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1. ZUSAMMENFASSUNG

Seit Jahrzehnten ist bekannt, dass humane Adenoviren onkogenes Potenzial im Tiermodell
besitzen.  Fir  einen  Zusammenhang  zwischen  Adenovirusinfektionen  und
Tumorerkrankungen beim Menschen gibt es hingegen bislang nur wenige Hinweise.
Besonders der Nachweis adenoviraler DNA im menschlichen Tumorgewebe unterstiitzt
jedoch die Vermutung, dass humane Adenoviren mit bestimmten Tumorerkrankungen des
Menschen assoziiert sein konnten. Die Onkogenitdat humaner Adenoviren wie HAdV5
(Humanes Adenovirus Typ 5) der Spezies C wird vor allem auf die Funktionen der viralen
Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 zurlckgefihrt, die im Rahmen der viralen
Replikation zum Zwecke einer effizienten Virusvermehrung Zellzyklusprogression,
Apoptose- und Seneszenzmechanismen sowie DNA-Reparatur der Wirtszelle beeinflussen. In
vitro kann eine Transformation von Zellen durch die Expression dieser Onkogene erreicht
werden, die in der Regel durch Plasmidtransfektion vermittelt wird. Dieses wurde in friiheren
Studien vor allem in Experimenten an Nagetierzellen erzielt, wogegen die Transformation

humaner Zellen bisher nur sehr selten gelungen ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde die in vitro-Transformation humaner Primarzellen
erfolgreich durchgefiihrt. Dazu kam ein lentivirales Vektorsystem zum Einsatz, in dem die
adenoviralen Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 (HAdV5) individuell kodiert
waren. Durch die lentivirale Transduktion der Onkogene wurde im Gegensatz zu den
Transfektionsexperimenten friiherer Arbeiten ihre stabile Expression in den Zielzellen
erreicht. Dieses System wurde zun&chst in Transformationsexperimenten an priméren
Nierenzellen neugeborener Ratten (BRK-Zellen) getestet, wobei insbesondere die stabile
Expression von E1A und E1B-55K in einer hohe Transformationsrate der Zellen resultierte,
wahrend die stabile Expression von E4orf3 und E4orf6 den Transformationsprozess zu
hemmen schien. Auf der Basis friiherer Studien wurden die Transformationsexperimente im
Humansystem an primaren Amniozyten (Fruchtwasserzellen) durchgefuhrt, die sich durch
lentivirale Transduktion von E1A und E1B-55K ebenfalls morphologisch transformierbar
zeigten. Monoklonal isolierte morphologisch transformierte  Amniozyten konnten stabil
kultiviert werden und zeigten sowohl die Integration der transduzierten Onkogene als auch
deren Expression. Da Amniozyten eine Mischpopulation verschiedener Zelltypen darstellen

und die adenoviral transformierbare Zellspezies innerhalb dieser Population unbekannt war,



wurden aus dem Fruchtwasser isolierte humane mesenchymale Stromazellen (hMSC) sowie
kommerziell erworbene hMSC aus dem Knochenmark in weiteren
Transformationsexperimenten eingesetzt. Da auch diese Zellen erfolgreich durch die
Transduktion adenoviraler Onkogene morphologisch transformiert werden konnten, ist es
denkbar, dass jene Progenitorzellspezies praferenziell adenoviral transformierbar sein kdnnte.
Im Hinblick auf die in friheren Arbeiten gezeigte adenoviral induzierte Entstehung von
Sarkomen in Nagern ist dieser Befund (beraus interessant, da solche Tumore aus
mesenchymalen Stromazellen hervorgehen. Bei der Charakterisierung monoklonal isolierter
Kulturen morphologisch transformierter hMSC, die aus der Transduktion von E1A und E1B-
55K resultierten, zeigte sich neben der Integration und Expression der beiden Onkogene auch
ein beschleunigtes Zellwachstum im Falle einiger Klone. Darlber hinaus wurden in denselben
Klonen erhohte Telomeraseaktivitdit sowie komplexe chromosomale Verdnderungen
nachgewiesen, typische Charakteristika von onkogen transformierten Zellen bzw.

Tumorzellen, was ein weiteres hochinteressantes Ergebnis darstellt.

Insgesamt unterstitzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Hypothese, dass abortive
Adenovirusinfektionen in humanen Zellen einen Transformationsprozess und damit eine
Onkogenese nach sich ziehen kdnnen. Die in dieser Arbeit untersuchten mesenchymalen
Stromazellen, die in vielen Organen des menschlichen Organismus zu finden sind, kénnten
dabei eine préferenziell adenoviral transformierbare Zellspezies darstellen. Insbesondere eine
stabile Expression von E1A und E1B-55K im Rahmen einer persistenten oder latenten
Adenovirusinfektion kann den vorliegenden Daten zufolge zu einer Dysregulation der
Zellzykluskontrolle und der Apoptose, zu einer Erhohung der Telomeraseaktivitat sowie zur
Akkumulierung chromosomaler Instabilitat fihren und damit mdglicherweise die Onkogenese

der betroffenen Zellen induzieren oder unterstiitzen.



2. EINLEITUNG

2.1. Adenoviren

2.1.1. Klassifikation

Adenoviren konnten erstmals zu Beginn der flinfziger Jahre aus adenoidem Gewebe und
Rachensekret respiratorisch erkrankter Patienten isoliert werden (Hilleman and Werner, 1954;
Rowe et al., 1953). Heute umfasst die Familie der Adenoviridae mehr als 100 serologisch
unterscheidbare Virustypen, die in die funf Gattungen Mastadenoviren, Aviadenoviren,
Atadenoviren, Siadenoviren und Ichtadenoviren unterteilt werden. Die humanen Adenoviren,
die der Gattung Mastadenoviridae zugeordnet werden, unterscheidet man aufgrund
verschiedener Kriterien wie Sequenzhomologie, Hamagglutination sowie ihrem onkogenen
Potenzial in immunsupprimierten Versuchstieren in 54 Virustypen, die in sieben Spezies A
bis G unterteilt werden (Abbildung 1) (Davison et al., 2003).

Adenoviridae

Mastadenoviridae Aviadenoviridae Atadenoviridae Siadenoviridae Ichtadenoviridae
L—Humane Adenaoviren
A B C D E F
12,18,31 3,7, 11, 14, 16, 1,256 8,9,10, 13, 15,17, 4 40, 41
21, 34, 35, 50 19, 20, 22-30, 32, 33,

36-39, 42-49, 51, 53, 54

Abb. 1: Klassifikation humaner Adenoviren
Die zur Gattung der Mastadenoviridae gehorigen humanen Adenoviren sind mit ihren 54 Virustypen in die
Spezies A bis G unterteilt (Davison et al., 2003).

2.1.2. Klinische Relevanz humaner Adenoviren

Humane Adenoviren sind weltweit mit hoher Prévalenz verbreitet und mit einer Vielzahl
klinischer Symptome assoziiert. Sie sind in der Lage, sowohl lytische als auch persistierende

Infektionen zu verursachen. Adenoviren rufen hauptsédchlich Erkrankungen des
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Respirationstraktes, des Gastrointestinaltraktes und des Auges hervor, kénnen jedoch auch in
Abhéngigkeit vom Virustyp andere Organe wie die Blase, die Leber, den Herzmuskel und das
Zentralnervensystem befallen (Wold and Horwitz, 2007). Adenovirusinfektionen treten meist
schon im frihen Kindesalter auf und kénnen von einem intakten Immunsystem generell gut
eliminiert werden. Anders ist die Situation bei Patienten mit geschwéchtem Immunsystem (z.
B. nach Knochenmarktransplantationen oder bei HIV-positiven Personen), bei denen
Adenovirusinfektionen besondere Komplikationen hervorrufen kdénnen, wobei héaufig
disseminierte Erkrankungen mit letalem Verlauf beschrieben werden (Abe et al., 2003; Wold
and Horwitz, 2007). Interessanterweise wird seit einiger Zeit auch vermutet, dass
Fettleibigkeit beim Menschen mit HAdV36 assoziiert sein konnte (Atkinson et al., 2005).

2.1.3. Struktur und Genomorganisation

Adenoviren bestehen aus einem 80 bis 110 nm groRen ikosaedrischen Proteinkapsid ohne
Membranhlle und enthalten ein doppelstréangiges lineares DNA-Genom. Das virale Kapsid
besteht aus 240 trimeren Hexonen sowie 12 Pentonen (Stewart et al., 1993). Die Pentone sind
nicht-kovalent mit Fiberproteinen verkniipft und bilden damit die fir die Adenoviren
typischen antennenartigen Fortsatze (spikes), die die Virusadsorption an die
Wirtszellrezeptoren ermdglichen (Abbildung 2). Der von den Adenoviren der Spezies C
bevorzugte Rezeptor ist der Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) (Bergelson et al., 1997).
Bei den adenoviralen core-Proteinen unterscheidet man die mit dem Kapsid assoziierten
Proteine (pllla, pVI, pVII und pIX) (Vellinga et al., 2005) sowie die mit dem Virusgenom
assoziierten Proteine (pV, pVII, Mu, Va2 und TP) (Russell, 2009). Zu den bis heute am
ausfihrlichsten untersuchten Adenoviren gehdrt HAdV5 der Spezies C.
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Abb. 2: Struktur des Adenovirus

A. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Viruspartikeln des HAdV5 mit einer deutlich erkennbaren
ikosaedrischen  Kapsidstruktur, — welche  vorwiegend aus  Hexonproteinen  besteht  (Abteilung
Elektronenmikroskopie, Heinrich-Pette-Institut, Hamburg). B. Schematischer Aufbau eines Adenoviruspartikels
(Modrow and Falke, 2002).

Das adenovirale Genom hat eine Grofie von 26 bis 45 kb und wird an seinen Enden von
invertierten Sequenzwiederholungen (ITR = inverted terminal repeats) flankiert. Dartber
hinaus ist an den 5’-Enden beider DNA-Strénge das terminale Protein (TP) gebunden,
welches fur die Initiation der viralen DNA-Replikation benétigt wird (Davison et al., 2003).
Die Genomorganisation wird nachfolgend anhand des Beispiels von HAdV5 beschrieben und
ist bei anderen Adenovirustypen ahnlich aufgebaut. Das Genom von HAdV5 enthdlt neun
Transkriptionseinheiten, die fir 40 verschiedene regulatorische und strukturelle Proteine
sowie zwei virusassoziierte RNAs (VA RNASs) kodieren. Die Transkriptionseinheiten werden
in die frihen (E = early; E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4, pIX und IVa2) sowie die spaten
(MLTU = major late transcription unit; L1 bis L5) Einheiten unterteilt. Die spaten Gene
werden von einem gemeinsamen Promotor (MLP = major late promotor) aus transkribiert, so
dass die entstehenden mRNAs immer das gleiche 5°-Ende besitzen, das als tripartite leader-
Sequenz (TPL) bezeichnet wird. Wéhrend die friihen Transkriptionseinheiten bereits vor der
DNA-Synthese aktiv sind und regulatorische Funktionen bezliglich DNA-Replikation,
Modulation des Immunsystems sowie  Transkription, RNA-Prozessierung und
Zellzykluskontrolle besitzen, werden die spaten Gene erst nach der DNA-Replikation
transkribiert und kodieren hauptsachlich fir virale Strukturproteine (Abbildung 3) (Shenk,
2001).
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Abb. 3: Die Genomorganisation von HAdV5

Ubersicht der frihen Gene (E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4, pIX und 1Va2) und der spaten Transkriptionseinheit
MLTU, wobei die Pfeilrichtung die Transkriptionsrichtung auf den beiden kodierenden DNA-Strdngen des
Virusgenoms angibt. MLTU = major late transcription unit; MLP = major late promotor; TPL = tripartite
leader; VA RNAs = virus-associated RNAs; ITR = inverted terminal repeat (Shenk, 2001).

2.1.4. Lytische Infektion

Die bevorzugten Zielzellen humaner Adenoviren sind postmitotisch ruhende, terminal
differenzierte Epithelzellen des Respirationstraktes und des Gastrointestinaltraktes. In vitro
konnen humane Adenoviren sowohl in verschiedenen Tumorzelllinien als auch in
Priméarzellen vermehrt werden. Die lytische Infektion wird in eine friihe und eine spéate Phase

unterteilt.

In der frihen Phase der Infektion erfolgt nach Adsorption, Penetration und Kernimport des
viralen Genoms die Transkription und Translation der frihen viralen Transkriptionseinheiten
E1A, E1B, E2, E3 und E4 in zeitlich koordinierter Abfolge. Daraus resultieren tber 20
regulatorische Proteine, deren Aufgabe die Schaffung optimaler Bedingungen fir die spate
Phase der Infektion ist. Vor allem der Eintritt ruhender Zellen in die S-Phase und die
Zellzyklusprogression durch den Einfluss der E1A- und E1B-Proteine ist fir die virale
Replikation von zentraler Bedeutung, da nur in sich teilenden Zellen ausreichende Mengen
von Molekulbausteinen fiir die Virusvermehrung zur Verfligung stehen. Zusatzlich werden
durch E1B-, E3- und E4-Proteine verschiedene antivirale Mechanismen der Wirtszelle
blockiert (Berk, 2005; Burgert et al., 2002; Horwitz, 2001; McNees and Gooding, 2002). Die
E2-Region kodiert fur Faktoren, die fur die virale DNA-Replikation benétigt werden, wie die
virale DNA-Polymerase, das DNA-bindende Protein (DBP) sowie das terminale Protein
(Shenk, 2001). Dartber hinaus tragen auch die E4-Proteine auf verschiedene Weise zu einer

effizienten Virusreplikation bei (Tauber and Dobner, 2001b).
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Die virale DNA-Replikation kennzeichnet den Eintritt in die spate Phase der Infektion, in der
die virale Transkriptionseinheit MLTU aktiviert wird, welche hauptsachlich Gene umfasst,
aus denen sich Strukturproteine des Viruskapsids ableiten (L1, L2, L3, L4 und L5).
Wesentlicher Bestandteil der spaten Phase ist auflerdem das Abschalten der zelluldren
Proteinsynthese (host shut-off) durch die Inaktivierung des cap-bindenden Komplexes elF4F,
wahrend die Translation der viralen mMRNAs cap-unabhédngig aufrechterhalten wird (Dolph et
al.,, 1988). Darlber hinaus ist die spate Phase durch den Zusammenbau von
Nachkommenviren gekennzeichnet. Der lytische Infektionszyklus endet in vitro etwa nach 24
Stunden, wobei die Wirtszelle unter Freisetzung von bis zu 10.000 Viruspartikeln abstirbt
(Abbildung 4) (Shenk, 2001).

Immediate early
2hpi
Early
8hpi.
’?lumn “
Late e ey
24-36h p..

103- 104
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Abb. 4: Lytischer Infektionszyklus humaner Adenoviren

Nach der Adsorption des Virus an die Wirtszelle wird dieser mittels Endozytose aufgenommen und anschliefend
lysiert. Die virale DNA wird in den Zellkern importiert, und es kommt zunéchst zur Expression und Aktivierung
der frihen viralen Gene E1 bis E4. Wahrend dieser Phase der Infektion wird die Zellzyklusprogression
angetrieben, werden Apoptose- und Seneszenzmechanismen unterbunden, wird die Immunantwort der Zelle
moduliert und die Lebensfahigkeit der Zelle wird aufrechterhalten. In der nachsten Phase der Infektion werden
die spaten viralen Gene L1 bis L5 exprimiert und aktiviert, wodurch DNA-Reparaturprozesse moduliert und der
zellulare mRNA-Transport sowie die zelluldre Proteinsynthese abgeschaltet werden. Darlber hinaus erfolgt die
Assemblierung von Nachkommenviren, die schlielich durch Lyse der Wirtszelle freigesetzt werden. hpi =
hours post infection (Flint, 2008).

2.1.5. Persistente/latente Infektion

Ahnlich wie andere humane Viren koénnen auch humane Adenoviren persistierende
Infektionen in ihren Wirtszellen etablieren und somit die Grundlage fur eine potenzielle
Virusreaktivierung bilden. Leider gibt es nur wenige Daten (ber persistierende
Adenovirusinfektionen. Ferner ist bislang unklar, ob die virale DNA in diesem Falle wie in
akuten Infektionen in episomaler Form persistiert und ob die friihen und spaten Virusgene
exprimiert werden oder nicht. In T-Lymphozyten kindlicher Tonsillen konnten jedoch latente
Adenovirusinfektionen nachgewiesen werden, wobei sowohl frihe als auch spéte Gene
detektiert wurden (Garnett et al., 2009). Diese Beobachtung legt nahe, dass offensichtlich das
gesamte Virusgenom im untersuchten Material vorhanden war. Eine andere Arbeit zeigt die
Persistenz von adenoviraler DNA sowie die Expression des ELA-Proteins in
Lungenepithelzellen lange nach dem Abklingen aller klinischen Symptome einer
Adenovirusinfektion (Elliott et al., 1995). Ferner gibt es deutliche Hinweise fir die Persistenz
humaner Adenoviren im Zentralnervensystem, sowohl im GroBhirn als auch in der
Ependymschicht (Kosulin et al., 2007). Darlber hinaus wird vermutet, dass humane
Adenoviren auch im Gastrointestinaltrakt persistieren, was im Zusammenhang mit einer
Virusreaktivierung in immunsupprimierten Patienten nach Transplantationen von grolier
Bedeutung sein konnte (Allard et al., 1992; McLaughlin et al., 2003). Der Mechanismus einer

solchen Reaktivierung ist jedoch noch véllig unbekannt.

2.2. Virale Onkogenese

Die Rolle infektioser Agenzien in der Pathogenese menschlicher Krebserkrankungen war in
den letzten Jahrzehnten Gegenstand intensiver Forschung. Insbesondere Virusinfektionen

scheinen dabei mit einer ganzen Reihe maligner Krankheitsbilder assoziiert zu sein (Tabelle
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1) (Cathomas et al., 1996; Farrell et al., 1997; Gissmann et al., 1982; Parkin, 2006; Poiesz et
al., 1980; Szmuness, 1978). Das tumorigene Potenzial von Viren beruht dabei wahrscheinlich
auf virusvermittelter Immunsuppression sowie auf transformationsférdernden Eigenschaften
viraler Onkoproteine (Grassmann et al., 1989; Hawley-Nelson et al., 1989). Zu den bekannten
Beispielen von Viren, die mit Krebserkrankungen in Verbindung stehen, gehoren unter
anderem das Humane T-lymphotrophe Virus 1 (HTLV-1) (Poiesz et al., 1980), die humanen
Papillomviren (HPV) (Gissmann et al., 1982; Hawley-Nelson et al., 1989), das Hepatitis-B-
Virus (HBV) (Szmuness, 1978) sowie das Epstein-Barr-Virus (EBV) (Farrell et al., 1997).
Ferner scheint nach jungsten Erkenntnissen auch das Merkel-Zell-Polyomavirus (MCPyV)
mit der Entstehung von Hauttumoren assoziiert zu sein (Feng et al., 2008). Eine durch viralen
Einfluss bedingte Tumorentstehung kann anhand zweier Modelle erklart werden, dem
klassischen Modell der viralen Onkogenese sowie dem ,Hit & Run“-Modell der viralen
Onkogenese (2.2.1. und 2.2.2).

TABLE X - TOTAL INFECTION ATTRIBUTABLE CANCERS WORLDWIDE IN 2002: BY INFECTICUS AGENT

Agent Cancer MNumhber of cases % of all cancars
H. pylon Stomach 592,000 5.5
Lymphoma 11,5000
HPY Cervix 492,800 52
Ano-genital 53,880
Mouth, pharynx 14,500
HBEY and HCV Liver 535,000 49
EBVY Masopharynx 78,100 1.0
Hodgkin lymphoma 28,600
Burkitt lymphoma 6,700
HIV/HHV-8 Kaposi sarcoma B, 200 049
MNon-Hodgkin lymphoma 36,100
Schistosomes Bladder 10,600 0.1
HTLV-1 ATL 3,300 0.03
Liver flukes Liver 2,500 0.02
Total 1,932,800 17.8

Tab. 1: Assoziation humaner Krebserkrankungen mit infektiésen Agenzien (weltweit im Jahr 2002)
Fallzahlen humaner Krebserkrankungen, die einer Infektion zuzuordnen sind, sowie deren Anteil an der
Gesamtzahl von Krebserkrankungen weltweit im Jahr 2002. HPV = Humanes Papillomvirus; HBV = Hepatitis-
B-Virus; HCV = Hepatitis-C-Virus; EBV = Epstein-Barr-Virus; HIV = Humanes Immundefizienzvirus; HHV-8
= Humanes Herpesvirus 8 (auch KSHV = Kaposi-Sarkom-Herpesvirus); HTLV-1 = Humanes T-lymphotrophes
Virus 1 (Parkin, 2006).

2.2.1. Klassisches Modell der viralen Onkogenese

Die Tumorentstehung ist ein mehrstufiger evolutiondrer Prozess, in dem eine Selektion auf
genetische und epigenetische VVerédnderungen stattfindet, die ein ungebremstes Wachstum der

Tumorzellen ermdglichen. Dabei missen verschiedene zellulére Prozesse, vor allem aber die
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Zellzykluskontrolle und Apoptose- bzw. Seneszenzmechanismen, dereguliert werden. Dies
erfolgt hdufig durch die Mutation der Tumorsuppressoren p53 und pRb (Hanahan and
Weinberg, 2000). Humane Adenoviren und andere DNA-Tumorviren missen im Rahmen
ihres Replikationszyklus dieselben Kontrollmechanismen Uberwinden und erreichen dies
haufig durch die Inaktivierung von p53 und pRb (Nevins and Vogt, 2007). Die Anwesenheit
viraler Onkoproteine wirkt in der Transformation demnach &hnlich wie Mutationen in
zelluléren Protoonkogenen oder Tumorsuppressoren (Elgui de Oliveira, 2007; Scheffner et
al., 1991). Dies wird mit dem Kklassischen Modell der viralen Onkogenese beschrieben.
Diesem Konzept zufolge resultiert die stabile Expression viraler Onkogene durch Integration
ins Wirtszellgenom in einer Stérung zellularer Schlusselfunktionen und damit in der
Zelltransformation. Kommt es zum Verlust der viralen Onkogene, ist der transformierte

Phénotyp vollstandig reversibel (Nevins and Vogt, 2007).

2.2.2. ,Hit & Run*“-Modell der viralen Onkogenese

Dem so genannten ,,Hit & Run“-Modell der viralen Onkogenese zufolge rufen mutagen
wirkende virale Proteine in der Zelle Veranderungen hervor, die einen
Transformationsprozess initiieren (,,hit). Diese Faktoren konnen im weiteren Verlauf
verloren gehen, ohne dass dies eine Reversion des transformierten Phanotyps nach sich zieht
(,yun). Durch die transiente Anwesenheit eines Mutagens hat dieser Prozess Ahnlichkeit mit
der Transformation durch ionisierende Strahlung (Huang et al., 2003; Morgan et al., 1996).
Ebenso wie ionisierende Strahlung kénnen vermutlich auch humane Adenoviren und andere
DNA-Tumorviren genomische Instabilitat erzeugen (Elgui de Oliveira, 2007; Lavia et al.,
2003). Das ,,Hit & Run“-Modell der viralen Onkogenese konnte zwar noch nicht eindeutig
bewiesen werden, jedoch wurden im Zusammenhang mit der Transformation durch
unterschiedliche Viren wiederholt Beobachtungen gemacht, die diese These stltzen. Neben
humanen Adenoviren wurden in diesem Kontext auch verschiedene Herpesviren (HCMV,
EBV, KSHV und HSV), Hepatitisviren (HBV und HCV) sowie Papillom- und Polyomaviren
(Sv40, BCV und JCV) genannt. Darliber hinaus wurde fur diese Viren die Induktion
genomischer Instabilitdt bzw. mutagenes Potenzial gezeigt (Ambinder, 2000; Barbanti-
Brodano et al., 2004; Elgui de Oliveira, 2007; Hessein et al., 2005; lwasaka et al., 1992;
Khalili et al., 2003; Kuhlmann et al., 1982; Lomonte and Morency, 2007; Machida et al.,
2004; Nevels et al., 2001; Shen et al., 1997; Si and Robertson, 2006; Skinner, 1976; Tognon
et al., 2003).
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2.3. Onkogenitat humaner Adenoviren

Bereits im Jahr 1962 konnten kanzerogene Eigenschaften humaner Adenoviren im Tiermodell
gezeigt werden. Nach Injektion von HAdV12 in neugeborene Hamster entwickelten die Tiere
verschiedene Arten von Tumoren (Trentin et al., 1962). Heute werden die humanen
Adenoviren entsprechend ihres onkogenen Potenzials in drei Gruppen eingeteilt (Graham,
1984; Modrow and Falke, 2002; Nevins and Vogt, 2007). Zu den hoch onkogenen
Adenoviren gehoren die Viren der Spezies A, die in Nagern die Bildung von Sarkomen,
neuroepithelialen, retinalen und adenomatésen Tumoren induzieren (Graham, 1984; Mukai
and Bowers, 1975), sowie die Virustypen 9 und 10 der Spezies D, die in weiblichen Ratten
Mammakarzinome verursachen (Ankerst and Jonsson, 1989; Ankerst et al., 1974; Javier et
al., 1991; Jonsson and Ankerst, 1977). Adenoviren der Spezies B werden als schwach
onkogen eingestuft, da sie nur unregelmafig und nach langer Inkubationszeit Tumore in
Nagern induzieren (Graham, 1984). Die Adenoviren der Spezies C gelten hingegen in
Versuchstieren als nicht onkogen. Uber die Spezies E, F und G liegen bisher keine genauen
Daten hinsichtlich ihres onkogenen Potenzials vor.

Sowohl onkogene als auch nicht onkogene Adenoviren sind in der Lage, in vitro primare
Nagerzellen zu transformieren (Nevins and Vogt, 2007). Die Transformation primarer
humaner Zellen in Zellkultur ist dagegen bis heute nur sehr selten gelungen, wobei es sich
ausschlieBlich um embryonale Zellen handelte (2.3.2.) (Byrd et al., 1982; Fallaux et al., 1996;
Gallimore et al., 1986; Graham et al., 1977; Schiedner et al., 2000; Shaw et al., 2002; van den
Heuvel et al., 1992; Whittaker et al., 1984).

In den meisten adenoviral induzierten Tumoren, Tumorzelllinien und transformierten
Zellklonen persistiert die virale DNA durch Integration in das Wirtszellgenom, so dass
Virusproteine stabil exprimiert werden. Damit scheint die adenovirale Transformation
uberwiegend dem klassischen Modell der viralen Onkogenese zu folgen (Graham, 1984). In
einigen Féllen wurde jedoch auch festgestellt, dass die standige Anwesenheit und Expression
adenoviraler Gene nicht zwangslaufig fir die Aufrechterhaltung eines onkogenen Phénotyps
verantwortlich ist (Kuhlmann et al., 1982; Nevels et al., 2001; Paraskeva et al., 1982;
Paraskeva and Gallimore, 1980; Pfeffer et al., 1999). Diese Beobachtungen sprechen somit
fir einen Transformationsmechanismus nach dem ,Hit & Run“-Modell der viralen

Onkogenese.
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Obwohl die Tumorigenitat des Virus im Tiermodell bereits gut belegt ist, sind bislang nur
wenige Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen humanen Adenoviren und
Tumorerkrankungen beim Menschen vorhanden. Bei der Untersuchung Kkleinzelliger
Lungenkarzinome konnte in einem Drittel der Proben DNA von Adenoviren der Spezies C
detektiert werden (Kuwano et al., 1997). Darlber hinaus gelang der Nachweis adenoviraler
DNA in mehr als zwei Dritteln von Proben verschiedener péadiatrischer Hirntumore
(Glioblastome, Oligodendrogliome und Ependymome), wobei in dieser Untersuchung
hauptsachlich DNA der Spezies B und D sowie weniger haufig der Spezies C detektiert wurde
(Kosulin et al., 2007). Humane Adenoviren wurden daher erneut als potenzielle Tumorviren

fiir den Menschen in die Diskussion gebracht.

