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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau der Haut

Die Haut ist das gréBte Organ des Menschen und erflllt zahlreiche wichtige
Aufgaben, die fiir das Uberleben von zentraler Bedeutung sind. Sie bildet die
Grenze zur AuBenwelt und hat somit eine wichtige Barriere- und Schutzfunkiti-
on. Dazu z&hlen die Regulation des Wasser- und Salzhaushaltes, die Abwehr
von Erregern und der Schutz vor Kalte, Warme, Strahlung oder Auskihlung, um
nur einige wesentliche Funktionen zu nennen (Proksch et al., 2008).

Die Haut gliedert sich in mehrere Schichten: die Oberhaut (Epidermis), die Le-
derhaut (Dermis, Corium) und die Unterhaut (Subcutis). Die einzelnen Schich-
ten lassen sich noch mal weiter unterteilen (s. Abbildung 1). So besteht die Epi-
dermis aus dem Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum und
dem Stratum basale. Im Stratum basale befinden sich Keratinozyten, die sich
teilen und somit Tochterzellen fUr die darlberleigenden Schichten bilden (Fuchs
& Horsley, 2008). Im Zuge der Wanderung in héhere Schichten erfolgt die Ver-
hornung der Zellen, bis es letzlich im Stratum corneum zur Abschilferung der to-
ten Keratinozyten kommt. Die Dermis lasst sich weiter in das Stratum papillare
und das Stratum reticulare einteilen und wird von der Epidermis durch eine Ba-
salmembran abgegrenzt. Hauptbestandteil der Dermis ist extrazellulare Matrix,

die hauptséachlich von Fibroblasten produziert wird.

Stratum corneum

Stratum granulosum

Epidermis
Stratum spinosum
Stratum basale
Stratum papillare Dermis

Stratum reticulare

Abbildung 1: Histologischer Aufbau der Haut, bestehend aus Epidermis und Dermis (Abbildun-
gen entnommen von PathoPic, Universitat Basel, http://alf3.urz.unibas.ch/pathopic/intro.htm, ©
PathoPic).
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Wichtig far die mechanische Stabilitat der Haut sind verschiedene Zell-Zell Ver-
bindungen, wie z.B. Integrine, Laminine, Kollagene und Desmosomen (s.
Abbildung 2). Bei den Desmosomen handelt es sich um Proteinkomplexe, die
Uber ihren extrazellularen Teil mit der benachbarten Zelle eine feste Verbindung
eingehen und intrazellular mit dem Cytoskelett, bestehend aus Keratin 5 (KRT5)
und Keratin 14 (KRT14), der Zelle verankert sind. Somit kénnen Zug- und
Druckkrafte, die auf die Haut einwirken, sehr gut ausgeglichen werden.

Keratin 5/14
EB
simplex
Epidermis A
; Junctional
Basement BP180 Integrin |-
Membrane zone
ﬁ\ Laminin
é\g 33z
Dermis Type VI Dystrophic
collagen EB

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Basalmembran unter Angabe wichtiger Strukturprotei-
ne (Abbildung entnommen aus Sawamura et al., 2009).

Wenn diese Stabilitat verloren geht, dann fuhrt dies zur Blasenbildung der Haut
(Masunaga, 2006). Neben immunologischen Reaktionen und Autoimmuner-
krankungen gibt es auch angeborene Gendefekte, die dieses Krankheitsbild

verursachen kdnnen. Letztere sollen im Weiteren néher vorgestellt werden.
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1.2 Die Erkrankung Epidermolysis bullosa (EB)

Bei der hereditaren Epidermolysis bullosa (EB) handelt es sich um eine Gruppe
von genetisch bedingten Hautkrankheiten, die durch Defekte in epidermalen
und dermo-epidermalen Adhasionsproteinen verursacht werden. Umgangs-
sprachlich wird die Krankheit auch als Schmetterlingskrankheit bezeichnet, da
die Haut ahnlich zart und verletzlich ist wie die Fligel eines Schmetterlings. Die
Inzidenz aller EB Formen belauft sich weltweit zwischen 1:17.000 bis 1:500.000
Geburten (Featherstone, 2007). In Deutschland betragt die derzeitige Inzidenz
1:39.000 Lebendgeburten (www.netzwerk-eb.de). Somit zahlt die hereditére EB
zu den seltenen genetischen Erkrankungen.

