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ADCC Antikdrper-abhangige Zytotoxizitat (antibody-dependent cell-mediated
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Bid BH3-interacting domain death agonist
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CD Differenzierungsmarker (cluster of differentiation)

cDNA zur mRNA komplementare DNA (complementary deoxyribonucleic acid)

cFLIP cellular FLICE/caspase-8 inhibitory protein

CMV Cytomegalievirus

ConA Concanavalin A

cpm Impulse pro Minute (counts per minute)

d Tag

DAF decay accelerating factor, CD55

dATP Deoxyadenosin-5’-triphosphat

DC dendritische Zellen

dCTP Deoxycytidin-5'-triphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Deoxyguanosin-5’-triphosphat

DIABLO direct IAP-binding protein with low pl

DISC Apoptose-induzierender Signalkomplex (death-inducing signalling

complex)
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et al.
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doppelt-transgenes Tier

1,4-Dithio-DL-threitol

Deoxythymidin-5’-triphosphat

verzdgerte XenotransplantatabstolRung (delayed xenograft rejection)
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extracellular signal-regulated kinase

et alii

fluorescence-activated cell sorter

Fas-assoziierte Todesdomane (Fas-associated death domain
containing protein)

Fas-Ligand

Fluoresceinisothiocyanat

Fetales Kalberserum (fetal calf serum)

Gramm

relative centrifugal force (RCF) (= 1,119 x 10™ x rpm? x r)
Gal4-DNA-Bindedomane

Transkriptionsfaktor, der die Nukleotidsequenz WGATAR erkennt
Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase

green fluorescent protein

Wachstumshormon (growth hormone)

Graviditatstag

a1,3-Galaktosyltransferase

hyperakute AbstoRungsreaktion (hyperacute rejection)
humanes Immundefizienzvirus

H-Transferase

al1,2-Fukosyltransferase (H-Transferase)

human

Apoptoseinhibitoren

Interferon

Immunglobulin

insulin-like growth factor-1

Interleukin

intraperitoneal

c-Jun amino-terminal kinase

Kilo Basenpaare (kilo base pairs)
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kDa
kg

LAP
LLC
LTBP

mA
MAC
MCP
MEF-2
mg

MO
MHC
MHC-tg
min

ml

Ml

mm
mM
UM
M-MLV-RT
MOPS
mRNA
MyHC
n
NF-xB
NK-Zellen
ng

oD
ORF
P
PAGE
PBL
PERV
PBS
p.C.
PCR
PHA
pl

Pl
PMSF

Kilodalton

Kilogramm

Liter

Latenz-assoziiertes Peptid

grolRer latenter TGF-B1-Komplex (large latent komplex)
latent-TGFB-binding protein

Molar (mol/l)

Milliamper

Membranangriffskomplex

membrane cofactor protein, CD46

myocyte-specific enhancer factor 2

Milligramm

Mikrogramm

Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex)
Transgenes Tier fur aMHC-GLVPc-polyA

Minute

Milliliter

Mikroliter

Millimeter

Millimolar (mmol/l)

Mikromolar (umol/l)

Moloney Murine Leukemia Virus-Reverse Transkriptase
3-Morpholino-Propansulfonsaure

messenger RNA

myosin heavy chain

Anzahl

nuclear factor- kB

naturliche Killerzellen

Nanogramm

Optische Dichte

offener Leserahmen (open reading frame)
Signifikanzniveau

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

periphere Blutlymphozyten

porcine endogene Retroviren

Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)
post coitum

Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phytohemagglutinin

isoelektrischer Punkt

Propidiumiodid

Phenylmethansulfonylfluorid
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p.n.
porc

PRLBD
QPF
gRT-PCR
RACE
RCA
RNA
rpm
rRNA
RT
RT-PCR
Sec.
SDS
SLC
Smac
SPF
Std.
Tab.
TBS
TCR
TdT
Temed
tg
TGF-p1
TGF-tg
TNF
TR
TRAIL

Tris

u.a.
UAS
uv

VS.
wit
XNA
z.B.

post natum

porcin

Progesteronrezeptor-Ligandenbindungsdomane

qualifiziert pathogen-frei

quantitative RT-PCR

rapid amplification of cDNA ends

Regulatoren der Komplementaktivierung

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Umdrehungen pro min (rounds per minute)

ribosomale RNA

Raumtemperatur

Reverse Transkription-PCR

Sekunde

Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

kleiner latenter TGF-B1-Komplex (small latent komplex)
second mitochondria-derived activator of caspase

spezifiziert pathogen-frei

Stunde

Tabelle

Tris-gepufferte Salzlosung (Tris buffered saline)
T-Zell-Rezeptor

terminale Deoxynucleotidyl-Transferase

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin

transgen

transforming growth factor 3 1

Transgenes Tier fur TK-porcTGFp1

Tumornekrosefaktor (tumor necrosis factor)

Rezeptor des Schilddrisenhormons (thyroid hormone receptor)
APO-2L, TNFSF10, tumor necrosis factor related apoptosis-inducing
ligand

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit

unter anderem

Gal4-DNA-Bindestellen (Gal4 upstream activation sequences)
Ultra-Violett

Volt

Versus

Wildtyp

praformierte xenoreaktive Antikorper (xenoreactive natural antibodies)
zum Beispiel
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Die Xenotransplantation von porcinen Organen auf humane Empfanger konnte eine
Mdglichkeit darstellen, den bestehenden Mangel an Spenderorganen fir die Allo-
transplantation zu reduzieren. Da jedoch Mensch und Schwein immunologisch
inkompatibel sind, mussen Organspendertiere genetisch modifiziert werden, um das
Auftreten von AbstolRungsreaktionen zu inhibieren. Dies wurde bereits erfolgreich zur
Verhinderung der unmittelbar nach Reperfusion des Xenotransplantats auftretenden
hyperakuten Abstollungsreaktion angewandt. Eine mogliche Strategie, um die spater
auftretende zellvermittelte AbstoRungsreaktion zu verhindern, konnte die Transgen-
expression von tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) oder

von transforming growth factor f 1 (TGF-B1) sein.

TRAIL gehort zur Tumornekrosefaktor-Familie und kann nach Interaktion mit TRAIL-
Rezeptoren in TRAIL-sensitiven Zellen Apoptose induzieren. Er besitzt zahlreiche
immunmodulatorische Eigenschaften. Im Allotransplantationsmodell der Maus wurde
gezeigt, dass eine Expression von TRAIL auf Hornhauttransplantaten die T-Zell-

mediierte AbstoRungsreaktion verzdgerte.

TGF-B1 besitzt ebenfalls zahlreiche immunmodulatorische Eigenschaften. Eine
Expression von TGF-p1 auf Spenderorganen durfte aufgrund seiner anti-
inflammatorischen und toleranzinduzierenden Eigenschaften zu einer Verlangerung
der Transplantatuberlebenszeiten fuhren. Da eine ubiquitare Transgenexpression
von konstitutiv aktivem TGF-f1 letal wirken kann, ist die Verwendung eines raumlich

und zeitlich kontrollierbaren Transgenexpressionssystems indiziert.

Ziel dieser Arbeit war die Analyse von zwei transgenen Tiermodellen. Zum einem
sollte ein Mifepristone-induzierbares Genregulatorsystem in der Maus, nach
Expressionsanalyse der zwei diesem System zugrundeliegenden Founderlinien,
etabliert werden. Weiterhin sollte in diesem Mausmodell die spezifische Regulation
der Transgenexpression analysiert werden. Im zweiten Tiermodell sollte die
Expression von humanem TRAIL sowie seine Funktionalitat in Zellen und Geweben
transgener Schweine untersucht werden, mit dem Hintergrund, gut exprimierende
Tiere fur die Zucht von homozygot-transgenen und/oder multitransgenen Schweinen

zu bestimmen.
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2 Literaturubersicht

2.1 Xenotransplantation

Unter dem Begriff der Transplantation versteht man die Ubertragung von Zellen,
Geweben oder Organen. Diese erfolgt bei einer Allotransplantation zwischen
Angehdrigen derselben Spezies (z.B. von Mensch A auf Mensch B), bei der
Xenotransplantation dagegen zwischen Angehdrigen verschiedener Spezies (z.B.
von Schwein auf den Menschen) (Roitt et al. 1995).

Transplantationen werden beim terminalen Organversagen oder bei irreversiblen
degenerativen  Organveranderungen als lebenserhaltende therapeutische
Malnahmen durchgefuhrt. Das am haufigsten transplantierte Organ ist die Niere,
gefolgt von Leber und Herz (Deutsche Stiftung Organtransplantation 2003).
Allerdings besteht ein groller Mangel an Spenderorganen fir die Organ-
transplantation. So betragt die durchschnittiche Wartezeit auf ein geeignetes
Spenderherz ca. 200 Tage. Etwa 10 % der Patienten, die auf der Warteliste fur eine
Herztransplantation stehen, sterben wahrend dieser Zeit (Cooper et al. 2000; Port et
al. 2004). Durch die Xenotransplantation kdnnte das Angebot an Spenderorganen
gesteigert werden. Damit diese realisiert werden kann, mussen zahlreiche Aspekte,
wie das Auftreten von immunologischen AbstoRungsreaktionen, physiologische
Inkompatibilitdten, das Risiko einer Krankheitsubertragung durch das Transplantat
oder ethische Bedenken, berlcksichtigt werden. Im Hinblick auf eine mdgliche
Ausbreitung von Zoonosen sind porcine endogene Retroviren (PERV) Gegenstand
der Forschung (Paradis et al. 1999). Was das Transplantatiberleben anbelangt,

werden die immunologischen Hurden als wichtiges Hindernis angesehen.

2.1.1 Geschichte der klinischen Xenotransplantation

Seit Anfang des 20. Jahrhunderts wurden Versuche unternommen, Tiergewebe auf
Menschen zu transplantieren, die ein Organversagen hatten. In Frankreich
implantierte Princeteau im Jahr 1905 einem uramischen Kind Nierengewebe eines
Kaninchens. Er stellte eine Verbesserung der Nierenfunktion fest, bevor das Kind an
einer Pneumonie starb. Zwei Versuche von Joubolay im Jahr 1906 mit Schweine-

und Ziegennieren, die er an Arme beziehungsweise Beine von Patienten mit
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chronischem Nierenversagen ubertrug, zeitigten ebenfalls nur geringe Erfolge
(Samstein & Platt 2001). Erste Erfolge bei xenogenen Nierentransplantationen gab
es 1969 nach der Entwicklung von Immunsuppressiva bei einer Ubertragung einer
Schimpansenniere auf einen humanen Empfanger (Reemtsma 1969). Der Patient
Uberlebte neun Monate. Todesursache war primar eine Infektion, nicht ein
Nierenversagen. Das Xenotransplantat wies post mortem histologisch das Bild einer

vaskularen AbstoRungsreaktion auf.

Hardy et al. (1964) fuhrten eine orthotope Herzxenotransplantation von einem
Schimpansenherzen auf einen Menschen durch. Der Patient starb zwei Stunden
nach der Operation wegen mangelndem Herzminutenvolumen, bedingt durch zu
geringe GréRe des Spenderherzens. Eine Uberlebensdauer von 20 Tagen erzielten
Bailey et al. (1985) bei einer orthotopen Transplantation eines Pavianherzens auf ein
Neugeborenes. Trotz immunsuppressiver Therapie wies das histologische Bild des
Transplantats post mortem auf ein Organversagen durch vaskulare AbstoRungs-

reaktion hin.

Man beobachtete die langsten Uberlebenszeiten der Xenotransplantate in humanen
Empfangern, wenn als Organspender Tierspezies verwendet wurden, die
phylogenetisch nahe mit dem Menschen verwandt sind (Altweltaffen und
Menschenaffen). Aulderdem wurde festgestellt, dass bei Transplantationen zwischen
Angehdrigen verschiedener Spezies, nicht notwendigerweise auf humane
Empfanger, unterschiedliche Muster von Absto3ungsreaktionen auftraten, weshalb
Calne 1970 die Einteilung der Xenotransplantate in zwei Gruppen vorschlug: in
konkordante und diskordante Xenotransplantate. Der Begriff konkordant wird bei
einer Transplantation zwischen Angehorigen verschiedener Spezies angewendet, bei
der das Transplantat in einem ahnlichen zeitlichen Rahmen abgestol3en wird wie bei
einer Allotransplantation auf einen nicht sensibilisieten Empfanger (,first set
response”). Dagegen wird der Begriff diskordant bei einer Xenotransplantation
verwendet, bei der das Transplantat einer hyperakuten Abstollung unterworfen ist,
analog einer Allotransplantation auf einen vorher gegen das Spenderorgan
sensibilisierten Empfanger (,second set response®). Hyperakute AbstoRung tritt bei
Patienten auf, die bereits praformierte Antikorper gegen das Transplantat besitzen

und diese fuhren zu einer Aktivierung des Komplementsystems.
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Beispiel flr eine konkordante Xenotransplantation ist die Organibertragung von
einem Pavian oder Schimpansen auf einen humanen Empfanger. Beispiel einer
diskordanten Kombination ist die Transplantation von einem Schweineorgan auf

einen Menschen.

2.1.2 Wahl der Spenderspezies fir die Xenotransplantation

Hinsichtlich immunologischer Kompatibilitdt eines Xenotransplantats fur den
Menschen ware eine konkordante Kombination bei der Auswahl der Spenderspezies
erfolgversprechender als eine diskordante Kombination. Es gibt jedoch ernsthafte
Einwande, die die Verwendung von nicht humanen Primaten als Spenderspezies fur
die klinische Xenotransplantation verbieten:
Ethische Bedenken aufgrund der hohen Intelligenz und Entwicklungsstufe
von nicht humanen Primaten (Cozzi & Ancona 2003).
Primatenorgane, die in der GroRe denen von adulten humanen Organen
entsprachen, konnten nur von stark gefahrdeten Tierarten gewonnen
werden (Daar 1997).
Gefahr von Infektionslibertragung, wie z.B. Herpesvirus B (Samstein & Platt
2001).
Lange Generationsintervalle und hohe Kosten bei Haltung und Pflege von

nicht humanen Primaten (Cozzi & Ancona 2003).

Das Schwein erscheint bei der Auswahl der Spenderspezies fur die klinische
Xenotransplantation aus folgenden Grunden die geeignetste Spezies zu sein:
Aus ethischen Grinden ist das Schwein als Spenderspezies akzeptabel, da
es in vielen Kulturen als Haustier zur Lebensmittelgewinnung gehalten wird
(Fryer et al. 1995b).
Es besteht eine grol’e Verfugbarkeit an Organen, da Schweine eine relativ
kurze Gestationsdauer (115 Tage) und in der Regel grofle Wurfe (10 und
mehr Ferkel pro Wurf) haben (Cozzi & Ancona 2003).
Schweine koénnen relativ einfach unter qualifiziert pathogen-freien
Bedingungen gehalten werden (QPF-Haltung) (lverson & Talbot 1998;
Tucker et al. 2002).
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Schweineorgane besitzen physiologische und anatomische Ahnlichkeiten
mit denen des Menschen (Hammer et al. 1998).

Genetische Modifikationen bei Schweineorganen sind moglich (Niemann &
Kues 2000).

2.1.3 Immunologische Hiirden bei der Organtransplantation von Schwein

auf Primat

Bei der diskordanten Xenotransplantation ist bezuglich der immunologischen Hiurden
zwischen Transplantaten aus Zellen und Gewebe und Organtransplantaten zu
unterscheiden (Cascalho & Platt 2001).

Transplantate aus isolierten Zellen, z.B. Hepatozyten, werden durch die unmittelbare
Umgebung, durch Wachstumsfaktoren und durch das Einwachsen von Kapillaren
des Empfangers ernahrt und am Leben erhalten. Dagegen werden Gewebe-
transplantate, z.B. Hautgewebe, durch Wachstumsfaktoren des Spenders als auch
des Empfangers versorgt und besitzen eine gemischte Gefaldversorgung sowohl aus
eingesprossenen Gefaldien vom Empfangerorganismus als auch aus Blutgefalen, die
durch spontane Anastomosen von Spender- und Empfangerkapillaren entstanden
sind. Bei Transplantation vaskularisierter Organe wird das Spenderorgan durch
Anastomosen seiner gro3en BlutgefalRe mit denen des Empfangersystems
verbunden. Jenseits dieser Anastomosenverbindung bleibt das Xenotransplantat
vollstandig porcinen Ursprungs und somit autonom. Daher ist das transplantierte
Organ, im Gegensatz zu Zelltransplantaten, nicht durch Inkompatibilititen der
unmittelbaren Umgebung gefahrdet. Andererseits ist das Spenderorgan uber das
BlutgefalRsystem direkt den verschiedenen Bestandteilen des Empfangerimmun-
systems ausgesetzt. Diese enge Interaktion des Empfangerimmunsystems mit dem
Spendergefallendothel ist Basis fur die auftretenden AbstoRungsreaktionen, die
bisher den erfolgreichen klinischen Einsatz der Xenotransplantation vaskularisierter

Organe verhindert haben.

Die bei diskordanter Xenotransplantation vaskularisierter solider Organe auftretenden
AbstoRungsreaktionen werden nach dem =zeitlichen Verlauf der Transplantat-
abstol3ung eingeteilt (Cascalho & Platt 2001) (Abbildung 2.1).
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Organ-
xenotransplantate akut vaskulire
AbstoRung
zellulare chronische
l \ AbstoRung AbstoRung
hyperakute Akkommodation
AbstofRung

Abb. 2.1:  Zeitlicher Verlauf der AbstoBungsreaktionen nach diskordanter Xeno-

transplantation vaskularisierter Organe

2.1.3.1 Hyperakute AbstoBungsreaktion

Innerhalb von Sekunden bis Minuten nach Reperfusion xenotransplantierter
diskordanter vaskularisierter Organe tritt die hyperakute AbstoRung (HAR) des
Transplantats auf (Calne 1970). Ursache ist die Bindung von praformierten
xenoreaktiven Antikdrpern (XNA) des Empfangerorganismus an Endothelzellen des
Organtransplantats mit nachfolgender rascher Aktivierung der Endothelzellen (Typ 1-
Aktivierung) und des klassischen Weges der Komplementkaskade Uber Erkennung
von Antigen-Antikorper-Komplexen (Auchincloss, Jr. & Sachs 1998). Die Folge ist die

Organzerstdorung mit mikrovaskularen Thrombosen und interstitiellen Hamorrhagien.

Bei der diskordanten Spezieskombination ist die komplementvermittelte Transplantat-
zerstorung durch den Empfangerorganismus sehr wirkungsvoll, da die porcinen
membrangebundenen Regulatoren des Komplementsystems, wie CD55, CD59 und
CD46, humanes Komplement nicht effektiv hemmen kénnen. Es wird ebenfalls
diskutiert, dass die Komplementregulatoren, die normalerweise das Gewebe bei
Komplementaktivierung schutzen, auf porcinem Gewebe in zu geringer Menge
exprimiert werden und dadurch keinen ausreichenden Schutz bieten kdnnen
(Atkinson et al. 1991; Lachmann 1991; Ish et al. 1993).

Die praformierten komplementbindenden xenoreaktiven Antikorper sind bei der HAR
Uberwiegend gegen die Galaktosyl a-1,3-Galaktose (Gala1-3Gal)-Zuckerepitope
(auch bezeichnet als oGal-Epitop, Gala1-3Galp1-4GIcNAc-R-Zuckerepitop oder
o-Galaktosyl-Epitop) gerichtet (Good et al. 1992; Oriol et al. 1993; Sandrin et al.
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1993; Galili 2001). Bis zu 10° — 10" aGal-Epitope kénnen auf der Oberflache von
Schweinezellen und -geweben exprimiert sein (Galili et al. 1988b). Die anti-
Gala1-3Gal-Antikorper stellen beim Menschen mit 80 — 90 % die grofdte Fraktion an
praformierten komplementbindenden anti-Spezies-Antikérpern dar (Cooper et al.
1994; Parker et al. 1994). Ungefahr 1 — 8 % der zirkulierenden Immunglobuline beim
Menschen sind anti-aGal-XNA (Galili et al. 1993; McMorrow et al. 1997).

Das aGal-Epitop ist eine Zuckerstruktur, die auf Zellen der meisten Gewebe inklusive
den Endothelzellen aller Sdugetiere vorkommt. Ausnahmen sind Altweltaffen (Affen
aus Asien und Afrika), Menschenaffen und Menschen (Galili et al. 1987; Galili et al.
1988b), bei denen das fur die Glykosylierung von Glykolipiden und Glykoproteinen
verantwortliche Enzym, die o1,3-Galaktosyltransferase (a1,3GT), aufgrund von
Mutationen im Leseraster als Pseudogen vorliegt (Larsen et al. 1990; Galili &
Swanson 1991). Diesen Spezies fehlt daher das funktionell aktive Glykosylierungs-
enzym und somit das aGal-Epitop. Sie produzieren lebenslang als Antwort auf einen
kontinuierlichen antigenen Stimulus durch Darmbakterien (Galili et al. 1988a) grol3e
Mengen an naturlichen Antikorpern (Ak), die spezifisch an die aGal-Epitope binden
(Galili et al. 1987; Galili et al. 1988b).

Neben den anti-aGal-Ak gibt es im humanen Serum noch weitere praformierte anti-
Schwein-spezifische Ak, z.B. gegen das Monosaccharid N-Glykolylneuraminsaure,
die einen Einfluss auf die Auslésung der HAR von Xenotransplantaten vom Schwein
im Menschen haben kdnnen (Asaoka & Matsuda 1994; Zhu & Hurst 2002).

2.1.3.2 Akut vaskulare AbstoRungsreaktion

In einem Xenotransplantat, in dem die HAR vermieden wurde, beobachtet man das
Auftreten einer akut vaskularen AbstoRungsreaktion (AVR). Diese tritt nach einigen
Tagen bis Wochen nach Xenotransplantation auf und kann nicht durch Einsatz eines
immunsuppressiven Behandlungsregimes verhindert werden (Leventhal et al. 1993b;
Blakely et al. 1994; Fryer et al. 1995a; Platt et al. 1998). Weitere Bezeichnungen der
AVR sind akut humorale XenotransplantatabstoRung (AHXR) (Buhler et al. 2001) und
verzogerte XenotransplantatabstoBung (DXR) (Bach et al. 1996). Eine immun-

suppressive Behandlung kann die Zeitspanne bis zur TransplantatabstoRung
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verzogern, es sind aber hohere therapeutische Dosen an Immunsuppressiva als bei
der Allotransplantation notwendig (Cramer et al. 1992a; Cramer et al. 1992b; Hasan
et al. 1992; Miyazawa et al. 1995).

Die AVR weist ein sehr heterogenes histologisches Bild auf (Dorling 2003). Es ist
durch eine Schwellung und Aktivierung der Endothelzellen, durch fokale Ischamien
und durch diffuse intravaskulare Thrombosen, welche hauptsachlich aus Fibrin
bestehen, charakterisiert (Leventhal et al. 1993a; Blakely et al. 1994; Magee et al.
1995; McCurry et al. 1997). Allerdings sind weniger Hamorrhagien als bei der HAR
vorhanden (Auchincloss, Jr. & Sachs 1998). Bezuglich zellularer Infiltrate im Trans-
plantat gibt es bei der AVR sehr unterschiedliche histologische Befunde. So wurden
in einigen Fallen keine infiltrierenden Zellen festgestellt (Lin et al. 1998; Chen et al.
1999). Andere Fallberichte beschreiben dagegen das Vorkommen von aktivierten
Makrophagen und naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) in abgestollienen Xenotrans-
plantaten (Leventhal et al. 1993b; Blakely et al. 1994; ltescu et al. 1998). Wieder
andere fanden Monozyten/Makrophagen, CD8"-T-Zellen sowie einige CD4"-T-Zellen,
aber keine NK-Zellen (Ashton-Chess et al. 2003). Es wurden Zusammenhange
festgestellt zwischen Art und Starke der Zellinfiltrate und
1. der immunsuppressiven Behandlung der Transplantatempfangertiere (Ashton-
Chess et al. 2003),
2. dem Zeitpunkt der TransplantatabstoRung (Goddard et al. 2002) und
3. ob das ,pig-to-primate“-Xenotransplantat komplementabhangig oder -unabhangig
akut vaskular abgestof3en wurde (Dorling 2003).
Des Weiteren wurden im Serum der Xenotransplantatempfanger wahrend der AVR
deutliche Anstiege der Antikorpertiter von anti-aGal- und non-anti-aGal-IgG und -IgM
festgestellt. Diese neugebildeten Ak wiesen andere Bindungseigenschaften auf als
die praformierten IgG vor der Transplantation (Dehoux et al. 2002; Buhler et al.
2003).

Fur die Pathophysiologie der AVR ist die Endothelzellaktivierung durch XNA, v.a.
durch anti-aGal-Ak, entscheidend (Lin et al. 1998; Lin et al. 2000). Diese kann
sowohl direkt durch die Bindung der XNA an Antigene der Zelloberflache, wie z.B.
Integrine, als auch indirekt durch die Aktivierung des Komplementsystems auf

geringem Niveau durch XNA und/oder durch die Bindung der XNA an Fc tragende
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Zellen des Empfangers erfolgen (Hattori et al. 1989; Inverardi et al. 1992; Holzknecht
& Platt 1995; Palmetshofer et al. 1998a; Palmetshofer et al. 1998b). Die komplement-
abhangige AVR tritt immer zusammen mit Antikorperablagerungen auf. Es wurden

allerdings auch komplement-unabhangige AVR beschrieben (Dorling 2003).

Neben den humoralen Faktoren spielen ebenfalls Zellen (Monozyten/Makrophagen
und NK-Zellen) und das Zusammenwirken der verschiedenen Komponenten bei der
Pathophysiologie der AVR eine wichtige Rolle (Blakely et al. 1994; ltescu et al. 1998;
Quan et al. 2000). So wird die Monozytenadhasion an und Migration durch das
porcine Endothel u.a. Uber einen NK-Zell-abhangigen Signalweg vermittelt (Iltescu et
al. 2000). Weiterhin werden durch die Bindung von NK-Zellen an porcine Endothel-
zellen sowohl diese als auch die bindenden NK-Zellen aktiviert (Malyguine et al.
1996; Goodman et al. 1996). So wurde in In-vitro-Versuchen Zytotoxizitat von
humanen NK-Zellen nach direkter Bindung an porcine Endothelzellen, aber auch
nach AntikOrper-abhangiger Interaktion mit bereits von Ak gebundenen Endothel-
zellen (ADCC, Antikorper-abhangige Zytotoxizitat) festgestellt (Watier et al. 1996).
Gegenuber aGal-defizienten porcinen Endothelzellen wurde eine Reduktion der
ADCC durch humane NK-Zellen beobachtet, wahrend die direkte NK-Zell-Zyto-
toxizitat in diesem Fall unverandert war (Baumann et al. 2004). Eine Ursache der
humanen NK-Zell-Aktivierung nach Adhasion an porcine Endothelzellen und
nachfolgende Lyse dieser Zellen besteht in einer speziesspezifischen Inkompatibilitat
zwischen porcinen MHC-Klasse 1-Molekulen und einem inhibitorischen Rezeptor der
humanen NK-Zellen (Sullivan et al. 1997; Schneider et al. 2001; Matter-Reissmann et
al. 2002). Durch das Fehlen des inhibitorischen Signals dominieren die aktivierenden
Signale der NK-Zellen, was zu einer Aktivierung dieser Zellen fuhrt (Bakker et al.
2000; Lanier 2001).

Dorling (2003) schlagt vor, nur die durch humorale Faktoren bedingte Transplantat-
abstolBung der Phase der AVR zuzuschreiben. Den Einfluss von NK-Zellen und
Makrophagen auf den AbstoBungsprozess fasst er unter einer neuen, der AVR
folgenden Abstollungsphase, der Entzindungszell-mediierten Transplantat-
abstolung, zusammen. Untersuchungen an Nagetiermodellen rechtfertigen diese
Einteilung. Es fehlen jedoch entsprechende Ergebnisse im ,pig-to-primate“-Modell
(Dorling 2003).
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Eine Beteiligung von Blutplattchen und molekulare Speziesinkompatibilitaten, z.B.
von Proteinen des Blutgerinnungssystems, an der Pathophysiologie der AVR werden
ebenfalls als Mechanismen der Absto3ung diskutiert. lhre Bedeutung auf das
Schicksal des Xenotransplantats wird jedoch als gering eingeschatzt (Robson et al.
2000; Bustos et al. 2001).

21.3.3 Zellulare AbstoBungsreaktion

Ist die immunologische Hurde der hyperakuten und der akut vaskularen Abstol3ung
durch Realisierung verschiedener Strategien vermieden worden, so beobachtet man
das Auftreten einer zellularen Abstollungsreaktion, auch akute T-Zell-mediierte
AbstoRung (ACR) genannt (Samstein & Platt 2001; Cozzi & Ancona 2003). Bei der
Allotransplantation ist die ACR die am haufigsten auftretende AbstolRungsreaktion.
Bei der Xenotransplantation gibt es aufgrund der bisher relativ kurzen Uberlebens-
dauer der Xenotransplantate nur wenige Erkenntnisse dartber. Es ist daher noch
keine definitive Aussage moglich, wie weit die ACR der Xenotransplantate der der
Allotransplantate ahnelt. Die zellulare Abstof3ung von Allotransplantaten ist durch
interstitielle Infiltrate von T-Zellen und Makrophagen charakterisiert. Es wird
angenommen, dass Infiltrate von T-Zellen, Makrophagen und NK-Zellen ebenfalls die

zellulare AbstoRung von Xenotransplantaten bewirken (Samstein & Platt 2001).

Die Zelladhasion an Endothelzellen wird als erster Schritt der transendothelialen
Migration und in der Folge auch der Transplantatinfiltration von Zellen angesehen
(Watier et al. 1996). Daher wurde zur Klarung der Pathophysiologie der ACR am
porcinen Endothel das Potential der humanen Leukozyten zur Adh&sion und
Migration untersucht. So wurde in In-vitro-Versuchen eine verstarkte Adhasion von
humanen T-Zellen (Xu et al. 2000), Monozyten (Kwiatkowski et al. 1999) und
Neutrophilen (Al Mohanna et al. 1997) an porcines im Vergleich zu humanem
Endothel festgestellt. Des Weiteren ist die Erkennung und Bindung von porcinen
Antigenen durch T-Zellen des Transplantatempfangers fur die T-Zell-Aktivierung und
somit fur die Pathophysiologie der ACR ebenfalls entscheidend. T-Lymphozyten, die
die akut zellulare AbstoRung von Allotransplantaten verursachen, erkennen uber ihre
T-Zell-Rezeptoren (TCR) hauptsachlich Antigen-prasentierende MHC-Molekulle der

Spenderzellen (direkter Signalweg) (Samstein & Platt 2001). In In-vitro-Versuchen
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wurde die direkte Aktivierung von humanen T-Zellen durch porcine Antigen-
prasentierende Zellen (APC) in verschiedenen Arbeiten nachgewiesen (Murray et al.
1994; Yamada et al. 1995a). Es gibt Hinweise auf eine Abhangigkeit der Starke der
direkten humanen T-Zell-Aktivierung von der Allelzusammensetzung der porcinen
MHC-Moleklle (Yamada et al. 1995b). Die humane T-Zell-Aktivierung Uber den
indirekten Signalweg wurde in In-vitro-Versuchen ebenfalls nachgewiesen. Hier
werden die Spenderantigene von Xeno- bzw. Allotransplantaten zunachst durch APC
des Empfangers in Peptide abgebaut, bevor sie Uber deren MHC-Molekile den

T-Zellen des Empfangerimmunsystems prasentiert werden (Dorling et al. 1996c¢).

Eine starker auftretende zellulare Immunantwort nach Xenotransplantation im Ver-
gleich zur Allotransplantation wird aus folgenden Grunden erwartet: Erstens besitzt
ein Xenotransplantat im Vergleich zu einem Allotransplantat eine sehr viel grolere
Anzahl an Fremdpeptiden, die eine starke T-Zell-Antwort Uber den indirekten
Signalweg auslosen konnen (Dorling et al. 1996¢). Zweitens kann die humorale
Antwort auf Xenotransplantate die zellulare Antwort verstarken. So beobachteten
Kodaira et al. (2000), dass die Komplementaktivierung und Antikérperbindung an
Endothelzellen die Freisetzung von Heparansulfat von deren Oberflache bewirkte.
Losliches Heparansulfat induzierte die Reifung von APC, diese wiederum eine
verstarkte Proliferation der T-Zellen und eine zytolytische T-Zell-Antwort. Drittens
induziert sowohl der direkte als auch der indirekte Signalweg der T-Zell-Aktivierung
durch porcine Stimulatorzellen in-vitro eine starke proliferative humane T-Zell-Antwort
(Dorling et al. 1996a; Dorling et al. 1996b). Uberdies besteht Spezieskompatibilitat
der kostimulatorischen Molekule der T-Zell-Aktivierung, wie z.B. zwischen porcinem
CD86 mit humanem CD28 (Rogers et al. 2000). Dadurch ist erklarbar, warum die
direkte humane T-Zell-Antwort auf porcines Antigen mit der direkten humanen T-Zell-
Antwort auf humanes Antigen bei HLA-Mismatch quantitativ vergleichbar war (Maher
et al. 1996).

Es wird angenommen, dass T-Zellen bei der TransplantatabstoRung Uber zwei
Mechanismen beteiligt sind: erstens uber die Induktion der Synthese von anti-
Spender-Ak (T-Zell-Hilfe) und somit der Antikdrper-abhangigen Zytotoxizitat (ADCC)
und zweitens Uber eine direkte zytotoxische Wirkung (Sebille et al. 2001; Tanemura
et al. 2002a).
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21.3.4 Chronische AbstoBungsreaktion

Bei der Xenotransplantation sind bisher noch keine Daten zur chronischen
AbstoRungsreaktion vorhanden. Bei der Allotransplantation tritt diese Abstol3ung
aufgrund einer langsam progressiven Vaskulopathie auf. Des Weiteren kdnnten die
primaren flur das Organversagen verantwortlichen Faktoren weiterhin wirksam sein

und das Transplantat schadigen (Mollnes & Fiane 2003).

2.1.4 Strategien zur Verhinderung der AbstoRBungsreaktionen

21.41 Strategien zur Verhinderung der hyperakuten AbstoBungsreaktion

Die Strategien zur erfolgreichen Verhinderung der HAR beruhen auf zwei Ansatzen,
namlich der Beseitigung der Ursachen durch Entfernung der XNA bzw. der aGal-

Epitope sowie auf der Hemmung der Komplementkaskade.

Eine spezifische Entfernung der praformierten XNA wird durch die Verwendung von
Gala1,3Gal-Epitope-tragenden Affinitatssaulen erreicht (Lin et al. 1997; Sablinski et
al. 1997). Es gibt zahlreiche weitere Methoden zur Depletion oder Hemmung der
anti-aGal-Ak, durch welche die HAR im ,pig-to-baboon®-Xenotransplantationsmodell
verzogert wurde (aufgelistet in Alwayn et al. 1999). Nachteil dieser Methoden ist
aber, dass der Antikorpertiter aufgrund der kontinuierlichen Neusynthese und dem
Rebound-Effekt nur transient verringert wird (Auchincloss, Jr. & Sachs 1998; Dehoux
et al. 2002). Als eine erfolgversprechende Strategie zur dauerhaften Reduzierung
von xenoreaktiven anti-aGal-Ak ohne Rebound-Effekt wird die Verwendung des
nichtimmunogenen injizierbaren Polymers GAS914 angesehen. So wurde nach Ver-
wendung von GAS914 in-vivo eine rasche Abnahme der zirkulierenden anti-oGal-Ak
um Uber 90 % bei Fehlen einer akuten oder chronischen Toxizitat festgestellt
(Katopodis et al. 2002).

Eine weitere Strategie zur Vermeidung der HAR ist die Verringerung der aGal-
Antigenexpression des Spenderorgans durch genetische Modifikation der Spender-
tiere. Bei homozygoten a1,3GT-Knockout-Schweinen fehlt dieses Antigen vollstandig
(Phelps et al. 2003; Kolber-Simonds et al. 2004). An Erythrozyten dieser Tiere wurde

in-vitro eine im Vergleich zu Zellen von Wildtyp-Schweinen deutlich verringerte, aber



13 Literaturibersicht

dennoch vorhandene Antikorperbindung und Komplementaktivierung nach
Inkubation mit Serum von Mensch oder Altweltaffe festgestellt (Rouhani et al. 2004).
Durch die Uberexpression verschiedener Enzyme wird ebenfalls eine Verringerung
der oaGal-Antigenexpression erzielt. So bewirkte die Transgenexpression von
Galaktosidasen auf porcinen Endothelzellen, wie z.B. der alpha-Galaktosidase oder
endo-beta-Galaktosidase C, die enzymatische Abspaltung der aGal-Epitope (Osman
et al. 1997; Ogawa et al. 2000; Ogawa et al. 2002). Die Transgenexpression von
kompetitiven Glykosilierungsenzymen flihrt durch den Ersatz der aGal-Epitope durch
andere Zuckeroberflachenstrukturen, gegen die Menschen immunologisch tolerant
sind, ebenfalls zur Verhinderung der HAR (Sandrin et al. 1995; Tanemura et al.
1998). Ein haufig verwendetes Transgen ist hierbei die «o1,2-Fukosyltransferase
(aHT), die durch Fukosylierung von Laktosamin das Blutgruppenantigen 0 (aFuc)
synthetisiert (Sandrin et al. 1995; Koike et al. 1996; Sharma et al. 1996; Osman et al.
1997). aGT glykosiliert an Oberflachenproteinen das gleiche Substrat wie oHT,
namlich das Oligosaccharid Laktosamin. Daher steht Laktosamin nach kompetitiver
Fukosylierung durch aHT fur Glykosylierungen durch aGT nicht mehr zur Verfuagung.
So fuhrt die Expression von oHT zu einer Reduzierung der Zelloberflachenepitope
von aGal um circa 90 %. Obwohl diese Reduzierung beachtlich ist, werden noch
genug aGal-Epitope (zwischen 10° und 10° pro Zelle) auf der Zelloberflache
exprimiert, die als ausreichend angesehen werden, um eine akut vaskulare oder
chronische AbstoRungsreaktion durch XNA auszuldsen (Stone et al. 1997; Galili et
al. 1997).