2.3.1. Transformation von Nagetierzellen in vitro

Alle bisher untersuchten humanen Adenoviren sind in der Lage, unabhédngig von ihrem
tumorigenen Potenzial in Nagern, primére Nagetierzellen in vitro zu transformieren (Nevins
and Vogt, 2007). Dieses wird in der Regel durch die Transfektion von viraler DNA erzielt
(Graham, 1984). Dabei kommt es zur Immortalisierung, einem verénderten
Wachstumsverhalten sowie zu morphologischen Veranderungen der Zellen. Zusétzlich ist zu
beobachten, dass die transformierten Zellen durch den Verlust der Kontaktinhibition in
dichten und zum Teil mehrschichtigen Kolonien (Foci) wachsen. Jedoch kdnnen nicht alle auf
diese Weise transformierten Zellen nach Inokulation in Nagetiere ein Tumorwachstum
erzeugen. Die Tumorigenitat hangt einerseits vom Virustyp, andererseits vom Immunstatus
des Versuchstiers ab (Graham, 1984; Shenk, 2001; Williams et al., 1995). So kdnnen Zellen,
die durch HAdV12 (hoch onkogen) transformiert wurden, in immunkompetenten Ratten ein
Tumorwachstum hervorrufen, wéahrend HAdV2- oder HAdV5-transformierte Zellen nicht
dazu in der Lage sind (beide Virustypen gelten als nicht onkogen in Versuchstieren).
Allerdings konnen dieselben Zellen Tumore in immunsupprimierten (thymusdefizienten)
Nacktmdusen erzeugen, denen die zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) fehlen. Dies zeigt,
dass das tumorigene Potenzial adenoviral transformierter Zellen hauptsachlich von den
thymusabhangigen Komponenten des Immunsystems der Versuchstiere abhdngig ist
(Bernards et al., 1982; Cook and Lewis, 1987; Cook et al., 1987; Graham, 1984; Raska and
Gallimore, 1982; Shenk, 2001; Williams et al., 1995).
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2.3.2. Transformation von humanen Zellen in vitro

Die in vitro-Transformation primérer humaner Zellen durch humane Adenoviren ist im
Gegensatz zur Transformation von Nagerzellen bis heute nur in wenigen Fallen gelungen. Die
Tatsache, dass viele Versuche fehlschlugen, lasst vermuten, dass eine abortive Infektion in
nicht-permissiven Nagetierzellen die Grundlage fur eine effiziente Transformation in jenen
Zellen sein mag. Dass einer Transformation in Nagetierzellen weniger zellulére
Kontrollmechanismen entgegenstehen als im Falle humaner Zellen, mag ein weiterer Faktor
flr die unterschiedliche Transformierbarkeit beider Zelltypen sein (Akagi, 2004). Bei den
humanen Zellen, die sich bislang transformierbar zeigten, handelte es sich ausschlie3lich um
embryonale Zellen, wobei die Transformation in diesen Fallen durch Transfektion von
HAdV12- oder HAdV5-DNA-Fragmenten erzielt wurde (Byrd et al., 1982; Fallaux et al.,
1996; Gallimore et al., 1986; Graham et al., 1977; Schiedner et al., 2000; Shaw et al., 2002;
van den Heuvel et al., 1992; Whittaker et al., 1984). Graham und Kollegen gelang es
erstmalig im Jahr 1977, humane embryonale Nierenzellen (HEK = human embryonic kidney
cells) durch die Behandlung mit gescherter HAdV5-DNA zu transformieren. Daraus
resultierte die bekannte Zelllinie HEK293 (Graham et al., 1977). Die gleichermafen bekannte
Zelllinie  HER911 resultierte aus der Transformation von humanen embryonalen
Retinoblasten (HER = human embryonic retinoblasts) durch HAdV5-DNA (Fallaux et al.,
1996). Schiedner und Kollegen gelang es schlieBlich nur wenige Jahre spater, Amniozyten
durch die Transfektion der E1-Region von HAdV5 zu transformieren. Aus diesem

experimentellen Ansatz ging die Zelllinie N52.E6 hervor (Schiedner et al., 2000).

2.3.3. Funktion adenoviraler Onkoproteine

Adenovirale Transformation ist ein vielstufiger Prozess und wird nach heutigem
Kenntnisstand mit den Genprodukten der E1- und der E4-Region des Virusgenoms in
Verbindung gebracht (Bernards and Van der Eb, 1984; Tauber and Dobner, 2001a; Tauber
and Dobner, 2001b; Tooze, 1981). Im Falle von HAdV5 sind dies die Produkte der friihen
Transkriptionseinheiten E1A und E1B sowie E4 (E4orf3 und E4orf6) (Berk, 2007; Endter and
Dobner, 2004; Nevels et al., 1999a; Nevels et al., 1999b).
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2.3.3.1. Genprodukte der E1-Region

Am linken Ende des adenoviralen Genoms ist die friihe Region 1 (E1) lokalisiert, die in die
Transkriptionseinheiten E1A und E1B eingeteilt wird (Abbildung 5). Adenoviral induzierte
Zelltransformation wird vor allem durch das Zusammenspiel ihrer Genprodukte vermittelt.
Alle humanen Adenoviren besitzen eine ahnlich organisierte E1-Region und weisen ebenfalls
eine anndhernd gleiche Zusammensetzung von E1-Genprodukten auf (Endter and Dobner,
2004; Shenk, 2001).

Die Hauptprodukte der E1A-Transkriptionseinheit sind die beiden nukledren
multifunktionellen Proteine E1A-12S und E1A-13S, die durch alternatives Spleien von
einem Vorlaufertranskript generiert werden. Dartiber hinaus sind drei weitere ELA-mRNA-
Spezies (11S, 10S und 9S) bekannt, die im spateren Infektionsverlauf akkumuliert werden,
deren Funktion jedoch bislang nicht definiert werden konnte (Berk, 2007; Endter and Dobner,
2004). Verschiedene experimentelle Ansétze haben gezeigt, dass die alleinige Expression von
E1A-Proteinen ausreichend fir eine Immortalisierung bzw. partielle Transformation primarer
Nagerzellen ist (Endter and Dobner, 2004; Houweling et al., 1980; Russell, 2000). Grundlage
dessen ist die Eigenschaft von E1A-Proteinen, den Eintritt ruhender Zellen in die S-Phase zu
stimulieren und somit den Zellzyklus anzutreiben (Berk, 2005; Dyson and Harlow, 1992;
Endter and Dobner, 2004). Dies erfolgt durch die Bindung und Blockierung des
Tumorsuppressors pRb, der als Inhibitor von Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie fungiert
und zentrale Funktion in der Zellzykluskontrolle besitzt. Die E2F-Transkriptionsfaktoren sind
ihrerseits fur die Aktivierung proliferationsrelevanter Gene verantwortlich (Nevins, 1992;
Nevins et al., 1997; Sidle et al., 1996; Wu et al., 1995; Wu et al., 2001). Die Folge der
Interaktion von E1A und pRb ist die aulerplanmaRige DNA-Synthese und Zellproliferation,
wodurch einerseits optimale Bedingungen fir die Virusvermehrung geschaffen werden,
andererseits aber auch die Immortalisierung von primaren Zellen bewirkt wird (Moran et al.,
1986; Shenk, 2001). Im Gegensatz dazu haben die E1A-Proteine jedoch auch antiproliferative
Eigenschaften, indem sie den Tumorsuppressor p53 stabilisieren, der seinerseits Apoptose
und Seneszenz der Wirtszelle vermittelt (Sabbatini et al., 1995; White, 1995). Ferner ist ELIA
in der Lage, auch p53-unabhéngige Apoptosewege zu aktivieren (Marcellus et al., 1996;
Teodoro et al., 1995). Zur vollstandigen Transformation primarer Zellen sind zusatzlich zu
den E1A-Proteinen auch die E1B-Genprodukte erforderlich.
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Die E1B-Transkriptionseinheit grenzt an die E1A-Transkriptionseinheit und kodiert fur
mindestens finf verschiedene mRNAs, die durch differenzielles Spleil’en generiert werden
und von denen unter anderem das E1B-55K- sowie das E1B-19K-Protein translatiert werden
(Bos et al., 1981; Perricaudet et al., 1979). Beide Proteine kdnnen zusammen mit E1A
primare Nagetierzellen transformieren, wobei sie zwar unabhéngig voneinander, jedoch
additiv wirken (Bernards et al., 1986; McLorie et al., 1991; Rao et al., 1992; White and
Cipriani, 1990). Im Gegensatz zum E1B-19K-Protein wirkt das E1B-55K-Protein in der
Zelltransformation als direkter Repressor des Promotors von p53 (Yew and Berk, 1992; Yew
et al., 1994). Das auch als ,,Wéchter des Genoms* bezeichnete p53 wird in Folge von DNA-
Schéden, aber auch durch Onkogenaktivierung und Telomerverkirzung aktiviert. Gleichzeitig
wird seine Halbwertzeit verldngert. Akkumuliertes und aktiviertes p53 vermittelt die
Expression von Genen, die an der Zellzykluskontrolle, der Apoptoseinduktion und der DNA-
Reparatur beteiligt sind (Asker et al., 1999; Cox and Lane, 1995; Giaccia and Kastan, 1998;
Levine, 1997; Prives and Hall, 1999). In seiner Eigenschaft, p53 zu inaktivieren, wirkt E1B-
55K somit der E1A-induzierten Stabilisierung des Tumorsuppressors entgegen, um einen
vorzeitigen Zelltod zu verhindern, der die Virusvermehrung unterbinden wirde. Dieses
geschieht tiber verschiedene Mechanismen. Durch seine Bindung an die N-terminale Doméne
von p53 wird zum einen die Transaktivierung p53-regulierter Gene inhibiert (Kao et al.,
1990; Shen et al., 2001; Yew et al., 1994). Zum anderen findet unter dem Einfluss von E1B-
55K eine Umlokalisierung von p53 in perinukledre Proteinaggregate (perinuclear bodies)
statt, was den Abbau des Tumorsuppressors in den so genannten Aggresomen nach sich zieht
(Blair Zajdel and Blair, 1988; Liu et al., 2005; Zantema et al., 1985). Ferner wird p53 in
transformierten Zellen durch die Kooperation von E1B-55K und E4orf6 (2.3.3.2.) dem
proteasomalen Abbau zugefiihrt. Dazu bilden die beiden Proteine zusammen mit den
zelluldren Faktoren Elongin B und C, Cullin 5 und Rbx1 einen E3-Ubiquitin-Ligase-
Komplex, der nicht nur fur den Abbau von p53, sondern auch noch weiterer zelluldrer
Substrate sorgt. Eines dieser Substrate ist das Protein Mrell, das Bestandteil des Mrell-
Rad50-Nbs1-Komplexes (MRN-Komplex) ist (Blanchette et al., 2004; Harada et al., 2002;
Liu et al., 2005; Querido et al., 2001; Stracker et al., 2002). Diesem Proteinkomplex kommen
wichtige Funktionen in der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen, in der Kontrolle des
Zellzyklus sowie dem Erhalt von Telomeren zu (Assenmacher and Hopfner, 2004). Auch die
DNA-Ligase IV, ein weiteres bedeutendes Protein in der DNA-Reparatur, wurde als Substrat
der E1B-55K-E4orf6-Ubiquitinligase identifiziert (Baker et al., 2007). Werden diese Faktoren
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an ihrer Funktion gehindert, kann dies den Transformationsprozess fordern (Hartl et al.,
2008).

E1A/E1B gene products
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Abb. 5: Die Genprodukte der frilhen Region E1

Die adenovirale E1-Region besteht aus den Transkriptionseinheiten E1A und E1B. Die Transkriptionseinheit
E1A kodiert fiir eine 13S- sowie eine 12S-mRNA. Zudem werden drei weitere mRNA-Spezies generiert, 11S,
10S und 9S (11S und 10S sind hier nicht abgebildet). Die Transkriptionseinheit E1B kodiert neben weiteren
kleinen mRNAs fiir die 22S-mRNA, von der die beiden Polypeptide E1B-55K und E1B-19K translatiert werden.
S = Sedimentationskoeffizient; R = Aminosaurerest (Abteilung Molekulare Virologie, Heinrich-Pette-Institut,
Hamburg).

2.3.3.2. Genprodukte der E4-Region

Verschiedenen Daten der letzten Jahre zufolge ist das adenovirale Transformationspotenzial
nicht nur auf die Funktionen der Genprodukte der E1-Region zurlckzufiihren, sondern auch
denen der friihen Region 4 (E4) zuzuschreiben. Diese liegt am rechten Ende des adenoviralen
Genoms, die entgegengesetzt zu den E1-, E2- und E3-Genen sowie den spaten Genen von
rechts nach links transkribiert wird (Abbildung 6). Im Falle von HAdV5 werden sechs
verschiedene E4-Proteine kodiert, die als E4orfl, E4orf2, E4orf3, E4orf4, E4orf6 und
E4orf6/7 bezeichnet werden (orf = open reading frame). Die von der E4-Region
transkribierten mRNAs werden mittels alternativen Spleillens aus einem gemeinsamen
Vorldufertranskript generiert, wobei sie aullerdem von einem gemeinsamen Promotor
kontrolliert werden (Modrow and Falke, 2002). Die Genprodukte der E4-Region erfillen eine
Vielzahl unterschiedlicher Funktionen, die von zentraler Bedeutung fir eine erfolgreiche
Virusvermehrung sind. Uber ein komplexes Netzwerk aus Interaktionen mit zelluldren

Faktoren nehmen die E4-Proteine zu diesem Zweck Einfluss auf Transkription,
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posttranslationale Modifikationen, Signalibertragung, DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle
und Apoptose (Tauber and Dobner, 2001b).

In Bezug auf virale Transformation und Onkogenitat scheinen vor allem die Proteine E4orf3
und E4orf6 eine wesentliche Rolle zu spielen. Kooperierend mit den Proteinen der E1-Region
sind beide E4-Proteine in der Lage, die Transformation von Rattenzellen zu verstarken.
Zellen, in denen E1A, E1B, E4orf3 und/oder E4orf6 exprimiert werden, zeigen dariber
hinaus Eigenschaften, die fur eine vollstdndige onkogene Transformation sprechen, wie die
Induktion von Tumorwachstum nach Injektion in Nacktmduse (Moore et al., 1996; Nevels et
al.,, 1999a; Nevels et al., 1999b). Beide E4-Proteine beeinflussen im viralen
Replikationszyklus Kontrollmechanismen der Wirtszelle auf allen Ebenen der Genexpression.
Dabei weisen sie zum Teil funktionelle Uberlappungen auf, tbernehmen jedoch auch
voneinander unabhéngige Funktionen in der viralen DNA-Replikation, der spaten viralen
Proteinsynthese, dem Abschalten der Proteinsynthese der Wirtszelle sowie der Assemblierung
von Nachkommenviren (Bridge and Ketner, 1989; Bridge and Ketner, 1990; Halbert et al.,
1985; Huang and Hearing, 1989). Um die Bildung konkatemerer Virusgenome zu
unterbinden, interagieren sowohl E4orf3 als auch E4orf6 mit der DNA-abhdngigen
Proteinkinase (DNA-PK), die eine Schlisselfunktion in der DNA-Reparatur einnimmt (Boyer
et al., 1999; Nicolas et al., 2000; Weiden and Ginsberg, 1994). Dariber hinaus interagieren
sowohl E4orf3 als auch E1B-55K/E4orf6 mit Mrell, einer Komponente des DNA-
Reparaturkomplexes MRN, wodurch einer Konkatemerisierung ebenfalls entgegengewirkt
wird (Araujo et al., 2005; Evans and Hearing, 2005; Mohammadi et al., 2004; Stracker et al.,
2002; Stracker et al., 2005). Ferner bindet E4orf6 &hnlich wie E1B-55K an p53, und zwar
sowohl an den N-Terminus als auch an den C-Terminus des Tumorsuppressors. Offenbar
wirken sowohl E4orf6 als auch E1B-55K kooperativ der E1A-induzierten Stabilisierung von
p53 entgegen, indem das Protein verstarkt dem proteasomalen Abbau zugefihrt wird
(Cathomen and Weitzman, 2000; Moore et al., 1996; Nevels et al., 1999a; Querido et al.,
2001; Roth et al., 1998; Rubenwolf et al., 1997; Steegenga et al., 1998; Wienzek et al., 2000).
Eine weitere Funktion von E4orf3 ist die Reorganisation der so genannten PML
(promyelocytic  leukemia) nuclear bodies (PML NBs), die an DNA-Reparatur,
Tumorsuppression sowie antiviraler Interferonantwort teilhaben (Carvalho et al., 1995;
Dellaire and Bazett-Jones, 2004; Puvion-Dutilleul et al., 1995; Regad and Chelbi-Alix, 2001).
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Abb. 6: Die Genprodukte der friihen Region E4

Die E4-Region von HAdV5 kodiert flr die sechs Proteine E4orfl, E4orf2, E4orf3, E4orf4, E4orf6é und E4orf6/7.
orf = open reading frame (offener Leserahmen) (Abteilung Molekulare Virologie, Heinrich-Pette-Institut,
Hamburg).

2.4. Aufgabenstellung

Untersuchungen der letzten Jahrzehnte beweisen ein onkogenes Potenzial humaner
Adenoviren im Tiermodell, ein Sachverhalt, der auch im Hinblick auf virusinduzierte
Tumorerkrankungen beim Menschen von grolRem Interesse ist. Die in vitro-Transformation
humaner Primérzellen durch adenovirale Onkogene ist allerdings im Gegensatz zur
Transformation priméarer Nagerzellen bis heute nur sehr selten gelungen. Die in der Literatur
beschriebenen Beispiele beziehen sich ausschlielich auf verschiedene Zellen embryonalen
Ursprungs, die zu diesem Zweck Uberwiegend mit Teilen des Genoms von HAdV5

transfiziert worden sind.

Zur in vitro-Transformation primarer Zellen sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
zundchst ein lentivirales Vektorsystem etabliert werden, um im Gegensatz zu den in der
Literatur beschriebenen Transfektionsexperimenten stabile Integration und Expression der
adenoviralen Zielgene E1A und E1B-55K sowie E4orf3 und E4orf6 (HAdV5) in den damit
behandelten Zellen zu erreichen. Dieses System sollte an Nierenzellen neugeborener Ratten

getestet werden.

Daruber hinaus bestand die Aufgabenstellung darin, jenes System auf humane Zellen
embryonalen Ursprungs zu Ubertragen. In der vorliegenden Arbeit stellten dies Amniozyten

dar. Da es sich bei Amniozyten um eine Mischpopulation von Zellen handelt, stellte sich
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ferner die Frage, ob ein bestimmter Zelltyp préaferenziell durch adenovirale Onkogene
transformierbar sein konnte. Die Population enthélt neben anderen Zelltypen Progenitor- und
Stammzellen wie beispielsweise mesenchymale Stromazellen, auf die der Fokus gerichtet
werden sollte. Nach erfolgreicher Transduktion sollten morphologisch transformierte
mesenchymale Stromazellen monoklonal isoliert und charakterisiert werden. Hauptziel war
hierbei, die Zellklone zum einen hinsichtlich chromosomaler Veranderungen zu analysieren.
Zum anderen sollte ihr Potenzial untersucht werden, Tumorwachstum in immunsupprimierten

Nacktmausen zu induzieren.

Insgesamt sollten diese Arbeiten zu neuen Erkenntnissen im Rahmen der Transformation und
Onkogenitat des HAdV5 der Spezies C in humanen Primérzellen fihren und damit einen

weiteren Hinweis flr viral bedingte Krebserkrankungen beim Menschen liefern.



3. MATERIAL

3.1. Bakterien

BEZEICHNUNG
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GENOTYP

DHb5a

XL2-Blue

XL10-Gold

3.2. Sdugerzellen

# BEZEICHNUNG

F endAl gInv44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r” mk’), A- (Hanahan, 1983)

endAl gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac glnV44 F[:Tnl0 proAB* lacl
A(lacZ)M15 Amy Cm®] hsdR17(rc” m¢") (Stratagene)

endAl ginV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac Hte A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 tet® F[proAB lacl®ZAM15 Tn10(Tet® Amy Cm®)] (Stratagene)

EIGENSCHAFTEN

59 HEK?293

60 HEK?293T

206 ABS1

447 9968

694  HepaRG

711  MRC-5
A-UKE 14
BRK
hMSC (Lonza)
hMSC (UKE)

9968 AB Klon 1

9968 AB Klon 2

9968 AB Klon 3

humane embryonale Nierenzellen, die die HAdV5 E1-Region stabil
exprimieren (Graham et al., 1977)

HEK293-Zellen, die das large T antigen des SV40 exprimieren

etablierte Rattenzelllinie, stabil transformiert mit HAdV5 E1A (E1A-12S
und E1A-13S) sowie E1B-55K und E4orfé (Nevels et al., 1999a)

primére humane Amniozyten einer anonymen Spenderin, mannlicher
Chromosomensatz mit Trisomie 21

pseudoprimdre humane Hepatom-Zelllinie (Gripon et al., 2002)

primére humane embryonale Lungenfibroblasten (ECACC)

primdre humane Amniozyten einer anonymen Spenderin (UKE),
Chromosomensatz unbekannt

primare Nierenzellen aus 3 bis 5 Tage alten CD-Ratten (Charles River)
primére humane mesenchymale Stromazellen aus dem Knochenmark eines
anonymen Spenders (Lonza), mannlicher Chromosomensatz

primére humane mesenchymale Stromazellen aus dem Knochenmark eines
anonymen Spenders (UKE), Chromosomensatz unbekannt

aus humanen Amniozyten resultierender Zellklon, der durch lentivirale
Transduktion von HAdV5 E1A und E1B-55K generiert wurde

aus humanen Amniozyten resultierender Zellklon, der durch lentivirale
Transduktion von HAdV5 E1A und E1B-55K generiert wurde

aus humanen Amniozyten resultierender Zellklon, der durch lentivirale
Transduktion von HAdV5 E1A und E1B-55K generiert wurde



hMSC AB Klon 1

hMSC AB Klon 2

hMSC AB Klon 8

hMSC AB Klon 9

hMSC AB Kilon 10

3.3. Nukleinsauren

3.3.1. Oligonukleotide
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aus humanen mesenchymalen Stromazellen resultierender Zellklon, der
durch lentivirale Transduktion von HAdV5 E1A und E1B-55K generiert
wurde

aus humanen mesenchymalen Stromazellen resultierender Zellklon, der
durch lentivirale Transduktion von HAdV5 E1A und E1B-55K generiert
wurde

aus humanen mesenchymalen Stromazellen resultierender Zellklon, der
durch lentivirale Transduktion von HAdV5 E1A und E1B-55K generiert
wurde

aus humanen mesenchymalen Stromazellen resultierender Zellklon, der
durch lentivirale Transduktion von HAdV5 E1A und E1B-55K generiert
wurde

aus humanen mesenchymalen Stromazellen resultierender Zellklon, der
durch lentivirale Transduktion von HAdV5 E1A und E1B-55K generiert

wurde

Die folgenden Oligonukleotide wurden als Startermolekule fur Sequenzierreaktionen und

PCR-Amplifikationen verwendet. Sie wurden von der Firma Metabion hergestellt. In der

ersten Spalte ist die Nummer des Oligonukleotids in der Filemaker Pro-Datenbank der

Arbeitsgruppe angegeben.

# BEZEICHNUNG SEQUENZ VERWENDUNG
63 E4orf3rev CGCGGGATCCGTCGACTTATTCCAAAAGATTATCC  Sequenzierung
112 E1B 1197-1215 GGGTAACAGGAGGGGGGTG Sequenzierung
FW :19
330 E1A fw bp 626 CCGAAGAAATGGCCGCCAGTCTTTTGGACCAGC PCR
fwd
332 E1A 13S bpl073 GCCACAGGTCCTCATATAGCAAAGCG Sequenzierung
rev
641 E1B55K-PCR-revn.  GCCAAGCACCCCCGGCCACATATTTATCATGC Sequenzierung
780 Seq El1-Box fwd GTCCTGTGTCTGAACCTGAGC Sequenzierung

1251 bp



782

783

897
935
1284
1517
1524

1525

1567
1568
1853
1854
1856

Seq E1-Box fwd
2454 bp

Seq E1-Box rev
3373 bp

E1A fw

E4orf3 5°
E1AgPCRrev
E1A rev_EcoR1
Edorf6_rev_
EcoR1 2
Edorfé_fwd_
BamH1
LeGOinsFwd
LeGOinsRev
LeGO-SFFV-fwd
LeGO-E1B-rev
LeGO-E1A-rev

3.3.2. Vektoren

CAAGGATAATTGCGCTAATGAGC

CCACACTCGCAGGGTCTGC

CGGGATCCACCATGGGACATATTATCTGCC
GGCTGAAGGTGGAGGGCGC
GGCTCAGGCTCAGGTTCAGACACAGG
GCGAATTCATTATGGCCTGGGGCGTTTAC
GCGAATTCACATGGGGGTAGAGTCATAATCG

CGGGATCCAACATGACTACGTCCGGC

AGCTCACAACCCCTCACTCG
GGGGCGGAATTTACGTAGCG
CCTGCGCCTTATTTGAATTAACC
CAGCAGATCAAGCTCATTAGCG
AAACTCCTCACCCTCTTCATCC

Sequenzierung

Sequenzierung

Sequenzierung
Sequenzierung
PCR
Sequenzierung
PCR/
Sequenzierung
PCR/
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
PCR

PCR

PCR
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Folgende Vektoren wurden fur Subklonierungen oder zur Kontrolltransduktion von Zellen

verwendet. In der ersten Spalte ist die Nummer des Vektors in der Filemaker Pro-Datenbank

der Arbeitsgruppe angegeben. Vektorkarten der LeGO-Konstrukte befinden sich im Anhang.