Das Krankheitsbild zeichnet sich dadurch aus, dass bereits minimale Traumata
und geringe mechanische Belastungen zu einer Blasenbildung der Haut und
Schleimhaute fuhren (Epstein, 1992). In Bereiche der Haut, die besonders ho-
hen mechanischen Beanspruchungen ausgesetzt sind, entstehen daraus haufig
Erosionen und Geschwire. Diese Lasionen unterliegen kontinuierlicher Wund-
heilung und Gewebereparatur, die oft mit erheblichen Komplikationen wie Nar-
benbildung, Fibrose oder chronischer Entziindung einhergehen. Des Weiteren
haben Patienten mit rezessiv vererbter dystropher EB (RDEB) ein erhdhtes Ri-
siko flr die Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen, was ebenfalls einen
starken Einfluss auf die Morbiditat und Mortalitét der Patienten hat (Fine et al.,
2008; Fine et al., 2009; Fine, 2010; Larocca et al., 2012).

Anhand des ultrastrukturellen Blasenbildungsniveaus unterscheidet man drei
Haupttypen: die EB simplex (EBS), mit einer Blasenbildung innerhalb der basa-
len Keratinozyten, die EB junctionalis (EBJ), mit einer Blasenbildung entlang
der Basalmembran, und die EB dystrophica (EBD), mit einer Blasenbildung un-
terhalb der Basalmembran (Sawamura et al., 2010).

Die Ursache der EB liegt in Mutationen von Genen begriindet, die fir Veranke-
rungsproteine der dermo-epidermalen Basalmembranzone codieren (KRT-5,
KRT-14, Laminin-332, Kollagen VIl [ColVII], Kollagen XVII [ColXVII], usw.). Sind
diese Gene mutiert, werden keine oder lediglich defekte Strukturproteine in der

Haut und den Schleimhduten exprimiert, wodurch die betroffenen Hautzellen
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nur mangelhaft verankert werden und eine gestérte Zell-Zell-Adhasion aufwei-
sen (Uitto, 2009).

Seit der Beschreibung der ersten Genmutation bei Patienten mit EB in den fri-
hen 90er Jahren (Christiano et al., 1993), sind inzwischen viele weitere identif-
ziert und beschrieben worden. Derzeit gibt es mindestens 1.500 bekannte Mu-
tationen in 17 Genen und mehrere klinische Subtypen, von denen die Wichtigs-
ten in folgender Tabelle aufgelistet sind (Uitto, 2010; Uitto, 2012; Has & Kiritsi,
2013):

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verschiedenen Formen der EB unter Angabe der jeweiligen Gen-
defekte.

Hauptform haufigste Subtypen Gendefekt Blasenbildung
EBS Weber-
EB simplex Cockayne Keratin 5 innerhalb der
(EBS) EBS Koebner Keratin 14 Epidermis
EBS Dowling Meara
EB junctionalis EBJ Herlitz Laminin beta 3
. ) entlang der BM
(EBJ) EBJ non-Herlitz Col17at, Integrin a6 4
EBD Hallopeau-
EB dystrophica Siemens )
Col7at obere Dermis
(EBD) EBD non-Hallopeau-
Siemens

