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I. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Das Osteosarkom stellt 2,3 % aller bésartigen Neubildungen bei Kindern unter
15 Jahren dar und ist damit der haufigste Knochentumor im Kindesalter (Deut-
sches Kinderkrebsregister Jahresbericht, 2003). Nur durch operative Entfernung
des Primartumors in Kombination mit einer intensiven Chemotherapie lassen sich
60 - 70 % der betroffenen Patienten heilen (Bielack et al., 2000). Entscheidend
bei der Prognose sind das Stadium der Erkrankung, das Vorhandensein von
Fernmetastasen, das Ansprechen des Tumors auf die Chemotherapie und die

vollstéandige operative Kontrolle des Primarius.

Die operativen LokalmaBnahmen zur Tumorkontrolle schlieBen oft die Amputati-
on der betroffenen Extremitit ein, so daB die aufgefiihrten Uberlebenszahlen
nicht in gleicher Weise die Wiederherstellung bzw. den Erhalt der Lebensqualitat
bei den Uberlebenden Patienten wiederspiegeln. Nicht nur die weitere Verbes-
serung der Operationstechniken und der systemisch wirksamen Chemotherapie,
sondern auch die EinfiUhrung von neuen lokal wirksamen Behandlungsverfahren
kdnnte die Notwendigkeit von Amputationen zuklinftig deutlich senken, ohne daB

dies zu Lasten des therapeutischen Gesamtergebnisses flihren wiirde.

Ein innovatives Therapieverfahren zur Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle
kdnnte die Suizidgentherapie darstellen (Wicke et al., 1996). Das Prinzip der Sui-
zidgentherapie beruht auf dem Transfer eines Enzymgenes, durch das Tumorzel-
len gegeniber einer Behandlung mit einem an sich nicht oder nur wenig toxi-
schen Pharmakon sensibilisiert werden. Die Sensibilisierung flihrt unter Behand-
lung mit dem Pharmakon zum selektiven Absterben aller Zellen, die das Enzym-
gen enthalten. Zellen, in die jedoch das Enzymgen nicht transferiert wurde, blei-
ben von der Zytoxizitat weitesgehend verschont. Der wichtigste Vertreter einer
solchen Suizidgentherapie stellt das Herpes simplex Virus Typ I Thymidinkinase /

Ganciclovir System dar (Moolten, 1986).

Umfassende Studien im Zellkultur- und Tiermodell (Culver et al., 1992; Ezzeddi-
ne et al.,1991; Ram et al.,1993) bildeten die Grundlage flir die Durchflihrung

erster klinischer Suizidgentherapiestudien an Patienten mit therapieresistenten
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Tumoren, insbesondere Hirntumoren. Diese klinischen Studien zeigten allerdings
keinen signifikanten Therapieerfolg (Rainov, 2000). Ausschlaggebend hierflr
schienen vor allem die beobachteten niedrigen Gentransferraten zu sein, die be-
dingten, daB nur ein sehr kleiner Teil (< 0,2 %) der Tumorzellen wirklich das En-

zymgen enthielten (Ram et al. 1997).

Die vorliegende Arbeit baute in ihrer Zielsetzungen und ihrem Design unter an-
derem bewuBt auf den Erfahrungen dieser wenig befriedigenden bisherigen Sui-

zidgentherapiestrategien auf, indem

1. an Stelle der bisher klinisch verwendeten Retrovirusvektoren die potenteren

Lentivirusvektoren verwendet wurden und

2. das Folypolyglutamatsynthetase / MTX System als therapeutisches Prinzip ge-
wahlt wurde, das das flur die Osteosarkombehandlung zentrale Chemotherapeuti-

kum Methotrexat (MTX) in seiner Wirkung signifikant verstarken kann.

3. Weiterhin wurde unter den Gesichtspunkten der biologischen Sicherheit und
der Verminderung von toxischen Nebenwirkungen die therapeutische Selektivitat
des unter 1. und 2. genannten gentherapeutischen Ansatzes in Kombination mit

dem Osteosarkom-spezifischen Osteocalcin-Promotor untersucht.

Zu 1: Lentivirale Vektoren als Gentransfersysteme

Lentiviren gehdren zu den komplexen Retroviren (Coffin et al., 1997). Neben den
fir die viralen Strukturproteine und Enzyme kodierenden Genen gag, pol und
env, die auch die Onkoretroviren und andere Retroviren besitzen, tragen Lentivi-
ren zusatzliche, flir regulatorische und akzessorische Proteine kodierende Se-
quenzen. Fur den Replikationszyklus sind die regulatorischen Gene essentiell,
wahrend die akzessorischen Gene in vitro zumeist entbehrlich sind (Tang et al.,
1999; Seelamgari et al., 2004).

Anders als Onkoretroviren sind Lentiviren in der Lage, ihr Genom auch in nicht

teilungsaktive Zellen zu integrieren. Zwar gelangt auch bei Lentiviren der Prain-
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tegrationskomplex am effizientesten wahrend der Mitose in den Kern, doch wird
er auch ausserhalb der Mitose von der zelluldaren Kernimportmaschinerie erkannt
und aktiv mit Hilfe einer Integrase durch die Poren einer intakten Kernmembran
transportiert (Bukrinsky et al., 1993; Gallay et al., 1997).

Vor diesem Hintergrund wurden rekombinante Gentransfer-Vektoren etabliert,
die auf Lentiviren verschiedener Primaten und anderer Spezies basieren. Die
groBten Bemihungen galten dabei der Entwicklung von Vektoren, die vom Hu-
man Immundeficiency Virus (HIV-1) abgeleitet sind. Dies bot sich an, da zum
einen humane Zellen die naturlichen Wirte dieses Virus sind und zum anderen
aufgrund der AIDS-Pathogenese-Forschung lber kaum ein anderes Virus so viel
bekannt sein dirfte. Trotz der Komplexitat des lentiviralen Genoms und der Pa-
thogenitat dieses Virus konnten mehrere Generationen replikationsdefizienter,
vermeintlich sicherer Vektoren entwickelt werden, die hinsichtlich ihrer biologi-
schen Sicherheit als unbedenklich angesehen werden. Da das Wirtsspektrum des
Wildtyp-HIV lediglich Makrophagen und Lymphozyten umfasst, werden auf HIV
basierende Vektoren pseudotypisiert. Mit Pseudotypisierung wird die Fahigkeit
von viralen Vektoren bezeichnet, auch mit Hullproteinen anderer Viren infektidse
Partikel bilden zu kénnen. Insbesondere das VSV-G-Protein (,,Vesicular Stomatitis
Virus") wird zur Verpackung der lentiviralen Vektoren verwendet. Dieses Hullpro-
tein hat ein unspezifisches Wirtsspektrum, so daB nach Pseudotypisierung die
unterschiedlichsten Zellen mit Lentiviren infiziert werden kénnen (Naldini et al.,
1996; Takahashi et al., 1999; Kafri et al., 1997).

Zu 2: Das Folypolyglutamat-Synthetase/Methotrexat-System

Bei diesem System handelt es sich nicht um ein klassisches Suizidgentherapie-
System, das auf dem Transfer eines in der Regel nicht humanen Enzymgens ba-
siert, das in den transduzierten Tumorzellen eine inaktive Substanzvorstufe
(,prodrug") in einen toxischen Metaboliten umwandelt. Das hFPGS/MTX-System
unterscheidet sich vom klassischen System in zwei wesentlichen Punkten (Aghi
et al, 1999):
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i. Bei dem Enzym Folypolyglutamyl-Synthetase handelt es sich um ein humanes
Enzym, welches ubiquitar in menschlichen Kérperzellen vorkommt. Durch den
Gentransfer wird also kein neues Enzym in den Zielzellen exprimiert, sondern

die Uberexpression eines zelleigenen Enzyms erreicht.

ii. Bei Methotrexat handelt es sich nicht um eine inaktive Substanzvorstufe
(,prodrug"), sondern um ein hochpotentes Chemotherapeutikum mit hoher
Toxizitat auf bdsartige, aber auch gesunde Zellen. Durch die hFPGS-
Aktivierung wird diese Toxizitat potenziert. Damit bietet das hFPGS/MTX-
System in der Anwendung bei Osteosarkomen gegenlber anderen Suizidgen-
Systemen den Vorteil, daB sich die Substanz Methotrexat schon seit Jahren in
der klinischen Therapie dieses Tumors bewadhrt hat und das zentrale Che-
motherapeutikum in modernen Therapieprotokollen (z.B. COSS-96-Protokoll)
darstellt.

Die Anwendung des hFPGS-Suizidgensystems stellt also im weiteren Sinne einen
Optimierungsversuch einer an sich wirksamen, bereits etablierten Chemotherapie
dar. Man erwartet bei Erfolg der Gentherapie im Vergleich zur konventionellen
Methotrexat-Behandlung eine deutlich héhere intratumorale Wirksamkeit sowie
eine verminderte Toxizitat auf normale Kdérperzellen aufgrund einer madglichen
Methotrexat-Dosis-Reduktion. Hierdurch werden eine verbesserte Uberlebens-

wahrscheinlichkeiten und eine konservativere Lokaltherapie erhofft.

Die Wirkweise von hFPGS bei der Verstarkung der MTX-Wirkung laBt sich wie
folgt erklaren (Chu et al., 1993; Balinska et al., 1981):

Die biochemische Funktion des humanen Enzyms Folypolyglutamyl-Synthetase
(hFPGS) besteht in der Umwandlung von Folat-Monoglutamaten in Folat-
Polyglutamate. Da es sich bei dem Zytostatikum MTX biochemisch um ein Mono-
glutamat eines Folatanalogons handelt, wird es in der Zelle durch hFPGS auch in
Polyglutamate umgewandelt. Aufgrund dieser Umwandlung potentiert sich die

MTX-Toxizitat durch drei verschiedene Wirkmechanismen:
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i. Polyglutaminiertes Methotrexat kann die Zelle nur schlecht verlassen und
kumuliert. Es kommt also zu einer Verlangerung der MTX-Wirkdauer auf die

Zelle.

ii. Polyglutaminiertes Methotrexat hat eine hdéhere Affinitat zu dem Enzym Di-
hydrofolat-Reduktase, dem natlrlichen Target von MTX in seiner zytotoxi-
schen Wirkung als Folatanalogon mit folatantagonistischer Wirkung. Es
kommt also zu einer Zunahme der kompetitiven Enzymhemmung und damit

zur Stérung der Purin- und Pyrimidinbiosynthese mit konsekutivem Zelltod.

iii.  Durch die Polyglutamatbildung kommt es neben der Hemmung der Dihydro-
folat-Reduktase auch zur kompetitiven Hemmung der Thymidylat-Synthase.
Diese wird nur durch polyglutaminiertes und nicht durch monoglutaminier-
tes MTX gehemmt. Dies fiihrt wieder durch Interaktion mit dem Purin- und

Pyrimidinstoffwechsel zum Zelltod.

Zu 3: Der Osteocalcin-Promotor zur selektiven Toxizitatsteigerung in den

Osteosarkomzellen

Osteosarkome entstehen in der Regel aus entarteten Osteoblasten des
Knochengewebes (Bielack et al., 2000). Deshalb findet in den meisten Osteosar-
komen die flir das Knochengewebe typische Osteoid (=Knochengrundsubstanz)-
bildung statt. Das aus 49 Aminosauren bestehende Osteocalcin - auch "bone
gamma carboxylglutamic acid containing protein" (BGP) genannt - wird in den
Osteoblasten synthetisiert und stellt 2% des totalen Knochenproteins dar. Es ist
das einzige nicht-kollagene Knochenprotein des Osteoids, welches ausschlieBlich
von Osteoid-produzierenden Zellen gebildet wird (Schulz et al.,1998). Alle ande-
ren Proteine des Osteoids werden auch von anderen Bindegewebszellen des Kor-
pers produziert, haben also nicht die gleich hohe Spezifitat fir knochenbildende

Zellen.

Die physiologische Funktion des Osteocalcins ist weitgehend ungeklart. Es besitzt

eine hohe Affinitdt zum Hydroxylapatit und induziert mdglicherweise die Hy-
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droxylapatitbildung in der Knochenmatrix. AuBerdem vermutet man regulatori-
sche Funktionen wahrend der Knochenmineralisation. Die Biosynthese von Oste-
ocalcin wird Uber die Aktivitat der flankierenden Promotorregion u.a auch durch
Einfluss von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D reguliert. Damit stellt der Osteocal-
cinpromotor ein Promotorsystem dar, das weitestgehend nur in osteogenen Zel-
len aktiv ist. (Ko et al.,1996; Cheon et al.,1997; Shirakawa et al. 1998).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Grundlage flir einen tumorspezifischen
Suizidgentherapie-Ansatz zur Behandlung von Osteosarkomen zu entwickeln.
Dazu wird das hFPGS-Gen mit Hilfe eines lentiviralen Vektorsystems stabil in den
Zellkern verschiedener Osteosarkomzellen integriert. Durch die dadurch erreichte
Uberexpression dieses Gens kommt es zu einer vermehrten Polyglutaminierung
von Methotrexat und damit zu einer erhéhten MTX-Toxizitat auf die Zellen. Um
eine osteosarkomspezifische Wirkung zu erreichen, wird die Expression des
hFPGS-Gen Uber einen knochengewebespezifischen Promotor, den Osteocalcin-
Promotor, gesteuert. Die hier dargestellten in-vitro-Untersuchungen an Osteo-
sarkom-Zellinien und nicht-osteogenen Zellinien bilden die Grundlage fir die

Durchflihrung praklinischer Studien im Mausmodell.
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II. MATERIAL UND METHODEN

1. Verwendete Materialien
1.1. Chemikalien
Adenosintriphosphat (ATP)
Agarose

Dithiothreitol

LB-Medium, LB-Fertigagar
Luciferin

1.2. Enzyme

Restriktionsendonukleasen

DNA-modifizierende Enzyme

Tag-DNA-Polymerase
RNase A

1.3. DNA-Oligonukleotide

Roche (Mannheim)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Roche

Sigma (Taufkirchen)

Roche

New England Biolabs (Frankfurt),
Promega (Mannheim), Stratagene
(Eppelheim)

Qiagen (Hilden)

Roche

Alle verwendeten Primer sind von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) syntheti-

siert worden. DNA-Linker mit Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen wur-

den von New England Biolabs bezogen.

Bezeichnung
T7

M13 rev
egfp-N-seq
luc-N-seq

ocl-s-Hind

Oligonukleotidsequenz (5 —>37)

taa tac gac tca cta tag gg

cag gaa aca gct atg ac

cgt cgccgt ccagctcgaccag

ctt cca gcg gat aga atg gcg

aag ctt gct gac cgt cga gct gca ¢



II. Material und Methoden 8

oc2-as ggc tct cct ggt gtc tcg

BamHI-Linker cgg gat ccc g

EcoRI-Linker cgg aat tcc g

HindIII-Linker cca agc ttg g

NotI-Linker ttg cgg ccg caa

1.4. cDNA

Osteocalcin-Promotor Eigenklonierung (s.u. 2.2.1)

hfpgs (Folypolyglutamat-Synthetase) B. Shane (University of California,

Berkeley, USA).

1.5. Ausgangsplasmide

1.5.1. Prokaryotische Expressionsvektoren

pCR2.1 Invitrogen (Groningen, Niederlande)
pGEM-T-Easy Promega
pBluescript KS Stratagene (Heidelberg)

1.5.2. Eukaryotische Expressionsvektoren

pEGFP-1 Clontech (Heidelberg)
pIRES2-EGFP Clontech (Heidelberg)
pEGFP-N1 Clontech (Heidelberg)
pGL3-Expressionsvektoren Promega

pRL-SV40 Promega

pGL3-0C s.u. 2.2.2.
pCMV-FPGS-IRES2-EGFP s.u. 2.2.3.1.

pOC-FPGS-IRES2-EGFP s.u. 2.2.3.2.
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1.5.3. Gateway®-Technologie (Invitrogen)

pENTR™1A Vector

Gateway® Vector Conversion System

Invitrogen

Invitrogen

1.5.4. Lentivirusvektoren und Plasmide zur Lentivirusproduktion

pLNT/MCS

pLNT/MCS/ccdB

pVSV-G

pCMVARS8.91

pcDNA HIV CS-CGW

PLNT-CMV-FPGS-EGFP

PLNT-OC-FPGS-EGFP

1.6. Zellkultur

1.6.1. Tumor-2Zellinien

HelLa (human, Cervixkarzinom)

MG63 (human, Osteosarkom)
TM791 (human, Osteosarkom)
ROS 17/2.8 (rat, Osteosarkom)

A. Trasher (Institute of Child Health,
London, UK)

s.u. 2.2.4.1.

Clontech

D. Trono (Institut flr Biochemie, Uni-
versitat Genf, Schweiz)

M. Sena-Esteves (MGH East,
Charlestown, MA, USA ) (Steffens et
al., 2004)

s.u. 2.2.4.2.

s.u. 2.2.4.3.