# BEZEICHNUNG VERWENDUNG REFERENZ

222 LeGO-iV2 lentiviraler Expressionsvektor (Weber et al., 2008)
223 LeGO-iCer2 lentiviraler Expressionsvektor (Weber et al., 2008)
234 LeGO-iBLB2 lentiviraler Expressionsvektor Stammsammlung  der

3.3.3. Rekombinante Plasmide

Arbeitsgruppe

Folgende rekombinante Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet bzw.

hergestellt. In der ersten Spalte ist die Nummer des Plasmids in der Filemaker Pro-Datenbank

der Arbeitsgruppe angegeben. Vektorkarten der LeGO-Konstrukte befinden sich im Anhang.
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# BEZEICHNUNG VEKTOR FREMDGEN REFERENZ

1368 pAcG3X-E4orf3 pAcG3X HAdVS5 E4orf3 Stammsammlung
der Arbeitsgruppe

1390 E1-Box_E1B-55K- pPG-S3 HAdV5 E1-Box (ohne E1B-55K) Stammsammlung
der Arbeitsgruppe

1576 E1B-55Kdp9 pcDNA3 pcDNA3 HAdV5 E1B-55K (ohne plX) Stammsammlung
der Arbeitsgruppe

1664 E4orf6 splice fix pcDNA3 HAdVS5 E4orf6 Stammsammlung
der Arbeitsgruppe

1968 pCMV-VSV-G pCMV G-Protein des VSV (Beyer et al., 2002)

1969 pRSV-Rev pRSV HIV-1 rev (Dull et al., 1998)

1970 pMDLg/pRRE pMDL HIV-1 gag, HIV-1 pol (Dull et al., 1998)

1982 LeGO-iCer2-E4orf3 LeGO-iCer2 HAdV5 E4orf3 diese Arbeit

1983 LeGO-iCer2-E1B-55K LeGO-iCer2 HAdV5 E1B-55K diese Arbeit

1997 LeGO-iV2-E1A LeGO-iV2 HAdVS5 E1A diese Arbeit

2010 LeGO-iCer2-E4orf6 LeGO-iCer2 HAdV5 E4orf6 diese Arbeit

2104 LeGO-iBLB2-55K LeGO-iBLB2 HAdV5 E1B-55K diese Arbeit

2106 LeGO-iBLB2-E4orf3 LeGO-iBLB2  HAdVS5 E4orf3 diese Arbeit

2112 LeGO-iBLB2-E4orf6 LeGO-iBLB2  HAdVS5 E4orf6 diese Arbeit

3.4. Antikorper

3.4.1. Primé&rantikorper

BEZEICHNUNG

EIGENSCHAFTEN

anti-E1A (M58)

anti-E1B-55K (2A6)

anti-f3-Aktin (AC-15)
anti-CD14-PerCP

anti-CD34-PE

anti-CD45-FITC

monoklonaler Maus-Antikdrper gegen E1A-Proteine (E1A-9S, E1A-12S und
E1A-13S) von HAdVS5 (Harlow et al., 1985)

monoklonaler Maus-Antikorper gegen das E1B-55K-Protein von HAdV5
(Sarnow et al., 1982)

monoklonaler Maus-Antikorper gegen R-Aktin (Sigma, Katalog-Nr. A5441)
monoklonaler PerCP-gekoppelter Maus-Antikdrper gegen humanes CD14,
Isotyp 1gG2a (BD Pharmingen, Katalog-Nr. 345786)

monoklonaler PE-gekoppelter Maus-Antikorper gegen humanes CD34 (gp 105-
120), Isotyp 1gG1 (BD Pharmingen, Katalog-Nr. 555822)

monoklonaler FITC-gekoppelter Maus-Antikérper gegen humanes CDA45
(leukocyte common antigen), Isotyp 1gGl (BD Pharmingen, Katalog Nr.
555482)
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anti-CD73-PE monoklonaler PE-gekoppelter Maus-Antikérper gegen humanes CD73 (Ecto-
5’-nucleotidase), Isotyp 1gG1 (BD Pharmingen, Katalog-Nr. 550257)

anti-CD90-FITC monoklonaler FITC-gekoppelter Maus-Antikdrper gegen humanes CD90 (Thy-
1), Isotyp IgG1 (Serotec, Katalog-Nr. MCA90F)

anti-CD105-FITC monoklonaler FITC-gekoppelter Maus-Antikdrper gegen humanes CD105
(Endoglin), Isotyp IgG1 (Serotec, Katalog-Nr. MCA1557F)

anti-HLA-A,B,C-FITC monoklonaler FITC-gekoppelter Maus-Antikdrper gegen humanen MHC I-

Komplex, Isotyp 1gG1 (BD Pharmingen, Katalog-Nr. 555552)
anti-HLA-DR,DP,DQ-FITC monoklonaler FITC-gekoppelter Maus-Antikérper gegen humanen MHC II-
Komplex, Isotyp 1gG2a (BD Pharmingen, Katalog-Nr. 555558)

3.4.2. Sekundarantikorper

Folgende Sekundarantikdrper wurden fur Western Blot-Analysen verwendet:

BEZEICHNUNG EIGENSCHAFTEN

HRP-anti-Maus-1gG HRP-gekoppelter Antikérper gegen Maus-1gG aus Ziege (Jackson)

Folgende Sekundarantikdérper wurden fur Immunfluoreszenzanalysen verwendet:

BEZEICHNUNG EIGENSCHAFTEN

FITC-anti-Maus-1gG FITC-gekoppelter Antikdrper gegen Maus-1gG aus Esel, (Dianova)

3.5. Groflen- und Molekulargewichtsstandards
Zur Bestimmung der GréRe von DNA-Molekiilen bei der Agarose-Gelelektrophorese wurden
die 1 kb und die 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs) verwendet. Bei der SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese diente die PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

(Fermentas) als Standard flr die Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen.

3.6. Kommerzielle Systeme

BEZEICHNUNG HERSTELLER

omnipure-OLS Omni Life Science
Plasmid Purification Mini, Midi und Maxi Kit Qiagen
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Protein Assay BioRad
Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate Perbio Science
TRAPeze Telomerase Detection Kit Chemicon

3.7. Enzyme, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Falls im Text nicht anders aufgefiihrt, wurden alle Chemikalien von den Firmen AppliChem,
Biomol, Fermentas, Fluka, Hartenstein, Invitrogen, New England Biolabs, Merck, Pall Life
Sciences, Roche, Roth und Sigma Aldrich bezogen. Zellkulturmaterial wurde von den Firmen
PAA, PAN und Gibco, sonstiges Verbrauchsmaterial von den Firmen Becton Dickinson
Labware, BioRad, Biozym, Brand, Braun, CEA, Eppendorf, Greiner, Menzel-Glaser, Nunc,
Pechiney Plastic, Sarstedt, Whatman und VWR bezogen.

3.8. Tiere

Klassische Transformationsversuche (4.3.3. und 4.3.4.) wurden an Nierenzellen 3 bis 5 Tage
alter CD-Ratten (Charles River) durchgefihrt. Flr die Tumorigenitatsversuche (4.8.) wurden
NMRI-(nu/nu)-Nacktmause aus der Tierzucht des Tierstalls der Universitat Regensburg (Herr

Dr. Thilo Spruss) verwendet.

3.9. Computerprogramme und Datenbanken

Texte, Tabellen und Abbildungen dieser Arbeit wurden mit der Microsoft Office-Software
erstellt. Darliber hinaus wurde ein Teil der Abbildungen mit dem Programm Adobe
Photoshop angefertigt. Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm CLC Workbench
vorgenommen. Zur Auswertung der Bandenintensitat in Agarosegelen wurde die Software
Gene  Tools des  G-Box-Systems  (Syngene)  verwendet.  Rohdaten  aus
durchflusszytometrischen Analysen wurden mit Hilfe der Software FlowJo in Histogramme
umgewandelt. Die Software Filemaker Pro diente der Archivierung der verwendeten
Zelllinien, Antikorper, Oligonukleotide, Vektoren und Plasmide. Zur Literaturrecherche
wurde die MEDLINE-Datenbank (National Library of Medicine) unter der Adresse

http://www.ncbi.nlm.gov/PubMed/ benutzt. Die Literaturangaben dieser Arbeit wurden mit

dem Programm EndNote eingefligt und bearbeitet.


http://www.ncbi.nlm.gov/PubMed/
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4. METHODEN

4.1. Bakterien

4.1.1. Kulturbedingungen und Lagerung von Bakterien (E. coli)

4.1.1.1. Plattenkulturen

Mit einer sterilen Impfose wurden einer Bakterienkolonie, einer Flussigkultur oder einer
Glyzerinkultur Bakterien entnommen und auf einer LB-Agarplatte so ausgestrichen, dass von
dieser nach Inkubation bei 30 oder 37°C (Heraeus Instruments) iber Nacht Einzelkolonien
isoliert werden konnten. Die Plattenkulturen sind nach Verschluss mit Parafilm mehrere
Wochen bei 4°C haltbar.

4.1.1.2. Flussigkulturen

Steriles LB-Medium wurde ausgehend von einer Einzelkolonie oder einer Glyzerinkultur mit
Bakterien beimpft und diese Kultur bei 30 oder 37°C unter Schitteln (Innova 4000, New

Brunswick Scientific) Uber Nacht inkubiert.

4.1.1.3. Glyzerinkulturen

In Flissigkultur monoklonal vermehrte Bakterien wurden bei Raumtemperatur fir 10
Minuten bei 4000 rpm abzentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0). Das dabei entstandende
Sediment wurde anschlieBend in 0,5 ml sterilem LB-Medium resuspendiert und in einem
CryoPure-Rohrchen mit 0,5 ml sterilem Glyzerin versetzt. Diese Kulturen sind dauerhaft bei -
80°C haltbar.
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4.1.1.4. Selektion

Sollten Bakterien auf die Anwesenheit bestimmter Plasmide selektioniert werden, wurden
dem LB-Medium Antibiotika zugesetzt, deren Resistenzgene auf den Plasmiden kodiert
waren. Hierzu wurden Ampicillin oder Kanamycin in den Konzentrationen 100 pg/ml bzw.

50 pg/ml eingesetzt. Die Antibiotika-Stammlésungen wurden steril filtriert und bei -20°C

gelagert.

LB-Medium: 10 g Bacto Tryptone
-ad 1L dest. H,O 5 g Bacto Yeast Extract
- pH 7 mit NaOH einstellen 10 g NaCl

- autoklavieren

LB-Agarplatten:
- 15 g Bacto-Agar/L LB-Medium

- autoklavieren
- auf 50°C abkdiihlen und Platten gieRen

4.2. Saugerzellen

4.2.1. Kulturbedingungen und Lagerung von Saugerzellen

4.2.1.1. Kultivierung von etablierten Saugerzelllinien

Alle Arbeiten mit Sdugerzellen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Dabei
wurden die in dieser Arbeit verwendeten adhédrent wachsenden Séaugerzelllinien als
Einschichtkulturen in liegenden Kulturflaschen, Petrischalen oder Kulturplatten (24, 12 oder 6
wells) kultiviert. Als Kulturmedium diente DMEM mit 5 oder 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin. Die Kulturen wurden bei 37°C in einem Inkubator mit 5%iger CO,-
Atmosphére (Heraeus BBD 6220) inkubiert und das Nahrmedium regelméaRig gewechselt.
Abhangig von der Zelldichte wurden die Zellen alle 3 bis 5 Tage im Verhaltnis 1:2 bis 1:10
subkultiviert. Dazu wurden die Zellen nach Absaugen des Mediums mit PBS gewaschen und
anschliefend mit einer Trypsin/EDTA-LOsung von den Kulturgefden abgeldst. Nach

Inaktivierung der Proteaseaktivitat des Trypsins durch Zugabe von 1 Volumen Kulturmedium
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wurden die Zellen in einem Plastikréhrchen bei Raumtemperatur fur 3 Minuten bei 2000 rpm
abzentrifugiert (Heraeus Multifuge 3 S-R). Der Uberstand wurde abgesaugt, und die Zellen
wurden in einem kleinen Volumen Nahrmedium resuspendiert. Schlie3lich wurden die Zellen
im gewunschten Verhaltnis in neue Kulturgefdle ausgesat, welche bereits vorgewédrmtes

Medium enthielten.

10x PBS: 80 g NaCl

-ad 1L dest. H,O 2 g KClI

- pH 7,4 mit HClI einstellen 26,8 g Na,HPO, - 7H,0
- autoklavieren 2,4 g KH,PO,

4.2.1.2. Gewinnung und Kultivierung primarer Nierenzellen neugeborener Ratten

Zur Gewinnung von Rattennierenzellen wurden die Nieren von 3 bis 5 Tage alten CD-Ratten
unter semisterilen Bedingungen entnommen und bis zur Weiterverarbeitung in einem
Plastikrohrchen mit sterilem PBS bei Raumtemperatur aufbewahrt. Alle folgenden
Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die Nieren wurden in einer Petrischale
mit PBS mit Hilfe von Pinzette und Skalpell zerkleinert und dann in ein weiteres
Plastikrohrchen Uberfiinrt. Je 20 Nieren wurden in 20 ml PBS mit 1 mg/ml
Kollagenase/Dispase bei 37°C fur 3 bis 4 Stunden unter mehrmaligem Schwenken inkubiert.
Nach Zentrifugation bei 4°C fur 10 Minuten bei 2000 rpm (Heraeus Multifuge 3 S-R) wurde
der Uberstand entfernt, und die sedimentierten Zellen wurden zweimal mit 20 ml PBS
gewaschen. Zur Kultivierung wurden die Zellen von je 4 Nieren in vorgewarmtem
Néhrmedium (DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin) auf einer Petrischale
(10 cm) ausgesat. Am Folgetag wurde das Medium ausgetauscht, und die Zellen wurden, wie

unter 4.2.1.1. beschrieben, weiter kultiviert.

4.2.1.3. Gewinnung und Kultivierung primérer humaner Amniozyten

Aus 10 bis 15 ml frisch entnommenen Fruchtwassers wurden vitale Zellen isoliert. Dazu
wurde das Fruchtwasser in einem Plastikréhrchen bei Raumtemperatur fir 3 Minuten bei
2000 rpm zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3 S-R) und der Uberstand verworfen. Das
Sediment wurde in einem kleinen Volumen BIO-AMF-2-Medium (Biological Industries,

Kibbutz Beit Haemek Israel) aufgenommen und in einer 6-well-Kulturplatte mit 3 ml
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Gesamtvolumen des Mediums kultiviert. Nach 7 Tagen wurde das Medium gegen Ham’s F10
mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Ultroser G ausgetauscht. Die adharenten
Zellen wurden, wie unter 4.2.1.1. beschrieben, weiter kultiviert und bei Konfluenz auf gréRiere

Kulturgefalle umgesetzt, bis die Kultur den gewiinschten Umfang erreicht hatte.

4.2.1.4. Isolierung priméarer humaner mesenchymaler Stromazellen aus dem Fruchtwasser

Die lIsolierung mesenchymaler Stromazellen aus dem Fruchtwasser erfolgte nach einem
modifizierten Protokoll von Tsai und Kollegen (Tsai et al., 2004). Dazu wurden die in einer
frischen Fruchtwasserprobe von 10 bis 15 ml enthaltenen Zellen in einem Plastikréhrchen bei
Raumtemperatur fir 3 Minuten bei 2000 rpm sedimentiert (Heraeus Multifuge 3 S-R) und der
Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 3 ml BIO-AMF-2-Medium (Biological Industries,
Kibbutz Beit Haemek Israel) aufgenommen und in eine 6-well-Kulturplatte (berfihrt.
Wahrend einer ersten funftagigen Kultivierungsphase setzten sich adhérente Zellen am Boden
des KulturgefaRes ab. Die im Uberstand verbliebenen Zellen wurden abgenommen, erneut in
einem Plastikréhrchen bei Raumtemperatur fir 3 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert
(Heraeus Multifuge 3 S-R) und anschlieend in 3 ml MesenchymStem-Medium mit 1%
Penicillin/Streptomycin in einer 6-well-Kulturschale fir weitere 5 Tage kultiviert. Dabei
setzte sich eine zweite Population adh&renter Zellen am Schalenboden ab. Die so gewonnenen
Zellen wurden, wie unter 4.2.1.1. beschrieben, weiter kultiviert und bei Konfluenz auf gréiiere

Kulturgefalle umgesetzt, bis die Kultur den gewiinschten Umfang erreicht hatte.

4.2.1.5. Kultivierung primérer humaner mesenchymaler Stromazellen

Aus dem Fruchtwasser isolierte sowie aus dem Knochenmark gewonnene mesenchymale
Stromazellen der Firma Lonza wurden, wie unter 4.2.1.1. beschrieben, in MesenchymStem-
Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert.
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4.2.1.6. Adipogene, chondrogene und osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler

Stromazellen

Mesenchymale Stromazellen besitzen das Potenzial, in Adipozyten, Chondroblasten sowie
Osteoblasten zu differenzieren. Die Differenzierung der von der Firma Lonza bezogenen
Zellen wurde von Frau PD Dr. Claudia Lange (Forschungsabteilung Zell- und Gentherapie in
der Interdisziplindren Klinik und Poliklinik fir Stammzelltransplantation, UKE, Hamburg)
wie unten beschrieben durchgefiihrt. Die adipogene Differenzierung erfolgte nach Pittenger
und Kollegen (Pittenger et al., 1999), die chrondrogene Differenzierung nach einem
modifizierten Protokoll von Shakibaei und De Souza (Shakibaei and De Souza, 1997) und die
osteogene Differenzierung nach einer Methode von Jaiswal und Kollegen (Jaiswal et al.,
1997). Die Préaparate wurden anschlieRend lichtmikroskopisch (Leica DMIL) ausgewertet.

4.2.1.6.1. Adipogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stromazellen

Fur die adipogene Differenzierung wurde eine konfluente Kultur mesenchymaler
Stromazellen fir 2 bis 3 Tage in einer 24-well-Kulturplatte in Anzuchtmedium (DMEM low
glucose mit 1% Penicillin/Strepotmycin und 10% pre-selected FCS (BioWhittaker)) mit 1 pM
Dexamethason, 0,5 mM Isobutylmethylxanthin, 100 uM Indomethacin und 10 puM Insulin
kultiviert. Parallel dazu wurde eine Kontrollkultur unter den gleichen Bedingungen inkubiert.
Dabei erfolgte die Kultivierung wie unter 4.2.1.1. beschrieben. Anschliefend wurde das
Medium von den Kulturen entfernt und im Falle der zu induzierenden Kultur gegen
insulinhaltiges Anzuchtmedium ausgetauscht. Die Kontrollkultur erhielt Anzuchtmedium
ohne Insulin. Der Medienwechsel wurde Uber einen Zeitraum von 3 Wochen zweimal
wdchentlich wiederholt, bis sich in der induzierten Kultur Fettvakuolen in den Zellen gebildet
hatten. Die Kulturen wurden dann mit PBS gewaschen und fur 10 Minuten in 10% Formalin
fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt in 50% Ethanol erfolgte die Farbung der Zellen mit
Sudan-Rot B fiir 15 bis 30 Minuten. Nach erneutem Waschen mit 50% Ethanol wurden die
Zellen fir 5 Minuten mit Mayer’s Himalaunlosung gefarbt. Die Zellen wurden dann fiir 1
Minute in Leitungswasser gewassert und nachfolgend dreimal mit destilliertem Wasser

gewaschen. Die Einbettung der Zellen erfolgte schlieRlich in Paraffingl.
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Sudan-Rot B-Ldsung: 0,3 g Sudan-Rot B
- flir 24 Stunden bei 60°C losen in 100 ml 70% Ethanol
- nach Erkalten filtrieren

4.2.1.6.2. Chondrogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stromazellen

Zur chondrogenen Differenzierung mesenchymaler Stromazellen wurden 150.000 Zellen in 1
ml Alginatlosung aufgenommen. Die Zellsuspension wurde dann tropfenweise in 0,1 M
CaCl; in eine 6-well-Kulturplatte gegeben und anschlieRend bei Raumtemperatur fur 10
Minuten inkubiert, wobei sie in Form Kleiner Kugeln gelierte. Die Alginatkugeln wurden
dreimal mit 0,15 M NaCl und zweimal mit Anzuchtmedium (4.2.1.6.1.) gewaschen. Danach
wurden die in den Kugeln eingeschlossenen Zellen fir 7 Tage, wie unter 4.2.1.1. beschrieben,
kultiviert und das Medium wahrend dieser Zeit zweimal ausgetauscht. Die Fixierung der
Alginatkugeln erfolgte in 10% Formalin fir 1 Stunde. Nach funfminitigem Waschen der
Kugeln mit 2% Essigsaure wurden die Zellen bei Raumtemperatur fir 24 Stunden mit Alcian-
Blau-Losung gefarbt. Danach wurden die Kugeln dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen
und anschlieBend in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Dazu wurden sie fur jeweils
10 Minuten in 30%, 50%, 70% und 90% Ethanol inkubiert. Die Dehydrierung wurde durch
zehnminutige Inkubation in Xylol abgeschlossen. Die so préaparierten Kugeln konnten

schlielich unter leichtem Druck auf einem Objekttrager in Entellan eingebettet werden.

Alginatldsung (2%): 1 g Alginat
- bei 37°C 16sen in 50 ml 0,15 M NaCl
- sterilisieren

Alcian-Blau-L §sung:
Komponente A: 50 mg Alcian-Blau 8 GX

- 6 ml konz. Essigséure hinzufiigen in 50 ml 0,15 M NaCl
- pH 1,5 einstellen

Komponente B: 4 g MgCl,
in 50 ml 0,15 M NacCl

Komponenten A und B mischen (3 Tage inkubieren und vor Gebrauch filtrieren)
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4.2.1.6.3. Osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stromazellen

Um die osteogene Differenzierung mesenchymaler Stromazellen durchzufiihren, wurde eine
konfluente Kultur fur 2 bis 3 Wochen in einer 24-well-Kulturplatte in Anzuchtmedium
(4.2.1.6.1.) mit 107 M Dexamethason, 50 uM Ascorbinsdure und 10 mM B-Glyzerolphosphat
inkubiert, wobei das Medium alle 3 bis 4 Tage gewechselt wurde. In dieser Zeit bildeten sich
mineralische Ablagerungen in den so behandelten Zellen. Parallel dazu wurde eine
Kontrollkultur in reinem Anzuchtmedium kultiviert. Dabei erfolgte die Kultivierung wie unter
4.2.1.1. beschrieben. Die Kulturen wurden dann mit PBS gewaschen und nachfolgend mit 4%
Formaldehyd fixiert. Nach wiederholtem Waschen mit PBS sowie zweimaligem Waschen mit
destilliertem Wasser wurden die Zellen an der Luft getrocknet. AnschlieRend erfolgte die
Farbung der Kulturen nach von Kossa. Dazu wurden die Zellen fur 10 Minuten mit 6%
Silbernitrat unter UV-Licht gefarbt, dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen und fiir 5
Minuten mit Mayer’s Hamalaunlésung gegengefdrbt. Nach dem Wiéssern der Kulturen in
Leitungswasser fur 1 Minute und zweimaligem Waschen mit destilliertem Wasser wurden die

Zellen in Paraffindl eingebettet.

4.2.1.7. Lagerung von Saugerzellen

Fur die dauerhafte Lagerung von Saugerzellen wurden subkonfluente Kulturen mit
Trypsin/EDTA-L6sung vom Kulturgefal abgel6st und in 1 Volumen Nahrmedium
aufgenommen. Nach Zentrifugation bei Raumtemperatur fir 3 Minuten bei 2000 rpm
(Heraeus Multifuge 3 S-R) und Entfernung des Uberstandes wurde das Sediment in 1 ml FCS
mit 10% DMSO aufgenommen und in CryoPure-Rohrchen Gberfiihrt. Die Zellen wurden
schrittweise eingefroren (2 Stunden bei -20°C, 24 Stunden bei -80°C) und schlieRlich in
fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

Zur Rekultivierung wurden die tiefgefrorenen Zellen rasch im Wasserbad bei 37°C aufgetaut
und nach Zentrifugation (Raumtemperatur, 3 Minuten, 2000 rpm, Heraeus Multifuge 3 S-R)
und Verwerfen des Uberstandes in einem mit vorgewarmtem Medium vorbereiteten

Kulturgefall ausgesat.
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4.2.2. Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Zellzahl in einer Suspension wurde mit Hilfe einer Neubauer-Z&hlkammer bestimmt.
Dazu wurden die Zellen zuvor trypsiniert und entsprechend der Zelldichte in Medium
verdunnt. Um lebende von toten Zellen zu unterscheiden, wurde ein Aliquot (50 ul) der
Zellsuspension mit 1 Volumen Trypanblau-Lésung versetzt, wobei der Farbstoff nur toten
Zellen eine blaue Farbung verleiht, wahrend vitale Zellen farblos bleiben. Das Aliquot wurde
nach Angaben des Herstellers in die Z&hlkammer 0berfihrt, und die Zellen aus 16
Kleinquadraten des kammereigenen Rasters wurden im Lichtmikroskop (Leica DMIL)
ausgezahlt. Unter Bericksichtigung der Verdunnung ergibt sich nach Multiplikation der

ermittelten Zellzahl mit dem Faktor 10* die Anzahl der Zellen pro ml Gesamtkultur.

Trypanblau-Ldsung: 0,5% Trypanblau
0,85% NaCl
in dest. H,O

4.3. Lentivirale Vektoren

Virale Vektoren kénnen verwendet werden, um genetische Informationen in eukaryotische
Zellen einzubringen. Lentivirale Vektoren haben im Vergleich zu anderen viralen Vektoren
den Vorteil, dass sie auch in ruhende Zellen oder Zellen, die sich nur langsam teilen,
eindringen konnen, um ihr genetisches Material in das Wirtsgenom zu integrieren. Dieses
resultiert in der stabilen Expression des Zielgens in den so behandelten Zellen und deren

Tochterzellen.

4.3.1. Herstellung und Lagerung rekombinanter lentiviraler Partikel

Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten lentiviralen Vektoren des LeGO-Systems
(LeGO = lentiviral gene ontology) (Weber et al., 2008) wurden alle fur die viralen
Strukturproteine kodierenden Regionen aus dem Genom entfernt (replikationsinkompetent),
so dass der Vektor selbst keine viralen Proteine bilden kann. Anstelle der deletierten
Sequenzen wurden die adenoviralen Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 (HAdV5)
getrennt voneinander in die Vektoren iV2 (E1A), iCer2 (E1B-55K, E4orf3, E4orf6) bzw.
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IBLB2 (E1B-55K, Ed4orf3, E4orf6) eingesetzt. Die Herstellung der lentiviralen Partikel
erfolgte mit Hilfe der Zelllinie HEK293T, die mit allen hierfur erforderlichen Plasmiden
kotransfiziert wurde. Dieses waren die Expressionsplasmide LeGO-iV2, LeGO-iCer2 oder
LeGO-iBLB2 (Kontrollen) bzw. LeGO-iV2-E1A, LeGO-iCer2-E1B-55K, LeGO-iCer2-
Edorf3, LeGO-iCer2-E4orf6, LeGO-iBLB2-E1B-55K, LeGO-iBLB2-E4orf3 oder LeGO-
IBLB2-E4orf6 sowie die Verpackungsplasmide pCMV-VSV-G, pMDLg/pRRE und pRSV-
Rev. pMDLg/pRRE ist ein Plasmid, das sich von HIV-1 abgeleitet und die Gene gag (kodiert
flr die Nukleokapsidbestandteile p7, p17 und p24) und pol (kodiert flr reverse Transkriptase,
Integrase und Protease) enthdlt und somit die Verpackung der lentiviralen Partikel
gewdhrleistet (Beyer et al., 2002). pCMV-VSV-G ist ein Plasmid, das sich von VSV
(Vesicular stomatitis virus) ableitet und fur das Glykoprotein der VSV-Hiille kodiert (Beyer et
al., 2002). Dieses so genannte G-Protein ermdglicht eine spezies- und gewebstbergreifende
Infektion von Zellen. Das Plasmid pRSV-Rev kodiert fir das Rev-Protein, das in einem
Vektorsystem den RNA-Transport sicherstellt (Dull et al., 1998).

Zuné&chst wurden die HEK293T-Zellen bis zu einer Konfluenz von etwa 50% auf Petrischalen
(15 cm) in DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Vor der
Transfektion wurde 1 ml Opti-MEM in einem Reaktionsgefal? vorgelegt. AnschlieRend
wurden 7,5 pg des entsprechenden LeGO-Vektors, 2 pg pCMV-VSV-G, 3,8 ug
PMDLg/pRRE, 2 pg pRSV-Rev sowie 90 ul PEI (Stammlésung 1 mg/ml, pH 7,2)
hinzugefugt. PEI ist ein polykationisches Polymer, das negativ geladene DNA aus dem
Medium in S&ugerzellen transportieren kann. Dabei entsteht ein Komplex mit positiv
geladener Oberflache, der an die negativ geladene Zelloberflache bindet und schlie3lich durch
Endozytose ins Zellinnere gelangt. Die Komponenten wurden grundlich durchmischt, das
Gemisch kurz abzentrifugiert und im Anschluss fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrenddessen wurde das Kulturmedium von den zu transfizierenden Zellen
abgezogen und durch 12,5 ml vorgewarmtes Opti-MEM ersetzt. Anschlieend wurde das
Transfektionsgemisch hinzugegeben. Nach 6 bis 8 Stunden Inkubation wurde das Medium
gegen Vollmedium mit 20 mM HEPES (ausgehend von einer 1 M Stammldsung, pH 7,9)
ersetzt. 48 Stunden nach der Transfektion konnten die Viruspartikel, die von den Zellen ins
Medium abgegeben worden waren, geerntet werden. Dazu wurde das Medium mit einer
Spritze aufgezogen, steril filtriert (Porendurchmesser 0,45 pum) und in CryoPure-Réhrchen
aliquotiert. Die Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlief’end bei
-80°C aufbewahrt.



