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1. Zusammenfassung

Die Applikation genetisch modifizierter humaner adulter mesenchymaler
Stammzellen (hMSZ) ist ein experimenteller Ansatz zur Behandlung von
Gelenkknorpeldefekten. Diese multipotenten Vorlauferzellen konnen zu
verschiedenen Zellen, unter anderem Chondrozyten, ausdifferenzieren.
Diesen Differenzierungsprozess zu verbessern ist das Ziel einer genetischen
Modifikation von hMSZ. Nichtvirale Gentransfermethoden waren bei diesen
Zellen bisher wenig effektiv. In dieser Arbeit untersuchten und verglichen wir
systematisch 15 verschiedene nichtvirale Transfektionssysteme in Bezug auf
ihre Effizienz und Toxizitdt bei hMSZ unter Einsatz verschiedener Marker-
und Kontrollgene. Zusatzlich wurde der Effekt einer Inkubation mit
Hyaluronidase auf die Gentransfereffizienz bestimmt. Die Ergebnisse zeigen,
dass hMSZ nichtviral transfizierbar sind. Die Ergebnisse zeigen weiterhin,
dass das Polyamin GeneJammer® die maximale Gentransfereffizienz erzielt
und dass diese durch Inkubation mit Hyaluronidase um das 1,4-fache auf 25
t 15% gesteigert werden konnte. Diese effiziente nichtvirale Modifikation von
hMSZ konnte zukunftig in Protokollen zum therapeutischen Gentransfer zur

Anwendung kommen.
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1. Abstract
Nonviral gene transfer in human mesenchymal stem cells

Application of genetically modified human adult mesenchymal stem cells
(hMSCs) is an experimental approach to treat articular cartilage defects.
These progenitor cells can differentiate into different types of tissues
including cartilage. Genetic manipulation of hMSCs might enhance this
process of chondrogenesis. Nonviral transfection reagents exhibited so far
only reduced transfection efficiencies. In the present work, we systematically
compared 15 nonviral transfection systems for their efficiency and cytotoxicity
in hMSCs using different marker and control genes. The effect of incubating
cells prior to and during transfection with hyaluronidase was also
investigated. The present findings demonstrate that hMSCs can be
transfected via nonviral gene transfer systems and that the efficiency of the
optimal reagent (GeneJammer®) can further be improved 1.4-fold in the
presence of hyaluronidase to 25 + 15%. This approach of nonviral genetic
modification of hMSCs may find application in therapeutic gene transfer
protocols in the future.
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2. Einleitung

2.1 Problematik und klinische Relevanz

Gelenkknorpeldefekte regenerieren nicht, egal ob sie durch degenerative
Prozesse hervorgerufen wurden oder als Folge eines Traumas entstanden
sind (O'Driscoll 1998; Hunziker 2002). Je nach Lokalisation und
Schweregrad der Knorpelverletzung existieren unterschiedliche
Behandlungsansatze (Martinek et al. 2003; Madry und Kohn 2004; Simon
und Jackson 2006; Khan et al. 2010). Eine fruhzeitige Intervention und
mdglichst rasche Rehabilitation stehen vor allem bei traumatisch bedingten
Knorpellasionen im Vordergrund. Gelingt in diesen Fallen eine hinreichende
Knorpelreparatur konnen Langzeitfolgen der Immobilisation fur das Gelenk
und den gesamten Organismus vermieden und das Risiko einer sekundaren
Arthrose verringert werden (Fritz et al. 2008; Schulze-Tanzil 2009).

Zur operativen Behandlung von Knorpeldefekten stehen eine Vielzahl von
Malnahmen zur Verfiugung (Buckwalter und Mankin 1998; Bekkers et al.
2009; Ahmed und Hincke 2010). Sie haben das Ziel, eine moglichst
komplette Wiederherstellung der Knorpelarchitektur zu erreichen. Je nach
Tiefe und Ausdehnung der Knorpelschadigung haben sich dabei unter
anderem markraumeroffnende Verfahren wie die Mikrofrakturierung
(Steadman et al. 2003), die Abrasionsarthroplastik (Johnson 1986) oder die
Pridie-Bohrung (Pridie 1959; Muller und Kohn 1999) fur chondrale Defekte
bis zu drei Quadratzentimeter Flache etabliert (Knutsen et al. 2004; 2007;
Madry und Pape 2008). Hauptzweck dieser Verfahren ist, dass durch das
Eroffnen des Markraums Knochenmarkszellen in das geschadigte
Knorpelareal eingeschwemmt werden, welche an der Bildung eines
fibrokartilaginaren Ersatzgewebes beteiligt sind. Das hierbei gebildete
Gewebe ist jedoch durch seine eher faserknorpelige Zusammensetzung im
Vergleich zum originaren hyalinen Gelenkknorpel weniger elastisch und
degeneriert relativ rasch (O'Driscoll 1998). Eine dauerhafte Heilung eines so

behandelten Knorpeldefektes bleibt somit unsicher.
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Die autologe Chondrozytentransplantation (Brittberg et al. 1994) wird
hauptsachlich zur Behandlung von grof3eren Gelenkknorpeldefekten mit
einem Ausmal} von drei bis etwa zehn Quadratzentimeter Flache eingesetzt
(Knutsen et al. 2004; 2007; Madry und Pape 2008; Basad et al. 2010).
Hierbei werden spendereigene Knorpelfragmente aus einer wenig belasteten
Zone des Kniegelenks entnommen, die Chondrozyten anschliefend in
Zellkulturlaboren enzymatisch isoliert und vermehrt und dem Patienten in
einer weiteren Operation in den zuvor sorgfaltig praparierten Knorpeldefekt
implantiert (Brittberg et al. 1994; Knutsen et al. 2004; 2007; Vasiliadis et al.
2010). Mit dieser Behandlung konnten bereits bei korrekter Indikation relativ
gute Ergebnisse erzielt werden (Knutsen et al. 2004; 2007; Saris et al. 2009).
Dem gegenuber stehen jedoch die bei dieser Behandlung anfallenden hohen
Kosten und der nicht vorhersagbare Behandlungserfolg. Bei Verwendung
eines Periostlappens zur Deckung kann es zudem zu dessen Delamination
(Driesang und Hunziker 2000) oder zur Hypertrophie kommen (Budri et al.
2006; Niemeyer et al. 2008). Ebenfalls nachteilig sind bei dieser Therapie die
Notwendigkeit eines zweizeitigen Eingriffs und der 2zu setzende
Knorpelschaden zur Entnahme des Gewebes.

Bei sehr ausgedehnten Defekten des Knorpelgewebes oder generalisierter
Arthrose eines Gelenkes bleibt oftmals nur der endoprothetische
Oberflachenersatz in Form einer unikondylaren oder Totalendoprothese,
denn keine derzeit etablierte Behandlungsform erzielt eine Regeneration des
korpereigenen Gelenkknorpels in seiner urspringlichen Form (Messner und
Gillquist 1996; Buckwalter und Mankin 1998). Das Verwenden kdrpereigener
Zellen mit der Potenz sich in Knorpel umzuwandeln erscheint somit fur die
Reparatur oder Regeneration von Knorpeldefekten sehr reizvoll (Kafienah et
al. 2007; Granero-Molto et al. 2008; Khan et al. 2010).
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2.2 Humane adulte mesenchymale Stammzellen als therapeutische Plattform

Im Vergleich zu den gangigen operativen Malinahmen zur Knorpelreparatur
erscheint die minimalinvasive Entnahme, deren Kultur und anschlielRende
Applikation von adulten mesenchymalen Stammzellen attraktiv (Khan et al.
2010; Sensebé et al. 2010). Diese potentiell knorpelbildenden Zellen kdnnen
aus Knochenmarkaspiraten isoliert und direkt in geschadigte Areale
eingebracht werden ohne dabei wie bisher an anderer Stelle einen Defekt im
Knorpelgewebe zur Enthahme von Knorpelzellen setzen zu mussen (Vinatier
et al. 2009; Huang et al. 2010). Neben ihrer chondrogenen Potenz
(Johnstone et al. 1998; Koga et al. 2009; Richter 2009) waren dabei auch
die  antiinflammatorische  und immunsuppressive  Wirkung  der
mesenchymalen Stammzellen auf das sie umgebende synoviale Gewebe

von groem Nutzen (Chen und Tuan 2008; Sensebé et al. 2010).

Mesenchymale Stammzellen wurden erstmals 1970 beschrieben
(Friedenstein et al. 1970). Es handelt sich dabei um mononukleare
Vorlauferzellen mit fibroblastenartigen Auslaufern (Abb. 1). Sie kdnnen aus
Knochenmark Uber eine Dichtegradientenzentrifugation (Boyum 1968) und
auf Grund ihres adharenten Wachstums an Plastikoberflachen isoliert
werden (Nadri et al. 2007). Mit Hilfe spezieller Nahrmedien und Protokolle

werden sie anschlielRend in vitro kultiviert.

Abbildung 1: Humane adulte mesenchymale Stammzellen nach Expansion in vitro

Lichtmikroskopie bei 100-facher Vergrofierung.
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Adulte mesenchymale Stammzellen haben die Fahigkeit zur Differenzierung
in verschiedene Gewebe (Pittenger et al. 1999). Ebenso ist es theoretisch
moglich, Stammzellen durch ihre Potenz zur Selbstreplikation unbegrenzt in
vitro zu kultivieren (Xiao et al. 2009). In Verbindung mit der
Differenzierbarkeit zu spezialisierten Zellen wie Chondrozyten, sind
mesenchymale Stammzellen flr tissue engineering, der kinstlichen
Gewebezilchtung, sehr interessant (Caplan 2005; Dragoo et al. 2007; Gao et
al. 2007; Granero-Molto et al. 2008).

Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht Uber die Differenzierungslinien, in welche

mesenchymale Stammzellen bisher Uberfuhrt werden konnten.

Abbildung 2: Differenzierungspotenzial adulter mesenchymaler Stammzellen
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Daniel in: Stem cell biology. Marshak Daniel, Gardner Richard und Gottlieb Daniel, New York: Cold
Spring Harbor Laboratory Press; 2001).
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Der vielversprechende Ansatz adulte mesenchymale Stammzellen zur
Reparatur von Knorpeldefekten zu nutzen (Solchaga et al. 2004; Dragoo et
al. 2007; Gao et al. 2007) kdnnte durch die Moglichkeit einer genetischen
Modifizierung dieser Zellen und der damit verbundenen Steuerbarkeit der
Differenzierung weiter optimiert werden (Evans et al. 2000; Grande et al.
2003). Betroffenen Patienten konnten so korpereigene mesenchymale
Stammzellen entnommen, diese unter optimalen Bedingungen in vitro
vermehrt und anschlie®end durch das Einschleusen spezieller Gene derartig
modifiziert werden, dass die Chondrogenese dieser Zellen verstarkt wird
(Martinek et al. 2003; Palmer et al. 2005; Weiss et al. 2010). Das so
gewonnene autologe Knorpelgewebe stinde dann fir therapeutische
Zwecke zur Verfugung. Dabei scheint in der Differenzierungskaskade von
mesenchymalen Stammzellen zum chondrogenen Gewebe neben den
potentiell therapeutischen Genen (siehe 5.3) auch der die Zellen umgebende
Sauerstoffgehalt eine wichtige Rolle zu spielen (Moussavi-Harami et al.
2004; Fehrer et al. 2007; Markway et al. 2009). Der Einfluss mechanischer
Reize auf die Stammzellen im Hinblick auf eine verbesserte Differenzierung
wird dagegen kontrovers diskutiert (Angele et al. 2004; Kelly und
Prendergast 2005; Schumann et al. 2006).

2.3 Gentransfer in humane adulte mesenchymale Stammzellen

Zur Umsetzung einer genetischen Modifizierung von mesenchymalen
Stammzellen ist ein stabiler, sicherer und effizienter Gentransfer in diese
Zellen winschenswert, denn die Expression des erforderlichen Gens durch
die Zellen selbst bietet gegenuber der alleinigen Kultivierung und Inkubation
mit Wachstumsfaktoren einige Vorteile. Das Genprodukt kann so Uber einen
langeren Zeitraum von den Zellen produziert werden, die Produktion kann
auch nach einer moglichen Transplantation beispielsweise in einen
Knorpeldefekt fortgesetzt werden und sie ist raumlich auf Areale mit zuvor

eingebrachten, modifizierten Stammzellen begrenzt.
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Prinzipiell gibt es verschiedene Moglichkeiten, Fremdgene in humane adulte
mesenchymale Stammzellen einzuschleusen. Es stehen hierfur die gleichen
Methoden zur Verflgung wie sie bereits bei anderen Zelllinien erfolgreich

eingesetzt werden. Folgende Tabelle gibt eine kurze Ubersicht Uber

etablierte Methoden des Gentransfers (Tab. 1).

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Gentransfermethoden

Nichtvirale Systeme Virale Systeme
Lipide,
Physikalische Liposomen Retrovirale Adenovirale A:fjeno-_
und assoziierte virale
Methoden C Vektoren Vektoren
lipidahnliche Vektoren
Substanzen
Sehr hohe
Effizienz,
Niedrige Toxizitat, Transfektion . Sehr'hohe Keine Induktion
. . . Relativ hohe Effizienz, .
Vorteile nicht Zellzyklusabhangig, - ; . einer
, L x Effizienz Transduktion nicht
Keine Immunogenitat sellzvklusabhanai Immunantwort,
y 99 " Transduktion nicht
zellzyklusabhangig
Transduktion . . Helfer-Virus wird
. - . . zyklusabhangig Induktion einer zur
Nachteile Effizienz ist zellspezifisch S ’ Immunantwort,
Risiko der o o Herstellung
Replikationsrisiko o
Tumorentstehung bendtigt
Integration
in das Nein Ja Nein Wirtsabhangig
Genom

Modifiziert nach Madry (Madry et al. 2006).