Behlillte Viren, wie z.B. Retroviren, die sich in Tieren mit «o1,3GT-Expression
repliziert hatten, werden nach Infektion in Mensch, Menschenaffen bzw. Altweltaffen
von deren Immunsystem Uber die praformierten anti-aGal-Ak erkannt und eliminiert
(Welsh et al. 1998). Aufgrund epidemiologischer Bedenken bei Deletion des aGal-
Antigens beim Schwein bestehen daher Bestrebungen, beim Transplantatempfanger
eine immunologische Toleranz gegen das aGal-Antigen zu erzielen. So wurde u.a.
durch alpha-Gal-Ricin eine Eliminierung der anti-aGal-Ak produzierenden B-Zellen

erzielt (Tanemura et al. 2002b).
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Die Hemmung der Komplementkaskade durch Uberexpression von humanen
membranstandigen Regulatoren der Komplementaktivierung (RCA) fuhrt ebenfalls
zur Vermeidung der HAR (Schmoeckel et al. 1998; Schuurman et al. 2002). Von
zahlreichen Arbeitsgruppen wurden transgene Schweine erstellt und charakterisiert,
die humane RCA wie DAF (decay accelerating factor, CD55) (Cozzi & White 1995),
MCP (membrane cofactor protein, CD46) (Adams et al. 2001; Diamond et al. 2001),
CD59 (Fodor et al. 1994; Diamond et al. 1996) oder eine Kombination dieser
Proteine (McCurry et al. 1995) exprimieren. Einige der RCA besitzen spezies-
spezifische Wirkung (Asghar 1995; Morgan 1995; Liszewski et al. 1996). Vermutet
wird, dass eine erhdéhte Expression von porcinem CD59 auf Spenderendothelzellen
die Zellen ahnlich gut gegen das humane Komplement schutzt wie die Expression
von humanem CD59 (Maher et al. 1998). Somit ist in diesem Fall die Hohe der
Expression von CD59 fur dessen Wirkung entscheidender als die Spezies-

inkompatibilitat (van den Berg & Morgan 1994).

Obwohl die porcinen Organe durch die Transgenexpression der RCA vor der HAR
geschitzt sind, tritt dennoch eine subklinische Endothelzellaktivierung auf, die zur
verzogerten Abstoflung des Transplantats fihren kann. Solch eine Endothelzell-
aktivierung kann aufgrund einer ungenugenden Dichte oder einem ,Clustern® der
Regulatorproteine auf der Zellmembran auftreten. So ist die Komplementbindung an
hDAF-transgene Schweineendothelzellen zwar gegenldber den nicht modifizierten

Kontrollzellen deutlich reduziert, aber dennoch vorhanden (Fecke et al. 2002).

Neben der Regulation des Komplementsystems durch membranstandige RCA ist
auch die Verwendung einer Vielzahl von l6slichen Regulatoren, wie z.B. von Cobra-
venom-Faktor oder von loéslichem C1-Inhibitor, mdglich. Diese wirken auf unter-

schiedlichen Stufen der Komplementkaskade (aufgelistet in Mollnes & Fiane 2003).
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2.1.4.2 Strategien zur Verhinderung der akut vaskularen und zelluldren

AbstoBungsreaktionen

Zur Verhinderung der nachfolgend der HAR auftretenden AbstoRungsreaktionen
wurden zahlreiche Strategien entwickelt, die grol3teils auf der Hemmung der die AVR
und ACR auslésenden Faktoren beruhen. Es wurden folgende Ansatze beschrieben
(siehe Abschnitt 2.1.4.1 und diesen Abschnitt):

Induktion der Akkommodation

Hemmung der Komplementkaskade

Verringerung der aGal-Antigenexpression auf dem Spenderorgan

Hemmung der T-Zell-Aktivierung und der T-Zell-vermittelten Zytotoxizitat

Hemmung der NK-Zell-Aktivierung

Hemmung der Leukozytenextravasation (Holgersson et al. 2002)

Unterdrickung der zellularen Immunantwort durch immunsuppressive

Therapie

Die Induktion der Akkommodation wird als eine wichtige Strategie zur Verhinderung
der humoral-vermittelten XenotransplantatabstoRung angesehen (Koch et al. 2004).
Sie wurde Mitte der 80er-Jahre erstmals beschrieben, als ABO-inkompatible Nieren
nach transienter Depletion von anti-Blutgruppenantikorpern bei Allotransplantat-
empfangern mit ahnlichem Erfolg Ubertragen wurden wie ABO-kompatible Trans-
plantate (Alexandre et al. 1985; Alexandre 2004). Bei der Akkommodation treten im
Transplantat eine Reihe von biologischen Veranderungen auf. Die transplantierten
Zellen und das Transplantatgewebe werden dadurch davor bewahrt, von den gegen
sie gerichteten und flr sie schadlichen Zellen oder anderen Faktoren geschadigt zu
werden. Es treten ebenfalls Veranderungen im Immunsystem des Empfangers auf.
Einige der Mechanismen der Akkommodation von Seiten des Transplantats und des

Transplantatempfangers sind (Koch et al. 2004):

> Akkommodation von Seiten des Transplantats:

Antigene werden auf dem Transplantat verloren (shedding) oder sind dahin-
gehend verandert, dass die Aviditat der Antikorperbindung verringert ist.
Eine verstarkte Kontrolle des Komplementsystems verhindert die Bildung

des Membranangiffskomplexes (MAC).
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» Akkommodation von Seiten des Transplantatempfangers:
Anderung des Zytokinmilieus (Shift der Th1- in Th2-Antwort)

Fehlen von T-Zell-Hilfe und dadurch Verringerung der Bildung von

hochaffinen anti-Transplantatantikorpern

Beispiele von Ansatzen zur Induktion der Akkommodation sind:
Transiente teilweise Depletion von xenoreaktiven Antikorpern (Sato et al.
1999; Lin et al. 2000)
Erhdhte  Expression von  membranstandigen  Regulatoren  der
Komplementaktivierung, wie hDAF (CD55) oder hCD59 (Koch et al. 2004)
Veranderung des Zytokinmilieus durch lokale Expression von viralem IL-10
(David et al. 2000)
Akkommodation des Zielorgans bereits vor der Transplantation durch
Induktion einer Empfangerantigen-spezifischen Immuntoleranz im Spender-
schwein (,surrogate tolerogenesis®) (Beschorner et al. 2000; Beschorner et
al. 2003a; Beschorner et al. 2003b)

Aktivierte T-Zellen sind an der Pathophysiologie der ACR entscheidend beteiligt
(siehe Abschnitt 2.1.3.3). So fuhrte der apoptotische Zelltod von aktivierten zyto-
pathischen T-Zellen zur Verlangerung der Transplantatiberlebenszeit. Nach Phago-
zytose der apoptotischen Zellen durch APC beeinflussten diese die Differenzierung
der T-Helfer-Zellen in regulatorische Immunzellen, welche fir die Entstehung und
Aufrechterhaltung der Transplantattoleranz verantwortlich sind (Gao et al. 1998;
Josien et al. 1998). Durch Apoptose wurde ebenfalls die Anzahl an zytopathischen
T-Zell-Klonen, die gegen das Transplantat gerichtet sind, reduziert (Li et al. 2000;
Jiang & Lechler 2003). Die Apoptoseinduktion von angreifenden T-Zellen nach
Antigenprasentation in immunprivilegierten Organen fuhrt zu einer Immuntoleranz
gegen dieses Antigen. Durch die Transgenexpression von membranstandigen
Apoptose-induzierenden Liganden, wie z.B. von Fas-Ligand (FasL), soll in den
Spenderorganen der ,immunprivilegierte Status“ nachgeahmt werden (Ferguson et
al. 2002). FasL gehort zu der Tumornekrosefaktor (TNF)-Familie und induziert in
Zellen, die den Rezeptor Fas exprimieren, Apoptose (Griffith et al. 1995). Fas wird
u.a. auf den Zellen des lymphatischen Systems exprimiert (Miyawaki et al. 1992;

Nagata & Golstein 1995). Bei Allotransplantaten von Leber, Niere und Lunge wurde
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im Nagetiermodell durch die Expression von transgenem FasL ein Schutz vor
AbstolRung festgestellt (Li et al. 1998; Okuyama et al. 1998; Swenson et al. 1998;
Schmid et al. 2000). Eine zu hohe FasL-Expression in der Leber flhrte jedoch zu
einer Hepatitis. Die Expression von transgenem FasL auf Pankreasinselzellen und im
Herzen fuhrte allerdings aufgrund einer starken Infiltration von Neutrophilen zu einer
beschleunigten AbstoRung des Transplantats (Allison et al. 1997; Kang et al. 1997,
Takeuchi et al. 1999). Dagegen fuhrte die Koexpression von FasL mit TGF-1 durch
die modulatorische und immunsuppressive Wirkung von TGF-31 auf Neutrophile zu
einer Verlangerung des Transplantatliberlebens (Chen et al. 1998). TGF-B1 wirkt auf
aktivierte T-Zellen ebenfalls immunsuppressiv (siehe Abschnitt 2.3). Des Weiteren
wurde im Nagetiermodell gezeigt, dass durch Uberexpression von TGF-B1 in
Herzallotransplantaten die TransplantatabstolRung verzogert werden konnte (Josien
et al. 1998). Ein protektiver Effekt vor AbstoBung und somit auf das
Transplantatuberleben wird ebenfalls fur TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand, APO-2L), einem weiteren Mitglied der TNF-Familie, angenommen. So wurde
im Mausmodell mit TRAIL-UGberexprimierenden Allotransplantaten (Hornhaut) gezeigt,
dass TRAIL die in diesem Fall primar T-Zell-vermittelte Abstol3ung verzogerte (Xie et
al. 2003). Des Weiteren spielt TRAIL bei der peripheren Immunmodulation eine Rolle
(siehe Abschnitt 2.2).

Die ACR wird u.a. durch eine starke direkte T-Zell-Antwort nach Aktivierung der T-
Lymphozyten induziert. Diese Aktivierung erfolgt durch die Interaktion von humanen
T-Zell-Liganden sowohl mit porcinen MHC-Molekilen als auch mit porcinen Ko-
stimulatoren. Verhindert werden konnte die T-Zell-Aktivierung durch die Verwendung
von blockierenden monoklonalen Ak, die gegen die zur T-Zell-Stimulation
notwendigen Molekule gerichtet sind (DerSimonian et al. 1999; Rogers et al. 2000;
Rushworth et al. 2000; Buhler et al. 2001; Bonenfant et al. 2003; Tadaki et al. 2003;
Wada et al. 2003; Knosalla et al. 2004). Durch die Verwendung von Schweine-
spezifischen monoklonalen Ak wird Uberdies eine Organspender-spezifische
Immuntherapie ermoglicht. Diese wird ebenfalls erreicht, wenn der Transplantat-
empfanger mit Schweine-spezifischen Peptiden immunisiert wurde und dadurch bei
ihm eine xenospezifische Antikérperantwort auf porcine kostimulatorische Molekile

induziert wurde (Rogers et al. 2000).
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Fur die Induktion der Xenotransplantat-zerstorenden Wirkung durch NK-Zellen ist
deren Adhasion an und Aktivierung durch das porcine Endothel entscheidend. Die
xenogene NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat wurde durch die Maskierung von porcinen
Adhasionsrezeptoren mit Schweine-spezifischen monoklonalen Ak abgeschwacht,
teilweise ganz verhindert (Schneider et al. 2001; Costa et al. 2002). Eine
vergleichbare Wirkung wurde durch die Transgenexpression von humanen MHC-
Klasse 1-Molekulen, wie HLA-G und HLA-E, auf porcinen Endothelzellen erzielt
(Forte et al. 2001; Matsunami et al. 2002).

Immunsuppressive Behandlungsregimes sind zur Unterdrickung der zellularen
AbstolRungsreaktion nach der Transplantation notwendig. Die starke zellvermittelte
AbstoRungsreaktion nach Xenotransplantation ist jedoch mit immunsuppressiver
Therapie alleine — trotz hoherer therapeutischer Dosen als in der Allosituation — nur
schwer zu kontrollieren (Mollnes & Fiane 2003). Uberdies ist der Transplantat-
empfanger durch hochdosierte Immunsuppressiva-Gaben gegenuber oppor-
tunistischen Infektionen anfalliger und es konnen zusatzlich toxische Neben-
wirkungen auftreten. Die konventionellen Immunsuppressiva hemmen zudem die
Aktivierung der T-Zellen und verhindern dadurch die Immunmodulation und die
Ausbildung einer Transplantat-spezifischen Toleranz (Karim et al. 2002). Daher
besteht das Fernziel zum Erreichen akzeptabler Uberlebenszeiten von
Xenotransplantaten, ahnlich wie bei der Allotransplantation, in der Reduzierung der
immunsuppressiven Therapie und in der Ausbildung einer spezifischen Toleranz
beim Empfanger gegenuber dem Spendergewebe (Dorling & Lechler 1998; Kirk et al.
1999; Knosalla & Cooper 2002; Ohdan & Sykes 2003).

2.1.5 Physiologische Hiirden

Bisher gibt es aufgrund der begrenzten Transplantatiberlebenszeiten nur wenige
Aussagen uber die physiologische Kompatibilitdt von xenogenen Organen und der
von ihnen synthetisieten Hormone. So ist bekannt, dass porcines Insulin den
Blutzuckerspiegel beim Menschen senken kann und dass Schweinenieren bei
Primaten den Elektrolythaushalt regulieren konnen. Es gibt jedoch auch Berichte

Uber Speziesinkompatibilitadten von porcinen Hormonen, wie z.B. von Erythropoietin,
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bei Primaten. So entwickeln nicht humane Primaten mit Nierentransplantaten vom
Schwein eine Anamie (Auchincloss, Jr. & Sachs 1998; Samstein & Platt 2001).

2.1.6 Risiko von Zoonosen

Bei der Ubertragung von Geweben kann, per definitionem, das Risiko einer Uber-
tragung von unbekannten Pathogenen nie vollstandig ausgeschlossen werden. Das
porcine Organ wird als ein ,biologisches Produkt® angesehen. Daher mussen mikro-
biologische Sicherheitskriterien erflllt sein, die darauf abzielen, dass keine
bekannten Pathogene auf humane Empfanger bei klinischen Versuchen mit porcinen
Xenotransplantaten Ubertragen werden (Onions et al. 2000; Tucker et al. 2002). Das
Hauptaugenmerk der Forschung liegt hierbei auf den porcinen endogenen Retroviren
(PERV) und ihrem madglichen Infektionspotential in nicht transgenen sowie in
genetisch modifizierten Schweinen. Uberdies ist ihr mogliches Infektionspotential fiir
unbehandelte und immunsuppremierte Empfanger nach Xenotransplantat-

Ubertragung auf Primaten von Interesse (Onions et al. 2000; Blusch et al. 2002).
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2.2 Tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)

2.2.1 Struktur

TRAIL (APO-2L, TNFSF10) ist, wie auch andere Mitglieder der TNF-Familie (z.B.
FasL oder TNF), ein Typ 2-Transmembranprotein (Wiley et al. 1995; Pitti et al. 1996).
Humaner TRAIL besteht aus 281 Aminosauren (AS) mit einem errechneten
Molekulargewicht von 32,5 kDa und einem isoelektrischen Punkt (pl) von 7,01. Er
besitzt einen sehr kurzen zytoplasmatischen N-Terminus (17 AS bei humanem
TRAIL), eine Transmembrandomane (21 AS bei humanem TRAIL) und einen langen
extrazellularen C-Terminus (243 AS bei humanem TRAIL). Membrangebundener
TRAIL kann nach Verpackung in Mikrovesikel oder nach Spaltung seiner
extrazelluldaren Domane durch Cysteinproteasen sekretiert werden (Mariani &
Krammer 1998; Monleon et al. 2001). Ahnlich wie die anderen Mitglieder der TNF-
Familie ist TRAIL als Homotrimer funktionell aktiv (Hymowitz et al. 1999;
Mongkolsapaya et al. 1999). So bindet ein TRAIL-Homotrimer an drei Rezeptor-
molekulle, welche ebenfalls ein Trimer bilden. Fir die Trimerstabilitdt und somit
optimale biologische Aktivitat von TRAIL ist die Bindung eines Zink-Atoms an ein
ungepaartes Cystein essentiell (AS 230 bei humanem TRAIL) (Bodmer et al. 2000;
Hymowitz et al. 2000).

Die humane TRAIL-cDNA besteht aus 1769 Nukleotiden, einem offenen Leseraster
von 846 Nukleotiden und setzt sich aus funf Exons zusammen. Vier Splice-Varianten
sind madglich (http://eased.bioinf.mdc-berlin.de/).  In-vitro-Untersuchungen  mit
TRAIL- (Fehlen von Exon 3) und TRAIL-y (Fehlen von Exon 2 und 3) ergaben eine
Verringerung der Trimerstabilitat, der Liganden-Rezeptor-Bindungskapazitat und der
Apoptosesignalinduktion im Vergleich zu TRAIL-a (Krieg et al. 2003). Bekannt sind
cDNA-Sequenzen von TRAIL u.a. bei Homo sapiens (DDBJ/EMBL/GenBank
Datenbankzugriffsnummer U37518), Mus musculus (U37522) und Rattus norvegicus
(AY115578).

Beim Menschen ist das TRAIL-Gen auf Chromosom 3 (HSA 3g26) lokalisiert und
umspannt 17,8 kb. Das 18,1 kb lange murine TRAIL-Gen befindet sich auf
Chromosom 3 (MMU 3A3) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview).



21 Literaturibersicht

2.2.2 TRAIL-Rezeptoren

Humaner TRAIL interagiert mit vier hochaffinen Transmembranrezeptoren, die der
TNF-Rezeptor-Familie angehéren. Zwei von ihnen, TRAIL-R1 (DR4) und TRAIL-R2
(DR5, KILLER), besitzen eine intrazellulare Todesdomane (Gura 1997; Pan et al.
1997a; Pan et al. 1997b; Sheridan et al. 1997; Walczak et al. 1997). Nach Bindung
von TRAIL an diese Todesrezeptoren kann Apoptose induziert werden. Dagegen
erfolgt keine Apoptoseinduktion nach der Bindung von TRAIL an die Rezeptoren
TRAIL-R3 (DcR1, TRID) und TRAIL-R4 (DcR2) (Degli-Esposti et al. 1997a; Degli-
Esposti et al. 1997b; Pan et al. 1997a; MacFarlane et al. 1997). TRAIL-R4 hat eine
gekurzte zytoplasmatische Todesdomane, bei TRAIL-R3 fehlt sie vollstandig. Diese
Rezeptoren durften als ,Decoys” agieren. Ein flinfter Rezeptor (Osteoprotegerin) hat
eine Bedeutung in der Osteoklasten-Regulation und duarfte als Idslicher

Decoyrezeptor fur TRAIL dienen (Simonet et al. 1997; Emery et al. 1998).

Bei der Maus wurden bisher zwei membranstandige Decoyrezeptoren (mDcTrailr1
und mDcTrailr2) (Schneider et al. 2003) und der membranstandige Todesrezeptor
MK (murine KILLER, homolog zum humanen DR5) (Wu et al. 1999) gefunden.

2.2.3 Intrazellulare Signalwege nach TRAIL/TRAIL-Rezeptor-Interaktion

Das trimerisierte TRAIL-Protein kann nach Bindung an Todesrezeptoren (Homotrimer
aus DR4 bzw. aus DR5 oder Heterotrimer aus DR4 und DR5) Apoptose in der Ziel-
zelle auslosen. Genauer aufgeklart ist hierbei der Caspase-abhangige intrazellulare
Signalweg (Abbildung 2.2).

In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, dass die Empfindlichkeit der Zellen
gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose neben dem Vorhandensein und der
Verteilung von Todes- und Decoyrezeptoren auf der Zelloberflache (Zhang et al.
2000) auch intrazellular Uber Apoptosesignalweg-hemmende Proteine, wie z.B.
cFLIP oder Bcl-X_, bestimmt wird (Harper et al. 2001; Kim et al. 2003). Eine
Erhohung der Empfindlichkeit der Zelle gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose ist
z.B. bei Virusinfektion moglich (Kotelkin et al. 2003).
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Abb. 2.2: Todesrezeptor-vermittelter und mitochondrialer Apoptosesignalweg (nach Kelley &
Ashkenazi 2004)

Bei dem Caspase-abhangigen intrazellularen Signalweg, induziert durch TRAIL/TRAIL-Rezeptor-
Interaktion, erfolgt Gber die Rekrutierung von zytoplasmatischen Proteinen an die Todesdomane der
Rezeptoren die Bildung des Apoptose-induzierenden Signalkomplexes (death-inducing signalling
complex, DISC) (Kischkel et al. 2000; Sprick et al. 2000; Wang et al. 2001). Der DISC ist zentraler
Bestandteil des Todesrezeptor-vermittelten Apoptosesignalwegs. Er enthalt das Adapterprotein FADD
(Fas-assoziierte Todesdomane) und die Caspase-8 oder -10. Letztere werden durch proteolytische
Spaltung aktiviert. Die Caspasen-8 und -10 sind Initiatorcaspasen der Apoptose, die das Apoptose-
signal durch TRAIL an die weiter unten in der Signalkaskade liegenden ausfiihrenden Caspasen
(Caspasen-3, -6 und -7) durch deren proteolytische Spaltung und Aktivierung weiterleiten. Die
Apoptose-ausfiihrenden Caspasen bewirken dann die charakteristischen morphologischen
Veranderungen einer apoptotischen Zelle, wie Schrumpfen, Kondensation und Fragmentierung von
Chromatin im Zellkern und Veranderungen an der Zellmembran (Nicholson 1999). In einigen Zelltypen
wird die TRAIL-induzierte Aktivierung der Caspase-3 durch die Einbeziehung des mitochondrialen
Apoptosesignalwegs verstarkt (Deng et al. 2002; LeBlanc et al. 2002; Ravi & Bedi 2002; Kelley &
Ashkenazi 2004). In diesen Fallen spalten und aktivieren die Caspasen-8 oder -10 Bid, ein pro-
apoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie. Nach Aktivierung von zwei weiteren pro-apoptotischen
Proteinen, Bax und Bak, durch Bid kommt es zur Freisetzung von apoptogenen Faktoren, wie
Cytochrome C und Smac/DIABLO, aus dem Zytosol der Mitochondrien (Gong et al. 1999; Green &
Evan 2002). Cytochrom C aktiviert, nach Bindung an Apaf-1 (apoptosis activating factor-1), die
Initiatorprotease Caspase-9. Diese verstarkt die Aktivierung der Caspasen-3, -6 und -7. Smac/DIABLO
bindet an Apoptoseinhibitoren (IAP) und verhindert dadurch, dass die IAP Caspase-3 inhibieren
kdénnen. Dies fuhrt ebenfalls zu einer weiteren Verstérkung der Caspase-3 Aktivierung.
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Neben dem Caspase-abhangigen Signalweg wird ebenfalls ein Caspase-unab-
hangiger Zelltod diskutiert, der durch die Bindung von TRAIL an seine Todes-
rezeptoren induziert wird (Thorburn et al. 2003; Thorburn 2004). Uberdies kénnen
durch TRAIL/TRAIL-Rezeptor-Interaktion weitere Signalwege aktiviert werden, wie
z.B. die von NF-«B, JNK, AKT oder ERK. Die Wirkungen von TRAIL Uber diese
Signalwege sind jedoch noch weitgehend ungeklart (Chaudhary et al. 1997,
Schneider et al. 1997; Muhlenbeck et al. 1998; Secchiero et al. 2003).

Neben apoptotischem Zelltod ist auch die Induktion von Nekrose bei Tumorzellen
durch TRAIL beschrieben worden (Kemp et al. 2003). Eine Beteiligung von TRAIL an
der Autophagie bei der Lumenbildung in einer In-vitro-Kultur von humanen

Brustdrisenepithelzellen wurde ebenfalls nachgewiesen (Mills et al. 2004).

Obwohl die Richtung der Signaltransduktion gewdhnlich von Ligand auf den
Rezeptor erfolgt, wurde das ,reverse signalling“ via TRAIL mit der T-Zell-Funktion in
Verbindung gebracht (Chou et al. 2001; Tsai et al. 2004). TRAIL-exprimierende
T-Zellen wiesen nach Bindung an T-Zell-Rezeptor und TRAIL in-vitro eine gesteigerte
Proliferation und IFN-y-Produktion auf (Chou et al. 2001).

2.2.4 Expressionsmuster

TRAIL wird, im Gegensatz zu FasL, in einer Vielzahl von lymphatischen und nicht-
lymphatischen Zellen und Organen konstitutiv exprimiert. Die Expression von TRAIL
in den verschiedenen Organen wird mit seinen vielfaltigen Aufgaben im Organismus
in Verbindung gebracht. So weist z.B. die TRAIL-Expression im Auge oder in der
Plazenta auf eine Beteiligung von TRAIL in der Immunprivilegierung dieser Organe
hin (Lee et al. 2002; Chen et al. 2004).

Die TRAIL-Expression wird durch Interferon (IFN) hochreguliert. So weisen T-Zellen,
NK-Zellen, Neutrophile, Monozyten und dendritische Zellen nach Aktivierung mit
Typ 1- (IFN-a, IFN-B, IFN-o und IFN-x) und/oder Typ 2-IFN (IFN-y) eine erhdhte
TRAIL-Expression auf (Zamai et al. 1998; Fanger et al. 1999; Griffith et al. 1999;
Johnsen et al. 1999; Kayagaki et al. 1999a; Kayagaki et al. 1999b; Smyth et al. 2001;
Kamohara et al. 2004; Koga et al. 2004). Durch die Induzierbarkeit der TRAIL-
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Expression auf Zellen des Immunsystems durch IFN kénnen diese als Reaktion auf
pathophysiologische Veranderungen im Korper ihre anti-tumorale und anti-virale
Wirkung gegenuber TRAIL-sensitiven Zellen ausiben. Gezeigt wurde z.B. der anti-
tumorale Effekt von Typ 1-IFN gegenuber zahlreichen Tumoren, der Uber die durch
IFN induzierte TRAIL-Expression von humanen peripheren T-Zellen vermittelt wurde
(Kayagaki et al. 1999a). Des Weiteren konnen IFN in maligne entarteten bzw. Virus-
infizierten Zellen deren TRAIL-Expression sowie auch deren Empfindlichkeit gegen-
Uber TRAIL-induzierter Apoptose steigern (Chen et al. 2001a; Chawla-Sarkar et al.
2003). So bewirkt z.B. bei humanen Melanomzellen eine IFN-B-Vorbehandlung eine

Sensibilisierung fur TRAIL-induzierte Apoptose (Chawla-Sarkar et al. 2002).

2.2.5 Biologische Funktionen von TRAIL
Fur TRAIL sind zahlreiche biologische Funktionen bekannt (Tabelle 2.1). Er besitzt

eine wichtige Rolle bei der Modulation des Immunsystems. In jingeren Arbeiten
wurden auch Funktionen des TRAIL/TRAIL-Rezeptor-Systems in nicht lymphatischen

Zellen beschrieben.

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die biologischen Funktionen von TRAIL

Immunmodulatorische Wirkung

~Wachterfunktion“ gegenuber
Tumorwachstum
Infektionen durch Viren und Bakterien
Negative Selektion im Thymus
Periphere Immunregulation
Einfluss auf Antikdrperproduktion
Immunprivilegierung
Unterdricken von Autoimmunerkrankungen

Funktion ohne Beteiligung von Immunzellen

Tissue (re)modeling durch
Lumenbildung von Mammadrisengewebe
Angiogenese
Bildung extrazellularer Matrix in der Lunge
Einfluss auf Erythropoese
Follikelatresie
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TRAIL wird auf zahlreichen Zellen des Immunsystems — zum Teil konstitutiv, zum
Teil induziert — exprimiert. Eine wichtige biologische Funktion von TRAIL ist die
Induktion von Apoptose. Etwa zwei Drittel der in-vitro getesteten lymphatischen und
nicht lymphatischen Tumorzelllinien erwiesen sich als TRAIL-sensitiv (Wiley et al.
1995; Pitti et al. 1996; Degli-Esposti et al. 1997a; Griffith & Lynch 1998). Durch
systemische Verabreichung von TRAIL-neutralisierenden Antikorpern und in TRAIL-
Knockout-Studien wurde die Bedeutung von TRAIL in der Uberwachung und
Unterdrickung des Wachstums TRAIL-sensitiver Tumorzellen durch Immunzellen in-
vivo nachgewiesen (Cretney et al. 2002; Sedger et al. 2002; Takeda et al. 2002;
Smyth et al. 2003). Uberdies ist die konstitutive TRAIL-Expression auf NK-Zellen der
Leber ein wichtiger endogener Mechanismus zur Vermeidung von Lebermetastasen
TRAIL-sensitiver Tumore (Takeda et al. 2001; Seki et al. 2003). Eine TRAIL-
Expression auf Tumorzellen oder Sezernierung von bioaktivem TRAIL in Mikro-
vesikeln durch Tumorzellen flhrte jedoch zu einer Unterstitzung des Tumor-
wachstums (,stealth effect® bzw. ,tumor counterattack®) durch die immunsuppressive
Wirkung von TRAIL auf angreifende Immunzellen (Giovarelli et al. 1999; Strebel et al.
2002; Martinez-Lorenzo et al. 2004).

TRAIL, v.a. in seiner membranassoziierten Form, spielt auch bei der Eliminierung
von virusinfizierten Zellen und der Limitierung der Virusvermehrung im Organismus
eine entscheidende Rolle. So wurden virusinfizierte Leberzellen gegentber TRAIL-
induzierter Apoptose empfindlich, was bei der Pathogenese von Hepatitis-B-Virus-
infektionen der Leber wichtig sein konnte (Mundt et al. 2003). Ebenfalls empfindlich
gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose wurden Zellen nach Infektion mit dem
respiratorischen Synzytialvirus, dem Erreger schwerer Atemwegserkrankungen
besonders bei Kindern (Kotelkin et al. 2003). Die Expression von TRAIL, induziert
durch die Virusinfektion, kann jedoch auch als ,Waffe der infizierten Zellen dienen,
um angreifende Immunzellen zu toten. So ist die TRAIL-Expression von HIV-1-
infizierten Makrophagen und CD4"-T-Zellen primar verantwortlich fir die Apoptose
von uninfizierten ,bystander* CD4*-T-Zellen (Zhang et al. 2001; Miura et al. 2001).

Die anti-tumoralen und anti-viralen Wirkungen durch das TRAIL/TRAIL-Rezeptor-
System werden sowohl durch Zellen des angeborenen als auch des erworbenen

Immunsystems vermittelt. Auch bei anderen Funktionen der lymphatischen Zellen in
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der Regulation des peripheren Immunsystems ist das TRAIL/TRAIL-Rezeptor-

System involviert.

a) Monozyten und Makrophagen

Die Aktivierung und TRAIL-Expression von Makrophagen wird sowohl durch Kontakt
mit verschiedenen Bakterienbestandteilen als auch nach Kontakt mit maligne
entarteten Zellen induziert. Dies ist bei der Immunabwehr von bakteriellen Infektionen
und zur Unterdrickung von Tumorwachstum wichtig (Halaas et al. 2000; Herbeuval
et al. 2003; Halaas et al. 2004). So sezernieren aktivierte Makrophagen Botenstoffe,
durch welche die Tumorzellen gegenuber der TRAIL-induzierten Apoptose
empfindlicher werden (Herbeuval et al. 2003), und wirken sowohl durch membran-
standiges als auch durch sezerniertes TRAIL anti-tumoral (Griffith et al. 1999;
Herbeuval et al. 2003; Washburn et al. 2003; Tecchio et al. 2004). Neben der
Apoptose-induzierenden Wirkung der Makrophagen durch TRAIL ist dieses Protein
auch fur die Reaktivitdt und Homobostase der Monozyten/Makrophagen selber
wichtig. So weisen Makrophagen von TRAIL-Knockout-Mausen nach In-vitro-
Stimulation eine veranderte Zytokinsekretion und eine reduzierte spontane
Apoptoserate auf (Mi et al. 2003). Es wird angenommen, dass durch die Apoptose
von Antigen-prasentierenden Makrophagen durch CD4'-T-Zellen (ber das
TRAIL/TRAIL-Rezeptor-System sowohl die Makrophagen-Homdostase aufrecht-
erhalten als auch die Immunantwort herunterreguliert wird und infizierte
Makrophagen beseitigt werden (Kaplan et al. 2000). Autoreaktive T-Zellen kdnnen
jedoch auch bei autologen, nicht aktivierten Monozyten durch TRAIL Apoptose
induzieren, was zu der Pathophysiologie des idiopathischen systemischen Lupus

erythematodes beitragt (Kaplan et al. 2002).

b) NK-Zellen

TRAIL wird auf NK-Zellen der Leber konstitutiv und, nach IFN-Stimulation, auf NK-
Zellen der Lunge und der Milz induziert exprimiert (Smyth et al. 2001; Takeda et al.
2001). Die konstitutive TRAIL-Expression auf NK-Zellen ist fur deren anti-
metastatische Wirkung gegenuber TRAIL-sensitiven Tumoren in der Leber wichtig
(Smyth et al. 2001; Takeda et al. 2001; Sedger et al. 2002; Seki et al. 2003).
Aullerhalb der Leber durften NK-Zellen mit lokal induzierter TRAIL-Expression
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ebenfalls an der Kontrolle und Beseitigung spontan entstandener TRAIL-sensitiver
Tumorzellen beteiligt sein (Takeda et al. 2002). Des Weiteren wird die TRAIL-
abhangige Zytotoxizitat aul’erhalb der Leber durch phanotypisch unreife NK-Zellen
vermittelt, wahrend reife primare NK-Zellen ihre Wirkung Uber die Freisetzung von
Granula oder Uber FasL ausuben (Zamai et al. 1998). Daher durfte das
TRAIL/TRAIL-Rezeptor-System, durch seine Funktion bei immaturen NK-Zellen, an
der ersten Abwehrfront des angeborenen Immunsystems z.B. gegen Virusinfektionen
beteiligt sein (Zamai et al. 1998; Sato et al. 2001). Weiterhin wird eine Beteiligung
von NK-Zellen an der Regulation von dendritischen Zellen (DC) aufgrund der
apoptotischen Wirkung von NK-Zell-TRAIL auf unreife DC angenommen (Hayakawa
et al. 2004).

¢) Dendritische Zellen

Antigen-prasentierende Zellen wie dendritische Zellen (DC) haben die Funktion,
Fremd- und Eigenantigene den T-Zellen zu prasentieren und dadurch eine ziel-
gerichtete Immunantwort zu erméglichen. Nach Stimulierung mit IFN erwerben DC
die Fahigkeit, durch induzierte TRAIL-Expression TRAIL-sensitive Tumorzellen abzu-
toten (Fanger et al. 1999). Nach Antigen-Prozessierung der apoptotischen Zellen
prasentieren DC diese Antigene den T-Zellen. Weiterhin dirften nach Antigen-
prasentation die aktivierten T-Zellen von den TRAIL-exprimierenden DC, an die sie
sich banden, reguliert oder eliminiert werden (Fanger et al. 1999; Raftery et al. 2001,
Yu et al. 2002). Somit durften TRAIL-exprimierende DC sowohl eine stimulatorische
als auch eine tolerogene Immunantwort induzieren kénnen. Des Weiteren ist das
TRAIL/TRAIL-Rezeptor-System auch an der Regulation der DC beteiligt (Wang et al.
1999; Leverkus et al. 2000; Hayakawa et al. 2004). So wurde nachgewiesen, dass
NK-Zellen Uber TRAIL unreife DC abtoteten (Hayakawa et al. 2004).

d) Eosinophile Granulozyten

TRAIL hat einen protektiven Effekt auf das Uberleben von eosinophilen Granulozyten
(Daigle & Simon 2001; Robertson et al. 2002), was eine Rolle in der Patho-
physiologie des allergischen Asthmas spielen durfte (Robertson et al. 2002).
Ebenfalls nachgewiesen wurde die Hemmung der anti-apoptotischen Wirkung

verschiedener Zytokine bei Eosinophilen durch TRAIL (Daigle & Simon 2001).



28 Literaturibersicht

e) Neutrophile Granulozyten

Neutrophile exprimieren TRAIL konstitutiv. Nach IFN-a- und IFN-y-Stimulation wird
vermehrt TRAIL exprimiert und lI6sliches TRAIL an die Umgebung abgegeben
(Kamohara et al. 2004; Tecchio et al. 2004). Dadurch kénnen Neutrophile
apoptotisch auf TRAIL-sensitive Zellen wie Leukamiezellen wirken. Des Weiteren
wurde auch die Induktion des programmierten Zelltods in Neutrophilen durch TRAIL
beschrieben. Dies wird als eine regulative Funktion des TRAIL/TRAIL-Rezeptor-
Systems bei der konstitutiven Neutrophilen-Apoptose und als ein Mechanismus,
Entziindungsorte von Neutrophilen zu reinigen, angesehen (Renshaw et al. 2003).
Daigle et al. (2001; 2002), die keine apoptotische Wirkung in Neutrophile durch
TRAIL beobachteten, wiesen nach, dass TRAIL die anti-apoptotische Wirkung

verschiedener Zytokine bei Neutrophilen hemmte.

f) B-Lymphozyten und Antikbrperproduktion

TRAIL induzierte in nicht zyklischen Plasmazellen nach der Sekretion von Antigen-
spezifischen Antikdrpern Apoptose. Es wird daher angenommen, dass TRAIL bei der
humoralen Immunantwort und der Kontrolle der Plasmazell-Homobostase wichtig ist
und dass dies in-vivo Uber einen ,autonomen® Mechanismus durch TRAIL-
Expression auf Plasmazellen erfolgt (Ursini-Siegel et al. 2002). Des Weiteren wurde
nach systemischer Verabreichung von neutralisierenden anti-TRAIL-Antikdrpern in zu
Autoimmunkrankheiten neigenden FasL-Knockout-Mausen ein Anstieg von
Autoantikdrpern im Serum festgestellt (Kayagaki et al. 2002). Dies weist auf eine
physiologische Rolle von TRAIL bei der Unterdrickung der Antikorperproduktion und

der negativen Regulation der Immunantwort hin.

g) T-Lymphozyten
Die Funktion und die Homoostase von T-Zellen, die ein wichtiger Bestandteil des
erworbenen Immunsystems sind, werden durch das TRAIL/TRAIL-Rezeptor-System
entscheidend beeinflusst. Bedeutsam ist, dass das TRAIL-Protein auf aktivierten,
nicht jedoch auf nativen T-Zellen gefunden wurde (Jeremias et al. 1998; Mariani &
Krammer 1998; Kayagaki et al. 1999a). Einige der T-Zell-Effektorfunktionen, wie z.B.
die anti-tumorale Wirkung oder die Apoptose von Antigen-prasentierenden Makro-
phagen, werden Uber TRAIL vermittelt (Kaplan et al. 2000; Schmaltz et al. 2002).
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Andererseits kann TRAIL auf T-Lymphozyten auch gegen diese Zellen selbst zyto-
toxisch wirken. So wurde nachgewiesen, dass der TRAIL-vermittelte
aktivierungsinduzierte Zelltod (AICD) bei der Differenzierung von T-Helfer-Zellen
bedeutsam war (Roberts et al. 2003; Zhang et al. 2003). In anderen Arbeiten, die
keine Apoptoseinduktion von T-Zellen durch TRAIL feststellten, wurde gezeigt, dass
TRAIL die Aktivierung von Antigen-spezifischen T-Zellen sowie deren Zellzyklus-
progression und somit Proliferation der T-Lymphozyten nach Stimulation hemmt
(Song et al. 2000; Hilliard et al. 2001; Lunemann et al. 2002). Eine T-Zell-Anergie
wurde allerdings nicht induziert (Lunemann et al. 2002). Es wird angenommen, dass
diese immunmodulatorischen Wirkungen von TRAIL auf T-Zellen fir die
Aufrechterhaltung der Immunhomoostase und fur das Beenden von Immunantworten
wichtig sind. Weiterhin wurde in einem Mausmodell nachgewiesen, dass die TRAIL-
vermittelte Hemmung der Proliferation und Zellzyklusprogression sowie maglicher-
weise auch die Induktion von Anergie in diabetogenen T-Zellen zur Unterdrickung

der Entstehung von Typ 1-Diabetes essentiell war (Mi et al. 2003).

