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1.  Einleitung

1.1 Fibrotische Erkrankungen in Leber und Niere

Die Pathogenese fibrotischer Erkrankungen ist durch die Vermehrung von
Extrazellularmatrix, Vernarbungsvorgange durch Bindegewebevermehrung
sowie die morphologische und funktionelle Veranderung sowohl von parenchy-
malen als auch von mesenchymalen Zellen gekennzeichnet. Dieser
Umstrukturierungsprozess in der Gewebearchitektur des betroffenen Organs ist
als Reaktion auf eine chronische Organschadigung zu sehen und wird in
diversen Geweben beobachtet, darunter befinden sich zum Beispiel Niere,
Lunge und Leber [30, 31].

Als Grundlage flr die vorliegende Arbeit soll auf fibrotische Prozesse in Leber
und Niere eingegangen werden.

Im Falle der Leber steht atiologisch in den USA und Europa der Alkohol als
schadigende Noxe mit ca. 60 % im Vordergrund. Des weiteren sind chronische
Virushepatitiden vom Typ B, C und D in ca. 30 % als Ursache zu sehen sowie
andere Einflisse wie zum Beispiel Autoimmunerkrankungen, hepatotoxische
Medikamente und Chemikalien oder Stoffwechselerkrankungen wie der Morbus
Wilson [23]. Die Leberfibrose wird als Vorstufe der Leberzirrhose betrachtet, die
einen irreversiblen Organumbau mit fortschreitendem Funktionsverlust darstellt
[30]. Die Leberzirrhose hat in Europa und den USA eine Inzidenz von
250/100.000/Jahr und geht aufgrund von diversen gravierenden Komplikationen
mit einer schlechten Prognose einher [50].

Histopathologisch zeichnet sich die Leberfibrose insbesondere durch Veran-
derungen im Disse’schen Raum aus, der sich zwischen Hepatozyten und den
blutfhrenden Lebersinusoiden befindet (vgl. Abb. 1). Die Hepatozyten verlieren
ihre in den Disse’schen Raum hineinragenden Mikrovilli, die Fenestrierung des
Sinusoidendothels nimmt ab, und vor allem durchlaufen die im Disse-Raum
ansassigen hepatischen Sternzellen (auch Ito-Zellen, Lipo- oder Perizyten
genannt), die in der gesunden Leber etwa 80 % des menschlichen Vitamin-A-
Speichers darstellen, eine Transformation, die mit dem Verlust der Vitamin-A-
Speicherkapazitat, starker Proliferation und gesteigerter Produktion von
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Extrazellularmatrix in Form von Kollagen sowie auch diverser Wachstums-
faktoren und Zytokinen einhergeht (s. Abb. 1) [29].

Gesunde Leber Chronisch
geschiidigte Leber

Hepatozyten
ra LY
Disse-
Raum oy
ST L ., ey gl i
b e g c::--‘-i—l-]
Endothelzelle ¥ uplier-
H B :] “  Sinusoid m Telle —_—
s~ -
Charakteristika: Charakteristika:
-Ruhende HSC mit Vitamin A-Fetttroplchen -Vitamin A-Verlust und Prolhiferation der HSC
-Matrixarmer Dissé-Raum -Vermehrie Matrixdeposition (fibrillenreich)
-Fenestriertes Sinusoidendothel -Verlust der Sinusoidtenestration
-Mikrovillibesatz der Hepatozyten -Mikrovilliverlust der Hepatozyvten

Verénderungen des Leberaufbaus wéahrend der Leberfibrose, die vor allem den
Dissé'schen Raum betreffen: Aktivierung der HSC mit konsekutiver Verdnderung und
Verdichtung der Extrazellularmatrix. Aukerdem Verlust von sowohl der Fenestrierung
des Sinosoidendothels als auch des Mikrovillibesatzes der Hepatozyten.

Abb. 1:Histologische Verénderungen in der Leber im Verlauf der Fibroseentstehung
(aus: Friedman, S. L. [31])

Die aktivierten hepatischen Sternzellen (HSC) im Disse’schen Raum verandern
ihre Morphologie und wandeln sich in Myofibroblasten um. Myofibroblasten, die
Extrazellularmatrix synthetisieren kénnen, kommt in der Pathogenese der
Leberfibrose eine zentrale Bedeutung zu (vgl. Kapitel 1. 2 und 1. 3) [21, 31, 90,
105]. Zusammengenommen verursachen die genannten Verdnderungen eine
Behinderung des Stoffaustauschs zwischen Hepatozyten und Blut, was einen

progredienten Funktionsverlust der Leber zur Folge hat.

Betrachtet man die progressive Nephropathie, so zeigt sich, dass chronische
Nierenerkrankungen unabhangig von ihrem Ausléser beziehungsweise ihrer
Pathogenese in eine Schadigung der parenchymalen Zellen miinden, die mit
bindegewebigen Umbauvorgéngen, Narbenbildung und schlieBlich Insuffizienz
des Organs einhergehen [8, 92]. Bei verschiedenen Nierenerkrankungen, die
2



vor allem den Glomerulus betreffen, wie der diabetischen Glomerulosklerose
und diversen Glomerulonephritiden, konnte eine Transformation ortsstandiger
Zellen zu Myofibroblasten beobachtet werden. Im Rahmen glomerulérer Erkran-
kungen wurden die Mesangialzellen als diejenigen identifiziert, die sich, sei es
durch hamodynamische Druckbelastung bei Hypertonus, entzindliche Vor-
gange oder durch toxisch wirkende Stoffwechselprodukte wie Glucose beim
Diabetiker, zu myofibroblastischen Zellen umwandeln, proliferieren und
vermehrt Extrazellularmatrix sowie Wachstumsfaktoren bilden (s. Abb. 2) [48,
55, 72].

Basalmembran

Bowman-Kapselepithel

Abb. 2: Schematische Darstellung

R
fl “~~

A\ Endothel- T
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Glomerulus, der oben links den
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unten rechts myofibroblastisch um-

mesangiale

| RQ, Matrix gewandelte, aktivierte Mesangial-

Epithel mitY zellen mit Vermehrung und Ver-
FuBfort- \

satzen dichtung der Extrazellularmatrix

(aus: [13]).

Die Schlisselrolle des Auftretens myofibroblastischer Zellen im Rahmen
progressiver Nierenerkrankungen, die im Endstadium zu Nierenversagen
fihren, konnte sowohl in experimentellen Modellen als auch in Patienten-
kollektiven gezeigt werden [25, 97]. Klinisch geht die durch das Auftreten der
Myofibroblasten bedingte zunehmende Sklerosierung und Matrixanreicherung

mit fortschreitendem Funktionsverlust der Niere auf glomerularer Ebene einher.



1.2 Myofibroblasten und ihre Schlisselrolle im Rahmen
der Fibrogenese

Ortsstandige mesenchymale Zellen, die sich unter dem Einfluss chronischer
Schadigung zu myofibroblastischen Zellen umwandeln, nehmen eine Schllssel-
rolle in der Fibrogenese ein.

Myofibroblasten sind Zellen, die sowohl Eigenschaften von Fibroblasten als
auch von glatten Muskelzellen aufweisen [35, 44]. |hr Zytoskelett zeichnet sich
durch eine heterogene Intermediarfilamentstruktur aus, wobei Sappino et al.
vier Haupttypen (a)-(d) unterschieden haben, die folgende Strukturproteine
exprimieren: (a) Vimentin, (b) Vimentin und Desmin, (c) Vimentin und a-Smooth
Muscle Aktin (a-SMA) und (d) Vimentin, Desmin und a-SMA [103]. Die
Expression von Desmin unterscheidet Myofibroblasten von glatten Muskel-
zellen, mit denen sie die Expression von Vimentin und a-SMA gemeinsam
haben. Das a-SMA verleiht ihnen die Fahigkeit zur Kontraktilitat. Die Ahnlichkeit
mit Fibroblasten zeigt sich in der Eigenschaft, Extrazellularmatrix zu bilden [20,
90].

In der Charakterisierung von Myofibroblasten hat sich a-SMA als der am besten
geeignete Marker herausgestellt. Insbesondere da seine Expression die
LAktivierung“ der Zelle widerspiegelt - sofern es sich um mesenchymale Zellen
handelt, die zum Beispiel aufgrund einer Schadigung eine Transformation zum
myofibroblastischen Zelltyp durchmachen - ist er sehr nitzlich, um den Ablauf
der Fibrogenese zu untersuchen [19, 21, 29, 90, 98]. Es konnte gezeigt werden,
dass bestimmte Abschnitte des a-SMA-Promotors in der Lage sind,
Myofibroblasten gezielt anzusprechen [58, 59, 63]. Dies er6ffnet einen
therapeutisch nutzbaren Weg, Myofibroblasten genetisch zu manipulieren.

Myofibroblasten treten ebenfalls temporar im Rahmen der Wundheilung auf, wo
sie hauptverantwortlich flr die Kollagensynthese und Kontraktion der Wunde
sind. Nach Abschluss der Narbenbildung verschwinden sie oder gehen in eine
ruhende Form Uber, a-SMA ist nicht langer nachweisbar [19]. Anders verhélt es
sich bei chronischen Vernarbungsprozessen wie verschiedenen Fibroseerkran-
kungen. Hier sind Myofibroblasten dauerhaft nachweisbar und stellen zum
Beispiel bei fibrosierenden Lungen-, Nieren- und Lebererkrankungen die
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Hauptmatrixproduzenten dar [22, 35, 56, 61, 72, 90]. Wahrend in der normalen
Wundheilung Fibroblasten als Ursprungszellen der Myofibroblasten betrachtet
werden, konnten in den verschiedenen Organfibrosen - wie zum Beispiel in
Leber und Niere (s. 0.) - spezifische mesenchymale Zellen als Vorlauferzellen
identifiziert werden [30, 53, 56, 90, 99].

1.3 Die Transdifferenzierung von HSC wéahrend der
Leberfibrogenese

Der Mechanismus der “Aktivierung” oder Initiation dieser Transdifferenzierung
war und ist seit Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Am Beispiel der
Leberfibrose soll hier ndher darauf eingegangen werden.

Friedman hat fir die Transdifferenzierung der hepatischen Sternzelle (HSC) ein
zweistufiges Schema entwickelt. Hier beschreibt er die Phase der ,Initiation®, in
der die HSC ihren Phanotyp und Rezeptorstatus andert und dadurch
empfangsbereit fir Mediatoren, Wachstumsfaktoren und Zytokine wird, die in
der Phase der ,Perpetuation“ ihre Wirkung entfalten [29, 31]. Die Einteilung in
diese zwei Phasen erscheint etwas konstruiert, tragt aber zum Verstandnis der
komplexen Veranderungen im Laufe der myofibroblastischen Differenzierung
bei.

Als auslésender Mechanismus werden diverse parakrine und endokrine Stimuli
angesehen. So scheinen zum Beispiel hepatische Makrophagen (Kupffer-
Zellen) einen aktivierenden Effekt auf HSC zu haben und kénnen die Initiation
in Gang setzen [3, 32, 57]. Des Weiteren werden Effekte durch Entziindungs-
mediatoren wie Interleukine [29], PDGF und TGF-f (teils von den Makrophagen
sezerniert) [30, 39-41] sowie Einflisse von Hepatozyten [42], Lymphozyten und
Thrombozyten [4] fUr den Beginn der Transdifferenzierung verantwortlich
gemacht.

Die Initiation kennzeichnet sich im folgenden durch Zellproliferation bezieh-
ungsweise -vergréBerung, die Expression von a-SMA sowie die Induktion
verschiedener Zytokinrezeptoren. Darlber hinaus geht die Differenzierung mit
einer Reduktion der Lipidspeichertrépfchen sowie der friihzeitigen Veranderung



der Extrazellularmatrix durch Sekretion von Kollagenase IV einher (s. Abb. 3)

[31].

Quiescent Lipocyte

Smoath-
muscle

Cytokine
recaptors

Activated Lipocyte
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@ Cyiokines
(e.g.. PDGF)
N
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Abb. 3: Modell der Aktivierung von HSC zu Myofibroblasten (aus: Friedman, S. L. [31])

Im Rahmen der Perpetuation erlangen die aktivierten HSC vollends ihre
myofibroblastischen Eigenschaften. Funktionell werden sechs Ereignisse be-

ziehungsweise Eigenschaften beschrieben (s. Abb. 3):

. Proliferation
. Kontraktilitat

. Fibrogenese

. Zytokinfreisetzung

. Matrixproteasenfreisetzung/-aktivitat
. Retinoidverlust

Die genannten Veranderungen werden verschiedenen Mediatoren zugeschrie-
ben. Im Gegensatz zur Initiation, in der parakrine Einflisse die Hauptrolle
spielen, werden bei der Perpetuation auch autokrine Stimuli bedeutender [29].
Entscheidend flr die Fibrogenese in diesem Zusammenhang ist die Wirkung
des Mediators TGF- [5, 31, 43, 64, 73, 74], der initial von Nachbarzellen, im
Laufe der Transdifferenzierung aber auch von den aktivierten HSC selbst
sezerniert wird und den Mechanismus der Fibroseentwicklung unterhalt.



Es gibt bereits In vitro- und In vivo-Untersuchungen, die zeigen, dass die
Hemmung des TGF-3-Effekts auf aktivierte HSC die fibrogene Aktivitat deutlich
herabsetzt. Dies wurde beispielsweise durch die Gabe von Antikdérpern gegen
TGF-B [86], die Induktion eines loslichen TGF-B-Rezeptors Typ Il, der
sezerniertes TGF-B binden kann [18], oder durch Transduktion von Antisense-
RNA, welche komplementar zu Abschnitten des TGF-B-Rezeptors Typ | ist [1,

2], erreicht.

1.4 Strategien antifibrotischer Therapien durch genetische
Manipulation

Betrachtet man die Therapieoptionen, die zur Behandlung fibrotischer
Erkrankungen wie der Leberfibrose beziehungsweise —zirrhose zur Verfligung
stehen, muss man feststellen, dass keine davon ein antifibrotisches Konzept
darstellt, sondern sie sich entweder gegen die Noxe richten, die den Stimulus
fir die UberschieBenden Reparationsmechanismen bietet, die Reduktion der
Entziindungsreaktion zum Ziel haben oder Symptom-gerichtet sind [30, 31, 49,
79]. Dies ist eine erfolgreiche Strategie im Falle einer Fibrose, die
beispielsweise durch eine Schistosomeninfektion verursacht wurde. Hier kann
durch die Gabe von Antibiotika kausal therapiert werden. Handelt es sich
jedoch bei den zu Grunde liegenden Erkrankungen zum Beispiel um eine
chronische Hepatitis C-Infektion, eine autoimmun bedingte Hepatitis oder eine
progrediente Zirrhose in folge von Alkoholabusus, ist der chronisch schadi-
gende Faktor nicht oder schlecht kausal therapierbar und somit nicht
ausschaltbar.