Eine weit verbreitete Methode ist die Transduktion mittels viraler Vektoren.
Dazu werden verschieden virale Vektorsysteme, beispielsweise auf Basis der
Adeno-assoziierten Viren (Cucchiarini et al. 2003; Stender et al. 2007)
benutzt, um Gene in den jeweiligen Zellen zu exprimieren. Die Vorteile
hierbei liegen vor allem in der hohen Transduktionseffizienz (Pagnotto et al.
2007), wahrend je nach Vektor unterschiedliche Nachteile existieren. So ist
mittels retroviraler Vektoren, zu denen auch die haufig verwendeten

lentiviralen Vektoren (eine Unterfamilie der retroviralen Vektoren, vom
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humanen Immundefizienz-Virus (HIV) abgeleitet) zahlen, zwar eine
langandauernde Expression des eingeschleusten Gens mdglich, jedoch
tragen diese die Risiken einer Insertionsmutagenese und das Potential zur
Generierung replikationskompetenter Viren (Anderson 1992). Wahrend mit
den sehr aufwendig zu konstruierenden lentiviralen Vektoren auch eine
Transduktion ruhender Zellen moglich ist (Cockrell und Kafri 2007), kdnnen
mit den Ubrigen retroviralen Vektoren nur in Zellteilung begriffene Zellen
transduziert werden. Adenovirale Vektoren integrieren hingegen nicht in das
Genom, wodurch die Transgenexpression allerdings auch nur transient
stattfindet (Kochanek 1999). Ein wichtiger Vorteil ist hier die
zellzyklusunabhangige Transduktion auch nichtreplizierender Zellen. Die
Risiken ergeben sich vor allem aus der Immunantwort des Organismus nach
viraler Erstinfektion (Benihoud et al. 1999; Evans et al. 2001). Dies zeigte
besonders tragisch der Tod des 18-jahrigen Jesse Gelsinger im Rahmen
einer adenoviralen Gentransferstudie im Jahr 1999 (Marshall 1999). Adeno-
assoziierte virale Vektoren besitzen demgegenuber sowohl die Moglichkeit
einer zellzyklusunabhangigen Transduktion, als auch eine sehr hohe
Transduktionseffizienz. Das Adeno-assoziierte Virus (AAV) integriert
ebenfalls in das Genom, wobei es bisher jedoch mit keiner menschlichen
Krankheit in Verbindung gebracht werden konnte (Samulski et al. 1989;
Monahan und Samulski 2000). Die Hauptnachteile liegen, wie bei allen
viralen Vektoren, in der aullerst aufwendigen Konstruktion dieser
Tragersysteme und der  nach der  deutschen Gentechnik-
Sicherheitsverordnung (GenTSV) erhohten Sicherheitsstufe, wodurch
Arbeiten mit diesen Vektoren nicht ohne weiteres in jedem Labor

durchfuhrbar sind.

Weitere Mdglichkeiten des Gentransfers stellen physikalische Methoden wie
die Elektroporation dar. Dabei wird Uber einen elektrischen Impuls kurzfristig
das Membranpotential der Zelle zerstort und somit Poren in der Membran
geschaffen. Durch diese Poren gelangt das genetische Material in das
Zellinnere (Ferreira et al. 2008). Fir diese Art genetischer Manipulation sind

jedoch spezielle Gerate und teilweise komplexe Optimierungsprotokolle
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erforderlich. Die gleichen Probleme ergeben sich bei anderen physikalischen
Methoden wie der Transfektion mittels Laserpuls (Stevenson et al. 2010), der
Ultraschalltransfektion (Otani et al. 2009), dem Beschuss mit an DNS
gekoppelten Wolfram- oder Goldpartikeln (Uchida et al. 2009), der
Mikroinjektion in den Zellkern (Hashimoto et al. 2006) oder der

magnetgekoppelten Transfektion (Mair et al. 2009).

Aus diesem Kontext heraus erscheint eine Transfektion mittels nichtviraler
Lipide oder lipidahnlicher Reagenzien als Alternative sinnvoll. Diese erstmals
von Graham und Van der Eb beschriebene Art der Transfektion (Graham und
van der Eb 1973) bietet eine Reihe von Vorteilen. Zum einen sind derartige
Substanzen meist leicht zu handhaben und fur unterschiedliche Arten von
Genen zu verwenden, es mussen also im Gegensatz zur viralen
Transduktion nicht fur jedes Gen eigene Vektoren konstruiert werden. Zum
anderen ist die Sicherheit im Umgang mit derartigen Systemen wesentlich
besser zu gewahrleisten und sie koénnen in jedem Labor niedriger
Sicherheitsstufe verwendet werden. Nachteilig kann hierbei das
unterschiedliche Ansprechen verschiedener Zelllinien auf die diversen
verfugbaren Reagenzien sein (Orth et al. 2008). Eine Vorhersage des

optimalen Reagenz fur bestimmte Zellen ist somit nur schwer moglich.

Der Wirkmechanismus nichtviraler Transfektionsreagenzien beruht auf einer
Komplexbildung des jeweiligen Reagenz mit der in die Zelle
einzuschleusenden DNS. Dazu wird zunachst das entsprechende Gen
isoliert, in eine cDNS umgeschrieben und in einen Expressionsvektor
(Plasmid) integriert. AnschlieBend komplexiert das jeweilige Reagenz die
negativ geladene cDNS mit einem lipophilen, meist kationisch geladenen Teil
und erleichtert durch seinen lipophilen Charakter die Bindung des Komplexes
mit der Plasmamembran. Der Komplex wird anschlieBend mittels
unspezifischer Adsorption und Endozytose in das Zellinnere aufgenommen
(Luo und Saltzman 2000). Der darauf folgende Austritt aus den Endosomen
wird vermutlich Gber Interaktionen von Helferlipiden des jeweiligen Reagenz

mit der Endosomenmembran erleichtert (Farhood et al. 1992). Die
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eingeschleuste cDNS wird somit im Zytosol oder direkt im Zellkern freigesetzt
und das codierte Protein kann gebildet werden. Die genauen
Transportprozesse in den Zellkern sind noch nicht geklart (Neves et al. 1999;
Escriou et al. 2001). Das erfolgreiche Einschleusen von Fremd-DNS in eine
Zelle lasst sich anhand von Markergenen nachweisen. Liegt eine Expression
des eingeschleusten Gens vor, ist die erfolgreiche Transfektion indirekt

bewiesen (siehe 3.2.5).

Prinzipiell stehen fur die oben genannten Vorgange und zur Komplexierung
der cDNS verschiedene Substanzen zur Verfugung. Genauer betrachtet
kann man die in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien dabei in funf

Gruppen unterteilen:

1.) kationische Lipide: FUGENE® 6, Lipofectamine™ 2000, Lipofectamine™,

.OTM

Effectene®, Turbofectin 8 mit Zusatz von Histonen

2.) spharische kationische Liposomen: Metafectene®, DMRIE-C

tTM tTM

3.) (Lipo-) Polyamine: DreamFect™, DreamFect™ Gold, GeneJammer®,

TransIT®-LT1, GeneJuice®, EcoTransfect™

4.) kationisches Polymer: TransPass™ D2

5.) lineares Polyethylenimin: jetPEI™

2.4 Effekt von Hyaluronidase auf die Transfektion

Hyaluronidase ist ein in der Natur weit verbreitetes Enzym, das wichtige
Aufgaben Ubernimmt. Es verdaut Hyaluronsaure, einen wichtigen Bestandteil
des Zellgeristes und der extrazellularen Matrix und tragt so zu deren
stetigen Erneuerung bei. Es existieren drei Subtypen von Hyaluronidase.
Wahrend zu Typ 1 das testikulare Enzym zahlt, kommt Typ 2 beispielsweise
bei Blutegeln und Typ 3 in manchen Bakterienstammen vor (Kreil 1995). Bei

Bakterien, wie etwa Streptokokken, scheint das Enzym durch seine
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Moglichkeit in das Bindegewebe einzudringen unter anderem fur die
Ausbreitung der Bakterien im Gewebe verantwortlich zu sein (Hynes et al.
2000; Correa et al. 2009). Dieser Effekt der Bindegewebserweichung und
Penetration wird seit mehreren Jahren auch medikamentds genutzt. Bereits
1950 wurde die verbesserte Aufnahme von Sulfonamiden durch den Einsatz
von Hyaluronidase beschrieben (Witzgall und Boyens 1950) und auch heute
noch wird Hyaluronidase beispielsweise als Hylase® (Riemser) zur

schnelleren Resorption von Paravasaten angewandt.

In diesem Zusammenhang wurde in der Vergangenheit ebenfalls ein
positiver Effekt von Hyaluronidase auf die Effizienz nichtviraler
Transfektionsreagenzien gezeigt. So konnte die Transfektionseffizienz eines
derartigen Reagenz bei Chondrozyten von 6,9% auf 41% gesteigert werden
(Madry und Trippel 2000).

Die Wirkung der Hyaluronidase beruht vermutlich auf dem Verdau
beziehungsweise dem teilweisen Abbau der die Zellen umgebenden Matrix
und scheint so den Kontakt der Transfektionskomplexe mit der Zelle zu
erleichtern (Erikson et al. 2008). Auch eine direkte Interaktion von
Hyaluronidase und der Zelloberflache scheint mdglich zu sein. Fur 293-
Zellen konnte ein Transport von extrazellular vorkommender Hyaluronidase
vom Typ 1 in das Zellinnere beschrieben werden (Harada und Takahashi
2007), wobei hierbei die genauen Prozesse unbekannt sind.
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2.5 Fragestellung

Es ist eine Vielzahl von nichtviralen Transfektionsreagenzien kommerziell
verfugbar. Diese sind jedoch fast ausschlieBlich zum Gebrauch an
ausdifferenzierten Zellen entwickelt worden. In welcher Art und Weise diese
Reagenzien zur Transfektion humaner adulter mesenchymaler Stammzellen
zu verwenden sind und ob die Transgenexpression durch Zusatz von
Hyaluronidase optimiert werden kann, ist Inhalt dieser Arbeit. Ebenso wurde
die Toxizitat der Reagenzien auf die Stammzellen untersucht, da fur eine
mogliche klinische Anwendung, beispielsweise in der Behandlung von
Knorpeldefekten mit autologen Stammzellen, eine mdglichst hohe Anzahl an
vitalen Zellen erforderlich ist und somit die Toxizitdt der angewandten
Reagenzien ebenso eine wichtige Rolle spielt wie der Grad der Expression
des eingeschleusten Fremdgens. Das optimale Reagenz muss also neben
einer effizienten Transfektion auch eine geringe Toxizitat aufweisen und

somit einen hohen Prozentsatz von Ausgangszellen erfolgreich transfizieren.

Aus diesen Betrachtungen ergeben sich die folgenden Fragestellungen:

1.) Wie toxisch sind nichtvirale Reagenzien gegenliber humanen adulten
mesenchymalen Stammzellen ?

2.)Sind humane adulte mesenchymale Stammzellen nichtviral
transfizierbar ?

3.) Verbessert Hyaluronidase die nichtvirale Transfektion humaner adulter
mesenchymaler Stammzellen ?

4.) Welche Effizienz kann mit der nichtviralen Transfektion humaner
adulter mesenchymaler Stammzellen erreicht werden ?