41

4.3.2. Bestimmung des lentiviralen Titers

Zur Bestimmung des Titers der infektiosen Lentiviruspartikel im geernteten Uberstand
(4.3.1.) wurden zundchst HEK293T-Zellen auf einer 24-well-Kulturplatte in DMEM mit 10%
FCS und 1% Penicillin/Streptomycin ausgesét (je 50.000 Zellen pro Vertiefung). Nachdem
sich die Zellen etwa 5 bis 6 Stunden spater abgesetzt hatten, wurde das Medium abgezogen
und gegen 500 pl Kulturmedium mit 8 pg/ml Polybren ersetzt. Fir jede zu testende
Suspension wurden die Zellen in je 2 Vertiefungen mit 10 pl Virussuspension und in je 2
Vertiefungen mit 100 pl Virussuspension behandelt. Eine unbehandelte Vertiefung diente als
Kontrolle. Am Folgetag wurde das Medium gegen Vollmedium ausgetauscht. 72 Stunden
nach der Infektion wurde das Medium entfernt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und
mit je 500 pl Trypsin/EDTA aus den Vertiefungen geltst. AnschlieBend wurden die Zellen in
je 1 ml Kulturmedium aufgenommen und in Plastikréhrchen Gberfiihrt, in denen sie bei
Raumtemperatur fur 3 Minuten bei 2000 rpm abzentrifugiert wurden (Heraeus Multifuge 3 S-
R). Das Sediment wurde in 200 pl PBS resuspendiert und in Rundbodenréhrchen mit
Filterdeckel Gberfuhrt, wobei die Suspension durch den Filter gepresst wurde. Bis zur Analyse
im Durchflusszytometer (BD FACS Canto 1) wurden die Zellen auf Eis gelagert. Zellen, die
Virus-DNA in ihr Genom integriert hatten, emittierten ein gelbes (im Falle von LeGO-iV2; V
= Venus) oder blaues (im Falle von LeGO-iCer2; Cer = Cerulean, sowie im Falle von LeGO-
iBLB2; B = BFP = blue fluorescent protein) Fluoreszenzsignal. Mit Hilfe des Anteils
fluoreszierender Zellen in den Proben konnte der Virustiter nach folgender Formel bestimmt
werden:
T=NxP/V Titer

Zellzahl (50.000)

Volumen der Virussuspension (10 bzw. 100 ul)

< z 4

Anteil infizierter Zellen

4.3.3. Infektion von Sdugerzellen mit lentiviralen Partikeln

Zur Infektion von S&ugerzellen mit lentiviralen Partikeln (4.3.1.) wurden die Zellen in
geeignetem N&hrmedium bis zu einer Konfluenz von 50 bis 70% auf einer 6-well-Kulturplatte

kultiviert. Unmittelbar vor der Infektion wurde das Medium gegen 2 ml Kulturmedium mit 8
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png/ml Polybren ausgetauscht. Anschliefend wurden pro Virustyp 100.000 bis 200.000
Viruspartikel zu den Zellen pipettiert. Nach 5 bis 6 Stunden wurde das virushaltige Medium
gegen normales Kulturmedium ausgetauscht. Je nach Versuchsansatz wurden die Zellen
unterschiedlich lange kultiviert und gegebenenfalls auf groRere KulturgeféaRe umgesetzt, bis

die Kultur den gewtinschten Umfang erreicht hatte.

4.3.4. Transformation primarer Zellen und Etablierung stabil transformierter Zelllinien

Zur Transformation von Nierenzellen neugeborener Ratten, humanen Amniozyten und
humanen mesenchymalen Stromazellen durch adenovirale Onkoproteine wurden diese Zellen,
wie unter 4.3.3. beschrieben, in geeignetem Nahrmedium in 6-well-Kulturplatten kultiviert
und mit lentiviralen Partikeln (4.3.1.) infiziert, deren Virusgenom fiir die adenoviralen
Sequenzen E1A, E1B-55K, E4orf3 bzw. E4orf6 kodierte. 24 bis 72 Stunden nach Infektion
wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA aus den Vertiefungen geldst, in Kulturmedium
aufgenommen und in Petrischalen (15 cm) ausgesét, in denen vorgewédrmtes Medium
vorgelegt worden war. In einem Zeitraum von 7 bis 21 Tagen bildeten sich Zellkolonien
(Foci) morphologisch veranderter Zellen aus. Diese Kolonien konnten entweder mit
Kristallviolett-Farbelosung angefarbt und ausgezahlt oder zur Etablierung stabil
transformierter Zelllinien herangezogen werden. Dazu wurden die Kolonien entweder
vereinigt (polyklonal) oder mit Hilfe von sterilen Glasringen (5 bis 10 mm Durchmesser)
einzeln isoliert (monoklonal). Hierbei wurde die Unterseite der Glasringe mit Hilfe einer
Pinzette in sterile Vaseline getaucht und auf die zu isolierenden Kolonien gesetzt, die zuvor
markiert und mit PBS gewaschen worden waren. Zum Ablésen der Zellen wurden je 100 pl
Trypsin/EDTA-L6sung in das Innere der Glasringe pipettiert. Nach einigen Minuten wurden
die Zellen in 1 Volumen Kulturmedium aufgenommen und anschlielend in einer mit Medium
vorbereiteten 24-well-Kulturplatte ausgesat und kultiviert. Am Folgetag wurde das Medium
zur Entfernung von Trypsin- und Vaselineresten ausgetauscht. Bei Konfluenz wurden die
Zellen auf groRere KulturgeféalRe umgesetzt. Dieses wurde so lange fortgesetzt, bis die Kultur
den gewtiinschten Umfang erreicht hatte.

Kristallviolett-Farbelésung: 1% Kristallviolett
25% Methanol
in dest. H,O
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4.4. DNA-Techniken

4.4.1. Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA aus E. coli wurde ein modifiziertes Verfahren
der alkalischen Lyse eingesetzt (Beck et al., 1993). Dazu wurde eine Ubernachtkultur mit
einem Volumen von 1,5 ml bei Raumtemperatur fir 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert
(Eppendorf Centrifuge 5417R), der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 300 pl Lésung A
resuspendiert. Die Suspension wurde dann mit 300 pl Lésung B versetzt, vorsichtig
geschwenkt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 300 pl
Losung C hinzugegeben, und das Gemisch wurde erneut fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zentrifugation bei Raumtemperatur fur 10 Minuten bei 13.000 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5417R) wurde der DNA-haltige Uberstand in ein ReaktionsgefaR
uberfuhrt, mit 500 ul Isopropanol versetzt und die DNA fiir 30 Minuten bei 13.000 rpm
gefallt (Eppendorf Centrifuge 5417R). Der Uberstand wurde abgesaugt und das DNA-
Préazipitat mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen. Nachfolgend wurde die DNA getrocknet und in
50 ul 10 mM Tris/HCI (pH 8) aufgenommen. Die so isolierte DNA konnte fir Restriktions-
und Sequenzanalysen (4.4.7.1. und 4.4.8.) eingesetzt werden.

Die Isolierung gréRerer Mengen Plasmid-DNA aus 100 bis 500 ml Ubernachtkultur erfolgte
mit Hilfe von Anionentauschersdulen des Plasmid Purification Midi und Maxi Kit (Qiagen)

nach den Angaben des Herstellers.

Ldsung A: 50 mM Tris/HCI
- Lagerung bei 4°C 10 mM EDTA
100 pg/ml RNAse A
in dest. H,0O
Losung B: 200 mM NaOH
1% SDS
in dest. H,O
Losung C: 7,5 M NH,OAc

- Lagerung bei 4°C in dest. H,O
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4.4.2. Praparation von genomischer DNA aus Saugerzellen

Zur Préparation genomischer DNA aus Sdugerzellen wurden diese zunéchst auf 6-well-
Kulturplatten in geeignetem Kulturmedium bis zur Konfluenz kultiviert. Nach Entfernung des
Mediums und Waschen mit PBS wurden die Zellen trypsiniert, in Kulturmedium
aufgenommen und in einem Plastikréhrchen bei Raumtemperatur fiir 3 Minuten bei 2000 rpm
(Heraeus Multifuge 3 S-R) zentrifugiert. Das Zellsediment wurde zweimal mit PBS
gewaschen und konnte anschlieBend sofort verwendet oder bei -80°C gelagert werden. Zum
Aufschluss der Zellen wurden diese in 200 pl Extraktionspuffer resuspendiert und
nachfolgend bei 56°C fur 1 Stunde unter Schiitteln (Eppendorf Thermomixer comfort)
inkubiert. Danach wurde dem Lysat 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol beigeftigt
und die Flussigkeit in ein Phase Lock Gel-Rohrchen (2 ml) tberfihrt. Durch flnfmindtiges
Schwenken erfolgte die Homogenisierung der organischen und waéssrigen Phase. Zur
Phasentrennung wurde das Gemisch bei Raumtemperatur fur 5 Minuten bei 13.000 rpm
zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5417R). Das Hinzufligen von organischem Losungsmittel
sowie Homogenisierung und Zentrifugation wurden jeweils zweimal wiederholt.
AnschlieBend wurde die DNA in der wassrigen Phase durch Zugabe von 0,7 Volumen
Isopropanol und 0,07 Volumen 3 M Natriumazetat (pH 5,2) und Zentrifugation bei
Raumtemperatur fir 15 Minuten und 13.000 rpm ausgeféllt (Eppendorf Centrifuge 5417R).
Das DNA-Prézipitat wurde mit 75% Ethanol gewaschen, getrocknet und schliel3lich in 20 bis
50 pl 10 mM Tris/HCI (pH 8) aufgenommen.

Extraktionspuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8
50 mM NaCl
0,1% SDS

0,1 mg/ml Proteinase K (immer frisch zusetzen)

0,1 mg/ml RNAse A (immer frisch zusetzen)
in dest. H,O

4.4.3. Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA

Die Konzentration von geloster DNA wurde mit Hilfe des Nanodropl000-
Spektrophotometers (Peqglab) nach den VVorgaben des Herstellers bestimmt. Die Reinheit der
DNA wurde anhand des Verhéaltnisses OD,g0/OD2gp beurteilt, das 1,8 bis 2,0 betragen sollte.
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4.4.4. Agarose-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen beruht auf der
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit von Nukleinsduren im elektrischen Feld in
Abhangigkeit von der Fragmentlange. DNA-Proben wurden sowohl fir analytische als auch
fur praparative Zwecke in 0,6 bis 1,5%igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.
Dafir wurde die entsprechende Menge Agarose in TBE-Puffer durch Aufkochen
(Mikrowelle) gelost, anschliefend auf ca. 50°C abgekuhlt und zur spateren Farbung der DNA
mit 0,5 bis 1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Das noch flissige Gel wurde dann in eine
Flachbettgelapparatur (Peglab) gegossen. Die DNA-Proben wurden mit 1/10 Volumen 10x
Probenpuffer versetzt und anschlieend zusammen mit einem Grof3enstandard (1 kb DNA
Ladder oder 100 bp DNA Ladder, New England Biolabs) auf das verfestigte Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 5 bis 10 V pro cm Gelldnge durchgefihrt.
AnschlieBend konnten analytische Gele mit Hilfe eines Geldokumentationssystems (G-Box
UV-Transilluminator und Gene Tools Software, Syngene) bei einer Wellenlange von 312 nm
ausgewertet werden. DNA-Banden praparativer Gele wurden auf einem UV-Durchlichtschirm

(Syngene) bei 365 nm visualisiert und mit einem Skalpell ausgeschnitten.

10x TBE: 108 g Tris
-ad 1 L dest. H,O 55 g Borséure
40 ml 0,5 M Na,EDTA, pH 8

10x Probenpuffer: 250 mg Bromphenolblau

250 mg Xylencyanol

33 ml 150 mM Tris, pH 7,6
60 ml Glyzerin

7 ml dest. H,O

4.4.5. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (4.4.4.) fur weiterfuhrende Arbeiten
wurde mit Hilfe des Kits omnipure-OLS (Omni Life Science) nach den Vorgaben des
Herstellers durchgefiihrt. Zuvor mussten diese sorgfaltig aus dem Gel ausgeschnitten werden.
Nach der Isolierung wurde die in Losung vorliegende DNA, wie unter 4.4.2. beschrieben,

gefallt und gewaschen und in 20 bis 50 pl 10 mM Tris/HCI (pH 8,0) aufgenommen.
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SchlieBlich wurde die Konzentration und Qualitdt der DNA-L6sung Uber Agarose-
Gelelektrophorese (4.4.4.) Gberpruft.

4.4.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1988) ist ein Verfahren zur exponentiellen
Vermehrung (Amplifikation) definierter Nukleinsduresequenzen in vitro. Hierbei wird die
Spezifitat der Reaktion durch die Wahl der zugesetzten Starter-Oligonukleotide (primer)
sichergestellt.

Fur einen Standard-Reaktionsansatz wurden ca. 100 ng DNA sowie je 100 pmol der
entsprechenden Oligonukleotide, 1 pul ANTP-Mix (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP),
5 ul 10x PCR-Puffer und 1 pl Tag-Polymerase (5 U/ul) eingesetzt. Die Komponenten wurden
in Reaktionsgefalen (0,2 ml) auf Eis zusammengegeben und mit destilliertem Wasser auf 50
ul aufgefullt. Anschlielend wurde der Ansatz in einem Thermocycler (MJ Mini Personal

Cycler, BioRad) wie folgt inkubiert:

1 min bei 95°C (Denaturierung der DNA)
1 min bei 55 bis 70°C (Hybridisierung der Oligonukleotide an die Zielsequenz)
1 min pro kb bei 72°C (Polymerisation)

Dieser Zyklus wurde 30mal wiederholt. Danach folgte eine zehnminitige Inkubation des
Ansatzes bei 72°C, um 3’-Enden nicht vollendeter PCR-Produkte zu komplettieren. Erfolgte
die PCR zu analytischen Zwecken, wurden 5 pl der amplifizierten DNA in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt (4.4.4.) und unter UV-Licht hinsichtlich FragmentgroRe
uberpruft. Fur weiterfihrende Analysen wurde das Produkt sequenziert (4.4.8.) oder durch
Restriktionsenzyme gespalten (4.4.7.1.).
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4.4.7. Klonierung von DNA-Fragmenten

4.4.7.1. Restriktionsspaltung

Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New England Biolabs bezogen und
zusammen mit den dazugehoérigen 10x Puffern nach den VVorgaben des Herstellers eingesetzt.
Fur analytische Zwecke wurde 1 pug DNA mit 3 U Restriktionsendonuklease in einem
Reaktionsvolumen von 20 ul fir mindestens 1 Stunde gespalten (U = unit; Menge Enzym, die
in 1 Stunde 1 pg Substrat umsetzt). Fir préparative Zwecke wurden 5 bis 10 pg DNA mit 10
U Restriktionsendonuklease in einem Reaktionsvolumen von 50 pl fiir mindestens 3 Stunden
inkubiert. Bei Verwendung mehrerer Restriktionsendonukleasen im gleichen Ansatz wurde
ein Puffer gewéhlt, in dem alle Enzyme Uber eine ausreichende Aktivitat verfugten. Enzyme,
die aufgrund ihrer Pufferbedingungen oder Reaktionstemperatur nicht gleichzeitig verwendet
werden konnten, wurden nacheinander eingesetzt. Hierbei wurde die DNA zwischen den
einzelnen Reaktionsschritten geféllt, wie unter 4.4.2. beschrieben. Nach Spaltung der DNA
wurden die Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt (4.4.4) und gegebenenfalls aus dem Gel
gereinigt (4.4.5.).

4.4.7.2. Ligation

Durch Restriktionsendonukleasen gespaltene DNA-Fragmente (4.4.7.1.) mit kompatiblen
Enden wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase miteinander verknulpft. Linearisierte Vektor-
DNA wurde, um eine Religation des Vektors zu unterbinden, mit 1 U alkalischer Phosphatase
fur 30 Minuten bei 37°C dephosphoryliert (Eppendorf Thermomixer comfort). DNA-
Fragmente mussten vor der Ligation, wie unter 4.4.5 beschrieben, aufgereinigt werden.
Zusétzlich war die Abschéatzung der Konzentrationen von Vektor und Fragment erforderlich.
Ein Standard-Ligationsansatz (20 ul) enthielt 20 bis 100 ng Vektor-DNA, die drei- bis
zehnfache Menge des DNA-Fragmentes, das in diesen eingefligt werden sollte, sowie 2 pl
10x Ligationspuffer und 2,5 U T4-DNA-Ligase. Der Ansatz wurde tber Nacht bei 13°C
inkubiert (Eppendorf Thermomixer comfort) und das rekombinante Plasmid anschlieRend

direkt zur Transformation von E. coli (4.4.7.3.) eingesetzt.
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4.4.7.3. Transformation von E. coli durch Elektroporation

Die Herstellung elektrokompetenter E. coli erfolgte nach einer Methode von Sharma und
Schimke (Sharma and Schimke, 1996). 1 L YENB-Medium wurde mit 10 ml einer
Ubernachtkultur angeimpft und bis zum Erreichen einer ODggo von 0,5 bis 0,9 bei 37°C
geschdittelt (Innova 4000, New Brunswick Scientific). Die Zellen wurden fur 5 Minuten auf
Eis gekuhlt und dann bei 4°C fiir 10 Minuten bei 6000 rpm (Beckman Coulter Avanti J-E
Centrifuge) abzentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde anschlieRend zweimal mit 100 ml
eisgekiihltem destillierten Wasser sowie einmal mit 20 ml 10% Glyzerin gewaschen. Danach
wurden die Zellen in 3 ml 10% Glyzerin aufgenommen, in Aliquots von je 50 pl aufgeteilt, in
Plastikrohrchen tberfuhrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Schlie3lich wurden die
Aliquots bei -80°C gelagert.

Vor der Elektroporation wurden die elektrokompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut, 50 pl
der Bakteriensuspension mit 1 bis 10 pg Plasmid-DNA vermischt und in eine vorgekihlte
Elektroporationskiivette mit einem Elektrodenabstand von 1 mm (BioRad) Uberfiihrt. Die
Elektroporation wurde mit dem Micro Pulser (BioRad) nach Vorgaben des Herstellers bei
einer Spannung von 1,25 kV, einer Kapazitat von 25 pF sowie einem Parallelwiderstand von
200 Q durchgefiihrt. Dabei wurde eine Zeitkonstante von etwa 5 ms erreicht. Nach dem Puls
wurden die Bakterien sofort mit 1 ml LB-Medium aus der Kivette gespult, in ein
Plastikrohrchen berfihrt und bei 37°C fir 1 Stunde geschittelt (Innova 4000, New
Brunswick Scientific). AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert (Raumtemperatur, 10
Minuten, 4000 rpm, Eppendorf Centrifuge 5417R), in etwa 50 pl Uberstand resuspendiert, auf
einer LB-Agarplatte mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und bei 30 oder 37°C uber
Nacht inkubiert (Heraeus Instruments).

YENB: 7,5 g Bacto Yeast Extract
-ad 1 L dest. H,O 8 g Bacto Nutrient Broth

- autoklavieren

4.4.7.4. Identifizierung rekombinanter Klone

Mit einer sterilen Pipettenspitze wurden Einzelkolonien der transformierten E. coli (4.4.7.3.),
die auf LB-Agarplatten mit geeignetem Antibiotikum gewachsen waren, in LB-

Flissigmedium tberimpft und bei 37°C (iber Nacht unter Schiitteln inkubiert (Innova 4000,
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New Brunswick Scientific). AnschlieBend konnte die DNA aus der Flussigkultur, wie unter
4.4.1. beschrieben, isoliert und in Puffer aufgenommen werden. Je 5 pl davon wurden durch
Restriktionsspaltung (4.4.7.1.) und nachfolgende Agarose-Gelelektrophorese (4.4.4.)
analysiert. Die so identifizierten rekombinanten Klone wurden durch DNA-Sequenzierung
(4.4.8.) Gberpruft und schlieBlich als Glyzerinkultur aufbewahrt (4.1.1.3.).

4.4.8. DNA-Sequenzierung

Fur die Sequenzierung von Plasmiden bis zu einer GroRe von 8 kb wurden 500 ng Plasmid-
DNA und 6 pmol des entsprechenden Oligonukleotids mit destilliertem Wasser auf ein
Endvolumen von 8 pl aufgefiillt. Die DNA-Sequenzierungen der vorliegenden Arbeit wurden
von der Firma Geneart in Regensburg durchgefihrt.

4.5. Protein-Techniken

4.5.1. Gesamtzellextrakt aus Saugerzellen

Zur Gewinnung ausreichender Mengen Protein wurden Zellen bis zur Konfluenz in einer
Petrischale (10 cm) herangeziichtet und nach Absaugen des Kulturmediums sowie Waschen
mit PBS mit einem sterilen Plastikschaber vom Schalenboden abgeldst. Die Zellen wurden
dann in ein Plastikrohrchen tberfuhrt und bei Raumtemperatur fir 3 Minuten bei 2000 rpm
abzentrifugiert (Heraeus Multifuge 3 S-R). Das Sediment wurde mit PBS gewaschen und die
Zellen erneut durch Zentrifugation vom Uberstand abgetrennt. Das Zellsediment wurde in
einer entsprechenden Menge gekuhltem Lysepuffer (RIPA light) resuspendiert und fur 30
Minuten auf Eis gestellt. Zur Gewahrleistung eines vollstandigen Zellaufschlusses sowie zur
Fragmentierung genomischer DNA wurde das Zelllysat zweimal fiir 30 Sekunden mit
Ultraschall (output 0,45 bis 0,6 Impulse/Sekunde, Branson Sonifier 450) behandelt. Grolere
Zellfragmente wurden durch Zentrifugation bei 4°C fir 3 Minuten bei 11.000 rpm (Eppendorf
Centrifuge 5417R) abgetrennt. Der Uberstand wurde anschlieRend in ein neues

Reaktionsgefal’ tberfiihrt und fur weitere Analysen verwendet.
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RIPA light: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
5mM EDTA
1% Nonidet P-40
0,1% SDS

0,1% Triton X-100

1 mM DTT (immer frisch zusetzen)

1 mM PMSF (immer frisch zusetzen)

1 U/ml Aprotinin (immer frisch zusetzen)

1 pg/ml Leupeptin (immer frisch zusetzen)
1 pg/ml Pepstatin A (immer frisch zusetzen)
in dest. H,O

4.5.2. Bestimmung der Konzentration von Proteinen

Die Konzentration in Puffer geldster Proteine wurde mit Hilfe des Protein Assay (BioRad)
nach dem Bradford-Verfahren ermittelt (Bradford, 1976). Hierbei wird die
Absorptionszunahme bei 595 nm photometrisch gemessen, nachdem die vorliegenden
Proteine an das chromogene Substrat dieses Testsystems gebunden haben. Die
Proteinkonzentration einer Probe lasst sich durch den Vergleich der gemessenen ODsgs mit
den Werten einer Eichkurve ermitteln. Verschiedene Verdunnungen der zu bestimmenden
Proteinprobe und 1 bis 10 pg des fir die Erstellung der Eichkurve eingesetzten
Rinderserumalbumins wurden in Plastikkivetten mit PBS jeweils auf ein Gesamtvolumen von
800 pl aufgefullt. Nach Zugabe von 200 ul Bradford-Reagenz wurden die Ansatze fur 5 bis
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption bei 595 nm wurde schlieBlich
gegen einen Nullwert (800 ul PBS + 200 ul Bradford-Reagenz) photometrisch (SmartSpec
Plus Spectrophotometer, BioRad) bestimmt.

4.5.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermoglicht die Trennung von Proteinen nach
ihrem Molekulargewicht in einem diskontinuierlichen Elektrophoresesystem (Laemmli,
1970). Dabei lagert sich das negativ geladene SDS an die Proteine an, denaturiert sie und
verleiht ihnen negative Ladung, so dass sie nahezu denselben Quotienten aus Ladungen pro

Proteinmasse aufweisen. Die Migrationsgeschwindigkeit im Gel wird daher allein durch ihre
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Masse bestimmt. Das diskontinuierliche Puffersystem sorgt dabei fur eine Fokussierung der
Proteine am Ubergang zwischen einem niederprozentigen Sammelgel, von wo aus sie
gemeinsam in ein hoherprozentiges Trenngel einlaufen.

Der Aufbau der Gelapparaturen (Biometra) und das GieRen der Gele erfolgten nach den
Vorgaben des Herstellers. Die genaue Zusammensetzung der Gele ist unten aufgefiihrt. Die
Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 1/2 Volumen 2x L&mmli-Puffer
versetzt. E1B-haltige Proben wurden anschliefend fir 12 Minuten bei 55°C denaturiert
(Eppendorf Thermomixer comfort), alle anderen Proben fur 3 Minuten bei 95°C (Eppendorf
Thermomixer comfort) inkubiert. Als Standard diente die PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder (Fermentas). Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstarke von 20 mA pro Gel in
TGS-Puffer durchgefihrt, bis die Bromphenolblaubande das Ende des Gels erreicht hatte.
AnschlieBend konnten die aufgetrennten Proteine im Western Blot-Verfahren detektiert
werden (4.5.4.).