Hier wird ein Therapiekonzept erforderlich, das in die Pathogenese der
Organfibrose eingreift.

Ein mdgliches Konzept, die Fibrogenese zu unterbinden beziehungsweise zu
modulieren stellt die Manipulation von Myofibroblasten dar.

Da sie Hauptmatrixproduzenten im Rahmen der Fibroseentstehung sind, sowie
durch Sekretion von inflammatorischen und fibrogenen Mediatoren erheblich
zur Aufrechterhaltung beziehungsweise Progredienz der Krankheitsentwicklung



beitragen (vgl. Kapitel 1. 2), sind sie ein geeigneter Angriffspunkt fir eine
antifibrotische Therapie.

Es stellt sich nun die Frage, auf welche Art myofibroblastisch aktivierte HSC am
besten genetisch ansprechbar sind.

Sie lassen sich nur unzureichend mittels Transfektion genetisch manipulieren,
was von Weiskirchen et al. 2000 in einer vergleichenden Studie am Beispiel von
myofibroblastischen primaren HSC aus der Ratte gezeigt wurde [118].
Hingegen sind sie mit Adenoviren leicht infizierbar, es kann eine 100%-ige
Infektionsrate erzielt werden [11, 70, 118]. Isono et al. fihrten Versuche mit
immortalisierten Zellen, so genannten Myofibroblasten-ahnlichen Zellen
(MFBY2) aus fibrotischen Rattenlebern, durch und konnten ebenfalls sehr gute
Infektionsraten erzielen [52]. Zum Einbringen genetischer Information hat sich
folglich der adenovirale Transfer bewahrt und wurde in der vorliegenden Arbeit

naher untersucht.

Zur genetischen Manipulation von Myofibroblasten bedienen sich neuere
Ansatze der Methode der RNA-Interferenz. RNA-Interferenz ist ein molekularer
Mechanismus eukaryonter Organismen, der dazu dient, die Genexpression zu
kontrollieren und das Genom durch Abbau fremder mRNA zu schitzen. Dies
geschieht mit Hilfe von small interfering RNA (siRNA), welche urspringlich in
Pflanzen- und Drosophilazellen synthetisiert wird.

SiRNAs sind 21-23 bp lange doppelstrangige RNA-Fragmente, deren Basen-
sequenz hochspezifisch komplementar zu einer bestimmten Ziel-mRNA ist.
Letztlich bindet die siRNA in einem Enzymkomplex an die komplementare Ziel-
MRNA und flhrt zu deren Degradation und Abbau (s. Abb. 4) [9, 46, 54, 65, 68,
85, 106, 124]. Auf diese Weise werden bestimmte Gene ausgeschaltet, man

spricht vom so genannten ,gene silencing®.

Ein antifibrotisches Therapiekonzept kdnnte also sein, die TGF-B-Wirkung, die
maBgeblich an der Fibroseentstehung beteiligt ist, in hepatischen Myofibro-
blasten zu hemmen, in dem man siRNA, die sich gegen den TGF-B3-Rezeptor

Typ | richtet, per adenoviralem Transfer in die Zellen bringt.
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Abb. 4: Posttranskriptionelles ,gene silencing” durch siRNA: siRNA bildet mit den Enzymen
Helikase und Nuklease einen Komplex, der ,RNA-Induced Silencing Complex* (RISC)
genannt wird (1). Die Helikase entwindet in diesem Komplex unter ATP-Verbrauch die
siRNA, so dass der Antisense-Strang (dunkelrot) an die Ziel-messenger-RNA (langer
hellroter Strang) binden kann (2). Die Nuklease des RIS-Komplexes bindet an die (Ziel-)
mRNA (3), welche dann rasch von anderen zellularen Nukleasen abgebaut wird (4).
(Nach [65])



2. Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Zelltyp-spezifisches virales Vektor-
system zu etablieren, das in der Lage sein wirde, gezielt Myofibroblasten
genetisch zu manipulieren, um in die Fibrogenese im Rahmen chronisch ent-
zindlicher Erkrankungen eingreifen zu kénnen.

Dafir sollte in einem ersten Schritt die Infektion myofibroblastischer Zellen mit
Hilfe universeller adenoviraler Vektoren etabliert werden.

Um Myofibroblasten spezifisch gentherapeutisch ansprechen zu kénnen, sollte
darUber hinaus der Promotor des myofibroblastischen Markergens a-Smooth
Muscle Aktin (a-SMA) eingesetzt und auf sein Regulationsvermégen gepruft
werden. In einem nachsten Schritt war es daher Aufgabe, die Promotorsequenz
in ein adenovirales Vektorsystem zu integrieren und die Zelltyp-spezifische
beziehungsweise zelldifferenzierungsabhéngige Regulation anhand eines
Reporters (GFP) abzulesen.

Nach der Etablierung eines Myofibroblasten-spezifischen viralen Vektorsystems
sollte ein antifibrotischer Therapieansatz, namlich die Hemmung fibrogener
Signale an hepatischen Myofibroblasten durch RNA-Interferenz, vorbereitet
werden. Ziel dieses Therapieansatzes ist es, den TGF-B-Signalweg durch
Repression des Alk5-Rezeptors zu hemmen. Hierflr sollte die entsprechende
siRNA, die sich gegen den Alk5-Rezeptor richtet, in einen weiteren
adenoviralen Vektor kloniert werden und erste Infektionsversuche mit immorta-
lisierten hepatischen Sternzellen (HSC) unternommen werden. Zur Evaluierung
der siRNA-Wirkung sollte nach Infektion der Alk5-Transkriptlevel bestimmt und

mit dem nicht infizierter Zellen verglichen werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Aligemeines

Die Chemikalien und Lésungen wurden, sofern nicht anders angegeben, von
den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma (Dreisendorf) in
Pro-Analysis-Qualitat bezogen. Pipettenspitzen und ReaktionsgefaBe stammten
von der Firma Biozym (Oldendorf). Die verwendeten 15 ml- und 50 ml-
Polypropylenréhrchen sowie auch die Petrischalen und Einwegpipetten fur die
Bakterien- beziehungsweise Zellkultur wurden von der Firma Becton-Dickinson
Laborware (Lincoln Park, NJ, USA) hergestellt.

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech
(Ebersberg) synthetisiert und Gber HPLC aufgereinigt.

Alle Gbrigen Plastikwaren lieferte die Firma Eppendorf (Hamburg).

Der Ansatz aller Lésungen erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, mit voll
entsalztem Wasser aus der Millipore-Q Plus Anlage (Millipore, Molsheim,
Frankreich). Losungen und Materialien wurden im Autoklaven bei 121°C und
1,2 bar in feuchter Hitze flir 20 Minuten autoklaviert. Glas- und Metallgerate
wurden vor der Verwendung finf Stunden im Trockenschrank bei 180°C

gebacken.

3.2 Klonierungsarbeiten

3.2.1 Bakterienkultur

Alle Bakterienarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Flaschenhalse und Drigalski-Spatel wurden abgeflammt, Impfésen ausgegliiht.
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3.2.1.1 Medien, Antibiotika, E. coli Stamme

LB-Medium:

SOB-Medium:

SOC-Medium:

Kulturmedium:

Agar-Platten:

1 % [w/v] Bacto-Trypton (Difco, Detroit, MI, USA)

0,5 % [w/v] Bacto-Hefeextrakt (Difco)

1 % [w/v] NaCl

1 mM NaOH, pH wird mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt

2 % [w/v] Bacto-Trypton

0,5 % [w/v] Bacto-Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgSOg4

SOB-Medium mit 20 mM Glucose
LB-Medium mit Antibiotikum
Kulturmedium mit 15 g/l Agar (Difco)

Antibiotika:

Stammlbsung Arbeitskonzentration
Ampicillin: 100 mg/ml in H,O 100 pg/ml
Kanamycin: 30 mg/ml in H2O 30 pg/ml
Chloramphenicol: 30 mg/ml in 80 % Ethanol 30 pg/ml

E. coli-Stamme (Invitrogen, Karlsruhe; Stratagene, La Jolla, USA):

DH5a: F ©80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17
(r’, mg") phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA

BJ5183: endA1 sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdR (Str');
(transformiert mit pAdEasy)
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3.2.1.2 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

2xTSS: 20 % [w/v] PEG 8000 (Sigma, Dreisendorf)
10 % [v/v] DMSO (Sigma) in LB-Medium
1xTSS: 50 % 2xTSS

50 % LB-Medium

Zunéachst wurden die E. coli-Zellen tber Nacht in 5 ml LB-Medium bei 37°C und
250 UpM (Bakterienschiittler, Braun) inkubiert. Je 250 ul dieser Ubernachtkultur
wurden in 25 ml LB-Medium Uberflihrt und wiederum bei 37°C und 250 UpM fir
2-4 Stunden bebriitet bis sie die logarithmische Wachstumsphase ODggo
zwischen 0,3 und 0,4 erreicht hatten. Nachdem die Zellen fiir 15 min bei 5000
UpM und 4°C pelletiert (Minifuge GL, Heraeus, Hanau) wurden, wurde das
Bakterienpellet in 1/10 des Volumens der Kultur (2,5 ml) 1xTSS gelést. Von
dieser Suspension wurden 100 pl-Aliquots in vorgeklhlte ReaktionsgefaBe
pipettiert und sofort bei -70°C eingefroren und gelagert.

3.2.1.3 Transformation

Far die Transformation wurden 10 pl eines Ligationsansatzes oder 100-2000 ng
Plasmid-DNA vorsichtig mit 150 ul aufgetauten kompetenten Zellen vermischt
und anschlieBend fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei
42°C flr exakt 1 Minute wurde den Zellen 450 pl SOC-Medium zugegeben und
der Ansatz fiir 1 Stunde bei 37°C in einen Schittler (Braun) bei 200 UpM
gegeben. SchlieBlich wurden 100 — 600 pl auf antibiotikumhaltige LB-Agar-
platten ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C bebrutet.

Eine erste Selektion der Transformanten erfolgte Uber die mit dem Plasmid
aufgenommene Antibiotikaresistenz. AnschlieBend wurden sie nach einer Mini-
Plasmid-Praparation (s. u.) weiter analysiert.
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3.2.1.4 Lagerung von Bakterienzellen

Far die dauerhafte Lagerung von Bakterien wurden Glycerinstdmme angelegt.
Hierfir wurden 800 pl einer Bakterienkultur mit 150 pl Glycerin vorsichtig in
einem Eppendorf-Gefall gemischt und sofort bei -70°C eingefroren.
Zur erneuten Anzichtung wurden 10 ul der Gefriersuspension in 5 ml Kultur-
medium gegeben und Uber Nacht bei 37°C und 200 UpM inkubiert.

3.2.2 Plasmidpraparation

3.2.2.1 Minipraparation

Pq-Puffer: 10 mM EDTA, pH 8,0; 50 mM TRIS-HCL; 100 pg/ml RNAse
Po-Puffer: 0,2 M NaOH; 1 % [w/v] SDS

Ps-Puffer: 3 M Kaliumacetat, pH 5,5

TE-Puffer: 10 mM TRIS, pH 8,0; 1 mM EDTA

Es wurde eine Bakterienkolonie in 3 ml mit Antibiotikum-versetztem LB-Medium
tber Nacht auf dem Bakterienschattler (Braun) bei 250 UpM und 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden 1,5 ml dieser Kultur in ein steriles GefaB Uberfuhrt und
bei 9000 UpM (Eppendorf-Tischzentrifuge 5417C) eine Minute lang zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und 150 pl P4-Puffer zur Resuspension
auf das Pellet gegeben und stark gevortext. Die Proben wurden dann auf Eis
gestellt. Weitere 150 pl Po-Puffer wurden zum Lysieren der Zellen und
Denaturieren der DNA zugefligt und vorsichtig gemischt. Es folgte nun eine
Inkubation auf Eis fir drei Minuten. In einem nachsten Schritt wurden 150 pl Ps-
Puffer, der die genomische DNA und Proteine prazipitieren lasst, zugegeben
und vorsichtig mit dem Inhalt gemischt. Es folgte wieder eine Inkubation auf Eis
far fanf Minuten. Um Zelltrimmer und Prazipitate zu eliminieren, wurden die
Proben flr finf Minuten bei 14000 UpM (Eppendorf-Tischzentrifuge 5417C)
abzentrifugiert. Der Uberstand, der die Plasmid-DNA enthielt, wurde in ein
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neues GefaB Uberfihrt und mit 1 ml auf -20°C gekihltem 100%-igem Ethanol
versetzt. Zum Fallen der DNA wurde der Ansatz far drei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben flinf Minuten bei 14000
UpM abzentrifugiert und das Pellet einmal mit 70%-igem -20°C-kaltem Ethanol
gewaschen. Nach Trocknen des Pellets wurde die DNA in 20 pl TE-Puffer
geldst.

3.2.2.2 Midi- und Maxipraparation von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA in gr6Beren Mengen zu isolieren wurden 50 bzw. 100 ml LB-
Medium, das entsprechend der Resistenz des Plasmids mit Antibiotikum
versetzt wurde, mit einer Bakterienkolonie angeimpft und tber Nacht bei 37°C
und 250 UpM (Bakterienschittler, Braun) inkubiert. Die Praparation der DNA
wurde mit einem Kit der Firma Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers

durchgeflhrt

3.2.2.3 Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration

Die Bestimmung der Konzentration der Nukleinsauren erfolgte mittels eines
Spektralphotometers (Hitachi U-2000 Spektrometer Colora, Ratingen) bei der
Wellenldange 260 nm. Die Proben wurden in Quarzkivetten mit einer Schicht-
dicke von 1 cm gemessen. Eine Extinktion Ezsp von 1,0 entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml DNA oder 40 ug/ml RNA. Die Konzentration in pg/ul
ergab sich daher wie folgt: pg/ul = (Extinktion Ezeo X 50 bzw. 40 pg/ml x
Verdinnung) / 1000. Um eine Proteinverunreinigung zu beurteilen, wurde das
Verhéaltnis der Absorptionen bei den Wellenldangen 260 und 280 nm gebildet.
Nukleinsaurehaltige Lésungen gelten als rein, wenn der Quotient Exgp / Ezgo
zwischen 1,8 und 2,0 liegt.
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3.2.3 Restriktion

Im Rahmen der Klonierungsarbeiten wurde Plasmid-DNA mit Hilfe von Restrik-
tionsendonukleasen enzymatisch hydrolysiert. Pro pug eingesetzter DNA wurden
3 U Enzym im entsprechenden Restriktionspuffer zugeflgt und fir mindestens
drei Stunden im Temperaturoptimum der Endonuklease (meist 37 °C) inkubiert.