TRAIL ist Uberdies auch an der Unterdrickung von weiteren Autoimmun-
erkrankungen, wie der Kollagen-induzierten Autoimmunarthritis und der experi-
mentellen Autoimmunencephalomyelitis, beteiligt. Dies wurde in Mausmodellen durch
die systemische Verabreichung von TRAIL-neutralisierenden Antikorpern sowie in
TRAIL-Knockout-Studien gezeigt (Song et al. 2000; Hilliard et al. 2001; Lamhamedi-
Cherradi et al. 2003). Diese Mausmodelle, deren molekulare Mechanismen noch
nicht aufgeklart sind, dienen der Untersuchung der humanen Autoimmunkrankheiten

rheumatoide Arthritis und Multiple Sklerose.

Neben der Beteiligung von TRAIL an der peripheren Immunregulation wird auch ein
Einfluss von TRAIL auf die negative Selektion im Thymus und somit auf die zentrale
Immunregulation diskutiert (Simon et al. 2001; Lamhamedi-Cherradi et al. 2003).
Eine Expression von TRAIL wurde ebenfalls auf zahlreichen Zellen und Strukturen
des Auges und der Plazenta detektiert (Phillips et al. 1999; Lee et al. 2002). Es wird
hier eine Beteiligung von TRAIL an der Immunprivilegierung bzw. am besonderen
Immunstatus dieser Organe angenommen. Dies durfte sowohl fur die Aufrecht-
erhaltung der Organintegritat und fur die Funktion des Auges als auch fur den Schutz

des Fetus vor der maternalen Immunabwehr wichtig sein (Phillips et al. 1999; Lee et



30 Literaturibersicht

al. 2002; Wang et al. 2003). Des Weiteren wird der protektive Effekt von TRAIL auf
das Uberleben von Hornhaut-Allotransplantaten im Mausmodell mit der Apoptose-
induktion in Entzindungszellen wie T-Zellen im Kornea-Transplantat durch TRAIL in
Verbindung gebracht (Xie et al. 2003).

In jungeren Arbeiten wurde auch eine Beteiligung des TRAIL/TRAIL-Rezeptor-
Systems an Funktionen auRerhalb des Immunsystems, wie z.B. bei der Bildung und
Homoostase von Gewebestrukturen, gefunden. So wurde in-vitro nachgewiesen,
dass TRAIL durch die Induktion von Autophagie an der Lumenbildung von
Brustdrisenepithelzellen entscheidend beteiligt ist (Mills et al. 2004). Des Weiteren
induziert TRAIL die Synthese von extrazellularer Matrix durch Lungenfibroblasten
(Yurovsky 2003) sowie die Endothelzellmigration und Vaskulogenese (Zauli et al.
2003; Secchiero et al. 2004). Uberdies wurden auch vasoprotektive Effekte von
TRAIL auf Endothelzellen gezeigt (Zauli et al. 2003). Einen Einfluss des
TRAIL/TRAIL-Rezeptor-Systems auf die Reproduktionsphysiologie wird durch die
Beteiligung von TRAIL bei der Follikelatresie ebenfalls angenommen (Wada et al.
2002; Inoue et al. 2003). Bei der Regulation der Homdostase der roten Blutzellen
diurfte TRAIL als Apoptoseinduktor von unreifen Erythroblasten beteiligt sein (Zamai
et al. 2004).
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2.3 Transforming growth factor § 1 (TGF-1)

2.3.1 Struktur

Funktionell aktiver TGF-B1 ist ein etwa 24 kDa schweres Homodimer, miteinander
verbunden durch eine Disulfidbricke (http://www.expasy.org; Annes et al. 2003)
(Abbildung 2.3). Von besonderer Bedeutung fur die Kontrolle der TGF-B1-Aktivitat ist
die posttranslationelle Prozessierung und Regulation der Aktivierung von latentem
TGF-B1 (Lawrence 2001; Annes et al. 2003). Das Molekul wird bei der Maus und
beim Schwein als 390 AS langes ,Vorlauferprotein® (Precursor) translatiert
(http://lwww.expasy.org). Nach Abspaltung der Peptidsignalsequenz entsteht der
361 AS lange pro-TGF-B1. Durch eine Endoprotease (Furin-Konvertase) wird dieser
einmal gespalten. Es entsteht aktives TGF-B1-Protein (C-Terminus, 112 AS), das
nicht kovalent mit dem Latenz-assoziierten Peptid (LAP, N-Terminus, 249 AS)
verbunden ist. LAP bewirkt als Homodimer die Latenz von TGF-B1, da es die
Bindung von TGF-B1 mit seinen spezifischen Zelloberflachen-Rezeptoren verhindert.
Die Homodimere von aktivem TGF-B1-Protein und von LAP bilden zusammen den
kleinen latenten TGF-B1-Komplex (SLC). Fur die Dimerisierung der LAP-Monomere
sind mindestens zwei der drei Cystein-Reste des LAP (AS 33, 223 und 225)
essentiell. Uber Disulfidbriickenbindung ist das LAP an ein ,latent-TGFB-binding
protein“ (LTBP) gebunden. SLC bildet zusammen mit dem LTBP den grol3en latenten
TGF-p1-Komplex (LLC). Nach intrazellularer Verknipfung der einzelnen Kom-
ponenten erfolgt die Translokation des LLC in den extrazellularen Raum und Bindung
an die extrazellulare Matrix. Das LTBP ist fur die effiziente Sekretion des Komplexes

notwendig (Miyazono et al. 1991).

_—~ LAP T\
c—c Disulfidbriicke
LAP Latenz-assoziiertes
LLC Peptid
LTBP  Latent-TGFB-binding-
N protein
L
/ N LLC groBer latenter
LTBP e y, TGF-p1-Komplex

Abb. 2.3: Der groBe latente TGF-f1-Komplex (modifiziert nach Annes et al. 2003)
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Die extrazellulare Konzentration des aktiven TGF-B1 und somit die Bioverfigbarkeit
dieses Zytokins wird primar durch die Sekretion und Aktivierung der latenten Form
des TGF-B1 reguliert (Assoian et al. 1987; Grotendorst et al. 1989; Flaumenhaft et al.
1993). Gewebe besitzen grolle Mengen an latentem TGF-B1 und bereits die
Aktivierung von einem kleinen Anteil davon bewirkt eine maximale zellulare Antwort
(Annes et al. 2003). Aktiver TGF-f1 kann aus dem latenten Komplex durch
Proteasen, wie z.B. durch Plasmin, oder nicht enzymatisch durch die Wirkung von
Bindungsproteinen, wie z.B. durch Thrombospondin, freigesetzt werden (Lawrence
2001). Dies wird durch Konformationsanderungen am LAP bewirkt. Die Wirkung von
aktivem TGF-B1 kann autokrin, parakrin und moglicherweise auch endokrin erfolgen
(Dennler et al. 2002). Seine biologische Halbwertszeit betragt nur wenige Minuten
(Wakefield et al. 1990). ,Clearing” und somit Inaktivierung von aktivem TGF-1 kann
durch l6sliche TGF-B-Bindeproteine, wie z.B. durch a2-Makroglobulin, erfolgen
(Lawrence 2001).

Die Expression von aktivem TGF-B1, der nicht Gber Latenz reguliert wird, ist durch
die gezielte Mutagenese von Cystein 223 und 225 des LAP in Serin (TGF-p15223/22%)
im transgenen Tiermodell moéglich (Brunner et al. 1989; Sellheyer et al. 1993). Diese
Cystein-Reste sind flur die Dimerisierung des LAP und somit flr die Ausbildung des
latenten Komplexes essentiell (Brunner et al. 1989). Die Expression von LAP ist
intrazellular fur die korrekte Faltung des TGF-B1-Molekulls wichtig (Gray & Mason
1990; Zhu & Burgess 2001).

2.3.2 TGF-31 und Xenotransplantation

TGF-B1 ist ein multifunktioneller Regulator. Eine Vielzahl von Zelltypen exprimieren
TGF-B1 und/oder sind gegenuber seinen Wirkungen empfindlich (Letterio & Roberts
1998). Seine Funktionen kdnnen in vier Bereiche zusammengefasst werden (Dennler
et al. 2002):
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Hemmung des Zellwachstums und Forderung der Apoptose

Stimulation der Synthese von extrazellularer Matrix

Regulation der Proliferation und Migration von Endothel- und Gefalmuskel-
zellen

Regulation der Proliferation, Differenzierung und Aktivierung von Immunzellen

Im Hinblick auf die Verwendung von TGF-B1 fir die Transgenexpression in Spender-
organen ist seine Wirkung auf periphere Immunzellen relevant. Sowohl auf Zellen
des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems wurden Effekte durch
TGF-B1 festgestellt. Die Art der Wirkung von TGF-B1 ist jeweils vom Zelltyp, seinem
Differenzierungsstatus und dem vorhandenen Zytokinmilieu abhangig (Letterio &
Roberts 1998). So sind die zum Teil gegensatzlichen Effekte auf Immunzellen in-vitro
zu erklaren. Untersuchungen von TGF-B1-Knockout-Mausen ergaben, dass TGF-$1
fur die Aufrechterhaltung der Immunzellhomodostase wichtig ist. Der Phanotyp dieser
Mause — letale multifokale Entzindungen mit Lymphozyteninfiltrationen in zahl-
reichen Organen — sind grofteils auf das Fehlen der anti-proliferativen Effekte von
TGF-B1 auf Lymphozyten zurlckzufuhren (Shull et al. 1992; Kulkarni et al. 1993).

In der fruhen Phase der Entzindung wirkt TGF-B1 pro-inflammatorisch und initiiert
die Entziindungsreaktion und die Gewebereparatur (Luethviksson & Gunnlaugsdottir
2003). Tritt eine Infektion oder Verletzung im Organismus auf, so bewirkt TGF-1 die
Chemotaxis von Monozyten, Neutrophilen und Lymphozyten (Wahl et al. 1987,
Adams et al. 1991; Brandes et al. 1991; Fan et al. 1992; Luethviksson &
Gunnlaugsdottir 2003). Neben der Rekrutierung beeinflusst TGF-p bei Entziindungs-
reaktionen auch die Aktivierung, Adhasion und Migration von ruhenden
zirkulierenden Leukozyten (Adams et al. 1991; Wahl et al. 1993; Chen & Wahl 2002).
Uberdies induziert TGF-B1 die Differenzierung von Monozyten in Antigen-
prasentierende Zellen (Randolph et al. 2002), durch welche Lymphozyten aktiviert
werden konnen. Die pro-inflammatorischen Eigenschaften von TGF-f1 sind in der
frihen Phase der Entzindung fur die Beseitigung des auslésenden Agens und/oder
fur die Wiederherstellung der Gewebearchitektur wichtig. In der spaten Phase der
Entzindung wirkt TGF-B1 dagegen anti-inflammatorisch und immunsuppressiv

(Luethviksson & Gunnlaugsdottir 2003), da eine zu lang andauernde Entziindung fur
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den Organismus schadlich ist. So wurde nachgewiesen, dass TGF-p1 die
entzindungsausloésenden Funktionen von aktivierten Entzindungszellen, wie
T-Helfer-Zellen und aktivierten Makrophagen, hemmt (Bogdan & Nathan 1993; Sporn
1999; Chen & Wahl 2002). Uberdies ist TGF-B1 durch Beeinflussung verschiedener
Signalwege, die die Apoptose z.B. Uber aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD) von
poststimulatorischen T-Zellen vermitteln, an der Entfernung nicht mehr bendtigter
Immunzellen und somit an der B- und T-Zell-Homdostase beteiligt (Chung et al.
2000; Wahl et al. 2000; Sillett et al. 2001; Schuster & Krieglstein 2002). Fir die
immunsuppressiven Effekte von TGF-B1 sind weiterhin seine Einflisse auf die
Differenzierung von T-Zellen in regulatorische T-Zellen und auf deren immun-
regulatorische und tolerogene Funktionen wichtig (Miller et al. 1992; Chen et al.
1994; Chen et al. 1995; Nakamura et al. 2001; Annunziato et al. 2002; Zheng et al.
2002; Horwitz et al. 2003). Des Weiteren ist zur Aufldsung einer Entziindungs-
reaktion neben der immunsuppressiven Wirkung durch regulatorische T-Zellen auch
die von TGF-B1 beeinflusste ,Clearance/,stille” Reinigung von apoptotischen Zellen
durch Makrophagen notwendig (Fadok et al. 1998; Chen et al. 2001b). So wird durch
phagozytierende Makrophagen und apoptotische T-Zellen sowohl latenter als auch
aktiver TGF-B1 sekretiert, welcher sowohl eine erhdhte Phagozytoseaktivitat von
Makrophagen gegenuber Entzindungszellen und apoptotischen parenchymalen
Zellen als auch eine Hemmung der Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen
durch aktivierte Makrophagen bewirkt (Welch et al. 1990; Rose et al. 1995; Fadok et
al. 1998; Letterio & Roberts 1998; Aderem & Underhill 1999; Chen et al. 2001b; Wahl
et al. 2004). Weiterhin wurden auch immunsuppressive Effekte von TGF- auf
NK-Zellen und B-Lymphozyten beschrieben (Kehrl et al. 1986; Mule et al. 1988).

TGF-B1 nimmt eine Schlusselrolle bei der oralen Toleranzinduktion gegenuber nicht
pathogenen Antigenen ein (Wahl et al. 2004). Dieser Mechanismus verhindert —
vermittelt durch die TGF-f1-abhangigen immunsuppressiven Effekte von
regulatorischen T-Zellen (Th3-Zellen) — eine dauerhafte Aktivierung des Immun-
systems und einen chronischen Entzindungszustand der Darmschleimhaut, was
aufgrund des kontinuierlichen Kontakts mit Fremdantigenen, wie Darmbakterien,
eintreten konnte (Chen et al. 1994; Weiner 2000; Weiner 2001). Des Weiteren

konnten CD4"CD25"-regulatorische T-Zellen u.a. durch TGF-B1 in-vivo eine Toleranz
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gegenliber dem Transplantat vermitteln und eine CD8-T-Zell-mediierte AbstoRung
verhindern (Seddon & Mason 1999; Dieckmann et al. 2002; Jonuleit et al. 2002; van
Maurik et al. 2002). Uberdies wurde durch Adenovirus-vermittelte Uberexpression
von TGF-B1 in Herzallotransplantaten und durch Verabreichung von rekombinantem
TGF-B1 im Nagetiermodell eine protektive Funktion von TGF-B1 nachgewiesen, die
die Auslosung einer TransplantatabstoRungsreaktion verhinderte (Raju et al. 1994,
Qin et al. 1995; Josien et al. 1998).

Durch das funktionelle Zusammenwirken von TGF-B1 mit anderen Zytokinen, wie
z.B. mit FasL, kdnnen Funktion und Struktur immunprivilegierter Organe wie die des
Auges vor schadlichen Einflissen des Immunsystems bewahrt werden (Chen et al.
1998). Im Gegensatz zu FaslL, das chemotaktisch auf Neutrophile wirkt (siehe
Abschnitt 2.1.4.2), hemmt TGF-p1 die Migration und die Zytotoxizitat von
Neutrophilen (Chen et al. 1998; Ghio et al. 2003). FasL-exprimierende Zellen und
Allotransplantate wurden nach Ubertragung an eine nicht immunprivilegierte Stelle
aufgrund starker Neutrophileninfiltration rasch abgestolien (siehe Abschnitt 2.1.4.2).
Bei gleichzeitiger Koexpression von FasL und TGF-B1 bewirkte TGF-B1 durch seine
immunsuppressive Wirkung auf T-Zellen und Neutrophile eine Unterdrickung von
Entzindungsreaktionen und ein verlangertes Transplantatiberleben (Chen et al.
1998).
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2.4 Regulierbare Genexpressionssysteme

Eine ubiquitare Expression von konstitutiv aktivem TGF-B1 in transgenen Mausen
fuhrte zum pranatalen Tod oder zu degenerativen Organveranderungen, abhangig
vom verwendeten Promotor (Sanderson et al. 1995; Agah et al. 2000). Um Frage-
stellungen wie z.B. die Wirkung von als Transgen exprimiertem, konstitutiv aktivem
TGF-B1 auf das Transplantatiberleben nach Organtransplantation zu untersuchen,
sollten deshalb solche Tiermodelle verwendet werden, bei denen die Expression des
Transgens zu einem definierten Zeitpunkt lokal, reversibel und schnell an- und

abgeschaltet werden kann.

In den letzten zwanzig Jahren wurden ligandeninduzierbare Genregulatorsysteme
entwickelt, die regulatorische Elemente zur Kontrolle der Genexpression besitzen.
Beispiele hierfur sind Medikamenten-induzierbare Genregulatorsysteme (Nordstrom
2003). Die bei diesen Systemen verwendeten niedermolekularen Medikamente
werden in drei Substratgruppen eingeteilt:
a) bakterielle Repressorproteine (Tetracycline-, B-Galactoside-  oder
Streptogramin-regulierte Systeme) (Gossen & Bujard 1992; van Sloun et al.
1997; Fussenegger et al. 2000)
b) heterodimere Proteine, die durch chemisch induzierte Dimerisierung entstehen
(Rapamycin-regulierte Systeme) (Rivera et al. 1996)
c) (Steroid-)Hormone (Antiprogestin-, wie z.B. Mifepristone-, Antiostrogen-,
Ecdysteroid- oder Glukokortikoid-regulierte Systeme) (Wang et al. 1994; No et
al. 1996; Narumi et al. 1998; Putzer et al. 2000)

Durch die Verwendung eines Mifepristone-induzierbaren Genregulatorsystems soll
eine raumliche und zeitliche Kontrolle der Transgenexpression erzielt werden. Dieses
System setzt sich aus zwei Transgenkonstrukten zusammen, fur die jeweils Founder-
linien erstellt werden. Die eine transgene Founderlinie exprimiert den Mifepristone-
induzierbaren chimaren Transaktivator unter der Kontrolle eines gewebespezifischen
Promotors. Die zweite Founderlinie besitzt eine Expressionskassette mit dem Zielgen
unter der Kontrolle eines durch das Transaktivatorprotein regulierbaren Minimal-
promotors der Thymidinkinase. Aus der Kreuzung dieser Founderlinien resultieren

doppelt-transgene Tiere, die nach Verabreichung von Mifepristone eine
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dosisabhangige gewebespezifische Expression des Zielgens aufweisen (Nordstrom
2003).

N - Gal4DBD PRLBD-891 oder PRLBD-914 VP16AD oder p65 - C

Abb. 2.4: Struktur des Mifepristone-induzierbaren chimaren Transaktivatorproteins
Gal4DBD: Gal4-DNA-Bindedomane; PRLBD-891, PRLBD-914: gekirzte Form der humanen
Progesteronrezeptor-Ligandenbindungsdomane mit C-terminaler Deletion von 42 bzw. 19 Amino-

sauren; VP16AD, p65: Transaktivierungsdomane von VP16 bzw. p65.

Die regulatorische Komponente dieses Systems ist das chimare Transaktivator-
protein GLVP bzw. GLp65 (Abbildung 2.4). Dieses ist aus mehreren Komponenten
zusammengesetzt: aus einer Gal4-DNA-Bindedomane (GAL4-DBD), aus einer
Bindedomane fur den Induktor Mifepristone sowie aus einer Domane fir die
Transkriptionsaktivierung von VP16 bei GLVP bzw. von p65 bei GLp65. Dabei ist die
Transaktivierungsdomane viralen Ursprungs, wahrend die DNA-Bindedomane von
Hefen abstammt. Durch Fehlen von homologen Sequenzen im Saugetiergenom
sollte der chimare Transaktivator hochspezifisch an die Gal4-DNA-Bindestellen
(UAS) im Promotorbereich des zweiten Transgenkonstrukts binden. Dadurch wird
vermieden, dass dieser Transkriptionsfaktor die Expression von endogenen Genen
beeinflusst. Die Bindedomane fur Mifepristone besteht aus der geklrzten Form der
humanen  Progesteronrezeptor-Ligandenbindungsdomane (PRLBD), genannt
PRLBD-891 beziehungsweise PRLBD-914. Durch die Deletion von 42 bzw. 19
Aminosauren am C-Terminus kdnnen an die humane PRLBD Antiprogestine, wie

z.B. Mifepristone, nicht jedoch endogene Progesterone, binden.
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Mifepristone

Chiméres
Transaktivatorprotein

mMRNA des Zielgens

Reguliertes Transgenprodukt

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der intrazellularen Regulation des Mifepristone-
induzierbaren Genregulatorsystems

Im Falle von GLVP fihrt der Zusatz von Mifepristone zu Zellen, welche den chimaren Transaktivator
exprimieren, zu einer raschen Bindung des Antiprogestins an die gekurzte PRLBD-Domane. Die Folge
ist die Aktivierung und Dimerisierung des GLVP und anschlielende Translokation des Dimers in den
Zellkern. Dort bindet seine Gal4-DBD an die Aktivierungssequenzen im Promotorbereich des Zielgens
(UAS). Die VP16-Transaktivierungsdomane des GLVP gelangt dadurch an eine Position, wo es die
Transkription des Zielgens induzieren kann. Die Expression des Zielgens kann somit durch

Mifepristone, nicht aber durch endogenes Progesteron, induziert werden.

Das Mifepristone-induzierbare System bietet eine Reihe von Vorteilen wie (Ngan et
al. 2002):
die raumliche Kontrolle der Zielgenexpression durch gewebespezifische
Expression des chimaren Transaktivators
die zeitliche Kontrolle der Zielgenexpression durch hohe Spezifitat der
Bindung von Mifepristone an die humane PRLBD (die Expressionshdhe des
Zielgens ist abhangig von der Dosis von Mifepristone)
keine Aktivierung der Zielgenexpression durch endogene Transkriptions-
faktoren
eine sehr gute Bioverflgbarkeit sowie geringe Toxizitat und geringe Neben-
wirkungen von Mifepristone im Saugetierkorper (Heikinheimo et al. 1989;
Spitz & Bardin 1993; Croxatto et al. 1998; Sarkar 2002)
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3 Tiere, Materialien und Methoden

3.1 Tiere

3.1.1 Schweine
Zu Beginn dieser Arbeit standen sieben H-2Kb-huTRAIL-transgene Foundertiere (FO-

Tiere) und Nachkommen von vier dieser Foundertiere (F1- und F2-Tiere) zur
Verfligung. Erstellt wurden die transgenen Foundertiere durch Mikroinjektion des
46 kb groRen H-2K’-huTRAIL-Konstrukts in die Vorkerne von Zygoten und
anschlieBendem endoskopischen Transfer der Zygoten in die Eileiter von
synchronisierten Empfangersauen nach der Methode von Besenfelder et al. (2002).
Die Haltung der Schweine erfolgte unter konventionellen Bedingungen auf
planbefestigten Bdéden mit Stroheinstreu. Es wurde mit handelstblichen
Alleinfuttermitteln fir Zuchtsauen und fur Ferkel geflttert. Die Tiere erhielten

Trinkwasser ad libitum.

3.1.2 Mause
Die Linien der aMHC-GLVPc-polyA- und TK-porcTGFp1-transgenen Mause, die fur

die vorliegende Arbeit verwendet wurden, waren jeweils durch Mikroinjektion der
entsprechenden Konstrukte in Zygoten von superovulierten B6D2F1-Mausen
(Hybridmause aus Anpaarung von C57BL/6-Muttertier mit DBA/2-Vatertier) und
anschlieRendem Transfer der Zygoten in die Eileiter von synchronisierten pseudo-
graviden NMRI-Empfangertieren erstellt worden. Transgene Foundermause wurden
auf den C57BL/6-Inzuchtstamm zurtckgekreuzt und es wurden transgene Linien
erstellt. Dies erfolgte unter konventionellen (nicht SPF) Haltungsbedingungen.
B6D2F1- und C57BL/6-Mause wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld)

bezogen.

Expressionsuntersuchungen der Mauselinien erfolgten erst nach Umstellung der
Haltung unter SPF-Bedingungen. Die untersuchten Tiere entstammten mindestens
der vierten Generation (G4) und wiesen einen C57BL/6-Anteil von mindestens
96,8 % auf. Die Mause wurden im Alter von circa vier Wochen abgesetzt, zur

Identifizierung der Tiere mit einer numerischen Ohr-Lochung versehen und, getrennt
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nach Geschlecht, in Makrolon-Kafigen (Typ 2 und Typ 3) gehalten. Fitterung der
Tiere erfolgte ad libitum mit Alleinfuttermitteln fur Labornager (Fa. Sniff, Soest;
Haltungsfutter V1534, Zuchtfutter V1126). Die Tiere erhielten angesauertes Wasser
ad libitum. Die Haltung der Tiere erfolgte bei einer Temperatur von 22°C + 2°C, einer
Luftfeuchtigkeit von 55 % + 5 % und einem Hell/Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden.
Zum Zeitpunkt des Absetzens wurden Schwanzproben der Nachkommen unter

Athernarkose genommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.

Erstellung und Haltung transgener Tiere erfolgten unter Einhaltung des Deutschen

Tierschutzgesetzes.

3.2 Zellen

Folgende primare Zellen kamen zur Anwendung:
porcine Hautfibroblasten

porcine periphere Blutlymphozyten (PBL) (Ficoll-gereinigt)

Folgende permanente Zelllinien kamen zur Anwendung:
HEK293T (293tsA1609neo) (humane embryonale Nierenzellen)
Jurkat RJP* (humane akute T-Zell-Leukamie-Zellen)

PM86 (porcine Melanomzellen)

3.3 Materialien

3.3.1 Antikorper

Maus anti-humanen TRAIL (IMG-256) (monoklonal) 1:500 Biocarta Europe, Hamburg
Maus anti-Aktin (MAB1501) (monoklonal) 1:10.000 Chemicon, Temecula, USA
HRP Ziege anti-Maus IgG 1:10.000 Dianova, Hamburg

3.3.2 Chemikalien

Alle Chemikalien sind, soweit nicht anders angegeben, in p.a.-Qualitat verwendet

worden.
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30 %Acrylamid/Bis Solution (29:1)
Agar, granuliert

Agarose (15510-027)
Albumin, bovin
Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bacto™ Trypton

Bacto™ Yeast Extract
Bicinchoninsaure

Borsaure

Bromphenolblau
Camptothecin

Chloroform

Concanavalin A (ConA)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
DTT (Pulver) (1,4-Dithio-DL-threitol)
DTT (100 mM)

EDTA

Essigsaure (Eisessig)

Ethanol

Ethidiumbromid (Lésung: 1 %)
Formaldehyd

Formamide

D-(+)-Glucose Monohydrat
Glycerin wasserfrei

Glycin

lodacetamid

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchlorid Dihydrat
Kupfer (Il)-sulfat
2-Mercaptoethanol
Methylenblau
Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magermilchpulver

Methanol

MOPS (3-Morpholino-Propansulfonsaure)

Mangan (Il)-chlorid Dihydrat
Natriumacetat wasserfrei

BioRad, Munchen
Difco, Detroit, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
BD, Heidelberg
Diefco, Detroit, USA
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Riedel-de Haen, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Topfer, Dietmannsried
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Natriumchlorid

tri-Natriumcitrat Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
Natriumhydroxid-Platzchen
Natriumorthovanadat

NP-40 (Nonidet P40)
Phytohemagglutinin (PHA)

Ponceau-S

PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)
2-Propanol

Salzsaure (25 %)

Salzsaure 1N

Spermidine

Streptomycin

Temed

Triton X-100
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Trypanblau

Trypsin/EDTA (10x)

Tween-20-Loésung

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside)

3.3.3 Enzyme und sonstige Reagenzien

AmpErase® (Uracil N-glycosylase)
a-[32P]-dCTP

DNase | (10 U/ul)

ECL ,detection reagent* (RPN2109)
Erststrang-Puffer (5x) fur cONA-Synthese
IFN-y, porcin, rekombinant

M-MLV-RT (200 U/ul)

PANCcoll® humane Dichte 1,077 g/ml
Proteinase K (20 mg/ml)

Random Primer Hexamers (600 pg/ml)
Rapid-Hyb buffer®

Restriktionsenzyme und -puffer
Ribonuclease A (RNase-A) (0,2 U/ul)
Ribonuclease H (RNase-H) (2 U/ul)

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Roche, Mannheim
Amersham, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
R&D Systems
Invitrogen, Karlsruhe
Pan-Biotech, Aidenbach
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Amersham Biosciences
MBI Fermentas, St. Leon Roth
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
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RNaseOUT™ (RNase-Inhibitor) (40 U/ul)
Superscript™ |l Reverse Transkriptase® (200 U/ul)
T4-DNA-Ligase (2000 U/ul) und 10x Ligationspuffer
TdT (terminale Deoxynucleotidyl-Transferase)
TRIzoL® Reagenz

3.3.4 Kits

Advantage® cDNA PCR Kit

Annexin V-FITC apoptosis detection kit |

BD Advantage™ 2 Polymerase Mix

High Pure PCR Purification Kit®

QIAGEN Blood & Cell Culture DNA Midi Kit®
QIAGEN® Plasmid Midi Kit (25)

QIlAprep® Spin Miniprep Kit (250)

QIAquick® Gel Extraction Kit

Rediprime [l Random Prime Labelling System®
SMART™ RACE c¢DNA Amplification Kit
SYBR® GREEN PCR Master Mix

Taq DNA Polymerase Kit

TOPO TA Cloning® Kit
Wizard genomic DNA purification kit®

3.3.5 Gerate

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
MBI Fermentas, St. Leon Roth
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

BD CLONTECH, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD CLONTECH, Heidelberg
Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Amersham, Freiburg

BD CLONTECH, Heidelberg
Applied Biosystems,
Warrington, England
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Wisconsin, USA

Neben den Geraten der Laborgrundausstattung wurden folgende Gerate verwendet:

Brutschrank

Eagle Eye Il

FACS Calibur

Gene Pulser® Il Elektroporationssystem
Gewebe-Homogenisator (ART-Mirco D8)
Leitz DM IL Mikroskop

MilliBlot™ - Graphite Elektroblotter Systems
Mini Protein Il und Il System
Hybridisierungsofen

Schuttelinkubator KF-4

Schuttler IKA-Vibrax

Sectrophotometer

Spectra Max 250 (ELISA-Reader)

Heraeus, Munchen
Stratagene, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Bio Rad, Munchen

ART Labortechnik, Mullheim
Leica, Wetzlar

Millipore, Bedford, MA, USA
Bio Rad, Minchen
Bachofer, Reutlingen

Infors, Bottmingen

IKA Labortechnik, Staufen
Beckman, Palo Alto, CA, USA
Molecular Devices,
Sunnyvale,CA, USA
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~opeedVac* (Vacuum Concentrator) Bachofer, Reutlingen
Storage Phosphor Screen Amersham Pharmacia,
Freiburg
Storm 860 Amersham Pharmacia,
Freiburg
Szintillationszahler LS6500 Beckman, Palo Alto, CA, USA
Transilluminator Bachofer, Reutlingen
Thermocycler:
ABI PRISM™ 7700 Sequence Detector Perkin Elmer, KdIn
Biometra® Uno Il Thermocycler Biometra, Gottingen
Gene Amp® PCR System 9700 Perkin Elmer, Kéln
Mastercycler® gradient Eppendorf, Hamburg

Zentrifugen:

GS-6K Beckman, Minchen
L-90 preparative ultracentrifuge mit Rotor SW55 Tl Beckman, Minchen
Megafuge 1.0 R Heraeus, Minchen
Sorvall® RC5C Plus Kendro, Langenselbold
Tischzentrifugen mit Kihlung (5417R) Eppendorf, Hamburg

3.3.6 Molekulargewichtsstandards fiir DNA und Protein

Molekulargewichtstandards fir DNA: alle von MBI Fermentas, St. Leon Roth

Gene Ruler™ (1 kb-DNA-Ladder: SM0311)

Gene Ruler™ (100 bp-DNA-Ladder-Plus: SM0321)
Gene Ruler™ (100 bp-DNA-Ladder: SM0241)
Lambda DNA/EcoRI + Hindlll-Marker, 3 (SM0191)
pUC-Mix-Marker 8 (SM0301)

Molekulargewichtsmarker fur Protein:

Low Molecular Weight Range (M-3913) Sigma, Deisenhofen
Protein Molecular Weight Marker (SM0431) MBI Fermentas, St. Leon Roth

3.3.7 Verbrauchs- und sonstiges Arbeitsmaterial

Neben den Arbeitsmaterialien der Laborgrundausstattung wurden folgende

Materialien verwendet:
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Biodyne A® Pall Gelman Laboratory,
Ann Arbor, USA
Gel-Blotting-Papiere (GB002) (Whatman-Papier) Schleicher & Schull, Dassel

Gene Puser Cuvette (0.4 cm electrode gap) Bio Rad, Minchen
Hyperfim™ ECL Amersham Pharmacia,
Freiburg
Kryogefale Nunc, Roskilde, DK
MicroSpin™ S-300 HR Columns Amersham, Freiburg
PVDF-Membran (Immobilon-P Transfermembran) Millipore, Schwalbach
QlAshredder® Qiagen, Hilden
Saran®Wrap-Folie Roche, Mannheim
Zentrifugenrohrchen (50 ml, 15 ml) Schubert, Wackersdorf

3.4 Zusammensetzung der Puffer

Anmerkung: Als Ldsungsmittel diente, soweit nicht anders angegeben, durch eine

Milliporeanlage vollentsalztes Wasser, bezeichnet als Aqua bidest.
3.4.1 Puffer fir molekularbiologische Methoden

3.41.1 DEPC-H,0 (0,1 %)

1 ml DEPC wurden in 1000 ml Aqua bidest. Uber Nacht bei RT unter Rihren geldst
und dann dreimal autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei RT.

3.41.2 10x DNase I-Puffer

250 mM Tris-HCI, (pH 8,3)
375 mM KCI
15 mM MgCl;

steril filtriert, autoklaviert und aliquotiert, Lagerung bei —20°C

3.41.3 Proteinase K-Losung

20 mg/ml in Aqua bidest. geldst und aliquotiert; Lagerung bei —20°C

3.41.4 TE-Puffer

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA
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3.4.1.5 Cutting buffer

2,5 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5

5,0 ml 0,5M EDTA pH 8,0

1,0 ml 5 M NaCl

250 pl 1MDTT

127 ul Spermidine (500 mg/ml)
ad 50 ml Aqua bidest.

Lagerung bei 4°C

3.4.2 Puffer fur Agarosegele

3.4.21 10x TBE-Puffer

108 g Tris-Base
55¢g Borsaure
40 ml 0,5 M EDTA, (pH 8,0)

mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefullt und autoklaviert

3.4.2.2 1x TBE-Laufpuffer

100 ml 10x TBE
ad 1000 ml Aqua bidest.

3.4.2.3 6x Probenpuffer fur DNA

3 ml Glycerin

7 ml Aqua bidest.

1 Spatelspitze Bromphenolblau
aliquotiert, Lagerung bei 4-8°C

Alternativ: 6x Ladepuffer (MBI Fermantas)
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3.4.3 Losungen fur Bakterienkultur

3.4.3.1 Luria-Bertani (LB)-Medium

109 Bacto Trypton
5¢9 Bacto Hefeextrakt
10g NaCl

ad 1000 ml Aqua bidest.
mit 5 M NaOH auf pH 7,0 eingestellt, anschlieRend autoklaviert
Lagerung bei RT

3.43.2 Agar-LB-Platten

1000 ml LB-Medium

15 g Agar, granuliert

Nach dem Autoklavieren wurde die Ldésung unter stdndigem Rihren mit einem
Magnetriihrfisch auf 50°C abgekdihlt, bevor die benétigte Menge an Ampicillin
(100 ug/ml) der Lésung zugegeben und die Lésung direkt in 90 mm Petrischalen
gegossen wurde. Nach Aushérten des Agars wurden die Platten tiber Kopf bei 4°C
gelagert.

3.4.3.3 SOC-Medium

2% Bacto Trypton

0,5 % Bacto Hefeextrakt
0,05 % NaCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSOq4

0,4 % Glucose

MgCl,, MgSO4 und Glucose wurden nach dem Autoklavieren zugesetzt.

3.43.4 TYM-Medium

2% Bacto Trypton

0,5% Bacto Hefeextrakt

0,1M NaCl

mit 5 M NaOH pH-Wert auf 7,0 eingestellt

10 mM MgCl,  (von 2 M sterilfiltrierter Stocklésung nach dem

Autoklavieren zugegeben)



48 Tiere, Materialien und Methoden

3.4.3.5 Tfb I-Puffer

30 mM KOAc

100 mM CaCl,

15 % Glyzerin

50 mM MnCl,  (von 3 M sterilfiltrierter Stocklésung nach dem

Autoklavieren zugegeben)

3.4.3.6 Tfb ll-Puffer

10 mM MOPS
75 mM CaCly
10 mM KCI

15 % Glyzerin

3.4.4 Losungen fiir Southern-Blot (neutraler Transfer)

3.4.41 Denaturierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH)

300 ml 5 M NaCl
20g NaOH-Platzchen
ad 1000 ml Aqua bidest.

3.4.4.2 Neutralisierungslosung [1 M Tris (pH 7,4), 1,5 M NaCl]

121,19 Tris

87,79 NaCl

ad 1000 ml Aqua bidest.
mit HCI auf pH 7,4 eingestellt

3.4.4.3 20x SSC (pH 7,0)

175,3 g NaCl

88,2¢g Na-citrat

ad 1000 mi Aqua bidest.
mit HCI auf pH 7,0 eingestellt
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3.4.4.4 neutraler Transferpuffer (10x SSC)

500 ml 20x SSC (pH 7,0)
ad 1000 mi Aqua bidest.

3.4.5 Losungen fiir Northern-Blot

3.4.51 10x MOPS

41,86 g MOPS
13,7 ml 3 M Na-acetat (pH 5,5)
40 ml 250 mM EDTA (pH 8,0)

ad 1000 ml Aqua bidest.
mit 5 M NaOH auf pH 6,5 eingestellt, steril und dunkel lagern, nicht autoklavieren

3.4.5.2 RNA-Ladepuffer (Northern-Blot)

156 pl 10x MOPS
211 ul 37 % Formaldehyd-Lésung
633 pl Formamide

3.4.5.3 Waschlésung 1 (Northern-Blot)

75 mM NaOH
100 mM NaCl

3.4.5.4 Waschldosung 2 (Northern-Blot)

100 mM Tris (pH 7,5)

3.4.5.5 Transferpuffer (pH 6,5) (Northern-Blot)

8 ml 1 M NazHPO,
16,98 ml 1 M NaH,PO,
ad 1000 ml Aqua bidest.
pH auf 6,5 eingestellt
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3.4.6 Puffer und Losungen fir Proteinisolierung, SDS-Page und
Westernblot

3.4.6.1 5x Laemmli-Puffer

65,5 ml 1 M Tris (pH 6,8)
100 mli Glycerin 100 %

2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
20g SDS

0,01 % Bromphenolblau

ad 200 ml Aqua bidest.