5.) Korreliert die Hohe der Transgenexpression in humanen adulten
mesenchymalen Stammzellen bei der Verwendung verschiedener
Markergene untereinander ?
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien und Geréate

In folgender Tabelle sind alle verwendeten Gerate aufgefuhrt.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite

Gerat

Bezeichnung / Typ

Firma / Hersteller

Kulturschrank
Kulturflasche
96-well Kulturplatte
Pipettierhilfe
Pipettierspitzen
Pipetten
Pipettenspitzen
Zentrifuge
Laborwaage

Spatel

Sterilfilter
Einmalspritze 10 ml
Neubauer Zahlkammer
Deckglaser
Mikroskop
Digitalkamera
Obijektiv
Absaugkatheter
Einmalspritze 50 ml
Proberéhrchen
Proberdhrchen
Proberdhrchen
Autoklav

Sterilbank

Lumineszenz-, Absorptions-

Messgerat

Hera Cell

75 cm?, 250 ml Polystyrene

Microtest™ 96

Pipetus® akku

5, 10, 25, 50 ml Polystyrene

10, 100, 200, 1000 pl
crystal, yellow, blue
Centrifuge 5804 R
BL 60S
Waagenspatel
Rotilabo 0,22 pm
Ecoject

0,0025 pm

24 x 24 mm

CKX 31

Camedia C5050
C5060 ADUS

Ideal

Injekt®

50 ml

14 ml Polypropylene
1 ml Polypropylene
Vertikalautoklav
Hera Safe

GENios

Heraeus

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Hirschmann
Becton Dickinson
Eppendorf
Ratiolab
Eppendorf
Sartorius

Roth

Roth

Dispomed
Marienfeld

Roth

Olympus
Olympus
Olympus

Braun

Braun

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Eppendorf

Astell

Heraeus

Tecan
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In folgender Tabelle sind die verwendeten Materialien zusammengefasst.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien

Material Bezeichnung / Typ Firma / Hersteller
DMEM 500 ml Paisley

Opti-MEM® 500 ml Paisley

PBS 1000 ml PAA

MesenCult® MesenCult® basal 500 ml Stem cell technologies
Supplemente MSC stimulatory suppl. 50 ml Stem cell technologies
Antibiotika _ Pen - Strep. Thermo scientific
Penicillin - Streptomycin 10.000 Einheiten/ml

Trypsin Trypsin 2,5% Paisley

Formalin Formaldehyd 4% Fischer
Hyaluronidase Hyal. from bovine testes Sigma

Heparin Heparin-Na Braun

Dichtegradient Histopaque® 1077 Sigma

Zytotoxizitats — Set LDH Kit Roche

X-Gal Nachweis — Set B-Gal staining set Roche

Luziferase — Set luc assay system Promega

Protein Quantifizierung BCA Kit Thermo Scientific
Transfektionsreagenz FuGENE® 6 Roche
Transfektionsreagenz Metafectene® Biontex
Transfektionsreagenz LipofectamineT"’I 2000 Invitrogen
Transfektionsreagenz LipofectamineT"’I Invitrogen
Transfektions-Zusatz PLUS® Invitrogen
Transfektionsreagenz DreamFect™ OZ Biosciences
Transfektionsreagenz DreamFect™ Gold OZ Biosciences
Transfektionsreagenz GeneJammer® Stratagene
Transfektionsreagenz Effectene® Qiagen
Transfektionsreagenz Turbofectin 8.0™ Origene
Transfektionsreagenz TransIT®-LT1 Mirus Bio Corporation
Transfektionsreagenz GeneJuice® Novagen
Transfektionsreagenz TransPass™ D2 New England BioLabs
Transfektionsreagenz jetPEIT'VI Polyplus transfection
Transfektionsreagenz EcoTransfect™ OZ Biosciences
Transfektionsreagenz DMRIE-C Invitrogen

Plasmid lacZ pCMVLacZ Invitrogen

Plasmid IGF-I pCMVhIGF-I Invitrogen

Plasmid luc pCMVLuc Invitrogen

Plasmid Vermehrung E.coli, TOP 10 One Shot Invitrogen

Plasmid Aufreinigung EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen
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3.2 Methoden
3.2.1 Isolierung von mesenchymalen Stammzellen und Kultur

Wahrend der operativen Implantation von Oberflachenersatzprothesen am
Kniegelenk wurde das aus dem eroffneten distalen femoralen Markraum
austretende Knochenmark (etwa 10 — 15 ml) in einer 50 ml Einmalspritze
gesammelt. Das Knochenmark wurde in ein konisches 50 ml
Zentrifugenrohrchen, in das zuvor 3 ml Heparin gegeben wurden, umgefullt.
Die Probe wurde dann im Labor mit DMEM auf 20 ml Gesamtvolumen
aufgeflllt. In ein weiteres 50 ml Zentrifugenréhrchen wurden 15 ml
Histopaque® Ldosung gegeben. AnschlieRend wurde das Knochenmark
langsam Uber das Histopaque® geschichtet, wobei ein Vermischen der
beiden Phasen vermieden wurde. Nun wurde das Rohrchen 30 Minuten bei
Raumtemperatur und 700 g ohne Bremsfunktion zentrifugiert. Bei dieser
Dichtegradientenzentrifugation = sammeln sich die = mesenchymalen
Stammzellen gemeinsam mit anderen mononuklearen Zellen in der
Interphase, wahrend schwerere Bestandteile und auch Erythrozyten oder
Granulozyten auf Grund ihrer h6heren Dichte am Boden des Rohrchens zu
liegen kommen (English und Andersen 1974). Die Fettanteile des

Knochenmarks finden sich dabei an der Oberflache der Lésung (Abb. 3).

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Dichtegradientenzentrifugation

Fett
Knochenmark Zentrifugation
": Interphase
Histopaque®
700 g, 30 min
Erythrozyten etc.
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Nach der Zentrifugation wurde die Interphase entnommen und in ein 50 ml
Proberéhrchen gegeben. Dieses wurde bis auf 30 ml mit DMEM aufgefullt.
Anschlieend wurde es drei Minuten bei Raumtemperatur und 200 g
zentrifugiert, um restliche Histopaque®-BestandteiIe von den Zellen zu
entfernen. Das anfallende Zellpellet am Boden des Proberohrchens wurde in
MesenCult® resuspendiert, in Kulturflaschen gegeben und unter taglicher
optischer Kontrolle bei 37°C und 5% CO; kultiviert (Bruder et al. 1997). Das
verwendete Medium MesenCult® (Basal Medium + Nahrstoffe (Supplemente)
+ 1% Penicillin - Streptomycin) ist speziell zur Kultur mesenchymaler
Stammzellen entwickelt worden und induziert keine Differenzierung. Durch
dieses selektive Expansionsmedium und durch die fir mesenchymale
Stammzellen typische Plastikadharenz wurden die Zellen weiter isoliert. Um
alle nicht plastikadharenten Zellen zu entfernen, wurde 24 bis 48 Stunden
nach Kulturbeginn der erste Mediumwechsel durchgefuhrt. Bei einer
Probenmenge von etwa 10 bis 15 ml Knochenmark konnten so je Probe etwa
500.000 Stammzellen in Kultur gebracht werden. Im weiteren Verlauf wurde
das Wachstumsmedium zweimal wochentlich gewechselt. Bei einer
Zellkkonfluenz  von 80-90% wurde eine Passagierung der Zellen
vorgenommen. Dies erfolgte nach unten aufgefuhrtem Protokoll (3.2.1.1).

3.2.1.1 Passage der mesenchymalen Stammzellen

Zunachst wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und 3 ml 0,125%
Trypsin auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 10 Minuten
(37°C, 5% CO2) wurde die Kulturflasche kraftig geschuttelt und
mikroskopisch festgestellt, ob sich alle Zellen vom Boden der Flasche gelost
haben. Jetzt wurde die Flasche zweimal mit jeweils 10 ml DMEM gespuilt und
das Stammzell-DMEM-Gemisch in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen
gesammelt. Es folgte eine Zentrifugation von 4 Minuten bei Raumtemperatur
und 200 g. Der nach der Zentrifugation anfallende Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 10 ml MesenCult® mit Supplementen

resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieRend gezahlt (siehe 3.2.1.2) und
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entweder zu 500.000 Zellen je Kulturflasche neu ausgesat und mit 15 ml
MesenCult® mit Supplementen weiter kultiviert oder flr Versuchsreihen in
eine 96-well Kulturplatte zu 5.000 Zellen je well ausgebracht.

Alle Passagierungen und Versuchsreihen erfolgten mit Zellen, die maximal
der 3. Passage entstammten, also das oben genannte Protokoll nicht ofter

als dreimal durchlaufen hatten.

3.2.1.2 Zellz&hlung

Die Zellzahlung wurde in einer Neubauer-Zahlkammer vorgenommen. Dabei
wurden alle Zellen in den einzelnen Quadraten A, B, C und D ausgezahlt
(Abb. 4). AnschlieBend wurde der Mittelwert aus der Zellzahl der vier

Zellzahl(A+ B+ C + D)
4

Da ein Quadrat ein Volumen von 0,1 pl aufweist, muss dieser Mittelwert

Quadrate ermittelt (Mittelwert =

).

anschlie}end mit dem Faktor 10.000 multipliziert werden und man erhalt die

Anzahl der Zellen in einem Milliliter resuspendierter Losung.

Abbildung 4: Neubauer-Zahlkammer mit den auszuzahlenden Quadraten

|
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3.2.2 Transfektionsreagenzien

Im Folgenden sind alle verwendeten Transfektionsreagenzien mit den
jeweiligen Protokollen aufgefihrt. Diese sind dabei zur besseren
Ubersichtlichkeit in Punkte gegliedert. Im Anschluss an jedes der
aufgefuhrten Potokolle wurden die Zellen fur 48 Stunden bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Darauf folgte der Markergennachweis (siehe 3.2.5.1/2).

3.2.2.1 FUGENE® 6

FUGENE® 6 ist ein nicht-liposomales Gemisch aus Lipiden und weiteren
unbekannten Bestandteilen in 80% Ethanol. Die genaue Zusammensetzung
wird vom Hersteller nicht bekannt gegeben. Es ist filter-sterilisiert als
zweiphasiges Reagenz zu erhalten. Laut Hersteller sollen hiermit sowonhl
grol3e Plasmide bis 10 kB als auch Oligonukleotide und Nukleotide in Zellen

eingebracht werden kdnnen.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 22,5 pl Opti-MEM® in ein Polypropylen-Réhrchen geben.

2. 0,5l FUGENE® 6 dazupipettieren, vorsichtig mischen.

3. 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

4. 0,25 ug DNS in ein weiteres Polypropylen-Réhrchen geben.
5. FUGENE® 6 Lésung auf DNS geben, vorsichtig mischen.

6. Gemisch 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

7. Mediumwechsel bei den Zellen. 125 i MesenCult® ohne
Supplemente auf die Zellen geben.

8. FUGENE®-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
schwenken.
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3.2.2.2 Metafectene®

Metafectene® ist ein Gemisch von kationischen Liposomen, die laut
Hersteller einen Komplex mit der einzuschleusenden DNS bilden. Diese
Komplexe werden mittels Endozytose durch die &auRere Zellhulle
transportiert. Durch eine spezielle Zusammensetzung aktiviert das saure
Milieu der Endosomen das Reagenz, welches dadurch die

Endosomenmembran lysiert und somit die DNS in das Zytosol freisetzt.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,125 ug DNS in 7,5 pl Opti-MEM® geben.

2. 0,625 pl Metafectene® in 7,5 pl Opti-MEM® geben.

3. DNS Losung zur Metafectene® Losung geben, vorsichtig mischen.
4. Gemisch 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Mediumwechsel bei den Zellen. 125 ul MesenCult® mit Supplementen
auf die Zellen geben.

6. Metafectene®-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
schwenken.
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3.2.2.3 Lipofectamine™ 2000

Lipofectamine™ 2000 ist ein Gemisch aus kationischen Lipiden, die die DNS
komplexieren und so einen Transport durch die Zellmembran in das

Zellinnere gewahrleisten sollen.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,2 ug DNS in 12,5 pl Opti-MEM® geben.
2. 0,5 pl Lipofectamine™ 2000 in 12,5 ul Opti-MEM® geben.

3. DNS Loésung zur Lipofectamine™ 2000 Lésung geben, vorsichtig
mischen.

4. Gemisch 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Mediumwechsel bei den Zellen. 125 ul MesenCult® mit Supplementen
auf die Zellen geben.

6. Lipofectamine™ 2000-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen
geben, Platte schwenken.
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3.2.2.4 Lipofectamine™ und PLUS®

LipofectamineT'VI ist ein Gemisch aus Kkationischen Lipiden der ersten

Generation. Das von der Herstellerfirma speziell in Verbindung mit

Lipofectamine™ empfohlene PLUS® Reagenz soll die DNS prakomplexieren

und so die durch die kationischen Lipide vermittelte Transfektion verbessern.

Protokoll je well in der 96-well Platte

9.

. 0,1 ugDNS in 6 pl Opti-MEM® geben.

0,1 ul PLUS® dazugeben.

15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

. 0,3 pl Lipofectamine™ in 6 ul Opti-MEM® geben.

DNS-PLUS® Lésung zur Lipofectamine™ L&sung geben, vorsichtig
mischen.

Gemisch 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

. Mediumwechsel bei den Zellen. 50 ul MesenCult® ohne Supplemente

auf die Zellen geben.

Transfektionskomplex tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
schwenken.

3 Stunden inkubieren (37°C, 5% CO,).

10.150 pl MesenCult® mit Supplementen zu den Zellen geben.
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3.2.2.5 DreamFect™

DreamFect™ besteht aus einem Gemisch von Lipopolyaminen. Es besitzt
einen lipophilen, lipidahnlichen Teil und einen geladenen Polyamin-Anteil,
ahnlich kationischen Polymeren. Elektrostatische Interaktionen sollen fur eine
feste Bindung der DNS an das Transfektionsreagenz sorgen. Diese positiv
geladenen Komplexe sollen sich an der Zelloberflache anlagern und durch
Endozytose in die Zelle aufgenommen werden. Die hydrophoben
Eigenschaften der Lipide und die polykationischen Anteile des Komplexes
sollen dann wiederum zu einer Lyse der Endosomenmembran, dem Austritt

von DNS in das Zytosol und zum Transport der DNS in den Zellkern fuhren.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,125 yg DNS in 12,5 pl Opti-MEM® geben.

2. 0,5 pl DreamFect™ in 12,5 pl Opti-MEM® geben.

tTM

3. DreamFect ™ Losung zur DNS Losung geben, vorsichtig mischen.

4. Gemisch 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Mediumwechsel bei den Zellen. 125 ul MesenCult® mit Supplementen
auf die Zellen geben.

6. Dreamfect™

schwenken.

-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
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3.2.2.6 DreamFect™ Gold

DreamFect™ Gold besteht aus den gleichen Anteilen wie sein oben

t™ und wirkt damit Gber den selben

tTM

genannter Vorganger DreamFec
Mechanismus. Im Vergleich zu DreamFec soll es jedoch einen
effizienteren Austritt der DNS aus den Endosomen in das Zytosol
gewahrleisten und selbst besser biodegradabel sein. Dadurch sollen zellulare
Mechanismen weniger bis gar nicht gestdrt werden, was laut Hersteller zu

einer sehr geringen Toxizitat fuhrt.