3.2.4 Dimerisierung von Oligonukleotiden

Alternativ zu Restriktionsfragmenten wurden auch Oligodimere zur Ligation (s.
3. 2. 5) eingesetzt. Die Oligodimere (Sequenz s. Tabelle 1) wurden bei MWG
Biotech AG (Ebersberg) bestellt. Fir die Dimerisierung wurden die Oligonukleo-
tidmonomere jeweils zunachst mit H.O (Roth, Karlsruhe) resuspendiert und auf
eine Konzentration von 100 pM verdiinnt. Dann wurden die Oligonukleotide im
Verhéltnis 1:1 gemischt und fir 30 Sekunden auf 95°C erhitzt, um die
Sekundarstruktur aufzuheben. AnschlieBend wurde das Gemisch wie folgt bei
absteigenden Temperaturen inkubiert:

2 Minuten 72°C
2 Minuten 37°C
2 Minuten 25°C

Lagerung auf Eis

Die dimerisierten Oligonukleotide konnten sofort verwendet oder bei —20°C

eingefroren werden.
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Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotide fiir die Dimerisierung

si >. GAT CCG TCG CTC GAC GCT GTT CCA
Alk-5 TTC AAG AGA TGG AAC AGC GTC GAG
F CGATTTTITAGGCCTG-¥ i Alk-S
si >_ AAT TCA GGC CTA AAA AAT CGC TCG SHATK
Alk-5 ACG CTG TTC CAT CTC TTG AAT GGA
R ACA GCG TCG AGC GACG -3

3.2.5 Ligation

Fir die Ligation wurden 100 ng DNA-Insert mit einem Plasmidvektor in den
Molaritatsverhéltnissen 1:1 und 1:2,5 zusammengefiihrt. Um Religation zu
vermeiden und damit die Effektivitat der Reaktion zu erhdhen, wurden die DNA-

Fragmente vorher dephosphoryliert. Dies erfolgte nach folgendem Ansatz:

6 pl 10x Dephosphorylierungspuffer

6 pl SHRIMP Alkalische Phosphatase (Roche, Mannheim)
15 pl DNA (Einsatz von 1 ug DNA)

ad 60 pl dH>0

Zur Dephosphorylierung wurde der Ansatz fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert
und anschlieBend zur Deaktivierung der Alkalischen Phosphatase 15 Minuten
lang auf 60°C erhitzt. Die Ligation wurde dann in einem 10 pl-Ansatz

durchgeflhrt:

1 pl 10x Ligationspuffer

1 pl T4-Ligase (1 U/ul, MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)
X pl dephosphorylierter Vektor

y pl Insert

ad 10 pl dH>0

Als Vergleichskontrolle dienten Ansatze ohne Insert-DNA.
Das Reaktionsgemisch wurde fur 3-12 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
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3.2.6 Gelelektrische Auftrennung von DNA-Fragmenten

3.2.6.1 Agarosegel

1 x TAE-Puffer: 40 mM TRIS-Base
20 mM Eisessig
1,25 mMEDTA;pH 8,0

Ethidiumbromidlésung: 10 mg/ml

Um DNA-Fragmente zu analysieren oder zu praparieren wurden sie mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte in 0,8 — 1%-igen
Agarosegelen. Zur Herstellung der Gele wurden 0,8 g — 1 g Seakem Agarose
(Biozym, Oldendorf) in 100 ml 1x-TAE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle
geldést. Nach Abkilhlen der Agaroselésung auf circa 60°C wurden zum spateren
Anfarben der DNA 5 pl Ethidiumbromidlésung hinzugefiigt und der Ansatz in
einen Gelschlitten gegossen. Nach Polymerisation des Gels wurde der Gel-
trager in eine mit TAE-Puffer geflllte Elekirophoresekammer gesetzt, und die zu
trennenden DNA-Proben wurden, jeweils mit 1/6 Volumen Ladepuffer versetzt,
in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde nun bei 100 Volt bis zur
deutlichen Trennung der Fragmente durchgefuhrt. Die aufgetrennten DNA-
Banden wurden im UV-Licht (UV-Kontaktlampe Chroma 43, Vetter GmbH,
Wiesloch) sichtbar gemacht und mit einem Digitalkamerasystem (Gel Print
2000i, MWG, Ebersberg) dokumentiert.

Als Molekularstandard wurde Lambda-DNA-EcoRI-Hindlll, Marker 3 (MBI

Fermentas, Vilnius, Lithuania) verwendet.

3.2.6.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung eines DNA-Fragments wurde nach praparativer Gelelektro-
phorese mit Hilfe des DNA-Purification Kits Easy Pure (Biozym, Oldendorf)
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durchgefiihrt. Die Bande des zu extrahierenden DNA-Fragmentes wurde mit
einem Skalpell unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein
Eppendorf-Gefal3 tberfihrt. Die weitere Isolierung erfolgte nach Angaben des
Herstellers.

3.3 Zellkultur

3.3.1 Allgemeines

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Steril-
werkbank (BDK, Gltersloh) mit sterilen Lésungen und Geraten durchgefihrt.

3.3.2 Medien und Losungen
Lésungen:
PBS: 140 mM NacCl

10 mM NaH2P04

Trpysinlésung: 0,05 % [w/v] Trypsin (Invitrogen, Karlsruhe)
0,03 % [w/v] EDTA in PBS

FCS: 30 min bei 56 °C Hitze inaktiviert, Lagerung bei -20°C
(Sigma, Dreisendorf)

Grundmedium: DMEM (Sigma): 4500 mg/l Glucose/L-Glutamin
110 mg/I Sodium Pyruvate
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Kulturmedium:
Grundmedium mit folgenden Zusatzen: 10 % [v/v] FCS
0,1 % [w/V] Penicillin / Streptomycin
(Sigma, Dreisendorf)

Einfriermedium:
Grundmedium mit folgenden Zusatzen: 10 % [v/v] FCS
5-10 % [v/v] DMSO
(Sigma, Dreisendorf)
0,1 % [w/v] Penicillin / Streptomycin

(Sigma, Dreisendorf)

3.3.3 Zelllinien

Es wurden die myofibroblastisch differenzierten Zellen der Leber, PAV |,
verwendet, die freundlicherweise von Jean Rosenbaum (Universitat Bordeaux,
Frankreich) zur Verflgung gestellt wurden. Bei den PAV |-Zellen handelt es sich
um immortalisierte hepatische Sternzellen (HSC) aus der Ratte [104]. Des
Weiteren wurden LF-CL2A-Zellen von der Deutschen Sammlung far
Mikroorganismen (Braunschweig) bezogen. Hierbei handelt es sich um
Hepatomzellen aus der Ratte. AuBerdem wurden in Zusammenarbeit mit Herrn
PD Dr. med. J. Fries (Institut fir Pathologie, K&ln) Versuche mit primaren
humanen Mesangialzellen in der 8. Passage gemacht, die von der Firma Cell
Systems (St. Katharinen) stammten. Zur Gewinnung von Viren wurden
HEK293-Zellen (Stratagene, La Jolla, USA) verwendet.

3.3.4 Kultivieren und Passagieren der Zellen

Alle Zelllinien wurden in einem Begasungsbrutschrank (Heraeus, Hanau) bei
37°C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach mikroskopischer
Beurteilung (Mikroskop Nikon Eclipse TE 300) der Zellqualitat und Zelldichte
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wurden die Zellen alle 2-5 Tage passagiert oder ein Mediumwechsel
durchgefihrt. Fir einen Mediumwechsel wurde das Medium abgesaugt und
nach zweimaligem Waschen des Zelllayers mit PBS frisches Medium hinzu-
geflgt. Bei zu dichtem Wachstum wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurde
nach dem Waschen mit PBS eine Pasteurpipette Trypsinlésung auf die Zellen
gegeben, wovon alles bis auf einen dinnen Film sofort wieder abgesaugt
wurde. Nach circa zweiminltiger Einwirkzeit bei 37°C konnte das Ablésen der
Zellen beobachtet werden, worauf die Trypsinierung durch Zugabe von 1-2 ml
Kulturmedium gestoppt wurde. Die Zellen wurden nun resuspendiert und mit

einer ausreichenden Menge frischem Medium auf neue KulturgefaBe verteilt.

3.3.5 Bestimmung der Zellzahl

Trypan-Blaulésung: 0,4 % [w/v] (Sigma, Dreisendorf)

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zédhlkammer bestimmt. Hierzu
wurden die trypsinierten Zellen (s. Kapitel 3. 3. 4) in einem definierten
Volumen Medium resuspendiert und hiervon wiederum steril ein Aliquot von
50 pl entnommen. Diese 50 pl wurden 1:1 mit Trypan-Blaulésung, welche
tote Zellen anfarbt, versetzt und auf die Zahlkammer gebracht. Hier wurden
dann in vier GroBquadraten (entspricht jeweils 16 Kleinquadraten) die nicht
gefarbten Zellen gezéahlt, woraus ein Mittelwert M gebildet wurde. Da ein
GroBquadrat ein Volumen von 0,1 ul abdeckt, die Zellsuspension aber auf
die Halfte durch die Farbelésung verdinnt worden war, ergab sich die

Zellzahl pro ul aus der Formel: M x 2 x 10/pl.

3.3.6 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Um Zellen dauerhaft zu lagern, wurden diese eingefroren. Dazu wurde eine
volle Zellkulturschale einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend trypsiniert.
Die Zellen wurden dann in 4 ml Kulturmedium resuspendiert und in 50-ml-
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Falcons flur vier Minuten bei 900 UpM zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurden pro trypsinierter Kulturschale 3 ml Einfriermedium zuge-
geben und nach Resuspension jeweils 1,5 ml der Zellsuspension in 2-ml-
Réhrchen eingefroren. Nachdem die Zellen langsam, durch Isolierung der
GefaBe mit Zellstoff, bei —70°C fur 24 Stunden eingefroren wurden, erfolgte die
endgultige Kryokonservierung in flissigem Stickstoff.

Um kryokonservierte Zellen aufzutauen, wurden sie mdglichst schnell in ein
37°C-warmes Wasserbad transferiert. Die aufgetaute Zellsuspension wurde
dann sofort mit einer Pipette zu 10 ml Kulturmedium in eine Schale gegeben.
Um DMSO-Reste zu entfernen, wurde am folgenden Tag ein Mediumwechsel

durchgefihrt.

3.4 Herstellung von rekombinanten Adenoviren Typ 5

3.4.1 Rekombination des Shuttle-Vektors mit dem adenoviralen
Backbone-Plasmid und Analyse der Rekombinanten

Die Verbindung von Shuttle-Vektor und der adenoviralen DNA in Form eines
Backbone-Plasmids wurde auf zwei verschiedene Weisen vorgenommen. Das
Konstrukt pAdSMA-GFP wurde nach dem AdEasy™ Adenoviral Vector System-
Kit von Stratagene (La Jolla, USA) hergestellt, bei dem die Rekombination
mittels einer Kotransformation beider Plasmide erreicht wird, wahrend beim
Virus pAdsiAlk-5 das Kit BD Adeno-X™ Expression Systems 2 der Firma BD
Biosciences Clontech (Palo Alto, USA) eingesetzt wurde, welches die Methode

der Cre-loxP-Klonierung anwendet.

3.4.1.1 Kotransformation von BJ5183-Zellen

Nachdem der Shuttle-Vektor pShuttleSMA-GFP kloniert (s. Kapitel 4. 1. 1 in
Ergebnisse) und durch eine Maxipraparation (s. 3. 2. 2. 2) in ausreichender
Menge isoliert worden war, wurde das Plasmid fir die Transfektion vorbereitet.
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Hierzu wurden 4 pg des Plasmids in einem 40 pul-Restriktionsansatz mit dem
Restriktionsenzym Pme | linearisiert, auf ein praparatives 0,8%-iges Agarosegel
aufgetragen und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. AnschlieBend erfolgte
die Extraktion der linearisierten DNA aus dem Agarosegel (s. Kapitel 3. 2. 5. 2).
Fir die Transformation wurden rekombinationsaktive BJ5183-Zellen verwendet,
die bereits mit dem adenoviralen Backbone-Plasmid transformiert worden
waren, und uns freundlicherweise von Frau PD Dr. U. Protzer (Institut far
Mikrobiologie der Universitatsklinik zu Koln) Gberlassen wurden. Fir die
Transformation (s. Kapitel 3. 2. 1. 3) wurden Agarplatten mit Kanamycin-Zusatz
benutzt und jeweils 2 pg linearisierter pShuttleSMA-GFP eingesetzt.

Am folgenden Tag konnten aus den gewachsenen Kolonien Kulturen fiar DNA-
Minipraparationen angeimpft werden (s. Kapitel 3. 2. 2. 1), wobei nach Angaben
des Vektor-Herstellers (Stratagene) fir die Rekombinanten winzige Kolonien
typisch sein sollen. Zur Identifizierung der Rekombinanten wurde die praparierte
DNA mit der Restriktionsendonuklease Pac | verdaut und auf einem 0,8%-igen
Gel elektrophoretisch  aufgetrennt. Durch die Restriktion entstehen
typischerweise ein groBes Fragment von ungefahr 30 kb sowie ein kleines von
entweder 3,0 oder 4,5 kb je nach Rekombinationsmechanismus.

Aus den angeimpften Kulturen ausgewahlter Rekombinanten wurden nun
wiederum Verdinnungsausstriche gemacht, woraus Kulturen fir Midiprapa-
rationen angeimpft wurden (s. Kapitel 3. 2. 2. 2). Zur Sicherung der Klone
wurden Glycerinstdmme angelegt (s. Kapitel 3. 2. 1. 4). In weiteren Schritten
wurden die rekombinationsinaktiven DH5a-Zellen mit 100 bzw. 500 ng des
rekombinanten pAdSMA-GFP-Plasmids transformiert, woraus wiederum durch
Minipraparation, Restriktion und analytische Gelelektrophorese die Transfor-
manten bestimmt wurden. Hieraus wurden eine Maxipraparation der DNA

vorgenommen sowie wiederum ein Glycerinstamm angelegt.