3.4.6.2 Proteinextraktionspuffer (1x Laemmli)

2ml 1 M Tris (pH7,5)

2 mi Triton X-100

20 ml 5x Laemmli-Puffer
76 ml Aqua bidest.

3.4.6.3 Swelling-Puffer

10 mM Tris (pH 8,0)
0,1 mM DTT
1 mM PMSF

3.4.6.4 Proteinlysepuffer mit lodacetamid

150 mM NaCl

50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1% NP-40

5mM EDTA

1 mM PMSF

1T mM N83VO4

10 mM NaF

10 mM lodacetamid
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3.4.6.5 10x SDS-PAGE-Laufpuffer

30,3 g Tris
144 g Glycin
109 SDS

ad 1000 mi Aqua bidest.
nicht autoklavieren, Lagerung bei 4°C

Anwendung: 1:10 mit Aqua bidest. verdunnt

3.4.6.6 10x Transferpuffer

58 g Tris
29¢ Glycin
3,79 SDS

ad 1000 ml Aqua bidest.
nicht autoklavieren, Lagerung bei 4°C

3.4.6.7 1x Transferpuffer (gebrauchsfertig)

20 ml 10x Transferpuffer
140 ml Aqua bidest.
40 ml Methanol

immer frisch ansetzen

3.4.6.8 Ponceau S-Lésung

0,2g Ponceau S
3 ml Eisessig
ad 100 ml Aqua bidest.

3.4.6.9 10x TBS (Tris-gepufferte Salzlosung, Tris-Saline)

80 g NaCl

30g Tris

ad 1000 ml Aqua bidest.

mit 37%iger HCI auf pH 7,4 eingestellt
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3.4.6.10 TBS-T (0,1 %)

100 ml 10x TBS
1 ml Tween-20
ad 1000 mi Aqua bidest.

3.4.6.11 TBS-T-Milch (3 %)
TBS-T (0,1 %)

Magermilchpulver 3 % (w/v)

3.4.6.12 Elutionspuffer

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,7)
2% SDS
100 mM -Mercaptoethanol

3.4.7 Nahrmedien und Zusatze fiir die Zellkultur

Kulturmedien, Zusatze und FKS fur die Zellkultur wurden, bis auf angegebene
Ausnahmen, von Invitrogen oder PAA bezogen. Steril filtriert wurde mit einem Filter
GP Express Plus Membran (SCGPTO1RE) (0,22 pm) der Firma Millipore.

3.4.71 Fetales Kalberserum (FKS)

FKS wurde vor Gebrauch 30 min bei 56°C inaktiviert, steril filtriert und aliquotiert.
Lagerung bei —20°C

3.4.7.2 Nahrmedium fir porcine Fibroblasten

Dulbecco Modified Eagle Medium (High Glucose/L-Glutamax)

mit 10 % FKS
1% Natriumpyruvat (100 mM)
1% nichtessentielle Aminosauren (100x)
1% L-Glutamin (200 mM)
1% Penicillin/Streptomycin (100x)

1 pl/100 ml B-Mercaptoethanol
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3.4.7.3 Nahrmedium fur PBL

RPMI 1640

mit 10 % FKS
1% Natriumpyruvat (100 mM)
1% L-Glutamin (200 mM)
1% Penicillin/Streptomycin (100x)

3.4.7.4 Nahrmedium fiir HEK293T- und Jurkat-Zellen

Dulbecco Modified Eagle Medium (Low Glucose)

mit 5% FKS
1% Natriumpyruvat (100 mM)
1% nichtessentielle Aminosauren (100x)
1% L-Glutamin (200 mM)
1% Penicillin/Streptomycin (100x)

1 pl/100 ml B-Mercaptoethanol

3.4.7.5 Nahrmedium fiir PM86-Zellen

RPMI 1640

mit 10 % FKS
1% Natriumpyruvat (100 mM)
1% L-Glutamin (200 mM)

0,5 % Penicillin/Streptomycin (100x)

3.4.7.6 PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung, pH 7,4)

136 mM NaCl

8,1 mM Na;HPO4
2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4

steril filtriert und autoklaviert

3.4.7.7 2x Trypsin/EDTA

1 Volumenanteil ~ 10x Trypsin/EDTA (PAA)
4 Volumenanteile PBS
aliquotiert, Lagerung bei —20°C
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3.5 Primer, Nukleotide und Oligonukleotide

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) MBI Fermentas, St. Leon Roth

Alle folgenden Primer und Oligonukleotide wurden vom Syntheseservice des

Genzentrums (Arbeitsgruppe Arnold) synthetisiert.

H-2K°-huTRAIL-Konstrukt

TRAIL #3 (sense) 5 -TTCCTGAGC AACTTGCACTTIG -3
B-globin #1 (antisense): 5 -GGCAGCCTGCACTGGTGG -3

aMHC-GLVPc-polyA- und TK-porcTGF S1-Konstrukt

oMHC #5 rev (antisense): 5" — ACC GTACTC GTC AAT TCC AAG -3
oaMHC #6 rev (antisense): 5 -GCAGTACAGATGAAGTTIGTTITGACA-3
Gal4 #1 (sense) 5 —CTT CTATCG AAC AAG CAT GCG AT -3
GLVPc4se (sense) 5 -AAG CTACTG TCTTCT ATCGAAC-3
hPR-LBP #2 (antisense): 5 —TGT TGT CAT GTC CTG CAT AGATCA -3
poTGFp #1 (sense) 5"— GTC CAC CTG CAA GAC CATCGA -3’
poTGFp #4 (antisense): 5 — TAT AGC CTC TCT GCG GGT CAG -3
poTGFp #5 (antisense): 5 -GTTATCTTT GCT GTC AGAGGAAG -3
TK sense (sense) 5 —TTC GAA CAC GCAGATGCAGTC -3
TGFp anti (antisense): 5 -TGG TCT TGC AGG TGG ACAGTC -3
[-Aktin, murin

B-actin #1 (sense) 5 -GGC ATCGTGATGGACTCCG-3
B-actin #2 (antisense): 5 - GCT GGAAGG TGGACAGCGA-3
aMyHC, murin

mMHCalpha #2rev (antisense): 5 -ATGTCCTCGATCTTG TCG AAC-3
mMHCalpha #5se (sense) : 5 — TCA GAG ATT TCT CCA ACC CAG-3’

GAPDH, porcin

porcGAPDH #1 (sense) : 5" — CAA CTC CCT CAA GAT CGT CAG -3
porcGAPDH #2 (antisense): 5 -GAG CTT GAC GAAGTG GTC GTT-3

Histon-2A, porcin

H2A se (sense) 5 -TGCTGG TGG TGG TGT CATTC -3
H2A as (antisense): 5 -CCAGGCATCCTTTAGACAGTCTTICT-3
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TRAIL, porcin

TRAIL867rev
TRAIL #4 se
TRAIL #5 se
TRAIL #6 rev
TRAIL #7 se
TRAIL #8 rev
TRAIL #9 rev
TRAIL #10 se
TRAIL #11 rev
TRAIL #12 rev
TRAIL #13 rev
TRAIL #14 se
TR #15rev
TRAIL #16 se

(antisense):

(sense)
(sense)

(antisense):

(sense)

(antisense):
(antisense):

(sense)

(antisense):
(antisense):
(antisense):

(sense)

(antisense):

(sense)

5 — TAA AAA GGC °;CC “cAA “cAA *sCT GGC TTC - 3’
5 — TAC ATC TAT TCC CAA ACA TAC - 3’
5 — TGG ACA AGC TAT CCT GAC CCTATAC -3’
5 — CAC CTT GAT AGA TGG AATAGAGTCC -3’
5 — TGT GGC TGT A;AC TTA CA\sT GTAC-3
5 — TCT AGT TCC ATC CAT GTT CCT G- 3’
5'— ACG ACT CTG AAT AGT CAC TCT G- 3
5 — TGA CAT GGA CCA AGA AGC CAG - 3’
5 - TGG AGT ACT TGT CCTGCATCT G -3
5 — TCA CAA ACT GAC GTA GCT GCC AC -3
5 — TCA TCA GCA GTA TAG GGT CAG - 3’
5 — AGT CAG ACC CTG CCT GGACCATG -3
5 —TGT GCC ACATAT TAGATTCCAG -3
5 — AGT GGA CAA GGA GCTACTTCT G -3

TR #20se_Kozak (sense): 5 — TTA GAA TTC GCC ACC ATG GCG GTG ATG CAG ACT-3

TR #21rev

sonstige

Adapter-Primer AdT20:
Adapter-Primer Ad

Oligo-dT (20)

3.6 Methoden

(antisense): 5 — TTA CTC GAG TTA GCC AAT TAA AAA GGC CC -3’

5 —ATT GAATTC TCT AGA ACG CGT CTC GAG (T)20 -3’

5 - ATT GAATTC TCT AGA ACG CGT CTC GAG -3’
5—TTTTTTTTITTITTITTTITTT -3

3.6.1 Herstellung der Expressionsvektoren

3.6.1.1

Restriktionsenzym-Verdau

Fur einen Restriktionsenzym-Verdau wurde die eingesetzte DNA mit dem

empfohlenen Puffer und bei der erforderlichen Temperatur fur 90 min in einem

Volumen von 20 pl inkubiert. In der Regel wurden 10 Einheiten (U) Enzym pro ug

DNA verwendet.

3.6.1.2

Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden von anderen nicht bendtigten Sequenzen abgetrennt, bevor

sie weiter verwendet wurden. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte Uber

Gelelektrophorese in einem 1 - 1,5 %igen TBE-Gel (Durchfiihrung der Agarose-

gelelektrophorese siehe Abschnitt 3.6.3.1.3).
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Nach Gellauf und photographischer Dokumentation des Gels unter UV-Licht bei
366 nm (Eagle Eye I, Stratagene) wurde das bendtigte DNA-Fragment unter UV-
Licht (Transilluminator) mit einer Skalpellklinge aus dem Gel ausgeschnitten und in
ein 1,5 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt. AnschlieBend wurde die DNA mit dem
QIAquick® Gel Extraction Kit entsprechend den Herstellerangaben aus dem Gel
isoliert. Die Konzentration der isolieten DNA wurde mittels Agarosegel-
elektrophorese mit einem 1 - 1,5 %igen TBE-Gel durch die Verwendung von 1 ug
des Lambda/Hindlll+EcoRI-Markers als Standard abgeschatzt.

3.6.1.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektoren wurde T4-DNA-Ligase verwendet.
100 ng Vektor-DNA wurden mit dem zwei- bis dreifachen molaren Uberschuss an
Insert-Fragment in einem 10 pl Ansatz mit 1 yl T4-DNA-Ligase und 1 pl 10x
Ligationspuffer inkubiert.

Die Berechnung der erforderlichen Insert-DNA-Menge erfolgte mit folgender Formel:

ng an Vektor * kb-Grofle des Inserts * molare (Vektor : Insert) DNA Ratio

ng an Insert =
kb-GroRRe des Vektors

Nach einer Inkubationsdauer von 1 -2 Stunden bei RT oder iber Nacht bei 4°C

erfolgte die Enzyminaktivierung bei 65°C fur 10 min.

3.6.1.4 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Der verwendete Bakterienstamm (E. coli TOP10) wurde aus einer Dauerkultur
zunachst auf einer LB-Platte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C bebrutet. Eine
Einzelkolonie wurde dann in 5 ml TYM-Medium (mit 50 pg/ml Streptomycin, Sigma)
Uberimpft und Uber Nacht bei 37°C und 170 rpm im Schuttler bebritet. 1 — 2,5 ml
dieser Vorkultur wurden in 250 ml TYM-Medium (ohne Streptomycin) Uberfihrt und
im Schattler bei 37°C inkubiert. Bei einer ODgoy von 0,7 bis 0,8 (nach 2 bis

4 Stunden) wurde die Kultur in sechs 50 ml Plastikrohrchen (40 ml Bakterienkultur je
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Roéhrchen) verteilt und far 5 bis 10 min rasch im Eiswasserbad abgekuhlt. Die
Bakterien wurden dann fiir 10 min bei 800 g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Bakterienpellets in je 12 ml eisgekuhltem Tfb |-Puffer im
Eiswasserbad resuspendiert. Nach zehnminltiger Inkubation auf Eis wurden die
Bakterien erneut durch Zentrifugation bei 600 g und 4°C fir 10 min pelletiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet in jedem Rohrchen wurde dann in je 1,6 ml
eisgekuhltem Tfb lI-Puffer sorgfaltig resuspendiert. Je 100 pl der transformations-
kompetenten Bakterien wurden abschliefend in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberfuhrt
und bei —80°C gelagert.

3.6.1.5 Transformation von E. coli

Ein 100 pl-Aliquot von transformationskompetenten E. coli TOP10-Zellen wurde von
—80°C sofort auf Eis gestellt und langsam aufgetaut. 10 ng Plasmid oder bis zu 5 ul
eines Ligationsansatzes wurden zur Bakterienlosung pipettiert, vorsichtig gemischt
und 30 min auf Eis inkubiert. Dann erfolgte flr exakt 45 sec. ein Hitzeschock bei
37°C, gefolgt von 2 — 3 min auf Eis. Anschlieend wurden 800 ul LB-Medium (ohne
Antibiotikum) zum Transformationsansatz pipettiert und unter leichtem Schatteln far
eine Stunde bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Die transformierten E. coli-Zellen
wurden abschlieend mit einer sterilen gebogenen Pasteur-Glaspipette auf Agar-LB-
Platten (mit 50 ug/ml Ampicillin) ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C bebrutet. Nach

12 bis 16 Stunden Inkubationszeit waren Einzelkolonien sichtbar.

3.6.1.6 Isolierung von Plasmid-DNA (Miniprep und Midiprep) aus E. coli

Einzelkolonien wurden von einer Agar-LB-Platte mit sterilen Pipettenspitzen gepickt
und in 5 ml LB-Medium (mit 50 pg/ml Ampicillin) Gberfihrt. Nach Inkubation von 12
bis 18 Stunden bei 37°C unter konstantem Schutteln bei 170 rpom wurde Plasmid-
DNA aus 4 ml Bakterienkultur mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit® entsprechend den
Herstellerangaben isoliert. Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurde
anschliellend mit einem Spektrophotometer bei 260 nm/280 nm bestimmt. 500 ng
einer Miniprep-Plasmid-DNA wurden fur die Analyse mit Restriktionsenzymen

verwendet.
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Wurden groRere Mengen einer Plasmid-DNA (z.B. fur Elektroporation von Zellen)
bendtigt, wurde eine Midiprep angesetzt. Hierzu wurden zu 100 ml LB Medium (mit
50 ug/ml Ampicillin) 50 uyl der Miniprep-Kultur zugefligt und 12 bis 18 Stunden bei
37°C unter konstanten Schutteln bei 170 rom inkubiert. AnschlieRend wurde die
Plasmid-DNA mit dem QIAGEN® Plasmid Midi Kit entsprechend den Hersteller-

angaben isoliert.

3.6.2 Expressionsvektoren

3.6.2.1 Das H-2K"-huTRAIL-Konstrukt

Das H-2K°-huTRAIL-Konstrukt (pUC-H2XXS-huTRAIL) enthalt die humane TRAIL-
cDNA als Sall-Fragment im Saugetierexpressionsvektor pUC-H2XXS (freundlicher-
weise Uberlassen von Prof. Pfeffer, Dusseldorf). Das Injektionsfragment fur die

Mikroinjektion wurde durch Xhol-Verdau aus dem Plasmid freigesetzt.

Hu B-Globin
Splice-Kassette

— H-2KP Promotor hu TRAIL — —

1 + 1 R

Xho | Sall Scal Sal | Xho |

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des H-2K°-huTRAIL-Konstrukts

Humane TRAIL-cDNA (849 bp) wurde zwischen die Promotorsequenz des murinen H-2K® (MHC-
Klasse 1)-Gens (2,1 kb) und der 3'-Splice-Kassette (1,7 kb), welche von dem humanem B-Globin-Gen
abstammt, Uber Sall-Schnittstellen inseriert. Die Splice-Kassette besteht aus zwei kurzen nicht
translatierten Exons (19 bp von Exon2 und 228 bp von Exon 3), welche ein Intron (850 bp,
schraffiertes Feld) flankieren, und einem Polyadenylierungssignal (593 bp). Pfeile entsprechen der

Position der Transgen-spezifischen Primer.

3.6.2.2 Das pcDNA3-huTRAIL- und pcDNA3-porcTRAIL-Konstrukt

Das pcDNA3-huTRAIL-Konstrukt wurde freundlicherweise von Dr. Robert Endres
(Institut fir Medizinische Mikrobiologie, TU Munchen) zur Verfiugung gestellt. Die
humane TRAIL-cDNA ist in den pcDNA3.1(+)-Vektor (Invitrogen) an der ,multiple

cloning site® inseriert.
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Zur Herstellung des pcDNAS3-porcTRAIL-Konstrukts wurde zunachst mit dem
Advantage® cDNA PCR Kit entsprechend den Herstellerangaben die porcine TRAIL-
cDNA durch zwei aufeinander folgende PCR-Reaktionen synthetisiert. Als Probe fir
die PCR diente die mit oligodT Primern revers transkribierte cDNA aus
Lungengewebe eines nicht transgenen Schweins. Fur die RT-PCR wurden die
Primer TR #20se_Kozak (sense) und TR #15rev (antisense), fur die nachfolgende
seminested-PCR die Primer TR #20se_Kozak (sense) und TR #21rev (antisense)
ACT -3)) enthalt die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms EcoRI (gaattc) und
die Kozak-Konsensussequenz (gccacc), der Primer TR #21rev (5- TTA CTC GAG TTA

GCC AAT TAA AAA GGC cC -3)) die Erkennungssequenz von Xhol (ctcgag).

Das Produkt aus der seminested-PCR wurde auf ein 1,5 %iges TBE-Gel
aufgetragen, nach Gelelektrophorese das gewiunschte Fragment aus dem Gel
ausgeschnitten, wie unter Abschnitt 3.6.1.2 beschrieben aufgereinigt und die
Konzentration bestimmt. Anschlielend wurden 2 ug des gereinigten PCR-Produkts
mit je 2,5 U der Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol und dem Puffer O verdaut und,
nach Aufreinigung mit dem High Pure PCR Purification Kit® und Konzentrations-
bestimmung auf einem Gel (wie unter Abschnitt 3.6.1.2 beschrieben), die Ligation
des Inserts mit dem entsprechend vorbereiteten pcDNA3.1(+)-Vektor (Invitrogen)
durchgefuihrt. Nach Transformation der Plasmid-DNA in E. coli, Vermehrung der
Bakterien und Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli wurde durch Restriktions-
enzymverdau mit EcoRI und Xhol die Integration der porcinen TRAIL-cDNA in den
Vektor nachgewiesen. Durch Sequenzierung wurde die korrekte Insertsequenz
Uberpruft. Die Sequenzierungen wurden durch den Sequenzierservice des Gen-

zentrums (AG Blum) durchgeflhrt.

— hCMV Promotor . hu bzw. porc TRAIL o bGHp (A) |—

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des pcDNA3-hu bzw. porc TRAIL-Konstrukts
Die cDNA von humanem (849 bp) bzw. porcinem (870 bp)TRAIL wurde in den pcDNA3.1(+)-Vektor
(Invitrogen) zwischen dem hCMV-Promotor (587 bp) und dem 3’-Polyadenylierungssignal des bovinen

Wachstumshormons (224 bp) inseriert. \(CMV: Promotor des humanen Cytomegalievirus.
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3.6.2.3 Das aMHC-GLVPc-polyA- und TK-porcTGFp1-Konstrukt

Die Konstrukte aMHC-GLVPc-polyA und TK-porcTGFB1 wurden freundlicherweise
von Dr. Robert Endres (Institut fur Medizinische Mikrobiologie, TU Munchen) zur
Verfligung gestellt. Das oMHC-GLVPc-polyA-Injektionsfragment wurde durch
BamHI|-Verdau aus dem Plasmid freigesetzt. Bei dem TK-porcTGFp1-Konstrukt
wurden hierzu die Enzyme Nofl und Kpnl verwendet. Beide Fragmente wurden

jeweils fur die Mikroinjektion in Zygoten zur Erstellung transgener Mause verwendet.

— Intergene Region von MyHC GLVPc-Kassette hGH p(A) —

1 i

Bam HI Bam HI

Abb. 3.3: Schematische Darstellung des a MHC-GLVPc-polyA-Konstrukts
Das aMHC-GLVPc-polyA-Konstrukt (7,7 kb) beinhaltet die intergene Region des murinen MyHC
(5,5 kb) als Promotor, die GLVPc-Kassette (1,6 kb) als kodierende Sequenz und das 3’-Poly-
adenylierungssignal des humanen Wachstumshormongens [hGH p(A)] (627 bp). Die GLVPc-Kassette
kodiert flir einen chimaren Transaktivator, welcher die regulatorische Komponente des Mifepristone-
induzierbaren Genregulatorsystems ist. Sie ist aus folgenden kodierenden Sequenzen zusammen-
gesetzt:
1) aus der Sequenz fur die Gal4-DNA-Bindedoméane aus Hefe (Gal4-DBD) (276 bp);
2) aus der Sequenz fur die um 19 AS am C-Terminus gekirzte Form der humanen
Progesteronrezeptor-Ligandenbindungsdomane (PRLBD-914) (825 bp);
3) aus der Sequenz der Transkriptionsaktivierungsdomane von VP16 des Herpes simplex Virus
(VP16AD) (243 bp).
Der Promotor besteht aus der durch BamHI- und Sall-Verdau exzidierten, etwa 5,5 kb langen
genomischen Region zwischen den beiden Genen fiir die schweren Ketten des Myosins (BMyHC und
aMyHC) der Maus. Er beinhaltet Teile des am 3’-Ende liegenden Exons von BMyHC, die intergene
Region zwischen BMyHC und oMyHC mit den Promotorsequenzen fir aMyHC und die nicht

kodierenden Exons 1 bis 3 sowie Introns 1 und 2 von aMyHC.
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Gal4-Bindungsstelle (4x)

~H—H—H—HTK Promotor poTGFB1, mutiert 1 SV40 polyA —
Not | Kpn |

Abb. 3.4: Schematische Darstellung des TK-porcTGFp1-Konstrukts

Das TK-porcTGFp1-Konstrukt (1,7 kb) beinhaltet als kodierende Sequenz die des mutierten porcinen
TGF-B1 (TGF-p1522¥22%) (1 2 bp) unter der Kontrolle des Thymidinkinase (TK)-Promotors (247 bp) mit
vier Kopien der Aktivierungssequenzen von Gal4 (UAS) (a 19 bp). Am 3-Ende des Konstrukts
befindet sich das Polyadenylierungssignal von SV40 (232 bp).

3.6.3 Identifikation transgener Tiere
3.6.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.6.3.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Mauseschwanzspitzen bzw.

Schweineohrstanzen

Schwanzspitzenproben wurden beim Absetzen der Mause im Alter von vier Wochen
genommen. Ohrstanzen wurden von acht Tagen alten Ferkeln gewonnen. Die
Lagerung der Proben erfolgte bei —80°C. Zur Isolierung genomischer DNA wurden
3 — 5 mm Mauseschwanz bzw. die entsprechende Menge an Schweineohrstanze in
1,5 ml Reaktionsgefalte Uberfuhrt und in jeweils 400 yl Mastermix Uber Nacht bei
55°C inkubiert.

Mastermix: 375yl Cutting buffer
20yl 20 % SDS
5ul  Proteinase K (20 mg/ml)

Am folgenden Tag wurden die unverdauten Bestandteile bei 15.000 g, 20°C zwei
Minuten abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Anschlieend erfolgte die DNA-Fallung mit 400 ul Isopropanol und zwei-
maliges Waschen des DNA-Pellets mit 70 %igem Ethanol. Nach Trocknung des

DNA-Pellets an der Luft wurde es in 100 ul TE resuspendiert. Um sicherzustellen,
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dass die DNA vollstandig gelost war, wurde sie vor der weiteren Verwendung

mindestens 24 Stunden bei 4°C gelagert.

Vor Verwendung der genomischen DNA fur die Genotypisierungs-PCR erfolgte eine
DNA-Konzentrationsmessung an einem Spektrophotometer und die Einstellung der

DNA-Konzentration auf 100 ng/ul.

3.6.3.1.2 PCR-Bedingungen

Zum Nachweis der Transgenintegration wurden Transgen-spezifische Primer

verwendet. Es kamen folgende Primer zur Anwendung:

H-2K°-huTRAIL: TRAIL #3 (sense) und B-globin #1 (antisense)
oaMHC-GLVPc-polyA: Gal4 #1 (sense) und aMHC #6 rev (antisense)
TK-porcTGFB1: TK sense (sense) und TGFf anti (antisense)

Die Amplifikation von endogenen Sequenzen diente zur Bestatigung der Integritat
der isolierten genomischen DNA. Hierzu wurden bei porciner DNA die Primer
porcGAPDH #1 (sense) und porcGAPDH #2 (antisense), bei DNA von der Maus die

Oligonukleotide B-actin #1 (sense) und p-actin #2 (antisense) verwendet.

Die PCR-Reaktionen wurden als 20 ul-Ansatze in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefallen auf
Eis unter Verwendung der Taqg DNA Polymerase (5 U/ul; Qiagen) wie folgt angesetzt:

Aqua bidest. 8,65 i
Q-Solution (Qiagen) 4
10x Puffer (Qiagen) 2
MgCl2 (50 mM) (Qiagen) 1,25
dNTPs (1 mM) 1yl
sense Primer (2 yM) 1w
antisense Primer (2 yM) 1
Taqg-Polymerase (5 U/pl) 0,1 ul

DNA-Probe (100 ng/pl) 1
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Die PCR-Bedingungen waren wie folgt:

Primerkombination TRAIL #3 / B-globin #1  Gal4 #1/ aoMHC #6 rev TK sense / TGFp anti

Denaturierung 94°C 4 min 94°C 5 min 94°C 5min
Denaturierung 94°C 1 min 94°C 1 min 94°C 1 min
Annealing 60°C 30sec [36x 63,5°C 1Tmin [36x 58°C 1 min |36X
Extension 72°C 105 sec 72°C 2 min 72°C 1 min
finale Extension 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min

Primerkombination GAPDH #1 / GAPDH #2 p-actin #1 / B-actin #2

Denaturierung 94 °C 4 min 94°C 4 min
Denaturierung 94°C 1 min 94°C 1 min
Annealing 60°C 30sec [36x 60°C 30sec [36x
Extension 72°C 105 sec 72°C 2 min

finale Extension 72°C 10 min 72°C 10 min

Zum Abschluss der PCR erfolgte eine Kuhlung der PCR-Proben auf 4°C im
Thermocycler. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben kurzfristig bei 4°C

und langerfristig bei —20°C gelagert.

Als Positivkontrolle der Genotypisierungs-PCR diente jeweils das entsprechende
Transgenkonstrukt oder DNA eines transgenen Tieres, als Negativkontrolle H20 (non

template control).

3.6.3.1.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA wurden TBE-Agarosegele verwendet. Die Gellésung und
der 1x TBE-Laufpuffer wurden mit Ethidiumbromid (0,9 pl/l) versetzt. Ethidiumbromid
interkaliert in die DNA, welche dadurch unter UV-Licht sichtbar wird. Die Proben
wurden mit einem Sechstel Volumenanteil 6x Ladepuffer versetzt und in die
Geltaschen pipettiert. Jeweils beiderseits flankierend wurden DNA-GréRenstandards
aufgetragen. Anschlielfend wurde die Gelelektrophorese durchgefuhrt. Alle Gele

wurden unter Verwendung des Stratagene Eagle Eye Il dokumentiert.
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3.6.3.2 Southern-Blot

3.6.3.2.1 Isolierung genomischer DNA aus EDTA-Blut von Schweinen

Genomische DNA wurde aus 5 ml mit EDTA antikoaguliertem Blut mit dem QIAGEN
Blood & Cell Culture DNA Midi Kit® entsprechend den Herstellerangaben isoliert.

3.6.3.2.2 Isolierung genomischer DNA aus Mduseschwénzen

Genomische DNA aus 0,5 cm langen Mausschwanzproben wurde mit dem Wizard

genomic DNA purification kit® entsprechend den Herstellerangaben isoliert.

Nach Resuspension der DNA in TE wurde diese vor der weiteren Verwendung
mindestens 24 Stunden bei 4°C gelagert. Durch Messung der optischen Dichte von
100 pl einer 1:50-Verdinnung bei 260 nm und 280 nm in einem Spektrophotometer
wurde die DNA-Konzentration bestimmt. Bei einem Verhaltnis (260 nm/280 nm)

zwischen 1,6 und 2,0 wurde die DNA-Probe fur weitere Analysen verwendet.

3.6.3.2.3 Restriktionsenzymverdau und Transfer von genomischer DNA

3.6.3.2.3.1 Restriktionsenzymverdau genomischer DNA vom Schwein

10 pug von genomischer DNA wurden mit 27 U des ausgewahlten Restriktionsenzyms
und dem daflr erforderlichen Puffer in einem Gesamtvolumen von 30 ul Gber Nacht
(mindestens 12 Std.) bei der erforderlichen Temperatur inkubiert. Vor dem Beladen
des Gels wurden 6 pl eines 6x Ladepuffers (MBI Fermentas) zur verdauten DNA

hinzupipettiert.

3.6.3.2.3.2 Restriktionsenzymverdau genomischer DNA von der Maus

10 pg von genomischer DNA wurden mit 37 U des ausgewahlten Restriktionsenzyms
und dem dafur erforderlichen Puffer in einem Gesamtvolumen von 40 ul Gber Nacht
(mindestens 12 Std.) verdaut. Vor dem Beladen des Gels wurde das Volumen der
verdauten DNA in der ,SpeedVac* (Vacuum Concentrator) auf ca. 30 ul eingeengt

und 6 ul eines 6x Ladepuffers (MBI Fermentas) hinzupipettiert.
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3.6.3.2.3.3 Gelelektrophorese und Transfer von Restriktionsenzym-verdauter DNA

Die Restriktionsenzym-verdaute DNA wurde auf einem 0,8 %igen TBE-Gel
aufgetrennt. Als GréRenstandards dienten der 1 kb-Marker und der A/EcoRI+Hindlll -
Marker. Die Gelelektrophorese wurde beendet, sobald die Bromphenolblau-Bande
(der Proben mit 6x Ladepuffer) das Gelende erreicht hatte. Nach photographischer
Dokumentation des Gels mit einem Lineal unter UV-Licht wurde das Gel in 0,2 N HCI
geschwenkt (Depurinierung). Die Zeitdauer richtete sich nach dem Farbumschlag der
Bromphenolblau-Bande von blau nach gelb (etwa 20 min). Anschliel3end wurde das
Gel als Vorbehandlung fir den neutralen Transfer einmal flir 45 min in
Denaturierungslosung und zweimal (1x 30 min, 1x 15 min) in Neutralisierungslosung
geschwenkt. Beim Pufferwechsel wurde das Gel jeweils kurz mit Aqua dest.
gewaschen. Anschlielend wurde die im Gel aufgetrennte, verdaute genomische
DNA Uber neutralen Kapillartransfer auf eine ungeladene Nylonmembran (Biodyne

A®) transferiert. Der Aufbau des Southern-Blots ist der Abbildung 3.5 zu entnehmen.

Gewicht ca. 800 g
Glasplatte

saugfahiges Papier

Saran-Folie 3 Whatman-Papiere

Gel | | Nylonmembran
Glasplatte langes und kurzes

Whatman-Papier

Glasschale mit neutralem Transferpuffer

Abb. 3.5: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Southern-Blots

Eine Glasplatte wird Gber eine Glasschale platziert, welche den neutralen Transferpuffer enthalt. Auf
die Glasplatte wird luftblasenfrei zunachst ein langes, in den Transferpuffer reichendes, und darauf ein
kurzes, etwa der GelgroRe entsprechendes angefeuchtetes saugfahiges Papier (Whatman-Papier,
GB002, Dicke 0,4mm; Schleicher & Schuell) gelegt. Anschlielend wird das Gel mit den Geltaschen
zur Glasplatte hinzeigend und darauf die Nylonmembran (Biodyne A®) luftblasenfrei gelegt. Die
Rickseite der Membran wird beschriftet und die rechte untere Ecke der Membran wird zur spateren
Orientierung abgeschnitten. Die Randbereiche des Gels werden mit Saran-Folie abgedeckt. Dann
werden drei angefeuchtete Whatman-Papiere luftblasenfrei darauf gelegt, dariiber ein Stapel aus
saugfahigen Papierhandtichern. Um den Kapillartransfer zu forcieren, wird abschlieRend ein Gewicht
von etwa 800 g auf den Blot gelegt.
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Nach Kapillartransfer von 18 bis 24 Stunden wurde die Nylonmembran nach
Blotabbau kurz in 6x SSC geschwenkt, auf ein neues Whatman-Papier gelegt und fur
etwa 10 min an der Luft getrocknet. AnschlieRend erfolgte das Kreuzvernetzen der
transferierten DNA mit der Membran unter UV-Licht (120 J/cm?). Bis zur weiteren

Verwendung wurde die Membran zwischen zwei Whatman-Papieren bei RT gelagert.

3.6.3.2.4 Sondenherstellung

Die Herstellung der humanen TRAIL-cDNA-Sonde erfolgte durch Sall-Verdau des
H-2KP-huTRAIL-Konstrukts, der porcinen TRAIL-cDNA-Sonde durch EcoRl / Xhol -
Verdau des pcDNAS3-porcTRAIL-Plasmids und Aufreinigung der entsprechenden

Banden aus dem Agarosegel wie unter Abschnitt 3.6.1.2 beschrieben.

Uber RT-PCR mit den Primern porcGAPDH#1 (sense) und porcGAPDH #2
(antisense) sowie Aufreinigung des PCR-Produkts mit dem High Pure PCR
Purification Kit® entsprechend den Herstellerangaben erfolgte die Sondenherstellung
der porcinen GAPDH-cDNA. Analog erfolgte die Herstellung der Sonde von murinem
B-Aktin mit den Primern B-actin #1 (sense) und B-actin #2 (antisense) bzw. von
murinem aMyHC mit den Primern mMHCalpha #5se (sense) und mMHCalpha #2rev

(antisense).

Die Sonden zum Nachweis der Integration und Expression der aMHC-GLVPc-polyA-
und TK-porcTGFp1-Konstrukte wurden mittels PCR von Plasmid-DNA und nach-
folgender Aufreinigung der PCR-Fragmente aus dem Agarosegel, wie unter Abschnitt
3.6.1.2 beschrieben, hergestellt. Als Primer fur die PCR wurden verwendet:
e GLVPc4se (sense) und aMHC #5rev (antisense) fur das aMHC-GLVPc-
polyA-Konstrukt
e TKsense (sense) und poTGFB#5 (antisense) fur das TK-porcTGFp1-

Konstrukt

3.6.3.2.5 Radioaktive Markierung der Sonde

50 ng der zu verwendenden Sonde wurde mit dem Rediprime I Random Prime

Labelling System® entsprechend den Herstellerangaben mit 50 pCi *P-dCTP
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radioaktiv markiert. Anschliefend wurden die nicht in die radioaktiv markierte Sonde
eingebauten Nukleotide (ber MicroSpin™ S-300 HR Saulchen entfernt. Die
radioaktive Strahlung pro Minute (cpm) von 5 ul einer 1:100 Verdinnung wurde mit
dem Szintillationszahler LS6500 gemessen. Anschliellend erfolgte die Berechnung
des cpm-Wertes pro pl Sonde nach folgender Formel (Cerenkov ist ein

Korrekturfaktor fur Messungen ohne Szintillationsflissigkeit):

cpm/ul = cpm * 20 (Verdiinnung) * 1,55 (Cerenkov)

3.6.3.2.6 Hybridisierung, Waschen und Signaldetektion

Die Nylonmembran wurde in ein Hybridisierungs-Glasréhrchen Uberfihrt und in
Rapid-Hyb buffer® bei 65°C fiir mindestens 45 min in einem Hybridisierungsofen
prahybridisiert. Fur die Hybridisierung wurde eine Konzentration der radioaktiv
markierten Sonde von 2 x 10° cpm pro ml Rapid-Hyb buffer® benétigt. Zur Sonden-
vorbereitung fur die Hybridisierung wurde die bendtigte Menge an Sonde fir 5 min
auf 95°C erhitzt and anschliel3end direkt auf Eis gestellt. Nach 5 bis 10 min auf Eis
wurde die denaturierte Sonde direkt der Prahybridisierungslosung zugegeben. Beim
Southern-Blot erfolgte die Hybridisierung bei 65°C tber Nacht. Anschlie3end wurden
drei Waschschritte zur Entfernung von unspezifisch gebundener Radioaktivitat
durchgefuhrt: 1x 20 min bei RT mit 2x SSC / 0,1 % SDS und 2x 15 min bei 65°C mit
1x SSC /0,1 % SDS. AbschlieBRend wurde die Southern-Blot-Membran zwischen
zwei Plastikfolien eingeschweildt. Die Exposition erfolgte auf einem ,Storage
Phosphor Screen®. Die gespeicherten Signale wurden mit Hilfe eines Phosphor-

Imagers (Storm 860) ausgelesen.

Die Hybridisierungs- und Waschlésungen wurden in den radioaktiven Flussigabfall

entsorgt.

3.6.3.2.7 Strippen der Membran

Vor erneuter Hybridisierung mit einer weiteren radioaktiv markierten Sonde wurde die
zuvor verwendete Sonde durch Strippen der Membran von dieser entfernt. Hierzu

wurde die feuchte Membran in ein Hybridisierungsrohrchen Gberfuhrt, mit reichlich
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kochender 0,1 %iger SDS-Lésung Ubergossen und im Hybridisierungsofen bei RT
gerollt. Nach 10 min wurde die Losung erneuert und bis zum Abkuhlen auf RT auf
der Membran im Hybridisierungsofen belassen. Vor der erneuten Prahybridisierung
der Membran wurde die radioaktive Strahlung unter dem Szintillationshandmefgerat
gemessen. Erwies sich die Reststrahlung als zu hoch, wurde das Strippen der
Membran wiederholt, ansonsten wurde die Membran bei RT getrocknet. Bis zur
Wiederverwendung wurde die Nylonmembran zwischen zwei Whatman-Papieren bei

RT gelagert.