American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA)

DSMZ Braunschweig

DSMZ Braunschweig

G.Stein (Department of Cell Biology
and Cancer Center, University of Mas-
sachusetts Medical School, Worcester,
MA, USA )
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1.6.2. Nicht-Tumor-Zellinien

293 T (human, embryonale Nierenzellen) A. Rethwilm (Institut fir Virologie der

Universitat Wirzburg)

1.6.3. Zellkulturmedien

Die zur Kultur von eukaryotischen Zellen verwendeten Medien wurden von den
Firmen Sigma und Life Technologies (Karlsruhe) bezogen und vor Gebrauch mit
10 % (v/v) fotalem Kalberserum (FKS; Life Technologies), 10 pg/ml Penicillin
sowie 10 ug/ml Streptomycin (Sigma), 2 mM Glutamin (Sigma) und 1 mM Natri-
umpyruvat (Sigma) versetzt. Fiur die Zellinien wurde Dulbecco’s Modified Ea-
gle’s Medium (DMEM) mit 4,5 g/I (w/v) Glucose (Life Technologies), fur die Len-
tivirusproduktion und Transduktion Iscove's Modified Dulbecco's Medium
(IMDM, Sigma) verwendet.

1.6.4. Transfektionsreagenzien

FuGENE™6 Roche

1.6.5. Antibiotika, Zytostatica und andere Zusatze

G418 (Neomycin-Analogon) Life Technologies
Methotrexat (MTX) Wyeth (Minster)
Calcitriol (1a-25(0H),-D3) Sigma

1.7. Sonstiges

Sequenzierkit Applied Biosystems (Weiterstadt)

DNA-Langenmarker Life Technologies
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2. Methoden

2.1. Molekularbiologische Techniken

Alle nicht gesondert aufgefiihrten molekularbiologischen Standardmethoden wur-
den nach Protokollen aus ,Molecular Cloning" (Sambrook et al.,1989) oder ,,Cur-

rent Protocols in Molecular Biology"™ (Ausubel, 1992) durchgeflhrt.

2.1.1. Transformation von Bakterien mittels Elektroporation

Zur Anreicherung von Plasmiden wurden die E.coli-Stamme XL1, DH5a (Invitro-
gen) und GM48 (Promega) verwendet. Die Transformation dieser Bakterien
wurde mit Hilfe des Bio-Rad ,E.coli-Pulsers"™ (Bio-Rad, Miinchen) nach den Her-

stellerangaben durchgefuhrt.

2.1.2. Isolierung von Nukleinsdauren

2.1.2.1. Plasmid-, Midi- und Maxipraparation

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA fur die Transfektion von eukaryotischen Zelli-
nien (2.3.2.) oder zur Klonierung von Vektoren wurden Plasmid-Midi- oder Maxi-
Praparationen (,Plasmid Midi-/Maxi-Preparation Kit";Qiagen,Hilden) nach Anwei-
sungen des Herstellers durchgefthrt.

2.1.2.2. Isolierung von genomischer DNA

Zur Isolierung genomischer DNA aus verschiedenen Zellinien flr praparative

PCRs wurde der ,QIAamp Blood Kit" von Qiagen verwendet. Dabei wurden je-

weils 1 x 107 Zellen zur Gewinnung von 30 bis 40 pg DNA eingesetzt.
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2.1.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion erlaubt die Amplikation spezifischer DNA-
Fragmente mit Hilfe geeigneter Oligonukleotide, die als Primer filir eine hitzesta-
bile DNA-Polymerase dienen. Alle Ansatze wurden mit dem ,Taq PCR Core Kit"
(Qiagen, Hilden) bei einer Primer-Bindungstemperaturen von 58°C und der Zu-
gabe von ,Q-Solution®™ (Qiagen) durchgefuhrt. Praparative PCRs zur Generierung
von Fragmenten flr Klonierungen wurden in der Regel in einem 50 ul Ansatz mit
300 ng DNA, je 50 pmol ,forward"- und ,reverse"-Primer, 200 uM pro dNTP und
2,5 U Tag-Polymerase durchgefihrt.

Temperaturprofil : 5 Min. 94°C Denaturierung
30 Sek. 94°C Denaturierung
25x 30 Sek. 58°C Primer-Bindung (,,Annealing")
30-60 Sek. 72°C Elongation

5 Min. 72°C terminale Elongation

Die Dauer der Elongation richtete sich nach der Fragmentlange der zu amplifizie-
renden Sequenz (pro kb der zu amplizierenden Sequenz 30 Sek.). Nach Beendi-
gung der PCR wurde die Probe auf ein Agarosegel aufgetragen und das amplifi-
zierte Fragment entsprechend der unter 2.1.4. beschriebenen Vorgehensweise

aufgereinigt.

2.1.4. Aufreinigung von Nukleinsdauren

Die DNA-Aufreinigung aus PCR-Proben, praparativen Proben nach enzymatischer

Modifikation oder aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des ,NucleoSpin® Extract"-

Kits (Machery-Nagel,Duren) nach den Anweisungen des Herstellers.
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2.1.5. Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode mittels Dide-
soxynukleotiden (Sanger et al.,1977). Dazu wurden zunachst eine ,Cycle-
Sequencing"-PCR mit dem ,Terminator-Ready-Reaction"-Mix (TRR;Applied Bio-
systems) durchgefuhrt, der abweichend von den Herstellerangaben in einer 1:1-
Verdlinnung eingesetzt wurde. In einem 20 ul Ansatz wurden somit 4 ul TRR-Mix,
200 bis 500 ng DNA und 5 pmol Primer eingesetzt. AnschlieBend wurde das PCR-
Produkt unter Zugabe von 0,6 Volumenanteilen Isopropanol gefallt, mit 70%
(v/v) Ethanol gewaschen, anschlieBend getrocknet und in 20 ul TSR (="Template
Supression Reagent",Applied Biosystems) resuspendiert. Zur Denaturierung der
doppelstrangigen DNA wurden die Proben flir 2 Min. bei 90°C inkubiert und an-
schlieBend auf Eis abgeklhlt. Die Abbruchprodukte wurden mittels eines automa-
tischen Sequenzierers (ABI PRISM™ 310, Applied Biosystems) aufgetrennt und

analysiert.

Temperaturprofil: 30 Sek. 96°C Denaturierung
25x 30 Sek. 45-58°C Primer-Bindung
4 Min. 60°C Elongation

2.1.6. Gateway®-Technologie-Cloning (Invitrogen)

Dieses Klonierungssystem beruht auf der sequenzspezifischen Rekombinations-
fahigkeit der Integrations-Enzyme aus dem Bakteriophagen Lambda. Mit Hilfe
dieser Enzyme werden DNA-Fragmente, die von Lambda-Rekombinations-
Sequenzen flankiert sind (attL), aus einem sogenannten ,Entry“-Vektor in den
erwinschten ,Destination™-Vektor (Zielvektor), der die korrespondierenden Re-
kombinations-Sequenzen (attR) enthalt, transferiert. Die Identifizierung positiver
Klone wird weiterhin dadurch erleichtert, dass die beiden attR-Sequenzen das
ccdB-Gen flankieren. Dieses Genprodukt ist Ublicherweise toxisch fir E. coli-
Bakterien. Der durch erfolgreiche Rekombination zwischen Entry- und Destinati-
on-Vektor eintretende Verlust des toxischen ccdB-Genes erlaubt deshalb nur

Lrichtig" positiven Klonen die Vermehrung in den verwendeten E. coli-Bakterien
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DH5a. Falschpositive Klone, die noch das toxische ccdB-Gen tragen, téten dage-
gen die DH5a-E.coli-Bakterien ab und lassen sich damit in der Bakterienkultur

nicht vermehren.

Flr die Klonierung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Lentivirusvektoren
haben wir einen lentiviralen Destinationsvektor kloniert, der auf dem Gateway-
Klonierungssystem beruht. Die Klonierung dieses lentiviralen Destinationsvektor
wird im Abschnitt 2.2.4. beschrieben.

2.2. Molekularbiologische Klonierungsarbeiten und Konstrukte

2.2.1. Generierung der Osteocalcin (OC)-Promotorfragmente

Ein 604 bp langes Osteocalcin (OC)-Promotorfragment (P,.) wurde mittels PCR
an genomischer DNA aus den humanen Zellinien HeLa und MG63 generiert. Die
verwendeten Primer, deren Sequenz und Position relativ zum Transkripti-
onsstartpunkt (+1) in Tab.1 angegeben sind, wurden nach Angaben von Lian et
al.(1996) ausgewdahlt. An die Sequenz des zum 5 "-Ende des OC-Promotors kom-
plementaren ,forward“-Primers wurde eine Hindlll-Schnittstelle angefiigt. Der
zum 3'-Ende des OC-Promotors komplementére ,reverse"-Primer enthielt eine
Mutation des Startcodons ATG zu ATT, da dieses Triplet innerhalb des
ausgewahlten Promotorfragmentes lag, aber in den klonierten Konstrukten nicht

als Startpunkt der Translation dienen sollte.

Die PCR-Fragmente wurden zunachst zur Verifizierung der Nukleotidsequenz in
den Klonierungsvektor pGEM-T-Easy kloniert. Dieser Klonierungsvektor liegt in
linearisierter Form vor und besitzt lberstehende 3'-T-Uberhidnge, welche die
Ligation mit PCR-Fragmenten, die zumeist Uberstehende A-Nukleotide tragen,
ermoglicht. Mit vektorspezifischen Primern (T7 und M13rev) konnten die einklo-

nierten PCR-Produkte vom 5" - und 3 "-Ende her vollstandig sequenziert werden.
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Tab. 1. PCR-Primer zur Generierung von P,..

Primer Bindungsstelle Sequenz (5° —»3")

im Gen
POC1sHind -548 bis -531 AAG CTT gct gac cgt cga gct gca ¢
POC2as +39 bis +56 ggc tct cct ggt gtc tcg

Die Primerbindungsstellen sind in Bezug zum Transkriptionsstartpunkt (+1) angegeben.
Die in GroBbuchstaben dargestellten Nukleotide markieren die angefiigte Sequenz zur
Generierung der HindIII-Schnittstelle, und das unterstrichene Nukleotid markiert die ein-
gefugte Punktmutation zur Zerstérung des Startcodons. (s=sense, as=antisense)

2.2.2. Klonierung der Luziferasegen-Konstrukte: pGL3-0Ce2 und pGL3-
OCMG63

Dazu wurde das Osteocalcin-Promotorfragment Pocelsy Uber die flankierenden
EcoRI-Schnittstellen aus pGEM-T-Easy in den EcoRI-linearisierten Luziferasegen-
Vektor pGL3-basic, in dem keine Promotor- und Enhancer-Elemente vorhanden
sind, einkloniert. Der Ubergang zwischen Promotorfragment und luc-5"-Ende
wurde mit dem ,reversen™ Primer luc-N-seq, der an Position +35 bis +55 relativ
zum Translationsstartpunkt der luc-cDNA bindet, sequenziert. Es zeigte sich am
Ubergang die regelrechte Sequenz mit nur einem Startcodon (ATG). Genauso
wurde mit dem Osteocalcin-Promotorfragment aus der MG63-Zellinie Pocmcs3s)
verfahren. Die generierten Expressionsvektoren wurden als pGL3-OCpe, und
pGL3-0Cygs3 bezeichnet.
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a. pGL3-0C

Luziferase Amp ——

b. pGL3-Control (Positiv-Kontrolle)

Luziferase Amp ——

P SVv40

c. pGL3-basic (Negativ-Kontrolle)

Luziferase Amp |l

Abb.1. Schematische Abbildung der verwendeten Luziferase-Genkonstrukte.

Der OC-Promotor (Poc) wurde aus der HelLa-Zellinie und der MG63-Zellinie Gber PCR ge-
neriert und dann Uber die flankierenden EcoRI-Sites in den Luziferase-Vektor PGL3 ein-
kloniert. Die enstandenen Plasmide pGL3-0OCye, und pGL3-OCngez sind beide 5458bp
lang. Der 604bp lange OC-Promotor reicht jeweils von Position +41 bis +667. Ab Position
+718 beginnt das Luziferase-Gen, welches Uber den OC-Promotor gesteuert wird. Der
Vektor enthdlt auch ab Position +3713 ein Ampicillin-Resistenz-Gen (Amp). Im pGL3-
Control wird das luc-Gen durch den SV40-Promotor (Psy4p) kontrolliert. Dieses Plasmid
diente als Positiv-Kontrolle. Der pGL3-basic enthalt keine Promotor- oder Enhancer-
Elemente. Er diente als Negativ-Kontrolle.

2.2.3. Klonierung der hfpgs-ires2-egfp-Konstruke

Als Ausgangsvektoren dieser Konstrukte dienten die Expressionsvektoren pEGFP-
N1, pEGFP-1 und pIRES2-EGFP. Diese Vektoren sind in ihrem Grundgerust iden-
tisch. Sie alle enthalten das egfp-Gen, dessen 5’-Ende von einem Polylinker (MCS
= “multiple cloning site”) mit singularen Schnittstellen fiir verschiedene Restrikti-
onsenzyme flankiert wird. Zur Expression in eukaryotischen Zellen ist im pEGFP-
N1 ein CMV-Promotor vorgeschaltet. Im pEGFP-1 ist dieser Promotor deletiert,
und das egfp wird somit nicht durch einen Promotor oder Enhancer gesteuert.
Der pIRES2-EGFP enthalt vor dem egfp eine ires2-Sequenz, welche mit diesem

Gen gekoppelt ist. Auch er enthalt wie der pEGFP-1 keinen Promotor oder Enhan-
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cer. Alle drei Vektoren enthalten eine zweite Expressionskassette mit einem Ne-
omycinresistenzgen, die als Selektionsmarker zur Isolierung stabil transfizierter

Zellen genutzt werden kann.

Die hfpgs-cDNA lag im Expressionsvektor pTZ25-1 als 2158 bp grosses
Genfragment vor, welches von EcoRI-Restriktionsseiten flankiert wurde. Zur Her-
stellung der Transkriptionseinheit hfpgs-ires2-egfp wurde das hfpgs-Genfragment
mit Hilfe von EcoRI aus pTZ25-1 herausgeschnitten und in den durch EcoRI-
Verdau linearisierten Klonierungsvektor pBluescript einkloniert. Nach Verifizie-
rung der erwlinschten 5°—3" -Orientierung durch Restriktionsenzym-analyse
wurde mit Sall/Sacll ein 2158 bp langes hfpgs-Fragment wiederum aus dem
pBluescript-Vektor isoliert. Mit Hilfe dieses Fragmentes wurden dann die in den

folgenden Abschnitten beschriebenen fpgs-ires2-egfp-Konstrukte kloniert.

2.2.3.1. Klonierung des pCMV-FPGS-IRES2-EGFP (pFPGS-control)

Fir die Klonierung des pFPGS-control wurde aus dem pIRES2-EGFP mit Eco-
RI/Notl das 1300bp lange ires2/egfp-Fragment herausgeschnitten. Dieses Frag-
ment wurde dann in den EcoRI/NotI linearisierten pEGFP-1 kloniert. Nach Line-
arisierung des neu entstandenen Vektors pEGFP-1-IRES2-EGFP mit Sall/Sacll
wurde dann das aus pBluescript isolierte 2158bp lange Sall/Sacll hfpgs-
Fragment vor die ires2-Sequenz kloniert. Der neue Vektor pEGFP-1-FPGS-IRES2-
EGFP enthielt nun die Genkassette hfpgs/ires2/egfp. Uber Accl/AflII konnte dann
ein 3805bp langes Fragment mit dieser Genkassette aus pEGFP-1-FPGS-IRES2-
EGFP herausgeschnitten und in den Accl/AfIII linearisierten pEGFP-N1 kloniert
werden. Im neuen Vektor pCMV-FPGS-IRES2-EGFP, kurz als pFPGS-control be-
zeichnet, ist nun die komplette Expressionskassette Pcwy/hfpgs/ires2/egfp enthal-
ten (Abb. 2a). Die hfpgs-Expression wird in diesem Vektor durch den ubiquitar
stark aktiven CMV-Promotor gesteuert. Gleichzeitig steuert dieser Promotor da-
mit auch die egfp-Expression, da die Expression dieses Reportergen Uber das
ires2-Element an die hfpgs-Genexpression gekoppelt ist. Der Expressionsvektor
pFPGS-control wurde in Luziferase-Reportergen-Assays als Positivkontrolle ver-

wendet.
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2.2.3.2. Klonierung des pOC-FPGS-IRES2-EGFP (pFPGS-0C)

Fir die Klonierung des pFPGS-OC wurde das Osteocalcinpromotorfragment Poc.-
mees Mit EcoRI aus pGem-T-easy ausgeschnitten und in den EcoRI-linearisierten
pIRES2-EGFP kloniert. Auch in diesem Fall wurde durch Restriktionsenzym-
analyse die richtige Orientierung des Promotorfragmentes Uberprift. Zwischen
OC-Promotorfragment und ires2-Element wurde der Vektor dann mit Sall/Sacll
linearisiert und das Sall/Sacll-hFPGS-Fragment aus pBluescript einkloniert. So
entstand die Genkassette Poc-mges/hfpgs/ires2/egfp. Der neue Expressionsvektor
wurde als pOC-FPGS-IRES2-EGFP oder kurz als pFPGS-OC bezeichnet (Abb.
2b.). Er ist bis auf den Unterschied, daBB die hfpgs-Expression anstatt Uber den
unspezifischen CMV-Promotor Uber den spezifischen Osteocalcin-Promotor ge-

steuert wird, genauso aufgebaut wie pFPGS-control.

a. pFPGS-control

I R Neo | Kan |-

b. pFPGS-0OC

hFPGS J:> EGFP sva0 M Neo Kan |—

Abb. 2. Schematische Darstellung des pFPGS-control und des pFPGS-OC.