Sammelgel (5%0): 17% Bis-/Acrylamid (30%)
- immer frisch ansetzen 120 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,1% SDS
0,1% APS
0,1% TEMED
in dest. H,O

Trenngel (12%): 41% Bis-/Acrylamid (30%)
- immer frisch ansetzen 250 mM Tris/HCI, pH 8,8
0,1% SDS
0,1% APS
0,04% TEMED
in dest. H,O

TGS: 25 mM Tris
200 mM Glyzin
0,1% SDS
in dest. H,O
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2x Lammli: 100 mM Tris/HCI, pH 6,8
- vor Gebrauch 4% SDS
14,3 pl/ml 14 M -Mercaptoethanol 20% Glyzerin
zusetzen 0,2% Bromphenolblau
200 mM DTT
in dest. H,O

4.5.4. Western Blot

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wurden diese nach der elektrophoretischen
Auftrennung (4.4.4.) mittels Western Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran
ubertragen. Der Transfer erfolgte in einer Tankblotapparatur (Trans-Blot Cell, BioRad) nach
den Vorgaben des Herstellers in Towbin-Puffer bei einer Stromstarke von 400 mA fiir 90
Minuten. Danach konnten die auf der Membran immobilisierten Proteine mit Ponceau-S-
Farbelosung reversibel angefarbt werden. Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen
wurde die Membran in PBS-Tween mit 5% Milchpulver bei 4°C (ber Nacht unter Schitteln
inkubiert und nachfolgend dreimal 5 Minuten in PBS-Tween gewaschen. AnschlieBend wurde
der flr das gesuchte Protein spezifische Priméarantikorper in PBS-Tween verdiinnt und die
Membran bei Raumtemperatur fiir 1 bis 2 Stunden in diesem Gemisch geschwenkt. Nach
Bindung des ersten Antikdrpers erfolgte dreimaliges Waschen der Membran in PBS-Tween
fir 5 Minuten. Danach wurde der HRP-gekoppelte Sekundarantikérper 1:10000 in PBS-
Tween mit 3% Milchpulver verdinnt und die Membran erneut fiir 1 bis 2 Stunden bei
Raumtemperatur in diesem Gemisch geschittelt. Nach dreimaligem Waschen in PBS-Tween
erfolgte die Detektion der Proteinbanden tber eine Reaktion der Peroxidase mit dem Super
Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Perbio Science), bei der Chemilumineszenz
entsteht. Daflir wurden die beiden Detektionsldsungen 1:1 gemischt und auf Hohe der
erwarteten Banden auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Diese wurde zwischen zweli
transparente Plastikfolien in eine Filmkassette gelegt, so dass anschliefend in einer
Dunkelkammer ein Rontgenfilm aufgelegt werden konnte. Der Film wurde der
Leuchtreaktion fir 1 Sekunde bis 1 Stunde je nach Starke der Reaktion ausgesetzt. Die
Schwérzung des Rontgenfilms wurde schlieflich durch maschinelle Entwicklung (Classic
E.O.S., AGFA) sichtbar gemacht.
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PBS-Tween: 0,1% Tween 20
in PBS

Towbin-Puffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8,3
200 mM Glyzin
0,05% SDS
20% Methanol
in dest. H,O

Ponceau-S-Farbeldsung: 2% Ponceau S

30% Trichloressigsaure
30% Sulfosalicylsaure
in dest. H,O

4.5.5. Immunfluoreszenzmarkierung

Zur Bestimmung der Lokalisation von Proteinen in intakten Zellen wurden die zu
untersuchenden Zellen in 6-well-Zellkulturplatten auf sterilen Deckglasern bis zur
Subkonfluenz kultiviert. Vor der Fixierung der Zellen mit Methanol wurde zun&chst das
Medium entfernt, so dass die Zellen mit PBS gewaschen werden konnten. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 2 ml vorgekiihltem Methanol tberschichtet und fur 15 Minuten bei -
20°C inkubiert. Nach Lufttrocknung der Deckglaser konnten diese sofort fur die
Immunfluoreszenzmarkierung verwendet oder fir mehrere Wochen bei -20° gelagert werden.
Vor der Behandlung der auf den Deckglasern haftenden Zellen mit Antikérpern wurden die
Zellmembranen durch 15-mindtige Inkubation in PBS mit 0,5% Triton X-100 permeabilisiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zur Abséattigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 1 Stunde
mit TBS-BG inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Deckglaser mit PBS wurden 50 pl
einer geeigneten Verdinnung des Primarantikorpers in PBS auf die Zellen gegeben. Die
Inkubation erfolgte fir 1 Stunde in einer feuchten Kammer. AnschlieBend wurden die
Deckglaser erneut dreimal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Der Sekundarantikdérper, der an
einen Fluoreszenzmarker gekoppelt ist, wurde 1:100 in PBS verdunnt. Dar(iber hinaus wurden
dem Gemisch zur Anfarbung des Chromatins 0,5 pg/ml DAPI beigefugt. 50 ul dieses
Gemisches wurden auf die Deckglaser gegeben und diese erneut fir 1 Stunde in einer
feuchten, dunklen Kammer inkubiert. Reste nicht gebundenen Antikérpers wurden durch
dreimaliges Waschen mit PBS-Tween entfernt. Sdmtliche Inkubationsschritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Deckglaser wurden schlieflich nach kurzem Eintauchen
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in destilliertes Wasser mit der zellbewachsenen Seite nach unten auf einen Objekttréager gelegt
und mittels Glow Mounting Medium eingebettet. Die so angefertigten Praparate konnten nach
wenigen Stunden fluoreszenzmikroskopisch (Leica DMI 6000 B) ausgewertet werden und

waren lichtgeschiitzt bei 4°C fur mehrere Wochen haltbar.

TBS-BG: 20 mM Tris/HCI, pH 7,6
137 mM NaCl
3mM KCI
1,5 mM MgCl,
0,05% Tween 20
0,05% NaN3
5 g/L Glyzin
5g/L BSA
in dest. H,O

Glow Mounting Medium: 12 g Glyzerin
- bei -20°C lagern 12 ml dest. H,O
4,8 g Polyvinylalkohol

(Komponenten bei RT ber Nacht mischen)

24 ml 0,2 M Tris/HCI (pH 8 bis 8,5)
(Komponenten bei 50°C fir 30 min inkubieren)
1,15 g DABCO

(2x bei RT fiir 10 min bei 3000 rpm zentrifugieren)

4.5.6. Immunologischer Nachweis extrazellularer Marker an vitalen Zellen

Zum Nachweis extrazellularer Marker an vitalen Zellen wurden fluorochromgekoppelte
Antikorper verwendet, deren Fluoreszenzsignale mittels Durchflusszytometrie detektierbar
sind. Zunédchst mussten die betreffenden Zellen in Nahrmedium herangezogen werden
(4.2.1.1), bis die Kultur den gewilnschten Umfang erreicht hatte. Fir jeden zu
untersuchenden Marker wurden etwa 500.000 Zellen benétigt. Nach Entfernung des Mediums
und Waschen mit PBS wurden die Zellen mit Alfazym vom KulturgefaR abgeldst und
anschlieRend in PBS resuspendiert. Nach Uberfithren in ein Plastikrohrchen wurden die
Zellen bei Raumtemperatur fir 3 Minuten bei 2000 rpm abzentrifugiert (Heraeus Multifuge 3
S-R). Inzwischen wurden 3 pl des konjugierten Antikorpers in einem Reaktionsgefa (1,5 ml)
vorgelegt. Das Sediment wurde in 100 pl PBS mit 1% FCS und 1 mM EDTA (FACS-Puffer)

aufgenommen und im vorbereiteten GefalR mit dem Antikdérper durchmischt. Nach Inkubation
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bei 4°C fur 30 bis 60 Minuten unter Lichtabschluss wurden die Zellen zweimal mit FACS-
Puffer gewaschen und abzentrifugiert. SchlieBlich wurden die so behandelten Zellen in 200 pl
FACS-Puffer aufgenommen, in Rundbodenréhrchen mit Filterdeckel tberfihrt und dann im
Vergleich zu ungefarbten Zellen oder mit einem Isotyp behandelten Zellen
durchflusszytometrisch (BD FACS Canto I1) untersucht.

4.6. Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP)

Zum Nachweis der Telomeraseaktivitét in Zellen wurde das TRAPeze Telomerase Detection
Kit (Chemicon) verwendet, das auf einer von Kim und Kollegen entwickelten Methode
basiert (Kim et al., 1994). Es handelt sich um ein System, bei dem die zellulare Telomerase in
einem Zelllysat zundchst telomere Wiederholungen (GGTTAG) an das 3’-Ende eines
Substrat-Oligonukleotids anfugt. Im zweiten Schritt werden die verlangerten Produkte mittels
PCR amplifiziert, wobei ein charakteristisches Bandenmuster entsteht, das aus einer Reihe
von Fragmenten besteht, die sich, beginnend bei 50 nt, in ihrer Groe um je 6 nt
unterscheiden (50, 56, 62, 68 nt usw.). Diese Produkte werden dann elektrophoretisch in
einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die DNA-Banden werden schlieflich nach Behandlung
mit Ethidiumbromid mittels UV-Licht visualisiert. Alle Arbeitsschritte erfolgten nach den

Vorgaben des Herstellers.

4.7. Zytogenetische Analyse humaner Zellen

Zytogenetische Untersuchungen an primaren humanen mesenchymalen Stromazellen wurden
bei der Firma MVZ genteQ in Hamburg (Herr Prof. Dr. Karsten Held) in Auftrag gegeben.
Zytogenetische Analysen an transformierten Klonen humaner mesenchymaler Stromazellen
wurden von der Firma labdia Labordiagnostik in Wien (Frau DI Dr. Elisabeth Kromer-

Holzinger) durchgefihrt.

4.8. Tumorigenitatstest transformierter Zellklone in Nacktmausen

Onkogen transformierte Zellen kdnnen bei Injektion in immundefiziente Maé&use ein

Tumorwachstum hervorrufen. Die hinsichtlich ihres onkogenen Potenzials zu untersuchenden
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Zellen wurden durch Abschaben mit einem Plastikschaber von den KulturgeféRen abgelost,
zweimal mit PBS gewaschen und in serumfreiem DMEM resuspendiert, so dass die
Suspension eine Konzentration von 10” Zellen besaB. NMRI-(nu/nu)-Nacktmausen mit einem
mittleren Korpergewicht von 20 g wurden je 2 x 10° Zellen subkutan injiziert und das
Tumorwachstum wochentlich an der Injektionsstelle durch Messung des Tumordurchmessers
dokumentiert. Die Tumorgrofie wurde als Produkt aus zwei Durchmessern berechnet, wobeli
einer davon an der breitesten Stelle des Tumors gemessen wurde. Aus ethischen Griinden
wurden die Mause bei Erreichen einer MaximaltumorgréRe von 300 mm? getétet. Die
Injektion der Zellen und die tierérztliche Betreuung des Versuchs wurden vom Tierarzt Herrn
Dr. Thilo Spruss (Tierstall der Universitit Regensburg) durchgefthrt.
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5. ERGEBNISSE

5.1. Etablierung eines lentiviralen Vektorsystems zur Transduktion adenoviraler

Onkogene

Zu in vitro-Untersuchungen des transformierenden Potenzials von HAdV5 hat sich das
gezielte Einbringen seiner viralen Onkogene durch Transfektion der Zielzellen Uber viele
Jahre zur géngigen Methodik etabliert, wobei in den zahlreichen friheren Arbeiten
unterschiedliche Transfektionsmethoden zum Einsatz kamen. Allen Methoden ist gemeinsam,
dass die Transfektion von DNA ineffizient sein kann und zudem oft nur eine transiente
Expression der Zielgene erreicht wird. Eine Alternative fur den Gentransfer stellen
inzwischen lentivirale Vektoren dar, deren Verwendung die stabile Genexpression in
Zielzellen ermoglicht. Diese Vektoren leiten sich beispielsweise von HIV-1 ab, dessen
Genom so modifiziert ist, dass resultierende Viruspartikel replikationsinkompetent sind,
wodurch die Sicherheit im Umgang mit diesem System gewaéhrleistet wird. Durch
Pseudotypisierung der Vektoren mit dem G-Protein des Rhabdovirus VSV wird eine spezies-
und gewebsubergreifende Transduktion von sich teilenden wie auch ruhenden Zellen erzielt
(Beyer et al., 2002; Dull et al., 1998; Naldini et al., 1996).

Um die Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 (HAdV5) effizient in Zielzellen zu
transferieren und dort stabil zu exprimieren, wurden die adenoviralen Sequenzen in der
vorliegenden Arbeit in das so genannte LeGO-System lentiviraler Vektoren eingefiugt
(Abbildung 7) (Weber et al., 2008). Wichtige Komponenten dieses Vektorsystem sind neben
den SIN-LTRs (self-inactivating long terminal repeats) und einer MCS (multiple cloning
site), die unter der Kontrolle des SFFV-Promotors (SFFV = Spleen focus-forming virus) steht,
eine IRES (internal ribosomal entry site) sowie ein Fluoreszenzmarkergen. Der
Fluoreszenzmarker ermoglicht die Detektion erfolgreich transduzierter Zellen mittels
Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie. Die E1A-Sequenz wurde zun&chst in den
so genannten LeGO-Vektor iV2 mit dem gelb fluoreszierenden Marker Venus eingesetzt,
wéhrend die Sequenzen E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 separat voneinander in den LeGO-
Vektor iCer2 eingefligt wurden, dessen Marker Cerulean bei Expression blau fluoresziert. Die
resultierenden Konstrukte wurden mit LeGO-iV2-E1A, LeGO-iCer2-E1B-55K, LeGO-iCer2-
E4orf3 und LeGO-iCer2-E4orf6 benannt. Nach ersten Tests der Vektoren zeigte sich, dass
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neben dem Fluoreszenzmarkergen ein Antibiotikaresistenzgen hilfreich fur die Selektion
stabil transduzierter Zellen wére. Daher wurden die adenoviralen Onkogene E1B-55K, E4orf3
und E4orf6 zusatzlich in den LeGO-Vektor iBLB2 eingesetzt, der sowohl das
Fluoreszenzmarkergen BFP als auch ein Antibiotikaresistenzgen (Blasticidin S) enthalt,
wobei die jeweiligen Sequenzen durch eine Linkersequenz aus acht Aminoséuren (Ala, Leu,
Gly, Ala, Ala, Ala, Gly, Gly) verbunden sind. Die so hergestellten Konstrukte wurden mit
LeGO-iBLB2-E1B-55K, LeGO-iBLB2-E4orf3 sowie LeGO-iBLB2-E4orf6 bezeichnet.

Venus/
LTR HAdVS GOI IRES Cerulean LTR
=i /_.]
LTR HAdV5 GOI IRES BFP BRG |TR
=i _—-]
Linker

Abb. 7: Schematische Darstellung der LeGO-Vektoren

Adenovirale Onkogene wurden in das LeGO-System lentiviraler Vektoren eingefligt. Die Abbildung zeigt die
erste Generation von LeGO-Konstrukten (oben), die neben den adenoviralen Sequenzen E1A, E1B-55K, E4orf3
und E4orf6 die Fluoreszenzmarkergene Venus oder Cerulean enthélt. Darlber hinaus ist die zweite Generation
von Konstrukten (unten) dargestellt, die zusétzlich zu den adenoviralen Sequenzen das Fluoreszenzmarkergen
BFP sowie ein Resistenzgen gegen Blasticidin S enthédlt. LTR = long terminal repeat; GOl = gene of interest;
IRES = internal ribosomal entry site; BFP = blue fluorescent protein; BRG = Blasticidinresistenzgen.

Die Konstrukte LeGO-iV2-E1A, LeGO-iCer2-E1B-55K, LeGO-iCer2-E4orf3 und LeGO-
iCer2-E4orf6 wurden zunéchst fur Transformationsexperimente an priméren Nierenzellen
neugeborener Ratten verwendet (5.2.). Die Konstrukte LeGO-iV2-E1A, LeGO-iBLB2-E1B-
55K, LeGO-iBLB2-E4orf3 sowie LeGO-iBLB2-E4orf6 kamen anschlieBend in
Transformationsexperimenten an priméaren humanen Zellen zum Einsatz (5.3. und 5.4.). Dazu
wurden die Vektoren zuvor mit Hilfe dreier Hilfsplasmide und der Zelllinie HEK293T in
infektiose Viruspartikel verpackt und mittels Durchflusszytometrie der jeweilige Virustiter
bestimmt. Die Benennung der verschiedenen Viruspartikel erfolgte analog zur Benennung der
LeGO-Konstrukte.
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5.2. Transformationsexperimente an priméaren Nierenzellen neugeborener Ratten

Bisherige Arbeiten zum Transformationspotenzial von HAdV5 in primdren Nagerzellen
basierten Uberwiegend auf der Transfektion von Plasmiden, die die Sequenzen der
adenoviralen Onkogene enthielten. Dass das Onkoprotein E1A allein in der Lage ist, solche
Zellen zu immortalisieren oder partiell zu transformieren, ist inzwischen anerkanntes Faktum.
Haufig ist die alleinige Transformation durch E1A jedoch ineffizient und unvollstandig. Das
Onkoprotein  E1B-55K  unterstiitzt  jedoch in  Kooperation mit E1A den
Transformationsprozess. Die gleichzeitige Expression beider Gene erhoht die
Transformationseffizienz und fuhrt zu einem vollstdndig transformierten Phéanotyp der
behandelten Zellen (Graham, 1984; Shenk, 2001). Auch die Onkoproteine E4orf3 und E4orf6
sind in der Lage, die Zelltransformation noch zusatzlich zu verstarken (Moore et al., 1996;
Nevels et al., 1997; Nevels et al., 1999a; Nevels et al., 1999b). Dem klassischen Konzept
viraler Onkogenese entsprechend zeigen Zellen, die durch Behandlung mit ELA und E1B-
55K transformiert wurden, stabile Expression beider Onkogene (Graham et al., 1977; Hutton
et al., 2000; Zantema et al., 1985). Bezlglich der Transformation durch Behandlung von
Zellen mit E1A und E4orf3 oder E4orf6 wird jedoch berichtet, dass keines der E4-Proteine in
den transformierten Zellen nachzuweisen ist, was fiir eine Transformation nach dem ,,Hit &

Run‘“-Konzept spricht (Nevels et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden d&hnliche Experimente an primaren Nierenzellen
neugeborener Ratten durchgefuhrt, in denen die zuvor hergestellten LeGO-Konstrukte
eingesetzt wurden. Durch die lentivirale Transduktion der Rattenzellen sollte im Gegensatz zu
friheren Studien eine stabile Expression aller Zielgene (E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6)

erreicht werden.

5.2.1. Die lentivirale Transduktion der Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6

resultiert in einer hohen Transformationseffizienz von BRK-Zellen

Wie unter 5.2. beschrieben, wurden primére Nierenzellen neugeborener Ratten mit
Lentiviruspartikeln transduziert, in denen die LeGO-Konstrukte verpackt waren. Dazu
wurden die Viren in den Kombinationen iV2 + iCer2 (mock = Negativkontrolle), iV2-E1A +
iICer2, iV2-E1A + iCer2-E4orf3, iV2-E1A + iCer2-E4orf6, iV2-E1A + iCer2-E1B-55K sowie
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IV2-E1A + iCer2-E1B-55K + iCer2-E4orf6 verwendet. Pro Virustyp wurden je 200.000
Viruspartikel/350.000 Zellen eingesetzt. Nach Transduktion der Zellen wurden diese so lange

kultiviert, bis sich distinkte Foci morphologisch veranderter (transformierter) Zellen gebildet

hatten, die mit Kristallviolett angefarbt werden konnten, um ihre Anzahl zu bestimmen
(Abbildungen 8 und 9).

E1A +iCer2 E1A + E401f3

E1A + E4o1f6 E1A + E1B-55K E1A + E1B-55K + E4o1f6

Abb. 8: Transformation von BRK-Zellen durch adenovirale Onkogene (Kristallviolettfarbung)
BRK-Zellen wurden mit den adenoviralen Onkogenen E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 lentiviral transduziert.
Morphologisch transformierte Zellen bildeten dichte Kolonien, die mit Kristallviolett angefarbt werden konnten.
Die Lentiviruspartikel wurden in folgenden Kombinationen eingesetzt: iV2 + iCer2 (mock), iV2-E1A + iCer2,
iV2-E1A + iCer2-E4orf3, iV2-E1A + iCer2-E4dorf6, iV2-E1A + iCer2-E1B-55K und iV2-E1A + iCer2-E1B-
55K + iCer2-E4orf6.

Abbildung 8 zeigt, dass die lentivirale Transduktion von BRK-Zellen mit den adenoviralen
Onkogenen E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 in hohen Zahlen transformierter Zellkolonien
resultierte. Diese erscheinen in der Abbildung als blau-violett gefarbte Punkte. Die veranderte
Morphologie der Zellen innerhalb der Foci konnte mikroskopisch bestatigt werden
(mikroskopische Aufnahmen hier nicht abgebildet), wéahrend einzeln verbliebene Zellen des
primédren Phénotyps keine Koloniebildung zeigten, sondern im Verlauf des Experiments
abstarben. Die Transduktion der lentiviralen Konstrukte iV2 und iCer2 (mock), die keine
adenoviralen Sequenzen enthalten, zog im Gegensatz zur Transduktion der Konstrukte, die
Teile des HAdV5-Genoms enthalten, keine Koloniebildung morphologisch transformierter

Zellen nach sich.
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Abb. 9: Transformation von BRK-Zellen durch adenovirale Onkogene (Anzahl gefarbter Foci)

Das Diagramm zeigt die absoluten Koloniezahlen morphologisch transformierter BRK-Zellen, die mit den
adenoviralen Onkogenen E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 lentiviral transduziert wurden. Die Z&hlung der
Foci wurde nach Kristallviolettfarbung durchgefilhrt. Die Lentiviruspartikel wurden in folgenden
Kombinationen eingesetzt: iV2 + iCer2 (mock), iV2-E1A + iCer2 (A), iV2-E1A + iCer2-E4orf3 (AT), iV2-E1A
+ iCer2-E4orf6 (AS), iV2-E1A + iCer2-E1B-55K (AB) und iV2-E1A + iCer2-E1B-55K + iCer2-E4orf6 (ABS).

In Abbildung 9 sind die absoluten Zahlen der mit Kristallviolett angefarbten Foci
morphologisch transformierter Zellen dargestellt. Die Transduktion von E1A und E1B-55K
(AB) sowie von E1A, E1B-55K und E4orf6 (ABS) resultierte erwartungsgemaf in hohen
Zahlen (AB = 300 Foci, ABS = 364 Foci). Dieses Ergebnis stimmt tendenziell mit den
Beobachtungen aus friiheren Arbeiten Gberein (Nevels et al., 1997; Nevels et al., 2001). Die
alleinige Transduktion von E1A (A) hatte keine so zahlreiche Koloniebildung zur Folge (94
Foci). Interessanterweise fiihrte die Transduktion von E1A und E4orf3 (AT) sowie von E1A
und E4orf6 (AS) zu weniger hohen Koloniezahlen als die Transduktion von E1A und E1B-
55K (AB) (AT =135 Foci, AS = 44 Foci, AB = 300 Foci). Das Ergebnis dieses Experimentes
zeigt insgesamt, dass die lentivirale Transduktion der adenoviralen Onkogene E1A, E1B-55K,
E4orf3 und E4orf6 zur Transformation von BRK-Zellen eine funktionale und effiziente
Methode darstellt.
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5.2.2. Die Transduktion verschiedener Kombinationen der Onkogene E1A, E1B-55K,
E4orf3 und E4orf6 hat unterschiedlich hohe Transformationsraten von BRK-Zellen zur

Folge

Um die unter 5.2.1. erzielten Ergebnisse zu reproduzieren, wurden erneut BRK-Zellen mit
Lentiviruspartikeln transduziert. In drei voneinander unabhdngigen Ansdtzen wurden die
Viren dazu in den Kombinationen iV2 + iCer2 (mock), iV2-E1A + iCer2, iV2 + iCer2-E4orf3,
iIV2 + iCer2-E4orf6, iV2 + iCer2-E1B-55K, iV2-E1A + iCer2-E4orf3, iV2-E1A + iCer2-
Edorf6, iV2-E1A + iCer2-E1B-55K und iV2-E1A + iCer2-E1B-55K + iCer2-E4orf6
eingesetzt. Dabei wurden fur jeden Virustyp je 100.000 Viruspartikel/350.000 Zellen
verwendet. Anschlielend wurden die transduzierten Zellen so lange kultiviert, bis Kolonien
morphologisch transformierter Zellen mit Kristallviolett angefarbt und ausgezahlt werden
konnten (Abbildung 10).
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Abb. 10: Transformation von BRK-Zellen durch adenovirale Onkogene (Anzahl gefarbter Foci)

Das Diagramm zeigt Mittelwerte der Koloniezahlen morphologisch transformierter BRK-Zellen dreier
unabhéangiger Ansétze, in denen die Zellen mit den adenoviralen Onkogenen E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6
lentiviral transduziert wurden. Die Z&hlung der Foci wurde nach Kristallviolettfarbung durchgefiihrt. Die
Lentiviruspartikel wurden in folgenden Kombinationen eingesetzt: iV2 + iCer2 (mock), iV2-E1A + iCer2 (A),
iV2 + iCer2-E4orf3 (T), iV2 + iCer2-E4dorf6 (S), iV2 + iCer2-E1B-55K (B), iV2-E1A + iCer2-E4orf3 (AT),
iV2-E1A + iCer2-Edorf6 (AS), iV2-E1A + iCer2-E1B-55K (AB) und iV2-E1A + iCer2-E1B-55K + iCer2-
Edorf6 (ABS).

Mittelwerte der absoluten Koloniezahlen der drei voneinander unabhdngigen
Transformationsexperimente sind in Abbildung 10 dargestellt. Da in diesem Ansatz weniger
Viruspartikel fur die Transduktion der Zellen verwendet wurden als unter 5.2.1. beschrieben,
sind die Zahlen insgesamt niedriger. Im Falle der alleinigen Transduktion von E1A (A)
wurden nur wenige Foci gezahlt (4 Foci). Damit ist in Relation zu den Koloniezahlen, die

durch andere Kombinationen von Onkogenen in diesem Ansatz erzielt wurden, das unter
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5.2.1. beschriebene Ergebnis tendenziell bestatigt. Die alleinige Transduktion von E4orf3 (T),
E4orf6 (S) sowie E1B-55K (B) hatte keine Koloniebildung zur Folge. Dies zeigt, dass eine
Transformation von BRK-Zellen durch ausschlieBliche Expression dieser Onkogene nicht
mdoglich ist. Ihr transformierendes Potenzial scheint lediglich von unterstutzender bzw.
verstarkender Natur zu sein, wenn die Immortalisierung oder partielle Transformation der
Zellen durch die Expression von E1A vorausgeht. Im Falle der Transduktion von E1A mit
E4orf3 (AT) sowie von E1A mit E4orf6 (AS) wurden niedrige Koloniezahlen erreicht (AT =
3 Foci, AS = 7 Foci). Damit ist das Ergebnis, das unter 5.2.1. beschrieben wurde, ebenfalls
tendenziell bestétigt. Somit scheint auch die Zelltransformation durch stabile Expression
dieser Onkogenkombinationen nur begrenzt effizient zu sein. Die Transduktion von E1A
zusammen mit E1B-55K (AB) bzw. von E1A mit E1B-55K und E4orf6 (ABS) resultierte im
hier gezeigten Experiment in den héchsten Koloniezahlen (AB = 102 Foci, ABS = 55 Foci).
Auch damit ist in der Tendenz das unter 5.2.1. dargestellte Ergebnis belegt, wobei die hochste
Koloniezahl dort im Falle der Zellen erreicht wurde, die mit E1A, E1B-55K und E4orf6
transduziert wurden. Grundsétzlich lasst sich jedoch ableiten, dass die Expression von E1A
und E1B-55K zu einer Uberaus effizienten Transformation von BRK-Zellen fiihrt. Wie die
Koloniezahlen dieses sowie des initialen Experimentes zeigen, ist stabile Expression der
adenoviralen Onkogene dem Transformationsprozess in diesem Falle offenbar &uRerst
zutraglich. Ob die stabile Expression von E4orf6 diesen Vorgang fordert, ist aufgrund der

widerspriichlichen Ergebnisse der beiden hier gezeigten Experimente fraglich.

Nach erfolgreicher Anwendung der LeGO-Vektoren in BRK-Zellen sollte dieses System auch

in Experimenten an humanen Primérzellen eingesetzt werden.