3.6.4 Untersuchung der Genexpression auf RNA-Ebene

Um einen Abbau durch RNasen zu verhindern, wurden folgende Regeln beim
Umgang mit RNA befolgt:
e Handschuhe wurden durchgehend getragen und regelméBlig gewechselt.
e Alle Lésungen und Plastikwaren wurden autoklaviert, Glaswaren und Magnet-
rihrer bei 180 °C fir 12 Stunden sterilisiert.
e Fir RNA- und Northern-Blot-Gele wurden die Gelkammern und -kdmme (iber
Nacht in 1 %iger SDS-Lésung inkubiert, anschlieBend mit heiBem H20 und
Aqua bidest. gesplilt.
o Alle Lésungen mit Ausnahme der Tris-haltigen wurden mit 0,1 % DEPC-H20
angesetzt.
e Beim Abwiegen der Reagenzien wurde auf den Gebrauch von Spateln
verzichtet, ebenso wurde kein Reagenz zurtick in den Originalbehélter gefiillt.

e Alle Reaktionsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt.

3.6.4.1 RNA-Isolierung aus Zellen und Gewebe

In ein 5 ml Plastikrohrchen wurde 1 ml TRIzoL® Reagenz vorgelegt. 30 bis 50 mg von
den bei -80°C gelagerten Proben wurden in das vorbereitete Rohrchen tberfuhrt und
mit einem Gewebe-Homogenisator (ART-Mirco D8) auf Position D (23.500 rpm) fur
30 bis 60 sec. homogenisiert. Zwischen den einzelnen Proben wurde der
Homogenisator-Stab mit Aqua bidest., 0,2 M NaOH und abschlieRend nochmals mit
Aqua bidest. gereinigt. Die RNA wurde entsprechend den Herstellerangaben isoliert
und, abhangig von der Grolke des RNA-Pellets, in 20 bis 200 ul 0,1 % DEPC-H20
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gelést. RNA-Konzentrationsmessung erfolgte mit einem Spektrophotometer bei
260 nm und 280 nm.

RNA-Isolierung aus adharenten Zellen erfolgte durch direkte Zugabe von TRIzoL®
Reagenz auf die Zellkulturschale. Zellen, die in Suspension wuchsen, wurden vor der
Zugabe von TRIzoL® Reagenz pelletiert. Ein vorheriges Waschen der Zellen mit PBS
wurde unterlassen, da dies zu einer erhdhten mRNA-Degradierung hatte fuhren

konnen.

Bei Bedarf wurde die Qualitdt der RNA Uber die Intensitat der 28S und 18S

ribosomalen RNA-Banden auf einem 1 %igen TBE-Gel Uberpruft.

3.6.4.2 DNase I-Verdau und reverse Transkription fiir RT-PCR

Um maogliche DNA-Kontaminationen von der RNA-Probe zu entfernen, wurden 5 pg
Gesamt-RNA mit RNase-freier DNase | bei 37°C fur 30 min in einem Gesamt-

volumen von 20 ul wie folgt inkubiert:

Gesamt-RNA X Ml (=5 pg)
10 x DNase | Reaktionspuffer 2 pl
RNase-freie DNase | (10 U/pl) 0,25 pl

0,1 % DEPC-H20 ad 20 pl

Die Enzyminaktivierung erfolgt bei 75°C fir 10 min.
3 ul des DNase I-Verdaus (= 0,75 pg RNA) wurden fur die reverse Transkription der

RNA in cDNA mit der M-MLV reversen Transkriptase in einem Gesamtvolumen von

20 ul wie folgt eingesetzt:
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1l
1l
7 ul
3 ul

2 ul
2 ul

2 ul
1,5 pl
0,5 ul

random primer hexamers (600 pg/ml)
dNTPs (10 mM)
0,1 % DEPC-H20
RNA, DNase I-verdaut (=0,75 pg)
-> 5 min, 65°C

-> auf Eis stellen

5x Erststrangpuffer
0,1 MDTT
-> 10 min, 25°C

5x Erststrangpuffer

0,1 % DEPC-H20

M-MLYV reverse Transkriptase (200 U/ul)
-> 50 min, 37°C
-> 15 min, 70°C

Nach der Inaktivierung des Enzyms bei 70°C fur 15 min wurde die cDNA auf Eis

gestellt, kurz abzentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

3.6.4.3 RT-PCR

2 ul der cDNA-L6sung wurden als Matrize fur die wie folgt beschriebene PCR

eingesetzt:
Aqua bidest. 7,65 ul
Q-Solution 4
10x Puffer 2
MgCl, (50 mM) 1,25
dNTPs (1 mM) 1l
sense Primer (2 M) 1 i
antisense Primer (2 pM) 1 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 ul

cDNA-Probe 2 i



71 Tiere, Materialien und Methoden

Zur Amplifikation Transgen-spezifischer Sequenzen und somit zum Nachweis der

Transgen-Expression kamen folgende Primer zur Anwendung:

H-2KP-huTRAIL: TRAIL #3 (sense) und B-globin #1 (antisense)
oaMHC-GLVPc-polyA: Gal4 #1 (sense) und hPR-LBP #2 (antisense)
TK-porcTGFB1: poTGFp #1 (sense) und poTGFp #4 (antisense)

Zum Nachweis endogener Genexpression wurden folgende Primer verwendet:

aMyHC (Maus): mMHCalpha #5se (sense) und mMHCalpha #2rev (antisense)

B-Aktin (Maus): B-actin #1 (sense) und B-actin #2 (antisense)
GAPDH (Schwein): porcGAPDH #1 (sense) und porcGAPDH #2 (antisense)

Die RT-PCR-Bedingungen waren wie folgt:

RT-PCR mit den Primerkombinationen TRAIL #3 und B-globin #1 bzw. GAPDH #1
und GAPDH #2 waren analog den in Abschnitt 3.6.3.1.2 beschriebenen.

Primerkombination Gal4 #1 / hPR-LBP #2  poTGFp #1 + #4 B-actin #1 + #2
mMHCalpha #5 + #2

Denaturierung 94 °C 5 min 94 °C 5 min 94°C 4 min
Denaturierung 94°C 1 min 94°C 1 min 94°C 1 min
Annealing 61,7 °C 1 min [40x 65°C 1 min |40x 60°C 1 min |36x
Extension 72°C 90 sec 72°C 75sec 72°C 90 sec
finale Extension 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min

Im Anschluss an die RT-PCR erfolgte die Gelelekirophorese, wie in Abschnitt
3.6.3.1.3 beschrieben.

Die Uberpriifung der Vollstandigkeit des DNase |-Verdaus erfolgte durch PCR mit

DNase I-verdauter RNA als Matrize.
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3.6.44 Real-Time-RT-PCR

3.6.4.4.1 DNase I-Verdau und reverse Transkription fiir Real-Time-RT-PCR

DNase I-Verdau von 10 ug Gesamt-RNA erfolgte mit einer RNase-freien DNase |
(Invitrogen) entsprechend den Herstellerangaben. AnschlieBend wurde zur
Uberprifung der Qualitat der DNase |-verdauten RNA ein Aliquot auf ein 1 %iges
TBE-Gel aufgetragen und eine Gelelektrophorese durchgefihrt. Nach RNA-
Konzentrationsmessung einer 1:50-Verdinnung mit dem Spektrophotometer erfolgte
die cDNA-Erststrangsynthese aus 400 ng DNase I-verdauter RNA mit der
Superscript™ Il reversen Transkriptase und Verwendung von Random Primer

Hexamers und RNaseOUT® entsprechend den Herstellerangaben.

3.6.4.4.2 Real-Time-RT-PCR

Ziel der quantitativen RT-PCR (qRT-PCR) ist es, aus der Menge an amplifiziertem
PCR-Produkt auf die Transkriptionshaufigkeit bestimmter Gene zu schliel3en. Bei der
Real-Time-RT-PCR konnen die PCR-Produkte direkt wahrend ihrer Bildung erfasst
werden. Verwendet wurde der DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green |I.
Dieser Farbstoff lagert sich mit hoher Spezifitat und Sensitivitat in die kleine Furche

doppelstrangiger DNA ein.

Stammldsungen der Plasmid-Standards wurden nach Linearisierung der Plasmide
und Konzentrationsmessung mit einem Spektrophotometer bei 260 nm/280 nm durch
Verdlinnung der linearisierten Plasmide auf eine Millionen Moleklle pro ul her-
gestellt. Verwendet wurde das Plasmid pcDNA3-porcTRAIL sowie ein Plasmid mit
Histon-2A, welches durch Klonierung des Histon-2A-PCR-Produkts in den TOPO TA-

Klonierungsvektor entsprechend den Herstellerangaben hergestellt wurde.

Amplifikationsansatze (25 ul) fur die gRT-PCR setzten sich aus 2 yl cDNA, 12,5 pl
SYBR Green PCR Mix, 0,25 yl AmpErase®, 1,5 ul von sense- und antisense-Primer
(gesamt je 300 nm) und 7,25 ul Aqua bidest. zusammen. Standards, unbekannte
Proben und Negativkontrollen (,non template control“) wurden als Triplikate pipettiert.
Als genspezifische Primer wurden die Primer H2A se (sense) und H2A as (antisense)
zur Amplifikation des Housekeeping-Gens Histon-2A und die Primer TRAIL #5se
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(sense) und TRAIL #6rev (antisense) zum Nachweis von porciner TRAIL-Expression
verwendet. Die Bedingungen fur die gRT-PCR mit dem ABI PRISM™ 7700
Sequence Detector waren: Start 2 min bei 50°C fur die Aktivierung der AmpErase®
gefolgt von 10 min bei 95°C zur Denaturierung; Fortsetzung fur 40 Zyklen mit 15 sec.
bei 95°C, 30 sec. bei 60°C und 30 sec. bei 72°C. Zur Uberpriifung der Spezifitat der
Amplifikate und um die Bildung von Primerdimeren auszuschlieRen erfolgte im
Anschluss an die qRT-PCR die Auftrennung der Amplifikate durch Agarose-

gelelektrophorese.

Die Standardkurve wurde durch die Verwendung von Stammldsungen der Plasmid-
standards und sechs seriellen Verdinnungen (1:5) erhalten. Dadurch wurde je eine
Kopienzahl von 1 Millionen bis 320 Kopien pro Reaktionsansatz eingesetzt. Daten
Uber die absolute und relative Haufigkeit des Vorkommens von porciner TRAIL-
mRNA wurden unter Bericksichtigung der PCR-Amplifikationseffizienz und

Normalisierung auf Histon-2A-mRNA als interne Referenz erhalten.

3.6.4.5 Northern-Blot

3.6.4.5.1 Formaldehyd-Gelelektrophorese

Formaldehyd-Gele (150 ml Gesamtvolumen) wurden in einem 250 ml Erlenmeyer-

Kolben wie folgt angesetzt:

Formaldehyd-Gel Agarose 1,59
Aqua bidest. 111 mi
10x MOPS 15 ml
37 % Formaldehyd-L6sung 24,3 ml
1 % Ethidiumbromid 1,5 ul

Agarose und Aqua bidest. wurden zusammen gekocht, bis die Losung klar war,
anschlielfend wurden die weiteren Komponenten zugeflgt. Das Gel wurde in die
vorbereitete Gelkammer gegossen und mindestens eine Stunde unter dem Abzug

polymerisieren gelassen.



74 Tiere, Materialien und Methoden

10 ug Gesamt-RNA wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefall pipettiert und mit dem
1,7fachen Volumenanteil mit RNA-Ladepuffer und 3 pl 6x Ladepuffer (MBI) gemischt.

10 ug Gesamt-RNA X Ml
0,1 % DEPC-H20 ad 7 pl
1,7fache an RNA-Ladepuffer 11,9 ul
6x Loading dye (MBI) 3 ul

Die Proben wurden 20 min bei 70°C inkubiert und anschlieBend sofort auf Eis
gestellt. Vor dem Beladen der Geltaschen wurden die Deckelkondensate kurz
abzentrifugiert. Der Gellauf erfolgte 20 min bei 50 V, anschliel3end bei 120 V, bis die
Bromphenolblau-Bande das Gelende erreicht hatte. Als Laufpuffer diente 1x MOPS.

3.6.4.5.2 Transfer der RNA

Nach Ende des Gellaufs wurde das Gel mit einem Lineal unter UV-Licht fotografiert,
um die Positionen der 28S- und 18S-ribosomalen RNA-Banden festzustellen.
AnschlieRend wurde das Gel kurz mit Aqua bidest. gewaschen, bevor es in einer
Glasschale zuerst in der Waschlésung 1 und anschliel3end in der Waschlésung 2 fur

jeweils 40 min bei RT auf einem Horizontalschuttler geschwenkt wurde.

Der Blotaufbau und die Behandlung der Nylonmembran (Biodyne A®) nach
Blotabbau erfolgte wie beim Southern-Blot (Abschnitt 3.6.3.2.3.3) beschrieben. Der
Transferpuffer (Northern Blot) (pH 6,5) wurde nach Blotabbau zum kurzzeitigen

Schwenken der Membran verwendet.

3.6.4.5.3 Radioaktive Markierung der Sonde, Hybridisierung, Waschen und
Signaldetektion

Die radioaktive Markierung der Sonde, die Hybridisierung, das Waschen und die

Signaldetektion erfolgte wie in den Abschnitten 3.6.3.2.5 und 3.6.3.2.6 beschrieben.

Die Hybridisierungszeit betrug beim Northern-Blot zwei Stunden bei 65°C.
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3.6.4.5.4 Strippen der Membran
Das Strippen der Membran erfolgte wie im Abschnitt 3.6.3.2.7 beschrieben.

3.6.5 RACE der porcinen TRAIL-cDNA
Das Ziel der RACE (rapid amplification of cDNA ends) ist es, durch den Einsatz von

genspezifischen Primern das vollstandige 5- beziehungsweise 3’-Ende einer nur
zum Teil bekannten cDNA-Sequenz eines Gens zu amplifizieren und zu isolieren. An
eine RACE kann direkt eine Klonierung und Sequenzierung angeschlossen werden.
Als Ausgangsmaterial fur die RACE diente Gesamt-RNA.

Als Vorarbeit fur die RACE wurde ein Teil der gesuchten cDNA des porcinen TRAIL
durch Primerauswahl nach Vergleich mit den bekannten cDNA-Sequenzen von
Homo sapiens (DDBJ/EMBL/GenBank Datenbankzugriffsnummer U37518), Mus
musculus (U37522) und Rattus norvegicus (AY115578) und RT-PCR [mit den
Primern TRAIL #4 se (sense) und TRAIL867rev (antisense) sowie TRAIL#7 se
(sense) und TRAIL #6 rev (antisense)] erhalten. Die nach Sequenzierung der mit
dem High Pure PCR Purification Kit® aufgereinigten RT-PCR-Produkte erhaltene

cDNA-Sequenz war die Grundlage fur die weitere Primerauswabhl fur die RACE.

3.6.5.1 5’-RACE der porcinen TRAIL-cDNA

5ug RNA wurden mit einem genspezifischen Primer 1 (TRAIL #6 rev) und der

Superscript™ Il reversen Transkriptase wie folgt in Erststrang-cDNA umgeschrieben:

Primerbindung an die RNA

Gesamt-RNA X Ml (=5 ug)
Genspezifischer Primer 1 (20 M) 0,5 ul
0,1 % DEPC-H20 Ad 8 upl

-> 10 min, 70°C

-> auf Eis stellen
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reverse Transkription

5x Erststrangpuffer 4 i

0,1 MDTT 2 yl

RNase-Inhibitor (RNase OUT™; 40 U/pul) 1 pl

dNTPs (je 2,5 mM) 1 ul

Superscript™ [l reverse Transkriptase (200 U/ul) 1 ul
-> 10 min, 37°C
-> 80 min, 42°C
-> 5min, 95°C

Es erfolgte dann der Verdau des RNA-Strangs mit 0,5 pl RNase H (20 U/pl) und 1 pl
RNase A (0,2 U/ul) bei 37°C fur 30 min. Anschlielend wurden die nicht gebundenen
Primer und dNTPs mit dem High Pure PCR Purification Kit® entsprechend den
Herstellerangaben von der cDNA Uber Saulchen abgetrennt. Die aufgereinigte
Erststrang-cDNA wurde mit 30 pl Elutionslosung eluiert und auf Eis gestellt. Das
Tailen, d.h. das Anhangen eines PolyA-Schwanzes an die Erststrang-cDNA mit TdT
(terminale Deoxynucleotidyl-Transferase), wurde direkt anschlielend wie folgt
durchgefihrt:

Tailen
Erststrang-cDNA 28 i
10x Puffer (Qiagen) 1,6 ul (>=0,5x)
dATP (2 mM) 2,5 pl
TdT (15 U/pl) 1yl

-> 15 min, 37°C
-> 15 min, 65°C

Anschlieend wurde eine PCR mit dem Tailing-Produkt, dem genspezifischen
Primer 2 (TRAIL #13 rev) und dem Adapter-Primer AdT20 mit der Qiagen Taq

Polymerase® in einem Reaktionsansatz von 50 pl wie folgt durchgefiihrt:
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Aqua bidest. 23,13 ul
Q-Solution (Qiagen) 10 i
10x Puffer (Qiagen) 5 ul
MgCl2 (60 mM) (Qiagen) 3,13 ul
dNTPs (1 mM) 25
genspezifischer Primer 2 (20 M) 0,5 ul
Adapter-Primer AdT20 (20 pM) 0,5
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,25
Tailing-Produkt 5 i

Dazu wurde das Gerat Gene Amp® PCR System 9700 mit folgendem Programm

verwendet:

Denaturierung
Denaturierung
Annealing
Extension
Denaturierung
Annealing
Extension

finale Extension

92 °C
90 °C
55 °C
72°C
94 °C
55 °C
72 °C
72°C

4 min
2 min
30 sec
20 min
30 sec
30 sec
2 min

10 min

30 Zyklen

Mit 5 pl des PCR-Produkts wurde mit dem genspezifischen Primer 3 (TRAIL #12 rev)

und dem Adapter-Primer Ad mit der Qiagen Taq Polymerase® in einem Reaktions-

ansatz von 50 pl eine nested-PCR wie folgt durchgefuhrt:

Aqua bidest.
Q-Solution (Qiagen)
10x Puffer (Qiagen)

MgCl2 (50 mM) (Qiagen)

dNTPs (1 mM)

22,13 pl

10
5 ul

3,13 pl

genspezifischer Primer 3 (20 uM)

Adapter-Primer Ad (20 uM)

Taqg-Polymerase (5 U/pl)

Tailing-Produkt

25
1
1 ul

0,25 pl

Die nested-PCR wurde in dem Gerat
Gene Amp® PCR System 9700 mit
folgendem Programm durchgefuhrt:
Denaturierung 5 min bei 94°C, gefolgt
von 30 Zyklen mit 5 min bei 94°C, 30
sec. bei 55°C und 1 min bei 72°C und
zum Abschluss 10 min bei 72°C.
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Anschliefend wurden je 3 ul der PCR-Produkte auf ein 1,5 %iges TBE-Gel
aufgetragen und eine Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt. War bei der
aufgetragenen PCR-Probe eine Einzelbande zu sehen und entsprach diese der zu
erwartenden bp-Lange, so wurden aus dem verbliebenen, nicht auf das Gel
aufgetragene PCR-Produkt mit dem High Pure PCR Purification Kit® entsprechend
den Herstellerangaben die nicht gebundenen Primer und dNTPs abgetrennt und
somit das 5-RACE-Fragment zur nachfolgenden TOPO TA-Klonierung und
Sequenzierung vorbereitet. Andernfalls erfolgte eine Isolierung von DNA-Fragmenten

aus Agarosegel wie unter Abschnitt 3.6.1.2 beschrieben.

3.6.5.2 3’-RACE der porcinen TRAIL-cDNA

Die Isolierung des 3'’-Endes der porcinen TRAIL-cDNA-Sequenz erfolgte mit dem
SMART™ RACE cDNA Amplification Kit entsprechend den Herstellerangaben. Der

Primer TRAIL #5 se wurde als genspezifischer Primer verwendet.

3.6.5.3 TOPO TA-Klonierung und Sequenzierung

Die aus RACE erhaltenen Fragmente wurden in den TOPO TA-Vektor entsprechend
den Herstellerangaben hineinkloniert. Die Sequenzierungen erfolgten durch den
Sequenzierservice des Genzentrums (AG Blum). Als Primer flr die Sequenzierung
der porcinen TRAIL-cDNA wurden folgende Oligonukleotide eingesetzt:
TRAIL867 rev, TRAIL #4 se,  TRAIL #5 se, TRAIL #6 rev,  TRAIL #8 rev,
TRAIL#9rev, TRAIL#10se, TRAIL#11rev, TRAIL#12rev, TRAIL#13 rev,
TRAIL #14 se, TR #15 rev und TRAIL #16 se.

3.6.6 Untersuchung der Genexpression auf Protein-Ebene
3.6.6.1 Protein-Isolierung aus Zellen und Gewebe

3.6.6.1.1 Gesamtlysat

20 mg von bei —80°C gelagerten Gewebeproben wurden in 12 ml Plastikrohrchen
Uberfuhrt und nach Zugabe von 500 ul Proteinextraktionspuffer mit einem Gewebe-
Homogenisator (ART-Mirco D8) auf Position D (23.500 rpm) fir 1 bis 2 min auf Eis
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homogenisiert. Nach jeder Probe wurde der Homogenisator-Stab mit Aqua bidest.
und 1x PBS gereinigt. Die homogenisierten Proben wurden auf Eis gestellt, in 1,5 ml
Reaktionsgefalle uberfuhrt, 5 min bei 95°C inkubiert und auf Eis gestellt. Nach einem
Zentrifugationsschritt von 5 min bei 15.000 g und 4°C wurden die Ubersténde in neue
ReaktionsgefalRe Uberfluhrt. Zusatzlich wurden 10 pl fur die Proteinkonzentrations-
bestimmung aliquotiert. Die Proteinproben wurden bis zur weiteren Verwendung bei
—20°C gelagert.

Die Proteinisolierung aus adharenten Zellen erfolgte nach zweimaligem Waschen mit
PBS durch direkte Zugabe von Proteinextraktionspuffer auf die Zellkulturschale. Bei
in Suspension wachsenden Zellen erfolgte die Zugabe des Proteinextraktionspuffers
auf das Zellpellet nach einmaligem Waschen mit PBS. Der Proteinextraktionspuffer
enthalt SDS und dies fluhrt zu einer Freisetzung von genomischer DNA durch
Kernmembranlyse. Die Zerkleinerung der genomischen DNA erfolgte durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit einer Pipettenspitze und anschliel3ende

Verwendung von QIAshredder® entsprechend den Herstellerangaben.

Musste eine Kernmembranlyse und somit Freisetzung genomischer DNA bei der
Proteinisolierung von Zellen vermieden werden, erfolgte die Verwendung von
Proteinlysepuffer mit lodacetamid. Dieser enthielt anstelle von SDS NP-40, wodurch
weitgehend eine Kernmembranlyse verhindert wurde. Durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren wurden die Zellen mit dem Proteinlysepuffer gemischt. Nach
30 mindtiger Inkubation auf Eis erfolgte ein funfzehnminitiger Zentrifugationsschritt
bei 8000 g und 4°C. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefall Uberfiihrt

und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

3.6.6.1.2 Zellmembran- und Zytoplasmafraktion aus Gewebe

200 mg von bei —80°C gelagertem Gewebe wurde im durchgehend gefrorenen
Zustand mit einem vorgekuhlten Morser und Pistill zu einem feinen Pulver verrieben.
Gegebenenfalls wurde flussiger Stickstoff zum erneuten Tiefgefrieren der Probe
verwendet. Ergab sich keine weitere Konsistenzanderung des zermodrserten
Gewebes, wurde die Probe auf RT erwarmt und 3 ml Swelling-Puffer zugegeben.

Nach Herstellung einer homogenen Lésung wurde diese in ein 12 ml Plastikrohrchen
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Uberfuhrt und 10 min bei RT und 400 g zentrifugiert (Pelletierung der Kerne). Der
Uberstand wurde in ein ,Beckman Tube“ (Nr. 358119, 13x51 mm) Uberfiinrt. Nach
Austarierung der einzelnen Zentrifugenrohrchen wurde der Rotor (SW55 TI) in die
Ultrazentrifuge eingesetzt und die Zellmembranen bei 4°C und 150.000 g in 30 min
pelletiert. Der Uberstand wurde anschlieRend abgenommen (Zytoplasmafraktion) und
das Pellet in 80 bis 150 ul Proteinextraktionspuffer resuspendiert (Membranfraktion).

Das weitere Vorgehen erfolgte wie im Abschnitt 3.6.6.1.1 beschrieben.

3.6.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Assay

Das Prinzip der Proteinbestimmung mit BCA beruht darauf, dass Bicinchoninsaure
als wasserldsliches Natriumsalz sehr sensitiv, spezifisch und stabil mit Cu'*-lonen
reagiert. Man macht sich hier die Biuret-Reaktion der Proteine zunutze, die Cu** zu
Cu' reduzieren. Der entstehende BCA-Cu'*-Komplex ist stabil und wasserldslich
und zeigt eine starke Absorption bei 562 nm. Proteine in wassrigen Losungen
konnen daher bei 562 nm im Spektrophotometer mit dieser Methode quantifiziert
werden. Proteinmessungen erfolgten in 96-well-F-Platten. Proben (je 10 pl) wurden
in PBS (je 40 uyl) in 1,5 ml Reaktionsgefalen verdinnt. Aus einer Stockldsung von
BSA wurde eine Verdlnnungsreihe in PBS/Extraktionspuffer (4:1) mit sechs
Standards (je 50 pl) in 1,5 ml Reaktionsgefalien hergestellt. Bicinchoninsaure wurde
mit 4 %iger CuSO4-Losung (50:1) gemischt und 200 ul dieser Losung wurde in jedes
Reaktionsgefal® gegeben. Nach kurzem Mischen wurden von jeder Probe und den
Standards zweimal je 100 ul in eine 96-well-Platte pipettiert. Nach 30 minatiger
Inkubation bei 37°C wurde die Absorption bei 562 nm gemessen. Die Bestimmung

der Proteinkonzentration erfolgte anhand der gemessenen Eichgerade.

3.6.6.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Das Prinzip der von Laemmli (1970) beschriebenen Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) basiert auf der Trennung der Proteine
durch den Molekularsieb-Effekt einer polymerisierten Gelmatrix aus Acrylamid und
N,N’Bisacrylamid. Unabhangig von der Proteinextraktionsmethode enthalt die fur die

Gelelektrophorese vorbereitete denaturierte Proteinlosung SDS. Die SDS-Anionen
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binden mit ihrer hydrophoben Region an ungefahr jeden zweiten Aminosaurerest.
Durch die sich gegenseitig abstoRenden negativen Ladungen der SDS-Molekule
werden die Proteine langgestreckt, und ihre Eigenladung wird kompensiert. So
entsteht ein stark negativ geladener Komplex, dessen Laufgeschwindigkeit im Gel
sich zur Masse des Proteins proportional verhalt. Durch Anlegen einer Spannung
kann das Proteingemisch getrennt werden, da kleine Proteine schneller als grof3e zur
Anode wandern. Die Auftrennung der Proteine erfolgt in zwei Schritten. Zuerst laufen
die zu trennenden Proben durch ein grobporiges Sammelgel mit niedriger
Acrylamidkonzentration, um sie auf einen moéglichst engen Bereich zu fokussieren.
Anschlielend werden die Proteine entsprechend ihrer Grofe in einem Trenngel mit

hoherer Acrylamidkonzentration aufgetrennt.

Die SDS-PAGE-Untersuchungen wurden mit dem Miniprotean Il- bzw.
Miniprotean IlI-System nach der Methode von Laemmli durchgefihrt. Nach Giel3en
der Trenngele in die entsprechend vorbereiteten Minigel-Glasplatten wurden diese
mit Aqua bidest. vorsichtig Uberschichtet. Nach Polymerisierung Uber Nacht,
mindestens jedoch flr 60 min, wurde das Aqua bidest. vollstandig entfernt und das
Trenngel mit einem 5 %igen Sammelgel Uberschichtet. Die Kdmme wurden in das
flissige Sammelgel gesteckt. Nach mindestens 60 minutiger Polymerisation des
Sammelgels bei RT erfolgte die Durchfihrung der SDS-PAGE.

Zusammensetzung des Trenngels (12 %, 4 Gele)

8 ml Aqua bidest.

6 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

9,6 ml 30 % Acrylamid/Bis Solution (29:1)
240 pl 10 % SDS

12 pl Temed

120 pl 10 % APS

Zusammensetzung des Sammelgels (4 Gele)

7 ml Aqua bidest.

1,25 mi 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

1,5 ml 30 % Acrylamid/Bis Solution (29:1)
100 pl 10 % SDS

5 ul Temed

100 pl 10 % APS
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Nach Zusammenbau des Miniprotean Systems und Beflllen mit 1x SDS-PAGE-
Laufpuffer wurden nach Ziehen der Kdmme die Geltaschen zunachst mit Laufpuffer
gespult. Dies diente zur Entfernung von nicht polymerisierten Acrylamidresten. Vor
Probenauftrag erfolgte die Probenvorbereitung fur 5 min bei 95°C, anschlieRendes
AbklUhlen auf Eis und Herunterzentrifugieren von Deckelkondensat. Wurde das
Proteinlysat nicht mit Proteinextraktionspuffer (1x Laemmli) isoliert, so erfolgte vor
der Probenvorbereitung die Zugabe von einem Funftel Volumenanteil von
5x Laemmli-Puffer. Es wurde jeweils ein Proteinmolekulargewichtsmarker auf das
Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte im Miniprotean II-System zunachst bei 100 V
bis zum Erreichen des Trenngels, anschliefend bei 160 V. Beim Miniprotean IlI-

System erfolgte der Gellauf entsprechend bei 80 V und 130 V.

3.6.6.4 ,,Semi-dry-blot*“ Verfahren

Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurden die Proteine vom SDS-
Polyacrylamidgel auf eine  proteinbindende  Immobilon P-PVDF-Membran
elektrophoretisch transferiert. Dies erfolgte mit dem ,Semi-dry-blot* Verfahren unter
Verwendung des Milliblot-Graphit Elektroblotters (Millipore). Als Vorbereitung wurden
je Gel zwolf Gel-Blotting-Papiere (GB002) und eine PVDF-Membran auf die
entsprechende Grole zurechtgeschnitten. Zur Benetzung der Membran wurde diese
fur 10 min in 100 %igem Methanol und anschlielend zur Equilibrierung 30 min im
Transferpuffer geschwenkt. Der Blot wurde Iluftblasenfrei unter ,semi-dry*

Bedingungen auf die untere Graphit-Bloteinheit (Anode) wie folgt aufgebaut:

Blot-Sandwich (Angaben fiir einen Blot):

e sechs Lagen in Transferpuffer getranktes Gel-Blotting-Papier
e PVDF-Membran, mit Kugelschreiber beschriftet
o Gel

e sechs Lagen in Transferpuffer getranktes Gel-Blotting-Papier

AnschlielRend wurde die obere Graphit-Bloteinheit (Kathode) unter leichtem Druck
aufgebracht. Die Proteine wurden mit 1 mA/cm? fir 90 min auf die Membran
transferiert. Der Proteintransfer (negativ geladen) erfolgte von der Kathode in

Richtung Anode. Nach Beendigung des Transfers erfolgte die reversible Anfarbung
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der auf der PVDF-Membran gebundenen Proteine mit Ponceau S-Lésung flr 2 bis
5 min und anschlieBende Entfarbung des Hintergrunds durch Waschen mit Aqua
dest. Nach Trocknen der Membran auf einem saugfahigen Gel-Blotting-Papier
wurden die Molekulargewichtsmarker mit Kugelschreiber auf dem Blot markiert. Bis

zur weiteren Verwendung wurde die Membran trocken bei 4°C gelagert.

3.6.6.5 Western-immunoblot

Der Western-Immunoblot diente dem spezifischen Nachweis von Proteinen Uber
Antigen-Antikérper-Kopplung. Nach Uberfiihren der PVDF-Membran in ein 50 ml
Plastikrohrchen erfolgte die Blockierung der Membran mit TBS-T-Milch (3 %) flr
60 min bei RT im Hybridisierungsofen. Dadurch wurden Uberschissige
Proteinbindungsstellen der Membran saturiert und eine unspezifische Bindung der
Nachweisreagenzien verhindert. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit
TBS-T (0,1 %) bei RT (1x 15 min und 2x 5 min) erfolgte die Inkubation mit dem
ersten Antikorper, verdunnt in TBS-T-Milch (3 %), Uber Nacht bei 4°C. Es folgten drei
Waschvorgange bei RT mit TBS-T (0,1 %) fur 1x 15 min und 2x 5 min und die
Zugabe des zweiten, Peroxidase-konjugierten Antikorpers ebenfalls in TBS-T-Milch
(3 %) fur 90 min bei RT. Abschlieend folgten drei Waschvorgange bei RT mit TBS-T
(0,1 %) fur 1x 15 min und 2x 5 min und Signaldetektion unter Verwendung einer ECL
(Enhanced chemiluminescence)-Detektionslosung und Hyperfiim ECL entsprechend

den Herstellerangaben.

3.6.6.6 Strippen der Membran

Um die Membran fur weitere Western-Immunoblots verwenden zu kénnen, wurden
die gebundenen Antikorper vor der erneuten Verwendung vom Blot eluiert. Hierzu
wurde die Blotmembran in ein Hybridisierungsréhrchen Uberfihrt, kurz in TBS-T
(0,1 %) geschwenkt und anschlieBend in Elutionspuffer far 60 min bei 70°C im
Hybridisierungsofen inkubiert. Die Membran wurde dann bei RT zweimal 10 min mit
Aqua bidest. und anschlieRend einmal 10 min mit TBS-T (0,1 %) in jeweils grofden
Volumina gewaschen. Fur einen erneuten Immunoblot wurde die Membran in ein

neues 50 ml Plastikrohrchen tberfiuhrt.
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3.6.7 Methoden der Zellkultur

3.6.7.1  Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung aller in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurde in einem Brut-
schrank bei 37°C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit in Gewebekulturflaschen oder
-schalen durchgefuhrt. Ein Wechsel des Kulturmediums fand im Abstand von zwei
bis drei Tagen statt, indem bei adharenten Zellen das alte Medium durch Absaugen
entfernt wurde und neues Medium in der entsprechenden Menge zugegeben wurde.
Bei in Suspension wachsenden Zellen erfolgte zunachst die Pelletierung der Zellen
durch funfminutige Zentrifugation bei 300 g und anschlieRende Resuspension in
neuem Medium. Um Kontaminationen der Zellen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten

in der Zellkultur unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank durchgefihrt.

3.6.7.2 Auftauen von Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren mit auf
37°C erwarmtem Medium zlgig aufgetaut. Nach zweimaligem Waschen in Medium
zum Entfernen des im Einfriermedium enthaltenen DMSO wurde das Zellpellet in

neuem Medium aufgenommen und die Zellen in Kulturgefal3e uberfuhrt.

3.6.7.3 Kryokonservieren von Zellen

3.6.7.3.1 Adhdérente Zellen

Bei etwa 90 % Konfluenz wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
anschlieRend mit 2x Trypsin-EDTA bei 37°C inkubiert. Die Zeitdauer der
Trypsinierung war abhangig von den behandelten Zellen. Bei beginnender Ablosung
und Vereinzelung der Zellen von der Kulturschale wurde die Trypsinierungsreaktion
durch Zugabe der vierfachen Menge an serumhaltigem Medium gestoppt und die
Zellen nach Vereinzelung durch Pipettieren 5 min bei 300 g pelletiert. In 1,8 ml Kryo-
gefallen (Nunc) wurden 100 yl DMSO vorgelegt. Das Zellpellet wurde in je 900 pl
FKS pro Portion resuspendiert und mit dem vorgelegten DMSO zugig vermischt. Die
KryogefalRe wurden sofort auf Trockeneis und anschlieBend bei -80°C fur
mindestens 24 Std. gelagert, ehe sie zur weiteren Lagerung in FlUssigstickstoff

uberfuhrt wurden.
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3.6.7.3.2 In Suspension wachsende Zellen

Zellen, die in Suspension wuchsen, wurden in einer Dichte von 10 Zellen/ml in
einem Gesamtvolumen von 1 ml beziehungsweise 1,5 ml in 1,8 ml Kryogefalien
eingefroren. Das Einfriermedium der PBL (periphere Blutlymphozyten) setzte sich
aus 70 % Medium, 20 % FKS und 10 % DMSO, das der Jurkat-Zellen aus 90 % FKS
und 10 % DMSO zusammen.

3.6.7.4 Transfektion von Zellen

Die transiente Transfektion von Zellen erfolgte Uber Elektroporation in 0,4 cm
Kiivetten mit dem Gene Pulser® Il Elektroporationssystem. Hierzu wurden je Ansatz
folgende Mengen an proliferierenden Zellen verwendet:

10" HEK293T-Zellen in 400 yl DMEM / 10 % FKS

2x 10° PM86-Zellen in 400 pl PBS / 10 % FKS

Die Elektroporation wurde wie folgt durchgefihrt:
- HEK293T-Zellen: 220 V und 950 uF
- PM86-Zellen: 280 V und 950 pF

Nach Elektroporation der Zellen mit 20 ug Plasmid-DNA wurden die Zellen nach
einer zehnminutigen Ruhephase zweimal mit Kulturmedium gewaschen, bevor sie in

100 mm-Schalen Uberfuhrt wurden. Ein Mediumswechsel erfolgte nach 24 Stunden.

Die Transfektion der Zellen mit pcDNA3-GFP diente als Kontrolle der

Transfektionseffizienz.

3.6.7.5 Zellisolierung

3.6.7.5.1 Porcine Hautfibroblasten

Hautgewebsstucke wurden nach Oberflachendesinfektion mit 70 %igem Ethanol mit
einer Hautstanze am sedierten Schwein entnommen bzw. von Feten nach Entnahme
aus dem Uterus und den Fruchthauten gewonnen. Die Proben wurden in
Transportmedium (PBS + 1 % Penicillin/Streptomycin) Uberfuhrt und bis zur weiteren

Verarbeitung auf Eis gelagert. Unter der Reinraumwerkbank wurden die Hautstlcke
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mehrmals mit PBS gewaschen und dabei mogliche Kontaminanten, wie z.B.
Hautoberflache und Haare beim postnatalen Schwein, entfernt. AnschlieRend
wurden sie in 1 bis 2 ml 2x Trypsin/EDTA-L6sung mit Skalpell oder Schere moglichst
gut zerkleinert und gruindlich durchmischt. Die Inkubation der Gewebestlcke in der
Trypsin/EDTA-L6sung erfolgte im Brutschrank bei 37°C. Die Dauer der Trypsin-
Behandlung wurde durch mikroskopische Uberwachung festgestellt. Durch Zugabe
der vierfachen Menge an serumhaltigem Kulturmedium wurde die Reaktion gestoppt,
die Zell- und Gewebesuspension in ein 12 ml-Réhrchen Gberfihrt und 2 min bei RT
zur Sedimentation der groReren Gewebestickchen stehen gelassen. Anschliel3end
wurde der Uberstand in ein neues 12 ml-Réhrchen Uberfiihrt und beide Réhrchen auf
ein Gesamtvolumen von jeweils 10 ml mit Kulturmedium aufgefullt. Nach
Zentrifugation fur 4 min bei 300 g wurden die Zell- und Gewebepellets in neues
Kulturmedium aufgenommen und in 60 mm beziehungsweise 100 mm Gewebekultur-
schalen Uberfuhrt. Der erste Mediumwechsel erfolgte frihestens nach 24 Stunden,

spatestens am dritten Tag.