3.4.1.2 Rekombination mittels Cre Recombinase

Flr das zweite virale Konstrukt pAdsiAlk5 wurde das Prinzip der Cre-loxP-
Klonierung herangezogen und eine Reagenzienzusammenstellung der Firma

BD Biosciences (Clontech, Palo Alto, USA) genutzt, die das entsprechende
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Klonierungssystem kommerziell anbietet. Ein doppelstrangiges (ds)DNA-
Oligonukleotid, das fur die anti-TGF-B-Rezeptor | (Alk 5) small hairpin RNA-
Sequenz (shRNA) kodiert, wurde in den Shuttle-Vektor pSIREN unter Kontrolle
des Polymerase lll U6-Promotors einkloniert. Die Zielsequenz fur anti-Alk5-
siRNA wurde mir freundlicherweise von Frau Julia Maurer (Institut fdr
Pathologie der Universitat zu Koéln) zur Verfigung gestellt. In dem DNA-
Oligonukleotid wurde eine Restriktionsschnittstelle fir die Endonuklease Stu |
integriert, anhand derer man die erfolgreiche Ligation Uberprifen konnte (vgl.
Kapitel 4. 4. 1, s. Abb. 17 und 19 in Ergebnisse). Die Klonierung des Shuttle-
Vektors pSIRENSsIAIKS erfolgte nach Angaben des Herstellers (BD Biosciences).
Die Sequenz des rekombinanten Klons, pSIRENSsiAIkS, wurde durch
Sequenzierung Uberprift. AnschlieBend wurde der Shuttle-Vektor mit den
adenoviralen Sequenzen (Adeno-X) durch die zyklische Rekombinase (Cre)
rekombiniert. Als Akzeptor-Vektor wurde der pLP-Adeno-X-PRLS verwendet
(BD Biosciences).

GemanR dem Protokoll des Herstellers wurde fir die Rekombination ein 20 pl-

Ansatz mit CreRecombinase hergestellt:

1l pSIRENSIAIK5 (200 ng)
1 ul Cre
18 pl BD Adeno-X LP Reaktionsgemisch

Der Ansatz wurde fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend fir 5 Minuten auf 70°C erhitzt, um die Reaktion zu stoppen.

Im néachsten Schritt wurden kompetente DH5a-Zellen mit dem Rekombina-
tionsansatz transformiert. Hierbei wurden 10 pl des Rekombinationsgemisches
auf 100 pl kompetente DH5a-Zellen (s. 3. 2. 1. 2) gegeben. Die Kultivierung
erfolgte auf Agarplatten, die 30 pg/ml Chloramphenicol und 7 % Saccharose
enthielten. Die Uberpriifung der Rekombinanten erfolgte mit Hilfe einer PCR.
Fir die PCR wurde das im Kit BD Adeno-X™ Expression Systems 2 (BD
Biosciences) mitgelieferte Primerset verwendet. Die Primerloci flankieren
Sequenzbereiche in der Weise, dass die PCR im Falle der erfolgreichen
Rekombination ein Amplifikat von 660 bp ergibt, andernfalls ist das Amplifikat
170 bp groB. Fir den Ansatz wurden 100 pl einer Uber Nacht angesetzten
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Bakterienkultur der transformierten DH5a-Zellen abzentrifugiert und sorgféltig

vom Uberstand befreit. Auf das Bakterienpellet wurden 11,5 pl H2O (Roth,

Karlsruhe), 1 pl Primerset (s. 0.) sowie 12,5 pul Multiplex-Mix mit Tag-DNA-

Polymerase, Nukleotiden und Puffer der Firma Quiagen (Hilden) gegeben.

Die Amplifikationen erfolgten mit Hilfe des Gerates OmnE-PCR (Hybaid,

Middelessex, UK) nach folgendem Programm:

einmal

15 min

30 Zyklen 30 sec

einmal

90 sec
90 sec
10 min

95°C
94°C
64°C
72°C
72°C

AnschlieBend wurden die Proben auf einem 1,8%-igen Agarosegel elektro-

phoretisch aufgetrennt und die Rekombinanten konnten durch den Nachweis
der 660 bp-Amplifikate identifiziert werden (s. Abb. 5und 4. 4. 1).

1

Standard

2

Standard 3

660
501
489
404
331

Abb. 5: Bestatigung der
erfolgreichen Rekombination
durch Nachweis eines 660 bp-
groBen Amplifikats in der PCR
bei Probe 2 und 3
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3.4.2 Vorbereitung der adenoviralen Rekombinanten fiir die
Transfektion von HEK293-Zellen

3.4.2.1 Restriktion mit Pac |

Far die Transfektion wurden die rekombinanten Plasmide, pAdsiAlk5, mit dem
Enzym Pac | verdaut. Daftr wurden in einem 50 pl-Ansatz 10 pug Plasmid-DNA
mit 30 U Pac | im Pac-Reaktionspuffer geschnitten. Die Restriktion wurde durch
eine analytische Gelelektrophorese nachvollzogen (s. Kapitel 3. 4. 1. 1).

3. 4. 2.2 Phenol-Extraktion

Zur Phenolextraktion wurden die Ansatze mit Wasser auf 100 pl erweitert und
mit 100 pl Phenol-Chloroform (Roth, Karlsruhe) versetzt. Nach 30 Sekunden
Mischen mit einem Vortex-Gerat wurde eine Minute abzentrifugiert und der
wassrige Uberstand abgenommen und in ein neues Safe-lock-Eppendorf-GefaB
dberfihrt. Darauf wurden 100 pl Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch (49+1)
zugegeben, wiederum stark gemischt und der Uberstand nach dem Abzentrifu-
gieren in ein frisches GefaB gegeben. Zum Fallen der DNA wurde 1/10 des
Probenvolumens 3-M Natriumacetat sowie das 2-3-fache Volumen eiskaltes
Ethanol zugesetzt und das Gemisch fir 1-2 Stunden bei —20°C inkubiert. Nun
wurden die Proben fir 15 Minuten abzentrifugiert, der Ethanol abgenommen
und zweimal mit 70%-igem Ethanol gewaschen. In einem letzten Schritt wurde
noch einmal 100%-iger Ethanol zugegeben. Nach erneutem Zentrifugieren
wurde dann unter sterilen Bedingungen der Ethanol entfernt und das Pellet
getrocknet. Letztlich wurde die DNA in 10 ul sterilem Wasser resuspendiert.
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3.4.3 Gewinnung von rekombinanten Adenoviren aus
HEK293-Zellen

3.4.3.1 Transfektion

Um aus der Plasmid-DNA Viren zu gewinnen, wurden HEK293-Zellen mit der
beschriebenen Plasmid-DNA transfeziert (s. Kapitel 4. 1. 2 Ergebnisse). Die
Zellen wurden am Vortag gesplittet und waren zum Zeitpunkt der Transfektion
zu 90 — 95 % konfluent. Es wurden 12 pg rekombinante adenovirale DNA
eingesetzt und gemaB den Angaben des Herstellers mit einem Ansatz aus
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) und Optimem-Medium (Invitrogen,
Karlsruhe) auf die Zellen gegeben.

3.4. 3.2 Expansion und Virenpraparation

Drei Tage nach Transfektion wurden die Zellen expandiert, um eine besonders
hohe Virenausbeute zu erzielen. Hierfir wurden die Zellen trypsiniert und unter
Zugabe frischer HEK293-Zellen auf zwei 20 cm-Kulturschalen ausplattiert. Das
alte Medium wurde gesichert und wieder zusammen mit frischem Kulturmedium
in die neuen Schalen gegeben. Die Zellen wurden nun fir weitere 2-3 Tage
kultiviert.

Die Viren wurden aus den geernteten infizierten Zellen durch abwechselndes
Herunterkiihlen und Erhitzen der Proben von jeweils 5 Minuten in einem
Trockeneismethanol-Bad und einem Wasserbad von 37°C gewonnen. Die
Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll von Stratagene (La Jolla, USA) [109].
Die praparierte primare Virussuspension wurde zur Lagerung bei -70°C

eingefroren.
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3.4.3.3 Titerbestimmung

Die Bestimmung des Virentiters wurde mit Hilfe des Adeno-X™ Rapid Titer Kits
(BD Biosciences, Clontech, Palo Alto, USA) vorgenommen. Alle Schritte wurden

nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

3.5 Adenovirale Infektion eukaryontischer Zellen

3.5.1 Infektion

Alle Infektionen wurden in 6-Loch-Platten durchgefihrt. Die jeweilige
Infektionsdosis ergab sich aus der ausplattierten Zellzahl und dem eingesetzten
Volumen der Virussuspension mit bekanntem Titer. Um reproduzierbare
Ergebnisse liefern zu kénnen, ist der Begriff der Multiplicity Of Infection (MOI)
eingefiihrt worden. Er beschreibt die Anzahl Viren pro Zelle, die bei einer
Infektion eingesetzt werden [110]. Das Volumen Virussuspension, das
zugegeben werden muss, um 1 MOI zu erhalten, das heiB3t eine Infektion mit

einer Viruslast von einem Virus pro Zelle, errechnet sich nach folgender Formel:

ausplattierte Zellen / Loch

1 MOI entspricht
Virustiter [ Virenzahl / ml]

Um die Zielzellen zu infizieren, wurden sie trypsiniert und in einer 6-Loch-Platte
mit einer Dichte von 2,5 x 10° Zellen pro Loch ausplattiert. Unmittelbar darauf
wurden die Virussuspension sowie 1 ml Kulturmedium zugegeben. Nach vier-
stindiger Inkubation im Brutschrank wurde pro Loch ein weiterer ml Medium
zugeflgt. Die infizierten Zellen wurden an den folgenden sechs Tagen

mikroskopisch beobachtet und die Ergebnisse dokumentiert.
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3.5.2 Stretching

Um eine myofibroblastische Differenzierung bei humanen Mesangialzellen
hervorzurufen, wurden diese auf speziellen 6-Loch-Platten mit kollagen-
beschichteten elastischen Membranen (Bioflex, Dunn Labortechnik, Asbach)
kultiviert und infiziert.

Die elastischen Membranen wurden dann Uber einen Zeitraum von 48 Stunden
in einem festgelegten Rhythmus von 15 beziehungsweise 30 Zyklen pro Minute
durch Anlegen eines Vakuums gedehnt (s. Abb. 6). Dieses Verfahren wurde in
Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. med J. Fries (Institut fir Pathologie, KéIn)

angewandt.
3.'?2"12.—.3}‘.13“&”.;!:? SIDE VIEW Abb. 6:
Prinzip der Erzeugun
[ | BioFlex? P gung
_ medun| (wel von mechanischem
Loading post \ . Stress durch Anlegen
Gasket Rubber eines Vakuums.
membrane ..
s (Das Gerat wurde
asa : | 1 nach dem Vorbild der
6 Load.lg Pon- Eqribinwiel Stusir
S S— A e von Banes et al. ent-
ey b= 2 g | Loadingpost wickelten Apparatur
' g ‘ J [6] in der Werkstatt

: L VACUUM . .
BioFle#"Baseplate des Instituts fir vege-

tative Physiologie des
Universitatsklinikums
zu Kéln, in Zusam-
menarbeit mit dem

Institut fir Pathologie

hergestellt. Abb. aus:

Radial = Circumferential strain

www.flexcellint.com.)

3. 5.3 Microfluidics-basierte zytometrische Reporterfluoreszenzmessung

In aktivierten Mesangialzellen wurde die rekombinante Expression des GFP-
Reporters quantitativ im Bioanalyzer 2100 (Agilent, Palo Alto, USA) mit Hilfe

eines Cell Assay Chips und des Fluorescence LabChip Kits bestimmt. Die
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Zellen wurden nach Angaben des Herstellers geerntet, in Puffer aufgenommen

und in einem Chip gemessen.

3.5.4 Zellernte und RNA-Isolierung

GITC-Losung: 4 M Guanidiumthiozyanat (GITC)
0,5 % [w/v] N-Lauroylsarcosinat
25 mM Natriumcitrat, pH 7,0
100 mM B-Mercaptoethanol

Far die Bestimmung des TGF-B3-Rezeptor-I-Transkriptlevels in mit pAdsiAlk5
infizierten Zellen, wurden die Zellen funf Tage nach Infektion geerntet und ihre
RNA isoliert, um den Effekt der siRNA zu quantifizieren.

Hierfir wurde das Zellmedium in den Wells der 6-Lochplatten abgesaugt und
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden zur Lyse 100 pl
kalter GITC-L6ésung in jedes Loch pipettiert, die Zellschicht abgeschabt und in
ein 1,5 ml-GefaB dberflhrt. Das Loch der Zellkulturschale wurde ein weiteres
Mal mit 100 pl GITC-Lésung ausgesptilt, um noch verbliebene Zellen zu I6sen.
Da der Versuch parallel in zwei 6-Lochplatten durchgefiihrt worden war, wurden
an dieser Stelle die jeweils gleichen Wells zusammengefihrt. Sobald alle Zellen
in dem 1,5 ml-GefaB gesammelt waren, wurden sie bei -70°C Schock-gefroren.
Die RNA-Isolierung aus den geernteten Zellen erfolgte mit Hilfe des Kits
NucleoSpin RNA Il von Macherey Nagel (Duren) und wurde nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die Konzentrationsbestimmung der RNA-Proben
erfolgte wie unter Kapitel 3. 2. 2. 3 beschrieben.

3.5.5 Real time PCR

Der TGF-B-Rezeptor-I-Transkriptgehalt der infizierten PAV-I-Zellen wurde mit
Hilfe einer Real time PCR bestimmt. Die Methode der Real time PCR

zeichnet sich gegenlber der konventionellen PCR dadurch aus, dass sie
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eine Messung und graphische Darstellung der Amplifikatmenge im gesamten
Zeitverlauf der PCR erlaubt. Es wurde hierbei eine fluoreszenzmarkierte
Sonde verwendet, die an die DNA-Zielsequenz bindet und deren Fluores-
zenzsignal durch die Amplifikation der DNA-Sequenz aktiviert und dadurch
messbar wird. Wahrend der exponentiellen Phase der DNA-Amplifikation
verhalt sich das Fluoreszenzsignal direkt proportional zu den steigenden
Amplifikatkonzentrationen. Durch den Vergleich mit cDNA-Proben einer
Standardverdiinnungsreihe konnte auf den relativen Transkriptgehalt der
Proben geschlossen werden. Um gleiche Einsatzmengen der zu untersu-
chenden Probe zu gewahren, wurden die Transkriptanteile des Zielgens
gegen die eines House-Keeping-Gens normalisiert. Als House-Keeping-Gen
wurde in dieser Arbeit das p-Aktin hinzugezogen [33].