5.3. Transformationsexperimente an primaren humanen Amniozyten

Nur in seltenen Féllen ist es bis heute gelungen, humane Primérzellen in vitro durch
adenovirale Onkogene von HAdV5 zu transformieren. Die wenigen Erfolge, von denen die
Literatur berichtet, beruhen auf der Transfektion verschiedener embryonaler Zellen mit
subgenomischer DNA, wobei in jenen Studien die Onkogene der E1-Region Bestandteil der
transfizierten DNA waren (Fallaux et al., 1996; Graham et al., 1977; Schiedner et al., 2000).
Quelle fiir eine Vielzahl unterschiedlicher embryonaler Zellen ist beispielsweise das humane
Fruchtwasser. Da solche Zellen bereits erfolgreich transformiert werden konnten (Schiedner

et al., 2000), sollte dieser Ansatz in der vorliegenden Arbeit reproduziert werden.
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5.3.1. Die Transduktion der Onkogene E1A und E1B-55K fuhrt zur morphologischen

Transformation von Amniozyten

In einem initialen Experiment wurden primére Amniozyten, die mit der Probennummer 9968
bezeichnet waren, lentiviral transduziert. Dazu wurden je 100.000 Viruspartikel/200.000
Zellen in den Kombinationen iV2 + iBLB2 (mock) sowie iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K
eingesetzt. Die Verwendung des Vektors iBLB2 ermdglichte in diesem Ansatz die
antibiotische Selektion von Zellen, die jenes Konstrukt stabil in ihr Genom integriert hatten.
Morphologie und Wachstumsverhalten der Zellen wurden mikroskopisch beobachtet
(Abbildung 11).
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Abb. 11: Morphologie von Amniozyten (9968) nach Transduktion mit adenoviralen Onkogenen
Amniozyten mit der Probennummer 9968 wurden mit den adenoviralen Onkogenen E1A und E1B-55K lentiviral
transduziert. Transformierte Zellen zeigten im Vergleich zu unbehandelten Zellen sowie mit Leervektoren
behandelten Zellen eine verénderte Morphologie. Dariiber hinaus bildeten diese Zellen Kolonien. Die
Lentiviruspartikel wurden in folgenden Kombinationen eingesetzt: iV2 + iBLB2 (mock) und iV2-E1A + iBLB2-
E1B-55K. Vergrofierung x 100.

Die mit E1A und E1B-55K behandelten Amniozyten zeigten bereits nach einigen Tagen im
Vergleich zu den Primérzellen sowie den mit Leervektoren transduzierten Zellen eine
verédnderte Morphologie. Im Gegensatz zu den Primarzellen waren die mit adenoviralen
Onkogenen behandelten Zellen deutlich kleiner. Diese morphologische Transformation ging
mit der Neigung der Zellen einher, pflastersteinartige, dichte Kolonien zu bilden (Abbildung

11). Nach etwa zwei bis drei Wochen waren die Foci so grof, dass sie durch
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Kristallviolettfarbung makroskopisch deutlich sichtbar gemacht werden konnten (Abbildung
12).

mock E1A + E1B-55K

Abb. 12: Transformation von Amniozyten (9968) durch adenovirale Onkogene (Kristallviolettfarbung)
Amniozyten mit der Probennummer 9968 wurden mit den adenoviralen Onkogenen E1A und E1B-55K lentiviral
transduziert. Morphologisch transformierte Zellen wuchsen im Vergleich zu Zellen, die mit Leervektoren
behandelt wurden, in dichten Kolonien. Diese wurden durch Kristallviolettfarbung sichtbar gemacht. Die
Lentiviruspartikel wurden in folgenden Kombinationen eingesetzt: iV2 + iBLB2 (mock) und iV2-E1A + iBLB2-
E1B-55K.

Abbildung 12 zeigt die mit Kristallviolett angefarbten Zellkolonien morphologisch
transformierter Amniozyten nach Transduktion von E1A und E1B-55K. Die mit Leervektoren
behandelten Zellen (mock) waren ebenfalls fahig, im Verlaufe des Experiments an wenigen
Stellen der Kulturschale in dichteren Subpopulationen zu wachsen. Dadurch wird auch hier
der Eindruck einer Koloniebildung erweckt. Jedoch zeigten sich diese Zellen bei
mikroskopischer Betrachtung im Gegensatz zu den mit Onkogenen behandelten Zellen
morphologisch vollig unauffallig. Das Ergebnis dieses Experimentes verdeutlicht, dass die
lentivirale Transduktion von E1A und E1B-55K in hoch effizienter Weise eine

morphologische Transformation und ein Koloniewachstum humaner Amniozyten verursacht.

5.3.2. Aus Kulturen transformierter Amniozyten sind monoklonale AB-Zelllinien

isolierbar

Um die Eigenschaften morphologisch transformierter Amniozyten genauer untersuchen zu
koénnen, wurde der unter 5.3.1. beschriebene Ansatz noch einmal wiederholt. Ziel dabei war,
ausgewahlte Kolonien transformierter Zellen zu isolieren, um diese zu monoklonalen
Zelllinien heranzuzichten. Dazu wurden die Amniozyten 9968 erneut mit je 100.000
Lentiviruspartikeln/250.000 Zellen in den Kombinationen iV2 + iBLB2 (mock) sowie iV2-
E1A + iBLB2-E1B-55K behandelt. Nachdem morphologisch transformierte Zellen im Ansatz
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E1A/E1B-55K (AB) dichte Kolonien ausreichender Grol3e gebildet hatten, wurden die Zellen
ausgewahlter Foci isoliert und getrennt voneinander weiter kultiviert (Abbildung 13).

Abb. 13: Morphologie transformierter Amniozyten-Klone

Nach lentiviraler Transduktion der Amniozyten 9968 war es mdglich, morphologisch transformierte Zellklone zu
isolieren und getrennt voneinander zu kultivieren. Fir die Transduktion wurden folgende Lentiviruspartikel
eingesetzt: iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K (AB). Die resultierenden Zellklone wurden mit 9968 AB Klon 1, 2 und
3 bezeichnet. VergréRerung x 100.

Bei der Isolierung morphologisch transformierter Amniozyten-Klone wurden drei stabil
wachsende Kulturen gewonnen, die mit 9968 AB Klon 1, Klon 2 und Klon 3 bezeichnet
wurden. Bei mikroskopischer Betrachtung zeigten diese Zellen eine anndhernd identische
Form und GroRe. Aufnahmen der Klone sind in Abbildung 13 dargestellt. Die lentivirale
Transduktion der Onkogene E1A und E1B-55K resultiert demnach in stabil wachsenden
Kulturen morphologisch transformierter Amniozyten.

5.3.3. Die transformierten AB-Zellklone exprimieren die transduzierten Onkogene und
zeigen eine verénderte Wachstumsrate

Die Kulturen 9968 AB Klon 1, 2 und 3 wurden mittels PCR auf die Integration der
transduzierten Sequenzen E1A und E1B-55K ins Zellgenom untersucht. Ferner wurde die
Expression dieser Gene im Western Blot-Verfahren analysiert (Abbildungen 14 und 15).
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Primer E1A fw bp 626 fwd /E1A g PCR rev

<667 bp (E1A 13S/12S)

<413 bp (E1A 125)

Primer SFFV fwd / E1B rev

581 bp (E1B-55K)

Abb. 14: Nachweis von E1A- und E1B-55K-DNA

Genomische DNA wurde aus 9968-Klonen extrahiert und mittels PCR und Gelelektrophorese auf die Integration
der Sequenzen E1A und E1B-55K untersucht. E1A wurde durch drei unterschiedlich grofe Fragmente
nachgewiesen (667, 551 oder 413 bp), wahrend E1B-55K Uber ein Fragment mit der L&nge von 581 bp zu
detektieren war. Als Positivkontrollen wurden die lentiviralen Vektoren iV2-E1A bzw. iBLB2-E1B-55K
verwendet. Als Negativkontrolle diente DNA der Primérzellen. Je 200 ng DNA wurden in der PCR eingesetzt.
Die Proben wurden in folgender Reihenfolge auf das Gel aufgetragen: 1 = Vektor (Positivkontrolle), 2 = primére
Amniozyten 9968 (Negativkontrolle), 3 = 9968 AB Klon 1, 4 = 9968 AB Klon 2; 5 =9968 AB Klon 3, 6 = H,0.

Genomische DNA wurde aus den 9968-Klonen extrahiert und einer PCR unterzogen, in der
spezifische Primer den Nachweis der Sequenzen E1A und E1B-55K ermdglichten. Die PCR-
Produkte wurden anschlieBend in Agarosegelen aufgetrennt, die in Abbildung 14 gezeigt sind.
Die Vektoren iV2-E1A und iBLB2-E1B-55K dienten als Positivkontrollen, wahrend DNA
der Primérzellen als Negativkontrolle verwendet wurde. Der Nachweis der E1A-Sequenz
konnte aufgrund der verwendeten Primer anhand dreier verschiedener DNA-Fragmente
erfolgen (667, 551 oder 413 bp). Dies ist dadurch begriindet, dass ELA-RNA bei der
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Herstellung der lentiviralen Partikel iV2-E1A nach alternativem Spleiflen in mindestens drei
unterschiedlichen Formen (13S mit 12S, 13S oder 12S) in die Virushulle verpackt werden
kann. Dabei entsteht eine Mischung von Viruspartikeln. Ihre Transduktion flhrt in Folge zur
Expression der verschiedenen E1A-Spezies in den behandelten Zellen. Die untersuchten
Klone zeigten hauptséchlich Integration der ungespleifiten E1A-Form 13S/12S (Klone 2 und
3), wahrend in Klon 1 die 12S-Form nachgewiesen werden konnte. Der Nachweis von E1B-
55K erfolgte anhand eines 581 bp groRen Fragmentes, das im Falle aller drei Klone

detektierbar war.

9968 AB Klon 1
9968 AB Klon 2
9968 AB Klon 3

9968

.
m
=i
>

| S e e p-Aktin

Abb. 15: Expression von E1A und E1B-55K

Gesamtzellextrakte der 9968-Klone wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot-Verfahren auf
die Expression der Proteine ELA und E1B-55K untersucht. Als Negativkontrolle wurden primare Amniozyten
9968 verwendet. HEK293-Zellen dienten als Positivkontrolle. Folgende Gesamtproteinmengen wurden auf
12%ige Gele geladen: E1A = 50 pg, E1B-55K = 25 pg, B-Aktin = 10 pg. Fir die Detektion wurden die
Antikorper anti-E1A (M58), anti-E1B-55K (2A6) und anti-B-Aktin (AC-15) verwendet.

Gesamtzellextrakte der 9968-Klone wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Western Blot-Verfahren auf die Anwesenheit der Proteine E1A und E1B-55K untersucht. Die
dabei erzielten Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt. Ein Extrakt der Primérzellen
diente als Negativkontrolle, wéhrend ein Extrakt der HEK293-Zellen als Positivkontrolle
verwendet wurde. Durch den fir die Detektion von E1A verwendeten Antikdrper konnten
ebenfalls unterschiedliche E1A-Spezies erkannt werden. ELA-Expression wurde im Falle der
HEK293-Zellen wie auch in allen untersuchten Klonen nachgewiesen. Ferner war auch die
Expression von E1B-55K sowohl in der Positivkontrolle als auch in den drei Klonen
detektierbar. Die Expression von B-Aktin in allen aufgetragenen Proben zeigt, dass gleiche

Proteinmengen eingesetzt wurden.
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Zusétzlich zu den oben gezeigten Analysen wurden die Wachstumsraten der Klone und der
Primérzellen miteinander verglichen. Wéhrend sich die Kultur 9968 AB Klon 3 schneller
vergroRerte als die Primarkultur, proliferierten die AB-Klone 1 und 2 langsamer als die nicht

transduzierten Zellen (Daten hier nicht abgebildet).

Die hier beschriebenen Ergebnisse verdeutlichen, dass der Phanotyp morphologisch
transformierter Amniozyten nach Transduktion von E1A und E1B-55K mit einer stabilen
Expression jener Onkogene einhergeht. Darlber hinaus zeigen morphologisch transformierte

Zellen gegenuber nicht transduzierten Primarzellen zum Teil eine verbesserte Wachstumsrate.

5.3.4. Spezifische Kulturbedingungen erlauben die Isolierung mesenchymaler

Stromazellen aus der Mischpopulation von Amniozyten

Humanes Fruchtwasser enthélt eine Vielzahl unterschiedlicher Zellarten und ist daher als
Mischpopulation zu betrachten, die sowohl aus undifferenzierten als auch aus differenzierten
Zellen aller drei embryonalen Keimschichten besteht. Dabei werden die Zellen aufgrund von
morphologischen  und  biochemischen  Charakteristika  sowie  aufgrund ihres
Wachstumsverhaltens in die drei Hauptgruppen E (epithelioide Zellen), F (fibroblastenartige
Zellen) und AF (fruchtwasserspezifische Zellen; AF = amniotic fluid) eingeteilt (Bossolasco
et al., 2006; Gosden, 1983; Hoehn and Salk, 1982; Prusa and Hengstschlager, 2002). Ferner
ist bekannt, dass Zellen des humanen Fruchtwassers Marker neuronaler und glialer Zellen
sowie Progenitorzellmarker exprimieren (Sakuragawa et al., 1996). Aufgrund der unter 5.3.1.
und 5.3.2. beschriebenen Ergebnisse stellte sich die Frage, ob ein Zelltyp oder mehrere
Zellspezies innerhalb der Mischpopulation von Amniozyten praferenziell durch die
adenoviralen Onkogene E1A und E1B-55K transformierbar ist bzw. sind. Es gibt deutliche
Hinweise darauf, dass die Amniozytenpopulation auch mesenchymale Stromazellen enthalt,
eine Zellspezies, die im embryonalen und adulten Organismus zu finden ist und aus der
Sarkome hervorgehen kénnen (Helman and Meltzer, 2003; In 't Anker et al., 2003; Kaviani et
al., 2003; Nombela-Arrieta et al., 2011). Da bekannt ist, dass die Entstehung von Sarkomen in
Nagern durch humane Adenoviren induziert werden kann (Graham, 1984), sollte der Fokus
auf die Zellspezies der mesenchymalen Stromazellen gerichtet werden. Nach einem
modifizierten Protokoll zur Isolierung mesenchymaler Stromazellen aus Amniozyten von Tsai
und Kollegen (Tsai et al., 2004) sollte daher jener Zelltyp aus einer frischen Probe humanen

Fruchtwassers in zwei Schritten isoliert und nachfolgend lentiviral mit den Onkogenen E1A
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und E1B-55K transduziert werden. Die Fruchtwasserprobe war mit A-UKE 14 bezeichnet
(Abbildung 16).

P < NV i
2. é
A:UkE 14 - 1: Kultivierungsschritt A-UKE 14 — 2. Kultivierungsschritt

Abb. 16: Isolierung mesenchymaler Stromazellen aus humanem Fruchtwasser

Die in der Fruchtwasserprobe A-UKE14 enthaltenen Zellen wurden zundchst unter amniozytenspezifischen
Bedingungen kultiviert, wobei eine erste Population adhérenter Zellen am Boden des Kulturgefalies anhaftete.
Nach fiinf Tagen wurden die im Uberstand verbliebenen Zellen abgenommen und unter Bedingungen Kultiviert,
die fur mesenchymale Stromazellen spezifisch sind. Dabei setzte sich eine zweite Population adhérenter Zellen
am Schalenboden ab (Tsai et al.,, 2004). Die Populationen beider Kultivierungsschritte unterschieden sich
deutlich in ihrer Morphologie. VergréRerung x 100.

Die Isolierung von Zellen aus der Fruchtwasserprobe A-UKE 14 resultierte im zweiten
Kultivierungsschritt (hMSC-spezifische Bedingungen) in einer Zellpopulation, die sich
morphologisch deutlich von der Population unterschied, die im ersten Kultivierungsschritt
(amniozytenspezifische Bedingungen) gewonnen wurde. Mikroskopische Aufnahmen der
beiden Zellpopulationen sind in Abbildung 16 dargestellt. Dieses Ergebnis verdeutlicht somit
in Ubereinstimmung mit der oben angefiihrten Literatur die Existenz unterschiedlicher

Zellspezies im humanen Fruchtwasser.

5.3.5. Die Transduktion der Onkogene E1A und E1B-55K fiihrt zur morphologischen

Transformation der isolierten mesenchymalen Stromazellen

Die im zweiten Kultivierungsschritt aus der Fruchtwasserprobe A-UKE 14 isolierten Zellen
wurden nachfolgend lentiviral mit den adenoviralen Onkogenen E1A und E1B-55K
transduziert. Dazu wurden je 100.000 Lentiviruspartikel/200.000 Zellen in den
Kombinationen iV2 + iBLB2 (mock) und iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K verwendet.
Morphologie und Wachstumsverhalten der transduzierten Zellen wurde mikroskopisch
uberwacht (Abbildung 17).
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mock .,

Abb. 17: Morphologie isolierter mesenchymaler Stromazellen nach Transduktion mit adenoviralen
Onkogenen

Die im zweiten Kaultivierungsschritt aus der Fruchtwasserprobe A-UKE 14 isolierten mesenchymalen
Stromazellen wurden mit den adenoviralen Onkogenen E1A und E1B-55K lentiviral transduziert. Diese Zellen
veranderten im Vergleich zu Zellen, die mit Leervektoren behandelt wurden, ihre Morphologie und wuchsen in
dichten Kolonien. Die Lentiviruspartikel wurden in folgenden Kombinationen eingesetzt: iV2 + iBLB2 (mock)
und iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K. VergroRerung x 100.

Die mit E1A und E1B-55K behandelte Kultur isolierter Zellen zeigte bereits nach wenigen
Tagen morphologisch transformierte Zellen, die in dichter werdenden Kolonien wuchsen.
Diese Erscheinung war im Vergleich dazu in der mit Leervektoren behandelten Kontrollkultur
(mock) nicht zu beobachten. Mikroskopische Aufnahmen dieser beiden Ansatze sind in
Abbildung 17 dargestellt. Foci der morphologisch veréanderten Zellen wurden nach etwa zwei
bis drei Wochen mit Kristallviolett gefarbt (Abbildung 18).

mock E1A + E1B55K

Abb. 18: Transformation von isolierten mesenchymalen Stromazellen aus dem Fruchtwasser durch
adenovirale Onkogene (Kristallviolettfarbung)

Die im zweiten Kaultivierungsschritt aus der Fruchtwasserprobe A-UKE 14 isolierten mesenchymalen
Stromazellen wurden mit den adenoviralen Onkogenen E1A und E1B-55K lentiviral transduziert.
Morphologisch transformierte Zellen wuchsen im Vergleich zu Zellen, die mit Leervektoren behandelt wurden,
in dichten Kolonien. Diese wurden mit Kristallviolett gefarbt. Die Lentiviruspartikel wurden in folgenden
Kombinationen eingesetzt: iV2 + iBLB2 (mock) und iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K.

In Abbildung 18 sind die mit Kristallviolett gefarbten Kolonien jener morphologisch
transformierten Zellen dargestellt, die aus der Transduktion der adenoviralen Onkogene E1A
und E1B-55K resultierten. Koloniebildung war im Vergleich dazu in der Kontrollkultur
(mock) nicht zu beobachten. Dieses Ergebnis gibt einen ersten Hinweis darauf, dass der
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Zelltyp der mesenchymalen Stromazellen eine Spezies innerhalb der Mischpopulation
humaner Amniozyten sein kann, die préaferenziell durch die Transduktion der adenoviralen
Onkogene E1A und E1B-55K transformierbar ist.

Bei der oben beschriebenen Isolierung mesenchymaler Stromazellen aus dem Fruchtwasser
mittels spezifischer Kultivierungsmethoden kann die Gewinnung einer reinen Zellpopulation
nicht gewahrleistet werden. Daher wurden alle folgenden Experimente an kommerziell
erworbenen humanen mesenchymalen Stromazellen aus dem Knochenmark durchgefihrt

(Firma Lonza).

5.4. Transformationsexperimente an primaren humanen mesenchymalen Stromazellen

aus dem Knochenmark

Mesenchymale Stromazellen, in der Literatur zum Teil auch als mesenchymale Stammzellen
bezeichnet, sind multipotente Progenitorzellen, die in verschiedenen Geweben vorkommen.
Sie besitzen das Potenzial, in andere Zellspezies wie Adipozyten, Chondrozyten und
Osteoblasten zu differenzieren und sind dadurch in der Lage, Gewebe zu reparieren, das durch
Verletzung, Krankheit oder Alterung geschadigt wurde (Nombela-Arrieta et al., 2011;
Pittenger et al., 1999). Primére mesenchymale Stromazellen aus dem Knochenmark sollten
Transformationsexperimenten mit den adenoviralen Onkogenen E1A, E1B-55K sowie E4orf3
und E4orf6 unterzogen werden. Zuvor wurden die kommerziell erworbenen Zellen jedoch im

Hinblick auf die fur diesen Zelltyp spezifischen Charakteristika untersucht.

5.4.1. Die kommerziell erworbenen mesenchymalen Stromazellen weisen alle

zelltypischen Charakteristika auf

Um die Identitat der in der vorliegenden Arbeit verwendeten mesenchymalen Stromazellen
festzustellen, wurden diese nach Vorgaben der ISCT (International Society for Cellular
Therapy) untersucht. Diese Vorgaben umfassen Plastikadharenz, Expression verschiedener
Oberflachenmarker sowie multipotentes Differenzierungspotenzial der Zellen (Dominici et
al., 2006). Das Kriterium der Plastikadhdarenz war mit der erfolgreichen Kultivierung der
Zellen in Plastikkulturschalen erfallt. Daruber hinaus wurde die Expression von

Oberflachenmarkern durch Reaktion mit fluorochromgekoppelten Antikérpern und
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nachfolgender durchflusszytometrischer Analyse untersucht. Die Zellen sollten zu einem
GroRteil positiv fur die Marker CD73 (Ecto-5’-nucleotidase), CD90 (Thy-1), CD105
(Endoglin) sowie HLA-A, B, C (MHC 1) sein (Abbildung 19). Ferner durfte keine Expression
der Marker CD14, CD34, CD45 (leukocyte common antigen) sowie HLA-DR, DP, DQ (MHC
I1) detektierbar sein (Abbildung 20). Zusatzlich wurde das adipogene, chondrogene und

osteogene Differenzierungspotenzial der Zellen Gberprift (Abbildung 21).
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Abb. 19: Charakterisierung mesenchymaler Stromazellen anhand der Expression der Oberflachenmarker

CD73, CD90, CD105 und MHC |

Mesenchymale Stromazellen wurden mit fluorochromgekoppelten Antikérpern gegen CD73, CD90, CD105 und
MHC | behandelt und im Vergleich zu Kontrollen durchflusszytometrisch untersucht. Die Rohdaten der
Analysen wurden mit der Software FlowJo in Histogramme umgewandelt. Die fiir die Marker positiven

Populationen (blau) heben sich deutlich von den Kontrollpopulationen (rot) ab.
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Abb. 20: Charakterisierung mesenchymaler Stromazellen anhand der Expression der Oberflachenmarker

CD14, CD34, CD45 und MHC 11
Mesenchymale Stromazallen wurden mit fluorochromgekoppelten Antikérpern gegen CD14, CD34, CD45 und

MHC Il behandelt und im Vergleich zu Kontrollen durchflusszytometrisch untersucht. Die Rohdaten der
Analysen wurden mit der Software FlowJo in Histogramme umgewandelt. Die fiir die Marker negativen

Populationen (blau) tberlappen mit den Kontrollpopulationen (rot).

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen nach Antikorperbehandlung
der mesenchymalen Stromazellen sind in den Abbildungen 19 und 20 dargestellt. Die
Histogramme belegen eine Expression von CD73, CD90, CD105 und MHC I. Hingegen
konnte keine Expression von CD14, CD34, CD45 und MHC Il nachgewiesen werden. Damit

entspricht das Expressionsmuster von Oberflachenmarkern den fur diesen Zelltyp definierten

Charakteristika.
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Abb. 21:  Charakterisierung  mesenchymaler  Stromazellen durch  Untersuchung ihres
Differenzierungspotenzials

Mesenchymale Stromazellen sind in der Lage, in Osteoblasten, Adipozyten sowie Chondrozyten zu
differenzieren. Mittels spezifischer Stimuli wurde die Differenzierung induziert und durch Farbung nach von
Kossa (Osteoblasten), mit Sudan-Rot B (Adipozyten) sowie mit Alcian-Blau (Chondrozyten) nachgewiesen.
VergrofRerung x 100.

Abbildung 21 zeigt die in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten differenzierten
mesenchymalen Stromazellen. Die Differenzierung wurde mittels spezifischer Stimuli nach
etablierten Protokollen induziert. Der Nachweis von Osteoblasten erfolgte anschlieRend durch
von-Kossa-Farbung, Adipozyten wurden durch Farbung mit Sudan-Rot B sichtbar gemacht,
und das Vorhandensein von Chondrozyten wurde mittels Alcian-Blau-Farbung nachgewiesen.
Insgesamt beweisen diese Ergebnisse, dass es sich bei den in den folgenden Experimenten
verwendeten Zellen um multipotente humane mesenchymale Stromazellen handelt.
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5.4.2. Die Transduktion der Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 fuhrt zur

morphologischen Transformation von mesenchymalen Stromazellen

Mittels lentiviraler Transduktion wurden die adenoviralen Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3
und E4orf6 in die kommerziell erworbenen mesenchymalen Stromazellen eingebracht. Dazu
wurden in drei voneinander unabhangigen Ansétzen je 100.000 Viruspartikel/150.000 Zellen
in den Kombinationen iV2 + iBLB2 (mock), iV2-E1A +iBLB2, iV2 + iBLB2-E1B-55K, iV2-
E1A + iBLB2-E1B-55K, iV2-E1A + iBLB2-E4orf3, iV2-E1A + iBLB2-E4orf6, iV2-E1A +
iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf3, iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf6 sowie iV2-
E1A + iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf3 + iBLB2-E4o0rf6 eingesetzt. Nach etwa drei Tagen
wurden die so behandelten Kulturen 1:2 auf je zwei gréRere KulturgefaRe aufgeteilt und bis
zur Bildung distinkter Foci kultiviert. Je ein Ansatz sollte der Ermittlung der
Transformationseffizienz der transduzierten Onkogene dienen, wéhrend der zweite Ansatz zur
Isolierung von  Zellklonen  herangezogen  werden sollte. ~ Morphologie  und

Wachstumsverhalten der Zellen wurden mikroskopisch beobachtet (Abbildung 22).
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Abb. 22: Morphologie mesenchymaler Stromazellen nach Transduktion mit adenoviralen Onkogenen
Mesenchymale Stromazellen wurden lentiviral mit den adenoviralen Onkogenen E1A, E1B-55K, E4orf3 und
E4orf6 transduziert. Die mit Onkogenen transduzierten Zellen verdanderten im Vergleich zu unbehandelten
Zellen und Zellen, die mit den Leervektoren transduziert wurden, deutlich ihre Morphologie. Darliber hinaus
bildeten sie dichte Kolonien. Die einzige Ausnahme bildete die Kultur, die nur mit E1B-55K transduziert wurde.
Die Lentiviruspartikel wurden in folgenden Kombinationen eingesetzt: iV2 + iBLB2 (mock), iV2-E1A + iBLB2,
iV2 + iBLB2-E1B-55K, iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K, iV2-E1A + iBLB2-E4orf3, iV2-E1A + iBLB2-E4orf6,
iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf3, iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf6 und iV2-E1A +
iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf3 + iBLB2-E4orf6. Vergréerung x 100.

Abbildung 22 zeigt die pflastersteinartig veranderte Morphologie transformierter
mesenchymaler Stromazellen. Unbehandelte Zellen sowie Zellen, die mit den Leervektoren
iIV2 und iBLB2 (mock) behandelt wurden, unterschieden sich im Gegensatz dazu deutlich in
Form und GroRe. Auch die mit E1B-55K behandelte Kultur zeigte keine morphologischen
Veranderungen. Ein weiteres Kennzeichen der morphologisch transformierten Zellen war ihre
Neigung, dichte Kolonien zu bilden, wie schon aus Vorexperimenten bekannt. Diese konnten
nach etwa drei Wochen durch Kristallviolettfarbung sichtbar gemacht werden (Abbildung
23).

mock E1A E1B-55K

E1A + E1B-55K E1A + E401f3 E1A + E4or1f6

E1A + E1B-55K +
E1A + E1B-55K + E401f3 E1A + E1B-55K + E4o1f6 Ed401f3 + E4o01f6
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Abb. 23: Transformation von mesenchymalen Stromazellen durch adenovirale Onkogene
(Kristallviolettfarbung)

Mesenchymale Stromazellen wurden lentiviral mit den adennoviralen Onkogenen E1A, E1B-55K, E4orf3 und
E4orf6 transduziert. Morphologisch transformierte Zellen wuchsen im Vergleich zu unbehandelten Zellen und
mit Leervektoren transduzierten Zellen in dichten Kolonien, die mit Kristallviolett sichtbar gemacht werden
konnten. Die Lentiviruspartikel wurden in folgenden Kombinationen eingesetzt: iV2 + iBLB2 (mock), iV2-E1A
+iBLB2, iV2 + iBLB2-E1B-55K, iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K, iV2-E1A + iBLB2-E4orf3, iV2-E1A + iBLB2-
E4orf6, iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf3, iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf6 und iV2-
E1A +iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf3 + iBLB2-E4orf6.