3.6.7.5.2 PBL-Isolierung mittels Ficoll-Gradienten aus heparinisiertem

Schweineblut

Um aus frischem heparinisierten Vollblut die mononuklearen Zellen (PBL) zu
isolieren, wurden 15 ml Ficoll-Lésung, Dichte 1,077 (PANcoll®) in 50 ml Zentrifugen-
rohrchen mit 25 ml Blut (1:1 mit PBS verdlnnt) vorsichtig Uberschichtet. Bei der
Dichtegradientenzentrifugation bei 1.000 g, 30 min, ohne Bremse, sammelten sich
die lebenden mononuklearen Zellen in der Interphase an, von der sie abpipettiert und
zweimal mit gro3en Volumina an PBS zwecks Entfernung von Ficoll-Loésung und von
Thrombozyten gewaschen wurden. Abschliefl3end wurden die isolierten PBL mit einer
Zelldichte von 10° Zellen pro ml Medium in eine Zellkulturflasche tberfiihrt und diese
vor einer weiteren Verwendung der Zellen fur mindestens 12 Stunden senkrecht

stehend in den Brutschrank gestellt.
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3.6.7.6 PBL-Stimulation

Die direkte Stimulation der mononuklearen Zellen erfolgte flr zwei bis vier Tage bei
einer Zelldichte von 10° PBL/mlI mit ConA (2 ug/ml), PHA (5 ug/ml) oder

rekombinantem porcinen IFN-y (8 ng/ml).

Zur Stimulierung von H-2K°-huTRAIL-transgenen porcinen PBL mit porcinen
Zytokinen wurden PBL von einem Wildtyp-Schwein flr zwei Tage bei einer Zelldichte
von 10° PBL/ml mit ConA (2 ug/ml) beziehungsweise PHA (5 ug/ml) stimuliert.
AnschlieRend wurde nach Zentrifugation der Wildtyp-PBL das Medium abpipettiert,
mit dem gleichen Volumenanteil an frischem Medium verdinnt und zur Kultivierung
von transgenen PBL bei einer Zellkonzentration von 10° PBL/ml fiir zwei bis vier

Tage verwendet.

3.6.7.7 Apoptoseassay

Transient transfiziete HEK293T-Zellen dienten beim Apoptoseassay als
Effektorzellen bei der Kokultur mit TRAIL-sensitiven Jurkat RJP*-Zellen.

Nach transienter Transfektion von jeweils 1,4 x 10" HEK293T-Zellen mit dem
pcDNA3- bzw. pcDNA3-huTRAIL-Vektor und Aussahen auf eine 100 mm Zellkultur-
schale wurde am folgenden Tag ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Bei einer Kon-
fluenz von etwa 70 % (i.d.R. zwei Tage nach Elektroporation) wurde die Kokultur mit
je 10" Jurkat RJP*-Zellen angesetzt. Nach einer Kokultivierungsdauer von
24 Stunden wurden die Effektorzellen vorsichtig abgenommen, mit dem Annexin V-
FITC apoptosis detection kit | entsprechend den Herstellerangaben mit Annexin V-
FITC und Propidiumiodid (PI) gefarbt und der Anteil an apoptotischen Zellen mit dem
FACS Calibur gemessen. AnnexinV bindet an Phosphatidylinositol und ist ein
Marker fur die frihe Apoptose. Dagegen bindet Propidiumiodid an die DNA im
Zellkern. Pl-positive Zellen weisen daher auf eine Nekrose oder ein spates Apoptose-
ereignis dieser Zellen hin. Die Grundeinstellung der Fluoreszenzkanale 1 und 3 am
FACS Calibur erfolgte mit Camptothecin-behandelten Jurkat RJP*-Zellen

entsprechend den Herstellerangaben.

Der Assay wurde auch mit porcinen Hautfibroblasten als Effektorzellen durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

41 oMHC-GLVPc-polyA- und TK-porcTGFB1-transgene Mause

4.1.1 Identifizierung und Charakterisierung transgener Mause

Es wurden zwei aMHC-GLVPc-polyA-transgene (MHC-tg) Mauslinien (L6 und L8)
und drei TK-porcTGFB1-transgene (TGF-tg) Mauslinien (L3, L4 und L5) von Dr.
Robert Endres (Institut fir Medizinische Mikrobiologie, TU Munchen) Ubernommen.
Bei zwei der drei TGF-tg Linien (L3 und L5) wurde durch PCR-Analysen die
Integration des ersten Drittels, nicht jedoch die des vollstandigen TK-porcTGFp1-
Konstrukts nachgewiesen. In die SPF-Haltung wurden daher die MHC-tg
Mauslinien 6 und 8 und die TGF-tg Mauslinie 4 mittels Embryotransfer uberfuhrt.
Doppelt-transgene (dtg) Mause wurden durch Anpaarungen von MHC-tg mit TGF-tg
Mausen erhalten. Die ldentifizierung transgener Mause erfolgte durch PCR-Analysen
(Abbildung 4.1).

M+=-+=-4+=-4+=-=+=- == == +=-=-++-=-+++-++++-+PNM

A

41042 bp

M---4 -4+ -4+ === =- + -+ -+ == === - PNM

Abb. 4.1: PCR-Analyse zur Identifizierung von MHC-tg und TGF-tg Mausen
Transgen-spezifische PCR-Analysen fur (A) aMHC-GLVPc-polyA und (B) TK-porcTGFp1. C: Als
Kontrolle wurde fur jede Probe eine PCR mit B-Aktin-spezifischen Primern durchgefiihrt. Die p-Aktin-
Primer amplifizierten von genomischer DNA zusatzliche Fragmente von ca. 800 bp und 850 bp.
Doppelt-transgene Mause sind transgen fur aMHC-GLVPc-polyA und TK-porcTGFB1, dagegen
wurden bei nicht transgenen Mausen in beiden Transgen-spezifischen PCR-Analysen keine
Amplifikate detektiert. M: 100 bp-plus-Marker; +: transgen; —: nicht transgen fir das untersuchte
Transgen; P: Positiv-Kontrolle [Expressionsplasmid von aMHC-GLVPc-polyA (A) bzw. TK-porcTGF31
(B)]; N: Negativ-Kontrolle (Aqua bidest.).
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Die Genotypisierung der Mause aus Schwanzspitzen-DNA erfolgte im Alter von ca.
vier Wochen (Tabelle 4.1). Aus Anpaarungen von TGF-tg Vatertier (L4) mit MHC-tg
Muttertier (L6 oder L8) wurden keine lebenden dtg Nachkommen identifiziert.
Dagegen befand sich unter den Nachkommen aus diesen Anpaarungen ein grofder
Anteil an dtg Tieren, die innerhalb der ersten vier Lebenswochen starben. Darlber
hinaus waren die Wurfgrof3en bei dieser Anpaarungskombination um durchschnittlich
1,6 Nachkommen gegenulber der Anpaarung von MHC-tg Vatertier (L6 oder L8) mit
TGF-tg Muttertier (L4) kleiner. Bei letzterer Anpaarungskombination wurden lebende
dtg Tiere identifiziert. Jedoch wurde auch hier ein hoher Anteil an dtg Tieren unter
den in den ersten vier Lebenswochen verendeten Nachkommen festgestellt. Bei der
Anpaarungskombination MHC-tg Vatertier mit TGF-tg Muttertier starben die
Nachkommen vor der Genotypisierung im Alter von durchschnittlich 12 Tagen (n=20)
[12,4 d bei L6/L4 (n=5); 11,9d bei L8/L4 (n=15)], bei der anderen Anpaarungs-
variante dagegen etwa funf Tage frUher mit durchschnittlich 7,1 Tagen (n=31) [5,6 d
bei L6/L4 (n=12); 8,1 d bei L8/L4 (n=19)].

Tabelle 4.1: Nachkommen aus Kreuzungen von MHC-tg mit TGF-tg Tieren
A) Anpaarungskombination: Vatertier TGF-tg (L4), Muttertier MHC-tg (L6 oder L8);

Tiere/ lebend verendet
vV (M n

Wurf wt |MHC-g| TGF-tg | dtg | wt |MHC-tg| TGF-tg | dtg | n.g.

L4 (L6 | 7,7 69 (21,7%| 40,6% | 203% | 0% | 0% 0% 0% 4,3% | 13,0%

L4 L8| 76 | 68 [39,7%| 10,3% | 19,1% | 0% | 0% 0% 2,9% |(13,2% | 14,7%

B) Anpaarungskombination: Vatertier MHC-tg (L6 oder L8), Muttertier TGF-tg (L4);

Tiere/ lebend verendet
vV (M n

Wurf wt |MHC-g| TGF-tg | dtg | wt |MHC-tg| TGF-tg | dtg | n.g.

L6 (L4 | 8,9 71 (19,7%| 282% | 31% |12,7%| 0% 0% 1,4% | 2,8% | 4.2%

L8 (L4 | 9,5 | 104 |24,0%| 20,2% | 20,2% |21,2% | 0% 0% 0% 58% | 8,7%

V: Vatertier; M: Muttertier; L4: TK-porcTGFp1-transgene Linie 4; L6, L8: aMHC-GLVPc-polyA-
transgene Linie 6 bzw. 8; n: Gesamtzahl der geborenen Tiere; lebend: lebende Tiere im Alter von vier
Wochen; verendet: Tiere, die innerhalb der ersten vier Lebenswochen starben; wt: Wildtyp (nicht
transgenes Tier); MHC-tg: aMHC-GLVPc-polyA-transgene Tiere; TGF-tg: TK-porcTGFp1-transgene

Tiere; dtg: doppelt-transgene Tiere; n.g.: nicht genotypisiert.
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Mit Southern-Blot-Analysen wurde das genomische Integrationsmuster der aMHC-
GLVPc-polyA- und TK-porcTGFp1-Konstrukte in den transgenen Mauslinien unter-
sucht (Abbildung 4.2). Mit einer Sonde fir aMHC-GLVPc-polyA, welche im Bereich
der GLVPc-Kassette hybridisiert, wurde nach BamHI-Verdau in beiden MHC-tg
Linien eine etwa 7,5 kb gro3e Bande detektiert (Abbildung 4.2 A). Diese entsprach
der Grofde des Mikroinjektionsfragments. Bei Tieren der Linie 6 wurden zwei weitere
Banden im Bereich von etwa 11 kb und eine bei 3,5 kb nachgewiesen, bei der Linie 8
eine weitere Bande bei circa 20 kb. Da die Transgen-spezifische Bandenlange nach
BamHI-Verdau der genomischen DNA mindestens der Grolie des Mikroinjektions-
fragments von 7,5 kb entsprechen muss, handelte es sich bei der 3,5 kb-Bande bei
Tieren der MHC-tg Linie 6 vermutlich um ein unvollstandiges Fragment des
Mikroinjektionskonstrukts. Die Signalintensitat der 7,5 kb-Bande war bei der Linie 6

starker als bei der Linie 8. Bei Wildtyp-Mausen wurde kein Signal detektiert.

Bei TGF-tg und Wildtyp-Mausen wurde das Hybridisierungssignal des endogenen
TGF-B1-Gens nach EcoRV-Verdau bei etwa 6 kb detektiert (Abbildung 4.2 B). Bei
TGF-tg Tieren wurde zusatzlich eine ca. 8 kb grole Bande nachgewiesen, deren
Signalintensitat in etwa der des endogenen TGF-B1-Signals entsprach. Nach Scal-
Verdau wurden endogene TGF-B1-Banden bei etwa 4,5kb, 1,7kb und 1,6 kb
detektiert. Transgen-spezifische Banden befanden sich bei ca. 8 kb und 0,5 kb. Unter
Berucksichtigung des Schnittmusters von Scal (Schnittstellen bei 31, 50, 69 und
88 bp des TK-porcTGFp1-Mikroinjektionskonstrukts) dirfte es sich bei der 0,5 kb-
Bande im Scal-Verdau bei der Linie 4 ebenfalls um ein unvollstandiges Fragment des

Mikroinjektionskonstrukts handeln.
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A) aMHC-GLVPc-polyA B) TK-porcTGFf1
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Abb. 4.2: Southern-Blot-Analysen von MHC-tg, TGF-tg und Wildtyp-Mausen

A) Southern-Blot-Analyse der MHC-tg Linien mit BamHIl-verdauter genomischer DNA und
schematische Darstellung des oMHC-GLVPc-polyA-Mikroinjektionsfragments. Die 7,5 kb groRRe
Bande entspricht der Lange der Expressionskassette. Die 3,5 kb-Bande der Linie 6 stellt ein
unvollstandiges Fragment des Mikroinjektionskonstrukts dar.

B) Southern-Blot-Analysen der TGF-tg Linie 4 und schematische Darstellung des TK-porcTGFp1-
Mikroinjektionsfragments. Die Transgen-spezifische 0,5 kb-Bande der TGF-tg Linie 4 stellt ein
unvollstdndiges Fragment des Mikroinjektionskonstrukts dar.

Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme sowie Lage und Lange der verwendeten Sonde sind jeweils
markiert. EcoRV hat innerhalb des TK-porcTGFp1-Konstrukts keine Schnittstelle. tg: transgenes Tier;
wt: Wildtyp; M: 1 kb-DNA-Ladder.
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4.1.2 Transgenexpression

Bei RT-PCR-Untersuchungen von MHC-tg Mausen wurde die mRNA-Expression des
chimaren Transkriptionsfaktors GLVPc in allen untersuchten Organen [Haut,
Zwerchfell, M. quadriceps, Ventrikelmyokard, Niere, Leber, Lunge, Milz, Grol3hirn,
Stammbhirn/Kleinhirn, Hoden (bei mannlichen Tieren) bzw. Uterus (bei weiblichen
Tieren)] nachgewiesen (Abbildung 4.4 C). Keine Expression wurde in Wildtyp-
Mausen detektiert (nicht gezeigt). Im Northern-Blot wurden eine starke Expression
von Transgen-mRNA im Ventrikelmyokard und eine schwache Expression in der
Lunge festgestellt (Abbildung 4.3). Tiere der Linien 6 und 8 exprimierten im Ventrikel-
myokard etwa gleiche Mengen an mRNA des chimaren Transkriptionsfaktors (nicht
gezeigt). Es wurden keine Unterschiede in der Transgenexpression zwischen acht
und 21 Wochen alten transgenen Tieren festgestellt (nicht gezeigt). Die Transgen-
expression variierte zwischen den Tieren einer Linie unabhangig vom Alter gering-

gradig (nicht gezeigt).

123456738910 11
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Abb. 4.3: Northern-Blot-Analyse der Transgenexpression in verschiedenen Organen eines
acht Wochen alten MHC-tg Tieres der Linie 8

GLVPc: mRNA des chimaren Transkriptionsfaktors; 1: Stammhirn/Kleinhirn; 2: Uterus; 3: Haut;

4: Zwerchfell; 5: M. quadriceps; 6: Ventrikelmyokard; 7: Niere; 8: Leber; 9: Lunge; 10: Milz;

11: GroB3hirn; 28S, 18S: 28S- bzw. 18S-ribosomale RNA (entsprechen 4,8 kb bzw. 1,9 kb).

Zur Untersuchung der Induzierbarkeit der porcinen TGF-B1-Expression durch
Mifepristone wurden MHC-tg Tiere der Linie 6 bzw. 8 mit TGF-tg Tieren angepaart.
Die Nachkommen dieser Wurfe wurden in folgende Gruppen eingeteilt:
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Wildtyp Nativ (= nicht gespritzt)
Mifepristone (= mit Mifepristone-Sesamél-Lésung gespritzt)
MHC-tg L6 Nativ
MHC-tg L8 Nativ
TGF-tg L4 Nativ
dtg L6/L4 Nativ

Ethanol (= mit Ethanol-Sesamdl-Losung gespritzt)

Mifepristone

dtg L8/L4 Nativ
Ethanol

Mifepristone

Die Induktion der Transgenexpression von porcinem TGF-B1 erfolgte durch
intraperitoneale (i.p.) Gabe von Mifepristone an drei aufeinander folgenden Tagen
(Tag0 5pug, Tag1 2,5ug und Tag 2 2,5 ug Mifepristone, geldst in Ethanol und
Sesamdl). Sektion der acht Wochen alten Tiere erfolgte an Tag 4. Kontrolltiere

wurden mit einer Ethanol-Sesamol-Lésung (ohne Mifepristone) i.p. gespritzt.

Bei RT-PCR-Untersuchungen wurde eine mRNA-Expression des TK-porcTGFp1-
Transgens sowohl bei dtg (L6/L4 und L8/L4) als auch bei TGF-tg Tieren in allen
untersuchten Organen unabhangig von der Mifepristone-Gabe festgestellt (Abbildung
4.4). Die Bandenintensitaten der RT-PCR-Fragmente unterschieden sich innerhalb
des Organspektrums von dtg Tieren deutlich. Eine starke Bandenintensitat wurde
durchgehend im Ventrikelmyokard festgestellt, wahrend schwache Bandenstarke bei
allen untersuchten Tieren in der Leber detektiert wurde. Die Unterschiede der
Bandenintensitaten von porcinem TGF-B1 innerhalb des Organspektrums waren bei
RT-PCR von einem TGF-tg Tier geringer ausgepragt als bei den dtg Tieren. In
Wildtyp-Mausen wurde keine Expression von porcinem TGF-B1 detektiert (nicht

gezeigt).
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Abb. 4.4: RT-PCR-Analysen der GLVPc- und der porcinen TGF-$1-Expression in
verschiedenen Organen

A: Expressionsanalyse der Transgenexpression von GLVPc und porcinem TGF-1 in einem TGF-tg
Tier; Die RT-PCR-Analyse von B-Aktin diente zur Bestatigung der Effizienz der reversen Transkription.
B: Bestatigung der Effizienz des DNase |-Verdaus der Proben aus A) erfolgte durch PCR mit DNase I-
verdauter RNA als Matrize und Transgen-spezifischen Primern fir porcinen TGF-B1. C: Expressions-
analyse analog zu A) in einem dtg Tier (L8/L4) ohne Mifepristone-Gabe; D: Kontroll-PCR zu C) analog
wie in B). GLVPc: chimarer Transkriptionsfaktor (Transgen von MHC-tg Tier); 1: Stammhirn/Kleinhirn;
2: Uterus; 3: Haut; 4: Zwerchfell; 5: M. quadriceps; 6: Ventrikelmyokard; 7: Niere; 8: Leber; 9: Lunge;
10: Milz; 11: GroBhirn; 12: Positiv-Kontrolle (a¢MHC-GLVPc-polyA-Plasmid oder TK-porcTGFp1-
Plasmid), bei RT-PCR von B-Aktin: wie 13; 13: Negativ-Kontrolle (Aqua bidest.); M: 100 bp-DNA-

Ladder-Plus; —: leere Spur.
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In Northern-Blot-Analysen wurde mit der Hybridisierungssonde fiur TGF-f1 bei acht
Wochen alten Mausen in zahlreichen Organen (Haut, Zwerchfell, M. quadriceps,
Ventrikelmyokard, Niere, Lunge und Milz) eine etwa 2,1 kb grolie mRNA-Bande des
endogenen TGF-B1 detektiert (Abbildung 4.5). Uberdies wurden Transgen-
spezifische porcine TGF-B1-mRNA-Signale bei dtg Mausen im Ventrikelmyokard mit
sehr hoher sowie in der Lunge und in der Milz mit relativ niedriger Intensitat
nachgewiesen. Dagegen wurde keine porcine TGF-B1-Transgenexpression in
Wildtyp-, MHC-tg und TGF-tg Tieren im Northern-Blot festgestellt (Abbildung 4.6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

. —28S
po » ,
mu » N o ‘
. — 18S
po * |

Abb. 4.5: Northern-Blot-Analyse der porcinen TGF-1-mRNA-Expression in verschiedenen
Organen eines acht Wochen alten dtg Tieres (L6/L4) nach Mifepristone-Gabe

mu: muriner TGF-B1 (endogen); po: porciner TGF-1 (transgen); 1: Stammbhirn/Kleinhirn; 2: Uterus;

3: Haut; 4: Zwerchfell; 5: M. quadriceps; 6: Ventrikelmyokard; 7: Niere; 8: Leber; 9: Lunge; 10: Milz;

11: GroB3hirn; 28S, 18S: 28S- bzw. 18S-ribosomale RNA (entsprechen 4,8 kb bzw. 1,9 kb).

Die Untersuchung der Induzierbarkeit der porcinen TGF-B1-Transgenexpression
durch Gabe von Mifepristone erfolgte ebenfalls durch Northern-Blot-Analysen
(Abbildung 4.6). Diese wurden mit RNA-Proben aus der Ventrikelmuskulatur der
Herzen von acht Wochen alten weiblichen Tieren durchgefuhrt. Die zwei unter-
suchten Versuchsgruppen (verschiedene Linienkombinationen) setzten sich aus je
einem nicht transgenen Tier sowie aus einfach-transgenen und dtg Mausen
zusammen. Die Tiere innerhalb der Versuchsgruppen stammten aus unter-
schiedlichen Wurfen. Bei beiden Versuchsansatzen wurde bei nicht transgenen und
einfach-transgenen Tieren keine porcine mRNA detektiert. Unterschiede ergaben

sich dagegen bei den Transgentranskriptionsniveaus im Ventrikelmyokard dtg
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Mause. So wies bei der Linienkombination L6/L4 das dtg Tier mit Mifepristone-Gabe
eine hohere porcine TGF-B1-mRNA-Expression als das dtg Kontrolltier mit Ethanol-
Gabe (ohne Mifepristone) auf (Abbildung 4.6 A). Allerdings war dieses Ergebnis in
einem zweiten Versuchsansatz nicht reproduzierbar. So wurde bei der Linien-
kombination L8/L4 bei dem unbehandelten, nicht gespritzten dtg Kontrolltier eine
starkere mMRNA-Expression von porcinem TGF-B1 detektiert als bei den gespritzten
dtg Tieren (Abbildung 4.6 B).

B L8/L4
1 2 3 4 5 6
TGF-p1
— 28S po > — 288
mu -»
— 188 00 > — 188
B-Aktin
— 28S — 28S
— 188 — 188

Abb. 4.6: Northern-Blot-Analysen der Induzierbarkeit der porcinen TGF-1-mRNA-Expression

im Ventrikelmyokard dtg Tiere nach Mifepristone-Gabe
A: Tiere aus der Linienkombination L6 (MHC-tg) x L4 (TGF-tg); B: Tiere aus der Linienkombination L8
(MHC-tg) x L4 (TGF-tg). Die Rehybridisierung der Northern-Blot-Membranen mit muriner p-Aktin-
Sonde diente der Uberpriifung des gleichmaRigen Beladens der Northern-Blot-Gele. mu: muriner
TGF-B1 (endogen); po: porciner TGF-B1 (transgen); 1: Wildtyp-Tier, unbehandelt; 2: TGF-tg Tier;
3: dtg Tier, unbehandelt; 4: dtg Tier, mit Ethanol-Gabe (ohne Mifepristone); 5: dtg Tier, mit
Mifepristone-Gabe; 6: MHC-tg Tier; 28S, 18S: 28S- bzw. 18S-ribosomale RNA (entsprechen 4,8 kb
bzw. 1,9 kb).
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4.1.3 Expression von endogenem aMyHC

Die mRNA-Expression von aMyHC (alpha myosin heavy chain) wurde mittels RT-
PCR-Analysen in allen untersuchten Organen [Haut, Zwerchfell, M. quadriceps,
Ventrikelmyokard, Niere, Leber, Lunge, Milz, GroRhirn, Stammhirn/Kleinhirn und
Uterus (bei weiblichen Tieren)] bei acht Wochen alten Mausen nachgewiesen
(Abbildung 4.7). Bei der RT-PCR mit den genspezifischen Primern mMHCalpha#5se
und #2rev wurden zwei Fragmente (374 bp und 437 bp) amplifiziert, deren Spezifitat
durch Sequenzierung Uberpruft wurden. Sie unterschieden sich in der Sequenz des
nicht translatierten Exons 1 des aMyHC und entsprachen den unter den Zugriffs-
nummern M76601 und BC061145 in der Gendatenbank (DDBJ/EMBL/GenBank)

hinterlegten Sequenzen.

In Northern-Blot-Analysen wurde eine starke mRNA-Expression von oMyHC im
Ventrikelmyokard und eine relativ schwache Expression in Zwerchfell und Lunge
detektiert (Abbildung 4.8).

M-12345673891011MN-M
aMyHC !

b 1 L1 1 1 B B0 B

L

M-1234567891011NN- M
B-Aktin

613 bp

Abb. 4.7: RT-PCR-Analyse der aMyHC-mRNA-Expression in verschiedenen Organen von
einer weiblichen acht Wochen alten Maus

Die RT-PCR-Analyse von B-Aktin diente zur Bestatigung der Effizienz der reversen Transkription;

1: Stammhirn/Kleinhirn; 2: Uterus; 3: Haut; 4: Zwerchfell; 5: M. quadriceps; 6: Ventrikelmyokard;

7: Niere; 8: Leber; 9: Lunge; 10: Milz; 11: Grof3hirn; N: Negativ-Kontrolle (Aqua bidest.); M: 100 bp-

DNA-Ladder-Plus ; —: leere Spur.
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Abb. 4.8: Northern-Blot-Analyse der aMyHC-mRNA-Expression in verschiedenen Organen
RNA wurde aus Organen einer weiblichen acht Wochen alten Maus isoliert. 1: Stammhirn/Kleinhirn;
2: Uterus; 3: Haut; 4: Zwerchfell; 5: M. quadriceps; 6: Ventrikelmyokard; 7: Niere; 8: Leber; 9: Lunge;
10: Milz; 11: Grofhirn; aMyHC: Transkript der alpha-Isoform der schweren Myosinkette (ca. 6 kb);
288, 18S: 28S- bzw. 18S-ribosomale RNA (entsprechen 4,8 kb bzw. 1,9 kb).

4.2 H-2K°-huTRAIL-transgene Schweine

4.2.1 Identifizierung und Charakterisierung transgener Schweine

Sieben transgene Foundertiere sowie F1-Nachkommen von vier Foundertieren und
F2-Tiere von einem Founderschwein standen zu Beginn dieser Arbeit zur Verfugung.
Sechs Foundertiere wurden mit DL-Schweinen angepaart und alle gaben das
Transgen an ihre Nachkommen weiter. Transgene Tiere wurden mittels PCR-
Analysen identifiziert (Abbildung 4.9).

1263 bp

ca. 1100bp

Abb. 4.9: PCR-Analyse zur Identifizierung von H-2Kb-huTRAIL-transgenen Schweinen

A: PCR mit Transgen-spezifischen Primern; B: PCR mit Primern fur GAPDH. +: transgenes Tier;
—: nicht transgenes Tier; P: Positiv-Kontrolle der PCR (DNA von einem transgenen Tier); N: Negativ-
Kontrolle (Aqua bidest.); M1: pUC-Mix-Marker 8; M2: 100 bp-plus-Marker.
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Durch Southern-Blot-Analysen wurde das genomische Integrationsmuster des
H-2KP-huTRAIL-Konstrukts in transgenen Tieren untersucht. Durch Hindlll-Verdau
(keine Schnittstellen im Mikroinjektionskonstrukt) erfolgte der Nachweis der Anzahl
an unabhangigen Integrationsstellen des Transgens in das porcine Genom
(Abbildung 4.10 A und 4.12 A). Das Vorliegen von Concatemeren, d.h. mindestens
zwei Mikroinjektionsfragmente sind an einer Integrationsstelle gemeinsam in das
Genom eingebaut worden, wurde durch Scal-Verdau (eine Schnittstelle im Konstrukt)
detektiert (Abbildung 4.10 B und 4.12 A). Endogener TRAIL wurde nach Hindlll-
Verdau bei ca. 12 kb sowie nach Scal-Verdau bei 10 kb und 5 kb nachgewiesen.

Transgen-spezifische Banden sind in der Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der H-2Kb-huTRAIL-Transgen-spezifischen Banden aus

Southern-Blot-Analysen

Linie® Hindlll-Verdau Scal-Verdau®
6965 a 21 kb 4,6 kb, 2,7 kb, 2,3 kb:
b 10kb e
6967 121 kb '21 kb, 4.6 kb
6973 21kb,4,6kb; 12 kb, 7,5 kb, 4.6 kb, 3,3 kb, 2,7 kb, 2,5 kb;
6980 a  21kb '6 kb, 4,6 kb, 3 Kb:
18 kb 7 kb, 4,6 kb, 3 kb;
'6983 a  21kb 4.6 kb, 2,6 kb;
8 kb e
6985 a  >21kb,21kb  10kb, 8 kb, 7,5 kb, 4,6 kb, 3,7 kb, 2,9 kb, 1,5 kb, 0,75 kb;
b >21kb, 21kb 10 kb, 7,5 kb, 6,5 kb, 4.6 kb, 2,8 kb, 2,5 kb, 1,5 kb, 0,75 kb;
¢ 21kb 7,5 kb, 4,6 kb, 4 kb, 3,5 kb;

% a, b, ¢: Unterlinien ab F1-Generation
®: Die Lange des Injektionsfragments (4,6 kb) ist jeweils unterstrichen.

°: Es wurde keine Transgen-spezifische Bande nach Scal-Verdau detektiert.

Bei vier der sechs untersuchten Founderlinien unterschied sich das Bandenmuster
nach Hindlll- und/oder Scal-Verdau zwischen Foundertier und der F1-Generation.
Diese Founderlinien spalteten sich daher in weitere Unterlinien auf (bezeichnet mit a,

b und ¢ hinter der Nummer des Founders). Im Hindlll-Verdau wurden bei den H-2K"-



100 Ergebnisse

huTRAIL-transgenen Linien ein oder zwei unabhangige Integrationsereignisse
nachgewiesen. Eine weitere Analyse war durch Auswertung der Southern-Blots nach
Scal-Verdau maoglich: So wurden aufgrund der Bandenanzahl nach Scal-Verdau bei
der Linie 6985 a mehr als zwei unabhangige Integrationsereignisse nachgewiesen.
Die 4,6 kb-Bande nach Scal-Verdau, die das Vorliegen von Concatemeren anzeigte,
wurde in zwei Unterlinien (Linie 6965 b und 6983 b) nicht detektiert. Bei den nach
Scal-Verdau detektierten Banden von 1,5 kb und 0,75 kb (Linien 6985 a und b)
handelte es sich um Fragmente des Mikroinjektionskonstrukts, da die Mindestgrolle
der das Transgenkonstrukt enthaltenden Fragmente nach Scal-Verdau der
genomischen DNA mindestens 2,3 kb betragen muss. In der Linie 6973 wurden zwei
unabhangige Integrationsereignisse sowohl beim Foundertier als auch bei F1- und
F2-Nachkommen (n=9) mit gleichem Bandenmuster detektiert. Bei F1-Nachkommen
der Linie 6983 fielen unterschiedliche Bandenintensitaten bei gleichem Banden-
muster der Wurfgeschwister auf. Ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen den
Bandenintensitaten wurden bei Vergleich der Foundertiere nach Xhol-Verdau
festgestellt (Abbildung 4.11).

Southern-Blot-Analysen wurden ebenfalls zur Untersuchung auf Homozygotie und
Hemizygotie von Tieren der Linie 6967 herangezogen, welche aus einer Bruder-
Schwester-Anpaarung (F2-Tiere mit 50 % Minipig-Anteil, beide Tiere transgen)
hervorgegangen waren (Abbildung 4.12). Bei drei von sechs Tieren wurde nach Scal-
Verdau eine um den Faktor 1,7 bis 2,4 hdhere Signalstarke, standardisiert auf
porcines GAPDH, als bei den Wurfgeschwistern festgestellt (Abbildung 4.12 B). Ein
vergleichbares Ergebnis erbrachte ebenfalls ein Hindlll-Verdau. Funf dieser Tiere
wurden mit nicht transgenen Schweinen angepaart. Das Transgen wurde in allen
Nachkommen der drei durch Southern-Blot-Analysen identifizierten homozygot-
transgenen Tiere nachgewiesen. Dagegen wurden bei den Nachkommen von
hemizygot-transgenen Tieren auch nicht transgene Tiere identifiziert. So wurden die

Ergebnisse aus Southern-Blot-Analysen bestatigt.
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Abb. 4.10: Southern-Blot-Analysen von H-2Kb-huTRAIL-transgenen und Wildtyp-Schweinen
nach Hindlll-Verdau und Scal-Verdau

Linienspezifisches Bandenmuster nach (A) Hindlll-Verdau und (B) Scal-Verdau von F1-Tieren, bei

Linie 6973 handelte es sich um F2-Tiere; wt: Wildtyp-Tier. Die Linien wurden in Founderlinien (z.B.

6965) und deren Unterlinien (bezeichnet mit a, b oder c) gegliedert. Endogene TRAIL-Banden wurde

nach Hindlll-Verdau (A) bei ca. 12 kb sowie nach Scal-Verdau (B) bei 10 kb und 5 kb nachgewiesen.

Die 4,6 kb-Bande nach Scal-Verdau entspricht der Lange des Mikroinjektionskonstrukts und weist auf

das Vorliegen von Concatemeren hin.
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Abb. 4.11: Southern-Blot-Analyse von H-2Kb-huTRAIL-transgenen Foundertieren und einem
Wildtyp-Schwein nach Xhol-Verdau

Feststellbar sind unterschiedliche Signalstarken der Transgen-spezifischen Banden zwischen fiinf

Foundertieren, welche der Integration einer unterschiedlichen Gesamtzahl an Transgenkopien im

Genom der Tiere entsprechen. Das Restriktionsenzym Xhol hat im Mikroinjektionskonstrukt keine

Schnittstelle. wt: Wildtyp-Tier; M: 1 kb-DNA-Ladder.
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Abb. 4.12: Untersuchung auf Homozygotie und Hemizygotie durch Southern-Blot-Analysen
von H-2Kb-huTRAIL-transgenen Tieren der Linie 6967

A: Southern-Blot-Analysen zur Identifizierung von homozygot-transgenen und hemizygot-transgenen

Tieren der Linie 6967 durch Hindlll- und Scal-Verdau. B: Quantitative Auswertung der Banden-

intensitaten der 4,6 kb-Bande des Scal-Verdaus von A, jeweils standardisiert auf die Signalstarke der

entsprechenden Bande nach Rehybridisierung mit porciner GAPDH-Sonde. Die Balken stellen die

relative Signalstarke, bezogen auf das Tier mit der niedrigsten Bandenintensitat, dar. Homo:

homozygot-transgenes Tier; Hemi: hemizygot-transgenes Tier.

4.2.2 Transgenexpression

Untersuchungen der mRNA-Transgenexpression wurden an Nachkommen von drei
Foundertieren durchgefuhrt. Bei Nachkommen der Founderlinie 6967 und 6980
wurde mittels RT-PCR-Analysen Expression von humanem TRAIL-Transgen in allen
untersuchten Organen (Haut, Herz, Hoden, Leber, Lunge, Milz, Muskel und Niere)
detektiert (Abbildung 4.13). Bei Nachkommen der Linie 6965 wurde nur bei Tieren
der Linie 6965 a Transgenexpression nachgewiesen, nicht jedoch bei Tieren der
Linie 6965 b. Im Northern-Blot wurde bei der Linie 6967 eine hohe Transgen-
expression in der Milz und eine niedrigere Expression im Hoden und in der Lunge

festgestellt (nicht gezeigt).
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Abb. 4.13: Nachweis der humanen TRAIL-Transkription eines transgenen Schweines der Linie
6967

A: RT-PCR zum Nachweis der humanen TRAIL-Transgenexpression mit Transgen-spezifischen
Primern. Die Amplifikate von cDNA als Matrize unterscheiden sich um die Lange der Intronsequenz
der humanen B-Globin-Splice-Kassette von den Amplifikaten des Expressionskonstrukts (P). B: Die
RT-PCR-Analyse zum Nachweis von GAPDH diente zur Bestatigung der Effizienz der reversen
Transkription. 1: Haut; 2: Herz; 3: Hoden; 4: Leber; 5: Lunge; 6: Milz; 7: Muskel; 8: Niere; P: pUC-
H2XXS-huTRAIL-Expressionsvektor; N: Negativ-Kontrolle (Aqua bidest.); M1: pUC-Mix-Marker 8;
M2: 100 bp-Marker.

Zur Expressionsuntersuchung von humanem TRAIL-Protein wurden Western-
Immunoblot-Analysen mit einem monoklonalen anti-humanen TRAIL-Antikorper
(Bindungsepitop an AS 17 — 34) durchgeflhrt. Durch diesen wurden flr humanen
TRAIL-spezifische Proteinbanden bei etwa 32 kDa, 30 kDa und 28 kDa sowie,
abhangig vom untersuchten Organ, eine schwachere Bande bei 20 kDa detektiert
(Abbildungen 4.14, 4.15 und 4.18). Wurde Proteinlysepuffer mit lodacetamid
verwendet, detektierte der Antikorper die 28 kDa Bande des humanen TRAIL nicht
(Abbildung 4.16). Porcines TRAIL-Protein wurde nicht detektiert.

Expression von humanem TRAIL-Protein auf der Zellmembran wurde durch Western-
Immunoblots aus Zellmembranpraparationen nachgewiesen. Wie aus Abbildung 4.14
ersichtlich, war bei dem untersuchten F3-Tier der Linie 6967 die Proteinexpression in
der Milz am hochsten, gefolgt von Lunge und Leber. Relativ niedrige Transgen-

expression wiesen Niere und Herz auf. Im Zytoplasma wurde kein humanes TRAIL-
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Protein detektiert. Humane TRAIL-Proteinexpression auf der Zellmembran wurde
aullerdem bei Tieren der Linie 6965 a und 6980 a in vier Organen untersucht
(Abbildung 4.15, Niere nicht gezeigt). Bei allen drei untersuchten Linien war die
Proteinexpression in der Milz am hochsten, gefolgt von Lunge und Leber. Relativ
niedrige Transgenexpression wurde in der Niere detektiert. Tiere der Linie 6965 a
exprimierten das Transgen in allen untersuchten Organen auf einem niedrigeren
Niveau als Tiere der Linien 6967 und 6980 a. Innerhalb einer Linie wurden z.T. grol3e
Schwankungen der Transgenexpression zwischen den verschiedenen Tieren

festgestellt.