Protokoll je well in der 96-well Platte

—

. 0,25 ug DNS in 25 ul PBS geben.

N

. 1 pl DreamFect™ Gold in 25 pl PBS geben.

3. DNS Losung zur Dreamfect™ Gold Lésung geben, vorsichtig
mischen.

4. Gemisch 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Mediumwechsel bei den Zellen. 125 ul MesenCult® mit Supplementen
auf die Zellen geben.

6. Dreamfect™ Gold-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben,
Platte schwenken.
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3.2.2.7 GeneJammer®

GeneJammer® ist ein Gemisch aus Polyaminen in 80% Ethanol. Eine
Komplexierung der DNS soll deren Transport in das Zellinnere
gewahrleisten. Wegen der vom Hersteller nicht bekannt gegebenen
Zusammensetzung sind die genauen Mechanismen leider nicht vollends

geklart.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 25 pl Opti-MEM® in steriles Polypropylen-Rohrchen geben.

2. 0,75 pl GeneJammer® direkt in das Medium geben.

3. 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

4. 0,25 ug DNS zur GeneJammer® Lésung geben, vorsichtig mischen.
5. Gemisch 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

6. Mediumwechsel bei den Zellen. 37,5 ul MesenCult® mit Supplementen
zu den Zellen geben.

7. GeneJammer®-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben,
Platte schwenken.

8. 3 Stunden inkubieren (37°C, 5% CO,).

9. 62,5 ul MesenCult® mit Supplementen zu den Zellen geben, Platte
schwenken.
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3.2.2.8 Effectene®

Effectene® ist ein nicht-liposomales Gemisch aus Lipiden. Das
Transfektionssystem besteht aus dem Reagenz, einem speziellen Puffer und
einem enhancer. Zunachst wird hierbei die DNS durch den enhancer in der
Pufferlosung kondensiert. Nach Zugabe des Reagenz bildet sich der
Komplex aus kondensierter DNS und Effectene®. Diese Molekiile aus
hochkondensierter DNS und Lipiden sollen das Einschleusen der DNS in die

Zelle gewahrleisten.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,05 ug DNS in 14,95 ul Puffer geben.

2. 0,4 pl enhancer zur DNS-Puffer LOsung geben, vorsichtig mischen.
3. 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

4. 1,25 yl Effectene® dazugeben, vorsichtig mischen.

5. Gemisch 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

6. Mediumwechsel bei den Zellen. Zellen einmal mit 100 pl PBS spdlen,
87,5 ul MesenCult® mit Supplementen zu den Zellen geben.

7. 87,5 pl MesenCult® mit Supplementen zum Transfektionskomplex
geben, vorsichtig mischen.

8. Transfektionskomplex tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
schwenken.
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3.2.2.9 TurboFectin 8.0™

Turbofectin 8.0™ ist eine Mischung aus Lipiden und Histonen in 80 %
Alkohol. Eine Komplexbildung mit der einzuschleusenden DNS soll deren

Transport in das Zellinnere ermdoglichen.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,15 pl Turbofectin 8.0 ™ in 5 pl Opti-MEM® geben.
2. 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

3. 0,05 pg DNS zur Turbofectin 8.0 ™ Lésung geben.

4. Gemisch 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Mediumwechsel bei den Zellen. 125 pl MesenCult® mit Supplementen
zu den Zellen geben.

6. Turbofectin 8.0 ™-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben,
Platte schwenken.
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3.2.2.10 TransIT®-LT1

TransIT®-LT1 ist ein Reagenz auf Basis von Proteinen und Polyaminen. Es
enthalt weiterhin Histone und ein vom Hersteller nicht naher bezeichnetes
Lipid. Durch Komplexierung mit der DNS soll deren Transport in das

Zellinnere ermaoglicht werden.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,28 ul TransIT®-LT1 in 9 ul Opti-MEM® geben.

2. 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

3. 0,1 ug DNS zur TransIT®-LT1 Lésung geben.

4. Gemisch 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Mediumwechsel bei den Zellen. 100 ul MesenCult® mit Supplementen
zu den Zellen geben.

6. TransIT®-LT1-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
schwenken.
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3.2.2.11 GeneJuice®

GenelJuice® besteht aus einem untoxischen zelluldren Protein und einem
geringen Anteil neuartiger Polyamine in 80-90% Ethanol. Es soll laut
Hersteller den Transport von DNS in das Zellinnere ebenfalls Uber eine

Komplexierung erreichen.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,2 ul GenelJuice® in 5 pl Opti-MEM® geben.

2. 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

3. 0.06 ug DNS zur GeneJuice® Lésung geben.

4. Gemisch 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Mediumwechsel bei den Zellen. 125 ul MesenCult® mit Supplementen
zu den Zellen geben.

6. GeneJuice®-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
schwenken.
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3.2.2.12 TransPass™ D2

TransPass™ D2 ist ein nicht-lipoides kationisches Polymer. Laut Hersteller
ist es flr Kotransfektionen mehrerer Plasmide geeignet. Der Transport durch
die Zellmembran geschieht ebenfalls Uber Komplexbildung des Reagenz mit
der DNS.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,1 yg DNS in 75 pl Opti-MEM® geben.
2. 0.2 pl TransPass™ D2 zur DNS Lésung geben.
3. Gemisch 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

4. Mediumwechsel bei den Zellen. Zellen einmal mit 100 pl Opti-MEM®
waschen.

5. TransPass"™-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
schwenken.

6. 3 Stunden inkubieren (37°C, 5% CO,).

7. Transfektionskomplex durch 125 ul MesenCult® mit Supplementen
ersetzen.
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3.2.2.13 jetPEI™

jetPEIT'V| besteht hauptsachlich aus einem linearen Polyethylenimin. Es
verpackt die einzuschleusende DNS in positiv geladene Partikel, die mit den
anionischen Proteoglykanen der Zelloberflache interagieren sollen. Nach
deren Bindung sollen die Komplexe uber Endozytose in das Zellinnere
aufgenommen werden. Innerhalb der Endosomen soll jetPEIT'V| die DNS vor
deren Abbau schitzen, indem es den sauren pH abpuffert. Dieser Prozess
fuhrt laut Hersteller zum Aufbrechen der Endosomen, zur Freisetzung der
DNS in das Zytosol und zum Transport der DNS in den Zellkern.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,25 yg DNS in 12,5 yl 150 mM NaCl geben.

2. 0,5 pl jetPEI™ in 12,5 pl 150 mM NaCl geben.

3. jetPEI™ Lésung zur DNS Lésung geben, vorsichtig mischen.
4. Gemisch 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Mediumwechsel bei den Zellen. 125 pl MesenCult® mit Supplementen
auf die Zellen geben.

6. jetPEI™-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
schwenken.
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3.2.2.14 EcoTransfect™

EcoTransfect™ besteht aus Lipopolyaminen und neutralen Lipiden. Die
Komplexe aus Reagenz und DNS sollen an der Zelloberflache binden und
uber Endozytose in die Zelle aufgenommen werden. Der hydrophobe Anteil
der Lipide und die Pufferkapazitat der Polyaminanteile sollen dann fur einen

Austritt der Komplexe aus den Endosomen sorgen.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0,2 uyg DNS in 50 pl Opti-MEM® geben.

2. 0,4 pl EcoTransfect™ in 50 ul Opti-MEM® geben.

3. DNS Lésung zur EcoTransfect™ Lésung geben, vorsichtig mischen.
4. Gemisch 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Mediumwechsel bei den Zellen. 125 ul MesenCult® mit Supplementen
auf die Zellen geben.

6. EcoTransfect'™-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben,
Platte schwenken.
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3.2.2.15 DMRIE-C

DMRIE-C ist ein liposomales Reagenz bestehend aus einer aquivalenten
Mischung aus dem kationischen Lipid DMRIE (1,2-dimyristyloxypropyl-3-
dimethyl-hydroxy ethyl ammonium bromide) und Cholesterol in Membran-
gefiltertem Wasser. Es komplexiert die DNS und soll so fur einen Transport

in das Zellinnere sorgen.

Protokoll je well in der 96-well Platte

1. 0.06 ug DNS in 30 pl Opti-MEM® geben.

2. 0,18 yl DMRIE-C in 30 ul Opti-MEM® geben.

3. 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

4. DNS Lésung zur DMRIE-C Lésung geben, vorsichtig mischen.
5. Gemisch 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

6. Mediumwechsel bei den Zellen. Altes Medium verwerfen.

7. DMRIE-C-DNS-Gemisch tropfenweise auf die Zellen geben, Platte
schwenken.

8. 4 Stunden inkubieren (37°C, 5% CO,).

9. 140 pl MesenCult® mit Supplementen zugeben.
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Alle Versuchsreihen wurden mit Zellen durchgefuhrt, die maximal dreimal
passagiert worden waren (siehe 3.1.1). In eine 96-well Platte wurden 5.000
Zellen je well ausgesat und mit 200 ul MesenCult® mit Supplementen
kultiviert. Nach 24 Stunden wurde in die dafur vorgesehenen wells
Hyaluronidase gegeben (siehe 3.2.3). Weitere 12 Stunden spater, also 36
Stunden nach der Aussaat, wurden die Transfektionsreihen durchgefuhrt und
wiederum in die hierflir vorgesehenen wells Hyaluronidase zugegeben.

Jedes Reagenz wurde mit einem Markergen und einem Kontrollgen in jeweils
doppelter Ausfertigung angewandt. Jede dieser Reihen wurde jeweils mit und

ohne Zugabe von Hyaluronidase angefertigt (Abb. 5).

Abbildung 5: Verteilung der wells in der 96-well Platte
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pCMVLuc steht dabei fir das Luziferaseplasmid, pCMVhIGF-| fur das IGF-lI Plasmid (siehe 3.2.2).
Ohne Hyaluronidase bedeutet Standardprotokoll wie unter 3.2.3.1-15 beschrieben, mit Hyaluronidase
bedeutet Zugabe von Hyaluronidase 12 Stunden vor und wahrend der Transfektion (siehe 3.2.4).

Zur Bestimmung der Effizienz mittels X-Gal Farbung wurde jedes der hierauf
getesteten fiinf Reagenzien (Lipofectamine™ 2000, GeneJammer®,
TransIT®-LT1, TransPass™ D2 und EcoTransfect™) in drei unabhangigen
Testreihen mit jeweils zwei wells fur das lacZ Gen und zwei wells fur das

Kontrollgen eingesetzt.
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3.2.3 Hyaluronidase

In dieser Arbeit wurde Hyaluronidase vom Typ 1, also das testikulare Enzym,
angewandt. Die in Pulverform verfigbare Hyaluronidase wurde mit PBS
gelost und anschliel3end steril filtriert. Da das Protokoll eine Zugabe von 4
Einheiten je Milliliter 12 Stunden vor und wahrend der Transfektion vorsah
(Madry und Trippel 2000), wurde die Losung zu den geforderten Zeitpunkten
in die dafur vorgesehenen wells gegeben. Zu jedem Zugabezeitpunkt wurde
eine frische Hyaluronidaseldsung angesetzt, um einen Verlust der

enzymatischen Aktivitat durch zu lange Lagerung zu vermeiden.

3.2.4 Plasmid-DNS

Die eingesetzten Plasmidvektoren trugen unter einem Cytomegalovirus
immediate-early Promoter/Enhancer (MacGregor und Caskey 1989)
entweder das Photinus pyralis Luziferasegen (pCMVLuc) (Madry et al. 2003),
das Escherichia coli 3-Galaktosidase Gen (pCMVlacZ) (Madry und Trippel
2000) oder das human insulin-like growth factor | (IGF-1) Gen (pCMVhIGF-I)
(Madry et al. 2001). Die Vektoren wurden in Escherichia coli vermehrt.
Hochreine, endotoxinfreie Plasmid DNS wurde mit dem EndoFree Plasmid
Maxi Kit den Herstellerangaben gemaf hergestellt. Anschlieend wurde die
Plasmid DNS mit sterilem Wasser bis auf eine Konzentration von 1 yg DNS

je 1 yl Wasser verdunnt.
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3.2.5 Markergene und Nachweismethoden

Zur Quantifizierung des Gentransfers in die Zellen wurden Markergene
eingeschleust und deren Produkte Uber spezielle Nachweismethoden
bestimmt. Im Folgenden sind die verwendeten Gene und ihre

Nachweismethoden dargestellt.

3.2.5.1 Luziferase

Luziferase ist ein Enzym des Leuchtkafers Photinus pyralis. Es katalysiert

eine Reaktion, die fur dessen Biolumineszenz verantwortlich ist (Abb. 6).