In Abbildung 23 ist eines der drei voneinander unabh&ngigen Transformationsexperimente
beispielhaft dargestellt. Die Abbildung zeigt die mit Kristallviolett gefarbten Foci
morphologisch transformierter Zellen, die besonders zahlreich nach Transduktion von E1A
mit E1B-55K auftraten. Die Transduktion aller anderen Kombinationen zog hingegen eine
weitaus geringere Koloniebildung nach sich. Die Transduktion von E1B-55K hatte keine
Koloniebildung morphologisch transformierter Zellen zur Folge, obwohl die Kultur diesen
Eindruck erweckt. Mikroskopische Betrachtung dieser Zellansammlungen zeigte jedoch einen
vollig unverdnderten Phénotyp der Zellen. Die Kolonien aller drei identischen Ansétze
wurden gezahlt (Abbildung 24).
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Abb. 24: Transformation mesenchymaler Stromazellen durch adenovirale Onkogene (Anzahl gefarbter
Foci)

Das Diagramm zeigt Mittelwerte der Koloniezahlen morphologisch transformierter mesenchymaler Stromazellen
dreier unabhéngiger Ansétze, in denen die Zellen mit den adenoviralen Onkogenen E1A, E1B-55K, E4orf3 und
E4orf6 lentiviral transduziert wurden. Die Z&hlung der Foci wurde nach Kristallviolettfarbung durchgefiihrt. Die
Lentiviruspartikel wurden in folgenden Kombinationen eingesetzt: iV2 + iBLB2 (mock), iV2-E1A + iBLB2 (A),
iV2 + iBLB2-E1B-55K (B), iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K (AB), iV2-E1A + iBLB2-E4orf3 (AT), iV2-E1A +
iBLB2-E4dorf6 (AS), iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf3 (ABT), iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K +
iBLB2-E4orf6 (ABS) und iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K + iBLB2-E4orf3 + iBLB2-E4orf6 (ABST).

Abbildung 24 stellt die Mittelwerte der Koloniezahlen mesenchymaler Stromazellen aus drei
voneinander unabhdngigen Ansdtzen dar, die durch Transduktion adenoviraler Onkogene

morphologisch transformiert wurden. Die weitaus groRte Anzahl wurde durch die
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Transduktion von E1A und E1B-55K (AB) erzielt. Damit sind die bereits im Rattensystem
erzielten Ergebnisse (5.2.1. und 5.2.2.) zum Teil bestatigt. Geringe Koloniezahlen resultierten
aus der Behandlung der Zellen mit E1A (A), was im Transformationsexperiment mit BRK-
Zellen ebenfalls genauso beobachtet wurde. Auch die Transduktion von E1A mit E4orf3 (AT)
oder mit E4orf6 (AS) zog keine nennenswerte Koloniebildung nach sich, wie bereits in den
Ergebnissen unter 5.2.1. und 5.2.2. beschrieben. Wéhrend BRK-Zellen nach Behandlung mit
E1A, E1B-55K und E4dorf6 (ABS) ahnlich starkes Koloniewachstum wie nach Behandlung
mit E1A und E1B-55K zeigten, war dieser Effekt im humanen System nicht reproduzierbar.
Hier waren lediglich wenige Foci zdhlbar, ebenso wie nach Transduktion von E1A mit E1B-
55K und E4orf3 (ABT) sowie von E1A mit E1B-55K und beiden E4-Onkogenen (ABST).
Insgesamt bestatigen die hier dargestellten Ergebnisse, dass die Zellspezies der humanen
mesenchymalen Stromazellen praferenziell durch adenovirale Onkogene transformierbar sein
kann. Aullerdem zeigen die Ergebnisse eine mogliche Abhangigkeit des transformierenden
Potenzials von Onkogenen der E4-Region auf ihre transiente Anwesenheit in der Wirtszelle,
da ihre stabile Expression den Transformationsprozess offenbar hemmt. Hingegen ist die
stabile Expression von E1A und E1B-55K in humanen mesenchymalen Stromazellen wie

auch in BRK-Zellen dem Transformationsprozess im hochsten Mal3e zutraglich.

5.4.3. Aus Kulturen transformierter mesenchymaler Stromazellen sind monoklonale

AB-Zelllinien isolierbar

Aus den unter 5.4.2. beschriebenen Kulturen konnten etwa drei bis vier Wochen nach
Transduktion der adenoviralen Onkogene Foci isoliert und getrennt voneinander weiter
kultiviert werden. Dabei zeigten Klone aus den Kulturen, die mit Onkogenen der E4-Region
transduziert worden waren, ein deutlich schlechteres Wachstumsverhalten als Klone aus dem
mit ELA und E1B-55K behandelten Ansatz. Klone, die aus den mit E4orf6 transduzierten
Ansatzen hervorgingen, starben sogar tber einen Zeitraum von etwa zwei bis drei Wochen ab.
Es gelang jedoch, funf Klone der mit E1A und E1B-55K (AB) transduzierten Kultur tber
einen langeren Zeitraum stabil zu kultivieren. Diese Zellklone wurden mit hMSC AB Klon 1,
Klon 2, Klon 8, Klon 9 und Klon 10 bezeichnet (Abbildung 25).
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Abb. 25: Morphologie transformierter h(MSC-Klone

Nach lentiviraler Transduktion mesenchymaler Stromazellen war es moéglich, morphologisch transformierte
Zellklone zu isolieren und getrennt voneinander zu kultivieren. Fir die Transduktion wurden folgende
Lentiviruspartikel eingesetzt: iV2-E1A + iBLB2-E1B-55K (AB). Die resultierenden Zellklone wurden mit
hMSC AB Klon 1, 2, 8, 9 und 10 bezeichnet. Vergréerung x 100.

Abbildung 25 zeigt die nahezu identische Morphologie der Kulturen hMSC AB Klon 1, 2, 8,
9 und 10. Auch hier fallt die pflastersteinartige Form der im Vergleich zur Priméarkultur
deutlich kleineren Zellen auf, wie auch schon im Falle der Amniozyten-Klone beobachtet
(5.3.2.). Die lentivirale Transduktion der adenoviralen Onkogene E1A und E1B-55K resultiert
demnach in stabil wachsenden Kulturen transformierter humaner mesenchymaler

Stromazellen.

5.4.4. Die transformierten AB-Zellklone exprimieren die transduzierten Onkogene

Die Kulturen hMSC AB Kilon 1, 2, 8, 9 und 10 wurden mittels PCR auf die Integration der
transduzierten Onkogene E1A und E1B-55K ins zelluldare Genom analysiert. Dariiber hinaus
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wurden die Expression dieser Gene im Western Blot-Verfahren sowie die subzellulére
Lokalisation der Onkoproteine durch Immunfluoreszenzmarkierung untersucht (Abbildungen
26, 27, 28 und 29).

Primer E1A fw bp 626 fwd /E1A g PCR rev

<667 bp (E1A 13S/12S)
<551 bp (E1A 13S)
<413 bp (E1A 125)

Primer SFFV fwd / E1B rev

<581 bp (E1B55K)

Abb. 26: Nachweis von E1A- und E1B-55K-Sequenzen

Genomische DNA wurde aus hMSC-Klonen extrahiert und mittels PCR und Gelelektrophorese auf das
Vorhandensein der Sequenzen E1A und E1B-55K untersucht. ELA wurde durch drei unterschiedlich groRe
Fragmente nachgewiesen (667, 551 oder 413 bp), wahrend E1B-55K (ber ein Fragment mit der Lange von 581
bp zu detektieren war. Als Positivkontrollen dienten die lentiviralen Vektoren iV2-E1A bzw. iBLB2-E1B-55K.
Als Negativkontrolle wurde DNA der Primarzellen herangezogen. Je 200 ng DNA wurden in der PCR
eingesetzt. Die Proben wurden in folgender Reihenfolge auf das Gel aufgetragen: 1 = Vektor (Positivkontrolle),
2 = primére hMSC (Negativkontrolle), 3 = hMSC AB Klon 1, 4 = hMSC AB Klon 2, 5=hMSC AB Klon 8, 6 =
hMSC AB Klon 9, 7 = hMSC AB Klon 10, 8 = H,0.

Aus hMSC-Klonen extrahierte genomische DNA wurde einer PCR unterzogen, in der
spezifische Primer zum Nachweis der Sequenzen E1A und E1B-55K eingesetzt wurden. Die
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PCR-Produkte wurden in Agarosegelen aufgetrennt, die in Abbildung 26 dargestellt sind. Als
Positivkontrollen dienten die Vektoren i1V2-E1A bzw. iBLB2-E1B-55K. DNA der
Primarzellen wurde als Negativkontrolle verwendet. Der Nachweis der E1A-Sequenz konnte
auch in diesem Falle anhand dreier verschiedener DNA-Fragmente erfolgen (667, 551 oder
413 bp). Interessanterweise waren tatsdchlich drei verschiedene E1A-Formen in den
untersuchten Klonen zu finden, wobei die Spezies 12S tberwog. Der Nachweis der Sequenz
E1B-55K erfolgte anhand eines 581 bp groflen Fragmentes, das ebenfalls im Falle aller funf

Klone detektierbar war.

hMSC AB Klon 1
hMSC AB Klon 2
hMSC AB Klon 8
hMSC AB Klon 9
hMSC AB Klon 10

hMSC
HEK293

w E1A
;
- E1B.55K

| — — —— G~ [\|1il

Abb. 27: Expression von E1A und E1B-55K

Gesamtzellextrakte der hMSC-Klone wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot-Verfahren auf
die Anwesenheit der Proteine E1A und E1B-55K untersucht. Als Negativkontrolle dienten primdre hMSC.
HEK?293-Zellen wurden als Positivkontrolle verwendet. Folgende Gesamtproteinmengen wurden auf 12%ige
Gele geladen: E1A =50 pg, E1B-55K = 25 pg, B-Aktin = 10 pg. Fur die Detektion wurden die Antikorper anti-
E1A (M58), anti-E1B-55K (2A6) und anti-p-Aktin (AC-15) verwendet.

Gesamtzellextrakte der hMSC-Klone wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western
Blot-Verfahren immunologisch auf die Anwesenheit der Proteine E1A und E1B-55K
untersucht. Die dabei erzielten Ergebnisse sind in Abbildung 27 dargestellt. Als
Negativkontrolle wurde ein Extrakt der unbehandelten Primérzellen verwendet. Ein Extrakt
der HEK293-Zellen diente als Positivkontrolle. Durch den fir die Detektion von E1A
verwendeten Antikorper konnten ebenfalls unterschiedliche E1A-Spezies erkannt werden.
E1A-Expression zeigte sich im Falle der HEK293-Zellen wie auch in allen untersuchten
Klonen. Ferner konnte die Expression von E1B-55K sowohl in der Positivkontrolle als auch
in den funf hMSC-Klonen detektiert werden. Die Expression von B-Aktin in allen Proben

zeigte den Einsatz gleicher Proteinmengen in der Analyse an.
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HEK293

hMSC AB Klon 1

hMSC AB Klon 2

hMSC AB Klon 8

hMSC AB Klon 9

hMSCAB Klon 10

Abb. 28: Subzellulare Lokalisation von E1A

Durch Immunfluoreszenzmarkierung wurde die Lokalisation von E1A in den hMSC-Klonen Uberpruft. Als
Negativkontrolle dienten primare hMSC. HEK293-Zellen wurden als Positivkontrolle verwendet. Das
Chromatin der Zellkerne wurde durch DAPI-Farbung sichtbar gemacht (blauer Kanal, links). Zur Detektion von
E1A wurde der Primérantikdrper M58 sowie ein FITC-gekoppelter Sekundérantikdrper verwendet (griiner
Kanal, Mitte). Zusatzlich ist eine Uberlagerung der beiden Kanile dargestellt (rechts). VergréRerung x 1000.
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+ FIT( hMSC

HEK293

hMSC AB Klon 1

hMSC AB Klon 2

hMSCAB Klon 8

hMSC AB Klon 9

hMSC AB Klon 10

Abb. 29: Subzellulére Lokalisation von E1B-55K

Die Lokalisation von E1B-55K wurde durch Immunfluoreszenzmarkierung in den hMSC-Klonen tberprift. Als
Negativkontrolle dienten primédre hMSC, wéhrend HEK293-Zellen als Positivkontrolle herangezogen wurden.
Mittels DAPI-Féarbung wurde das Chromatin der Zellkerne sichtbar gemacht (blauer Kanal, links). E1B-55K
wurde mit Hilfe des Primérantikrpers 2A6 sowie durch einen FITC-gekoppelten Sekunddrantikdrper
nachgewiesen (griiner Kanal, Mitte). Zusitzlich ist eine Uberlagerung der beiden Kanéle dargestellt (rechts).
VergroRerung x 1000.
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Zur Ermittlung der subzelluldren Lokalisation von E1A und E1B-55K wurden diese in
hMSC-Klonen durch Immunfluoreszenzmarkierung sichtbar gemacht. Dieses erfolgte im
Vergleich zu Primérzellen (Negativkontrolle) sowie zu HEK293-Zellen (Positivkontrolle).
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der untersuchten Zellen zeigen die Abbildungen 28
und 29. Im Falle der HEK293-Zellen wie auch bei den Klonen hMSC AB 1 und 2 war das
E1A-Protein diffus Uber die gesamte Zelle verteilt, wobei das Signal in der Positivkontrolle
insgesamt deutlich schwécher ausfiel. Interessanterweise war bei den Klonen hMSC AB 8, 9
und 10 E1A vorwiegend auf die Zellkerne konzentriert und nur wenig Protein im Zytoplasma
nachzuweisen. Das E1B-55K-Protein war sowohl in der Positivkontrolle als auch in den
untersuchten hMSC-Klonen in Form der charakteristischen perinukledren Proteinaggregate
unterschiedlicher GroRe vorzufinden. Zuséatzlich schien es in deutlich kleineren Aggregaten
im Zellkern wie auch um die Kernregion herum lokalisiert zu sein. Es gab kaum Unterschiede
in der Expressionsstarke von E1B-55K zwischen den einzelnen Klonen und der

Positivkontrolle.

Insgesamt zeigen die hier dargestellten Ergebnisse, dass der Phé&notyp morphologisch
transformierter humaner mesenchymaler Stromazellen nach lentiviraler Transduktion von

E1A und E1B-55K mit der stabilen Integration und Expression dieser Onkogene einhergeht.

5.4.5. Die transformierten AB-Zellklone zeigen eine veranderte Wachstumsrate

hMSC-Klone und Primérzellen wurden dariiber hinaus anhand ihrer Wachstumsraten
miteinander verglichen. Pro Zelllinie wurden zu diesem Zweck in zwei voneinander
unabhdangigen Ansétzen je 50.000 Zellen ausgesét und uber einen Zeitraum von neun Tagen
kultiviert. Die Gesamtzellzahl jeder Kultur wurden an den Tagen 1, 3, 5, 7 und 9 nach
Aussaat bestimmt (Abbildung 30).
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Abb. 30: Wachstumsrate von hMSC-Klonen

Je 50.000 Zellen der Zelllinien hMSC AB Klon 1, 2, 8, 9 und 10 sowie der Priméarzellen wurden ausgesat und
Uber einen Zeitraum von neun Tagen kultiviert. Die Gesamtzahl lebender Zellen jeder Kultur wurde an den
Tagen 1, 3, 5, 7 und 9 nach Aussaat mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Es wurden zwei
unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Im oben abgebildeten Diagramm sind die Mittelwerte der einzelnen
Z&hlungen aufgetragen.

Abbildung 30 verdeutlicht, dass alle fiinf hMSC-Klone ein im Vergleich zu den Priméarzellen
verandertes Wachstumsverhalten zeigten. Die Kulturen hMSC AB Klon 1 und 9 vermehrten
sich deutlich schneller als die Primarkultur, wahrend hMSC AB Klon 10 eine kaum
verdnderte Wachstumskinetik aufwies. Ein verlangsamtes Wachstumsverhalten konnte bei
den Kulturen hMSC AB Klon 2 und 8 beobachtet werden. Dies weist auf unterschiedliche
Charakteristika bezuglich des Proliferationsverhaltens bei den verschiedenen AB-Klonen hin.
Die stabile Expression von E1A und E1B-55K in morphologisch transformierten humanen
mesenchymalen Stromazellen geht jedoch Uberwiegend mit einer beschleunigten
Zellproliferation einher.

5.4.6. Die transformierten AB-Zellklone zeigen erhohte Telomeraseaktivitat

Die proliferative Kapazitat tierischer und menschlicher Zellen hé&ngt direkt mit dem

funktionellen Erhalt der Telomerenden ihrer DNA zusammen, die aus TTAGGG-
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Wiederholungen bestehen (Collins, 2000). Diese dienen dem Schutz der chromosomalen
Enden vor End-zu-End-Fusion, Rekombination und Abbau. In den meisten somatischen
Zellen ist die proliferative Kapazitat durch den sukzessiven Verlust ihrer Telomersequenzen
limitiert (Allsopp et al., 1995; Harley et al., 1990; Martens et al., 2000). Im Gegensatz dazu
sind immortale Zellen wie Tumorzellen und embryonale Stammzellen in der Lage, ihre
Telomerenden durch die Aktivitat der Telomerase zu erhalten (Amit et al., 2000; Kim et al.,
1994). Da der Status humaner mesenchymaler Stromazellen im Hinblick auf ihre
Telomeraseaktivitat in der Literatur umstritten ist, sollten sowohl ausgewéhlte hMSC-Klone
als auch Primérzellen in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu verschiedenen anderen
Zelllinien unter diesem Gesichtspunkt untersucht werden. Dazu wurden Gesamtzellextrakte

aller zu untersuchenden Zelllinien einer TRAP-Analyse unterzogen (Abbildung 31).

<«—Interne Kontrolle

Abb. 31: TRAP-Analyse von hMSC-Klonen und Primarzellen

Mit Hilfe des TRAPeze Telomerase Detection Kit wurden Gesamtzellextrakte der hMSC-Klone und der
Primarzellen im Vergleich zu verschiedenen anderen Zelllinien auf Telomeraseaktivitat untersucht. Dazu wurden
die Extrakte nach Telomerasereaktion einer PCR unterzogen. Die PCR-Produkte wurden anschliefend mittels
PAGE aufgetrennt. Telomeraseaktivitat zeigt sich anhand eines spezifischen Bandenmusters wie in Spur 1
(Positivkontrolle) sowie in Spur 3 (Quantitatskontrolle). Auf Spur 2 befindet sich eine Negativkontrolle, die kein
Zellextrakt enthélt. Die erfolgreiche Durchfiihrung der PCR wird jeweils durch die interne Kontrolle angezeigt.
Die Proben wurden wie folgt aufgetragen: 4 = hMSC Passage 20 (Lonza), 5 = hMSC Passage 12 (Lonza), 6 =
hMSC AB Kilon 1, 7 = hMSC AB Kilon 9, 8 = hMSC AB Klon 10, 9 = hMSC (UKE), 10 = MRC-5, 11 =
HEK?293, 12 = HepaRG, 13 = BRK.

Abbildung 31 zeigt das Polyacrylamidgel, in dem Gesamtzellextrakte der Zelllinien hMSC
AB Klon 1, 9 und 10 sowie der Primarzellen nach Telomerasereaktion und PCR zur

Amplifikation der Telomeraseprodukte aufgetrennt wurden. Als Positivkontrolle diente ein
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Zellextrakt, der Bestandteil des TRAPeze Kits ist und aktive Telomerase enthélt. Ein Ansatz
ohne Zellextrakt wurde als Negativkontrolle verwendet. Darlber hinaus sollte eine im Kit
enthaltene Quantitatskontrolle als MaRstab fiir die Signalstarke dienen. Telomeraseaktivitat
wurde durch eine Leiter kleiner DNA-Fragmente angezeigt. Gleichermallen schwache
Telomeraseaktivitat konnte im Falle der beiden hMSC-Primarzelllysate unterschiedlicher
Passagendauer (Lonza) detektiert werden. Die Aktivitat zeigte sich hingegen in den
untersuchten Zelllinien hMSC AB Kilon 1, 9 und 10 deutlich stérker. Auch in einer hMSC-
Probe anderen Ursprungs (UKE) konnte dhnlich schwache Telomeraseaktivitat wie in den bei
der Firma Lonza erworbenen Zellen nachgewiesen werden. Das dargestellte Ergebnis
verdeutlicht, dass primére mesenchymale Stromazellen durchaus Telomeraseaktivitat
besitzen, wenngleich diese nur schwach ausfallt. Bei den zuséatzlich untersuchten Zelllinien
(MRC-5, HEK?293, HepaRG und BRK) konnte ebenfalls Telomeraseaktivitat detektiert
werden, wenn auch in Rattenzellen (BRK) mit einem nur schwachen Signal. Besonders zu
erwahnen ist jedoch die HEK293-Zelllinie, welche bei dieser Analyse eine sehr starke
Aktivitat aufwies, ahnlich den in dieser Arbeit generierten hMSC-Klonen. Die stabile
Expression von E1A und E1B-55K resultiert moglicherweise nicht nur in einer Verstarkung

der Proliferationsgeschwindigkeit (5.4.5.), sondern auch der Telomeraseaktivitat.

5.4.7. Die transformierten AB-Zellklone zeigen kein tumorigenes Potenzial in

Nacktmausen

Frihere Arbeiten zeigen, dass BRK-Zellen, die durch Transfektion adenoviraler Onkogene
sowohl bezuglich ihrer Morphologie als auch ihres Wachstumsverhaltens transformiert
werden konnten, zusétzlich tumorigenes Potenzial in immundefizienten Nacktmdusen
besitzen. Hoch tumorigen sind dabei insbesondere ABS- und ABST-Zellen, also Zellen, die
mit E1A, E1B-55K und E4orf6 bzw. E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orfé behandelt wurden
(Nevels et al., 2000; Nevels et al., 1999a; Nevels et al., 1999b). Um festzustellen, ob es sich
bei den an den hMSC-Klonen beobachteten Verdnderungen in Morphologie und
Wachstumsverhalten um eine onkogene Transformation handelt, sollten diese Zellen ebenfalls
hinsichtlich ihres tumorigenen Potenzials in Nacktmdusen analysiert werden. Dazu wurden
die Zelllinien hMSC AB Klon 9 und 10 sowie ein Pool der Kultur untersucht, aus dem diese
Klone isoliert worden waren. Als Negativkontrolle dienten die Primérzellen. Die hoch
tumorigene BRK-Zelllinie ABS1 (Nevels et al., 2000) wurde als Positivkontrolle verwendet.

Die Zelllinien wurden den Tieren subkutan injiziert. Anschliefend wurden die M&use Uber
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einen Zeitraum von zehn Wochen hinsichtlich ihres Korpergewichtes und sichtbarer
Tumorbildung berwacht. Lediglich die Positivkontrolle ABS1 induzierte in diesem
Experiment eine deutliche Tumorbildung. Der AB-Zellpool und die beiden hMSC-Klone
(hMSC AB Klon 9 und 10) verursachten kein Tumorwachstum. Das Ergebnis dieses
Experimentes zeigt, dass die morphologische Transformation der untersuchten hMSC-Klone

nicht mit einem tumorigenen Potenzial dieser Zellen einhergeht.

5.4.8. Die transformierten AB-Zellklone zeigen einen veranderten Chromosomenstatus

Da transformierte Zellen bzw. Tumorzellen haufig durch komplexe chromosomale
Verénderungen charakterisiert sind, sollten auch ausgewéhlte hMSC-Klone (hMSC AB Klon
1, 9 und 10) beztglich ihres chromosomalen Status untersucht werden (Abbildungen 33 und
34). Zuvor wurde zu Vergleichszwecken ein Karyogramm der Primarzellen erstellt
(Abbildung 32).
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Abb. 32: Karyogramm primérer humaner mesenchymaler Stromazellen

Die bei der Firma Lonza erworbenen humanen mesenchymalen Stromazellen wurden hinsichtlich ihres
Karyotyps untersucht. Es handelt sich um Zellen eines mannlichen Spenders mit einem diploiden
Chromosomensatz (diese Untersuchung wurde von der Firma MVZ genteQ in Hamburg durchgefiihrt).

In Abbildung 32 ist das Karyogramm der primdren mesenchymalen Stromazellen dargestellt.
Es handelt sich um einen normalen (diploiden) Chromosomensatz eines Spenders ménnlichen
Geschlechts.
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Abb. 33: Karyogramm von hMSC AB Klon 10

Die hMSC Klone AB 1, 9 und 10 wurden im Vergleich zu den primédren mesenchymalen Stromazellen
hinsichtlich chromosomaler Verénderungen untersucht. Die Abbildung zeigt einen tetraploiden
Chromosomensatz des hMSC AB Klon 10 (diese Untersuchung wurde von der Firma labdia Labordiagnostik in
Wien durchgefiihrt).

Zur Ermittlung des Karyotyps von hMSC Klon 9 wurden 18 Metaphasenpréparate analysiert.
Dabei zeigten neun Prédparate einen unauffalligen mannlichen Karyotyp, der dem der
Primarzellen entsprach. In finf Metaphasenpraparaten wurde jedoch ein tetraploider
Chromosomensatz ohne weitere Chromosomenaberrationen nachgewiesen. Vier weitere
Préparate zeigten unterschiedliche, nicht klonale Karyotypanomalien. Zur zytogenetischen
Analyse von hMSC AB Klon 10 wurden 22 Metaphasenpraparate untersucht. Von diesen
zeigten 20 Préparate einen unauffalligen mannlichen Chromosomensatz, wéhrend in zwei
Metaphasenpréaparaten tetraploide Chromosomensétze ohne weitere Chromosomenanomalien
vorlagen. Beispielhaft ist der tetraploide Chromosomensatz eines Praparats des hMSC AB
Klon 10 in Abbildung 33 dargestellt.
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Abb. 34: Karyogramm von hMSC AB Klon 1

Die hMSC Klone AB 1, 9 und 10 wurden im Vergleich zu den primédren mesenchymalen Stromazellen
hinsichtlich chromosomaler Veranderungen untersucht. Die Abbildung zeigt den Karyotyp von hMSC AB Klon
1, der komplexe chromosomale Aberrationen in Form von Deletionen (Chromosom 3, 4, 16, 21 und 22) sowie
ein zusétzliches Markerchromosom (M) aufweist (diese Untersuchung wurde von der Firma labdia
Labordiagnostik in Wien durchgefihrt).