He Le Lu Ml M
DERDEREREDE

-

-
_humaner
e P - W E A

‘ o
Zellmembran —
=]

b Lunge

%+ humaner
= 7 TRAIL

Zytoplasma

Abb. 4.14: Western-immunoblot aus Gewebefraktionen von einem transgenen und einem
Wildtyp-Tier

Porcine Proteinextrakte wurden getrennt nach Zellmembranfraktion und Zytoplasmafraktion

aufgetragen (je 20 ug). Humanes TRAIL-Protein wurde in der Zellmembranfraktion nachgewiesen,

nicht dagegen im Zytoplasma. tg: transgenes F3-Tier der Linie 6967; wt: Wildtyp-Tier; hu Lunge:

Gesamtlysat von humaner Lunge (7,5 ug); He: Herz; Le: Leber; Lu: Lunge; Mi: Milz; Ni: Niere.
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Abb. 4.15: Western-Immunoblot von Membranfraktionen verschiedener Organe von
transgenen Tieren dreier Linien und einem Wildtyp-Tier

Als Referenz zum Vergleich der Expressionsniveaus zwischen den verschiedenen porcinen Organen

wurden jeweils 7,5 ug Gesamtlysat aus humaner Lunge aufgetragen. tg: transgenes Tier der

entsprechenden Linie; wt: Wildtyp-Tier; hu Lunge: Gesamtlysat aus humaner Lunge.

Bei Reihenuntersuchungen von Tieren aus funf Founderlinien mit Proteingesamtlysat
von verschiedenen Organen wurde festgestellt, dass die Milz bei allen untersuchten
Tieren das Organ mit der héchsten Proteintransgenexpression war (nicht gezeigt).
Ebenfalls ein hohes Expressionsniveau wurde in der Lunge detektiert, in der Leber
hingegen eine vergleichsweise geringere Expressionshohe. Bei einem Tier der Linie
6980a war allerdings die Transgenexpression in der Leber hdher als die in der
Lunge. Des Weiteren wurde ein relativ niedriges humanes TRAIL-Expressionsniveau
in der Niere und der Haut nachgewiesen. Im Hoden wurde bei adulten Ebern eine
sehr hohe Expression von humanem TRAIL detektiert, dagegen eine relativ niedrige

bei prapuberalen Tieren. Bei weiblichen Tieren war die Expression im Ovar niedrig
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bis nicht detektierbar (nicht gezeigt). Zwischen Tieren derselben Linie wurden starke
Schwankungen der Expressionshohe festgestellt. So wurde bei einem Tier der Linie
6983 a eine Transgenexpression detektiert, nicht dagegen bei einem
Wurfgeschwister der gleichen Linie. Auffallend war, dass Tiere, die zum Zeitpunkt der
Probennahme eine Verletzung oder eine andere Erkrankung aufwiesen, tendenziell
mehr humanes TRAIL-Protein exprimierten als ihre gesunden Wurfgeschwister.
Ferner bestatigte sich der Trend aus den Western-Immunoblots der Membran-
fraktionen, dass Schweine der Linie 6965 a niedrigere Transgenexpressionen
aufwiesen als Tiere der Linie 6967. Zu den anderen Linien lagen noch zu wenige
Daten von Einzeltieren vor, um eine sichere linienvergleichende Aussage der

Expressionsniveaus zu treffen.

Um dennoch Angaben Uber die Transgenexpression von bisher nicht oder wenig
untersuchten Linien machen zu koénnen, wurden Gewebeproben [Ohrstanze und
periphere Blutlymphozyten (PBL)] lebender Tiere untersucht. Es stellte sich heraus,
dass Ohrstanzenproben aufgrund des héheren Aufwandes zur Proteinisolierung und
der relativ niedrigen Expressionshdhe der Haut nicht geeignet waren. Stattdessen
wurde fur Expressionsuntersuchungen an lebenden Tieren Gesamtlysat aus PBL
gewonnen. Die Expressionshohe auf PBL ahnelte der der Milz (nicht gezeigt). Es
wurden sowohl eine sehr hohe als auch fehlende Transgenexpression auf PBL bei
Tieren verschiedener Linien sowie Unterschiede der Expressionshohe bei
transgenen Schweinen derselben Linie nachgewiesen (nicht gezeigt). Die bei diesen
Analysen negativen Tiere bzw. Linien wurden nicht weiter berucksichtigt. Die Zucht
und umfassende Expressionsuntersuchungen der transplantationsrelevanten Organe
wurde auf die Tiere bzw. Linien beschrankt, die auf PBL eine Transgenexpression

gezeigt hatten.

Das Zytokinmilieu und der Aktivierungsstatus von PBL kdnnten moglicherweise einen
Einfluss auf die Regulation der Transgenexpression durch den murinen H-2K®-
Promotor haben. Um diese Annahme zu untersuchen, wurden PBL eines adulten
H-2KP-huTRAIL-transgenen F1-Tieres der Linie 6967 in-vitro fiir zwei bis vier Tage
mit rekombinantem porcinem (rpo) IFN-y, ConA bzw. PHA stimuliert und
anschlielfend Western-Immunoblot-Analysen aus Proteinlysaten durchgefuhrt. So

wurde eine um den Faktor 4 im Vergleich zu den nicht stimulierten PBL erhohte
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Expression von humanem TRAIL auf zwei Tage mit ConA bzw. PHA stimulierten
Zellen festgestellt (Abbildung 4.16). Eine ahnliche Wirkung wurde durch Inkubation
transgener PBL mit Zellkulturiberstanden erreicht, welche von porcinen Wildtyp-PBL
stammten, die vorher mit ConA bzw. PHA stimuliert worden waren. Dieser Effekt war
allerdings schwacher als nach direkter Stimulation mit ConA bzw. PHA (nicht
gezeigt). Dagegen hatte rpolFN-y keine Wirkung auf die Expressionshdéhe von
humanem TRAIL in stimulierten transgenen PBL. Des Weiteren wurden bei vier
hemizygot-transgenen F2-Tieren der Linie 6967 (Wurfgeschwister, gleiche
Haltungsbedingungen) Expressionsanalysen von PBL zu zwei unterschiedlichen Zeit-
punkten (Oktober und Marz) durchgefihrt. Dabei war die humane TRAIL-Expression
im Marz um den Faktor 1,3 bis 3,2 hdher als im Oktober (Abbildung 4.17).
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Abb. 4.16: Analyse der humanen TRAIL-Proteinexpression auf nicht stimulierten und
stimulierten transgenen PBL durch Western-immunoblot

A: Analyse der humanen TRAIL-Expression auf porcinen transgenen PBL eines F1-Tieres der Linie
6967. Aufgetragen wurde Proteinlysat aus je 5x10° PBL, der Proteinlysepuffer enthielt lodacetamid.
—: nicht stimulierte PBL; 2d, 3d, 4d: Dauer der Stimulation (zwei bis vier Tage); *: humaner TRAIL
(etwa bei 32 kDa, 30 kDa und 20 kDa). B: Quantitative Auswertung der Western-Blot-Analyse von A.
Die Balken stellen die relative Expressionssteigerung von humanem TRAIL in stimulierten Zellen
bezogen auf die Expression der unstimulierten PBL dar. rpolFN-y, ConA, PHA: verwendete

Stimulatoren; rpolFN-y: rekombinantes porcines IFN-y.
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Abb. 4.17: Nachweis unterschiedlicher Transgenexpressionsniveaus auf PBL im Oktober und
im Marz

Die Balken stellen die relativen Expressionsniveaus bezogen auf den niedrigsten Expressionswert

aller Tiere (Expression von 8593 im Oktober = 1) dar. Die relativen Expressionsniveaus wurden durch

Quantifizierung von Western-Immunoblot-Analysen ausgewertet. 8586, 8588, 8592, 8593: hemizygot-

transgene Wurfgeschwister aus der Linie 6967.

Eine mogliche altersabhangige Regulation der Transgenexpression durch den
murinen H-2K°-Promotor wurde an pranatalen und postnatalen Tieren der Linie 6967
untersucht (Abbildungen 4.18 A und 4.19). Humaner TRAIL wurde am Graviditatstag
(GT) 73 im Thymus, in der Milz und der Leber detektiert. In der Lunge wurde eine
Expression von humanem TRAIL ab GT 98 festgestellt. Zwischen GT 73 und GT 98
wurde ein Anstieg der Expression um den Faktor 1,9 in der Milz und 4,3 in der Leber
detektiert. Des Weiteren wurde in der Milz mehr humanes TRAIL-Protein exprimiert
als in der Leber. Ein Expressionsanstieg zwischen GT 98 und zwei Wochen alten
Tieren wurde in der Milz (Faktor 7,2), in der Leber (Faktor 3,0) sowie in der Lunge
(Faktor 16,4) nachgewiesen. Zwischen zwei und zehn Wochen alten Tieren wurde in
der Lunge ein leichter Anstieg der Expression um den Faktor 1,3 festgestellt.
Dagegen wurde bei zwischen zwei und zehn Wochen alten Tieren in Milz und Leber
kaum eine Veranderung der Expressionshohe detektiert. Bei postnatalen Tieren
wurden grofRere Schwankungen der Expression zwischen Wurfgeschwistern
innerhalb derselben Altersgruppe nachgewiesen [Abbildungen 4.18 B und 4.19
(Standardabweichung der zwei und zehn Wochen alten Tiere)]. Bei diesen Tieren
war im Organvergleich die Transgenexpression in der Milz am hdchsten, gefolgt von

Lunge und Leber (nicht gezeigt). Im Thymus wurde zwischen GT 73 und GT 98 ein
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leichter Anstieg (Faktor 1,3) und zwischen GT 98 und zwei Wochen postnatal ein
Abfall der Expression um mehr als die Halfte detektiert (Abbildung 4.19). An GT 98

wurde im Thymus eine hohere Expression festgestellt als in der Milz (nicht gezeigt).
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Abb. 4.18: Western-Immunoblot-Analysen der humanen TRAIL-Expression in der Milz von
transgenen und Wildtyp-Tieren

A: Nachweis der Expression von humanem TRAIL in Gesamtlysat der Milz von Tieren der Linie 6967.
Die Altersstufen sind angegeben. B: Analyse der Transgenexpression von zwei Wochen alten Wurf-
geschwistern der Linie 6967. tg# von A) entspricht tg# von B). tg: transgenes Tier (30 pg); wt: Wildtyp-
Tier (30 pg); Hu Lunge: Gesamtlysat von humaner Lunge (15 pg); 293 huTRAIL: Gesamtlysat von mit
dem pcDNA3-huTRAIL-Expressionsvektor transient transfizierten 293T-Zellen (0,078 ug);
Wo: Wochen; GT: Graviditatstag.
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Abb. 4.19: Analyse der relativen humanen TRAIL-Expression in fetalen und postnatalen

Geweben

Dargestellt sind die relativen durchschnittlichen Expressionsniveaus von humanem TRAIL gleich-

altriger Wurfgeschwister verschiedener Altersstufen. Die Standardabweichungen sind angegeben. Die

relative Transgenexpressionshdohe bezieht sich jeweils auf das niedrigste durchschnittliche

Expressionsniveau. GT: Graviditatstag; n: Anzahl der untersuchten Tiere.
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4.2.3 Apoptoseassay

Um zu Uberprifen, ob durch das Expressionsplasmid fir humanen TRAIL funktionell
aktives Protein exprimiert wird, wurden Apoptoseassays durchgefihrt. Dazu wurden
mit dem pcDNA3-huTRAIL-Plasmid transient transfizierte 293T-Zellen mit TRAIL-
sensitiven Jurkat RJP*-Zellen kokultiviert. Nach einer Kokultivierungszeit von
24 Stunden wurden bis zu 11,4 % Annexin V-FITC-positive und bis zu 26,4 %
Annexin V-FITC- und Pl-doppelt-positive Jurkat RJP*-Zellen durch FACS-Analysen
detektiert. Diese Werte waren gegeniiber den Kokulturansatzen von Jurkat RJP*-
Zellen mit 293T-Zellen, welche mit dem pcDNA3-Plasmid (Leervektor) transient
transfiziert worden waren, deutlich erhéht (5,9 % bzw. 7,2 %). In Western-
Immunoblots wurde eine sehr starke TRAIL-Expression auf den mit dem pcDNAS3-
huTRAIL-Vektor transient transfizierten Effektorzellen nachgewiesen (Abbildung
4.18). Keine TRAIL-Expression wurde dagegen sowohl in den mit dem Leervektor
transfizierten als auch in den nicht transfizierten 293T-Zellen detektiert (nicht

gezeigt).

Bei Verwendung von mit dem pUC-H2XXS-huTRAIL-Expressionsvektor transient
transfizierten 293T-Zellen als Effektorzellen im Apoptoseassay wurde im Vergleich
zum Kontrollansatz (mit dem Leervektor transfizierte Zellen) keine erhdhte
Apoptoserate bei den Jurkat RJP*-Zellen festgestellt. Im Western-Immunoblot wurde
eine im Vergleich zu pcDNA3-huTRAIL-transfizierten Zellen sehr niedrige Expression
von humanem TRAIL bei mit H-2K°-huTRAIL-transfizierten 293T-Zellen detektiert
(nicht gezeigt).

Bei Verwendung von porcinen transgenen Fibroblasten als Effektorzellen wurde eine
im Vergleich zum Kontrollansatz mit nicht transgenen Fibroblasten leicht erhohte
Apoptoserate bei den Jurkat RJP*-Zellen in einem Versuchsansatz nachgewiesen.
Dabei wurden 16,5 % Annexin V-FITC- und Pl-doppelt-positive Jurkat RJP*-Zellen
gegenuber 10,0 % durch FACS-Analysen detektiert. Bei Wiederholung des Versuchs
mit Hautfibroblasten eines anderen transgenen Tieres wurden keine Unterschiede
der Apoptoserate von Jurkat RJP*-Zellen nach Kokultivierung mit transgenen bzw.
Wildtyp-Effektorzellen detektiert. In Western-Immunoblots wiesen die Hautfibro-

blasten transgener Schweine eine niedrige humane TRAIL-Expression auf (nicht
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gezeigt). Eine ebenfalls niedrige humane TRAIL-Expression hatten mit dem pcDNA3-
huTRAIL-Plasmid transient tranfizierte PM86-Zellen (nicht gezeigt).

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Schwinzer (MHH Hannover) wurden
weitere Apoptoseassays durchgefiihrt. Dazu wurden H-2K°-huTRAIL-transgene PBL
verwendet, die hdhere Transgenexpressionsniveaus als Hautfibroblasten aufwiesen.
Als Effektorzellen fiir die Kokultur mit Jurkat-Zellen dienten PBL (2 x 10° Zellen), die
fur drei Tage mit ConA und IL-2 stimuliert worden waren. Nach einer Kokultivierungs-
zeit von vier Stunden wurden die Zellen gefarbt: Ein muriner Antikbrper gegen
humanes CD45 markierte in der Kokultur nur die Jurkat-Zellen. Die Detektion
apoptotischer Zellen erfolgte durch Annexin V-FITC. So konnte der Anteil
apoptotischer Jurkat-Zellen in der Kokultur tUber eine Identifizierung Annexin V-FITC-
positiver und CD45-positiver Zellen bestimmt werden. In diesen Kokultivierungs-
versuchen wurde reproduzierbar festgestellt, dass der Anteil an apoptotischen
Jurkat-Zellen nach Kokultur mit Lymphoblasten transgener Tiere hoher war als nach
Kokultur mit nicht transgenen Lymphoblasten (Abbildung 4.20). Der Zusatz von
neutralisierendem Antikdrper gegen humanen TRAIL (7,5 pug/ml des anti-TRAIL-Anti-
korpers Klon 2E5, Alexis Biochemicals, Grunberg) zu den Kokultivierungsansatzen
von Jurkat-Zellen mit TRAIL-transgenen PBL reduzierte den Anteil an apoptotischen

Jurkat-Zellen auf den Wert des Kontrollansatzes mit nicht transgenen PBL.
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Abb. 4.20: Nachweis der Apoptoseinduktion von Jurkat-Zellen durch humanen TRAIL auf
porcinen PBL

Detektion der apoptotischen Jurkat-Zellen durch Farbung mit Annexin V-FITC. Es wurden Jurkat-
Zellen fUr vier Stunden kokultiviert mit 293-Zellen (Negativkontrolle), mit 293-Zellen, die mit einem
Expressionsvektor fir humanen FasL stabil transfiziert worden waren (293h95L-Zellen, Positiv-
kontrolle) sowie mit porcinen PBL (von einem Wildtyp-Tier bzw. von einem TRAIL-transgenen Tier der
Linie 6967), die fir drei Tage mit ConA und IL-2 stimuliert worden waren. Die Kokulturen wurden mit
Annexin V-FITC sowie mit einem murinen anti-humanem CD45-Antikérper und PE-konjugierten anti-
murinen Ig von der Ratte gefarbt und anschliefend Uber Durchflusszytometrie analysiert. Die
Bestimmung der apoptotischen Jurkat-Zellen erfolgte iber den Anteil der Annexin V-FITC-positiven

CD45-positiven Zellen.
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4.3 Porciner TRAIL

4.3.1 cDNA-Sequenz von porcinem TRAIL

Um die vollstandige kodierende Region des porcinen TRAIL-Gens zu isolieren,
wurden PCR- und RACE-Experimente durchgeflhrt. Die erhaltene porcine TRAIL-
cDNA hat eine Gesamtlange von 1696 Nukleotiden und einen offenen Leserahmen
(ORF) von 870 Nukleotiden. Die cDNA-Sequenz  wurde unter der
DDBJ/EMBL/GenBank Datenbankzugriffsnummer AY639873 hinterlegt. Die porcine
TRAIL-cDNA kodiert fir 289 AS mit einem errechneten Molekulargewicht von
33,56 kDa und einem theoretischen isoelektrischen Punkt (pl) von 8,15 (Abbildung
4.21).
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Abb. 4.21: Von der cDNA-Sequenz abgeleitete Aminosauresequenz des porcinen TRAIL und
Vergleich mit den TRAIL-Aminosauresequenzen von Mensch, Ratte und Maus
Asterisk und Doppelpunkt zeigen vollstandige Ubereinstimmung bzw. Ubereinstimmung bei drei von
vier Spezies an. In der humanen Sequenz ist der potentielle Transmembrananker unterstrichen. Der
Cystein-Rest, welcher fir die Bindung von Zink und somit fir die Trimerisierung des Proteins

notwendig ist, ist mit einem Rhombus angezeigt.
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4.3.2 Expression von porcinem TRAIL

Durch RT-PCR- und/oder Northern-Blot-Analysen wurde eine porcine TRAIL-
Expression in allen untersuchten Organen, wie Haut, Herz, Hoden, Leber, Lunge,
Milz, Muskel und Niere, detektiert. In Lunge, Leber und Milz wurde eine relativ hohe
mMRNA-Expression nachgewiesen (nicht gezeigt). Zur Untersuchung einer mdglichen
entwicklungsabhangigen Regulation der porcinen TRAIL-Expression in den Organen
Leber, Lunge und Niere wurden quantitative RT-PCR (qRT-PCR)-Analysen zu zwei
Zeitpunkten der fetalen Entwicklung (GT 73 und GT 98) sowie postnatal bei zwei
Wochen und bei acht Monaten alten Wildtyp-Schweinen durchgefihrt (Abbildung
4.22). Die porcine TRAIL-Expression wurde auf die Expression des Housekeeping-
Gens Histon-2A standardisiert. In allen untersuchten Proben wurden Transkripte von
porcinem TRAIL detektiert. In der Niere wurden eine vergleichbare Expressionshohe
wahrend der fetalen Entwicklung (an GT 73 und GT 98), eine leichte Erhéhung der
mRNA-Abundanz wahrend der frUhen postnatalen Phase sowie eine deutliche
Zunahme der Expression bei adulten Schweinen nachgewiesen (Abbildung 4.22 A).
Dagegen wurde in der Lunge ein relativ starker Anstieg der Transkription zwischen
GT 73 und GT 98 sowie eine weitere leichte Transkriptionserh6hung bis zu einem
Alter von zwei Wochen detektiert. Die TRAIL-Expression in der Lunge war jedoch bei
dem acht Monate alten Tier niedriger als bei Tieren vom GT 98 (Abbildung 4.22 B).
Ahnlich wie in der Lunge wurde in der Leber wahrend der fetalen Entwicklung ein
Anstieg der Expression nachgewiesen, der jedoch geringer war. Des Weiteren wurde
in der Leber im Gegensatz zur Lunge wahrend der gesamten postnatalen Periode
eine kontinuierliche Erhéhung der TRAIL-Transkription im Vergleich zur Fetalperiode
detektiert (Abbildung 4.22 C).
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Abb. 4.22: gqRT-PCR-Analysen der porcinen TRAIL-Transkription in fetalen und postnatalen

Geweben

A: Niere, B: Lunge, C: Leber. Die relative Abundanz wurde nach der Standardkurvenmethode
berechnet (Quotient aus der Kopienzahl der TRAIL-mRNA und der Kopienzahl der mRNA des

Referenzgens Histon-2A). Die Balken stellen die durchschnittliche relative Abundanzhéhe in den

verschiedenen Altersstufen dar. Die Standardabweichungen sind angegeben. GT: Graviditatstag;
n: Anzahl der untersuchten Tiere. *: p-Wert < 0,05; **: p-Wert < 0,01; #**: p-Wert < 0,0001.
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5 Diskussion

Aufgrund des Spenderorganmangels fur die Allotransplantation wird nach
Alternativen des Organersatzes bei Patienten mit terminalem Organversagen
gesucht. Die Verwendung von Schweineorganen fir die Xenotransplantation konnte
eine solche Alternative sein, da porcine und humane Organe viele anatomische und
physiologische Gemeinsamkeiten besitzen (Clark & Whitelaw 2003). Da jedoch
Mensch und Schwein immunologisch inkompatibel sind, missen Strategien
entwickelt werden, um die AbstoRung eines porcinen Xenotransplantats durch das
humane Immunsystem zu verhindern. Durch genetische Modifikation von Schweine-
organen kann die HAR verhindert werden. Mogliche Strategien zur Verhinderung der
zellularen Abstol3ungsreaktion kdonnten in der Transgenexpression von TGF-f1 und
TRAIL bestehen. Grundlagen zur Untersuchung der Anwendbarkeit dieser Strategien

wurden durch die hier untersuchten Tiermodelle in Maus und Schwein geschaffen.

5.1 oMHC-GLVPc-polyA- und TK-porcTGFp1-transgene Mause

TGF-B1 ist als multifunktionelles Protein an der Regulation vieler physiologischer
Prozesse beteiligt. Seine Aktivitdt muss daher streng kontrolliert werden, um patho-
physiologische Auswirkungen zu vermeiden (Zhu & Burgess 2001). Eine gestorte
TGF-p1-Signaltransduktion wird mit zahlreichen Krankheiten in Verbindung gebracht,
darunter Autoimmunkrankheiten, Tumore, Fibrosen und Krankheiten des
Gefallsystems wie Atherosklerose (Dennler et al. 2002). So ist eine lokal erhdhte
Bioverfugbarkeit von TGF-B1 im Herzmuskelgewebe z.B. fur die Pathogenese von
nicht adaptiver Herzmuskelhypertrophie, von Herzmuskelfibrose und von
verschiedenen Arten von Kardiomyopathien mit verantwortlich (Lijnen et al. 2000;
Seeland et al. 2002). Des Weiteren hat TGF-f1 im Herzen auch auf andere
Signalwege Einfluss. So reagieren Herzmuskelzellen bei erhdhter Bioverfugbarkeit
von TGF-B1 durch Beeinflussung der B-adrenergen Signaltransduktion auf die
Behandlung mit Catecholaminen mit einer erhohten Kontraktilitat (Rosenkranz et al.
2002). Uberdies kann die Expression von konstitutiv aktivem TGF-B1, abhangig vom
fur die Transgenexpression verwendeten Promotor, zum Tod der Tiere bzw. zu
degenerativen Organveranderungen, wie z.B. Herzmuskelfibrose, fuhren (Sellheyer
et al. 1993; Agah et al. 2000; Nakajima et al. 2000). Im Hinblick auf die Expression
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von konstitutiv aktivem TGF-f1 in transgenen Spenderorganen ist daher eine strenge
raumliche und zeitliche Kontrolle der Transgenexpression im Organspendertier
notwendig. Dies sollte durch die Verwendung eines Mifepristone-induzierbaren
Genregulationssystems und eines herzspezifischen Promotors (aMyHC) erreicht

werden.

5.1.1 Identifizierung und Charakterisierung der Transgenintegration

Eine schnelle Methode, transgene Tiere zu identifizieren, stellt die Polymeraseketten-
reaktion (PCR) mit Transgen-spezifischen Primern dar. Hierfur ist eine DNA mittlerer
Qualitat ausreichend, die durch ein billiges und wenige Arbeitsschritte enthaltenes
Isolierungsprotokoll gewonnen wurde. Mit der PCR ist jedoch nur eine Aussage Uber
das Vorhandensein des Transgenkonstrukts, nicht aber Uber das Transgen-
integrationsmuster mdglich. Deshalb sind Southern-Blot-Analysen notwendig, um die
Anzahl der unabhangigen Integrationsereignisse, das Vorliegen von Concatemeren
wie auch die Orientierung der Transgenkopien innerhalb einer Integrationsstelle, die
Anzahl an integrierten Kopien sowie die Integritat der Mikroinjektionsfragmente zu
bestimmen. Als Concatemere bezeichnet man im Bereich der Transgentechnologie
das Aneinanderlagern mehrerer Kopien des Transgenkonstrukts, das meistens in
einer ,head-to-tail“-Anordnung erfolgt (Rulicke & Hubscher 2000). Tiere mit einem
unterschiedlichen Integrationsmuster konnen sich bezuglich der Transgen-
expressionshohe und -gewebespezifitat unterscheiden. Ursachen hiervon sind
moglicherweise Positionseffekte, d.h. eine Beeinflussung der Transgenexpression
einerseits durch benachbarte endogene Sequenzen oder andererseits durch
Konformationsanderung der Chromatinstruktur (Rulicke & Hubscher 2000). Daher ist
es notwendig, die durch Mikroinjektion generierten transgenen Foundertiere mit
Wildtyp-Tieren anzupaaren, um separate Linien mit gleichen Transgenintegrations-

mustern zu erstellen.

Sowohl in den aMHC-GLVPc-polyA-transgenen Mauslinien 6 und 8 als auch in der
TK-porcTGFB1-transgenen Linie 4 wurde jeweils ein Integrationsort des Transgens
nachgewiesen. Weiterhin wurde in den beiden MHC-tg Mauslinien durch die
Detektion der 7,5 kb groRen Transgen-spezifischen Bande, welche der Grolke des

Mikroinjektionskonstrukts entsprach, das Vorliegen von Concatemeren festgestellt.
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Da die Signalintensitat der 7,5 kb-Bande in Linie 6 starker war als in Linie 8, ist
anzunehmen, dass bei Linie 6 eine hohere Kopienzahl des Konstrukts in das Genom
integriert worden war. Des Weiteren wurde bei der Linie 6 die Integration eines
unvollstandigen Fragments des Mikroinjektionskonstrukts nachgewiesen. Die
Integration von Teilfragmenten der TK-porcTGFp1-Expressionskassette wurde
ebenfalls bei der TGF-tg Linie 4 durch Southern-Blot-Analyse nach Scal-Verdau
sowie bei den TGF-tg Linien 3 und 5 durch PCR-Analyse festgestellt. Ursachen
hiervon dirften eine mechanische oder enzymatische Fragmentierung des
Konstrukts bei Aufreinigung vor der Mikroinjektion oder eine Degradierung des in die
Vorkerne der Zygote injizierten linearisierten Konstrukts durch endogene Nukleasen
sein (Rulicke & Hubscher 2000).

Die exakte Anzahl der integrierten Kopien der Mikroinjektionskonstrukte und deren
Anordnung zueinander wurde nicht bestimmt, da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf
der Bestimmung der Transgenexpression, der Uberpriifung der Funktionalitat des

Mifepristone-induzierbaren Genregulationssystems und der biologischen Aktivitat lag.

5.1.2 Transgenexpression

Die mRNA fir den chimaren Transaktivator GLVPc wurde von den MHC-tg Mausen
in allen untersuchten Organen wie Haut, Zwerchfell, M. quadriceps, Ventrikel-
myokard, Niere, Leber, Lunge, Milz, Gro3hirn, Stammhirn/Kleinhirn und Hoden bzw.
Uterus exprimiert. Die Transkription des GLVPc wird durch den murinen Promotor
aMyHC (alpha myosin heavy chain) reguliert. aMyHC ist eine Isoform der schweren
Kette des Myosins und bildet zusammen mit anderen Proteinen, wie den leichten
Ketten des Myosins, den kontraktilen Apparat der Herzmuskelzellen, die Sarkomere.
Zu unterscheiden sind die beiden Isoformen aMyHC und BMyHC. Die Expression
wird gewebe- und entwicklungsspezifisch reguliert (Lyons et al. 1990; Morkin 2000).
So wird aMyHC im Gegensatz zu BMyHC bei der Maus postnatal in den Herzmuskel-
zellen des Atriums und des Ventrikels auf hohem Niveau exprimiert (Gulick et al.
1991). Die mittels Northern-Blot festgestellte hohe Transgenexpression im
Ventrikelmyokard stimmt mit diesem Expressionsmuster Uberein. Des Weiteren
wurde neben der starken Expression von aMyHC in den Herzmuskelzellen ebenfalls

eine geringe Transkription in der quergestreiften Muskulatur des Zwerchfells (Gulick
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et al. 1991), in der extraokkularen Muskulatur (Morkin 2000) und im ,pulmonéaren
Myokard®, der Muskelschicht von Lungenvenen (Subramaniam et al. 1991; Jones et
al. 1994), bei der Maus beschrieben. Transgenexpression unter der Kontrolle des
aMyHC-Promotors wurde von Takeuchi et al. (1999) ebenfalls in der Niere

nachgewiesen.

Da jedoch abweichend von der Literatur in weiteren Organen GLVPc-Transkripte
detektiert wurden, erfolgte eine Analyse der endogenen aMyHC-Expression in den
Organen, in denen Transgentranskripte festgestellt worden waren. Die mittels
Northern-Blot-Analysen detektierte hohe mRNA-Expression von aMyHC im Ventrikel-
myokard und relativ niedrige Expression in Zwerchfell und Lunge stimmt mit dem in
der Literatur beschriebenen Expressionsmuster uberein (Gulick et al. 1991,
Subramaniam et al. 1991; Jones et al. 1994). Es wurden jedoch auch in allen
anderen analysierten Organen, in welchen eine Transgenexpression stattgefunden
hatte, aMyHC-Transkripte festgestellt. Dies lasst auf eine weit verbreitete Expression
von aMyHC in der Maus schlielen. In der murinen Lunge wurde die aMyHC-
Expression in der Muskelschicht der Lungenvenen lokalisiert (Subramaniam et al.
1991; Jones et al. 1994). So ist anzunehmen, dass mdglicherweise auch in anderen
Organen als der Lunge die Gefalde der Ort der endogenen aMyHC-Transkription sein
kdnnten. Des Weiteren lasst sich aufgrund der endogenen aMyHC-Expressionsdaten
schlussfolgern, dass das Expressionsmuster des chimaren Transaktivators GLVPc in
beiden MHC-tg Linien auf die spezifische Regulation durch den aMyHC-Promotor
zurickzufuhren ist. Ein mdglicher Positionseffekt der Transgenintegration durfte

daher nur einen geringen Einfluss auf die Transgenexpression dieser Tiere haben.

Fur die Transgenexpression von TGF-B1 bei der Maus wurde die cDNA des porcinen
TGF-B1 verwendet, da das porcine Protein mit den murinen TGF-B1-Rezeptoren
funktionelle Interaktionen zeigt (Agah et al. 2000). Die eingesetzte cDNA wies zudem
Mutationen auf, die bei der Translation zu einem Aminosaureeinbau von Serin
anstelle von Cystein an den Positionen 223 und 225 flihren. Damit wird konstitutiv
aktiver, nicht Uber Latenz regulierter TGF-B1 translatiert (Brunner et al. 1989). Bei
dem hier verwendeten Mifepristone-induzierbaren Genregulationssystem sollte durch

die Expression des chimaren Transaktivators die Transkription der Zielgens, in
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diesem Fall von porcinem TGF-B1, kontrolliert werden. Die Hohe der basalen
Expression des Zielgens hangt von der Expressionshohe des chimaren
Transaktivatorproteins ab (Zhao et al. 2001): Je héher dessen Expression ist, desto
hoher ist auch die basale Expression des Zielgens wie auch die Expressions-
erhdhung des Zielgens nach Verabreichung von Mifepristone. In diesem Zusammen-
hang ist zu erwahnen, dass in beiden MHC-tg Linien etwa gleiche mRNA-Transkript-
mengen von GLVPc mittels Northern-Blot-Analysen in der Herzventrikelmuskulatur

detekiert wurden.

Die Transkription von porcinem mutiertem TGF-1 wurde bei TGF-tg Mausen in allen
untersuchten Organen wie Haut, Zwerchfell, M. quadriceps, Ventrikelmyokard, Niere,
Leber, Lunge, Milz, Grol3hirn, Stammhirn/Kleinhirn und Uterus nachgewiesen. Diese
basale Expression konnte sowohl durch einen Positionseffekt aufgrund der
Transgenintegration als auch durch eine moglicherweise zu geringe Transkriptions-
kontrolle durch die vier dem Minimalpromotor der Thymidinkinase vorangestellten
Gal4-DNA-Bindestellen erklart werden. Weitere Untersuchungen zur Klarung der
genauen Ursachen sind notwendig. Da die TGF-tg Tiere phanotypisch keine durch
TGF-B1 verursachten Veranderungen aufwiesen und fertil waren, wurden sie zur
Anpaarung mit MHC-tg Mausen verwendet, um die Funktionalitdt des Mifepristone-

induzierbaren Genregulationssystems zu Uberprufen.

Analog zu den Expressionsdaten der TGF-tg Tiere wurde bei dtg Tieren in allen
untersuchten Organen unabhangig von der Transkriptionsinduktion durch
Mifepristone mRNA des porcinen TGF-B1-Transgens nachgewiesen. Die Hohe der
Transgenexpression v.a. im Herzen unterschied sich aber zwischen dtg und TGF-tg
Mausen deutlich. So wurde in Northern-Blot-Analysen bei TGF-tg Mausen im
Ventrikelmyokard keine porcine TGF-B1-mRNA detektiert, dagegen waren bei dtg
Tieren die zwei Banden fur porcinen TGF-B1 nachweisbar. Dieses Bandenmuster
wurde in anderen Arbeiten mit porcinen TGF-B1-transgenen Mausen ebenfalls
detektiert (Nakajima et al. 2000). Aufgrund einer erhohten mRNA-Expression von
porcinem TGF-B1 in dtg vs. TGF-tg Tieren ist anzunehmen, dass der chimare Trans-
aktivator GLVPc korrekt translatiert wurde und bereits ohne Induktion von

Mifepristone die Transkription des Zielgens induzieren konnte. In diesem
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Zusammenhang fiel auf, dass ein grof3er Teil der in den ersten vier Lebenswochen
verendeten Nachkommen aus Anpaarungen von TGF-tg mit MHC-tg Tieren doppelt-
transgen war. Die hohe Letalitat ist mit groRer Wahrscheinlichkeit sowohl auf die
basale als auch auf die durch den chimaren Transaktivator gesteigerte Expression

von konstitutiv aktivem porcinem TGF-B1 zuruckzufuhren.

Zur Untersuchung der Induzierbarkeit der porcinen TGF-B1-Transgenexpression
durch Gabe von Mifepristone wurde die Transkriptionshohe des Transgens im
Ventrikelmyokard von zwei Versuchsgruppen analysiert. So wurde im Vergleich zu
dtg Tieren der Linienkombination L6/L4 bei der dtg Maus mit Mifepristonegabe eine
hohere Transgenexpression als bei der ohne Mifepristoneverabreichung detektiert.
Dies entsprache der erwarteten Induzierbarkeit der Zielgenexpression durch das
Mifepristone-induzierbare Genregulationssystem. Dieses Ergebnis war jedoch nicht
reproduzierbar, da bei der anderen Versuchsgruppe aus Tieren der Linien-
kombination L8/L4 das ungespritzte dtg Kontrolltier eine hdhere porcine TGF-p1-

Expression als die gespritzten dtg Mause aufwies.

Die basale Expression des Zielgens hangt von der Expressionshéhe des GLVPc ab,
die durch den oaMyHC-Promotor reguliert wird. Dieser besitzt zahlreiche cis-
regulatorische Elemente, wie z.B. Bindestellen fur GATA-4, MEF-2 oder TR, durch
welche die endogene Regulation von aMyHC gewebespezifisch und als Antwort auf
verschiedene (patho-)physiologische Stimuli erfolgen kann (Subramaniam et al.
1993; Molkentin et al. 1994; Lee et al. 1997). So ist bei der Maus der erhdhte
Blutspiegel von Schilddrisenhormon, der in der perinatalen Periode beobachtet wird,
fur einen lIsoform-Switch von BMyHC in aMyHC in der Herzventrikelmuskulatur
verantwortlich (Lompre et al. 1984). Eine Beeinflussung der aMyHC-Expressions-
hdhe erfolgt ebenfalls u.a. durch Erhéhung des Blutdrucks und Herzhypertrophie
(Abnahme des aMyHC-Expressionsniveaus), durch Erhéhung von IGF-1- oder GH-
Blutspiegeln (Erhéhung) als auch durch Seneszenz (Abnahme) (Morkin 2000). Somit
konnte eine erhdohte Synthese des chimaren Transaktivators durch den Einfluss
endogener Faktoren auf den aMyHC-Promotor reguliert werden und in der Folge
auch in Abwesenheit von Mifepristone eine starke Induktion der Expression von

konstitutiv aktivem TGF-B1 bei dtg Tieren bewirken.
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Eine hohe Letalitat wahrend der Saugezeit war bei Nachkommen aus Anpaarungen
zur Generierung dtg Mause festzustellen. Dieser Effekt war starker, wenn die
Kombination TGF-tg Vatertier und MHC-tg Muttertier vorlag. Hier starben die
Nachkommen mit einem durchschnittlichen Alter von 7,1 Tagen, kein dtg Tier
erreichte ein Alter von vier Wochen. Auch bei der umgekehrten Anpaarungs-
kombination (MHC-tg Vatertier und TGF-tg Muttertier) befand sich ein groRer Anteil
an dtg Tieren unter den mit durchschnittlich 12 Tagen verendeten Nachkommen.
Jedoch gab es auch lebende dtg Tiere, die bis zu neun Monate alt wurden.
Mdglicherweise beeinflussen Faktoren in der Muttermilch der MHC-tg Tiere die

Sterblichkeitsrate ihrer (dtg) Nachkommen.