Abbildung 6: Die Luziferasereaktion

Luziferase
ATP + luciferin + O, —» AMP + PP, + oxiluciferin + CO, + Licht

Mg*

Durch das Einschleusen des Luziferasegens und deren Expression in der
Zelle kann nach Zugabe der fur die Reaktion bendtigten Komponenten
mittels Luciferase Assay System eine Lichtemission gemessen werden. Die
Menge des gemessenen Lichts Iasst einen Ruckschluss auf die Menge des
exprimierten Enzyms und damit auf die Menge der eingeschleusten Enzym-
DNS zu. Dabei ist zu beachten, dass das Signal nur etwa 15 Sekunden
anhalt und dann sehr schnell gegen null abfallt. Alle erzielten Werte werden
in relativer Lichteinheit (relative light unit; RLU) angegeben. Die Vorbereitung
der Zellen und die Durchfihrung der Messung erfolgte nach einem festen
Protokoll.
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Protokoll zur Luziferase-Messung in der 96-well Platte

Zunachst wurden die Medien mit den Transfektionskomplexen aller wells
abpipettiert und fur die Toxizitdtsbestimmung bei 4°C aufbewahrt (siehe
3.2.6). Anschlie3end wurden die Zellen mit 150 yl PBS gespult, 30 pl Lysat in
jedes der wells gegeben und bei Raumtemperatur flr 2 Minuten inkubiert. 10
Ml dieses Lysats wurden fir die Gesamtproteinbestimmung bei -80°C
konserviert (siehe 3.2.7). In die zu messenden wells wurden dann 100 pl
Substrat gegeben, alles wurde kurz auf- und abpipettiert und die Messung
wurde innerhalb von 5 Sekunden durchgefuhrt.

Die Substratzugabe erfolgte bei maximal 4 wells gleichzeitig, um einen
Signalverlust durch die Dauer der Messung zu verhindern. Alle Messungen
wurden im Tecan GENios Lesegerat durchgefuhrt. Die Einstellungen fur alle
Messungen waren 3 Messungen je well, 1000 ms Integrationszeit und eine

Verstarkung von 150.

Der Vorteil der Luziferase-Messung liegt in der direkten Vergleichbarkeit aller
ermittelten Werte anhand von RLU-Werten in konkreten Zahlen. Durch die
Bestimmung von Kontrollwerten, beispielsweise von mit IGF-| transfizierten
Zellen sind sofort Aussagen Uber eine Genexpression des Markergens
moglich. Nachteilig ist die Tatsache, dass die Zellen zur Auswertung lysiert
werden mussen und somit keine Aussagen uber Morphologie oder Vitalitat
der Zellen mehr mdglich sind. Die Luziferase-Messung wurde standardisiert

zum Vergleich aller Reagenzien eingesetzt.
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3.2.5.2 B3-Galaktosidase

Die hier verwendete 3-Galaktosidase stammt aus E.coli und wurde erstmals
1957 kristallisiert (Wallenfels und Marie Luise 1957). Es kann Uber sein Gen
(lacZ) in Zellen eingeschleust und anschliel3iend nachgewiesen werden. Sein
Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyranosid (X-Gal) wird von der
R-Galaktosidase zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl hydrolysiert.
Dieses wird anschlielend durch Luftsauerstoff oxidiert und bildet den blauen
Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo. In der Lichtmikroskopie kdnnen also
mit X-Gal angefarbte Zellen, die das Markergen /lacZ und sein Produkt [3-

Galaktosidase enthalten, als blau erkannt werden (Abb. 12).

Die Vorteile der X-Gal Farbung zum Nachweis des lacZ Reportergens liegen
in der Moglichkeit der lichtmikroskopischen Auswertung der Ergebnisse und
der damit verbundenen morphologischen Beurteilbarkeit der Zellen. Anhand
der Relation von blauen zu weillen Zellen kann eine Effizienz in Prozent
bestimmt werden. Dies wurde in der vorgelegten Arbeit fur die funf
Reagenzien mit der hochsten Luziferaseaktivitat durchgefuhrt. Das
Prozedere der Farbung wurde dabei nach Herstellerangaben vollzogen.

3.2.6 Zytotoxizitatsbestimmung

Die Zytotoxizitatsbestimmung erfolgte Uber eine Messung der
Laktatdehydrogenase (LDH)-Konzentration im Uberstand nach der 48-
stundigen Inkubation der Zellen mit den Transfektionsreagenzien. Da die
LDH ein intrazellulares Enzym darstellt, steigt deren Konzentration im
Uberstand an, wenn Zellen sterben oder eine defekte Plasmamembran
aufweisen, was nach einiger Zeit ebenfalls zum Zelltod flhrt. Der Nachweis
erfolgt indirekt Uber die von der LDH gebildeten Produkte. Zunachst reduziert
sie NAD" zu NADH+H", dies erfolgt (ber eine gleichzeitige Oxidation von
Laktat zu Pyruvat. Die zwei dadurch frei gewordenen Wasserstoffatome

werden daraufhin durch den Katalysator Diaphorase auf das gelbe
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Tetrazolium Salz INT (2-[4-iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazolium-
Chlorid) Ubertragen. Dieses wird hiermit zu dem roten Indikator Formazan
reduziert, welcher ein breites Absorptionspektrum bei 500 nm aufweist (Abb.
7). Das gelbe INT hat in dieser Wellenlange keine signifikante Absorption. Je
mehr LDH also durch zu Grunde gegangene Zellen bereitgestellt wird, desto
mehr Formazan wird gebildet und kann Uber seine Absorption gemessen
werden. Die Hohe der Absorption gibt also indirekt den Grad des

Zelluntergangs wieder.

Abbildung 7: Die Reaktion der LDH

f“ﬂ' Laktatdehydrogenase 'i‘-““'
HO—C—H c=0
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Laktat Pyruvat
""“+ NADH +

/ -
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O Katalysator (Diaphorase) “'
NOa NO=

Formazan (rot) Tetrazolium Salz (gelb)

Die LDH Bestimmung erfolgte nach einem festen Protokoll. Zur Durchflihrung
des Tests gilt zu beachten, dass bereits zum Zeitpunkt der Transfektion
einige wells mit Zellen bereitgestellt werden muissen, in die nur
Wachstumsmedium (MesenCult® + Supplemente) zugegeben wird. Das
Medium verbleibt dann wie die Transfektionskomplexe fur 48 Stunden auf
den Zellen. Dies ist nétig, um die spontane Sterberate der Zellen ohne
Reagenz als Niedrigkontrolle zu erfassen. Ebenso werden einige zusatzliche
wells mit Zellen bendtigt, welche lysiert werden kénnen und somit als
Maximalkontrolle dienen. Die Transfektionskomplexe und Uberstéande
wurden nach der 48-stindigen Inkubation in eine neue 96-well Platte in
gleicher Verteilung pipettiert und der Test nach folgendem Protokoll
durchgefuhrt.
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Protokoll zur Zytotoxizitatsbestimmung in der 96-well Platte

Zunachst wurde zu den wells der Maximalkontrolle 5 pl Lysat gegeben, die
Platte geschwenkt und bei Raumtemperatur fur 15 Minuten inkubiert. Das
Lysat wurde anschlieRend zur Platte der restlichen Uberstande pipettiert und
als Maximalkontrolle gekennzeichnet. Jetzt wurden 100 pl nach
Herstellerangaben frisch angesetzte Reaktionslosung in alle wells gegeben.
Nach einer Inkubation von 10 Minuten, wahrend der die Platte vor Licht
geschutzt werden muss, wurden 50 ul Stop-Ldosung in alle wells pipettiert.
Anschlieend wurden alle zu messenden wells im Absorptions-Lesegerat
(Tecan GENios) bei 450 nm Wellenlange, einer Referenzwellenlange von
495 nm und drei Messungen je well ausgewertet. Uber untenstehende
Formel lasst sich der Prozentsatz der gestorbenen Zellen und damit die
Zytotoxizitat der Reagenzien berechnen.

gemessenerWert — Niedrigkontrolle 4100

Toxizitdt(%) = : —
Maximalkontrolle — Niedrigkontrolle

Als Niedrigkontrolle dient dabei der spontane Zelluntergang der Zellen ohne
Transfektionsreagenz uber 48 Stunden gemessen im Wachstumsmedium,

wahrend die lysierten Zellen die Maximalkontrolle darstellen.

3.2.7 Gesamtproteinbestimmung

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes je well ist notig, um
Verfalschungen der Ergebnisse durch unterschiedliche Zellzahlen in den
wells zu verhindern. Die Ergebnisse der Luziferase-Messung wurden anhand
der ermittelten Proteinmenge standardisiert und sind somit untereinander
direkt vergleichbar. Diese Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte mit Hilfe
von Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid, BCA). Alle fur den Test bendtigten
Komponenten sind in dem angewendeten BCA-Protein-Assay-Kit enthalten.

BCA formt einen lilafarbenen Chelatkomplex mit Cu'*. Dieses entsteht wenn
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Cu® von Proteinen in alkalischer Umgebung reduziert wird. Ohne Protein
und damit ohne CU™* behalt das Reagenz seine griine Farbe. Der lilafarbene
Komplex hat eine starke Absorption bei 562 nm. Die Absorptionsrate steigt

dabei linear mit dem Proteingehalt an.

Zur Durchfluhrung des Tests in der 96-well Platte wurden die Standardreihen
nach Herstellerangaben hergestellt. Im Test wurden 10 pyl Proben von
transfizierten, lysierten Zellen (siehe Protokoll unter 3.2.5.1 Punkt 4) und 10
gl Standardlésungen eingesetzt. Die Messung erfolgte im GENios
Absorptions-Lesegerat bei 595 nm Wellenlange und drei Messungen je well.
Die Standardreihen wurden gemeinsam mit den Proben in einem Durchlauf
gemessen. Anhand der gemessenen Absorptionsraten der Standardreihen
und deren vordefinierter Proteinmenge kann eine Standardkurve bestimmt
werden (Abb. 8). Uber diese Standardkurve kénnen die gemessenen
Absorptionswerte in Proteinmengen umgerechnet werden. In dem unten

aufgefuhrten Beispiel ware dies:

Mg Protein im well = 42,800 x gemessener Wert — 5,792

Abbildung 8: Standardkurve der BCA Messung zur Gesamtproteinbestimmung
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Die X-Achse zeigt die Absorption bei 595 nm. Die Y-Achse zeigt die vordefinierte Proteinmenge in ug.
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3.2.8 Zusammenfassung der Arbeitsschritte

Da mehrere Verfahren parallel angewandt wurden und sich die Protokolle

zum Teil Uberlappten, ist im Folgenden der gesamte Ablauf der

Versuchsreihen und Nachweise nochmals in Punkte gegliedert dargestellt.

1.

Zellen isolieren und in Kultur bringen (siehe 3.2.1).

Zellen in eine 96-well Platte ausbringen (5.000 Zellen/well) und
kultivieren. Zu den Zellen fur die Transfektionen missen mindestens 4
wells zusatzlich fur die Zytotoxizitatsbestimmung ausgesat werden
(siehe 3.2.6).

24 Stunden nach Aussaat 4 Einheiten je Milliliter Hyaluronidase in die
daflr vorgesehenen wells zugeben (siehe 3.2.3).

36 Stunden nach Aussaat Transfektion nach den jeweiligen
Protokollen (siehe 3.2.2.1-15) und gleichzeitige Zugabe von 4
Einheiten je Milliliter Hyaluronidase zu den jeweiligen wells (siehe
3.2.3).

Zum gleichen Zeitpunkt in den wells fir die Zytotoxizitatsbestimmung
Mediumwechsel durchfiihren. 125 pl MesenCult® mit Supplementen
und 4 Einheiten je Milliliter Hyaluronidase zu den jeweiligen Zellen

geben.

48-stindige Inkubation der Zellen mit den Reagenzien bzw. dem

Medium.

Nach Ablauf der Inkubation 5 pl Lysat des Zytotoxizitatskit zu den
Zellen der Maximalkontrolle geben wund 15 Minuten bei

Raumtemperatur inkubieren (siehe 3.2.6).
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8. Alle Uberstande in eine neue 96-well Platte in gleicher Verteilung

pipettieren und bei 4°C aufbewahren.
9. Zellen mit 150 ul PBS spdlen.

10. 30 pl Lysat in jedes well geben und 2 Minuten bei Raumtemperatur

inkubieren.

11. 10 pl Lysat entnehmen und fur Proteinbestimmung bei -80°C
konservieren (siehe 3.2.7).

12. Luziferase-Messung mit den verbliebenen 20 ul Lysat (siehe 3.2.5.1).

13. Bestimmung der Zytotoxizitat in den aufbewahrten Uberstanden
(siehe 3.2.6).

14. Gesamtproteinbestimmung mit den konservierten 10 ul Lysat
(siehe 3.2.7).

Alle Messungen wurden in drei Versuchsreihen und jeweils zwei Konditionen
je Reagenz durchgefuhrt und anschlieRend die Mittelwerte und die
Standardabweichungen bestimmt. Wahrend innerhalb einer Versuchsreihe
nur Zellen des gleichen Spenders verwendet wurden, unterschieden sich die

Spender der einzelnen Versuchsreihen.

3.2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Sigma Stat. 3.0 von
Cisco Systems. Dabei wurden der t-Test und der Mann-Whitney Rank Sum
Test angewandt. Statistische Signifikanz wurde angenommen bei Werten

innerhalb des 95% Konfidenzintervalls, also einem p-Wert < 0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Zytotoxizitét

Folgende Abbildung zeigt die Mittelwerte und deren Standardabweichung in

Prozent toter Zellen je well fir jedes Reagenz.

