdnnte man die PNH gentherapeutisch
behandeln, indem dem Patienten Knochenmark entnommen wirde. Dieses
Knochenmark wirde separiert, um die Stamm- und Vorlduferzellen anzureichern;
anschlieBend wirden sie mit retroviralen Vektoren, wie sie beispielsweise in dieser Arbeit
entwickelt wurden, transduziert und zurlck in den Patienten gegeben. Dadurch wirde der
Anteil GPI-defizienter Zellen in diesen Patienten drastisch reduziert und die Symptome

wirden sich im Erfolgsfall vermindern. Dies wirde zu einer Erhéhung der Lebensdauer
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und zu einer Verbesserung der Lebensqualitat dieser Patienten flihren. Des weiteren
kdnnte man solch ein Therapieprotokoll mehrmals wiederholen, so daf3 der Anteil der
GPI-defizienten Zellen weiter reduziert wirde.

Viel schwieriger ware die Situation, wenn die Xenotransplantationexperimente zeigen
wirden, dal3 der Wachstumsvorteil durch die GPI-Defizienz bedingt ist. Wollte man in
einem solchen Fall eine Gentherapie durchfihren, miBten die Vektoren erst
weiterentwickelt werden. Es waéaren zwei Vorgehensweisen mdoglich, um eine solche
Behandlungsstrategie durchzufihren. Eine Mdéglichkeit besteht darin, den PIG-A
transduzierten Zellen einen Wachstumsvorteil zu verschaffen. Man kénnte einen solchen
Wachstumsvorteil erreichen, wenn man an Stelle des Neo-Resistenzgens, das MDR1
Gen oder das Gen flr die Dihydrofolatreduktase (DHFR) in den Vektor einbaut. Es ware
mdglich, transduzierte Zellen durch Medikamente in vivo nachzuselektionieren. Eine
andere Mdoglichkeit bestliinde darin, das PIG-A Gen unter die Kontrolle von Promotoren
zu stellen, die nur in bestimmten Zelltypen oder Differenzierungsstufen aktiv sind. Der
Wachstumsvorteil besteht bei PNH-Patienten auf der Ebene der pluripotenten
héamatopoetischen Stammzellen. Die Verwendung eines Promotors, der in
undifferenzierten hdmatopoetischen Progenitorzellen noch nicht aktiv ist und erst bei der
Differenzierung zu Erythrocyten oder Megakaryozyten angeschaltet wird, wirde den
Vorlduferzellen ihren GPI-Defizienz bedingten Wachstumsvorteil belassen. Die
ausdifferenzierten Thrombozyten und Erythrozyten wéaren aber vor einer Komplement-
vermittelten Lyse geschutzt. Der Promotor des Gens des Transkriptionsfaktors GATA-1
ware ein moglicher Kandidat fur einen solchen regulierten Promotor. Dieser Faktor ist in
h&amotopoetischen Stammzellen nicht aktiv und wird erst in der Differenzierung zu

Erythrozyten, Megakaryozyten und Mastzellen aktiviert (Shivdasani and Orkin 1996).
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5 Abkurzungen

AA
7-AAD
abs.
Ac
Amp
APS
bp

BD
BFU-E
BSA
CD
CFC
CFU
cfu
CFU-E
CFU-G
CFU-GM
CFU-M
CIP
CsA
DAF
DEPC
DMEM
DMEM-VP
DNA
DTAF
E. coli
EDTA
EMCV
Epo
EtBr
FACS

Aplastische Anédmie

7-Amino-actinomycin D

absolut

Acetat

Ampicillin

Ammoniumpersulfat

Basenpaare

Becton Dickinson

Burst forming unit-erythroid

Bovine serum albumin (Rinderserum Albumin)
Cluster of differentiation

Colony forming cell (Koloniebildende Zelle)
Colony forming unit (Koloniebildende Einheit)
Colony forming unit (Einheit flr die Zahl retroviral transduzierter Zellen)
Colony forming unit-erythroid

Colony forming unit-granulocyte

Colony forming unit-Granulocyte-macrophagre
Colony forming unit-macrophage

Calf intestinal phosphatase

Cyclosporin A

Decay accelerating factor (CD55)
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco's modified Eagle's Medium

DMEM fir Verpackungszellen
Desoxyribonukleinsaure

Dichlorotriazinyl Amino Fluorescein
Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat
Encephalomyocarditisvirus

Erythropoetin

Ethidiumbromid

Fluorescence activated cell sorting (Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung)
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FITC
FMCF
FSC
G-CSF
GlIcNAc
GM-CSF
GPI
HBSS
HEPES
HRF

Fluoresceinisothiocyanat

Friend mink cell focus forming virus

Forward scatter (Vorwartsstreulicht)

Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor
N-Acetyl-glucosamin

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
Glycosylphosphatidylinositol

Hank's buffered salt solution
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure

Homologous restriction factor

Immunglobulin

Interleukin

Isopropylthiogalaktosid

Iscove's modified Dulbecco's medium

Internal ribosomal entry site (Interne Ribosomen Bindungsstelle)
Kilobasenpaare

Long-term culture initiating cell

Long terminal repeat (Lange terminale Wiederholungssequenz)
Magentic activated cell sorting (Magnetaktivierte Zellsortierung)
Monoklonaler Antikérper

Mannose

Multi cloning site (Multiple Klonierungsstelle)
Myelodysplastisches Syndrom

Murine embryonic stem cell virus (Murines embryonales Stammzellvirus)
Medizinische Hochschule Hannover

Membrane inhibitor of reactive lysis (CD59)

Moloney murine leukemia virus

Neomycin Phosphotransferasegen

Non obese diabetic

Optische Dichte (Bei Wellenlange lambda)
Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C

Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Phosphate buffered salt solution (Phosphat gepufferte Salzlésung)
Phycoerythrin

Phosphatidylinositol
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PIPLC Phosphatidylinositol spezifische Phospholipase C

PNH Paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie

Pos. Position

RNA Ribonukleinséure

RT Reverse Transkriptase

SAP Shrimp alkaline phosphatase

SCF Stem cell factor (Stammzellfaktor)

SCID Severe combined immunodeficiency (Schwerer kombinierter Immunde-
fekt)

SFFVp Spleen focus forming virus (polycythemic strain)

SSC Side scatter (Seitwartsstreulicht)

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Taq Thermophilus aquaticus

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

Tpo Thrombopoetin

u Unit (Einheit)

uv Ultraviolett

Upm. Umdrehungen/Min.

Vol. Volumen

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-glucoronid
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Clontech GmbH, Heidelberg, Deutschland

Corning Costar Deutschland, Bodenheim, Deutschland
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