Beide Vektoren enthalten die Genkassette hFPGS-IRES2-EGFP. Sie unterscheiden sich
lediglich durch den der Genkkassette vorgeschalteten CMV (Pcwy)- oder Osteocalcin (Poc-
s3)-Promotor. 3’-warts enthalten beide Vektoren ein Kanamycinresistenzgen fir die Se-
lektion in Bakterien und ein Neomycinresistenzgen fir die Selektion in eukaryotischen
Zellen.
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2.2.4. Klonierung der lentiviralen Vektoren

Als Ausgangsvektor fiur die lentiviralen Vektoren diente pLNT/MCS. Dieser Vektor
stellt einen sogenannten ,self-inactivating® Lentivirusvektor dar. Der Prototyp
dieser Vektoren wird ausfihrlich in Abschnitt 2.3.4. beschrieben und ist in Abb.
4c. schematisch dargestelit.

Fir die Klonierung unserer lentiviralen Konstrukte lag uns noch ein weiterer
»Self-inactivating" lentiviraler Vektor vor: pLNT/Sffv/MCS/ccdB. Im Unterschied
zum PpLNT/MCS ist in diesem Vektor ein Sffv-Promotor 3’-warts des cPPT-
Elementes einkloniert. 3’-warts des Sffv-Promotors enthalt pLNT/Sffv/MCS/ccdB
weiterhin die im Abschnitt 2.1.6. beschriebene Genkassette aus dem Gateway-
Cloning-System, die den Einbau von Genfragmenten aus einem , Entry™-Vektor in

den lentiviralen Vektor Gber homologe Rekombination erleichtert.

2.2.4.1. Klonierung des lentiviralen ~Destination"-Vektors
PLNT/MCS/ccdB

Um das Gateway-System zum Einbau von Genexpressionskassetten mit Promo-
tor nutzen zu kénnen, benétigten wir einen lentiviralen ,Destination™-Vektor, der
selbst keinen Promotor enthielt. Die Gegenwart eines anderen Promotors in un-
seren lentiviralen Konstrukten hatte sonst die Spezifitdt der OC-Promotor-
Aktivitat beintrachtigen kdénnen. Deshalb wurde der lentivirale ,Destination™-
Vektor pLNT/Sffv/MCS/ccdB mit Nhel linearisiert und anschliessend mit T4-
Polymerase als ,blunt end" aufgeflllt. Dann wurde mit KpnI ein ca. 1900bp gro-
Bes Fragment ausgeschnitten, welches die Genkassette aus dem Gateway-
Cloning-System ohne Sffv-Promotor enthielt. Parallel wurde der pLNT/MCS mit
Smal (blunt end) und Kpnl linearisiert. In diesen so linearisierten Vektor konnte
dann die Kpnl/blunt-Gateway-Genkassette kloniert werden. So entstand der
promotorlose lentivirale ,Destination™-Vektor pLNT/MCS/ccdB, der nach dem
cPPT-Element die Genkassette aus dem Gateway-Cloning-System enthielt. Dieser
Vektor wurde als Zielvektor fiir die weiteren ,Gateway"-unterstlitzten Klonier-

ungen verwendet.
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2.2.4.2. Klonierung des lentiviralen Vektors pLNT-CMV-FPGS-EGFP

Der pFPGS-control (s. Abschnitt 2.2.3.1.) wurde mit Asel linearisiert und danach
Lblunt end" aufgefillt. In einem zweiten Klonierungschritt wurde dann mit Mfel
ein 4.300bp groBes Fragment isoliert. Mfel ist kompatibel zu EcoRI. Somit konnte
die 4.300bp groBe Genkassette gerichtet in den XmnI(blunt)/EcoRI linearisierten
pENTR™1A kloniert werden. In dem so neuentstandenen Vektor pENTR™FPGS-
control ist die Genkassette Pcuw/hfpgs/ires2/egfp von attL-Rekombinations-
Sequenzen flankiert, die unter Ausnutzung der ~Gateway"-
Rekombinationstechnologie den Einbau der Genkassette in den pLNT/MCS/ccdB
erlaubte. Nach erfolgreicher Rekombination entstand der lentivirale Vektor pLNT-
CMV-FPGS-EGFP (Abb. 3a).

2.2.4.3. Klonierung des lentiviralen Vektors pLNT-OC-FPGS-EGFP

Der lentivirale Vektor pLNT-OC-FPGS-EGFP wurde in ahnlicher Weise wie der
PLNT-CMV-FPGS-EGFP (2.2.4.2.) kloniert. Aus dem pFPGS-OC (2.2.3.2.) wurde
mit BstBI/Mfel ein 4.300bp groBes Fragment ausgeschnitten, welches die Gen-
kassette Poc/hfpgs/ires2/egfp enthielt. Da BstBI blunt schneidet, konnte auch
dieses Fragment gerichtet in den Xmnl/EcoRI linearisierten ,Entry"-Vektor
pENTR™1A kloniert werden. Aus dem so entstandenen Vektor pENTR™FPGS-0OC
wurde auch hier mit Hilfe des ,Gateway"-Rekombinationssystems die 4.300bp
groBe Genkasstette Poc/hfpgs/ires2/egfp in den lentiviralen ,Destination"-Vektor
pLNT/MCS/ccdB eingebaut. Es entstand der lentivirale Vektor pLNT-OC-FPGS-
EGFP (Abb. 3b).
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a. pLNT-CMV-FPGS-EGFP

Pcmv hFPGS EGFP

- RRE || cPPT | [ weRr | h
b ¢

5°LTR 3°'LTR

b. pLNT-OC-FPGS-EGFP

hFPGS EGFP

=) Ree || ceer | L A
¥

5°LTR 3°LTR

c. pcDNA HIV CS-CGW (pLNT-control; Steffens et al., 2004a)

Pcmy EGFP

| RRE || cPPT | WPR

. k4 .
5°LTR 3 LTR

Abb.3. Schematische Darstellung der drei verwendeten lentiviralen Gentransfer-
Vektoren. Die Vektoren a und b basieren auf dem pLNT/MCS und unterscheiden sich
lediglich durch den Promotor, der die hfpgs-ires2-egfp-Genkassette steuert. Vektor a
wird durch den CMV-Promotor, b durch den OCygg3-Promotor gesteuert. Der Vektor c
wird als Kontroll-Vektor benutzt. Er ist gut charakterisiert (Steffens et al., 2004a) und
dient als Kontrolle fir die lentivirale Infektion mit einem Vektor ohne Suizidgen, nur mit
dem Reportergen egfp. Auch bei diesem Vektor wird ahnlich wie bei Vektor a das ent-
sprechende Transgen durch den ubiquitéar wirksamen CMV-Promotor gesteuert.
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2.3. Zellkulturarbeiten und assoziierte Techniken

2.3.1. Kultivierung und Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Die verwendeten Zellinien (siehe 1.6.) wurden in Zellkulturflaschen (Corning
Costar, Bodenheim) mit DMEM Kulturmedium bei 37°C unter CO,-Begasung (5 %
v/v) in abgesattigter Atmosphare kultiviert. Abhangig von der Proliferationsrate
wurden die Zellen ein- bis zweimal pro Woche passagiert. Hierbei wurde das Me-
dium entfernt, die Zellen mit Ca**/Mg**-freier PBS-Lésung (PAA, Cdlbe) gewa-
schen und zur Zelldehasion von der Unterlage Uber 2-5 Min. mit Trypsin/EDTA-
Lésung (0,05% / 0,02% w/v;PAA) im Brutschrank inkubiert. Die abgeldsten Zel-
len wurden anschlieBend in Medium resuspendiert und im Verhaltnis von 1:3 bis
1:10 (bezogen auf die Ausgangszellzahl) auf neue Zellkulturflaschen verteilt. Flr
die Kryokonservierung zur Langzeitlagerung wurden die Zellen von der jeweiligen
Zellkulturunterlage wie beschrieben abgeldst, in 5 ml Kulturmedium zentrifugiert
(1400 UpM, 5 Min.,RT) und das resultierende Zellpellet in 1 ml Kulturmedium,
versetzt mit 10% (v/v) DMSO (Sigma), resuspendiert. AnschlieBend wurden die
Zellen in flissigem Stickstoff tiefgefroren und in der Gasphase bei -195 °C gela-
gert. Zur Rekultivierung wurden die tiefgefrorenen Zellen in einem 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut und sofort mit 5 ml 37°C warmen Kulturmedium versetzt,
um die zytotoxische Wirkung von DMSO zu verringern. AnschlieBend wurden die

Zellen in Kulturflaschen mit Medium Uberfihrt.

2.3.2. Transfektion eukaryotischer Zellen mit FUGENE™6 zur transienten

Genexpression

Die Transfektion beschreibt das Einschleusen von Fremd-DNA in Sdugetierzellen
mittels physikalischen oder chemischen MaBnahmen. Wir verwendeten das
kommerzielle Transfektionsreagenz FUGENE™6 (Roche). Hierbei handelt es sich
um kationische Lipide,die mit DNA-Molekilen Komplexe bilden. Diese DNA-Lipid-
Komplexe werden dann durch Interaktion mit der Zellmembran in die Zelle ein-
geschleust. Nur ein verschwindend geringer Bruchteil des eingeschleusten gene-

tischen Materials wird ins Genom integriert und ermdglicht so eine stabile Ge-
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nexpression, wahrend der Uberwiegende Teil nach kurzer Expression schnell wie-
der abgebaut wird. Im Gegensatz zur stabilen Expression bezeichnet man diese
kurzzeitige, limitierte Expression, die etwa 24-72 Std. nach Transfektion (je nach

Transgen) am starksten ist, als transient.

Vor Transfektion wurden jeweils 2-5 x 10° Zellen pro Ansatz in 6-Loch-Platten
oder 5 x 10° Zellen in 10-cm-Platten mit 2 bzw. 10 ml Medium (DMEM) uberfiihrt
und Uber Nacht inkubiert. Hierdurch sollte eine 70-80 %ige Konfluenz der Zellen
erreicht werden, die als glnstig flur die Transfektion angesehen wird. Flr die
Transfektion wurden pro Ansatz 1 ug (6-Loch-Platte) bzw. 10 ug (10cm-Platte)
Plasmid-DNA mit dem jeweils 3-fachen Volumen an FUGENE™-Reagenz einge-
setzt. Das Transfektionsreagenz wurde zundachst mit zusatzfreiem Medium auf
Einzelvolumina von jeweils 100 bzw. 300 ul verdinnt. Die L6sung aus DNA und
verdinntem Transfektionsreagenz wurde gemischt und 5 Min. bei RT inkubiert.
Das FUGENE™-DNA-Gemisch wurde dann in das Kulturmedium der Zellen ge-
tropft. Nach Inkubation der Zellen im Transfektionsgemisch und Medium uber
Nacht bei 37°C wurden die Zellen in DMEM-Medium weiter kultiviert. Achtund-
vierzig Stunden nach Transfektion erfolgte die Untersuchung der Genexpression

mittels Luciferasemessung (2.3.3.) oder DurchfluBzytometrie (2.3.6.).

2.3.3. Promotorstudien mit Hilfe des Luziferase-Reportergen-Assays

Im Luziferase (Luc)-Assay wird das rekombinante Gen des Enzyms Luziferase
aus dem Leuchtkafer Photinus pyralis (de Wet et al., 1985) als Reportergen unter
Expressionskontrolle eines spezifischen Promotors (z.B. Osteocalcinpromtor)
verwendet, dessen Aktivitat in verschiedenen Zelltypen bestimmt werden soll.
Durch Messung der Photinus-Luziferase-Aktivitat kann auf die jeweilige zelltyp-

spezifische Aktivitat des Promotors zuriickgeschlossen werden.

Die Bestimmung der Photinus-Luziferase-Aktivitat erfolgt durch eine Bioluminis-
zenzreaktion, die durch die Luziferase katalysiert wird und auf der Oxidation des
Kaferleuchtstoffes Luciferin beruht. In einer ATP- und Magnesium-abhangigen

Reaktion wird zunachst eine Acyl-AMP-Zwischenstufe des Luciferins gebildet, die
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in Gegenwart von Sauerstoff zu Oxyluciferin oxidiert. Das angeregte Oxyluciferin
fallt nachfolgend in den Grundzustand zuriick, wobei ein Photon emittiert wird.
Die entsprechende Lichtemissionsreaktion wird mit Hilfe eines Luminometers
(hier: Microlumat LB96P; Firma Berthold, Bad Wildbad) nach automatischer In-
jektion des Luziferasesubstrates in die Probe gemessen. Die Luziferaseaktivitdt

wird dabei jeweils in RLUs (,relative light units™) angegeben.

2.3.3.1. Dualer Luziferase-Assay

Dieser Assay wurde mit dem ,Dual-Luciferase Reporter Assay System" (Pro-
mega) durchgefihrt. Bei diesem Assay wird das Gen einer zweiten Luziferase,
der Renilla-Luziferase aus dem Coelenteraten Renilla reniformis, als zusatzliches
Reportergen verwendet. Das Renilla-Luziferasegen steht unter Expressionskon-
trolle des konstitutionellen SV40-Promotors, der zelltypunabhangig eine starke
Renilla-Luziferasegenexpression vermittelt. Auch die Renilla-Luciferase setzt in
einer Biolumineszenzreaktion in Gegenwart von Sauerstoff ein Luciferinsubstrat
unter Photonenemission um, namlich das Coelenteralen-Luciferin zu Coelentera-
mid. Beim dualen Assay werden Plasmidkonstrukte mit dem Photinus-
Luziferasegen unter Kontrolle des spezifischen Promotors (z. B. Osteocalcinpro-
motor) und mit dem Renilla-Luziferasegen unter Kontrolle des konstitutionellen
SV40-Promotors in die verschiedenen Zelltypen kotransfiziert. Beide Luciferase-
Aktivitaten kénnen unabhdngig voneinander im gleichen Ansatz gemessen wer-
den. Die spezifische, z. B. durch den Osteocalcinpromotor vermittelte Photinus-
Luziferase-Aktivitat wird dabei immer auf die als interner Standard dienende SV-
40-Promotor-vermittelte Renilla-Luziferase-Aktivitat bezogen. Somit kdnnen
promotor-unabhangige Unterschiede in den spezifischen Luziferase-Aktivitaten
verschiedener Zelltypen, z.B. durch zelltypabhdngige Unterschiede in der Trans-

fektionsrate, minimalisiert werden.

Im dualen Assay wurde zur Kotransfektion mit FUGENE™ (2.3.2.) pro Ansatz (in
6-Loch-Platten) insgesamt 1 ug DNA im Verhaltnis von 1:4 (Renilla- zu Photinus-
Luc-Plasmid) eingesetzt. Nach 48 Stunden Inkubation wurden die verschiedenen

Luziferase-Aktivitaten in den transfizierten Zellen untersucht. Das Ernten der Zel-
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lysate in jeweils 500 ul ,Passive Lysis"-Puffer und die anschlieBende Messung in
schwarzen 96-Loch-Platten erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Zur Messung
wurden 5 oder 10 ul des geernteten Lysats eingesetzt. Beide Luziferase-
Substrate (LARII und Stop & Go® Reagent) wurden abweichend von dem Her-
stellerangaben vor der Messung 1:1 mit destilliertemm Wasser verdinnt und an-
schlieBend Uber den Dispenser des Luminometers automatisch injiziert. Nach Ab-
gleich der Photinus- mit den Renilla-Aktivitaten wurden die so standardisierten
Photinus-Luziferase-Aktivitaten flr jede Zellinie in Relation zur jeweiligen Positiv-

kontrolle dargestellt, die gleich 100% gesetzt wurde.