Das klinische Bild der EB reicht von schweren, oft schon im Sauglingsalter leta-
len Formen mit Beteiligung angrenzender Schleimhaute, bis hin zu milden For-
men, mit vorzugsweise leichtem Befallsmuster peripherer Extremitaten. Klinisch
stellen vor allem die schwer betroffenen, oft sehr jungen Patienten, eine inter-
disziplindare Herausforderung dar. Diese Kinder versterben oft sehr frih oder
weisen bereits in den ersten Lebensmonaten eine starke Unterentwicklung auf
(s. Abbildung 3). Bislang gibt es keine kurative Therapie und alle Behandlungs-
ansatze zielen lediglich darauf ab, das unvorstellbare Leiden der Patienten
durch entsprechende Wundversorgung und Schmerzbehandlung zu verringern
(Fine et al., 2010).
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Abbildung 3: Blasenbildung bei einem Neugeborenen mit RDEB (Abbildung enthnommen aus Sa-
wamura et al., 2009)

1.3 EB Mausmodelle

Bis heute gibt es nur eine begrenzte Anzahl an Mausmodellen zur Untersu-
chung der EB (Bruckner-Tuderman et al., 2010). Die Col7atl (Col7) hypo-
morphe Maus (Mausmodell einer EBD) und die Desmoglein 3 (Dsg3) knockout
Maus (Mausmodell vergleichbar mit einer EBS) sind fir experimentelle Unter-
suchungen von besonderem Interesse, da die jeweiligen Nachkommen eine
héhere Lebenserwartung haben, als andere Mausmodelle einer EB, wie z.B. bei
einem vollstdndigem Fehlen von ColVIl oder Kollagen XVII (ColXVIl), die oft
schon vor Geburt letal sind.

Die DSG3 knockout Maus wurde bereits 1997 von Koch und Kollegen durch ei-
nen knock-in des Neomycin Gens in das Exon 1 des Dsg3 Gens generiert. Ein
Verlust von Dsg3, welches hauptséchlich von basalen Keratinozyten exprimiert
wird, fOhrt mikroskopisch zu einem Verlust von stabilisierenden Zell-Zell-
Adhésionsverbindungen basaler Keratinozyten und einer suprabasalen Blasen-
bildung. Makroskopisch zeigen diese Mause eine charakteristische mukokutane
Blasenbildung vor allem der oralen Mundschleimhaut, einen zyklisch auftreten-
den telogenen Haarverlust und ein permanentes Gewichtsdefizit, das vermutlich
auf eine inadaquate Nahrungsaufnahme zurtickzufihren ist (Koch et al., 1997
und 1998).
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Die Col7 hypomorphe Maus wurde im Labor der Hautklinik Freiburg bei Prof.
Leena Bruckner-Tuderman durch die Insertion einer Neomycin Kassette in das
Intron 2 des Col7 Gens hergestellt. Diese Insertion flhrt zu einer Reduktion der
ColVIl Expression auf ca. 10% des urspringlichen Wildtyp Wertes (Fritsch et
al.,, 2008). ColVIl ist ein wichtiger Bestandteil von Verankerungsfibrillen der
dermo-epidermalen Verbindungszone und wird sowohl von basalen Keratinozy-
ten als auch von dermalen Fibroblasten exprimiert. Der Phanotyp &hnelt dem
klinischen Bild einer RDEB, mit einer mukokutanen Blasenbildung, Nageldys-
trophien und Deformitaten peripherer Extremitaten.

Beide Mausmodelle wurden im Rahmen des vom Bundesministerium fir Bil-
dung und Forschung (BMBF) geférderten Projektes ,Stammzelltherapie schwe-
rer Strukturproteindefekte der Haut durch Knochenmarkvorlauferzellen® ver-
wendet und ndher untersucht (Hautklinik Tabingen Prof. Martin Récken und
Kinderklinik Tibingen Prof. Rupert Handgretinger, Laufzeit: 04/2009-12/2012).
Mittels einer Transplantation von Knochenmarksstammzellen sollte in diesen
Mausmodellen Uberprift werden, ob Spenderzellen von transgenen EGFP (en-
hanced green fluorescent protein) bzw. DsRed transgenen Mausen in die Haut
einwandern und eine Korrektur des Hautdefektes, d.h. eine Restauration der

Expression von Dsg3 bzw. ColVIl, bewirken.