Bei Jungtieren erfolgen in der perinatalen Periode wichtige Veranderungen im
endogenen Hormonstatus. Des Weiteren werden von den Jungtieren Uber die
Muttermilch neben den Nahrstoffen auch exogene maternale Botenstoffe, wie z.B.
Wachstumshormon oder Schilddrisenhormon, oral aufgenommen (Strbak et al.
1974; Akasha et al. 1987; Nagasawa et al. 1988; Slebodzinski & Twardon 2004). So
konnte es moglich sein, dass bei Jungtieren sowohl durch die Gber die Muttermilch
aufgenommenen Botenstoffe als auch durch endogene Hormone eine Steigerung der
GLVPc-Transgenexpression durch den aMyHC-Promotor bewirkt wurde. Durch die
Bindung des GLVPc an die Gal4-Aktivierungssequenzen im Promotorbereich des
zweiten Transgenkonstrukts (UAS) wird die Transkription von porcinem TGF-31
bereits in Abwesenheit von Mifepristone hochreguliert, was vermutlich nach
Uberschreiten eines Schwellenwertes letal ist. Sowohl die Hohe oder Dauer der TGF-
1-Expression, welche letal wirkt, als auch die Uber die Muttermilch Ubertragenen,
die GLVPc-Transgenexpression beeinflussenden Botenstoffe bzw. der Hormonstatus

der Jungtiere wahrend der Saugezeit wurden bisher nicht untersucht.

Durch die Verwendung dieses Mifepristone-induzierbaren Genregulationssystems
sollte eine raumliche und zeitliche Kontrolle der Transgenexpression von konstitutiv
aktivem TGF-B1 im Herzen erzielt werden. Der chimare Transaktivator wurde im
Ventrikelmyokard funktionell aktiv stark exprimiert, Transkription wurde jedoch auch
in anderen Organen wie der Lunge nachgewiesen, allerdings war die Expression dort
niedriger. Somit konnte durch Einsatz des aMyHC-Promotors keine nur auf das Herz

beschrankte strenge raumliche Kontrolle der Transgenexpression erreicht werden.
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Dieser Befund ist jedoch vernachlassigbar, da flr Transplantationsexperimente zur
Aufklarung der Wirksamkeit von TGF-f1 in diesem Zusammenhang nur die

Expressionshohe im Spenderorgan, namlich im Herzen, wichtig ist.

Des Weiteren wurde bei TGF-tg Tieren das Transgen basal transkribiert. Dies hatte
jedoch keine erkennbaren Auswirkungen auf die Fertilitdt und Lebenserwartung
dieser Mause. Sie wurden daher zur Anpaarung mit MHC-tg Tieren verwendet. In dtg
Tieren wurde die Expression von konstitutiv aktivem porcinem TGF-B1 durch den
chimaren Transaktivator stark hochreguliert. Dies erfolgte jedoch auch unabhangig
von der Anwesenheit des Induktors Mifepristone. Somit lag keine zeitliche Kontrolle
Uber die Transgenexpression von TGF-B1 vor, was durch zeitlich nicht begrenzte
hohe Expressionsniveaus zum Tod dtg Nachkommen gefuhrt haben kdnnte. Die dtg
Mause, die die Saugezeit Uberlebten, wiesen, abgesehen von vereinzelten Todes-

fallen, eine ahnliche Lebenserwartung wie die Wurfgeschwister auf.

Trotz der fehlenden zeitlichen Kontrolle der TGF-B1-Transgenexpression kdnnten die
Herzen von dtg Mausen fur die In-vivo-Analyse der moglichen protektiven Wirkung
von TGF-B1 vor einer zellularen TransplantatabstoRungsreaktion verwendet werden,
da sie konstitutiv aktiven TGF-B1 im Herzen synthetisieren. Fir die Induktion der
Transplantattoleranz ~ dirfte eine Transgenexpression zum Zeitpunkt der
Transplantation von Bedeutung sein (Josien et al. 1998). Ob eine protektive Wirkung
auf das Transplantatliberleben durch aktiven TGF-1 allein oder in Koexpression mit
FasL auftritt, und falls ja, wie lange die Transgenexpression erfolgen muss, bedarf
der Durchfihrung von Herztransplantationen im Nagetiermodell. Die Zucht dieser dtg
Organspendertiere muss Uber die Anpaarungskombination von MHC-tg Vatertier mit
TGF-tg Muttertier erfolgen.

Sollten transgene Schweine fur die Expression von konstitutiv aktivem TGF-31
erstellt werden, so ist ein anderes bzw. ein modifiziertes Genregulationssystem zu
verwenden, welches eine sichere zeitliche und raumliche Kontrolle der TGF-1-
Expression gewahrleistet. Des Weiteren ist zu beachten, dass bei Spezies mit
niedrigerer Schlagfrequenz des Herzens im Vergleich zur Maus, wie das bei Mensch

und Rind der Fall ist, postnatal ein groferer Anteil an der B-Isoform des MyHC
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vorliegt, wohingegen aMyHC nur in relativ geringen Mengen in der Herzventrikel-
muskulatur vorhanden ist (Morkin 2000). Daher durfte der bei den Mausen
verwendete aMyHC-Promotor fur eine hohe Transgenexpression im Schweineherzen

nicht geeignet sein.

5.2 H-2K°-huTRAIL-transgene Schweine

Die H-2K°-huTRAIL-transgenen Schweine wurden (iber Mikroinjektion eines
Expressionsvektors fur humanen TRAIL in Zygoten erstellt. Es wurden keine
Auffalligkeiten des Gesundheitszustandes und Habitus der transgenen Tiere im
Vergleich zu den Wurfgeschwistern festgestellt. Mause mit transgener Expression
von TRAIL wurden in der Literatur bisher nicht beschrieben. TRAIL-Knockout-Mause
wiesen eine erhohte Pradisposition gegenuber Autoimmunkrankheiten und
Metastasierung tumordser Zellen auf (Cretney et al. 2002; Lamhamedi-Cherradi et al.
2003).

5.2.1 ldentifizierung und Charakterisierung der Transgenintegration

Zur Charakterisierung der H-2K°-huTRAIL-transgenen Linien wurden Southern-Blot-
Analysen durchgefiihrt. So wurde bei fiinf von sechs untersuchten H-2K"-huTRAIL-
transgenen Founderschweinen das Vorliegen mehrerer unabhangiger Integrations-
ereignisse nachgewiesen. Bei vier von funf Foundertieren erfolgte Uberdies eine
Aufspaltung in zwei bis drei Unterlinien. Eine weitere Auftrennung in Unterlinien, wie
z.B. von dem Foundertier 6985, kann aufgrund des komplexen Bandenmusters nach
Scal-Verdau, dem méglichen Uberlappen von mehreren Banden &hnlicher GroRke
nach Hindlll-Verdau und der geringen Anzahl an F1-Nachkommen (drei Tiere bei
6985) nicht ausgeschlossen werden. Des Weiteren fiel auf, dass bei der Linie 6973
Uber zwei Generationen keine Segregation der an zwei unabhangigen
Chromosomenabschnitten integrierten Transgenkonstrukte erfolgte. Es wird daher
angenommen, dass diese auf demselben Chromosom integriert wurden. Dies bedarf

jedoch einer weiteren Klarung.
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Bezuglich der integrierten Kopienzahl des Mikroinjektionskonstrukts wurden deutliche
Unterschiede zwischen den Linien festgestellt. So waren in den Founderlinien 6983
und 6985 deutlich mehr Kopien in das Genom integriert als z.B. in der Linie 6967.
Die Kopienzahl unterschied sich auch innerhalb von Wurfgeschwistern derselben
Linie, wie z.B. 6983 a. Ursachlich hierflir kdnnte ein Verlust an Transgenkopien im
Bereich der Concatemere bei einigen Tieren sein, was zu einer besseren Stabilitat
der Chromatinstruktur beitragen sollte (Rulicke & Hubscher 2000). Dies hat
moglicherweise positive Auswirkungen auf die Transgenexpressionshohe. Des
Weiteren wurde bei den Linien 6985 a und b im Scal-Verdau die Integration von
Teilfragmenten des H-2KP-huTRAIL-Konstrukts nachgewiesen. Die Ursache fiir die
Bildung dieser Fragmente dirfte ebenfalls in Verbindung mit der Aufreinigung der
DNA fur die Mikroinjektion oder mit einer Degradierung durch endogene Nukleasen

der Zygote nach Mikroinjektion stehen, wie unter Abschnitt 5.1.1 beschrieben.

5.2.2 Transgenexpression

Das H-2K°-huTRAIL-Transgen wurde bei zahlreichen Linien in allen untersuchten
Geweben wie Haut, Herz, Hoden, Leber, Lunge, Milz, Muskel und Niere transkribiert
und korrekt gespliced. In der Linie 6965 b wurde dagegen keine Expression des
Transgens nachgewiesen. Die fehlende Transkription kann auf zahlreiche Faktoren —
wie genomisches ,Imprinting“ oder Positionseffekte aufgrund des Integrationsortes —

zuruckzufihren sein (Rulicke & Hubscher 2000).

Das Expressionsmuster der humanen TRAIL-mRNA wurde auf Proteinebene durch
Western-Immunoblot-Analysen weitgehend bestatigt. Eine mogliche Expression im
Muskel konnte jedoch aufgrund technischer Probleme bei der Proteinproben-

aufbereitung nicht analysiert werden.

Die Transgenexpression wird durch den murinen H-2KP-Promotor reguliert, der die
Transkription des H-2K°-Gens kontrolliert. Dieses Gen ist eines der MHC-Klasse 1-
Gene der Maus, welche fur die schwere Kette der membranstandigen H-2-Antigene
kodieren (David-Watine et al. 1990). Deren Expression erfolgt auf nahezu allen
Zelltypen, Endothelzellen eingeschlossen (Momburg et al. 1986; Johnson & Pober

1990). Das Expressionsmuster wird entwicklungsabhangig und gewebespezifisch
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reguliert. So werden bei der adulten Maus H-2-Antigene auf hochstem Niveau in den
sekundaren lymphatischen Organen, wie Milz und Lymphknoten, und auf hohem
Niveau in der Lunge und im Darm exprimiert. Weiterhin wurden mittlere
Expressionsniveaus im Thymus, in der Leber, im Herzen und in der Niere
beschrieben. Im Hoden und in der Skelettmuskulatur wurde eine geringe Expression

nachgewiesen (Drezen et al. 1993).

Ein ahnliches Expressionsmuster wurde bei postnatalen H-2Kb-huTRAIL-transgenen
Schweinen in allen untersuchten Linien nachgewiesen. Dies war zu erwarten, da sich
die fir die gewebespezifische Transkription notwendigen cis-regulatorischen
Elemente innerhalb der 2 kb groRen Promotorsequenz befinden, die zur Regulation
der Transgenexpression verwendet wurde (Drezen et al. 1992). Somit war eine
Interaktion von porcinen Transkriptionsfaktoren mit den cis-regulatorischen
Elementen des murinen H-2K°-Promotors und damit eine gewebespezifische
Regulation der Transgenexpression moglich. Eine Ausnahme bildete die teilweise
hohere, vermutlich von der Geschlechtsreife abhangige Transgenexpression im
Hoden. Da diese in mehreren Linien nachgewiesen wurde, ist ein Positionseffekt der
Transgenintegration als Ursache weniger wahrscheinlich. Ob in diesem Fall eine
Speziesinkompatibilitat eines Transkriptionsfaktors vorliegt, wurde nicht untersucht.
Eine weitere Abweichung vom Expressionsmuster der murinen H-2-Antigene stellte
die Expression von humanem TRAIL im Herzen dar, die bisher nur bei einem H-2K"-
huTRAIL-transgenen Tier gefunden wurde. Dieses Organ sollte jedoch aufgrund der
Expressionsdaten fur murines H-2-Antigen ein vergleichbares Expressionsniveau wie

Leber oder Niere aufweisen.

Neben der organspezifischen Expression ist ebenfalls die Lokalisation des humanen
TRAIL-Proteins von Bedeutung. So ist eine Expression von TRAIL auf der Zell-
membran eine wichtige Voraussetzung fur eine Interaktion mit TRAIL-Rezeptoren auf
den Zielzellen und folglich fur die mdgliche protektive Wirkung von TRAIL gegen
zellulare Abstollung des porcinen Xenotransplantats. Durch Analysen von
fraktionierten Proteinpraparationen wurde gezeigt, dass TRAIL ausschlie3lich in der

Membranfraktion und nicht im Zytoplasma lokalisiert war.
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Es fiel auf, dass Tiere der Linie 6965 a im Durchschnitt niedrigere Expressions-
niveaus aufwiesen als Tiere der Linie 6967. Diese Unterschiede dirften auf
Positionseffekte zurtckzufuhren sein, bei denen die Transgentranskription durch cis-
regulatorische Elemente in der genomischen Umgebung der Integrationsstelle oder
durch unterschiedliche Stabilitat der das Transgenkonstrukt enthaltenen Chromatin-
struktur beeinflusst sein kann (Rulicke & Hubscher 2000). In den anderen Linien
lagen noch zu wenige Daten von Einzeltieren vor, um linienvergleichende Aussagen
Uber die humane TRAIL-Expressionshohe treffen zu kdénnen. Um dennoch eine
Einschatzung der Transgenexpression vornehmen zu kénnen, wurden in bisher nicht
bzw. wenig untersuchten Linien PBL von lebenden Tieren zur Proteingewinnung und
Transgenanalyse verwendet, da die Expressionshohe auf PBL die Verhaltnisse in
der Milz in etwa widerspiegelte. Die Identifizierung von gut exprimierenden Tieren
bzw. Linien Uber Transgenexpression auf PBL stellte einen Kompromiss dar, um die
Anzahl der Tiere bzw. Linien fur die Linienzucht und die nachfolgenden umfassenden
Einzeltieruntersuchungen einzugrenzen. Durch die Untersuchung der humanen
TRAIL-Proteinexpression auf PBL konnte jedoch keine Aussage Uber die Expression
in anderen Zelltypen und Organen gemacht werden. Es wurde allerdings
angenommen, dass Tiere mit niedriger bzw. fehlender Transgenexpression auf
einem Zelltyp, der im Organspektrum das hochste Expressionsniveau aufweisen
sollte, in anderen Geweben ebenfalls nur geringe Mengen an Transgen exprimieren
durften. Diese Tiere wurden daher fur die Zucht nicht berlcksichtigt. So sollte durch
Selektion von wahrscheinlich gut exprimierenden Einzeltieren die Erstellung
transgener Linien flr Xenotransplantationsexperimente mdglichst kosten- und

zeitsparend erfolgen.

Der H-2KP-Promotor enthalt zahlreiche cis-regulatorische Elemente, an die z.B. durch
verschiedene Zytokine wie IFN-y oder TNF-o. induzierte Transkriptionsfaktoren
binden konnen. Daher wird bei Anwesenheit von Zytokinen die Transkription durch
diesen Promotor induziert bzw. verstarkt. So ist die Transkriptionsregulation der
MHC-Klasse 1-Antigene vom physiologischen Status des Tieres abhangig (David-
Watine et al. 1990; Johnson & Pober 1990; Singer & Maguire 1990; Drezen et al.
1992). Aktivierte Lymphozyten sind in der Lage, nach Stimulation z.B. durch das
Mitogen ConA, Zytokine zu sezernieren. Ein solcher Mechanismus der

Zytokinsekretion und nachfolgender Transkriptionsinduktion liegt moglicherweise der
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Beobachtung zugrunde, dass nach Stimulation von H-2K°-huTRAIL-transgenen PBL
mit den Mitogenen ConA bzw. PHA bei diesen Zellen eine erhdhte humane TRAIL-
Expression auftrat. Dies wurde ebenfalls bei transgenen Zellen, die mit den
Mediumuberstanden von stimulierten porcinen Wildtyp-PBL inkubiert wurden,
festgestellt. Fodor et al. (1994) wiesen nach Stimulation von porcinen H-2K°-
huCD59-transgenen PBL mit humanem rekombinantem TNF-a und/oder
Uberstanden von PHA-stimulierten porcinen Kontrollzellen ebenfalls eine Steigerung
der Transgenexpression nach. Diese Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, dass
porcine Transkriptionsfaktoren an die entsprechenden cis-regulatorischen Elemente
des murinen H-2KP-Promotors binden und die Regulation der Transgenexpression in
Abhangigkeit vom Zytokinmilieu beeinflussen kdnnen. Welche porcinen Zytokine und
die von ihnen induzierten Transkriptionsfaktoren an den murinen H-2K°-Promotor

binden konnen, wurde nicht nadher untersucht.

Als Antwort auf einen zytokinmediierten Entzindungsreiz konnte trotz anfanglich
niedriger Transgenexpression auf dem porcinen Spenderorgan nach Xeno-
transplantation die humane TRAIL-Transkription hochreguliert werden und somit die
madgliche protektive Wirkung von humanem TRAIL verstarken. Moglicherweise war
ein solcher Entztindungsreiz fur die deutlich unterschiedlichen Expressionshohen bei
Tieren derselben Linie verantwortlich. Uberdies wurden unterschiedliche Transgen-
expressionsniveaus auf PBL derselben Tiere zu zwei verschiedenen Jahreszeiten
nachgewiesen, was den hoheren Infektionsdruck zum Ende des Winters wider-

spiegeln durfte.

Bei Mausen reguliert der H-2K-Promotor die Antigenexpression Entwicklungsstadien-
spezifisch. So wurden in Mauseembryonen an Tag 7,5 post coitum (p.c.) geringe
Mengen an H-2K-mRNA nachgewiesen (Hedley et al. 1989). Zwischen Tag 11 p.c.
und Tag 13 p.c. stieg die H-2-Expression um den Faktor 10 sehr stark an. Danach
erfolgte ein langsamerer Anstieg, bis das adulte Expressionsniveau mit einem Alter
von etwa sechs Wochen erreicht wurde. Bei Tag 13 alten Mauseembryonen war die
Leber das Organ mit der hochsten H-2K-Expression (Ozato et al. 1985; Drezen et al.
1992). Ob auch beim Schwein eine entwicklungsabhangige Expressionsregulation
durch den murinen H-2K°-Promotor erfolgt, wurde durch Analyse der humanen

TRAIL-Expression in Gewebelysaten aus Thymus, Milz, Leber und Lunge von Tieren
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der Linie 6967 von unterschiedlichen Altersstufen [Graviditatstag (GT) 73, GT 98,
2 Wochen post natum (p.n.), 10 Wochen p.n.] untersucht. So wurde festgestellt, dass
eine entwicklungsabhangige Regulation der Transgenexpression in Tieren der Linie
6967 durch den murinen H-2K-Promotor erfolgte. Dies widerspricht Befunden von
Drezen et al. (1992), die bei Analysen der Transgenexpression von Mausen keine
entwicklungsabhéngige Regulation durch einen vergleichbaren H-2K°-Promotor

feststellen konnten.

In der Maus wurde in den sekundaren lymphatischen Organen wie der Milz, in der ab
Tag 15 p.c. die Hamatopoese erfolgt, eine hohe H-2-Antigenexpression nach-
gewiesen (Singer & Maguire 1990; Geiger et al. 1998). Da beim Schwein die Milz ab
dem GT 60 als typisches sekundar lymphatisches Organ wirkt (Rehakova et al.
1998), ist anzunehmen, dass die relativ hohe humane TRAIL-Expression in der Milz
an GT 73 und der weitere Anstieg bis zu einem Alter von zwei Wochen auf diese
Funktion zurGckzufihren ist. Parallelen der entwicklungsabhangigen Regulation der
Transgenexpression mit der Organfunktion lassen sich ebenfalls bei der Leber
ziehen. So wurde festgestellt, dass bei der Maus die Leber an Tag 13 p.c. das Organ
mit der hochsten H-2K-Expression war (Ozato et al. 1985). Zu diesem Zeitpunkt ist
die Leber hamatopoetisch aktiv (Medvinsky & Dzierzak 1998). Bei transgenen
Schweinen wies die Leber im Organvergleich an GT 73 eine hohere humane TRAIL-
Expression als bei fortgeschrittener Entwicklung auf. Dies koénnte darauf
zuruckzufihren sein, dass die porcine fetale Leber bis zum GT 45 ein primares
hamatopoetisches Organ ist (Sinkora et al. 2000; Sinkora et al. 2002). Es ist daher zu
vermuten, dass die porcine Leber im ersten Trimester der Graviditat aufgrund ihrer
hamatopoetischen Funktion ebenfalls das Organ mit der hdchsten Transgen-
expression ist. In der Lunge lag an GT 73 die Transgenexpression unterhalb der
Nachweisgrenze im Western-Immunoblot. Der starke Anstieg der Transgen-
expression bis zu einem Alter von zwei Wochen koénnte mit der Lungenentwicklung
(sakkulare und alveolare Phase), der Ausbildung des lymphatischen Systems in der
Lunge sowie der Exposition gegenuber moglichen Pathogenen in Zusammenhang
stehen (Ruesse & Sinowatz 1991). Somit wurde in der Leber, Lunge und Milz ein

entwicklungsabhangiger Anstieg der Transgenexpression nachgewiesen.
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Im Thymus wurde wahrend der gesamten Spatgraviditat humanes TRAIL auf relativ
hohem Expressionsniveau nachgewiesen. MHC-Klasse 1-Molekile sind im Thymus
fur die Selektion und Differenzierung von CD8"-Lymphozyten aus Vorlauferzellen von
Bedeutung (Gill et al. 2003). Dieser Prozess beginnt beim Schwein um den GT 40
(Sinkora et al. 2000; Sinkora et al. 2002). Die Abnahme der Transgenexpression im
Thymus zwischen GT 98 und zwei Wochen p.n. kénnte mit der Involution dieses
Organs und der relativen Verdrangung der MHC-Klasse 1-exprimierenden Zellen

durch Bindegewebszellen in Zusammenhang stehen.

Bei postnatalen Tieren hat mdglicherweise der physiologische Status der Einzeltiere
einen starken Einfluss auf die Expressionshdéhe. So wurden sowohl bei zwei als auch
bei zehn Wochen alten Tieren groere Unterschiede der humanen TRAIL-
Expressionshohe zwischen gleichaltrigen Wurfgeschwistern festgestellt. AuRerdem
war zu beobachten, dass bei Tieren, die eine relativ hohere Expression in der Milz
aufwiesen, ebenfalls relativ mehr Protein in Leber und Lunge als bei den

Altersgenossen detektiert wurde.

Membranstandiger TRAIL auf PBL transgener Schweine war funktionell aktiv und
konnte in TRAIL-sensitiven Jurkat-Zellen den programmierten Zelltod induzieren. Die
Apoptoseinduktion von Jurkat-Zellen erfolgt nach einer Dosis-Wirkungs-Kurve
(Schneider et al. 2003). Es muss daher eine Mindestmenge an funktionell aktivem
trimerisiertem TRAIL vorliegen, damit bei den Zielzellen die Apoptose ausgelost wird.
Die humane TRAIL-Expression auf porcinen Hautfibroblasten dirfte unter bzw. im
Bereich des Schwellenwertes fur die Apoptoseinduktion in Jurkat-Zellen gelegen
haben. Damit ware die schlechte Reproduzierbarkeit des Apoptoseassays mit
transgenen porcinen Hautfibroblasten als Effektorzellen zu erklaren. Dagegen
fhrten die hoheren Transgenexpressionsniveaus auf PBL zu reproduzierbaren
Ergebnissen, namlich einer durch TRAIL verursachten erhdohten Apoptoserate in

Jurkat-Zellen.

Die H-2K°-huTRAIL-transgenen Schweine exprimierten funktionell aktives humanes
TRAIL auf der Zellmembran. Ob eine protektive Wirkung durch Expression dieses
Transgens auf das Transplantatiberleben in-vivo auftritt, kdnnte durch

Xenotransplantations-Experimente im ,pig-to-primate“-Modell untersucht werden.
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Bevor jedoch humanen TRAIL-exprimierende Schweine als Spendertiere flr die
Xenotransplantation auf nicht humane Primaten verwendet werden kénnen, muss
TRAIL mit einem Transgen kombiniert werden, durch welches die HAR nach
Xenotransplantation verhindert wird, z.B. durch humanen DAF. In solchen dtg Tieren
konnte die mogliche protektive Wirkung von humanem TRAIL in-vivo untersucht
werden. Durch die Verwendung von homozygot-H-2K°-huTRAIL-transgenen Tieren
fr die Anpaarung mit hDAF-transgenen Schweinen kann der Anteil an dtg
Nachkommen erhdht werden. Die Identifizierung von homozygot-H-2K°-huTRAIL-
transgenen Tieren war mittels Southern-Blot-Analysen moglich. Eine hocheffiziente
Methode zur Erstellung (multi-) transgener Schweine ist der lentiviralen Gentransfer
in porcine Zygoten (Hofmann et al. 2003). Durch diese Methode kdnnte ein weiteres
Transgen in TRAIL-transgene Zygoten zur Generierung multitransgener Schweine

eingefugt werden.

5.3 Porciner TRAIL

5.3.1 cDNA-Sequenz von porcinem TRAIL

Der ORF des porcinen TRAIL besteht aus 870 Nukleotiden und hat 85 % Identitat mit
der Nukleotidsequenz von humanem TRAIL. 75 % und 72 % ldentitdt bestehen
zwischen der Nukleotidsequenz von porcinem TRAIL zu den Sequenzen von Ratte

bzw. Maus.

Die von der cDNA-Sequenz abgeleitete Aminosauresequenz hat eine Lange von
289 AS und besitzt 86 % Ahnlichkeit mit der von humanem TRAIL sowie 72 % und
70 % mit der TRAIL-Aminosauresequenz von Ratte bzw. Maus. Die AS 172 bis 188
entsprechen der gemeinsamen Sequenz der Familie der TNF-Typ 2-Membran-
proteine. Der mdogliche Transmembrananker, der fir die Mitglieder dieser Familie
beschrieben wurde, entspricht den AS 18 bis 28. Dieser ist in Schwein und Mensch
hoch konserviert. Die Metallbindungsdomane an Cystein 230 (Mensch) ist in
Schwein, Mensch, Ratte und Maus ebenfalls hoch konserviert. An diese Aminosaure
bindet Zink, welches fir die Trimerisierung und Aktivitdt des TRAIL-Proteins wichtig
ist (Bodmer et al. 2000; Hymowitz et al. 2000). Der hohe Grad an Ubereinstimmung

von porciner und humaner Aminosauresequenz, besonders im Bereich der
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C-terminalen Rezeptorbindungsdomane, lasst eine Interaktion von porcinem TRAIL

mit humanen TRAIL-Rezeptoren fur moglich erscheinen.

5.3.2 Expression von porcinem TRAIL

Porciner TRAIL wird ahnlich wie das humane Protein postnatal in einer Vielzahl von
Organen ubiquitar exprimiert. Hochste Expressionsniveaus wurden hierbei in der
Milz, der Leber und der Lunge detektiert. Porcine TRAIL-Transkripte wurden
ebenfalls bei Feten an GT 73 und GT 98 in den untersuchten Organen Niere, Lunge
und Leber durch qRT-PCR nachgewiesen. Dadurch wurde gezeigt, dass die TRAIL-
Expression nicht auf das postnatale Leben beschrankt ist. Des Weiteren wurde die
TRAIL-Transkription in den drei untersuchten Organen unterschiedlich entwicklungs-
abhangig reguliert. Im Gegensatz zu den wahrend der Fetalentwicklung
gleichbleibenden Expressionsniveaus in der Niere scheint es, dass die TRAIL-
Transkription in der Lunge und der Leber reguliert war. Diese Organe wiesen eine
deutliche Zunahme der mRNA-Transkriptmengen im letzten Drittel der Graviditat auf.
Bei der fetalen Lunge korreliert diese deutliche Zunahme der Transkriptionshdhe mit
der sakkularen Phase der Lungenentwicklung beim Schwein (Ruesse & Sinowatz
1991). Wahrend dieser Phase erfolgt in der Lunge sowohl die Differenzierung und
das Wachstum des bronchiolaren und alveolaren Systems wie auch die Entwicklung
des Lungengefaldsystems. TRAIL durfte an der Entwicklung des Lungengewebes
beteiligt sein, da beschrieben wurde, dass TRAIL die Endothelzellmigration, die
Vaskulogenese und die Synthese von extrazellularer Matrix  durch
Lungenfibroblasten induzieren kann (Yurovsky 2003; Zauli et al. 2003; Secchiero et
al. 2004). Uberdies wurde TRAIL in der mittleren GefaRmuskelschicht der
Lungenarterien bei Maus, Ratte und Mensch detektiert (Gochuico et al. 2000;
Secchiero et al. 2004). Postnatal waren ein weiterer leichter Anstieg der TRAIL-
Expressionshohe feststellbar und eine starke Abnahme beim adulten Tier.
Wabhrscheinlich steht die Zunahme der TRAIL-Expression in der porcinen Lunge mit
dem Wachstum und der Differenzierung dieses Organs im Zusammenhang. Dies
wlrde ebenfalls das niedrige TRAIL-Transkriptionsniveau bei dem adulten Tier

erklaren.
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In der Leber war die Zunahme der TRAIL-Expressionshdhe in der Spatgraviditat im
Vergleich zu der in der Lunge weniger stark ausgepragt. Dagegen wurde ein
kontinuierlicher Anstieg der Transkriptmengen sowohl bei den zweiwochigen als
auch bei den adulten Tieren nachgewiesen. Bis zu 40 % der Leber-NK-Zellen
exprimieren bei der Maus TRAIL konstitutiv (Ochi et al. 2004). Falls dies auch beim
Schwein zutrifft, durfte die mit dem Alter zunehmende TRAIL-Transkription auf die
kontinuierliche absolute Zunahme dieser TRAIL-exprimierenden Zellen in der
wachsenden Leber zurtckzufihren sein. Des Weiteren wird die TRAIL-Expression
auf NK-Zellen der Leber durch IFN-y hochreguliert (Smyth et al. 2001). Von
Makrophagen und mononuklearen Zellen der Leber wird nach Kontakt mit vom
Portalblut abstammenden Infektionserregern und bakteriellen Endotoxinen u.a. auch
dieses Zytokin gebildet. Da die mikrobielle Besiedelung des Darmtrakts kurz nach
der Geburt erfolgt, durfte dies nach Aktivierung von TRAIL-exprimierenden Leber-
NK-Zellen zu einer starken Zunahme der postnatalen TRAIL-Transkriptmenge beim
Schwein fuhren. Uberdies durfte ebenfalls der jeweilige Immunstatus des Tieres

Auswirkungen auf die TRAIL-Expressionshéhe haben.
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6 Zusammenfassung

Die Generierung genetisch modifizierter Organspendertiere stellt eine Moglichkeit
dar, die Uberlebenszeit eines porcinen Xenotransplantats in einem humanen
Empfanger zu verlangern. So koénnte durch Transgenexpression von TGF-1 oder
TRAIL auf dem Xenotransplantat moglicherweise die zellulare AbstoRungsreaktion
inhibiert werden. Grundlagen zur Untersuchung dieser Strategien in-vivo wurden

durch die hier analysierten Tiermodelle in Maus und Schwein geschaffen.

In Mausen wurde ein Modell eines Mifepristone-induzierbaren Genregulatorsystems
etabliert, das die gewebespezifische und zeitlich kontrollierte Expression von
konstitutiv aktivem TGF-B1 ermoglichen sollte. In diesem System sollte der chimare
Transaktivator GLVPc nur im Herzen exprimiert werden, und dieser sollte in doppelt-
transgenen (dtg) Mausen erst nach Verabreichung des Induktors Mifepristone eine
auf das Herz beschrankte, zeitlich kontrollierbare Expression von konstitutiv aktivem
TGF-B1 induzieren. Eine herzspezifische Expression sollte durch den murinen alpha
myosin heavy chain (a«MyHC)-Promotor erreicht werden. Schon die Analyse der
einfach-transgenen Mauslinien ergab jedoch eine ubiquitare Expression von mRNA
des Transaktivators bzw. des konstitutiv aktiven TGF-B1 in allen untersuchten
Organen. AulRerdem wurde im Herzen von dtg Mausen eine von der Mifepristone-
Gabe unabhangige hohe Transgenexpression von TGF-f1 nachgewiesen und eine
Expressionssteigerung von TGF-B1  nach  Mifepristone-Gabe war nicht
reproduzierbar. Auffallig war Uberdies die hohe Letalitat dtg Mause innerhalb der
ersten vier Lebenswochen. Somit wurde durch das verwendete Genregulations-
system keine auf das Herz beschrankte, zeitlich kontrollierbare Transgenexpression
von TGF-B1 erreicht.

Da jedoch konstitutiv aktives TGF-p1 im Myokard dtg Mause synthetisiert wurde,
konnten diese Herzen dennoch fur Transplantationsversuche verwendet werden.
Dadurch ware zumindest die Untersuchung der Wirkung von TGF-B1 auf das
Transplantatiberleben mdglich. Sollten transgene Schweine flr die Expression von
konstitutiv aktivem TGF-B1 erstellt werden, so ware allerdings ein anderes bzw.
modifiziertes Genregulationssystem zu verwenden, welches eine sichere zeitliche

und gewebespezifische Kontrolle der TGF-B1-Expression gewahrleistet. Des



137 Zusammenfassung

Weiteren durfte der bei den Mausen verwendete aMyHC-Promotor flr eine hohe

Transgenexpression im Schweineherzen nicht geeignet sein.

Das untersuchte porcine Tiermodell umfasste verschiedene transgene Schweine-
linien, die ein Expressionskonstrukt fur humanen TRAIL unter der Kontrolle des
murinen H-2K°-Promotors integriert haben. Transgenexpression wurde in zahlreichen
Organen mit héchsten Expressionsniveaus in Milz und Lunge detektiert, was auf eine
gewebespezifische Expression des Transgens durch den murinen Promotor hinwies.
Des Weiteren wurde humanes TRAIL-Protein nur in der Zellmembranfraktion von
Gewebelysaten detektiert und sollte daher fur eine Interaktion mit Rezeptoren
zuganglich sein. Uberdies war eine Regulation der humanen TRAIL-Expression
durch den murinen Promotor in aktivierten transgenen Lymphozyten zu beobachten,
welche erhohte Expressionsniveaus gegenuber nicht stimulierten Lymphozyten
aufwiesen. Daher kann vermutet werden, dass die humane TRAIL-Expression bei
Auftreten von Entziindungsreaktionen erhdht sein dirfte. Die biologische Wirksam-
keit des Transgens wurde durch einen TRAIL-spezifischen Apoptose-induzierenden
Effekt von transgenen Lymphoblasten auf Jurkat-Zellen gezeigt. All dies sind
Voraussetzungen flr einen modglichen protektiven Effekt von humanem TRAIL zur

Verhinderung einer Zell-vermittelten Xenotransplantatabstof3ung.

Die Selektion von bisher nicht oder wenig untersuchten Linien erfolgte durch Analyse
der Transgenexpression auf peripheren Blutlymphozyten. Dies stellte einen
Kompromiss dar, um kosten- und zeitsparend gut exprimierende transgene Schweine

flr die Zucht von homozygoten und/oder multitransgenen Tieren zu selektionieren.

Nicht nur das Expressionsmuster von humanem TRAIL und die Regulation durch den
H-2K°-Promotor in transgenen Schweinen, sondern auch die Analyse der Sequenz
und der Expression des endogenen porcinen TRAIL sind in Bezug auf ihren
moglichen Einfluss auf des Uberleben des Xenotransplantats von Interesse. Die
Aminosauresequenz von porcinem TRAIL hat 86 % Ahnlichkeit mit der von humanem
TRAIL. Eine mogliche Interaktion von porcinem TRAIL mit humanen Rezeptoren ist
anzunehmen. AulRerdem wurde eine gewebespezifische und entwicklungsabhangige
Expression von porcinem TRAIL in zahlreichen Organen nachgewiesen. Dies durfte

mit den verschiedenen Funktionen von porcinem TRAIL in Zusammenhang stehen.



138 Summary

7 Summary

Analysis of transgenic animal models for xenotransplantation

Organ xenotransplantation is a tempting alternative to decrease the human organ
shortage for transplantation. Generating genetically modified organ donor animals is
a possibility to prolong the survival time of a porcine xenograft into a human recipient,
as shown by preventing hyperacute rejection. Transgenic expression of TGF-1 or
TRAIL in xenografts might prevent cellular rejection. To confirm the utility of this
approach in vivo we created and analysed two transgenic animal models in mouse

and pig.

The first model, a mifepristone-inducible gene regulatory system, was established in
mice. This regulatory system is composed of two components: a chimeric
transactivator protein, GLVPc, that should activate transgene transcription only in the
presence of mifepristone, and a target transgene, TGF-B1, placed under the control
of a modified thymidine kinase promoter which should be responsive only to the
mifepristone-bound chimeric transactivator. This model should provide a tissue-
specific and time-controlled expression of constitutive active TGF-1. GLVPc should
only be expressed in the heart. Only after an application of mifepristone constitutive
active TGF-B1 should be expressed in double-transgenic mice. A heart-specific
expression should be obtained by placing the GLVPc under control of the murine
alpha myosin heavy chain (a«MyHC) promoter. However, the analysis of the two
different single-transgenic mouse-lines revealed an ubiquitous mMRNA expression of
GLVPc and constitutive active TGF-p1 in all investigated organs. Furthermore, a
high, mifepristone-independent expression of TGF-p1 was detected in the heart of
double-transgenic mice. Application of mifepristone to these mice did not lead to a
reproducible increased expression of TGF-B1. Striking was the high lethality of
double-transgenic mice within the first four weeks after birth. Thus, no tissue-specific

and time-controlled expression of TGF-1 was achieved.

Since constitutive active TGF-1 is expressed in the myocard of double-transgenic

mice, these hearts could be used for transplantation. It would be at least possible to
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investigate the effect of TGF-B1 on graft survival. To establish transgenic pigs
expressing constitutive active TGF-B1, a different or modified gene regulation system
guaranteeing a reliable tissue-specific and time-controlled TGF-1 expression should
be used. Furthermore, the aMyHC promoter used in mice is not suitable for high

transgenic expression in porcine myocard.

The second animal model we investigated involved different transgenic pig lines
carrying an expression vector for human TRAIL placed under control of the murine
H-2K® promoter. Transgenic expression was detected in several organs. The highest
expression levels were found in spleen and lung. This indicates a tissue-specific
transgenic expression regulated by the murine H-2K" promoter. Moreover, human
TRAIL was only detected in the membrane fraction of tissue lysates indicating that
human TRAIL protein may interact with its receptors. Since higher transgenic
expression levels could be observed in activated lymphocytes compared to native
ones, an upregulation of human TRAIL expression related to an inflammatory
process can be assumed. The biological impact of the transgene was shown by a
TRAIL-specific apoptosis-inducing effect of lymphoblasts on Jurkat cells. These
results meet the requirements for a possible protective effect of human TRAIL

preventing a cell-mediated rejection of the xenograft.

Since we had to deal with a high number of pig lines (n=11), we had to compromise
on finding highly expressing transgenic pig lines for breeding of homozygous and/or
multitransgenic animals while saving time and costs. For this purpose, we analysed

human TRAIL expression on peripheral blood lymphocytes.

Not only the expression pattern and the regulation in H-2K°-huTRAIL transgenic pigs,
but also the analysis of the sequence and the expression of endogenous porcine
TRAIL was necessary, regarding their possible influence on xenograft survival. We
found that the amino acid sequence of porcine TRAIL is 86 % similar to the one of
human TRAIL. This leads to the assumption that porcine TRAIL might be able to
interact with human receptors. Furthermore, a tissue specific and developmental
regulated expression pattern of porcine TRAIL was found, which might be connected

with its various functions.
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