2.3.3.2. Singuldrer Luziferase-Assay

Der singuldre Luziferase-Assay wurde neben dem dualen Assay ebenfalls durch-
gefihrt, um einen madglichen Einfluss des SV40-Promotors auf die spezifische
Aktivitat des Osteocalcinpromotors, wie er beim dualen Assay denkbar ist, aus-
zuschliessen. Beim singularen Luziferase-Assay wurde pro Ansatz 1 ug des Photi-
nus-Luc-Plasmids fiir die Transfektion verwendet, die Zellextrakte nach 48 Stun-
den geerntet und anschliessend die Luziferase-Aktivitat bestimmt. Zum Ernten
der Lysate (2.3.3.1.) wurde der ,Reporter Gene Assay Lysis"-Puffer (Roche) im

Verhaltnis von 1:5 in destilliertem Wasser verdinnt.

Glycylglycin-Puffer: Luziferase-Puffer:

25 mM Glycylglycin (pH 7,8) 150 ul Glycylglycin-Puffer

15 mM MgSO0, 30 pl 100 mM Kaliumphosphat (pH 7,8)
4 mM EDTA 2 ul 100 mM DTT

(autoklavieren) 2 ul 200 mM ATP

(frisch ansetzen)

Luciferin: Luciferin-Lésung:

55 mg DTT, auf Eis I6sen, in 1 ml Luciferin

35,7 ml Glycylglycin-Puffer (pH7,8) 4 ml Glycylglycin-Puffer (pH 7,8)
+ 10 mg Luciferin 40 ul 1 M DTT

in Aliquots bei -70°C dunkel lagern
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Die anschlieBende Messung der Luziferase-Aktivitat erfolgte mit jeweils 25 ul Zel-
lysat. Unmittelbar vor der Messung wurden jeweils 184 ul Luziferasepuffer zu den
Proben dazugegeben. Die automatische Injektion der Luciferin-Lésung (pro Loch
100 ul) und die anschlieBende Messung der Lichtemission erfolgte mit Hilfe des
Luminometers. Alle singularen Messungen wurden jeweils als unabhangige Dop-
pelansatze durchgeflihrt. Zur Standardisierung wurden die singularen Photinus-
Luciferase-Aktivitaten mit den jeweiligen Proteinkonzentrationen (s.u. 2.3.3.3.)

abgeglichen.

2.3.3.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die mit dem singuldren Luziferase-Assay ermittelten Enzymaktivitaten auf
jeweils gleiche Proteinmengen abzugleichen, wurde die Proteinkonzentration in
den einzelnen Lysaten bestimmt. Die Messung erfolgte mit Hilfe des ,Bio-Rad DC
Protein Assay" (BioRad, Munchen) in 1,5 ml Kivetten (Sarstedt, Nimbrecht). Zur
Konzentrationsbestimmung wurde ein Proteinstandard aus einer BSA-
Stammlésung (10mg/ml in ,Lysis-Puffer") im Bereich von 50 ug bis 1000 pg pro
ml angesetzt und jeweils 15 ul Probe (1:5 verdinntes Lysat) verwendet. Hierzu
wurden zundchst 75 ul Reagenz A und dann 600 ul Reagenz B hinzugemischt,
und dann der Gesamtansatz 15 Min. bei RT inkubiert. Die Absorption der Proben
wurde anschlieBend im Photometer (Spektrophotometer, Beckman Coulter, Kre-

feld) bei 750 nm gemessen.
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2.3.4. Lentivirale Vektortechniken

2.3.4.1. Lentivirusherstellung

Flr die Herstellung von Lentivirus-Vektoren wurde die entsprechende Lentivirus-
vektor-DNA mittels FUGENE™-Transfektion in 293T-Zellen eingeschleust. In der
vorliegenden Arbeit wurde mit einem weiterentwickelten lentiviralen Vektor-
system gearbeitet (Srinivasakumar und Narasimhachar, 2001; Mochizuki et al.,
1998; Dull et al., 1998; Trono et al., 2000), bei dem die zur Herstellung infektio-
ser Viruspartikel notwendige Lentivirus-DNA auf drei weitgehend voneinander

unabhangige Plasmid-Vektoren verteilt ist:

Das Gen-Transfer-Plasmid oder Vektor-Plasmid enthdlt das zu verpackende
genetische Material mit dem eigentlichen Transgen. Es dient dazu, daB dieses
Transgen nach Umwandlung in RNA zusammen mit der lentiviralen RNA in das
Viruspartikel verpackt wird, damit es spater nach Infektion einer Zielzelle in de-

ren Genom stabil integriert werden kann. Das Vektorplasmid enthadlt neben den
~.long terminal repeats"(LTR) und weiteren regulatorischen Genen auch als einzi-
ges der drei Plasmide das lentivirale Verpackungssignal (W), das die Verpackung

der RNA in das Viruspartikel initialisiert.

Das Envelope-Plasmid enthalt die genetische Information flir das virale Hullprote-
in (,Virusenvelope™), das im wesentlichen MaBe das Spektrum der infizierbaren

Zielzellen bestimmt (,Pseudotypisierung").

Das gag-pol-Expressionsplasmid (Packaging-Plasmid, Verpackungsplasmid) lie-
fert die Information flr alle essentiellen viralen Bausteine, die fir die Herstellung
und Verpackung der Lentivirusvektoren neben den bereits im Vektorplasmid ent-

haltenen regulatorischen Elementen noch notwendig sind.

Aus biologischen Sicherheitsgrinden sind verschiedene Schutzmechanismen in
dieses lentivirale Generierungssystem eingebracht, die das Entstehen infektitser
replikationsfahiger Lentiviren verhindern sollen. Die wichtigste SicherheitsmafB-

nahme ist die Verteilung der unterschiedlichen lentiviralen Gene auf drei ver-
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schiedene Plasmide. Damit ist die vollstandige Erbinformation flir die Produktion
eines Viruspartikels in der Produzentenzelle deutlich voneinander getrennt. Die
Produktion eines replikationsfahigen Virus ist nur durch Rekombinationsprozesse
zwischen den einzelnen Herstellungsplasmiden madglich. AuBerdem wurde die
Menge an uUberlappenden Gensequenzen, zwischen denen eine Rekombination
von lentiviraler genetischer Information stattfinden kann, minimalisiert. Von den
urspringlich neun lentiviralen Genen (gag, pol, env, vif, vpr, vpu tat, rev und
nef) sind zudem nur noch funf (gag, pol, env, tat und rev) auf den verschiedenen
Plasmiden vorhanden. Das Fehlen von lentiviralen Genen beeintrachtigt zwar
nicht die Herstellung infektidser lentiviraler Partikel, doch sind diese Viren repli-
kationsdefizient, d.h. sie kénnen sich nicht in in den infizierten Zielzellen ver-

mehren.

Weiterhin handelt es sich bei dem von uns verwendeten lentiviralen Vektorsys-
tem um ein selbstinaktivierendes Vektorsystem (Zufferey et al., 1998, 1997). Im
Packaging-Plasmid und Envelope-Plasmid sind die typischen lentiviralen Promo-
torregionen, die long terminal repeats (LTR), durch andere Promotoren (z.B.
CMV-Promotor) ersetzt. Im Gen-Transfer-Plasmid ist es nicht mdglich, véllig auf
die LTR zu verzichten, da sonst keine Infektion und Integration in das Genom der
Zielzelle erfolgen konnte. Jedoch ist in diesem Vektor in der 3" LTR die U3-Region
und die R-Region deletiert. Bei der Herstellung der lentiviralen Viruspartikel nach
Triple-Transfektion spielt diese Deletion zunachst keine einschrankende Rolle.
Nach Infektion der Zielzelle erscheint jedoch im Provirus, das in das Zielgenom
integriert wird, die U3- und R- Deletion durch die Reverse Transkription nach
Dopplung und Transfer auch im 5 LTR. Die Transgenexpression kann dann nicht
mehr durch den 5 LTR-Promotor erfolgen, sondern mufB durch einen zusatzlichen
Promotor 5 waérts des Transgens gewahrleistet werden. Neben der biologischen
Sicherheit wird damit auch erreicht, daB3 in der Zielzelle der spezifische Promotor,
der die Expression des Transgens regulieren soll, nicht durch den LTR-Promotor

Ubersteuert wird.

Fur die Produktion der lentiviralen Ubersténde in der vorliegenden Arbeit wurde
stets das Plasmid pCMVARS8.91 als Verpackungsplasmid und das pVSV-G als En-

velope-Plasmid benutzt. Als Gen-Transfer-Plasmid wurde entweder das
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pLNT/MCS oder das pcDNA HIV CS-CGW (etablierter EGFP-Kontrollvektor zur
Uberpriifung der lentiviralen Infektion; Steffens et al. 2004a) Plasmid verwendet.
Als Produktionszellinie diente in allen Ansatzen die 293T-Linie (Abb.4).

Nach erfolgreicher transienter Triple-Transfektion von 293T-Zellen mit allen drei
lentiviralen Plasmiden werden infektiése Lentiviruspartikel in den Kulturtiberstand
sezerniert und kdénnen hieraus ,geerntet" werden. Fir diese Umwandlung von
293T-Zellen in transiente Lentivirus-Produktionszellen wurden standardmaBig
5,5 x 10° Zellen in 10-cm-Platten oder 13,5 x 10° 293T-Zellen in 162cm?-Zell-
Kultur-Flaschen mit 10 bzw. 20 ml Medium Uberfihrt und dann Uber Nacht bei
37°C inkubiert, so daB die Zellen vor Transfektion eine Konfluenz von ca. 80 bis
90 % erreichen konnten. Pro Ansatz wurden jeweils 5pg (10-cm-Platte) bzw. 15
Hg (162cm?-Zell-Kultur-Flaschen) der jeweiligen Plasmid-DNA (Gen-Transfer-
Plasmid, Envelope-Plasmid und Packaging-Plasmid) mit 45 pl bzw. 100 pl

FUGENE™-Reagenz flr die Triple-Transfektion eingesetzt.

Nach 24 Stunden wurde das flur die Transfektion eingesetzte Medium DMEM
durch IMDM ersetzt. IMDM ist HEPES-haltig und weist dadurch eine deutlich bes-
sere Pufferkapazitat als DMEM auf. Die erhdhte Pufferkapazitat war erforderlich,
um zu gewahrleisten, daB das Medium zum Zeitpunkt der ,Virusernte™ noch aus-
reichende Pufferkapazitat besaBB. Ein Umschlagen in den sauren pH-Bereich fihrt
namlich zu einer Virusdegradation und damit zu einer signifikanten Reduktion der
hergestellten Virusmenge. Zum IMDM-Medium wurde zusatzlich in einer Konzent-
ration von 0,1 mM Natrium-Butyrat hinzugegeben, um die Virus-Sekretion aus
den 293T-Zellen zu steigern. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurde
der virushaltige Zellkulturiiberstand abpipettiert und gefiltert (Einwedfilter mit
einer PorengréBe von 0,45 pym; Sartorius, Géttingen), um Zellreste und noch le-
bende Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurde der Uberstand bis zur Infektion
auf Eis gelagert (max. 5 Std.) oder zwecks Langzeitlagerung in Aliquots bei -
70°C eingefroren. Optional wurden die Ubersténde zuséatzlich zwecks Virusanrei-
cherung flr 45 Min. bei 10 000 UpM und 4°C zentrifugiert. Bei diesen Umdre-
hungszahlen sedimentieren die Viruspartikel und erscheinen als Pellet, das durch

Resuspension in einem kleineren Volumen IMDM konzentriert werden kann.
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Folgende lentivirale Uberstédnde wurden nach dieser Methode hergestellt:
PLNT-CMV-FPGS-EGFP, pLNT-OC-FPGS-EGFP und pcDNA CS-CGW.

Nach Ernten der Uberstédnde wurden die transfizierten Verpackungszellen zur Be-
stimmung der Transfektionseffizienz als Hinweis auf ihre Virusherstellungs-
leistung fluoreszenzmikroskopisch und mittels FACS-Messung auf EGFP-
Expression untersucht (2.2.5.). Das egfp-Reportergen ist in allen verwendeten

Lentivirusvektoren als Reportergen enthalten.

2.3.4.2. Lentivirale Infektion von Saugetierzellen

Einen Tag vor Infektion wurden 2,5 x 10* Zellen in 12-Loch-Platten Uberfihrt, so
daB die Zellen vor Infektion eine Konfluenz von 10 bis 15 % aufwiesen. Fur die
Infektion der verschiedenen Saugetierzellen (293T, Hela, ROS 1.7 2.8, MG63 und
TM791) wurden flir jede Viruspraparation (pLNT-CMV-FPGS-EGFP, pLNT-OC-
FPGS-EGFP und pcDNA CS-CGW) definierte Virustiter von 1 x 10° infektidser Par-
tikel/ml verwendet. Die Bestimmung der Virustiter wird in Abschnitt 2.3.4.3. be-

schrieben.

Zur Infektion wurde das Kulturmedium entfernt und anschlieBend 1000 ul Virus-
iberstand, entsprechend 0,5 x 10° infektidser Virus-Partikel pro Loch auf die Zel-
len gegeben. Flir 16 Sunden wurden die Zellen mit diesem Virustberstand inku-
biert. AnschlieBend wurde dieser durch regulares Kulturmedium ersetzt. Zwei-
undsiebzig Stunden nach Infektion wurden die Zellen fir die FACS-Analyse
(2.3.6.) geerntet bzw. flr die Untersuchung der MTX-Sensitivitat (2.3.7.) ver-

mehrt.
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a. Verpackungsplasmid (pCMVARS8.91; Zufferey et al., 1997)
D Tat |:|
E— | Rev

cMV pPA
Pol RRE

b. Envelope Plasmid (pVSV-G)

Cemv D VSV-G | DpA

c. Gen-Transfer-Plasmid (pLNT/MCS)

Transgen |

- | RRE || cPPT | WPRE
b ¢

5'LTR 3'LTR

Abb. 4. Schematische Darstellung eines aktuellen Lentivirus-Vektor-
Generierungssystems. Ein solches System besteht aus 3 verschiedenen Plasmiden (a.
Verpackungsplasmid, b. Envelope-Plasmid, c. Gentransfer-Vektor). Nur wenn alle 3 Plas-
mide gleichzeitig in einer Zelle transkripiert werden, kénnnen funktionsfahige Virusparti-
kel produziert werden. Im Gen-Transfer-Vektor ist ein Packaging-Signal (W) vorhanden,
in den anderen beiden Vektoren fehlt es hingegen. Mit dem Pfeil ist angedeutet, wo bli-
cherweise eine Genkassette (Promoter plus Transgen) in den Gen-Transfer-Vektor ein-
kloniert werden kann. Die typischen lentiviralen Promotor-Regionen (LTR) sind nur im
Gen-Transfer-Vektor vorhanden. In der 3 LTR sind allerdings die U3- und die R-Regionen
deletiert, wodurch ein sogenannter ,Self-Inactivating"-Vektor entsteht. Die ebenfalls im
Vektor vorhandenen lentiviralen Gene Rev und RRE sind auch hier fiir den Transport der
RNA aus dem Nukleus in das Cytoplasma verantwortlich. Das cPPT-Element (,central po-
lypurine tract") kommt in allen Lentiviren vor und ist bedeutsam flr die reverse
Transkription. Durch cPPT ist die Bildung eines dreistrangigen DNA-Molekiils wahrend der
Reversen Transkription méglich. (Charneau et al., 1994). Das WPRE-Element (,Wood-
chuck Post-Transcriptional Regulatory Element™) kann die Genexpression der Genkasset-
te um das 5-8 fache férdern. Der genaue Mechanismus dieser Steigerung ist nicht be-
kannt. Auch tragt es zur Stabilisierung der Transgenexpression bei (Zufferey et al.,
1999).
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2.3.4.3. Bestimmung der lentiviralen Virustiters