Zunachst wurde die isolierte RNA mittels einer Reversen Transkription in
cDNA umgeschrieben. Die Reverse Transkription wurde mit einem Kit der
Firma Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) durchgefihrt und erfolgte
als Random-Primer-Ansatz in einem Gesamtvolumen von 50 ul in 500 pl-
ReaktionsgefaBen. Die Zusammenstellung der Reagenzien wurde nach den
Angaben des Herstellers vorgenommen. AnschlieBend wurden die Proben in
einem PCR-Cycler (Biometra, Gottingen) unter dem folgenden Ablauf

inkubiert:

10 min 25°C (Inkubation)

30 min 48°C (Reverse Transkription)

5 min 95°C (Inaktivierung d. MultiScribe Reverse Transkriptase)

Nach Abschluss der Reversen Transkription wurden die cDNA-Ansatze bei
-20°C gelagert.

Die Primer und Sonden wurden mir freundlicherweise von Frau Julia Maurer
(Institut fr Pathologie, Kéln) zur Verfigung gestellt und waren von der Firma
MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert worden (s. Tabelle 2).
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Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten Primer und Sonde

29 rat-hu-ALK5-forward ,
Forward SCCT TCA AAC GTG CTG ACATCT ATG?®

Primer :
(5 M) rat actin forward 1

SCTA GAC TTC GAG CAA GAG ATG G®

30 rat-ALKS-reverse
Reverse ®AAC GGA TGG ATC AGA AGG TAC AAG®

Primer -
(5 pM) rat-actin-reverse 1

SATA GAG GTC TTT ACG GAT GTC AAC®

Sonde 36 rat-ALK5-Sonde |
(5 uM) AGT ATT CTG GGA AAT CGC TCG ACG CTG T?

Es wurden Real-Time-PCRs der Versuchszell- und der Standard-cDNAs mit
Hilfe des Kits qPCR core Eurogentec RT-QP73-05 (Liege, Belgien) in einem
Real-Time-PCR-Cycler TagMan der Firma Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA) durchgefihrt. In einem Real time PCR-Lauf wurden 10 ng der
jeweils eingesetzten Versuchszell-cDNA gemessen und mit einer cDNA-
Messreihe verglichen. Die cDNA-Standardreihe wurde aus cDNA-Verdin-
nungen (0,1 ng bis 50 ng) der Zelllinie Rat 2 erstellt.

Jeder Ansatz wurde in Triplets bestimmt.

Die RT-PCR-Laufe waren von Frau Julia Maurer etabliert worden und

wurden wie in Tabelle 3 dargestellt Gbernommen (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Real time PCR-Programm

Zyklen Zeit [min] Temperatur
[*C]
1 10 95
0,5 95
60
1 60

Normalisiert wurden die Real-Time-PCRs gegeniber dem in den
Versuchszellen enthaltenen B-Aktin, um eventuelle Variabilitdten zwischen

den Proben auszugleichen.
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4. Ergebnisse

In der vorgelegten Arbeit wurde ein adenoviraler Vektor hergestellt, der durch
den Einsatz eines a-Smooth-Muscle-Aktin(a-SMA)-Promotorsegmentes die
Genexpression myofibroblastischer Zellen steuern sollte. Das Regulations-
vermdgen des adenoviralen Vektors wurde mit Hilfe eines Reporterproteins auf
Zelltypspezifitat und Differenzierungsabhangigkeit getestet. Durch Konstruktion
einer Expressionskassette zur Expression von siRNA wurden die grundlegen-
den Voraussetzungen geschaffen, die Genexpression fibrogener Mediatoren in
Myofibroblasten zu inhibieren.

4.1 Herstellung von Adenoviren

4.1.1 Klonierung des Shuttle-Vektors

Das erste Ziel war es, ein Adenovirus zu konstruieren, das ein Reporterprotein
unter Kontrolle eines Myofibroblasten-spezifischen Promotors exprimieren kann.
Dazu wurde ein 2970 bp groBes Gensegment aus einem vorhandenen Plasmid
SMA-GFP-700 ausgewahlt. Diese Expressionseinheit enthielt einen 700 bp-
langen 5’-nahen Abschnitt des a-Smooth-Muscle-Aktin-Promotors (a-SMA) aus
der Ratte, ein B-Aktin Intron des Huhns, das Green Fluorescent Protein (GFP)
als Reportergen sowie eine p-Globin-Polyadenylierungsstelle aus dem
Kaninchen (s. Abb. 7A).

Das Insert wurde von Restriktionsschnittstellen der Endonuklease Hind-IlI
flankiert und mit Hilfe dieses Enzyms herausgeschnitten, aufgereinigt und in
den Hind-lll-linearisierten Shuttle-Vektor inseriert (s. Kapitel 3. 2 u. Abb. 9).
Nach Restriktionsanalyse des resultierenden pShuttleSMA-GFP (s. Abb. 7A)
konnte die korrekte Insertion der a-SMA-kontrollierten Expressionskassette
belegt werden. Die gelelektrische Auftrennung zeigte die erwarteten, flr den
pShuttleSMA-GFP-Klon charakteristischen Banden (s. Abb. 7B).
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Abb. 7A: Vektorkarte des pShuttleSMA-GFP mit Markierung der verwendeten
Restriktionsschnittstellen.
Abb. 7B: Gelelektrische Auftrennung der pShuttleSMA-GFP-DNA: ohne (1, zirkular) und

nach Restriktion mit Pme 1 (2), Hind Il (3), Pst | (4), Xba | (5) und Sma | (6).

4.1.2 Rekombination des Shuttle-Vektors mit adenoviralen
Sequenzen und Gewinnung adenoviraler pAASMA-GFP-
Vektoren

Der pShuttleSMA-GFP-Vektor wurde nun durch Rekombination mit adenoviraler
DNA verbunden (s. Kapitel 3. 4. 1 und Abb. 9). Die erfolgreiche Rekombination
lieB sich wiederum durch eine Restriktionsanalyse mit dem Enzym Pac | und
anschlieBender gelelektrophoretischer Auftrennung nachvollziehen. Es zeigten
sich zwei typische Banden, eine mit circa 30 kb und eine weitere mit je nach
Rekombinationsmechanismus 3 kb beziehungsweise 4 kb (s. Abb. 8). Das
rekombinierte adenovirale Plasmid erhielt den Namen pAdSMA-GFP.

Da im verwendeten Teil des adenoviralen Vektors die fir die Replikation
wichtigen Genorte E1 und E3 deletiert sind, wurden fir die Virenamplifikation
HEK293-Zellen, die die zur Virenbildung fehlenden Gene im Genom tragen,
herangezogen und mit dem adenoviralen pAdSMA-GFP-Vektor transfeziert (vgl.
Kapitel 3. 4. 2 und 3. 4. 3 in Material und Methoden).
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Abb. 8: Restriktionsanalyse
mit Pac | nach Miniprapara-
tion der rekombinanten Klone.
Auswahl von Klon 16 (30 und
4 kb-Bande) und 18 (30 und 3
kb-Bande) fir nachfolgende
Schritte.

Shuttle Vektor
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Rekombinantes Adenoplasmid

Abb. 9: Schematische Darstellung der Virenkonstruktion (nach: [110]). Nach Klonierung und
Linearisierung des Shuttle-Vektors wird er in BJ5183-Zellen mit der adenoviralen DNA

rekombiniert. AnschlieBend wird das rekombinante Plasmid mit Pac-lI geschnitten,

aufgereinigt und in HEK293-Zellen transfeziert. In den HEK293-Zellen entstehen die

rekombinanten Adenoviren, die im letzten Schritt geerntet werden (s. Kapitel 3. 4. 2 und

3. 4. 3 in Material und Methoden).
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4.1.3 Titer der hergestellten pAdSMA-GFP-Adenoviren

Nach Amplifkation und Ernte der Viren aus den HEK293-Zellen wurde durch
den immunologischen Nachweis von viralen Proteinen der Titer bestimmt (s.
Abb. 10A und B). Die errechneten Titerwerte des pAdASMA-GFP lagen zwischen
10° und 10® Viren pro ml, die von pAdEasy-GFP (freundlicherweise zur
Verfigung gestellt von Frau PD Dr. Protzer, Institut fir Mikrobiologie des Uni-
versitatsklinikums zu Kéln; vgl Kapitel 4. 2) zwischen 107 und 108 Viren pro m.

.
AR VAR R, a e .

i}‘.""% S B Lt
Abb. 10: Exemplarische Darstellung einer Titerbestimmung des Konstruktes pAdSMA-
GFP in den Verdiinnungen 10'2(A) und 10'3(B). Immundetektion der Adenoviren
im HEK293-Zellrasen durch anti-adenovirale Antikdrper (BD Biosciences,

Clontech, Palo Alto, USA) und Substratumsatz durch Peroxidase.

4.2 Zuganglichkeit von Myofibroblasten fir adenovirale Infektionen

Um die Empféanglichkeit von myofibroblastischen Zellen gegeniber Viren zu
testen, wurden =zunachst Versuche mit dem Konstrukt pAdEasy-GFP
durchgefihrt, bei dem das Reportergen fiir das GFP durch den ubiquitaren
CMV-Promotor reguliert wird. Dieses Konstrukt wurde uns freundlicherweise
von Frau PD Dr. Protzer (Institut fir Mikrobiologie des Universitatsklinikums zu
Kdéln) Gberlassen. Als myofibroblastische Zellen wurden immortalisierte HSC
aus der Ratte (PAV I-Zellen), sowie humane Mesangialzellen infiziert. Als
Kontrolle dienten epitheliale Rattenhepatomzellen (LF-CL2A).

Zunachst wurden die Versuchsbedingungen bezlglich der Infektion mit PAV |-
Zellen optimiert. Es erwies sich als sehr effektiv, die in 6-Lochplatten

ausplattierten Zellen sofort nach dem Trypsinieren beziehungsweise
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Ausplattieren und nicht erst am Folgetag zu infizieren. Die Zellen wurden fir die
Infektion in verschiedenen Dichten zwischen 10° und 7,5 x 10° Zellen pro Loch
ausplattiert, wobei sich eine Dichte von 2 — 5 x 10° Zellen (je nach Zelltyp) als
am geeignetsten erwies (s. Tabelle 4, S. 40). Dies ermbglichte ein weiteres
Wachstum und somit eine langere Beobachtungsmaéglichkeit der infizierten
Zellen. Die Infektionsdosis wurde ebenfalls variiert, indem MOls von 0,2 bis 500
eingesetzt wurden. Hierbei wurde beobachtet, dass sich die Fluoreszenz umso
friher und starker ausbildete je hdher die verwendete MOI-Zahl gewesen war.
Bei hoher Infektionsrate war jedoch der Beobachtungszeitraum aufgrund des
starkeren zytopathischen Effekts eingeschrankt. Flir das Konstrukt pAdEasy-
GFP konnten mit Werten zwischen 1 und 10 MOI gute Infektionsraten erzielt
werden. Bereits einen Tag nach der Infektion wurde die Expression des
Reporterproteins unter Fluoreszenzlicht sichtbar.

Bei der Infektion der PAV |-Zellen mit 5 MOI war am ersten Tag nach Infektion
ungeféhr die Halfte der Zellen grin gefarbt (s. Abb. 11). Im Laufe von drei
Tagen nahm sowohl die Anzahl der GFP-fluoreszierenden Zellen als auch die
Fluoreszenzintensitat zu. Am dritten Tag zeigten nahezu alle Zellen zumindest
eine schwache grine Fluoreszenz, jedoch waren auch vermehrt tote Zellen in
der Kulturschale nachweisbar (s. Abb. 11). Dies war einerseits durch die
inzwischen eingetretene vollstandige Besiedelung der Platten zu erklaren, ein
beginnender zytopathischer Effekt durch das Virus ware jedoch zu diskutieren.
Auch die epithelialen LF-CL2A- und die Mesangialzellen lieBen sich mit dem
viralen Konstrukt infizieren. Ahnlich wie bei den HSC exprimierten die infizierten
Zellen bereits einen Tag nach Infektion das GFP, wobei Intensitat der
Fluoreszenz und Menge der exprimierenden Zellen ebenfalls zunahmen (s.
Abb. 12 u. 13).
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Abb. 11: PAV I|-Zellen zwei Tage nach Infektion mit 5 MOI pAdEasy-GFP im Hell- (A)
und Dunkelfeld (B). PAV I-Zellen drei Tage nach Infektion mit 5 MOI pAdEasy-
GFP im Hell- (C) und Dunkelfeld (D) in 100facher VergréBerung.
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Abb. 12: Humane Mesangialzellen einen Tag nach Infektion mit 5 MOl pAdEasy-GFP im
Hell- (A) und Dunkelfeld (B) in 400facher VergrdBerung.

Abb. 13: LF-CL2A-Zellen zwei Tage nach Infektion mit 10 MOI pAdEasy-GFP im Hell-
(A) und Dunkelfeld (B) in 100facher VergréBerung.
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Damit konnten alle der eingesetzten Kulturen erfolgreich mit dem adenoviralen
Vektor infiziert werden. Eine MOI-Zahl zwischen 1 —10 war sowohl fir die
mesenchymalen PAV | - und Mesangialzellen als auch fur die epithelialen LF-
CL2A optimal. Tabelle 4 fasst die Ergebnisse zur optimalen Zell- und MOI-Zahl
fir Infektionen mit pAdEasy-GFP zusammen.