Abbildung 9: Zytotoxizitatsbestimmung der Reagenzien nach Einsatz an humanen
adulten mesenchymalen Stammzellen
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Werte sind dargestellt als Prozent toter Zellen in Bezug auf die Ausgangszellzahl.
Mit Hyaluronidase: Transfektion nach Protokoll des jeweiligen Reagenz mit Hyaluronidasezusatz.
Ohne Hyaluronidase: Transfektion nach Protokoll des jeweiligen Reagenz ohne Hyaluronidasezusatz.
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Wie der Abbildung zu entnehmen ist, weisen die Reagenzien in Bezug auf
ihre Zytotoxizitat sehr grolRe Unterschiede auf (Abb. 9). Es konnten jedoch
keine signifikanten Unterschiede in der Toxizitat der jeweiligen Reagenzien
durch den Einsatz von Hyaluronidase beobachtet werden. Auch bei den
augenscheinlich groBten Differenzen der Toxizitaten zwischen der
Behandlung mit Hyaluronidase und der Transfektion mit Standardprotokoll
waren die Unterschiede nicht statistisch signifikant. So ergaben sich fur das
Reagenz Lipofectamine™ + PLUS® Toxizitdten von 29,67% * 5,82% mit
Hyaluronidase und 49,53% + 13,35% ohne Hyaluronidase (p=0,333) und fur
DMRIE-C 3,72% % 7,53% mit Hyaluronidase und 17,31% % 8,59% ohne
Hyaluronidase (p=0,333). Aus diesem Grund wurde fiur die weiteren
Berechnungen nur noch der Mittelwert der Toxizitaten aus den Werten mit

und ohne Zugabe von Hyaluronidase des jeweiligen Reagenz verwendet.

Insgesamt konnten Schwankungen der Toxizitat der Reagenzien zwischen
nahezu keiner Toxizitat (Trans/T®-LT1: 0,00% + 1,69% mit Hyaluronidase
und 2,15% £ 0,32% ohne Hyaluronidase) und sehr hohen Toxizitaten, bei
denen nahezu jede zweite Ausgangszelle zu Grunde ging (DreamFect™
Gold: 48,96% + 2,53% mit Hyaluronidase und 45,86% + 3,62% ohne

Hyaluronidase), gezeigt werden.
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4.2 Luziferase-Messung

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Messung der Transgenexpression des
Luziferasegens flr jedes Reagenz einzeln wiedergegeben. Dabei sind die
ermittelten Werte auf die Proteinmenge des jeweiligen wells standardisiert,
um Schwankungen in der Zellzahl auszugleichen (siehe 3.2.7). Die Werte
sind somit als RLU je mg Protein dargestellt. Es sind sowohl die Mittelwerte
der Kontrolltransfektionen, als auch die im Mittel erreichten Werte der mit
dem Luziferasegen transfizierten Zellen und die dazugehorigen
Standardabweichungen angegeben.

4.2.1 FUGENE® 6

Tabelle 4: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit FuGENE® 6

ohne mit

Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 261 + 341 356 + 484 n.e.
luc Plasmid 1704 + 1907 1081 + 626 0,699
p-Wert 0,041 0,049

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Sowohl ohne Hyaluronidase, als auch mit deren Zugabe konnten signifikant
héhere RLU Werte fur die mit dem Luziferasegen transfizierten Zellen im

Vergleich zur Kontrolle gemessen werden.

Eine Verbesserung der Tansgenexpression durch Hyaluronidase konnte
nicht beobachtet werden.
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4.2.2 Metafectene®

Tabelle 5: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit Metafectene®

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 894 + 559 1244 + 721 n.e.
luc Plasmid 2798 + 2694 2494 + 860 0,798
p-Wert 0,093 0,021

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Ohne Hyaluronidase konnte keine Signifikanz in der Erhdhung der RLU
Werte fur die mit dem Luziferasegen transfizierten Zellen festgestellt werden.
Durch den Einsatz von Hyaluronidase wurde hierbei jedoch Signifikanz
erreicht.

Eine signifikante Erhéhung der Transgenexpression durch den Einsatz von

Hyaluronidase konnte allerdings nicht nachgewiesen werden.
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4.2.3 Lipofectamine™ 2000

Tabelle 6: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit
Lipofectamine™ 2000

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 786 + 462 761 £ 509 n.e.
luc Plasmid 4001 + 3849 4255 + 2349 0,893
p-Wert 0,041 0,002

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

In den mit dem Luziferasegen transfizierten Zellen konnten sowohl ohne
Hyaluronidase, als auch mit deren Zugabe signifikant hohere RLU Werte

gemessen werden.

Die Expression des Transgen konnte um den Faktor 1,06 durch den Einsatz
von Hyaluronidase verbessert werden. Signifikant war diese Verbesserung
jedoch nicht.
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4.2.4 Lipofectamine™ + PLUS®

Tabelle 7: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit
Lipofectamine™ + PLUS®

ohne mit

Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 1321 £ 486 1746 + 1385 n.e.
luc Plasmid 2000 + 808 3207 + 1615 0,133
p-Wert 0,109 0,124

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Weder unter Verwendung von Hyaluronidase noch ohne diese konnte eine

signifikante Erhohung der Luziferaseaktitvitat festgestellt werden.

Der Mittelwert der Einzelergebnisse der mit dem Luziferasegen transfizierten
Zellen konnte jedoch unter Einsatz von Hyaluronidase um den Faktor 1,60
gesteigert werden. Statistische Signifikanz fur diesen Effekt lag allerdings

nicht vor.



4. Ergebnisse 54

4.2.5 DreamFect™

Tabelle 8: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit DreamFect™

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 895 + 539 503 £ 417 n.e.
luc Plasmid 1620 + 1513 1163 + 758 0,524
p-Wert 0,295 0,091

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Weder mit noch ohne Hyaluronidase konnten signifikant hohere RLU/mg

Protein Werte fur die mit Luziferase transfizierten Zellen gemessen werden.

Eine Verbesserung der Transgenexpressin durch Hyaluronidase wurde nicht
beobachtet.
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4.2.6 DreamFect™ Gold

Tabelle 9: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit
DreamFect™ Gold

ohne mit

Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 1635 + 1299 1400 + 786 n.e.
luc Plasmid 2215+ 1110 2721 + 1457 0,513
p-Wert 0,425 0,079

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Auch hier konnte weder unter Einsatz von Hyaluronidase noch ohne diese

eine statistisch signifikante Luziferaseaktivitat gemessen werden.

Der Mittelwert der erzielten Ergebnisse fur die mit dem Luziferasegen
transfizierten Zellen konnte zwar unter Einsatz von Hyaluronidase um den
Faktor 1,23 gesteigert werden, signifikant war diese Verbesserung jedoch

nicht.
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4.2.7 GeneJammer®

Tabelle 10: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit GeneJammer®

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 1207 £ 710 1373 £ 1022 n.e.
luc Plasmid 11053 + 7872 15357 £ 11001 0,454
p-Wert 0,009 0,026

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Der Unterschied zwischen den mit dem Luziferasegen transfizierten Zellen
und jenen, die ein Kontrollgen erhielten zeigte sich sowohl bei Einsatz von

Hyaluronidase als auch ohne deren Zugabe als statistisch signifikant.

Die Transgenexpression konnte fiir GeneJammer® durch die Zugabe von
Hyaluronidase um das 1,39-fache gesteigert werden. Dieser positive Effekt

der Hyaluronidase erreichte jedoch keine Signifikanz.
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4.2.8 Effectene®

Tabelle 11: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit Effectene®

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 817 £ 416 465 £ 340 n.e.
luc Plasmid 1732 + 886 2872 + 1561 0,151
p-Wert 0,093 0,004

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Wahrend ohne Hyaluronidase kein signifikanter Unterschied der RLU/mg
Protein Werte zwischen den mit dem Luziferasegen transfizierten Zellen und
den Kontrollzellen vorlag, konnte bei Einsatz von Hyaluronidase eine

signifikante Erhhung der Werte gezeigt werden.

Die Expression des Transgen konnte durch den Einsatz von Hyaluronidase
um den Faktor 1,66 gesteigert werden. Statistisch signifikant war dieser
Effekt jedoch nicht.
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4.2.9 Turbofectin 8.0™

Tabelle 12: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit
Turbofectin 8.0™

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 3114 £ 3665 1354 + 602 n.e.
luc Plasmid 4016 + 3003 2462 + 1613 0,290
p-Wert 0,651 0,146

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Weder fur den Einsatz von Hyaluronidase noch ohne deren Zugabe konnten
signifikant hdhere RLU/mg Protein Werte im Vergleich zu den Kontrollzellen

festgestellt werden.

Der Einsatz von Hyaluronidase verbesserte die Transgenexpression des

Transfektionsreagenz nicht.
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4.2.10 TransIT®-LT1

Tabelle 13: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit TransIT®-LT1

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 2828 + 2356 3132+ 1749 n.e.
luc Plasmid 4957 + 2906 7437 £ 3307 0,198
p-Wert 0,132 0,018

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Ohne Hyaluronidase wurde keine Signifikanz im Unterschied zwischen den
Zellen, die das Luziferasegen erhielten, und den Kontrollzellen erzielt. Mit
Hyaluronidase konnte jedoch eine signifikante  Erhdhung der

Luziferaseaktivitat in den Zellen festgestellt werden.

Der durchschnittliche Wert fir die mit dem Luziferasegen transfizierten Zellen
konnte unter Einsatz von Hyaluronidase um den Faktor 1,50 gesteigert

werden. Signifikanz lag fur diese Verbesserung nicht vor.
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4.2.11 GenedJuice®

Tabelle 14: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit GeneJuice®

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 2999 + 2791 939 + 323 n.e.
luc Plasmid 3679 + 2861 3066 + 1423 0,648
p-Wert 0,685 0,009

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Die Transfektion ohne Hyaluronidase zeigte keine signifikante
Luziferaseaktivitat in den Zellen im Vergleich zu ihrer Kontrolle. Unter Einsatz
von Hyaluronidase konnte jedoch eine signifikante Erhéhung der

Transgenexpression nachgewiesen werden.

Verbesserte Transgenexpression mit Hyaluronidase konnte nicht gezeigt

werden.
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4.2.12 TransPass™ D2

Tabelle 15: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit
TransPass™ D2

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 5768 + 4533 1961 + 2111 n.e.
luc Plasmid 4322 + 3478 3341 + 3082 0,616
p-Wert 0,549 0,387

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Es konnte weder mit noch ohne Hyaluronidase eine signifikante Erhdhung
der Luziferaseaktivitat in den mit dem Luziferasegen transfizierten Zellen
festgestellt werden.

Eine verbesserte Expression des Transgen nach Einsatz von Hyaluronidase
lag nicht vor.
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4.2.13 JetPEI™

Tabelle 15: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit JetPEI™

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 1543 £ 1048 1420 + 1327 n.e.
luc Plasmid 3064+ 1213 3890 + 3645 0,610
p-Wert 0,043 0,150

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Hier konnte eine statistisch signifikante Erhohung der Luziferaseaktivitat fur
die Transfektion ohne Hyaluronidase festgestellt werden, wahrend bei der

Transfektion mit Hyaluronidase keine Signifikanz erreicht wurde.

Durch die Verwendung von Hyaluronidase konnte eine mittlere Verbesserung
der Transgenexpression um den Faktor 1,27 beobachtet werden, jedoch

wurde hierbei keine Signifikanz erreicht.
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4.2.14 EcoTransfect®

Tabelle 17: Luziferaseaktivitit (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit EcoTransfect®

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 4579 + 2697 4158 + 4025 n.e.
luc Plasmid 6798 + 2316 6328 + 3095 0,772
p-Wert 0,157 0,240

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Auch hier konnte keine signifikante Erhohung der Luziferaseaktivitat durch

die Transfektion weder mit noch ohne Hyaluronidase nachgewiesen werden.

Eine verbesserte Transgenexpression durch den Einsatz von Hyaluronidase
lag ebenfalls nicht vor.
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4.2.15 DMRIE-C

Tabelle 18: Luziferaseaktivitat (RLU/mg Protein) nach Transfektion mit DMRIE-C

ohne mit
Hyaluronidase Hyaluronidase p-Wert
Kontrolle 836 + 712 1154 + 652 n.e.
luc Plasmid 1382+ 719 1360 + 478 0,699
p-Wert 0,216 0,546

Kontrolle: Zellen transfiziert mit dem IGF-I Plasmid. luc Plasmid: Zellen transfiziert mit dem
Luziferaseplasmid. p-Wert: Vergleich der Werte der jeweiligen Spalte bzw. Zeile. n.e.: nicht erhoben.

Es konnte weder fur die Transfektion ohne Hyaluronidase noch bei dem
Einsatz von Hyaluronidase ein statistisch signifikanter Unterschied in der
Luziferaseaktivitat zwischen den mit dem Luziferasegen transfizierten Zellen

und der Kontrolltransfektion festgestellt werden.

Eine Verbesserung der Expression des Transgen durch Hyaluronidase

konnte nicht beobachtet werden.

4.2.16 Vergleich der Transgenexpressionen

Zusammenfassend zeigten sich deutliche Unterschiede im Grad der
Expression des eingeschleusten Luziferasegens je nach verwendetem
Reagenz. Zur Veranschaulichung sind in folgender Grafik alle
Transgenexpressionen der einzelnen Reagenzien als RLU/mg Protein

abzuglich der jeweiligen Kontrollwerte dargestellt (Abb 10).
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Abbildung 10: Expression des Luziferasegens je Reagenz
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mit Hyaluronidase: Transfektion nach Protokoll des jeweiligen Reagenz mit Hyaluronidasezusatz.
ohne Hyaluronidase: Transfektion nach Protokoll des jeweiligen Reagenz ohne Hyaluronidasezusatz.