Der Virustiter ist ein MaB dafir, wieviele Viruspartikel pro Volumeneinheit im Vi-
rusiiberstand enthalten sind. Die Titer der hergestellten Uberstidnde wurden zu-
nachst durch FACS-Analyse der Expression des Markergens EGFP in transduzier-
ten Zielzellen ermittelt (Flasshove et al.,2000). Bei dieser Methode zur Titer-
bestimmung ist wichtig, daB der Promotor, der die egfp-Expression steuert, in
den infizierten Zellen auch wirklich aktiv ist. Ansonsten kann auch bei erfolgrei-
cher Infektion keine zuverlassige EGFP-Expression im FACS gemessen werden.
Diese offensichtliche Binsenwahrheit ist bei Verwendung der FACS-Methode zur
Titerbestimmung von ,self-inactivating® Lentiviren mit spezifischer Transgen-
expression durchaus problematisch. Zum Beispiel ist in 293T-Zellen der Osteo-
calcin-Promotor nicht aktiv. Deswegen muss die Titerbestimmung des lentiviralen
Vektors mit Osteocalcinpromotor-vermittelter Transgenexpression nicht in 293T-
Zellen, sondern in den Osteocalcin-positiven ROS-Zellen durchgeflihrt werden.
Die auf EGFP-FACS-Messung beruhende Titerbestimmung hangt dabei in sehr
starkem MaBe von der Dichte der jeweiligen ,Envelope"-Rezeptoren auf der O-
berflache der jeweiligen Zielzellen und damit deren ,Infizierbarkeit" als auch von
der Starke der Promotoraktivitat in eben diesen ab. Beide Einflussfaktoren kon-
nen zu einer fehlerhaften Messung des tatsachlichen Titers eines lentiviralen Vek-
tors fuhren. Deswegen haben wir die Titerbestimmung an allen Virustberstanden
auch noch mit Hilfe der p24-ELISA-Messung durchgefuhrt (Wittek et al.,1987;
Nishanian et al.,1990). Hierdurch kann zelltypunabhangig durch Messung der
Konzentration des lentiviralen Proteins p24 auf die vorliegende Anzahl der Virus-
partikel zuriickgeschlossen werden. Ein mdglicher Fehler dieser zweiten Methode
kdnnte aus der Neigung der Lentiviren zur Pseudopartikel-Bildung resultieren.
Dieses sind Viruspartikel, die ohne Hillprotein aus der Zelle ausgeschleust wer-
den. Sie enthalten dann zwar das p24-Protein, sind aber wegen der fehlenden
Hille nicht infektids. Diese Pseudopartikel werden bei einem p24 ELISA mitbe-
stimmt und kdnnen zur Bestimmung eines Uberhdhten Virustiters fihren. Durch
die Kombination beider Verfahren zur Virusbestimmung erhoffen wir letztendlich

eine aussagekraftige Bestimmung der jeweiligen lentiviralen Titer.
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2.3.4.3.1. EGFP-FACS-Methode

Fiir diese Methode der Titerbestimmung wurden jeweils 3 x 10°> 293T- oder ROS-
Zellen je Vertiefung einer 12-Loch-Platte ausgesat. Am folgenden Tag wurden die
Zielzellen mit einer Verdiinnungsreihe (1 - 107 fach) der jeweiligen viralen Uber-
stande (500ul/Loch) infiziert. (2.3.4.2.). Vierundzwanzig Stunden nach Infektion
erfolgte die Zugabe von 1 ml Medium, und 72 Stunden nach Infektion wurden die
Zellen mittels Durchflusszytometrie (2.3.6.) auf den Anteil an EGFP-positiven
Zellen untersucht. Unter der Annahme einer gleichmaBigen Zellteilungsrate zwi-
schen transduzierten und nicht transduzierten Zellen kann mit Hilfe der folgen-
den Formel auf die zum Zeitpunkt der Transduktion je ml Uberstand enthaltenen

transduzierenden Einheiten (TE/ml) geschlossen werden:

Anzahl der Zellen zum Zeitpunk der Transduktion

TE/ml = x positive Zellen (%) x 2 x Verdinnungsfaktor
100 % —
Infektion mit 500 ul Virusiiberstand

2.3.4.3.2. p24-Assay

Bei dieser Virustiterbestimmungsmethode wurde die p24-Konzentration in den
Virustiberstanden mittels eines ELISAs (enzyme-linked-immunosorbent assay)
gemessen. p24 ist ein auch nach Viruslyse stabiles lentivirales Protein. Mit Hilfe
einer Standardkurve kann von der jeweiligen p24-Konzentration eines Virustber-
standes auf die Anzahl der initial darin enthaltenen Viruspartikel geschlossen
werden. Die p24-ELISAs wurden dankenswerterweise von Herrn PD Dr. Adams,
Institut flr Virologie (Universitatsklinikum Dusseldorf), mit Hilfe eines Abott-

Murex HIV-Ag-Assays durchgeflhrt.

2.3.5. Fluoreszenzmikroskopie

Bereits 24 Stunden nach Transfektion kann die EGFP-Expression als MaB flr die

erfolgreiche Transduktion fluoreszenzmikroskopisch Gberprift werden.
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Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mit einem inversen Durchlichtmikroskop
(,Axiovert 25"%; Carl Zeiss, Oberkochen) bei 470 nm Filter.

2.3.6. DurchfluBzytometrie

Mit Hilfe der DurchfluBzytometrie (Synonym: FACS = ,Fluorescence-activated cell
sorting") kdnnen verschiedene Parameter einer Zelle erfaBt werden. Neben der
ZellgréBe und Granularitdat ermdglicht es auch den Nachweis von Oberflachen-
oder intrazelluldren Molekllen nach Anfarbung mit spezifischen fluoreszenz-
markierten Antikdérpern (Radbruch, 1999). Ebenso kénnen eigenfluoreszierende
Proteine (z.B. das ,enhanced" griin-fluoreszierende Protein = EGFP) und Farb-
stoffe in der Zelle per FACS analysiert werden. Fur die Messung werden die Zel-
len einzeln an einem Argon-Laser vorbeigeleitet. Nach Anregung bei 488 nm
kénnen von verschiedenen Detektoren unterschiedliche Lichtemissionen jeder
einzelnen Zelle erfaBt werden: Das Vorwartsstreulicht (,forward light scatter",
FCS), das Seitwartsstreulicht (,sideward light scatter®, SSC) und die Emission
etwaiger Fluoreszenzfarbstoffe im grinen (525 nm; FL1-Detektor), roten
(578nm; FL2-Detektor) oder dunkelroten Wellenldngenbereich (680 nm; FL3-
Detektor). In der vorliegenden Arbeit wurden grin (EGFP) bzw. rot fluoreszie-

rende Farbstoffe (PI = Popidiumiodid) verwendet.

Der FCS ist ein MaB flr die GroBe der Zelle, wahrend die intrazellulare Granulari-
tat durch das SSC erfaBBt wird (Radbruch, 1999). Durch eine Dot-Plot-Darstellung
des FSC gegen das SSC kdnnen tote Zellen oder Partikel aufgrund ihrer geringe-
ren GroBe und Granularitat von lebenden Zellen unterschieden und somit von der
weiteren Analyse ausgeschlossen werden. Zusatzlich kénnen tote Zellen durch
Anfarben mit Propidiumiodid markiert und somit ebenfalls von der lebenden Zell-

population abgegrenzt werden (Pollack et al., 1990).
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2.3.6.1. FACS-Analyse

Zur FACS-Analyse wurden die Zellen mit 5 mM EDTA in PBS abgeldst. Pro Ansatz
wurden 2 x 10° Zellen in einem FACS-Rdhrchen (Falcon, Heidelberg) sedimentiert
(1600 UpM, 6 Min., RT) und der Uberstand vollstdndig dekantiert. Danach wur-
den die Zellen zur Antikérperfarbung in 100 ul PBS / 0,5 % (w/v) BSA (Sigma)
bzw. zur direkten Messung in 200 ul PBS aufgenommen. Die Messungen erfolg-
ten mit einem FACScan oder FACScalibur (Becton Dickinson, Heidelberg). Zur
Datenerfassung von jeweils 10 000 Zellen pro Ansatz und der anschlieBenden
Auswertung diente ein Apple Power Macintosh G3-Computer mit der dazugehdri-

gen ,Cell Quest"-Software (Becton Dickinson).

2.3.7. Methotrexat (MTX) -Sensitivitadtstest

Zur Untersuchung der zytotoxischen Wirkung einer MTX-Behandlung auf die Tu-
morzellen wurden die jeweiligen Zellen (293T, Hela, ROS 1.7 2.8, MG63 und
TM791) unter EinschluB entsprechender Negativ-Kontrollen Uber 4 Stunden mit
verschiedenen MTX-Konzentrationen behandelt. AnschlieBend wurde mittels

eines Proliferations-Assays (2.3.7.1.) die Uberlebensrate bestimmt.

2.3.7.1. Proliferations-Assay mittels Zellzdhlung

Die verschiedenen Zellen wurden in 6-Loch-Platten in Kulturmedium mit ver-
schiedenen MTX-Konzentrationen (0; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 und 10,0 nmol/ml) Uber-
fihrt und Uber 4 Stunden im Brutschrank behandelt. Dazu wurden je nach
Wachstumsrate 1 x 10° bis 2,5 x 10° Zellen pro Loch verwendet (Aghi et
al.,1999). Zur Bestimmung der Uberlebensrate wurden die Zellen mit 1 ml
Trypsin pro Ansatz aus den Loéchern abgelést. Die Zellzahl der Proben wurde
dann mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Es wurden pro Zellzahlbe-
stimmung immer Dreifach-Ansatze durchgefiihrt. Die Zellzahl der unbehandelten
Ansatze diente als Positivkontrolle und wurde deshalb fiir jede Zellinie mit 100%
definiert. Die Zellzahlen der korrespondierenden behandelten Ansdtze wurde

dann jeweils in Relation dazu gesetzt.
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2.3.8. Behandlung von Zellen mit Calcitriol (1a-25(0OH),-D3; Vitamin D)

Nach Transfektion mit FUGENE™6 wurden die Zellen mit Calcitriol zur Erhéhung
der Osteocalcinpromotoraktivitdat behandelt. Daflir wurde zu jedem Ansatz einer
6-Loch-Platte 1nmol Calcitriol pro ml Medium gegeben. Nach 24 Stunden erfolgte
dann ein Medium-Wechsel und die weitere Prozessierung der Zellen fur den Luzi-

ferase-Assay (2.3.3.).
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III. Ergebnisse
1. Luciferase-Expressionsmessungen

In transienten Transfektionsexperimenten wurde die osteosarkomspezifische Ex-
pressionskontrolle der klonierten Osteocalcin-Promotorfragmente Poc-pela UNd

Poc-mgs3s Mittels transienter Luziferase-Reportergen-Expression in verschiedenen
Osteocalcin-positiven und -negativen Zellinien untersucht. Die Luziferase-
Expression wurde sowohl mittels dualem Assay (II. 2.3.3.1.) mit Photinus-
Luziferase zur spezifischen Promotoraktivtatsbestimmung und Renilla-Luziferase
zur internen Kontrolle als auch mittels singuldrem Assay (II. 2.3.3.2.) nur mit
Photinus-Luziferase bestimmt. Da die Ergebnisse der singularen Messungen mit
denen der dualen Messungen Ubereinstimmten, konnte eine Wechselwirkung der
Promotoren beim dualen Assay ausgeschlossen werden. Dargestellt sind die Er-

gebnisse des dualen Assays (Abb.5).

Sowohl mit Poc-Hela als auch mit Poc-mges Wird jeweils nur eine relativ geringe Luzi-
ferase-Aktivitat in den von uns untersuchten Osteocalcin-positiven Osteosarkom-
zellinien (ROS, TM791) erzielt. Im Vergleich zur Positivkontrolle (pGL3-control
mit SV40-Promotor) induzieren beide Osteocalcinpromotor-fragmente nur ca. 8-
15 % der Psy40-vermittelten Luziferaseaktivitat. Interessanterweise zeigt Poc-mcss
in ROS-Zellen eine etwa zwei- bis dreimal starkere Aktivitat als Poc.nela- Auch in
TM791 scheint Poc-mges starker zu sein, allerdings nicht so deutlich wie in ROS
(Abb. 5).

In der Osteocalcin-negativen Hela-Zellinie scheinen beide Osteocalcin-
promotorfragmente nicht aktiv zu sein. Hier liegen sowohl die Poc-hela- als auch
die Poc-mees-vermittelte Luziferaseaktivitat etwa im Bereich der promotorlosen
Negativkontrolle (pGL3-basic). Die Negativkontrolle weist insgesamt keine ge-
steigerte Luziferaseaktivitat, weder in den ROS- noch in den Hela-Zellen, auf. Sie
erreicht in beiden Zellinien lediglich 0-1 % der Luziferaseaktivitat der Positivkon-
trolle. In der Osteocalcin-negativen Osteosarkomzellinie TM791 ereicht die Nega-

tivkontrolle ca. 2-4 % der Luziferaseaktivitat der Positivkontrolle.
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Abb.5. Zellspezifische Luciferaseaktivitdt 48 Std.nach Transfektion mit den Kon-
strukten pGL3basic, pGL3-0C}.. und pGL3-0OCyge3- Der Luciferase-Assay wurde mit
den Zellinien HelLa, ROS und TM791 durchgefiuhrt, die mit den verschiedenen pGL3-
Konstrukten transfiziert wurden. Die Werte sind in Bezug zur Positivkontrolle (pGL3-
control, nicht gezeigt) dargestellt, deren Luziferaseaktivitat fir jede Zellinie jeweils gleich
100% gesetzt wurde. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus 2-5 unabhdngigen dualen
Luciferase-Assays.

1.1. Promotoraktivitit in Abhdngigkeit von Mutationen im Bereich der
OC-Box

Der Unterschied in der spezifischen Luziferasegenexpression, wie er vor allem in
ROS-Zellen zwischen den aus HelLa und MG63 klonierten Osteocalcinpromo-
torfragmenten Poc-nela UNd Poc-mges deutlich zu finden war, war Uberraschend. Wir
waren namlich intial davon ausgegangen, dass die fehlende Osteocalcinexpressi-
on in HelLa wohl eher durch Unterschiede auf Ebene der Transkription und der
Promotoraktivitat bedingt ist und weniger auf Unterschiede in der DNA-Sequenz
beruht, die ja eigentlich in Osteocalcin-negativen (HelLa) und -positiven (MG63)
Zellen identisch sein sollte. Tatsachlich lag jedoch bei den Poc.hela im Vergleich zu
Poc-mees genau in Position -85 des Osteocalcin-Gens (Promotorregion!) ein Aus-
tausch von Cytosin gegen Thymidin vor. Dieser Basenaustausch war in allen
Promotorfragmenten zu finden, die in der vorliegenden Arbeit aus der Hela-
Zellinie kloniert worden waren, nicht jedoch in den aus MG63 klonierten OC-
Fragmenten, deren Sequenzen der entsprechenden Datenbanksequenz ent-

sprach. Der beim Poc-he,a-Promotor nachgewiesene Basenaustausch liegt interes-
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santerweise in der sogenannten OC-Box (Abb. 6), die den flir die spezifische Ak-
tivitdt des Osteocalcin-Promtors kritischen Bereich darstellt (Lian et al., 1996;
Hoffmann et al., 2000). Da fur die weiteren Untersuchungen mit dem Osteocal-
cin-Promotor eine méglichst starke Promotor-Aktivitat erforderlich war, wurde flr
die nachfolgenden Experimente nur noch das MG63-Promotorfragment Poc-mcss

benutzt.

OC-Promotor Poc-mces (@aus OC-positiven MG63-Zellen isoliert):

OC-BOX

...cltg gca gat tcc ccc tag acc cgc ccg cac cat ggtl...

-106 -71
-85

OC-Promotor Poc-Hera (aus OC-negativen HelLa-Zellen isoliert):

OC-BOX
...cltg gca gat tcc ccc tag acc tgc ccg cac cat ggtl...

-106 P -71
-85

Abb. 6. Ausschnitt aus der 5 -flankierenden Nukleotidsequenz der Osteocalcin-
Promotorregion im Bereich der sogenannten OC-Box. Diese Box stellt eine Protein-
bindungsstelle dar, die fur die basale Promotoraktivitat offensichtlich eine entscheidende
Rolle spielt (Lian et al., 1996; Hoffmann et al., 2000). Hervorgehoben ist der c—t -
Basenaustausch in Position -85, welcher in allen aus der Hela-Zellinie geklonten OC-
Promotorfragmenten auftrat. Hingegen entspricht die Sequenz aller aus MG63 geklonten
OC-Promotorfragmenten der entsprechenden Datenbank-Sequenz.
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1.2. Steigerung der Octeocalcinpromotoraktivitat durch Vitamin D

Im Knochenstoffwechsel spielt Vitamin D (Calcitriol) eine entscheidende Rolle.
Unter anderem steht es in Wechselwirkung mit der OC-Promotor-Region. Es
konnte gezeigt werden, daBB die Aktivitdt des OC-Promotors und die damit ver-
bundene Translation des Proteins Osteocalcin unter der Induktion mit Vitamin D
stark zunimmt (Lian et al., 1996). Diesen Effekt durch Vitamin D konnten wir in
unseren Luziferase-Experimenten ebenfalls zeigen, wobei die Luziferaseaktivitat

unter Vitamin D-EinfluB bis zum 5-fachen zunahm.
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Abb. 7. Zellspezifische Luciferaseaktivitit 48 Std. nach Transfektion mit den
Konstrukten pGL3basic und pGL3-OCyges mit und ohne Vitamin D (Ds3)-
Behandlung. Die abgebildeten Luziferaseaktivitdten reprdasentieren Mittelwerte aus 2-5
unabhdngigen Experimenten.