Tabelle 4: Parameter flr die Infektion mit pAdEasy-GFP in einer 6-Loch-Platte unter

Beriicksichtigung der verwendeten Zelltypen

Zelldichte pro Loch einer | verwendete MOI-Zahlen
6-Loch-Platte mit pAdEasy-GFP

PAV | 3 x 10° Zellen 1—10 MOI

Humane Mesangialzellen |2 —5 x 10* Zellen 1-10 MOI

LF-CL2A 2 x 10° Zellen 1-10 MOI

4.3 Myofibroblasten-spezifische Kontrolle der Reporter-

expression durch den a-SMA-Promotor

In weiteren Versuchen wurden die Infektionen mit dem in Kapitel 4. 1
beschriebenen viralen Konstrukt pAdSMA-GFP durchgefiihrt. Bei diesem Virus
wird das Reportergen GFP durch einen 5°-Sequenzbereich des a-SMA-Gens
reguliert [59]. In zwei Ansatzen sollte das Konstrukt im Hinblick auf die
Myofibroblasten-spezifische Direktion der Genexpression kontrolliert werden. In
einem ersten Versuch wurde die a-SMA-Promotor-gesteuerte Reporter-
expression in infizierten myofibroblastischen Pav I-Zellen im Vergleich zu der
Expression in infizierten epithelialen LF-CL2A auf Zelltypspezifitat untersucht. In
einem weiteren Ansatz wurde der Frage nachgegangen, ob der adenovirale a-
SMA-Reporter-Vektor auch eine differenzierungsabhangige Kontrolle der
myofibroblastischen Genexpression leisten kann. Dazu wurden Mesangial-
zellen, die nach Infektion zun&chst noch ruhten durch mechanischen Stress zur
myofibroblastischen Differenzierung stimuliert und die Reporterexpression
detekiert.
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4.3.1 Zelltyp-spezifische Expression des Reporters unter der
Kontrolle des a-SMA-Promotors

Far die Untersuchung, ob das adenovirale a-SMA-Promotorkonstrukt Zelltyp-
spezifisch die Genexpression in Myofibroblasten dirigieren kann, wurden PAV I-
Zellen mit pADSMA-GFP infiziert. Zunachst wurden 10 MOI eingesetzt (vgl.
Tabelle 4), jedoch konnte bei Infektionen mit 10 MOI keine Reporterexpression
erzielt werden. Daraufhin wurde die Viruslast erhéht, und die Infektionen
wurden mit 40 beziehungsweise 80 MOI durchgeflihrt. Jetzt zeigten die PAV |
zwei Tage nach Infektion erstmals die griine Fluoreszenz. Diese war sowohl
von der Viruslast als auch der Dauer der Viruseinwirkung abhangig (s. Abb. 14).
Bei verdoppelter MOI-Zahl war auch eine starkere Fluoreszenz sichtbar, die in
den ersten Tagen nach Infektion weiter zunahm. Die Zellen wurden jeweils Gber
sechs Tage beobachtet.

Die epithelialen LF-CL2A-Zellen wurden mit Werten zwischen 1 und 200 MOI
PAdSMA-GFP infiziert, aber im Gegensatz zu den HSC zeigten sie auch nach
Haltung Gber sechs Tage keine Fluoreszenz (s. Abb. 15). In der Positivkontrolle
mit pAdEasy-GFP war bereits am ersten Tag nach Infektion eine Fluoreszenz
nachweisbar (vgl. Kapitel 4. 2, Abb. 13).

Damit zeigte der adenovirale Vektor unter Kontrolle des a-SMA-Promotor-
fragmentes eine Zelltyp-spezifische Expressionssteuerung.
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Abb. 14: PAV I-Zellen zwei Tage nach Infektion mit 40 MOl pAdASMA-GFP im Hell- (A)
und Dunkelfeld (B). PAV I-Zellen zwei Tage nach Infektion mit 80 MOI
pAdSMA-GFP im Hell- (C) und Dunkelfeld (D) in 100facher VergrdBerung.
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Abb. 15: LF-CL2A-Zellen drei Tage nach Infektion mit 100 MOI pAdSMA-GFP im Hell-
(A) und Dunkelfeld (B) in 100facher VergréBerung.

4.3.2 Differenzierungsabhéangige Regulation der Genexpression
durch pAdSMA-GFP

Die Versuche mit Mesangialzellen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr.
med. Fries (Institut fir Pathologie, K&In) durchgefthrt.
Zur Induktion der myofibroblastischen Differenzierung wurden humane
Mesangialzellen auf elastischen Membranen angezlchtet und mit 1 bzw. 2 MOI
des Virus pAdSMA-GFP infiziert. Drei Tage nach Infektion zeigten sie keine
Fluoreszenz und wurden dann dUber einen Zeitraum von 48 Stunden
mechanischem Stress ausgesetzt, indem 15- bzw. 30-mal (15 bzw. 30 Zyklen)
pro Minute ein Vakuum unter den Membranen erzeugt wurde (vgl. Kapitel 3. 5.
2 in Material u. Methoden). Nach der Stressbehandlung war eine Fluoreszenz
nun deutlich sichtbar, und die Expression des GFP-Reporters, reguliert durch
den a-SMA-Promotor, wurde daraufhin quantitativ mit Hilfe eines Bioanalyzers
durch Flusszytometrie bestimmt (s. Abb. 16).
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Die gemessene GFP-Aktivitat war umso héher je stérker der mechanische

Stress gewesen war. Bei Verdopplung der Stresszyklen pro Minute auf 30

zeigte sich eine stark erhdhte Aktivitat im Vergleich zu 15 Zyklen pro Minute (s.

Tabelle 5).
NEGATIWKOMTREOLLE 19 CYCLES 19 CYCLES
0 MOl 1 MO 2 M0l
4 : .‘q:.-. i
NEGATIWKOMTREOLLE 30 CYCLES 30 CYCLES
0 Mol 1 MO 2 MOl
Abb. 16: Ausziige der Flusszytometrie von mit pAdSMA-GFP infizierten Mesangialzellen
nach 48 Stunden Stretching mit 15 bzw. 30 Stresszyklen pro Minute.
Tabelle 5: Reporterexpression (% of gated events) nach myofibroblastischer Differenzie-

rung durch mechanischen Stress (15 bzw. 30 Dehnungszyklen pro Minute)

% of gated events
(Prozent der registrierten fluoreszierenden
Zellen an der Gesamtzellzahl)

eingesetzte MOl pAdSMA-GFP | 15 Zyklen 30 Zyklen

0 0,00 0,00

1 6,40 n. b.

1 5,40 29,20

2 2,90 25,80

2 7,30 29,30
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4.4 Hemmung von TGF-B durch RNA-Interferenz

4.4.1 Herstellung des Virus pAdsiAlk5

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein weiteres adenovirales Konstrukt
geschaffen, mit dem Ziel, die Signalkaskade des fibrogenen Mediators TGF-3
(Transforming Growth Factor-beta) durch RNA-Interferenz zu hemmen. Die
Klonierung des Vektors und Rekombination mit der adenoviralen DNA erfolgte
wie unter Material und Methoden (s. Kapitel 3. 4. 1. 2) beschrieben.

Um die silencing RNA (siRNA) in den infizierten Zellen zu exprimieren, musste
ein fir die entsprechende Sequenz kodierendes Oligonukleotid entworfen
werden (s. Abb. 17). Eine spezifische Zielsequenz des Alk5-TGF-B-Rezeptors,
die mit Hilfe chemisch-synthetisierter siRNA-Konstrukte bereits erfolgreich in
RNA-Interferenz-Versuchen untersucht worden war, wurde freundlicherweise
von Frau Julia Maurer (Institut flr Pathologie der Universitat zu Kéin, s. Kapitel
3. 4. 1. 2) bereitgestellt. Die Alk5-siRNA-Sequenz war in sense- und antisense-
Richtung in dem kodierenden Oligonukleotidstrang enthalten, wobei die
komplementaren Strange durch eine Loop-Sequenz unterbrochen waren. So
kodierte das Oligonukleotid fir eine anti-Alk5 small hairpin (sh) RNA (s. Abb. 17
und 18). Flankierend zu der Alk5-shRNA-Sequenzregion wurden geeignete
Restriktionsschnittstellen Stul und BamHI eingefligt, um eine Bestatigung der
erfolgreichen  Vektorklonierung durch anschlieBende Restriktion sowie
gelelektrophoretische Analyse zu erméglichen (s. Abb. 17 und 19).

Das entworfene Oligonukleotid wurde nun in einen Vektor kloniert, der einen
U6-Promotor enthielt, an den die zelleigene RNA-Polymerase |ll binden und die
shRNA synthetisieren konnte (s. Abb. 19 und Kapitel 3. 4. 1. 2).
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dsDNA-Oligonukleotid

Function BamH | Target sense sequence Hairpin loop
Top strand 5-  GATCCG TCG CTC GAC GCT GTT CCA TTC AAG AGA
Bottom strand 3- GC AGC GAG CTG CGA CAA GGT AAGTTC TCT
Function Target antisense sequence Terminator Stu | EcoRlI
Top strand — TGG AAC AGC GTC GAG CGA TTTTTT AGGCCT G -3
Bottom strand — ACCTTG TCG CAG CTC GCT AAA AAA TCC GGA CTTAA -5
Function Target sense sequence Hairpin loop Target antisense sequence
sh-RNA-transcript 5- UCG CUC GAC GCU GUU CCAUUC AAGAGA [IEEAACACCNCICHGACHcEA
Bl -3
siRNA-sequence: anti-TGF-B-Rezeptor | (Alk 5)
Abb. 17: Sequenz des entworfenen dsDNA-Oligonukleotids, aus der die anti-TGF-B-Rezeptor | (Alk 5) small hairpin RNA-(shRNA) resultiert

(siehe Text).




Target sense sequence
BN Target antisense sequence

Hairpin loop

Abb. 18: Faltung
shRNA-Trans-
kripts durch Basen-

des

paarung mit Ausbil-
dung des
loops. (Vgl. Abb. 17)

Hairpin

Abb.19: Vektorkar-
te des pSiren-DNR-
siAlks mit Markie-
rung der Insertions- AP
schnittstellen

BamHI und EcoRlI

BamHI (5129)
P US 1
1oxP ,

pSiren-DNR-siAlk5

5197 bp

Ccmr (ORF)

loxP

SacB
~ Stul (1638)

Die erfolgreiche

Klonierung wurde durch Sequenzierung verifiziert.

Nach

Rekombination mit dem adenoviralen Backbone konnten die korrekien Rekom-

binanten mittels PCR durch den Nachweis des 660 bp-groBen Amplifikats
identifiziert werden (s. 3. 4. 1. 2, s. Abb. 5).

Wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, wurden aus dem

rekombinanten adenoviralen Plasmid Viren angezichtet. Es wurde hierbei ein

Titer von 10° Viren pro ml erreicht.
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4.4.2 Infektionsversuche mit pAdsiAlk5

In ersten Infektionsversuchen mit pAdsiAlk5 wurden PAV-I-Zellen, die in 6-
Loch-Platten mit jeweils 2,5 bzw. 4 x 10° Zellen pro Loch ausplattiert worden
waren, mit verschiedenen MOI-Werten infiziert. Der genaue Versuchsaufbau ist
dem Schema in Abbildung 20 zu entnehmen. Zur Kontrolle wurde jeweils ein
Loch nur mit PBS versehen, sowie Zellen zur Negativkontrolle mit einem
scrambled Virus infiziert, der fir eine Nonsense-siRNA kodiert, und mir
freundlicherweise von Herrn Dr. A. Oberthlr (Universitats-Kinderklinik KéIn) zur

Verfligung gestellt wurde.

10 MOI 50 MOI
pAdsiAlkS pAdsiAlkS

Abb. 20: Versuchsaufbau der
3 pAdsiAlk5-Infektion von PAV-
[-Zellen.

Der Versuch wurde parallel
100 MOI auf zwei 6-Loch-Platten
pAdsiAlKS durchgefihrt. Die Zellernte
erfolgte funf Tage nach

. Infektion (vgl. Kapitel 3. 5. 5).

Die Ergebnisse der Infektionsversuche wurden durch eine PCR Uberprift. Daflir
wurden RNA isoliert und die Transkriptlevel von Alk-5 bestimmt.

In der PCR zeigte sich bei den mit 10 MOI pAdsiAlk5 infizierten Zellproben
keine verminderte Synthese des Alk5-Transkriptes im Vergleich mit der PBS-
Kontrolle sowie der Negativkontrolle in Form von nicht infizierten Rat Il-Zellen.
Bei der 50 MOI-Probe zeigte sich hingegen eine stark verminderte siAlk5-
Aktivitat. Bei den mit 100 MOI pAdsiAlk5 infizierten Zellen zeigte sich kein
weiterer Trend in Richtung eines erniedrigten Transkriptlevels. Auch unter
Einfluss des scrambled Virus wurden sowohl beim Einsatz von 10 als auch
besonders von 100 MOI eine spatere und geringere Amplifikation des Alk 5-
Transkriptes beobachtet (s. Abb. 21).
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—— Probe 1 (13 10 MOl pAdsialks (nach 5 d)

6000

— Probe 2 (14} 50 MOl pAdsiAlkS (nach 5 d)

Probe 6 (18} PES-Kantralle (nach 5 o)

= Probe 7 (Fat I} nicht infizierte Rat [-Zellen

Fluoreszenz (dR)
4?00

m— Probe 313} 10 MOI scrambled virus (nach 2 d)

]

=

S —— Probe 4 (16) 100 MOl pAdsialks (nach & d)

== Probe 517} 100 MOI scrambled virus (nach 5d)

I I [
22 30 38
Zyklen
Abb. 21: Ergebnisse der PCR mit Bestimmung von Alk5. Aufgetragen ist die Fluoreszenz

in Abhangigkeit der PCR-Zyklen.

Zur Normalisierung wurde der B-Aktin-Transkriptlevel herangezogen (vgl.
Kapitel 3. 5. 5). Nach Normalisierung gegen B-Aktin zeigte sich bei den mit
pAdsiAlk5-infizierten Zellen (rot in Abb. 22) gegentber den mit scrambled Virus
behandelten (blau in Abb. 22) bei hoher Viruslast ein erniedrigter Transkriptlevel
von AIk5 (s. Abb. 22). Bei Einsatz von 10 MOI pAdsiAlk5 (rot) und 50 MOI
pAdsiAlkS (rot) konnte keine Hemmung des Alk5-Transkriptes beobachtet
werden, jedoch war nach Infektion mit 100 MOI pAdsiAlkS der Transkriptlevel
um fast 50 % erniedrigt.

In der PBS-Kontrolle (griin) wurden ebenfalls sehr niedrige Transkriptlevel

bestimmt.
Abb. 22: Ergebnisse der PCR
PCR-Ergebnisse RNA-silencing durch nach Normalisierung. Aufge-
pAdsiAlkd tragen ist die relative Alk5-
RNA in Abhangigkeit von der
L5 Infektionsdosis. Probe 1
0,251
5] entspricht hierbei einer Dosis
Alk5-RNA ’ .
T OE;?- von 10 MOI pAdsiAlk5 bzw.
§ 0’5' scrambled Virus. In Probe 2
"ol | wurden 50 MOI pAdsiAlk5
B pAdsiAkS 1 2 3 4 eingesetzt sowie in Probe 3
M} Ssmampler Vi Infektionsdosis 100 MOI pAdsiAlk5 bzw.
I PBS-Kontrolle
scrambled Virus (vgl. Abb.

20).