1.4 Gentherapeutische Therapieansatze zur Behand-
lung der EB

Erste Versuche, eine stabile Expression von ColVIl in Keratinozyten und
Fibroblasten von RDEB Patienten ex vivo zu erreichen wurden im Jahr 2002
verodffentlicht (Chen et al., 2002). Chen und Kollegen verwendeten hierfir einen
Lentiviralen Vektor (LV), der die komplette cDNA des COL7A1 (9 kb) enthielt. In
ihren Experimenten konnten sie zeigen, dass transfizierte Keratinozyten und
Fibroblasten eine normale Morphologie, Motilitdt und Adhasion aufwiesen und
humane Hautgrafts auf immundefizienten Mausen die Stabilitat der Haut wie-

derherstellten.
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Dieselbe Gruppe startete anschlieBend die ersten in vivo Gentherapie Versuche
bei Mausen durch intradermale Injektionen von selbst inaktivierenden LVs
(Woodley et al, 2004). Eine einzelne Intrakutaninjektion dieser selbst-
inaktivierenden LVs in immundefiziente Mause fuhrte zu einem Einbau von hu-
manem ColVIl in die Basalmembran der Haut. Bemerkenswerterweise blieb die
Expression fir mehr als 12 Wochen stabil.

Der erste klinische Erfolg fir eine funktionelle Korrektur des Gen-Defektes wur-
de durch eine ex vivo Gentherapie von Mavilio und Kollegen im Jahr 2006 er-
zielt (Mavilio et al., 2006). Dabei wurde die Mutation im Laminin beta 3 (LAMB3)
Gen eines Patienten mit JEB durch den Einsatz einer retroviralen Transfektion
von Keratinozyten und die anschlieBende Transplantation von in vitro gezlichte-
ter Epidermis korrigiert (Mavilio et al., 2006; Di Nunzio et al., 2008). Nach
Transplantation der epithelialen Grafts zeigten die zuvor nicht-heilenden Wun-
den bereits am Tag 8 eine vollstdndige Regeneration und eine stabile Expressi-
on des Transgens wahrend des gesamten Follow-up von mehr als einem Jahr
(De Luca et al., 2009).

Eine Protein-Ersatz-Therapie wurde ebenfalls als mdglicher neuer therapeuti-
scher Ansatz zur Behandlung von Hautfragilitdt Syndromen beschrieben
(Nystréom et al., 2013). Diese Technik hat sich bereits fir das Management von
enzymatischen Stérungen, wie lysosomale Speicherkrankheiten, A1AT Mangel
und das hereditdre Angioddem bewahrt (Desnick et al., 2012; Frank & Jiang,
2008; Kueppers, 2011). Erste Belege fur eine erfolgreiche Proteintherapie wur-
den im Jahr 2008 von Igoucheva und Kollegen publiziert. Ihnen gelang der
Nachweis, dass rekombinat hergestelltes Lamin 332 in vitro von Keratinozyten
eines Neugeborenen mit JEB aufgenommen werden kann (Igoucheva et al.,
2008).

Angesichts der Gr6Be von ColVIl und seiner komplexen Interaktion mit anderen
Proteinen, gab es zunéachst einige Skepsis bezlglich der Machbarkeit einer
Protein-Ersatz-Therapie fur RDEB. Inzwischen aber deuteten Daten aus prakli-
nischen Studien darauf hin, dass die Injektionen von rekombinant hergestelltem
humanem ColVIl in die Haut von Col7 knockout M&usen zu einem Einbau in die

dermo-epidermale Ubergangszone und zu einer Restauration der Haut filhrte
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(Remington et al., 2009). Dartber hinaus zeigten die Mause eine langere Le-
bensdauer und eine drastisch erhéhte Gewichtszunahme.