In ROS zeigt Poc-wges unter Vitamin-D-Induktion eine 3-5-fach hdhere Lucifera-
segenaktivitat als ohne Vitamin D. Auch in der TM791-Zellinie 1aBt sich ein aktivi-
tatssteigernder Effekt von Vitamin D auf den OC-Promotor nachweisen. In der
HelLa-Zellinie hingegen ist keine signifikante Promotorinduktion durch Vitamin D
zu erreichen. Auch die Luziferaseaktivitdat des promotorlosen Kontrollvektors
pGL3-basic 1aBt sich durch Vitamin D nicht erhéhen (Abb.7).
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2. Untersuchung der egfp-Expression nach lentiviraler Infektion

2.1. Generierung und Titerbestimmung transienter lentiviraler Uberstin-
de

Zur Infektion verschiedener Zellinien mit den Lentivirusvektoren pLNT-CMV-
FPGS-EGFP, pLNT-OC-FPGS-EGFP und pcDNA CS-CGW wurden zunachst tran-
siente Viruslberstande generiert (II.2.3.4.1.). Anschliessend wurden die Titer
dieser Virusuberstande, wie in 11.2.3.4.3 beschrieben, sowohl mit Hilfe der EGFP-
FACS-Messungsmethode als auch mit dem p24-Assay bestimmt. Alle Ergebnisse
der Virustiterbestimmungen sind in Tab. 2 einander gegeniibergestellt und zei-

gen folgende Ergebnisse:

Wie zu erwarten ist keine vermehrte egfp-Expression nach Infektion von 293T-
Zellen mit dem pLNT-OC-FPGS-EGFP-Vektor nachzuweisen. Der Virustiter flr
dieses lentivirale OC-Promotor Plasmid ist in dieser Zellinie also nicht bestimm-
bar. In den ROS-Zellen ergeben sich dagegen fir die pLNT-OC-FPGS-EGFP-
Ubersténde Virustiter im Bereich von 5 x 10°. Bei Infektion mit dem ,unspezifi-
schen™ Vektor pLNT-CMV-FPGS-EGFP zeigen sich gleiche Virustiter von jeweils 5
x 10° infektidser Partikel pro ml sowohl in 293T- als auch in ROS-Zellen. Fiir den
EGFP-Kontrollvektor pcDNA CS-CGW-Plasmid liegen die bestimmten Virustiter
insgesamt héher: In 293T wird ein Titer von 1,8 x 10’ und in ROS von 1,1 x 10’

infektidser Partikel pro ml erreicht.

Wie zu erwarten liegen die Virustiter, die mit den p24-Assay bestimmt wurden
und damit unabhdangig sind von der Dichte der ,Envelope®-Rezeptoren auf der
Zelloberflache und der Starke der Promotoraktivitit, bei allen gemessenen Uber-
stéanden in einem ahnlich hohen Konzentrationsbereich (4400 - 5800 ng/ml). Mit
diesem Ergebnis kénnen starkere Titerunterschiede zwischen den verschiedenen

Ubersténden ausgeschlossen werden
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Tab. 2. Gegeniiberstellung der durch unterschiedliche Verfahren be-
stimmten Virustiter der transient hergestellten lentiviralen Uberstiande
PDNA CS-CGW, pLNT-CMV-FPGS-EGFP und pLNT-OC-FPGS-EGFP.

Uberstand EGFP auf 293T EGFP auf ROS P24-ELISA
TE/ml TE/ml ng/ml

pcDNA CS-CGW

1,8 £ 0,3 x 10’ 1,1 £ 0,07 x 10’ 4976
pLNT-CMV-FPGS-

6 6

EGEP 54+ 1,3x10 55+ 0,6x10 4408
PLNT-OC-FPGS- Nicht zu bestim-
EGEP men 54+ 1,0 x 10° 5776

TE=Transduzierende Einheiten

Die Virustiter wurden bestimmt Gber EGFP-FACS-Messung nach Infektion der humanen
Osteocalcin-negativen 293T-Zellinie und der murinen Osteocalcin-positiven ROS-Zellinie
und Uber einen p24-ELISA. Dargestellt sind die zusammengefassten Ergebnisse fiur die
Viruslibersténde, die spater flr die Infektion der zu untersuchenden Zellinien eingesetzt
wurden.

2.2. Lentivirale Infekton verschiedener Osteocalcin-positiver und -

negativer Zellen

Drei unterschiedliche Osteocalcin-positive Osteosarkomzellinien (TM791, MG63
und ROS) und zwei verschiedene Osteocalcin-negative Zellinien (HeLa und 293T)
wurden zur Untersuchung einer osteosarkomspezifischen Transgenexpression mit
den generierten Virustberstanden (pLNT-CMV-FPGS-EGFP, pLNT-OC-FPGS-EGFP
und pcDNA CS-CGW) infiziert. Anschliessend wurde die EGFP-Expression mittels
FACS-Analyse ermittelt.

Beide CMV-Promotor-Konstrukte (pcDNA CS-CGW und pLNT-CMV-FPGS-EGFP)
weisen 72 Stunden nach Infektion mit den lentiviralen Vektoren in allen Zellinien
eine starke EGFP-Expression (zwischen 70-95% EGFP positive Zellen) auf, pLNT-
OC-FPGS-EGFP hingegen induziert eine deutliche Expression nur in den Osteocal-
cin-positiven Osteosarkomzellinien. In der ROS-Zellinie ereicht pLNT-OC-FPGS-

EGFP eine in etwa gleichstarke Expression wie die CMV-Promotor-Konstrukte. In
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der MG63-Zellinie und der TM791-Zellinie ist die Expression dagegen schwacher.
Hier sind nur ca. 60 - 65 % der Zellen deutlich EGFP-positiv. Es ist jedoch auch
in dieser Zellinie ein deutlicher Unterschied zu den Osteocalcin-negativen Zelli-
nien zu erkennen. Hier liegt der Prozentsatz der EGFP-positiven Zellen nach In-
fektion mit pLNT-OC-FPGS-EGFP bei ca. 5% (Abb. 8).

120 1
é 90 ~
N [l PCDNA CS-CGW
()
2 [l PLNT-CMV-FPGS-EGFP
260 - |
g Bl PLNT-OC-FPGS-EGFP
-
D
2 30 ~

O _

HelLa 293T ROS TM791 MG63
Osteocalcin-negative Zellinien Osteocalcin-positive Zellinien

Abb. 8. EGFP-Expression nach lentiviraler Transduktion verschiedener Osteocal-
cin-negativer Zellinien und Osteocalcin-positiver Osteosarkom-Zellinien mit den
Konstrukten pcDNA CS-CGW, pLNT-CMV-FPGS-EGFP und pLNT-OC-FPGS-EGFP.
Nach Transduktion mit pLNT-OC-FPGS-EGFP ist in den Osteocalcin-negativen Zellinien
nur eine schwache Basalexpression zu messen. Hingegen zeigen die Osteosarkomzelli-
nien eine deutliche EGFP-Expression. Die beiden ,unspezifischen" Pcwy- Konstrukte zeigen
in allen Zellinien eine ahnlich starke Expression.

Eine solche Darstellung reiner Prozentzahlen EGFP-positiver Zellen liefert jedoch
keine detailliertere Aussage Uber die Selektivitat der verwendeten Vektoren, da
die jeweilige Starke der induzierten EGFP-Expression nicht miteinflieBt. Deshalb
sind zusatzlich die Ergebnisse der FACS-Messungen in HelLa- und ROS-Zellen
nach lentiviraler Infektion exemplarisch als Dotplots dargestellt (Abb.9). Hier
lassen sich nicht nur die verschiedenen Prozentzahlen, die bevorzugt die stark-
EGFP-positiven Zellen erfassen, sondern auch die allgemeinen Unterschiede in
der Starke der EGFP-Expression zwischen Osteocalcin-negativen (HelLa) und -po-

sitiven (ROS) Zellen erkennen.
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Abb. 9. Exemplarische Darstellung einer FACS-Messung 72 Stunden nach Infek-
tion der Osteocalcin-negativen HeLa- und der Osteocalcin-positiven ROS-Zellinie
mit den verschiedenen lentiviralen Vektoren.

a) native Zellen; b) Infektion mit pcDNA CS-CGW; c) Infektion mit pLNT-CMV-FPGS-
EGFP; d) Infektion mit pLNT-OC-FPGS-EGFP.

Die X-Achse gibt dabei die Starke der jeweiligen EGFP-Expression wieder. Die
FACS-Messungen zeigen eine solch starke EGFP-Expression der pcDNA CS-CGW-
Uberstande in beiden Zellinien, dass die konventionelle X-Achse zur Darstellung
kaum ausreicht. Auch die pLNT-CMV-FPGS-EGFP-Ubersténde induzieren in beiden
Zellinien eine deutliche EGFP-Expression. Die vermittelte Expression ist jedoch
insgesamt schwécher als bei den pcDNA CS-CGW-Uberstédnden. Die pLNT-OC-
FPGS-EGFP-Ubersténde zeigen erwartungsgeméB eine deutliche EGFP-Expression
nur in der Osteocalcin-positiven ROS-Zellinie. Diese ,spezifische® EGFP-
Expression erscheint insgesamt etwas schwacher als die des pLNT-CMV-FPGS-
EGFP-Vektors.
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3. Untersuchung der Methotrexat -Sensitivitat der infizierten Zellen

Mit allen infizierten Zellinien (TM791, MG63, ROS, HelLa und 293T) wurden Me-
thotrexat-Sensitivitat-Assays wie in I11.2.3.7. beschrieben durchgeflihrt. Hier-
durch ist in den mit pLNT-OC-FPGS-EGFP-Uberstidnden infizierten Zellen zu iber-
prifen, ob der Unterschied der OC-Promotor vermittelten FPGS-Expression zwi-
schen Osteocalcin-positiven Osteosarkomzellen und Osteocalcin-negativen Zellen
ausreichend ist, um im Rahmen einer Suizidgentherapie einen signifikanten Toxi-
zitatsunterschied zwischen Osteosarkomzellen und anderen Zellen zu erreichen.
Als Positivkontrolle wurden die mit pLNT-CMV-FPGS-EGFP-Uberstidnden infizier-
ten Zellen benutzt, die in allen Zellinien eine verstarkte Methotrexattoxizitat in-
duzieren sollten. Die mit pcDNA CS-CGW-Ubersténden infizierten Zellen fungier-
ten dagegen als Negativ-Kontrolle, da sie kein hfpgs als Suizidgen enthielten und
damit eigentlich auch keine erhéhte Methotrexat-Sensitivitat zeigen sollten. Nicht
infizierte Zellinien wurden als weitere Negativkontrollen verwendet, um die Toxi-
zitat der MTX-Behandlung ohne genetische Manipulation fir jede Zellinie zu do-
kumentieren. Der Anteil Gberlebender Zellen nach MTX-Behandlung wurde in al-

len Assays prozentual in Bezug zu unbehandelten Zellen (=100%) angegeben.

Die Methotrexat-Sensitivitat in den mit pcDNA-CS-CGW infizierten Zellen unter-
scheidet sich nicht signifikant zu den nicht infizierten (nativen) Zellen. Damit
kann ein zytotoxischer Effekt durch die EGFP-Expression oder die lentivirale In-
fektion selbst weitgehend ausgeschlossen werden. Die mit pLNT-CMV-FPGS-EGFP
infizierten Zellen zeigen dagegen in allen untersuchten Zellinien eine signifikante
Zunahme der Absterberate unter Methotrexat. Die mit pLNT-OC-FPGS-EGFP infi-
zierten Zellen induzieren nur in den Osteosarkomzellinien eine signifikante Zu-
nahme der Absterberate. In den Osteocalcin-negativen Zellinien ist diese Zu-
nahme nach Infektion mit pLNT-OC-FPGS-EGFP nicht zu beobachten (Abb. 10).
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Abb. 10. MTX-Sensitivitat verschiedener Zellinien nach lentiviralem fpgs-
Gentransfer in Abhdngigkeit vom verwendeten Promotorkonstrukt. Unter a) sind
die Osteocalcin-positiven Osteosarkomzellinien dargestellt, unter b) die Osteocalcin-
negativen Zellinien HelLa und 293T. Untersucht wurden sowohl unbehandelte (native)
Zellen als auch Zellen, die mit den drei verschiedenen Lentivirusiiberstanden infiziert
wurden. Alle Zellen sind Uber einen Zeitraum von vier Stunden mit MTX behandelt wor-
den. Zweiundsiebzig Stunden nach MTX-Behandlung erfolgte dann die Bestimmung der
Uberlebenden Zellen. Die mit pLNT-CMV-FPGS-EGFP infizierten Zellen zeigen in allen Zel-
linien eine signifikant erhdhte Absterberate. Die mit pLNT-OC-FPGS-EGFP infizierten Zel-
len sterben nur in den Osteosarkomzellinien vermehrt ab. Die Infektion mit pcDNA-CS-
CGW (ohne Suizidgen) hat keine Auswirkung auf die MTX-Sensitivitat der Zellen.
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Stellen wir die MTX-induzierte Absterberate der mit pLNT-CMV-FPGS-EGFP und
der mit pLNT-OC-FPGS-EGFP infizierten Zellen im Verhaltnis zu den jeweiligen
nicht infizierten (nativen) Zellen dar (Abb. 11), kommen wir zu folgenden Er-

gebnissen:

Nach der Infektion mit pLNT-CMV-FPGS-EGFP weisen alle Zellinien eine signifi-
kant erhohte Absterberate unter Methotrexat-Behandlung auf. Hingegen ist die
Absterberate nach Infektion mit pLNT-OC-FPGS-EGFP nur in den Osteosarkom-
zellinien signifikant erhoht. Die Absterberate in Osteocalcin-negativen Zellinien

bleibt unverandert.

Auffallig ist, daB nach Infektion mit pLNT-OC-FPGS-EGFP nur in der ROS- und der
TM791-Zellinie ahnlich hohe Absterberaten erreicht werden wie nach Infektion
mit pLNT-CMV-FPGS-EGFP. In der MG63 Zellinie hingegen ist ein deutlicher Un-
terschied zwischen den Absterberaten nach Infektion mit pLNT-OC-FPGS-EGFP
(ca. 3,5 fach erhéhte Absterberate) und Infektion mit pLNT-CMV-FPGS-EGFP (ca.
20 fach erhéhte Absterberate) auszumachen.

In den TM791 Zellen wird sowohl nach Infektion mit pLNT-OC-FPGS-EGFP und
PpLNT-CMV-FPGS-EGFP jeweils nur eine ca. 3,5 fach erhdhte Absterberate er-
reicht, wahrend in der MG63- und der ROS-Zellinie hingegen ca. 20 fach erhéhte

Absterberaten gemessen werden.
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Abb.11. Absterberate der verschiedenen infizierten Zellinien im Verhaltnis zu
den nativen, also nicht infizierten Zellen nach MTX-Behandlung iliber 4 Std
(Konzentration: 5 nmol/ml). In a) ist dieses Verhéaltnis nach Infektion mit pLNT-
OC-FPGS-EGFP dargestellt. In den Osteocalcin-negativen Zellinien zeigt sich keine
signifikant erhdohte Absterberate. In den Osteosarkomzellen ist die MTX-Sensitivitat
jedoch gesteigert. In b) ist das Verhaltnis nach Infektion mit pLNT-CMV-FPGS-EGFP
gezeigt. Hier erhdht sich die MTX-Sensitivitat in allen infizierten Zellinien signifikant.
Die waagrechte Linie in beiden Abbildungen entspricht der relativen Absterberate der
jeweiligen nicht infizierten (nativen) Zellen (=1).
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IV. Diskussion und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, die Grundlage fur eine tumorspezifische Suizidgenthe-
rapie zur Behandlung von Osteosarkomen zu entwickeln. Dabei sollte die Expres-
sion des therapeutischen Gens, im vorliegenden Fall des hfpgs-Gens, Uber einen
Osteosarkom-selektiven Promotor reguliert werden. Als aussichtsreichster Kandi-
dat flir eine solche Osteosarkom-selektive Genexpression kam der Osteocalcin-
Promotor in Frage, der im menschlichen Kérper ausschliesslich in knochenbilden-
den Zellen (physiologisch: Osteoblasten; pathologisch: Osteosarkomzellen) aktiv
ist. In allen anderen, nicht knochenbildenden Kdérperzellen wird Osteocalcin nicht

exprimiert, d.h. der Promotor ist hier wahrscheinlich nicht aktiv.