Der Vergleich zeigt die groBe Bandbreite der Hoéhe der
Transgenexpressionen je nach Reagenz. Wahrend das Polyamin
GeneJammer® mit 15357 + 11001 RLU/mg Protein mit Hyaluronidase bzw.
11053 + 7872 RLU/mg Protein ohne Hyaluronidase die hdchste
Transgenexpression aufwies, wurde von anderen Reagenzien nur eine sehr
geringe Expression des Transgen erreicht (TransPass™ D2 3341 + 3082
RLU/mg Protein mit Hyaluronidase und 4322 + 3478 RLU/mg Protein ohne

Hyaluronidase).

Zusammenfassend fuhrte die Inkubation mit Hyaluronidase bei einigen
Reagenzien zu einer geringgradigen Verbesserung der Transgenexpression,

ohne statistische Signifikanz zu erreichen.
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4.3 Transgenexpression im Verhéltnis zur Toxizitét

Da die Transgenexpression des Luziferasegens auf den
Gesamtproteingehalt nach stattgehabter Transfektion standardisiert wurde,
konnten theoretisch falsch hohe Werte fur ein Reagenz ermittelt worden sein,
wenn dieses Reagenz eine hohe Anzahl an nicht transfizierten Zellen
abgetdtet hat. Somit muss die Transgenexpression eines Reagenz in
Relation zu dessen Toxizitat gesehen werden, um die effektive Wirkung auf

die Ausgangszellzahl zu bestimmen.

Unten stehende Tabelle zeigt eine Ubersicht dieser Relation fiir jedes
Reagenz. Dabei wurde der jeweils beste RLU/mg Protein-Mittelwert aus
obigen Ergebnistabellen jedes Reagenz mit der Uberlebensrate multipliziert.
Die Uberlebensrate errechnet sich dabei aus untenstehender Formel.

Uberlebensrate in % = 100% - mittlere Toxizitét in %

Tabelle 19: Transgenexpression in Relation zur Toxizitit je Reagenz

Transgenexpression
Uberlebensrate in Relation zur
in % Toxizitdt in
RLU/mg Protein

ermittelte
Reagenz Transgenexpression in
RLU/mg Protein

FUGENE® 6 1704 96,2 1639
Metafectene® 2798 75,6 2116
Lipofectamine™ 2000 4255 68,2 2900
Lipofectamine™ + PLUS 3207 60,4 1937
DreamFect™ 1620 88,4 1432
DreamFect™ Gold 2721 52,6 1431

GeneJammer® 156357 86,3 13244
Effectene® 2872 86,9 2497
Turbofectin 8.0 ™ 4016 81,3 3265
TransIT®-LT1 7437 98,9 7357
GeneJuice® 3679 91,6 3371

TransPass™ D2 4322 89,6 3870
jetPEI™ 3890 70,7 2750
EcoTransfect™ 6798 98,5 6693
DMRIE-C 1382 89,5 1237

Ermittelte Transgenexpression: bester Mittelwert der Luziferasebestimmung, Werte in RLU/mg Protein.
Uberlebensrate: mittlere  Uberlebensrate der Zellen nach ) Transfektion, Werte in %.
Transgenexpression in Relation zur Toxizitat: Transgenexpression * Uberlebensrate, Werte in RLU/mg.
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Zur Veranschaulichung sind in folgender Grafik die mit der Toxizitat

korrelierten Tansgenexpressionen nochmals dargestellt (Abb. 11).

Abbildung 11: Transgenexpression in Relation zur Toxizitét

RLU/mg Protein

20000 -
15000 -
10000 -
5000 -
O D \D \D \D \D \D\ \D \|_| \|_| H T \I:I
S N S - A S A NS
N & QQ g X S & g \'/& & Q N X ;
FETT I ELT TSI &
et S S FE FSS LY SO
QQ Q RN Q QQJ QQ’ <<Q) 'b(\ Q) 3 K
S $ e O & NN S &
SN & S & «
SEES > N
N @
Q
8

Die angegebenen Werte der Transgenexpression sind hierbei korreliert mit der Uberlebensrate.
Ein hoher Wert spricht also flr eine hohe Transgenexpression bei gleichzeitig niedriger Toxizitat.

Abbildung 11 zeigt, dass auch unter Beachtung der Toxizitdt das Reagenz
GeneJammer® mit einer mittleren Uberlebensrate von 86,2% der Zellen nach
dessen Einsatz und einer errechneten Transgenexpression von 13244
RLU/mg Protein die mit Abstand hdchste Rate von Ausgangszellen der
getesteten 15 Systeme transfiziert. Seine Transgenexpression in Bezug auf
die Ausgangszellzahl ist damit fast doppelt so hoch wie die der beiden
folgenden Reagenzien Trans/T®-LT1 (7357 RLU/mg Protein) und
EcoTransfect™ (6693 RLU/mg Protein). Gerade im Hinblick auf empfindliche
und schwer zu kultivierende Zellen wie humane adulte mesenchymale
Stammzellen ist dies ein wichtiger Punkt, der fur die weitere Anwendung von

GeneJammer® an diesem speziellen Zelltyp spricht.
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4.4 Effizienzbestimmung

Nach dem systematischen Vergleich aller Reagenzien mittels
Luziferasenachweis wurde flr die besten funf Reagenzien dieses
Nachweisverfahrens (Lipofectamine™ 2000, GeneJammer®, Trans/T®-LT1,
TransPass™ D2 und EcoTransfect™) zusétzlich nach Gentransfer des lacZ

Vektors die Effizienz durch X-Gal-Farbung bestimmt.

Fir das Polyamin GeneJammer® ergab sich so nach einer
Luziferaseexpression von 15357 + 11001 RLU/mg Protein eine Effizienz von
25,27% £ 14,62% (Abb. 13). Interessanterweise lagen fur TransIT®-LT1 und
TransPass™ D2 die Effizienzen nach X-Gal Farbung trotz hoher
Luziferasewerte von 7437 + 3307 beziehungsweise 4322 + 3478 RLU/mg
Protein bei unter 1%. Die Werte der beiden Markergene korrelierten also
nicht. EcoTransfect™ (6798 + 2316 RLU/mg Protein) erzielte nach
Auszahlung der gefarbten Zellen eine Effizienz von 3,82% + 4,48%, wahrend
fiir Lipofectamine™ 2000 (4255 + 2349 RLU/mg Protein) eine Effizienz von
11,76% £ 5,99% vorlag (Abb. 12).

Die ermittelte Transfektionseffizienz des Reagenz GeneJammer® (25,27%)
ist damit mehr als doppelt so hoch wie die Effizienz des fur dieses Markergen
nachst besten Reagenz Lipofectamine™ 2000 (11,76%) und mehr als
sechsmal so hoch wie die Effizienz des drittbesten Reagenz EcoTransfect™
(3,82%). Somit konnte auch mittels X-Gal Farbung ein erfolgreicher
Gentransfer in humane adulte mesenchymale Stammzellen bewiesen und
die sehr gute Transgenexpression von GeneJammer® fiir ein weiteres

Markergen gezeigt werden.
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In  unten dargestellter Abbildung sind die

Ergebnisse

nach

Luziferasebestimmung und die ermittelten Effizienzen nach X-Gal Farbung

der besten funf Reagenzien direkt gegenuber gestellt.

Abbildung 12: Vergleich von Luziferaseexpression und Effizienz nach X-Gal Farbung
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Effizienz in Prozent

Die weilRen Balken zeigen die Luziferaseexpression und beziehen sich auf die linke Skala mit RLU/mg
Protein. Die schwarzen Balken zeigen die lacZ Genexpression und beziehen sich auf die rechte Skala

mit Effizienz in Prozent.

Abbildung 13 zeigt reprasentative Ausschnitte von X-Gal gefarbten humanen

Stammzellen

adulten mesenchymalen

Luziferaseplasmid fur jedes der genannten finf Reagenzien (Abb.13).

nach Transfektion

dem
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Abbildung 13: X-Gal Farbung transfizierter humaner adulter mesenchymaler
Stammzellen

Kontrolle lacZ

GeneJammer®

Lipofectamine™ 2000

EcoTransfect™

TransIT®-LT1

TransPass™ D2

Transfektion mit dem jeweiligen Reagenz, dem IGF-I Plasmid als Kontrolle oder dem lacZ Markergen.
VergroRerung jeweils x 10.
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5. Diskussion
5.1 Ergebnisse unserer Untersuchungen

Humane adulte mesenchymale Stammzellen sind schwer transfizierbar. In

der vorliegenden Arbeit konnten wir dennoch zeigen, dass

1. einige der getesteten Reagenzien (FUGENE® 6, TransIT®-LT1,

EcoTransfect™) eine auch fiir die empfindlichen humanen adulten

mesenchymalen Stammzellen niedrige Toxizitat aufweisen.

2. das Polyamin GeneJammer® die hochste Transgenexpression von

allen getesteten Reagenzien erreichte.

3. die Inkubation mit Hyaluronidase die Transgenexpression des
Reagenz GeneJammer® um den Faktor 1,4 steigern konnte, jedoch

ohne statistische Signifikanz.

4. Effizienzen von etwa 25% durch Transfektion humaner adulter

mesenchymaler Stammzellen mit GeneJammer® méglich sind.

5. die Hohe der Transgenexpression des Luziferasegens nicht immer
mit der durch X-Gal Farbung ermittelten Transfektionseffizienz

korreliert.

Der systematische Vergleich der untersuchten 15 Reagenzien zeigt
erhebliche Unterschiede in Bezug auf die Effizienz des Gentransfer und der
Toxizitat auf die Stammzellen. Dies ist vermutlich vor allem auf die
unterschiedliche und nicht genau bekannte Zusammensetzung der einzelnen
Reagenzien zuruckzufuhren, wodurch die exakten Wirkmechanismen noch
nicht vollstandig geklart sind. Ebenso zeigten sich im Rahmen unserer
Untersuchung unterschiedliche Transfektionsergebnisse bei den Zellen

einzelner Spender, was die Vermutung nahe legt, dass nicht alle



5. Diskussion 72

mesenchymalen Stammzellen von unterschiedlichen Spendern in gleichem
Malde transfizierbar sind. Dies druckt sich unter anderem in der teilweise
erhdhten Standardabweichung der ermittelten Werte aus, die sich aus
Ergebnissen von Testreihen mit Zellen jeweils unterschiedlicher Spender
zusammensetzen. Wahrend die Proportionalitdt der Reagenzien
untereinander erhalten blieb, schwankten die Transgenexpressionen
teilweise von Spender zu Spender, also von Testreihe zu Testreihe. Der
Vergleich der angewandten Reagenzien untereinander bleibt hiervon jedoch

unberihrt.

In Zusammenschau zeigte der Luziferasenachweis bei einigen Reagenzien
eine gute Expression des Transgens. Fur das /lacZ Gen konnte die
erfolgreiche Transfektion jedoch nicht in allen der hierauf getesteten funf
Reagenzien bestatigt werden. Die unterschiedlichen Ergebnisse des
Transgennachweises zwischen der Transfektion mit dem Luziferasegen und
der Transfektion mit dem /acZ Gen sind moglicher Weise auf die
unterschiedliche GréRe der beiden Gene zuruckzufuhren. Wahrend das lacZ
Gen aus 1023 Aminosauren besteht (Schmidt et al. 1989), also von
mindestens 3,07 Kilobasen kodiert wird, ist das Luziferasegen mit etwa 1,8
Kilobasen (de Wet et al. 1987) erheblich kleiner und damit eventuell einer
Komplexierung und dem Einschleusen in das Zellinnere eher zuganglich.
Maglicherweise spielt also die GroRe eines einzuschleusenden Gens auch in
der nichtviralen Transfektion eine nicht unerhebliche Rolle.

Die Verwendung von Hyaluronidase flhrte nur eine geringgradige
Verbesserung der Transfektionseffizienz herbei. Eine signifikante Erhohung
der Transgenexpression wie sie in der Vergangenheit fur Chondrozyten
gezeigt werden konnte (Madry und Trippel 2000) lag bei den von uns
untersuchten humanen adulten mesenchymalen Stammzellen nicht vor.
Eventuell kann dies durch das Fehlen von extrazellularer Hyaluronsaure, wie
es bei Chondrozyten der Fall ist, erklart werden. Eine wichtige Komponente
in der Wirkung der Hyaluronidase auf die Transfektion scheint somit der

Verdau der extrazellularen Hyaluronsaure zu sein, wodurch maoglicherweise
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eine bessere Interaktion von Transfektionskomplexen und Zellmembran
gewahrleistet werden kann. Um die Effizienz zukunftig eingesetzter
Transfektionsreagenzien zu maximieren, muss die Anwendung von
Hyaluronidase jedoch auch bei anderen Zelllinien immer mit in Betracht
gezogen werden, da auch eine nur geringgradige Erhohung der
Transgenexpression bereits von Nutzen sein konnte und selbst bei
empfindlichen Zellen wie den mesenchymalen Stammzellen keine erhdhte
Toxizitat durch Hyalronidase nachzuweisen war. Der Einsatz der
Hyaluronidase scheint also nur wenige Risiken fur die zu behandelnden
Zellen zu besitzen. Eine Evaluation, inwieweit Hyaluronidase einen Effekt auf
die  Differenzierbarkeit oder den Differenzierungsprozess  von
mesenchymalen Stammzellen besitzt, ware in diesem Zusammenhang

eventuell noch wiinschenswert.