Die neuesten Uberlegungen gehen dahin, das mutierte Gen in der Zelle mit Hil-
fe von sogenannten transcritption-activator like effectors nucleases (TALEN)
auszuschneiden und durch ein funktionierendes Gen zu ersetzen (Osborn et al.,
2013). Nachdem dies in vitro gezeigt werden konnte, bleibt abzuwarten, ob dies

auch in vivo mdglich sein wird.

1.5 Zellbasierte Therapieansatze zur Behandlung der
EB

Beide Hauptzelltypen der Haut, epidermale Keratinozyten und dermale
Fibroblasten produzieren ColVIl, das Protein, welches bei Patienten mit RDEB
mutiert ist (Van Agtmael & Bruckner-Tuderman, 2010). Urspringlich hatte man
Keratinozyten als die vorherrschenden Produzenten dieses Proteins betrachtet,
weshalb sich die meisten therapeutischen Bemihungen zunachst auf diesem
Zelltyp konzentriert hatten. Wahrend des letzten Jahrzehnts hat sich aber ge-
zeigt, dass Hautfibroblasten physiologischerweise eine relevante Quelle fir
ColVIl darstellen (Ito et al., 2009; Woodley et al., 2003). Nach der Sekretion
durch Fibroblasten, kann das ColVIl in die dermal-epidermale Basalmembran
transportiert und dort eingebaut werden (Kern et al., 2009).

Viel versprechende Berichte erschienen im Jahr 2008 und 2009, in denen
nachgewiesen wurde, dass die Injektion von humanen Fibroblasten eines
Fremd-Spenders in die betroffenen Hautareale von Patienten mit einer RDEB,
eine Besserung der Blasenbildung zur Folge hatte (Wong et al., 2008; Pooche-
ron et al., 2008; Kern et al., 2009).

Aus dem adulten Knochenmark lassen sich zwei Populationen von Stammzel-
len isolieren. Hamatopoietische Stammzellen (HSCs), aus denen alle Zelllinien
des Blutes entstehen (Weissman & Shizuru., 2008), und mesenchymale Stro-
mazellen (MSCs), welche sowohl in vivo als auch in vitro in Knochen, Knorpel
und Fettgewebe differenzieren kénnen (Pittenger et al., 1999; Dominici et al.,

2006). Neben dieser eigentlichen physiologischen Hauptfunktion von adulten
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Stammzellen, ihr lokales Gewebe zyklisch zu erneuern und lokale Gewebsde-
fekte zu reparieren, konnten viele regenerativen Therapieansatze zeigen, dass
adulte Stammzellen, insbesondere HSCs und MSCs aus dem Knochenmark, in
der Lage sind, diverse ektope Gewebsdefekte nach einer allogenen Stammzell-
transplantation (alloSCT) zu regenerieren (Grove et al., 2004).

Seit mehreren Jahren erregen MSCs aufgrund ihres regenerativen Potenzials,
ihrer Plastizitdt und immunmodulatorischen Aktivitdt besondere klinische Auf-
merksamkeit. In klinischen Studien wurden in vitro expandierte MSCs aus dem
Knochenmark erfolgreich zur Behandlung von Graft-versus-Host-Disease
(GvHD) Reaktionen und zur Kontrolle von unkontrollierbaren Immunreaktionen
verwendet (Muller et al., 2008; Le Blanc et al., 2008).

Interessanterweise sind MSCs in der Lage, ausreichend ColVIl zu produzieren,
wodurch eine Umkehr des RDEB Phéanotyps nach lokaler Injektion von murinen
MSCs in die Haut von Col7 knockout Mausen mdglich war (Alexeev et al.,
2011).