Die Zellspezifitdt der Osteocalcin-Expression wurde schon in friheren Untersu-
chungen im Hinblick auf eine mdgliche Anwendung als Osteosarkom-spezifische
Gentherapie uberprift (Ko et al.,1996; Cheon et al.,1997; Shirakawa et
al.,1998). In der Untersuchung von Ko et al. (1996) wurden Osteosarkomzellen
(ROS und MG63) mit einem Adenovirus infiziert, um das Gen flr Herpes simplex
Virus Typ 1 Thymidinkinase (HSV-tk-Gen) unter Expressionskontrolle des Osteo-
calcin-Promotors in die Tumorzellen einzubringen. Die infizierten Zellen mit HSV-
tk zeigten im Vergleich zu nicht infizierten Zellen eine erhdhte Absterberate unter
Behandlung mit Aciclovir. Bezuglich der osteosarkomspezifischen Selektivitat die-
ses Ansatzes konnte gezeigt werden, daB nach Infektion mit dem gleichen Ade-
novirus in nicht osteogenen Zellinien weder eine vermehrte HSV-tk-
Genexpression noch eine erhdhte Absterberate unter Aciclovir gefunden wurde.
Diese Ergebnisse wurden in vitro als auch im Nacktmausmodell mit subcutanen
Tumoren erhoben. In einer interessanten Variante des Osteosarkomtiermodells
behandelten Shirakawa et al. (1998) Nacktmduse mit Lungenmetastasen einer
Osteosarkomzellinie (ROS 17/2.8) ebenfalls erfolgreich mittels Adenovirus-
vermittelter Suizidgentherapie, wobei das verwendete HSV-tk-Gen Uber den

Osteocalcin-Promotor gesteuert wurde.

Diese praklinischen Versuche bildeten u.a. auch die Grundlage fur die Planung
erster klinischer Phase I-Studien, in denen der Osteocalcin-Promotor fir eine tu-

morspezifische zytotoxische Gentherapie eingesetzt wurde. Im Jahr 2001 wurde
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von Benjamin et al. eine klinische Phase I Studie initiiert, in der Patienten mit
chemoresistenten Lungenmetastasen eines Osteosarkoms intravends mit einem
Adenovirus behandelt wurden. Auch hier wurde der Osteocalcin Promotor einge-
setzt, der die Expression des adenoviralen Ela Protein steuerte. Zwei weitere
klinische Phase I Studien wurden von Shirakawa et al. im Jahre 2000 und von
Kubo et al. im Jahr 2003 veroffentlicht. In beiden Studien wird eine auf dem
Osteocalcin-Promotor basierende zytotoxische Gentherapie an Patienten mit

Knochenmetastasen eines Prostata-Karzinoms getestet.

Die Spezifitat des Osteocalcin-Promotors flr knochenbildende Tumore und Me-
tastasen ist also durch eine Reihe von praklinischen und auch klinischen Studien
gut belegt. Die Grundlagen flur die beschriebenen Gentherapiestrategien bildete
die Sequenzierung des Osteocalcin-Gens (Price et al.,1976) einschliesslich des
5 “flankierenden Bereichs mit der Identifikation wichtiger regulatorischer Promo-
torbereiche, die dann durch detaillierte Reportergenanalysen zur weiteren Cha-
rakterisierung des eigentlichen Osteocalcin-Promotors fiuhrten (Morrison et
al.,1989; Lian et al.,1989). Der flr eine spezifische Expression in kno-
chenbildenden Zellen essentielle Promotorbereich konnte von Lian et al. (1996)
mittels verschiedener Deletionen auf einen Bereich von 108 Basenpaaren einge-
grenzt werden. Die optimale spezifische Promotoraktivitat fand sich allerdings bei
Verwendung eines definierten 5’-flankierenden Fragmentes von 531 Basen-

paaren. Das in der vorliegenden Arbeit klonierte Osteocalcin-Promotorfragment
basiert auf dieser Untersuchung von Lian et al. (1996). Es reicht von Position -

531 bis +56 relativ zum Transkriptionsstartpunkt des Osteocalcin-Gens.

Fur die vorliegende Arbeit wurde initial zunachst versucht, mit egfp als Reporter-
gen die Spezifitdt des von uns klonierten Osteocalcin-Promotorfragmentes zu
testen. Dieses bot sich an, da die EGFP-Expression einfach und zuverlassig per
FACS-Analyse quantifizierbar ist. Weiterhin [aBt sich das Genprodukt direkt in
lebenden Zellen nachweisen, und zwar ohne daB ein Substrat zugegeben werden
muB oder die Zellen lysiert werden mussen, wie dies beispielsweise beim Lucife-
rase-Assay erforderlich ist. Trotz dieser augenscheinlichen Vorteile ist das egfp-

System bisher jedoch als Reportergen keineswegs etabliert. Es gibt nur wenige
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Vorstudien, in denen egfp direkt in Promotorstudien getestet wurde (Lissemore
et al., 2000; Zhang et al., 1998; Steffens et al. 2004b).

Flr die vorliegende Arbeit wurden zunachst Vektoren kloniert, die egfp unter Ex-
pressionskontrolle des Osteocalcin-Promotors und des CMV-Promotors enthielten.
Es zeigte sich in den nachfolgenden Versuchen dann aber, daB die transiente
Transfektionseffizienzen der untersuchten Osteosarkomzellinien (ROS 17/2.8,
MG63, TM791, SAOS2 und HOS) zu gering waren, um mittels FACS-Messung der
egfp-Expression signifkante Unterschiede zwischen den Promotoren nachweisen
zu kdénnen. So war der CMV-Promotor in den transfizierten Zellen nur schwach
aktiv, und beim OC-Promotor konnte im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (egfp-
Gen ohne vorgeschalteten Promotor, pEGFP-1) kaum eine Aktivitdtszunahme

ausgemacht werden (Ergebnisse werden nicht gezeigt).

Aufgrund dieser nicht zufriedenstellenden Ergebnisse der egfp-Promotorstudien
wurde dann doch zum Luziferase-System als Reportergen gewechselt. Dazu wur-
de der Osteocalcin-Promotor in einen Luciferase-Expressionsvektor (pGL3basic)
kloniert. Bei dem Luciferase-Reportergensystem wird die Genexpression indirekt
Uber eine enzymatisch vermittelte Lichtreaktion gemessen (Gould et al., 1988;
Vieites et al. 1994) Diese Nachweismethode ist durchaus sensibler als die Mes-
sung der egfp-Expression (Steffens et al. 2004), bei der das Protein selbst direkt
Uber seine Eigenfluoreszenz detektiert werden mufB3, wahrend die Enzymwirkung

der Luziferase einen potenzierenden Effekt bedingen kann.

In den initialen Luziferase-Assays wurde jedoch deutlich, dass das zunachst ver-
wandte Osteocalcinpromotorfragment vor allem in den ROS-Zellen nur eine rela-
tiv schwache Aktivitat zeigte, obwohl insgesamt im Gegensatz zu den oben be-
schriebenen EGFP-FACS-Messungen bei den Luziferase-Assays eine deutliche Ak-
tivitdtszunahme des Osteocalcin-Promotors im Vergleich zur Negativkontrolle zu
verzeichnen war. Das in diesen initalen Versuchen verwendete Osteocalcin-
Promotorfragment war aus der humanen Cervixkarzinomzellinie HelLa kloniert
worden. Obwohl HelLa Osteocalcin-negativ ist, wurde in der vorliegenden Arbeit

urspringlich davon ausgegangen, dass die Osteocalcin-Promotor-DNA in allen
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humanen Zellen intakt sein sollte und dass die Entscheidung, ob Osteocalcin

exprimiert wird oder nicht, vielmehr auf Transkriptionsebene stattfindet.

Allerdings zeigte die Sequenz aller aus Hela klonierten Osteocalcin-
Promotorfragmente im Vergleich zur verdéffentlichten Gensequenz konstant einen
Basenaustausch in Position 85 (relativ zum Transkriptionsstartpunkt). Dieser Ba-
senaustausch ist genau in der Region lokalisiert, die von Lian et al. (1996) als
OC-BoxI bezeichnet worden war und sich zwischen Position -76 bis -99 relativ
zum Transkriptionsstartpunkt des Osteocalcingenes befindet. Die OC-BoxI
scheint essentiell flir die gewebespezifische Osteocalcin-Expression zu sein. Ein
fir das Knochengewebe spezifischer Transkriptionsfaktor (OC-Box-Binding-
Protein) bindet sich hier an die Promotor-Region und induziert die Osteocalcin-
Expression (Hoffmann et al., 2000). Mutationen im Bereich der OC-BoxI fihren
zu einer Abnahme der Promotoraktivitat (Lian et al., 1996). Aufgrund dieser Vor-
arbeiten schien es durchaus naheliegend, dass die oben beschriebene Sequenz-
abweichung der aus Hela klonierten Osteocalcin-Promotorfragmente fir die rela-
tiv schwache Luziferase-Aktivitat in der ROS-Zellinie verantwortlich war. Alterna-
tiv kdnnte natlrlich die gefundene Abweichung der Promotorsequenz durchaus
auch bedeutungslos fur die Promotoraktivitat sein. Dann wilrde die schwache
Promotoraktivitat ein allgemeineres Phanomen darstellen, das die Intention der
vorliegenden Arbeit, eine osteosarkomselektive Gentherapiestrategie zu entwi-

ckeln, erheblich erschweren wiirde.

Um dieses Problem zu klaren, wurde das Osteocalcin-Promotorfragment zusatz-
lich aus einer Osteocalcin-positiven Zellinie, der humanen Osteosarkomzellinie
MG63, kloniert. Interessanterweise entsprach die Sequenz aller aus MG63-
resultierender Osteocalcin-Promotorfragmente der Original-Sequenz aus der Da-
tenbank. Insbesondere lag keine Sequenzabweichung im Bereich der OC-BoxI
vor. In den darauffolgenden Luziferase-Assays war mit dem OCygg3-Promotor in
den ROS-Zellen eine in etwa zweifache Aktivitatszunahme im Vergleich zum

OCheLa-Promotor zu verzeichnen. Dieses Ergebnis lasst die Schlussfolgerung zu,
dass wahrscheinlich die minimale Sequenzabweichung in der kritischen OC-BoxI
an Basenposition 85 flr die deutliche Aktivitatsminderung des OCye, in ROS-

Zellen verantwortlich ist. Ob es sich hierbei tatsachlich um eine Punktmutation
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handelt, sei dahingestellt, da mit dieser Sequenzabweichung kein eigentlicher
Krankheitswert assoziiert ist. Wahrscheinlicher ist eher, dass es sich hierbei um
einen Polymorphismus handelt. Daflir kdnnte auch sprechen, dass z.B. eine Akti-
vitdtsminderung von OCyeo-Promotor im Vergleich zu OCyggs-Promotor in TM791-
Osteosarkomzellen nicht zu beobachten war. Auf jeden Fall entschlossen wir uns
aber nach den Ergebnissen des Luziferaseassays flir die folgenden Versuche nur
noch den OCygg3-Promotor zu verwenden, um eine mdglichst hohe Promotorakti-

vitat fir unseren Suizidgentherapieansatz zu gewahrleisten.

Dem gleichen Zweck diente auch die Bestrebung, die Aktivitat des Osteocalcin-
Promotors durch Applikation von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 zu steigern. Grund-
lage hierfir war die Beobachtung, dass die Aktivitat des Osteocalcin-Promotors
durch 1,25-Dihydroxy-Vitamin D hochreguliert werden kann (Lian et al.,1989;
Morrison et al.,1989; Arbour et al.,1995). Verantwortlich hierfiir ist das soge-
nannte vitamine Ds-responsive element (VDRE), welches in Position -513 bis -
493 relativ zum Transkriptionsstartpunkt des Osteocalcin-Gens lokalisiert ist
(Morrison et al., 1989). Interessant ist dabei in diesem Zusammenhang, daB
auch eine Hemmung des Osteocalcin-Promotors nach 1,25-Dihydroxvitamin Ds-

Gabe in der murinen MC3T3-0Osteoblastenlinie beobachtet worden war.

Unsere eigenen Luziferase-Reportergen-Assays in den verschiedenen Osteocal-
cin-positiven Osteosarkomzellinien bestatigten allerdings die Hochregulierung des
Osteocalcin-Promotors durch 1,25-Dihydroxy-Vitamin Ds;. Nach Applikation des
Vitamin D-Derivats kam es namlich zu einer mehr als dreifachen Aktivitatssteige-
rung des OCwyges-Promotors in ROS-Zellen. Neben der ROS-Zellinie (Ratten-
Osteosarkom) wurden auch noch andere humane Osteosarkomzellinien (TM791,
MG63, SAOS2 und HOS) untersucht. Leider bestand bei ihnen allen das Problem
einer zu geringen Transfektionseffizienz. Die gemessenen Luciferaseaktivitaten
waren daher meistens insgesamt zu schwach, um signifikante Ergebnisse ablei-
ten zu koénnen. Lediglich bei der TM791-Zellinie war eine Auswertung maoglich,
die zwar nicht in gleichem AusmaBe wie in ROS-Zellen, aber doch zumindestens
tendenziell das Induktionspotential von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D5 fir den Oste-
ocalcin-Promotor erkennen liess. Wichtig fir den eventuellen Einsatz von 1,25-

Dihydroxy-Vitamin D; im Rahmen einer auf dem Osteocalcin-Promotor basieren-
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den Gentherapiestrategie ist sicherlich auch die Beobachtung, dass es in Osteo-
calcin-negativen Zellen durch 1,25-Dihydroxy-Vitamin D5 zu keiner signifikanten
Erhéhung der ,background"-Aktivitdat des Osteocalcin-Promotors kam. 1,25-
Dihydroxy-Vitamin D3 kann also durchaus zur selektiven Aktivitatssteigerung des

Osteocalcin-Promotors in Osteosarkomzellen verwendet werden.

Da in den Reportergen-Assays die Transfektionseffizienz einen stark limitieren-
den Faktor darstellte, wurde nach effektiveren Transduktionsverfahren und Vek-
torsystemen gesucht. Da eine stabile Transgenexpression liber mehrere Tage flr
alle geplanten Zytotoxizitatsassays absolut erforderlich war, bot sich eigentlich
nur ein virales Vektorsystem mit der Fahigkeit zur stabilen Integration des
Transgens ins Zielzellgenom an. Vorversuche mit transfizierten und an-
schlieBend stabil selektionierten Zellen gestalteten sich dusserst schwierig, da die
Vergleichbarkeit der Osteocalcin-Promotoraktivitdat zwischen Osteocalcin-
positiven und —negativen Zellinien nur durch Abgleich mit einem ,unspezifischen®™
Promotor gewahrleistet schien. Bei einer sehr geringen Ausgangstransfektionsra-
te von < 1-2% der Zellen konnten nach Antibiotikaselektion stabiler Zellinien kei-
ne zuverlassigen und reproduzierbaren Daten erhoben werden. Am ehesten ist
dies dadurch zu erklaren, dass wahrscheinlich durch die initial geringe Anzahl
positiver Zellen keine reprasentativen Klone, sondern Klone mit sehr unter-
schiedlicher Transgenexpression selektioniert wurden. Genausowenig erfolgsver-
sprechend erschien der Einsatz von retroviralen Vektoren, die sich bei einer ahn-
lichen Fragestellung in Neuroblastomzellen als ungeeignet erwiesen hatten, da
die Transduktionseffizienz der retroviralen Vektoren ebenfalls zu niedrig lag
(Steffens et al, 2004b). AuBerdem hatten sie sich in der klinschen Suizdgenthe-
rapie nicht bewahrt (Rainov,2000).

So kamen eigentlich nur lentivirale Vektorsysteme in Frage. Diese versprachen
eine deutlich héhere Transduktionseffizienz als Retrovirusvektoren, da man sie in
deutlich héheren Titern einsetzen konnte. Zudem bedingen sie auch einen stabi-
len Gentransfer mit Integration des Transgens in das Zielzellgenom. Unsere Vor-
stellung war, durch einen standardisierten Infektionsvorgang mit gleichen Titern

aller verwendeten Lentiviruspraparationen in allen zu untersuchenden Zellinien
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eine ausreichende hohe Transduktionseffizienz zu erreichen, die die zuverlassige

und reproduzierbare Durchflihrung der geplanten Zytotoxizitatsassays erlaubte.