49



5. Diskussion

5.1 Genetische Manipulation von myofibroblastischen HSC mit
Hilfe von Adenoviren Typ 5

Mit der vorliegenden Arbeit wurde ein System flir den Gentransfer mit Hilfe von
Adenoviren Typ 5 etabliert.

Als myofibroblastische Zellreihe wurden PAV |-Zellen ausgewahlt, eine
immortalisierte Zelllinie von HSC aus der Ratte [104]. PAV | lieBen sich mihelos
mit den verwendeten adenoviralen Konstrukten infizieren, was sich durch die
Expression des Reporterproteins GFP bereits einen Tag nach Infektion
qualitativ zeigen lieB3 (s. Kapitel 4. 2).

Far die Infektion wurden MOIs von 1 bis 80 eingesetzt, um gute Infektions-
ergebnisse zu erzielen (s. Kapitel 4. 2 und 4. 3. 1 in Ergebnisse). Bezuglich der
eingesetzten MOI-Zahlen finden sich in der Literatur unterschiedliche Angaben.
So erreichten Weiskirchen et al. mit dem Einsatz von 10 MOI eine 100%-ige
Infektionsrate [118], wahrend Isono et al. 50 MOI einsetzen mussten [52]. In
einer anderen Studie wurden mit 20 MOI Uber 95 % der HSC infiziert [70]. Dies
kdénnte einerseits daran liegen, dass teils mit primaren, teils mit immortalisierten
Zellen gearbeitet wurde, andererseits wurden auch andere Expressions-
kassetten transduziert. In allen Féllen wurde die untersuchte Genexpression
von einem Cytomegalievirus(CMV)-Promotor dirigiert [52, 118]. Es miussen
jedoch viele Variablen wie z. B. Virustyp oder Intervall zwischen Infektion und
Auswertung berlcksichtigt werden, will man Gentransfer in verschiedenen
Systemen mit verschiedenen Konstrukten vergleichen [123].

Bei den Versuchen mit dem Konstrukt pAdEasy-GFP, das ebenfalls einen CMV-
Promotor enthélt, reichten Werte zwischen 1 und 10 MOI far eine flachen-
deckende Infektion aus (vgl. Kapitel 4. 2). Um mit dem pAdSMA-GFP-Konstrukt
ebenso gute Ergebnisse zu erreichen, mussten PAV [-Zellen jedoch mit
héheren MOI-Zahlen (z. B. 40 MOI) infiziert werden. Da die Expression des
untersuchten Gens abhangig von der Art des Promotors ist, muss dies bei den
Infektionsdosen berlcksichtigt werden. Eine derartige Fragestellung ist bereits
von Teramoto et al. am Beispiel von humanen Lungenfibroblasten untersucht
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worden. Hier wurden die Kinetik und Infektionseffizienz zweier adenoviraler
Konstrukte mit unterschiedlichen Promotoren, dem CMV- und RSV LTR-
Promotor, verglichen. Es konnte in diesem Fall kein Unterschied in der Kinetik
beider Konstrukte festgestellt werden [112]. Vergleichbare Untersuchungen
Uber die Kinetik des a-SMA-Promotors, die die Beeinflussung des Gentransfers
von dieser Seite aus beleuchten kdnnten, stehen zurzeit nicht zur Verfligung.
Eine dosisabhangige Beziehung zwischen der eingesetzten MOI-Zahl und der
Effizienz des Gentransfers konnte hingegen mehrfach belegt werden [18, 52,
112, 123]. Dass die Expressionsstarke des transduzierten Gens abhangig von
der Viruslast respektive der eingesetzten MOI ist, konnte auch ich in
Versuchsreihen beobachten, in denen die Zellen zeitgleich mit verschiedenen
MOI infiziert wurden (s. Kapitel 4. 3. 1).

In vitro lassen sich HSC, wie gezeigt, sehr gut mit Adenoviren vom Typ 5
genetisch manipulieren. Ob Adenoviren jedoch auch flir den gentherapeu-
tischen Einsatz in vivo geeignet sind, ist noch fraglich. Es stellen sich hier
grundsétzlich zwei Problemfelder dar. Zum einen ist der Hepatotropismus der
Adenoviren zu erwdhnen [69], zum anderen ist die durch Adenoviren hervor-
gerufene Immunantwort und Entziindungsreaktion zu berlcksichtigen [12, 81,
82, 111]. In der Literatur finden sich diverse Studien Uber In vivo-Versuche mit
Adenoviren an Rattenfibrosemodellen. Ein positiver Effekt des eingebrachten
Gens, z. B. die Verminderung des Fibrosegrads, ist oftmals nachzuweisen [1,
11, 51, 60, 108]. limuro et al. konnten z. B. durch ein adenovirales Konstrukt,
das humane Matrix Metalloproteinase-1 transferierte, eine deutliche Milderung
einer experimentellen Leberfibrose in Ratten bewirken. Im Rahmen derselben
Studie wurde die Effizienz der adenoviralen Infektion durch einen Kontrollvektor
mit einer LacZ-Expressionskassette nachverfolgt. Die X-gal-Farbung zeigte,
dass 90 % der Hepatozyten, aber nur 25 % der nicht-parenchymalen Zellen, zu
denen die HSC gehéren, B-Galactosidase-positiv, das heiBt infiziert waren [51].
In einer anderen Studie wurde explizit die Infizierbarkeit von Hepatozyten und
nicht-parenchymalen Zellen der Leber (HSC, Endothelzellen) verglichen. Hier
konnte in vitro eine bessere Infektionseffizienz fir HSC als fiir Hepatozyten bei
diversen Infektionsdosen gezeigt werden. In vivo verhielt es sich jedoch
umgekehrt, so dass vermehrt Hepatozyten infiziert wurden. Wie in In vitro-

Versuchen war die Effizienz umso besser, je héher der eingesetzte Titer war.
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Des Weiteren wurde demonstriert, dass in geschadigtem Lebergewebe fir alle
Zelltypen die Infizierbarkeit erheblich herabgesetzt ist. Als Ursache hierflr
werden morphologische Anderungen, die mit der Gewebsschadigung einher-
gehen und z. B. den Rezeptor flir Adenoviren betreffen, diskutiert [123].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Leber gut von Adenoviren
erreicht wird, es aber schwierig ist, nicht-parenchymale HSC, beziehungsweise

Myofibroblasten im Besonderen, anzusprechen.

Zusétzlich stellt sich das Problem der immunologischen Reaktion auf
Infektionen mit Adenoviren dar. Primaten (Affen) reagierten auf adenovirale
Infektionen via Portalvene oder V. saphena magna mit akuter Hepatitis sowie
mit einer Immunantwort sowohl gegen den Vektor als auch gegen das
transgene Produkt. Wurden die Primaten zusatzlich mit Immunsuppressiva
behandelt, konnte keine Entziindung nachgewiesen werden [111]. Yang et al.
zeigten, dass virale Antigene eine groBe Rolle in der Immunreaktion spielen
und z. B. dazu fuhren kdnnen, dass infizierte Leberzellen von zytotoxischen T-
Lymphozyten eliminiert werden [121]. In weiteren Versuchen mit Primaten
wurde versucht, die Behandlung durch gezieltes Applizieren der Viren in nur
einen Leberlappen zu optimieren. Eine portale Entzindung wurde aber
dennoch in der gesamten Leber gefunden. Eine weitere Beobachtung war, dass
trotz intrahepatischer Infusion bei hohen Virusdosen adenovirale DNA sowohl in
den Gonaden als auch in Hirngewebe durch PCR nachweisbar war [91]. Eine
neuere Untersuchung hat ergeben, dass bei retrograder Infusion der Viren Uber
den Ductus hepaticus communis eine effiziente Genexpression erzielt werden
kann, ohne ernsthafte entziindliche Nebeneffekte hervorzurufen [67]. Prinzipiell
ist festzuhalten, dass fir einen wirkungsvollen Einsatz in vivo die Weiterent-
wicklung adenoviraler Vektoren erforderlich ist, um eine kontraproduktive
Immunantwort zu umgehen [14, 121]. Uberdies gibt es Ansétze, dass durch die
Promotorwahl die Immunreaktion moduliert werden kann sowie der Einsatz von
Helfervirus-abhangigen oder adeno-assoziierten Konstrukten immunologisch
gunstig sein kann [7, 77, 80, 81, 87-89, 113, 125]. Letztlich kann alternativ die
Gentherapie mit Hilfe von Retroviren erwogen werden.

AbschlieBend kann gesagt werden, dass sich adenovirale Vektoren flr In vitro-

Versuche als auBerst brauchbares System erwiesen haben, um gentherapeu-
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tische Anséatze zu untersuchen, beziehungsweise Konstrukte in Verbindung mit
einem spezifischen Promotor wie im Fall meiner Arbeit zu evaluieren. Eine
eventuelle Umklonierung in mdglicherweise geeignetere virale Konstrukte fir
die Ubertragung auf In vivo-Modelle kann nach Etablierung des Systems folgen.

5.2 Adenovirale Expression unter Kontrolle des a-SMA-Promotors

Ein wesentlicher Teil der vorgelegten Arbeit bestand darin, ein Konstrukt
herzustellen, das eine durch den a-SMA-Promotor gesteuerte Expressions-
kassette enthalt. Grundlage fir diesen experimentellen Ansatz ist die
Notwendigkeit, eine mdglichst Zelltyp-spezifische genetische Manipulation von
myofibroblastischen HSC erreichen zu kénnen.

Das kontraktile Protein a-SMA wird sowohl in glatten (vaskularen) Muskelzellen
[28, 36, 90], in bestimmten Tumorzellen [16], voribergehend wahrend der
Entwicklung in Herz- und Skelettmuskelzellen [101, 119] als auch typischer-
weise in Myofibroblasten [26, 90, 100, 114] exprimiert.

Es ist bekannt, dass HSC im Rahmen der Fibrogenese eine Umdifferenzierung
zu Myofibroblasten durchmachen, die durch Bildung extrazellullarer Matrix und
typischer Strukturproteine, besonders a-SMA, charakterisiert ist [21, 90, 98]. Bei
Zunahme des Schweregrads der Leberschadigung wurde auch eine Zunahme
in der Expressionsstarke des so genannten Markerproteins a-SMA beobachtet
[120].

Es hat sich gezeigt, dass regulatorische Bereiche des a-SMA-Gens geeignet
sind, myofibroblastische Zellen genetisch anzusprechen. Sanz et al. fihrten
Versuche mit transgenen Mausen bzw. daraus gewonnenen primaren HSC
durch, die Insulin-like growth factor unter der Direktion eines a-SMA-Promotors
exprimierten. Die Expression des Transgens konnte in vitro in aktivierten HSC
nachgewiesen werden, nicht jedoch in ruhenden. Auch in vivo wurde das
Transgen in der Leber gebildet, es war aber nicht mdéglich, die Expression
genau zu lokalisieren [102]. Eine Induktion in anderen a-SMA-bildenden Zellen,
z. B. in den LebergefaBen, ist folglich nicht auszuschlieBen, zumal es sich hier
um den SMP8 handelte, ein Promotorkonstrukt, das aus glatten Muskelzellen
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der Maus stammt und vor allem zur Manipulation dieser Zellen eingesetzt wurde
[117].

Bei der Untersuchung des a-SMA-Gens wurde festgestellt, dass die
Sequenzen, die fir die transkriptionelle Aktivierung des a-SMA-Promotors
Voraussetzung sind, in Abhangigkeit von Differenzierungsstadium und Zelltyp
variieren [10, 15, 27, 76, 78, 84]. Owens et al. haben in vivo mit einem
Promotorkonstrukt, das 2600 bp des 5’-a-SMA-Bereiches und das erste Intron
enthalt, in glatten GefaBmuskelzellen eine hochgradige a-SMA-Expression
erreichen kdnnen, die sich in ihrem Muster anscheinend wie die endogene
verhielt. AuBerdem exprimierten in adultem Gewebe keine anderen Muskel-
zellen oder allgemein keine ,nicht glatten Muskelzellen® das durch diesen
Promotor dirigierte Transgen [71].

Da im Gegensatz hierzu in der Fibrosebehandlung nun Myofibroblasten Ziel des
gentherapeutischen Ansatzes sind, wurde fir die vorliegende Arbeit ein
Promotorabschnitt gewahlt, der in vitro unter den a-SMA-bildenden Zellen
spezifisch in Myofibroblasten aktiviert wird. Es handelt sich hierbei um ein
Konstrukt mit einer Lange von 700 bp im 5’-Bereich des Genes. Odenthal und
Jung haben diesen Abschnitt charakterisiert und gezeigt, dass er in der Lage
ist, Expressionskassetten, die mit ihm operativ verknlpft sind, in Myofibro-
blasten oder Myofibroblasten-ahnlichen Zellen zu dirigieren [58, 59]. In diesem
700-bp-Konstrukt sind sowohl aktivierende als auch inhibierende Elemente
enthalten, die die Transkription des Gens regulieren (s. Abb. 23) [58]. In vivo
konnte die Funktion der Promotorsequenz in Myofibroblasten ebenfalls anhand
eines Mausmodells gezeigt werden, jedoch war die Promotoraktivitat auch in
anderen Zellpopulationen wie viszeralen glatten Muskelzellen nachweisbar [63].
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das beschriebene 700 bp-Konstrukt des a-
SMA-Promotors operativ mit dem Reporterprotein GFP verknipft und erstmals
in einen adenoviralen Vektor integriert. Auch mittels adenoviraler Infektion
konnte die Expression des Transgens, dirigiert durch den a-SMA-Promotor-700,
in myofibroblastischen HSC induziert werden.

PAV I-Zellen wurden mit pAdSMA-GFP infiziert und zwei Tage spater wurde
das GFP in der Fluoreszenzmikroskopie sichtbar. Demgegenlber wurde das

Reporterprotein in Hepatomzellen nicht exprimiert (s. Kapitel 4. 3. 1).
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Hiermit ist nun ein praktikables Werkzeug geschaffen, um das Promotor-

konstrukt auch in vivo testen zu kénnen, damit die genregulatorische Funktion

dieses Bereiches verifiziert werden kann. Des Weiteren wird es mdglich sein,

mit dem Promotor kombinierte mdgliche therapeutische Transgene in ihrer

Wirkung zu untersuchen.