Trotz der unterschiedlichen Ergebnisse in den beiden in dieser Arbeit
durchgefuhrten Nachweisverfahren von Markergenen konnte sicher gezeigt
werden, dass mit dem Reagenz GeneJammer®, dem nach dem
Luziferasenachweis effektivsten Reagenz, auch das /acZ Gen mit einer
Effizienz von Uber 25% in die Stammzellen eingeschleust werden konnte.
Somit ist das hier ermittelte Reagenz ein guter Kandidat zur weiteren
Anwendung in der nichtviralen Transfektion von humanen adulten
mesenchymalen Stammzellen. Zwar bleiben die Effizienzen deutlich hinter
dem Grad der Transgenexpression von viralen Vektoren zurick, wo
beispielsweise fur die Transduktion mit AAV eine Effizienz von Uber 90%
gezeigt werden konnte (Pagnotto et al. 2007), jedoch kénnen durch die
relativ unkomplizierte Handhabung verschiedene Gene und deren Wirkung
auf die Kultur, Differenzierung und die therapeutischen Moglichkeiten der

mesenchymalen Stammzellen schnell und effektiv verglichen werden.

Ebenso gilt zu beachten, dass mdgliche Effekte von in mesenchymale
Stammzellen eingeschleusten Genen nicht nur dber den Grad der
Expression ihre Wirkung entfalten, sondern auch Zell-Zell Interaktionen und

parakrine Effekte eine wichtige Rolle in Wachstum und Differenzierung der
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Stammzellen und der sie umgebenden Zellen spielen (Potapova et al. 2007;
Gnecchi und Melo 2009). Eine geringere Transgenexpression muss also
nicht zwangslaufig mit einer verminderten Wirkung von derart transfizierten

Stammzell-Kulturen einhergehen.

5.2 Bisherige Arbeiten zur Transfektion mesenchymaler Stammzellen

In der Vergangenheit wurde in mehreren Arbeiten immer wieder auf
Versuche der nichtviralen Transfektion von mesenchymalen Stammzellen mit
Lipid- oder lipidahnlichen Substanzen hingewiesen. Jedoch gelang es oft
nicht, diese Zellen erfolgreich mit derartigen Reagenzien zu transfizieren
(Hamm et al. 2002) oder es wurden maximale Effizienzen von unter 1%
erreicht, woraufhin in diesem Fall die genetische Manipulation von
mesenchymalen Stammzellen mit der bereits erwahnten Elektroporation
durchgefuhrt wurde (Haleem-Smith et al. 2005). Ebenso konzentrierten auch
Stiehler et al. ihre Studien nach erfolgloser Transfektion von mesenchymalen
Stammzellen vom  Schwein  mit  unterschiedlichen  nichtviralen
Transfektionssystemen und dabei erzielten Effizienzen von weniger als 2%
auf die Transduktion dieser Zellen mittels rAAV (Stiehler et al. 2006). Eine
gezielte Suche nach geeigneten Reagenzien zur nichtviralen Transfektion

blieb in diesen Arbeiten leider aus.

Erste Hinweise auf die gute Wirksamkeit des von uns evaluierten Polyamin
GeneJammer® lieferte die Arbeit von Bosch et al., welche die Kombination
eines adenoviralen Vektors unter gleichzeitiger Zugabe von GeneJammer®
untersuchte (Bosch et al. 2006). In dieser Arbeit konnte so eine funffach
erhohte Transgenexpression des untersuchten Markergens green fluorescent
protein (GFP) in mesenchymalen Stammzellen vom Schwein im Vergleich
zur Transduktion ohne GeneJammer® gezeigt werden. Eine Evaluation der
Transfektionseffizienz des nichtviralen Reagenz ohne Zusatz viraler Vektoren

fand jedoch nicht statt.
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Ein erfolgreicher Gentransfer unter alleiniger Verwendung des Polyamin
GeneJammer® konnte in der Arbeit von Braam et al. bei der Verwendung an
humanen embryonalen Stammzellen und dem Markergen GFP
nachgewiesen werden (Braam et al. 2008). Durch Optimierung
verschiedener Parameter wie DNS/Reagenz Ratio, Inkubationsdauer und
Menge an zugesetzten Transfektionskomplexen konnten so in einer kleinen
Versuchsreihe (n=3) Effizienzen von fast 80% ermittelt werden. Die genauen
Malnahmen zur Optimierung sind in der Arbeit jedoch nicht wiedergegeben.
Ein direkter Vergleich mit anderen nichtviralen Reagenzien am gleichen
Zelltyp wurde ebenfalls nicht durchgefuhrt.

Zwar konnte in einer weiteren Arbeit die erfolgreiche Transfektionen humaner
mesenchymaler Stammzellen mit mehreren nichtviralen Reagenzien gezeigt
werden, jedoch wurden dabei weitaus weniger dieser Systeme angewandt
und miteinander verglichen als in der von uns durchgeflhrten Studie. So
berichten Hoelters et al. von der erfolgreichen Transfektion kommerziell
erworbener humaner mesenchymaler Stammzellen (Cambrex, USA) mit dem
Reagenz Lipofectamine™ 2000 und einer damit erzielten Effizienz von 50%,
gefolgt von Metafectene® mit 22% und Lipofectamine™ in Kombination mit
PLUS® mit 13% Effizienz (Hoelters et al. 2005). Alle drei Reagenzien waren
auch Teil unserer Untersuchungen und obwohl deren Rangfolge in unserer
Arbeit bestatigt werden konnte, wurden in unserer Studie insgesamt
niedrigere Transfektionsraten ermittelt. Auch die von Hoelters beschriebene
allgemein hohe Uberlebensrate von 86 — 97% steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen unserer Untersuchung, in der die Toxizitaten zwischen 40%
(Lipofectamine™ mit PLUS®) und 24% (Metafectene®) abgestorbener Zellen
schwanken, also eine Uberlebensrate von 60 — 76% gezeigt wurde.

Mdgliche Ursachen fur die unterschiedlichen Ergebnisse unserer Arbeit und
der Ergebnisse von Hoelters et al. konnte unter anderem die von Hoelters
verwendete kommerziell erworbene Zelllinie von humanen mesenchymalen
Stammzellen sein, die eventuell unempfindlicher gegenuber auleren Noxen

und leichter transfizierbar ist. Ebenso kann auch das von Hoelters
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angewandte Markergen enhanced green fluorescent protein (EGFP)
moglicherweise besser in die Zellen eingeschleust oder sensitiver durch

Fluoreszenz nachgewiesen werden.

Der direkte Vergleich der drei von Hoelters verwendeten Reagenzien mit 12
weiteren Transfektionssystemen, wie er in unserer Arbeit durchgefuhrt wurde
und die gleichzeitige Verwendung von humanen adulten mesenchymalen
Stammzellen verschiedener Spender und das Einschleusen
unterschiedlicher Markergene stellt die Gegenuberstellung verschiedener
Transfektionsreagenzien fur humane mesenchymale Stammzellen in jedem
Fall auf eine wesentlich breitere Basis. Letztendlich muss namlich gerade fur
eine spatere klinische Anwendung oder fir die Untersuchung
unterschiedlicher Kandidatengene an Patientenzellen eine sichere und
verlassliche Transgenexpression unterschiedlicher Gene in Zellen

verschiedener Spender vorausgesetzt werden.

5.3 Therapeutische Kandidatengene

Wenn die nichtvirale Transfektion humaner adulter mesenchymaler
Stammzellen zur Knorpelregeneration eingesetzt werden soll, missen auch
die moglichen Gene fur dieses Ziel evaluiert werden. In der Literatur werden
eine Vielzahl von mdglichen therapeutischen Genen zur Herstellung von
Knorpelgewebe aus mesenchymalen Stammzellen mit zum Teil
unterschiedlichen Ergebnissen diskutiert. Folgende Aufstellung soll einen
kurzen Uberblick Uber haufig diskutierte Genprodukte und deren Auswirkung
auf die Chondrogenese mesenchymaler Stammzellen liefern.

- Transformierender Wachstumsfaktor B 1 (transforming growth factor 3 1;
TGF- B1):

Flr TGF-B1 wurde gezeigt, dass es die Chondrogenese in Zellaggregaten

aus mesenchymalen Stammzellen und deren Synthese von Typ-IlI-Kollagen

begunstigt (Johnstone et al. 1998; Palmer et al. 2005).
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- Transformierender Wachstumsfaktor 8 3 (transforming growth factor 8 3;
TGF-B3):

TGF-B3 moduliert die chondrogene Differenzierung von mesenchymalen

Stammzellen in Pelletkultur. Typ-ll-Kollagen und Proteoglykane werden unter

seinem Einfluss vermehrt gebildet (Mackay et al. 1998; Kafienah et al. 2007).

- Knochenmorphogenetisches Protein 2 (bone morphogenetic protein 2;
BMP-2):

BMP-2 ist bekannt daflr, die Chondrogenese und die Produktion von Typ-II-
Kollagen in Stammzellaggregaten zu beeinflussen (Carlberg et al. 2001;
Palmer et al. 2005). Es konnte eine vermehrte Expression von Sox-9

nachgewiesen werden (Majumdar et al. 2001; Sekiya et al. 2005).

- Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (fibroblast growth factor 2; FGF-2):

FGF-2 erhoht die Proliferation von mesenchymalen Stammzellen und deren
Chondrogenese in Zellaggregaten (Chiou et al. 2006). Eine gesteigerte
Proteoglykansynthese konnte ebenfalls festgestellt werden (Solchaga et al.
2005).

- Transkriptionsfaktor Sox9 (SRY-related High Mobility Group box 9; Sox9):
Sox9 ist unter anderem in der embryonalen Entwicklung (Hargus et al. 2008)
ein wichtiger Transkriptionsfaktor fur die Typ-ll-Kollagen Synthese (Bell et al.
1997). Er spielt eine wichtige Rolle bei Initiation der Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen zu Chondrozyten (Lefebvre und de
Crombrugghe 1998; Sekiya et al. 2002; Cucchiarini et al. 2007).

- Insulinartiger Wachstumsfaktor I (insulin-like growth factor I; IGF-I):

IGF-I scheint alleine keine oder nur sehr geringe Einflisse auf die
Chondrogenese von mesenchymalen Stammzellen zu besitzen (Kawamura
et al. 2005; Palmer et al. 2005). Allerdings besitzt /GF-/ in Verbindung mit
anderen Wachstumsfaktoren, beispielsweise TGF-£1, positive Effekte auf die
Chondrogenese im Hinblick auf Proteoglykansynthese und Typ-lI-Kollagen
Produktion (Worster et al. 2001; Sakimura et al. 2006).
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Neben den genannten Genen und Genprodukten gibt es natirlich noch
weitere, die im Zusammenhang mit mesenchymalen Stammzellen und deren
chondrogener Potenz diskutiert werden. Zu nennen waren beispielsweise der
transformierende = Wachstumsfaktor B 2 (TGF-82) oder das
knochenmorphogenetische Protein 5 (BMP-5) (Kim und Im 2009). Eine
Evaluation der Auswirkung all dieser Kandidatengene auf die Stammzellen
und deren Einsatz flr die Gewebereparatur setzt jedoch in jedem Fall einen
zuverlassigen und effizienten Gentransfer in humane mesenchymale
Stammzellen voraus, wie er mit dem von uns ermittelten Reagenz

GeneJammer® méglich zu sein scheint.

5.4 Ausblick

Der Einsatz humaner adulter mesenchymaler Stammzellen bietet eine grolie
Bandbreite an experimentellen und potentiell therapeutischen Mdglichkeiten.
Nicht nur auf Grund ihrer Differenzierungsmoglichkeiten, die sie zu potentiell
interessanten Zellen im tissue engineering machen, sondern auch auf Grund
spezieller Fahigkeiten, wie beispielsweise der Migration zu Tumorgeweben
(Jiang et al. 2009; Picinich et al. 2010), oder der bereits erwahnten
entzindungshemmenden und immunsuppressiven Eigenschaften (Chen und
Tuan 2008; Sensebé et al. 2010). Obwohl mesenchymale Stammzellen bei
jedem Patienten aus Knochenmark isoliert werden konnen und somit rein
theoretisch autologe Stammzellen fur jeden Patienten zur Verfligung stehen,
sind mesenchymale Stammzellen auch aussichtsreiche Kandidaten fir
allogene Stammzelltransplantationen, da sie keine major-histocompatibility-
complex-(MHC)-1l und nur sehr wenige MHC-I Oberflachenmolekiile besitzen
und damit, wenn Uuberhaupt, nur minimale Abstol3ungsreaktionen im

Empfanger hervorrufen (Le Blanc und Ringden 2006; Koppula et al. 2009).
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Gelingt es also, adulte mesenchymale Stammzellen in der gewunschten Art
und Weise gezielt in Differenzierungsgrade und -Linien zu bringen und
diesen Prozess stabil und reproduzierbar zu gestalten, so kdnnen neue
Wege im Bereich der Geweberekonstruktion und der regenerativen Medizin

beschritten werden.

In  unserer Arbeit haben wir ein breites Spektrum nichtviraler
Transfektionsreagenzien fir den Einsatz an humanen adulten
mesenchymalen Stammzellen mit unterschiedlichen Markergenen verglichen
und konnten das Polyamin GeneJammer® als optimales Reagenz fiir deren
Transfektion identifizieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen in Zukunft
zur genaueren Untersuchung der Effekte von potenziell therapeutischen

Genen in mesenchymalen Stammzellen genutzt werden.
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