Zum Monitoring des Gentransfers und damit der Transduktionseffizienz wurde in
der vorliegenden Arbeit ein einfaches in vitro-Untersuchungsmodell entwickelt,
mit der die Transgenexpression nach lentiviraler Transduktion visualisiert werden
kann. Hierfir wurde das Reportergen egfp (Chalife et al. 1994, Zhang et al.
1996) Uber das Transkriptionselement ,internal ribosomal entry site™ (IRES; Jang
et al., 1989, 1990; Gurtu et al, 1996) mit dem Suizidgen hfpgs gekoppelt. Durch
diese IRES-Kopplung werden sowohl egfp als auch hfpgs unter Kontrolle des glei-
chen vorgeschalteten Promotors exprimiert. Im Gegensatz zu einem Fusionsgen
werden beide Gene aber als zwei verschiedene mRNA transkripiert, so dass let-
zendlich nicht ein einzelnes Fusionsprotein, sondern die zwei eigenstandigen Ur-
sprungsproteine translatiert werden. Der IRES-Ansatz wurde in der vorliegenden
Arbeit der Fusionsgen-Variante deswegen vorgezogen, weil bei der Generierung
eines Fusionsgens zuweilen Eigenschaften der einzelnen Komponenten des Gen-
produktes verlorengehen kénnen und sich auch deren intrazellulare Lokalisation
verandern kann. Der Nachteil einer IRES-Transkriptionseinheit besteht vor allem
darin, dass die Expressionsstarke des Genes, das downstream des IRES-
Elemenetes lokalisiert ist, im Vergleich zum ,upstream™-Gen deutlich reduziert
sein kann (Gurtu et al, 1996). Durch die Verwendung des weiterentwickelten

~IRES2"-Elementes ist die Expression des ,downstream"-Genes zwar verbessert
worden (Jang et al., 1989, 1990; Gurtu et al, 1996), aber bei einem Vektorsys-
tem mit insgesamt schwacher Expression kann der Nachweis des , downstream™-
Genes immer noch erheblich erschwert sein. Da durch die Verwendung von lenti-
viralen Vektoren insgesamt eine starke Genexpression erwartet wurde, sahen wir
die Verwendung des ,IRES2"-Elementes mit hfpgs ,upstream" und egfp
~downstream" als nicht problematisch und limitierend an. In der Tat wurde in
allen Versuchen mit diesem Ansatz eine gut nachweisbare Expression des Repor-
tergens egfp erreicht. Uber die EGFP-Expression wurde nicht nur die Gentrans-
fereffizienz in den jeweiligen Zielzellen bestimmt, sondern auch vorab in ausge-

wahlten Zellinien eine Virustiterbestimmung durchgefihrt.
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Die Infektion der verschiedenen Zellinien mit Lentivirustiiberstanden gleichen Ti-
ters fuhrte zu erfreulich hohen Transduktionsraten. In allen Zellinien hatte nach
einfacher lentiviraler Infektion in Uber 85% der Zellen ein Gentransfer stattge-
funden. Da es sich hierbei um einen stabilen Gentransfer handelt, zeigten die
infizierten Zellen auch nach mehreren Wochen eine gleichbleibend starke EGFP-
Expression. Nun war es moglich, zuverldssig in MTX-Zytotoxizitatsassays die
spezifische Aktivitat des Osteocalcin-Promotors in den verschiedenenen Osteo-
calcin-positiven und —negativen Zellinien zu bestimmen und mit der Aktivitat des
sunspezifischen® CMV-Promotors zu vergleichen. Hierbei zeigte sich, dass mit
dem unspezifischen CMV-Promotor in allen Zellinien unabhangig vom Osteocal-
cin-Status eine erhdhte MTX-Sensitivitat zu beobachten war. Mit dem Osteocal-
cin-Promotor zur Expressionskontrolle von hfpgs wurde dagegen eine erhdhte
MTX-Sensitivtat nur in den Osteocalcin-positiven Osteosarkomzelllinien deutlich.
Die MTX-Wirkung erschien in allen hfpgs-exprimierenden Zellen schon ab einer
Konzentration von ca. 0,5 nmol/ml Medium deutlich erhéht; 0,5 nmol/ml ent-
spricht dabei einer Konzentration von 0,5 umol/l, der Einheit, in der Ublicherwei-
se MTX-Serumspiegel bei Patienten wiedergegeben werden. Zum Vergleich: Bei
einer Hochdosis-MTX-Therapie von Osteosarkompatienten werden Ublicherweise
MTX-Serumspiegel von maximal tUber 1000 pumol/l mit entsprechendem Toxizi-
tatsrisiko erreicht, die im Zeitraum von ca. 4-7 Tagen auf Spiegel unter 0.05
umol/l abfallen. Die selektive Wirkung des hfpgs-Suizidgentherapiesystems in
den Osteosarkomzellen kénnte also nach den hier vorgestellten Ergebnissen Uber
diesen Zeitraum zu einer deutlich verstarkten Anti-Tumor-Wirkung des Methotre-

xats in transduzierten Zellen fihren.

Fur zuklnftige Untersuchungen sehr interessant ware es, das hfpgs/MTX-System
mit anderen Suizidgenen zu kombinieren. Dafliir kdme zum einen andere poten-
tielle Suizidgenkandidaten zur weiteren Verstarkung der MTX-Wirkung, zum an-
deren aber auch bereits etablierte Suizidgensysteme im Sinne einer , Polygenthe-

rapie" in Frage.

Ein Beispiel fir die erste Variante konnte das Gen fir den Folat-Carrier darstel-
len, der den aktiven Transport von MTX in die Tumorzelle bedingt. Durch eine

Uberexpression in Osteosarkomzellen wiirde vermehrt MTX in die Zellen aufge-
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nommen, und es kdénnte in Kombination mit dem hfpgs-Transfer zu einer noch
deutlicheren Wirkungsverstarkung kommen. Die Wirksamkeit des murinen Folat-
Carriers als potentielles Suizidgen wurde bereits in hamatopoetischen Zellen vor-
beschrieben (Liu et al., 2002).

Ein Beispiel fur die 2. Variante kdnnte z.B. die Kombination des hfpgs-Systems
mit dem HSV-tk-System darstellen. Auch hier gibt es bereits eine Untersuchung,
die eine Kombination beider System als sehr aussichtsreich erscheinen lasst
(Cheon et al., 1997). In dieser Studie wurde im Osteosarkomtiermodell eine
konventionelle Methotrexatchemotherapie mit der HSV-tk-Suizidgentherapie
kombiniert, und es zeigte sich in der Tat ein signifikanter synergistischer Thera-
pieeffekt fur diesen Kombinationsansatz. Zuklnftige Versuche werden die Kom-
bination des hfpgs/MTX-Systems mit anderen Enzymgensystemen aus dem MTX-
Stoffwechsel, aber auch die Kombinationsmdglichkeiten mit anderen Suizidgen-

systemen im Detail Uberprifen.

Eine wichtiger Diskussionspunkt ist sicherlich auch die Wahl des Gentransfer-
systems. In der vorliegenden Arbeit wurden selbstinaktivierende Lentivirusvekto-
ren verwendet. Diese zeigten sich gegentlber nichtviralen Gentransfertechniken
und auch gegenuber oncoretroviralen Vektoren in Bezug auf ihre Gentransfereffi-
zienz bei weitem Uberlegen. Die vorliegende Untersuchung stellt dabei die erste
ihrer Art dar, in der lentivirale Vektoren fir den Gentransfer in Osteosarkomzel-
len verwendet wurden. Auch flir Osteoblasten als physiologische knochenbilden-
de Zellen ergab die Literaturrecherche keine Voruntersuchungen, in denen lenti-
virale Vektoren beim Gentransfer zum Einsatz kamen. Allerdings gibt es aber
schon mehrere praklinische Untersuchungen, in denen Lentiviren erfolgreich zur
Gentherapie von Prostatakarzinomen verwendet wurden (Loimas et al. 2001; Yu
et al. 2001, 2004; Zheng et al. 2003; Bastide et al. 2003).

Prostatakarzinome kénnen Osteocalcin-positive Knochenmetastasen streuen. Die
lentiviralen Studien verwendeten allerdings nicht den Osteocalcin-Promotor, son-
dern den Promotor flir das prostata-spezifische Antigen (PSA), um eine tumorse-

lektive Genexpression zu erreichen.
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Alternatv zu den lentiviralen Vektoren bieten sich eigentlich zur Zeit nur adenovi-
rale Vektoren (ADV; Hemminki et al., 2003; Kubo et al., 2003; Matsubara et al.,
2001) und adenoassoziierte virale Vektoren (AAV; Gafni et al.,2004) an, um eine
tumorselektive Gentherapie mit Hilfe des Osteocalcin-Promotors zu entwickeln.
Der Hauptvorteil beider Vektorsysteme besteht sicherlich darin, dass sie bereits
klinisch erprobt sind und damit viel leichter in zuklnftige klinische Protokolle in-
tegriert werden kdnnen als lentivirale Vektoren, die bisher noch nicht in klini-
schen Versuchen zum Einsatz kamen. Trotz der multiplen genetischen Sicher-
heitsvorkehrungen bei der Lentivirusgenerierung ist aufgrund der Abstammung
vom HIV-Genom die Barriere zum klinischen Einsatz dieses potenten Vektorsys-
tems bisher untberwindlich. Erste Protokolle befinden sich allerdings zur Zeit in

der Explorationsphase flir die Anmeldung zum klinischen Einsatz.

Vor allem Adenoviren sind in der Tumorgentherapie beliebte Vektorsysteme und
damit starke , Konkurrenten™ fir Lentiviren, da sie flr den Einsatz in der Tumor-
therapie eine relativ starke initiale Genexpression versprechen. Die Starke der
Genexpression fallt allerdings dann sehr stark in den ersten Tagen ab, da es sich
beim adenoviralen Gentransfer in der Regel um einen transienten Vorgang han-
delt mit nachfolgender rascher intrazelluldrer Transgendegradation. Weiterhin
kénnen adenovirale Vektoren auch eine starke Immunreaktion auslésen, was in
der Vergangenheit zum Tod eines Patienten mit Stoffwechselerkrankung durch
adenoviral-induziertes Leberversagen nach intrahepatischer Vektorapplikation
gefthrt hatte (Carmen, 2001). Ausserdem kann die Immunreaktion gegen ade-
noviral transduzierte Zellen die Effektivitat einer nachfolgenden Suizidgenthera-
pie erheblich abschwachen. Neue, weniger immunogene und z.T. auch selektiv in
Tumorzellen replizierende Adenovirusvektoren (,Onkolytische Vektoren™; Hem-
minki et al., 2003) haben die Einsatzmdéglichkeiten von Adenovirusvektoren si-
cherlich erhéht, obwohl in den bisherigen klinischen Suizidgentherapiestudien
Adenovirusvektoren ahnlich wie Retrovirusvektoren ebenfalls keinen therapeuti-

schen Durchbruch erzielen konnten (Zeimet et al., 2003; Rainov et al., 2003).

Ein weiterer potentieller Lentivirus-Konkurrent, die AAV Vektoren, besitzen z. T.
ein eingeschranktes Wirtszellspektrum, kdnnen aber offensichtlich knochenbil-

dende Zellen infizieren (Gafni et al., 2004). Inwieweit diese Vektoren, die auf-
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grund ihrer eigenen relativ geringen Grdsse eine eingeschrankte Aufnahme- und
damit auch Transferkapazitat flir genetisches Fremdmaterial besitzen, Bedeutung
fir die Tumorbehandlung erlangen kénnen, ist fraglich. Die generierbaren Titer
und damit die Gentransfereffizienz erscheinen im Vergleich zu den lentiviralen

Vektoren limitiert.

Lentivirusvektoren sind somit im direkten Vergleich mit den , Konkurrenten" si-
cherlich attraktive Gentransfersysteme, die ein grosses Potenzial fur den klini-
schen Einsatz versprechen. Neben den Sicherheitsbedenken im Zusammenhang
mit der HIV-Abstammung mussen in Zukunft allerdings auch Vorbehalte hinsicht-
lich einer etwaigen malignen Transformation von Normalzellen ausgeraumt wer-
den, wie sie nach dem klinischen Einsatz von oncoretroviralen Vektoren in Kin-
dern mit angeborenem schweren kombinierten Immundefekt (SCID) beobachtet
wurde. Zwei Kinder hatten héchstwahrscheinlich aufgrund des retroviralen Gen-
transfers eine T-Zell-Leukdmie entwickelt. Zwar ist nach einer weltweiten konzer-
tierten Forschungsbemiihung die maligne Transformation nicht allein auf den
Gentransfer, sondern vor allem auch auf das transferierte Transgen zurtickge-
fuhrt worden (Berns et al., 2004), doch sind die allgemeinen
Sicherheitsvorbehalte gegen Vektorsysteme wie Oncoretroviren und Lentiviren,
die ihr Genom in das Wirtszellgenom ungerichtet integrieren, sicherlich deutlich
gewachsen.

Eine Tumor-spezifische Transduktion kénnte dabei nicht nur das Toxizitatrisiko,
sondern auch das Transformationsrisiko fir normale Kérperzellen wahrscheinlich
deutlich vermindern. Eine Mdglichkeit zur Erhéhung der lentiviralen Trans-
duktionsselektivitat kénnte dabei durch eine tumor-selektive Pseudotypisierung
erreicht werden. Flr Lentivirusvektoren ist der als Pseudotypisierung bezeichnete
Austausch des lentiviralen Envelope-Proteins (ENV) durch ein anderes virales
ENV moéglich. So wurde das initial weitgehend auf CD4-positive hamatopoetische
Zellen beschrankte Wirtsspektrum von Lentivirusvektoren deutlich erweitert.
Durch Verwendung eines ENV’s, das flir Osteosarkomzellen eine besonders hohe
Affinitat aufweist, ware es durchaus vorstellbar, eine gewisse Transduktions-
selektivitat fur diese Tumorzellen im Vergleich zu anderen Zellen zu erreichen.
Ahnliches ist schon fiir andere Zell- und Tumortypen, u.a. auch fiir verschiedene

Hirntumore (Steffens et al.,2004a) vorbeschrieben.
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Neben allen in vitro-Untersuchungen, die die Wirkungsoptimierung des hfpgs-
Systems durch Kombination mit anderen Enzymgenen des MTX-Stoffwechsels
oder auch durch Kombination mit etablierten Suzidgensystemen sowie die Wei-
terentwicklung des lentiviralen Gentransfersystems zur Aufgabe haben werden,
muss sicherlich auch der Schritt hin zu in vivo-Versuchen im Osteosarkomtier-
modell erfolgen. Nur so lassen sich praklinische Studien vervollstandigen. Neben
dem Nacktmausmodell mit subcutan implantierten Osteosarkomen (Cheon et al.,
1997) kame hierflir auch das bereits oben angesprochene Lungenmetastasen-
modell (Shirakawa et al., 1998) zur Uberpriifung der Therapieeffizienz des hier
vorgestellten Suizidgentherapie-Ansatzes und des lentiviralen Gentransfers in

Frage.
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V. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Grundlagen flr eine Osteosarkom-spezifische
Suizidgentherapie zu entwickeln. Dabei wurde nicht auf einen Vertreter der , klassischen™
Suizidgentherapie zurtickgegriffen, da die Wirkung eines Enzymgens, welches in transdu-
zierten Tumorzellen eine inaktive Substanzvorstufe (,prodrug") in einen toxischen Meta-
boliten umwandelt, sich in der Klinik aufgrund einer unbefriedigenden Gentransferrate
leider nicht bewahrt hat. In der vorliegenden Arbeit wurde vielmehr das humane Folylpo-
lyglutamatsynthetase-Gen (hfpgs)-System gewdhlt. Durch dieses Enzymgen wird keine
inerte Substanz aktiviert, sondern es wird das an sich schon sehr toxische Chemothera-
peutikum Methotrexat (MTX) in seiner Wirkung deutlich verstarkt. Hierdurch hangt der
gesamte Therapieerfolg nicht von der Suizidgentherapie als alleinigem Wirkungsprinzip
ab, sondern die Suizidgentherapie wird adjuvant zu einem etablierten Therapieverfahren
angewandt. Als Vektorsystem wurden in der vorliegenden Arbeit lentivirale Vektoren
verwendet, da diese unter den zur Zeit verfligbaren Gentransfersystemen die beste
Transduktionseffizienz versprachen. Um die Toxizitdt des lentiviralen Suizidgentransfers
weitgehend auf Osteosarkomzellen zu beschranken, wurde zur Suizidgenexpression der
osteosarkomspezifische Osteocalcin-Promotor verwendet. Die Osteosarkom-Spezifitat des
neu klonierten Osteocalcin-Promotorfragmentes wurde vorab mittels Luciferase (Luc)-
Reportergen-Assays bestatigt. Flr die eigentlichen Suizidgenexpressionsstudien wurde
das Reportergen egfp Uber eine ires2-Site an das Suizidgen hfpgs gekoppelt, um die Sui-
zidgenexpression und die Promotorspezifitat kontinuierlich monitoren zu kdénnen. Die ge-
samte hfpgs-ires2-egfp-Transkriptionskassette wurde dann in ein lentivirales Vektorsys-
tem kloniert. Mit den generierten lentiviralen Uberstédnden zeigte sich beim Osteocalcin-
Promotor sowohl in der egfp-Expression als auch in der MTX-Sensitivitat ein deutlicher
Unterschied zwischen Osteosarkomzellen und nicht osteogenen Zellen. Die Osteosarkom-
Spezifitat des Osteocalcinpromtors liess sich dabei noch einmal durch Zusatz von Vitamin
D5 signifikant erhdéhen. Die hier vorgestellte Suizidgentherapiestrategie mit einem lentivi-
ralen Vektor und einer Expressionskassette, bestehend aus Osteocalcin-Promtor und
hfpgs-Gen, stellt insgesamt einen vielversprechenden Ansatz zur Wirkungsverstarkung
einer konventionellen Methotrexat-Chemotherapie dar. Zukinftige praklinische Versuche
werden dieses System in einem einfachen und einem disseminierten Osteosarkomtier-

modell testen.
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