A 1
activator 1
core promoter
s | c B A TATA
[ A
E-box CArG-hox
TGT-3
B
inversed
5 -700 11 " 11 ! | ! .
-
E-Box CArG-Element
Abb. 23: Schematischer Aufbau des Myofibroblasten-spezifischen Basenabschnitts

-700 bis + 22 des a-SMA-Promotor mit aktivierenden (rot) und inhibierenden
(blau) Elementen (A). Vereinfachte Darstellung (B).
(Freundlich tberlassen von Frau Priv.Doz. Dr. M. Odenthal)
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5.3 Differenzierungsabhangige Expression von GFP unter
Kontrolle des a-SMA-Promotors in humanen Mesangialzellen

Nachdem die Zelltyp-spezifische Regulation des Konstruktes nachgewiesen
worden war, wurde in einem zweiten Schritt die differenzierungsabhangige,
nach myofibroblastischer Transformation aktivierte Steuerung in Mesangial-
zellen gezeigt.

Mesangialzellen sind im Glomerulus der Niere lokalisiert und spielen eine groBe
Rolle in der Pathogenese glomerularer Nierenerkrankungen. Wie die HSC in
der Leber kénnen sich auch Mesangialzellen in pathologischen Situationen
unter dem Einfluss bestimmter Signalstoffe zu Myofibroblasten umwandeln. Im
Rahmen dessen bilden sie folglich ebenfalls das a-SMA [37, 48, 116].

Die in der vorgelegten Arbeit gezeigte gute Infizierbarkeit von Mesangialzellen
bestatigt die Ergebnisse anderer Studien [38, 45, 83, 115]. In vitro konnte
sowohl in humanen Zellen als auch in solchen aus der Ratte eine Infektionsrate
von bis zu 100 % erzielt werden [45, 83]. Des Weiteren konnte auch gezeigt
werden, dass infizierte Zellen per se gegentber Wildtypzellen keine
Anderungen in Morphologie, Phanotyp und Metabolismus aufwiesen [83].

Auch in der vorgelegten Arbeit konnten humane Mesangialzellen unter In vitro-
Bedingungen mit adenoviralen Konstrukten nachweislich infiziert werden. Einen
Tag nach Infektion mit pAdEasy-GFP wurde das Reporterprotein bereits
exprimiert (s. Kapitel 4. 2).

Beziiglich der Ubertragung auf In vivo-Versuche stellt sich wiederum die
Notwendigkeit der Zelltyp-spezifischen Direktion der Transgenexpression dar.
Nach Infusion der Adenoviren Uber die A. renalis in vivo sowie in Ex vivo-
Versuchen mit Transplantaten konnte das Transgen sowohl in Mesangialzellen
als auch in Fibroblasten, Podozyten und Tubulusepithelzellen nachgewiesen
werden.

Dariliber hinaus wurde in Ex vivo-Versuchen eine starke Genexpression in der
Leber beobachtet [34].

In pathophysiologischen Zustdnden kann man sich hier wiederum die a-SMA-
Expression aktivierter Mesangialzellen zu Nutze machen. Es liegen bereits
Untersuchungen zum a-SMA-Promotor in Mesangialzellen vor, die die Aktivie-

rung unter pathologischen Bedingungen beschreiben [62]. In vitro konnte mit
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einem circa 900 bp-langen Promotorkonstrukt eine starke Transkription der
nachgeschalteten Expressionskassette erreicht werden [107]. Kitamura und
Kawachi konnten zeigen, dass in vivo Transgene unter Kontrolle des a-SMA-
Promotors in Nieren mit Glomerulonephritis exprimiert wurden, wéahrend in
gesundem Nierengewebe keine Expression induziert wurde [66].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden humane Mesangialzellen mit dem in
Kapitel 4. 2 beschriebenen pAdSMA-GFP-Konstrukt infiziert und drei Tage
spater fir 48 Stunden mechanischem Stress durch ein Vakuum-Stretch-System
ausgesetzt. Es ist bekannt, dass Mesangialzellen unter mechanischer Stress-
Belastung ihre Morphologie, Wachstumseigenschaften und metabolische
Aktivitat andern. Sie bilden z. B. vermehrt Kollagene und ihre Proliferationsrate
wird gesteigert [17, 47, 93-96, 122]. In unserem Versuch wurde festgestellt, dass
der a-SMA-Promotor in den Zellen unter mechanischem Stress aktiviert wird. Als
Positivkontrolle wurden die Mesangialzellen gleichzeitig mit dem CMV-Konstrukt
pAdEasy-GFP infiziert. Hier konnte das GFP auch vor Beginn des Stretchings
detektiert werden, wahrend die pAdSMA-GFP-infizierten Zellen noch keine
Fluoreszenz zeigten. Nach 48 Stunden Stretching mit einmal 15 und einmal 30
Zyklen pro Minute wurden die Zellen geerntet und die Fluoreszenz
flusszytometrisch bestimmt. Jetzt war das Transgen auch unter Kontrolle des a-
SMA-Promotors exprimiert worden. Dariliber hinaus konnte bei starkerem
Stretching auch eine starkere Expression festgestellt werden (s. Kapitel 4. 3. 2).
Ahnliche Beobachtungen konnten von Efendy und Campbell in In vivo- / In vitro-
Versuchen mit peritonealem Narbengewebe gemacht werden. Hier wurde durch
Einbringen eines R&éhrchens in die Peritonealhdhle die Entstehung von
Granulationsgewebe induziert, welches daraufhin in die Aorta transplantiert
beziehungsweise entnommen und in einem Gerat mechanischem Stress durch
Stretching unterzogen wurde. Sowohl unter Einfluss der hdmodynamischen als
auch unter dem der mechanischen Belastung konnte eine Transdifferenzierung
in Myofibroblasten beobachtet werden [24].

Um noch mehr Uber die a-SMA-kontrollierte Reporterexpression unter mechani-
schem Stress aussagen zu kdnnen, mulsste der Versuch noch expandiert
werden und unter stabileren Bedingungen durchgefthrt werden, da z. B. nicht
immer die gleiche Zellzahl pro Ansatz analysiert wurde. Jedoch ist gezeigt

worden, dass das beschriebene a-SMA-Promotorkonstrukt auch dazu geeignet
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ist, in Mesangialzellen Transgene zu dirigieren und auBerdem auch in einem
differenzierungsabhéangigen Modus. Des Weiteren ist zu erwdhnen, dass
offensichtlich auch der verwendete a-SMA-Promotor, der aus der Ratte stammt
(s. 4. 1. 1), in den humanen Mesangialzellen die Transkription des Transgens
regulieren kann, obwohl dieser Genbereich in Mensch und Ratte nicht zu 100 %

homolog ist [58].

5.4 Nutzung des adenoviralen Gentransfers zum Einbringen von
siRNA in Myofibroblasten

Im zweiten Abschnitt meiner Arbeit sollte gezeigt werden, dass ein adenovirales
Konstrukt in der Lage ist, inhibierende RNA (siRNA) in myofibroblastischen
Zellen zu exprimieren, und dadurch in den Zellmetabolismus einzugreifen.

Daflr wurde ein weiteres Adenovirus geschaffen, das - zunéchst unter einem
universellen Promotor - fir eine siRNA kodiert (s. Kapitel 4. 4. 1), die in der
Lage ist, in vitro in den fibrotischen Zellstoffwechsel durch Unterdriickung des
TGF-B-I-Rezeptors einzugreifen [75].

Nach Infektion von myofibroblastischen HSC mit pAdsiAlk5, in den die Sequenz
flr siRNA, die sich gegen das Alk5-Mitglied der TGF-B-Rezeptorfamilie richtet,
integriert worden war, zeigte sich nach Transkriptlevelbestimmung von Alk5
eine hemmende Wirkung des Virus, wobei sich die Ergebnisse teils nicht ganz
einheitlich darstellten. Ein méglicher Erklarungsansatz kénnte die Uberlagerung
des siRNA-Effektes durch eine zytotoxische Wirkung der Viren sein, durch die
die RNA-Isolierung der Zellen beeintrachtigt worden sein kénnte.

Die Transkriptlevelbestimmung des AIk5 zeigte eine breite Streuung der
Ergebnisse. Nach Normalisierung gegen -Aktin lieB sich ein hemmender Effekt
des pAdsiAlk5 gegenidber den mit dem scrambled Virus infizierten Kontrollzellen
erkennen (s. Abb. 22 in Kapitel 4. 4. 2). Im Gegensatz zu den mit dem
scrambled-siRNA-Virus infizierten Zellen, die als VergleichsgréBe fungierten
und in denen keine Transkripte durch die scrambled siRNA gehemmt werden
solllten, zeigten die Zellen nach Infektion mit pAdsiAlk5 einen niedrigeren Alk5-
Transkriptlevel bei hoher Infektionsdosis. Im Vergleich mit Kontrollzellen ohne
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Virusinfektion (PBS-Kontrolle) lieB sich der Effekt nicht bestatigen, da auch hier
ein niedriger Transkriptlevel bestimmt wurde.

Die Experimente wurden im Rahmen der Arbeit noch zweimal wiederholt, wobei
sich die Daten in Bezug auf die VergleichsgroBen, d. h. Zellen, die mit dem
scrambled Virus beziehungsweise ohne Viren kultiviert wurden (PBS-Kontrolle),
weiterhin heterogen darstellten. Es handelt sich somit um priméare Ergebnisse,
die eine funktionierende Hemmung der Alk5-Synthese durch pAdsiAlk5 nur
trendweise erkennen lassen. Inwieweit technische Probleme wie fehlerhafte
Virus-Titerbestimmungen, die letztendlich keinen Vergleich der Versuchs-
gruppen zulieBen, heterogene RNA-Konzentrationsbestimmungen oder cDNA-
Umschreibungen oder aber zytotoxische Einfliisse bei zu hoher Viruslast fur die
noch nicht klaren Ergebnisse verantwortlich gemacht werden mussen, soll in

zukinftigen Studien gezeigt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im ersten Teil der Arbeit der a-SMA-
Promotor als geeignetes Promotorkonstrukt, um Myofibroblasten adenoviral
anzusprechen, dargestellt wurde, wahrend im zweiten Teil eine Mdglichkeit
aufgezeigt wurde, den myofibroblastischen Zellstoffwechsel durch adenoviral-
mediierte RNA-Interferenz zu manipulieren.

In der Zusammenschau wurden in der vorgelegten Arbeit Voraussetzungen
geschaffen und die Vorarbeiten bereitgestellt fir einen moglichen Zelltyp-
gerichteten Transfer therapeutischer Gene in myofibroblastische Zellen als eine

zukUnftige spezifische Therapiemethode.
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6. Zusammenfassung

Myofibroblasten nehmen in der Pathogenese fibrotischer Organerkrankungen
eine entscheidende Rolle ein, da sie die Hauptmatrixproduzenten sind und
durch Sekretion von Wachstumsfaktoren und fibrogenen Mediatoren den
Prozess der Fibrogenese unterhalten. Es handelt sich hierbei um Zellen, die
sowohl Eigenschaften von Fibroblasten als auch von glatten Muskelzellen
aufweisen und aus verschiedenen Vorlauferzellen hervorgehen kdnnen.
a-Smooth Muscle Aktin (a-SMA) gilt als Markerprotein fir Myofibroblasten.
Wahrend der Leber- und Nierenfibrose differenzieren sich organspezifische
mesenchymale Zellen nach chronischer Schadigung in Myofibroblasten um und
sind auf diese Weise an der Fibroseentstehung und —progression beteiligt. In
der Leber sind dies im Besonderen die hepatischen Sternzellen (HSC), die sich
im Disse’schen Raum befinden, wahrend bei glomeruléren Erkrankungen in der
Niere Mesangialzellen Vorlauferzellen fir Myofibroblasten sind.

Far die Stimulation von Myofibroblasten ist der fibrogene Mediator TGF-3
hauptverantwortlich. Experimentelle therapeutische Ansatze antifibrotischer Art
zielen darauf ab, die Wirkung des TGF-B auf Myofibroblasten zu hemmen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen adenoviralen Myofibroblasten-
spezifischen Vektor (pPAASMA-GFP) zu etablieren, der unter der Kontrolle des
(Myofibroblasten-spezifischen) a-SMA-Promotors ein Reporterprotein (GFP)
induzieren sollte. Es sollte die Zelltyp-abhangige Regulation des Promotors in
myofibroblastisch umdifferenzierten HSC gezeigt werden sowie die differen-
zierungsabhangige Reporterexpression in infizierten Mesangialzellen im Verlauf
der Umdifferenzierung.

Ein weiteres Ziel bestand darin, einen adenoviralen Vektor (pAdsiAlkS) zu
konstruieren, der in der Lage ist, in HSC siRNA zu exprimieren, die durch RNA-

Interferenz fiir eine Expressionshemmung eines TGF-3-Rezeptors sorgt.

Nach Konstruktion des pAdSMA-GFP, Etablierung und Optimierung der
adenoviralen Infektionstechnik konnte gezeigt werden, dass nach Infektion von
myofibroblastisch aktivierten HSC mit pAdSMA-GFP das Reporterprotein GFP
exprimiert wurde, wahrend in Hepatomzellen kein GFP detektiert werden
60



konnte. Ruhende Mesangialzellen waren zunéchst nicht in der Lage, das GFP
unter Kontrolle des a-SMA-Promotors zu synthetisieren, nach myofibroblas-
tischer Aktivierung durch mechanischen Stress wurde das Reporterprotein
jedoch exprimiert. Damit flihrte die virale Expression unter Kontrolle des a-SMA-
Promotors zu einer Zelltyp-spezifischen und differenzierungsabhangigen rekom-
binanten Genexpression.

Dariber hinaus erfolgte der Entwurf eines Oligonukleotids, das flir eine siRNA,
die small hairpin RNA (shRNA), zur Stilllegung des TGF-B-Rezeptor-l (Alk5)-
Gens kodiert. Dieses Oligonukleotid wurde erfolgreich in einen weiteren

adenoviralen Vektor integriert.

Zusammenfassend zeigen die In-vitro-Versuche, dass die genetische Manipu-
lation von Myofibroblasten mittels Adenoviren unter Kontrolle des a-SMA-
Promotors eine sehr effiziente Methode darstellt. Eine Ubertragung auf In-vivo-
Modelle kdnnte durch eventuelle immunologische Reaktionen beziehungsweise
die mangelnde Steuerbarkeit des viralen Transfers erschwert werden. Mit der
hier gezeigten Einschaltung eines spezifischen Promotors kénnte jedoch ein
praktikables Werkzeug zur Verflgung stehen, um Myofibroblasten gezielt
anzusprechen.

Die Nutzung eines spezifisch direktionierten Vektors fir den Transfer eines
therapeutischen Gens, wie zum Beispiel einer Expressionskassette, die den
TGF-B-Rezeptor durch RNA-Interferenz stilllegen kann, kénnte neue Perspek-
tiven fUr eine antifibrotische Therapie eréffnen.
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