Die zytogenetische Untersuchung von hMSC Klon 1 wurde aufgrund von 20
Metaphasenpraparaten durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich im Falle aller analyisierten
Préparate sehr &hnliche chromosomale Anomalien. Diese zeichneten sich durch mehrere
Deletionen ganzer Chromosomen sowie die Anwesenheit eines zusatzlichen
Markerchromosoms aus, das vermutlich Bruchstiicke der deletierten Chromosomen enthielt.
Die Chromosomen 4 und 21 fehlten in allen Préparaten, wahrend sich einige Praparate auch
durch das zusatzliche Fehlen der Chromosomen 3, 8, 16 und/oder 22 auszeichneten. Ein aus
dieser Analyse resultierendes Karyogramm ist beispielhaft in Abbildung 34 dargestellt. Die
Ergebnisse der zytogenetischen Untersuchungen verdeutlichen, dass die morphologische
Transformation mesenchymaler Stromazellen mit komplexen chromosomalen Veranderungen
einhergehen kann. Im Falle der Zelllinien hMSC AB Klon 9 und 10 waren diese allerdings
nur in einer geringen Zahl der untersuchten Zellen nachzuweisen, wahrend die Anomalien im

Falle von Klon 1 klonal vorlagen.
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6. DISKUSSION

6.1. Transformationspotenzial und Onkogenitat humaner Adenoviren

Nach heutigem Wissensstand sind verschiedene Viren mit einer Reihe maligner
Krankheitsbilder beim Menschen assoziiert (Cathomas et al., 1996; Farrell et al., 1997;
Gissmann et al., 1982; Parkin, 2006; Poiesz et al., 1980; Szmuness, 1978). Neben bekannten
Beispielen wie den humanen Papillomviren, Hepatitisviren oder Herpesviren sind in diesem
Zusammenhang auch immer wieder die humanen Adenoviren in die Diskussion gebracht
worden. Grundlage dafiir bilden insbesondere Arbeiten wie von Kuwano sowie von Kosulin
und Kollegen, in denen ein mdglicher Zusammenhang zwischen Kleinzelligen
Lungenkarzinomen bzw. kindlichen Hirntumoren mit Adenovirusinfektionen dargelegt wird
(Kosulin et al., 2007; Kuwano et al., 1997). Ein Beweis fiur eine direkte Korrelation zwischen
einer Adenovirusinfektion und nachfolgender Tumorentstehung beim Menschen konnte
jedoch bislang nicht erbracht werden. Im Gegensatz dazu ist die Tumorigenitdt humaner
Adenoviren im Tiermodell bereits seit Jahrzehnten gut belegt (Graham, 1984; Modrow and
Falke, 2002; Nevins and Vogt, 2007; Trentin et al., 1962). Grundlage fir das tumorigene
Potenzial humaner Adenoviren ist die Transformation von Zellen durch die Expression viraler
Onkogene, die zum Zwecke einer effizienten Virusvermehrung Einfluss auf
Zellzyklusprogression, Apoptose- und Seneszenzmechanismen sowie DNA-Reparatur der
Wirtszelle nehmen. In den meisten adenoviral induzierten Tumoren und transformierten
Zelllinien persistiert die virale DNA in den Zellen, so dass onkogene Virusproteine stabil
exprimiert werden, was dem klassischen Modell der viralen Onkogenese entspricht (Graham,
1984). Anderen Beobachtungen zufolge scheint die standige Prasenz adenoviraler Onkogene
nicht zwangslaufig fir die Aufrechterhaltung eines onkogenen Phanotyps von Zellen
erforderlich zu sein, was wiederum auf einen Transformationsmechanismus nach dem ,,Hit &
Run“-Prinzip hinweist (Kuhlmann et al., 1982; Nevels et al., 2001; Paraskeva et al., 1982,
Paraskeva and Gallimore, 1980; Pfeffer et al., 1999).

Die in vitro-Transformation von primédren Nagerzellen durch adenovirale Onkogene war
bereits Gegenstand zahlreicher Arbeiten (Nevins and Vogt, 2007), wodurch insbesondere die
Funktionen von E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 im Transformationsprozess aufgeklart
werden konnten. So ist das Onkoprotein E1A in der Lage, Zellen zu immortalisieren oder
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partiell zu transformieren, wobei die alleinige Transformation durch E1A ineffizient und
unvollstandig ist. Erst unter dem zusétzlichen Einfluss von E1B-55K kommt es zur
Vervollstandigung eines transformierten Phanotyps der Zellen (Graham, 1984; Shenk, 2001).
Daruiber hinaus scheinen auch die Onkoproteine E4orf3 und E4orf6 die Zelltransformation zu
verstarken (Moore et al., 1996; Nevels et al., 1997; Nevels et al., 1999a; Nevels et al.,
1999b). Besonders gut wurde in diesem Zusammenhang das Transformationspotenzial der
Onkogene von HAdV5 untersucht. Im Gegensatz zu Transformationsexperimenten an
Nagerzellen wird bisher nur in wenigen Arbeiten von einer erfolgreichen in vitro-
Transformation primarer humaner Zellen berichtet (Fallaux et al., 1996; Graham et al., 1977,
Schiedner et al.,, 2000). Auch in diesem Zusammenhang wurde der Fokus auf die

Untersuchung der transformierenden Eigenschaften von HAdV5 gerichtet.

In Transformationsexperimenten friherer Studien wurden die zu untersuchenden adenoviralen
Onkogene hauptséchlich in Form von Plasmiden transfiziert. Diese Methode resultiert
uberwiegend in einer transienten Anwesenheit der transferierten DNA in den Zielzellen und
kann zudem ineffizient sein; indem in der Regel nur ein Teil der behandelten Zellen die DNA
aufnimmt. Der Gentransfer mit Hilfe eines lentiviralen Vektorsystems zur Transduktion der
adenoviralen Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 (HAdV5) stellte somit in der
vorliegenden Arbeit eine Uberaus interessante Alternative zur herkdmmlichen Methodik in
Transformationsexperimenten an primaren Rattenzellen und menschlichen Zellen dar, da
hiermit stabile Anwesenheit und Expression der transduzierten Gene erreicht wird. Zudem
kann durch den Einsatz entsprechend hoher Zahlen von Lentiviruspartikeln ein GroRteil der

behandelten Zellen transduziert werden.

6.2. Die lentivirale Transduktion adenoviraler Onkogene ist eine funktionale und hoch

effiziente Methode zur in vitro-Transformation von Sdugerzellen

In Kklassischen Experimenten zu den transformierenden Eigenschaften der adenoviralen
Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 fuhrt ihre Transfektion zu morphologischen
Veranderungen der behandelten Zellen, was mit der Bildung distinkter Kolonien einhergeht
(Nevels et al., 2000; Nevels et al., 1999a; Nevels et al., 1999b; Nevels et al., 2001; Schiedner
et al., 2000; Wimmer et al., 2010). Dabei werden in der Literatur beispielsweise absolute
Koloniezahlen von ca. 20 beschrieben, die aus der Transfektion von E1A und E1B-55K

resultierten (Nevels et al., 2001). Im Gegensatz dazu wurden die Transformationsexperimente
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an Nierenzellen neugeborener Ratten, humanen Amniozyten und humanen mesenchymalen
Stromazellen in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des lentiviralen Vektorsystems LeGO
durchgefuhrt (Weber et al., 2008), in dem die Onkogene E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6
individuell kodiert waren. In Kulturen mesenchymaler Stromazellen, die mit Hilfe der in
Lentiviruspartikel verpackten Onkogene E1A und E1B-55K transduziert wurden, konnten
nach dieser Behandlung bis zu 450 Kolonien morphologisch transformierter Zellen gezéhlt
werden (5.4.2.). Die Transduktion anderer Onkogenkombinationen zog zwar eine weniger
zahlreiche Koloniebildung nach sich, dennoch waren diese Zahlen in Relation zu Ergebnissen
aus friiheren Arbeiten, die mit der Transfektion derselben Onkogene erreicht wurden, deutlich
hoher (5.2.1., 5.2.2., 5.4.2.). Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass es sich bei dem in dieser
Arbeit etablierten System lentiviraler Vektoren zum Zwecke der Zelltransformation um ein
funktionales Mittel zum Gentransfer adenoviraler Onkogene in BRK-Zellen, humane
Amniozyten und humane mesenchymale Stromazellen handelt. AuRerdem zeichnet sich diese
Methode durch die Erzielung einer tberaus hohen Transformationseffizienz in den damit

behandelten Zellen aus.

6.3. Die gemeinsame stabile Expression von E1A und E1B-55K ist Voraussetzung fur

eine effiziente in vitro-Transformation von Saugerzellen

Das Transformationspotenzial des Onkoproteins E1A beruht auf seiner Eigenschaft, durch
Blockierung von pRb den Eintritt ruhender Zellen in die S-Phase zu stimulieren und somit
den Zellzyklus anzutreiben, wodurch auBerplanméBRige DNA-Synthese und Zellproliferation
bedingt werden (Berk, 2005; Dyson and Harlow, 1992; Endter and Dobner, 2004). Durch
seine Eigenschaft, den Tumorsuppressor p53 zu stabilisieren, Ubt E1A allerdings
gleichermalien einen antiproliferativen Einfluss aus (Sabbatini et al., 1995; White, 1995). Das
Onkoprotein E1B-55K wirkt diesem Effekt jedoch entgegen, indem es p53 auf verschiedenen
Wegen inaktiviert (Blair Zajdel and Blair, 1988; Harada et al., 2002; Kao et al., 1990; Shen et
al., 2001; Yew and Berk, 1992; Yew et al, 1994; Zantema et al., 1985). Damit
vervollstandigt E1B-55K den Transformationsprozess. Dem klassischen Modell viraler
Onkogenese entsprechend konnte man in verschiedenen friheren Studien zeigen, dass die
Onkogene E1A und E1B-55K stabil in transformierten Zellen exprimiert werden (Graham et
al., 1977; Hutton et al., 2000; Zantema et al., 1985). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
unterstreichen diesen Sachverhalt nochmals. Da durch die Verwendung lentiviraler VVektoren

in der Regel stabile Integration der so transferierten DNA in das Genom der Zielzellen
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erreicht wird, war dadurch in den experimentellen Ansatzen dieser Arbeit auch stabile
Expression der transduzierten Onkogene zu erwarten. In allen Transformationsexperimenten
an Rattenzellen und menschlichen Zellen wurden in Folge der lentiviralen Transduktion von
E1A und E1B-55K tatséchlich auffallig hohe Transformationsraten erzielt, wie anhand der
mit Kristallviolett gefarbten Kolonien morphologisch transformierter Zellen festgestellt
werden konnte (5.2.1., 5.2.2., 5.4.2.). AuBerdem waren die Koloniezahlen, die aus der
Transduktion dieser beiden Onkogene resultierten, in allen durchgefiuhrten Experimenten
deutlich hoher als die Zahlen, die durch die alleinige Transduktion von E1A erreicht wurden,
wahrend die alleinige Transduktion von E1B-55K kein Koloniewachstum nach sich zog
(5.2.1., 5.2.2,, 54.2). Auch diese Beobachtung unterstreicht die in der Literatur
beschriebenen Erkenntnisse, nach denen hohes Transformationspotenzial nur aus dem
Zusammenspiel von E1A und E1B-55K resultiert (Graham, 1984; Shenk, 2001).

6.4. Das transformationsverstarkende Potenzial von E4orf3 und E4orf6 in Saugerzellen

scheint auf ihrer transienten Anwesenheit zu beruhen

Die transformationsfordernden Eigenschaften von E4orf3 und E4orf6 wird auf ihren Einfluss
auf verschiedene Komponenten der DNA-Reparatur wie die DNA-PK und Mrell
zuruckgefihrt (Araujo et al., 2005; Boyer et al., 1999; Evans and Hearing, 2005; Mohammadi
et al., 2004; Nicolas et al., 2000; Stracker et al., 2002; Stracker et al., 2005; Weiden and
Ginsberg, 1994). E4orf6 wird zusatzlich mit dem Abbau von p53 assoziiert (Cathomen and
Weitzman, 2000; Querido et al., 2001; Steegenga et al., 1998; Wienzek et al., 2000), wahrend
eine individuelle Funktion von E4orf3 die Reorganisation der PML nuclear bodies ist
(Carvalho et al., 1995; Puvion-Dutilleul et al., 1995). Daten aus fritheren Studien zufolge sind
die Onkogene E4orf3 und E4orf6 im Gegensatz zu E1A und E1B-55K jedoch nicht in damit
behandelten transformierten Zellen nachzuweisen, was auf einen
Transformationsmechanismus nach dem ,Hit & Run“-Prinzip der viralen Onkogenese
hinweist (Nevels et al., 2001). Auch die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse
deuten auf eine Abhédngigkeit des Transformationspotenzials dieser Onkogene auf ihre
transiente  Anwesenheit in den Zellen hin und kodnnten somit ebenfalls flr einen
Transformationsmechanismus nach dem ,,Hit & Run“-Modell sprechen. So resultierte die
Transduktion von E4orf3 und E4orf6 in unterschiedlicher Kombination mit anderen
Onkogenen insbesondere in Transformationsexperimenten an mesenchymalen Stromazellen

in vergleichsweise geringen Transformationsraten (5.4.2.). In diesen Zellen stand die durch
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lentivirale  Transduktion erreichte stabile  Expression der E4-Onkogene dem
Transformationsprozess demnach offenbar entgegen. In BRK-Zellen wurden in
vergleichbaren experimentellen Ansétzen allerdings teilweise héhere Transformationsraten
erzielt, vor allem durch die Transduktion von E1A mit E1B-55K und E4orf6 (5.2.1., 5.2.2.).
Maoglicherweise resultiert die stabile Expression von E4-Onkogenen in einem zytotoxischen
Effekt, der den Transformationsprozess hemmt. Dieses Phdnomen scheint vor allem auf
humane Zellen zuzutreffen und in Nagerzellen weniger stark ausgepragt zu sein. Die Grinde
hierfirr sind allerdings unbekannt und werden in weiterfilhrenden Arbeiten zu kléren sein.
Denkbar ist jedoch beispielsweise, dass der Abbau zellul&rer Substrate durch den aus E1B-
55K, E4orf6 und zellularen Faktoren gebildeten E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex (2.3.3.1.)
einen zytotoxischen Effekt bedingen koénnte. Studien von Cheng sowie von Forrester und
Kollegen zeigten bei der Untersuchung der Substratspezifitait dieses Komplexes in
menschlichen Zellen, dass dieser bei allen untersuchten Spezies humaner Adenoviren vor
allem den Abbau der DNA-Ligase IV bedingt, wahrend andere Substrate wie p53 oder Mrell
nicht im Falle jeder Spezies dem Abbau zugefiihrt werden (Cheng et al., 2011; Forrester et
al., 2011). Die DNA-Ligase IV spielt eine entscheidende Rolle in der DNA-Reparatur
(Christmann et al., 2003). Das Fehlen dieser Ligase kann moglicherweise von menschlichen
Zellen nicht kompensiert werden. Es wére zu kléren, ob neben den Abweichungen in der
Substratspezifitat des E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes bei verschiedenen Spezies humaner
Adenoviren zusatzlich Variationen bei Mensch und Nager bestehen. Sollte dieses zutreffen,
waren damit die Unterschiede in der Transformationseffizienz unter dem Einfluss von E4orf6

in Rattenzellen und menschlichen Zellen erklarbar.

6.5. Die stabile Expression von E1A und E1B-55K in Amniozyten und mesenchymalen
Stromazellen resultiert in stabil wachsenden Kulturen morphologisch transformierter
Zellklone

Die bisher in der Literatur nur sehr selten beschriebene in vitro-Transformation humaner
Zellen durch adenovirale Onkogene  wurde anhand der lentiviralen
Transformationsexperimente an Amniozyten und mesenchymalen Stromazellen in der
vorliegenden Arbeit mit Erfolg erzielt. Zundchst zeigten sich Amniozyten durch die
Onkogene E1A und E1B-55K transformierbar. Sowohl morphologische Veranderungen und
Koloniebildung als auch teilweise beschleunigte Zellproliferation konnten anhand dieser

Zellen beobachtet werden. Dartiber hinaus war es moglich, monoklonal isolierte Kolonien
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getrennt voneinander zu kultivieren und die Integration und Expression beider Onkogene in
diesen Zellen nachzuweisen (5.3.1., 5.3.2., 5.3.3.). Weil humanes Fruchtwasser eine Vielzahl
unterschiedlicher Zelltypen enthélt (Bossolasco et al., 2006; Gosden, 1983; Hoehn and Salk,
1982; Prusa and Hengstschlager, 2002), stellte sich die Frage, ob eine oder mehrere
Zellspezies praferenziell durch adenovirale Onkogene transformierbar sind. Da die
Amniozytenpopulation unter anderem aus mesenchymalen Stromzellen besteht, eine
Zellspezies, aus der Sarkome hervorgehen kdnnen (Helman and Meltzer, 2003; In 't Anker et
al., 2003; Kaviani et al., 2003; Nombela-Arrieta et al., 2011), die in Nagern neben anderen
Tumoren durch humane Adenoviren induzierbar sind (Graham, 1984), wurden Zellen unter
Bedingungen aus der Mischpopulation isoliert, die fir mesenchymale Stromazellen spezifisch
sind (5.3.4.). Sowohl die daraus resultierende Zellpopulation als auch kommerziell erworbene
mesenchymale Stromazellen zeigten sich tatséchlich in hoch effizienter Weise durch
adenovirale Onkogene transformierbar. Auch in diesem Falle war es moglich, einzelne
Kolonien morphologisch transformierter Zellen zu isolieren und zu kultivieren, die zuvor mit
E1A und E1B-55K transduziert worden waren. Alle daraus resultierenden Zelllinien zeigten
stabile Integration und Expression der transduzierten Onkogene sowie teilweise eine
beschleunigte Proliferationsgeschwindigkeit (5.3.5., 5.4.2., 54.3., 5.4.4.; 5.4.5.). Diese
Ergebnisse bestatigen die Transformierbarkeit humaner Zellen embryonalen Ursprungs durch
adenovirale Onkogene, wie auch schon durch Graham, Fallaux und Schiedner gezeigt
(Fallaux et al., 1996; Graham et al., 1977; Schiedner et al., 2000). Erstmalig konnten in der
vorliegenden Arbeit jedoch auch multipotente mesenchymale Stromazellen des adulten
Knochenmarks adenoviral transformiert werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese
Zellspezies praferenziell durch adenovirale Onkogene transformierbar sein kann. In
weiterflhrenden Arbeiten ware zu Uberprifen, ob sich auch andere multipotente
Progenitorzellen durch die Expression adenoviraler Onkogene transformierbar zeigen und ob
Progenitorzellen demnach eine Zellspezies darstellen, die generell préaferenziell durch

Onkogene humaner Adenoviren transformierbar ist.

6.6. Die morphologische Transformation von mesenchymalen Stromazellen durch E1A

und E1B-55K geht mit erh6hter Telomeraseaktivitat einher

Kennzeichen immortaler Zellen wie beispielsweise embryonaler Zellen oder Tumorzellen ist
die Aktivitat der Telomerase, die die Telomerenden ihrer DNA erhélt und damit die
proliferative Kapazitét dieser Zellen sicherstellt (Amit et al., 2000; Collins, 2000; Kim et al.,
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1994). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch primdre mesenchymale
Stromazellen schwache Telomeraseaktivitat besitzen, ein Sachverhalt, der in der Literatur
bislang umstritten ist (5.4.6.). So wird unter anderem postuliert, dass Telomeraseaktivitat
nicht in mesenchymalen Stromazellen detektierbar ist (Zimmermann et al., 2003), wéhrend
eine andere Gruppe zeigen konnte, dass diese durchaus vorhanden ist, aber im Verlauf der
Zellalterung abnimmt (Guillot et al., 2007). Ein Uberaus interessantes Ergebnis der
vorliegenden Arbeit ist jedoch vor allem die Beobachtung, dass sich die schwach ausgeprégte
Telomeraseaktivitat der priméren mesenchymalen Stromazellen in den durch E1A und E1B-
55K transformierten Klonen deutlich erhoht zeigte (5.4.6.). Dieses dirfte mdéglicherweise mit
der zusétzlich beobachteten Beschleunigung des Zellwachstums einiger Klone einhergehen
(5.4.5.). Maligne Transformation somatischer Zellen wird bereits seit einiger Zeit mit der
Aktivierung der Telomerase und dem Telomererhalt in Zusammenhang gebracht. Der zentrale
Mechanismus scheint in diesem Zusammenhang die transkriptionelle Kontrolle des hTERT-
Gens (hTERT = human telomerase reverse transcriptase) zu sein, das fur die katalytische
Untereinheit der Telomerase kodiert (Horikawa and Barrett, 2003). So ist beispielsweise der
Tumorsuppressor p53 in der Lage, die hTERT-Transkription zu reprimieren (Xu et al., 2000).
Dass p53 auf verschiedenen Wegen durch das Onkoprotein E1B-55K inhibiert wird, kénnte
die erhohte Telomeraseaktivitat in den transformierten Zellklonen erklaren. Tatsachlich ist
auch von Onkoproteinen anderer Viren, beispielsweise vom E6-Protein des hoch onkogenen
HPV Typ 16 bekannt, Telomeraseaktivitat in somatischen Zellen zu induzieren (Klingelhutz
et al., 1996). Somit ist auch ein direkter Zusammenhang zwischen transformiertem Ph&notyp
und erhohter Telomeraseaktivitét der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Zellklone durch die

stabile Expression adenoviraler Onkogene naheliegend.

6.7. Durch E1A und EI1B-55K morphologisch transformierte mesenchymale
Stromazellen zeigen chromosomale Aberrationen, nicht aber tumorigenes Potenzial in

Nacktmausen

Frihere Studien beweisen anhand von Experimenten an BRK-Zellen, dass die
morphologische Zelltransformation durch Expression adenoviraler Onkogene auch mit einem
tumorigenen Potenzial dieser Zellen in immundefizienten Nacktmé&usen einhergehen kann.
Hoch tumorigen zeigten sich dabei insbesondere ABS- und ABST-Zellen, also solche Zellen,
die mit E1A, E1B-55K und E4orf6 bzw. E1A, E1B-55K, E4orf3 und E4orf6 behandelt

worden waren (Nevels et al., 2000; Nevels et al., 1999a; Nevels et al., 1999b). Bei den in der
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vorliegenden Arbeit untersuchten Zelllinien hMSC AB Klon 9 und 10 sowie dem Zellpool,
dem diese Klone entstammten, konnte kein tumorigenes Potenzial in Nacktm&usen bestatigt
werden. Allein die in einer friiheren Arbeit generierte Rattenzelllinie ABS1 (Nevels et al.,
2000) induzierte ein deutlich sichtbares Tumorwachstum in den damit behandelten Tieren
(5.4.7.). Die zytogenetische Analyse der hMSC-Klone 9 und 10 zeigte ebenfalls nur teilweise
chromosomale Veranderungen in diesen Zellen. Bei einem Grofiteil der Metaphasenpraparate
dieser beiden Klone wurden normale (diploide) Chromosomensatze festgestellt, lediglich ein
Teil der untersuchten Zellen wies Tetraploidie auf (5.4.8.). Komplexe Veranderungen in allen
Zellen dieser Zelllinien hatten moglicherweise auch zu einer Tumorigenese in Nacktmausen
gefuhrt. Eine langere Passagendauer der Zellen hétte dabei eventuell eine Selektion auf einen
veranderten Karyotyp beglnstigen koénnen. Diese Vermutung wird zusatzlich dadurch
unterstrichen, dass nur die nicht im Tierversuch untersuchte Zelllinie hMSC AB Klon 1
auffallige chromosomale Aberrationen in allen untersuchten Zellen zeigte. Die Aberrationen
bestanden  hierbei in  Deletionen ganzer = Chromosomen.  Zusatzlich  waren
Markerchromosomen vorhanden, die vermutlich Teile der deletierten Chromosomen
enthielten (5.4.8.). Solche Markerchromosomen (sSMC = small supernumerary marker
chromosomes) kdnnen interessanterweise tatsachlich ein Charakteristikum von Tumorzellen
sein (Minamihisamatsu et al., 1988; Rogatto et al., 1999; Starke et al., 2001). Ob komplexe
chromosomale Veranderungen adenoviral transformierter Zelllinien auch die Tumorigenitat
dieser Zellen in Nacktmdausen bedingen, wird jedoch in weiteren Arbeiten zu untersuchen

sein.

6.8. Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dass primare humane
mesenchymale Stromazellen eine Zellspezies sein kénnen, die préaferenziell durch die stabile
Expression der adenoviralen Onkogene E1A und E1B-55K transformierbar ist. Die im Zuge
der Transformation beobachteten Veréanderungen schlieen sowohl deutliche morphologische
Abweichungen vom Phénotyp der Primarzellen wie auch teilweise beschleunigtes
Proliferationsverhalten der transformierten Zellen ein. Hinzu kommt eine erhohte
Telomeraseaktivitat in den transformierten Zellen. Zusétzlich kann die Transformation der
Zellen mit komplexen chromosomalen Veranderungen einhergehen. Ob die beobachteten
Verénderungen der Zellen einer onkogenen Transformation entsprechen, werden weitere

Experimente im Tiermodell zu kldren haben, da in der vorliegenden Arbeit zu wenige
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Zellklone untersucht worden sind, um diesbezuglich eine verldssliche Aussage abzuleiten. Es
ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass insbesondere humane mesenchymale Stromazellen,
mdoglicherweise neben anderen, bislang unbekannten Zelltypen, eine Zellspezies des
menschlichen Organismus darstellen, in der eine abortive Adenovirusinfektion eine onkogene
Transformation nach sich ziehen kann. Da es sich bei diesem Zelltyp um Progenitorzellen
handelt, konnte ihre Teilungsfahigkeit in diesem Zusammenhang einen Vorteil bedeuten. Es
ist hinlanglich bekannt, dass verschiedene Arten von Sarkomen aus mesenchymalen
Stromazellen hervorgehen (Helman and Meltzer, 2003). Dartiber hinaus weil3 man, dass
Adenoviren solche Tumore in Nagern induzieren kénnen (Graham, 1984). Die meisten
Sarkome zeichnen sich durch Anomalien in Signalwegen aus, in denen pRb und/oder p53 eine
zentrale Rolle spielen (Choi et al., 2010; Helman and Meltzer, 2003), zellulare Faktoren,
deren normale Funktion nachhaltig durch die Expression von E1A und E1B-55K, aber auch
anderen adenoviralen Onkogenen, beeintrachtigt wird. Ferner konnten eine durch E1A und
E1B-55K bedingte erhthte Telomeraseaktivitdt sowie eine akkumulierte chromosomale
Instabilitat, wie in der vorliegenden Arbeit beobachtet, eine onkogene Transformation und
damit die mogliche Entstehung von Sarkomen unterstiitzen. Ein gezieltes Screening von
Proben aus verschiedenen Sarkomen auf die Anwesenheit adenoviraler DNA wirde in diesem
Zusammenhang Aufschluss Uber eine mdgliche Assoziation humaner Adenoviren mit der
Entstehung jener Tumore geben. Ferner ware es hochinteressant, humane mesenchymale
Stromazellen mit Adenoviruspartikeln zu infizieren, deren Replikationskompetenz
eingeschrankt oder ganz ausgeschaltet ist. Solche experimentellen Bedingungen wirden eine
Anndherung an das Szenario einer abortiven Adenovirusinfektion ermdglichen. Sollte es
dabei zur Zelltransformation kommen, wirde dieses die in der vorliegenden Arbeit erzielten
Ergebnisse unterstreichen und die Hypothese unterstlitzen, dass humane Adenoviren
Tumorviren des Menschen sein konnen. Daruber hinaus konnte aufgrund solcher
Erkenntnisse zusatzlich zu den in dieser Arbeit sowie in zahlreichen anderen Studien erzielten
Ergebnissen eine Allgemeingiiltigkeit abgeleitet werden, nach der prinzipiell alle infektiosen
Agenzien, die im Rahmen ihres Infektionsverlaufs Zellzykluskontrolle, DNA-Reparatur sowie
Seneszenz- und Apoptosemechanismen humaner Zellen beeinflussen, ernstzunehmende
Faktoren beziglich der Auslésung von Krebserkrankungen beim Menschen darstellen

kdnnen.
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