Ein ermutigender Bericht fir die Behandlung von blasenbildenden Krankheiten
wurde 2010 von Conget und Kollegen verdffentlicht: die intradermale Injektion
von allogenen MSCs in die Haut von 2 Patienten flihrte zu vermehrt vorhande-
nem ColVIl in der dermo-epidermalen Basalmembran (Conget et al., 2010).
Weitere Hinweise darauf, dass Knochenmarkszellen in der Lage sind einen ge-
netisch bedingten Hautdefekt zu verbessern wurde im Jahr 2008 von Chino und
Kollegen erbracht (Chino et al, 2008). Sie injizierten isolierte, GFP-
exprimierende Knochenmarkzellen in die Vitellinvene von schwangeren Col7
knockout Mausen. 12 Wochen nach der embryonalen Transplantation betrug
der Chimarismus weniger als 1% im Knochenmark und ca. 0,5% in der Haut.
Dennoch zeigten diese Mause eine verlangerte Uberlebenszeit von zwei auf 17-
19 Tage, mit einer restaurierten ColVII Expression. Diese Daten werden von
Arbeiten mit Stammzellen aus der Nabelschnurr gestitzt, nachdem klar wurde,
dass diese in der Lage sind, den Wundheilungsprozess zu férdern (Liao et al.,
2013).

Ein weiterer Beleg einer erfolgreichen Stammzell-Gabe fiir die Behandlung der
gleichen Col7 knockout Maus wurde im Jahr 2009 durchgefihrt (Tolar et al.,
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2009). Tolar et al. injizierten verschiedene Arten von Stammzellen aus dem
Knochenmark, allerdings ohne myeloablative Bestrahlung. Weder Gesamt-
Knochenmark, noch MSCs oder epidermale Stammzellen, konnten das Uberle-
ben der Mause verlangern. Lediglich eine spezielle Subpopulation von angerei-
cherten HSCs (CD150+ CD48+), in einer hohen Dosis gegeben, verldngerte die
Uberlebenszeit. Drei der 20 behandelten M&ause konnten mehr als 21 Tage
nach dem Zelltransfer Uberleben. Immunhistochemische Farbungen wiesen
zahlreiche GFP positive Spenderzellen in der Dermis und gleichzeitige Expres-
sion von ColVII nach.

Eine neue Arbeit, die letztes Jahr im New England Journal of Medicine von
Wagner und Kollegen vorgestellt wurde, hat inzwischen flr einige Aufregung
gesorgt. Sieben Kinder mit einer RDEB, die ein ColVIl Defekt aufwiesen, wur-
den einer alloSCT unterzogen. Zwei der sieben transplantierten Kinder verstar-
ben bei dem Eingriff, die anderen flnf zeigten immunhistologisch teilweise eine
Erhéhung der ColVII Expression und eine subjektiv empfundene Besserung der
Blasenbildung (Wagner et al., 2010; Tolar et al., 2011).

Dieser klinische Ansatz wird von experimentellen Daten aus einem Mausmodell
mit einem Col17a1 Gendefekt gestiitzt (Fujita et al., 2010). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass sowohl HSCs, als auch MSCs in der Lage waren,
in die Haut einzuwandern und dort eine Neusynthese von ColXVII zu vermitteln.
Dabei konnte eine Restauration der Haut insbesondere dann beobachtet wer-
den, wenn die Haut der Mause zusatzlich verwundet wurde. Eine weitere Verof-
fentlichung ein Jahr spater beschrieb ebenfalls, dass Keratinozyten aus in die
Haut eingewanderten Knochenmarkszellen entstehen kdnnen (Tamai et al.,
2011).

10
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1.6 mRNA als Therapeutikum

Die Idee fiir dieses Projekt basierte nun auf der Uberlegung, dass die fehlende
Expression der Strukturproteine der Haut dadurch wieder hergestellt wird, dass
die notwendige genetische Information in Form einer mRNA in die Zellen mit
dem Gendefekt eingeschleust wird. Im Rahmen dieses Projektes sollte die
Machbarkeit einer mRNA Transkript Therapie zur Behandlung eines genetisch
bedingten Hautdefektes untersucht werden, und es sollte auch die Frage be-
antwortet werden, Uber welchen Zeitraum ein mRNA vermittelter restaurieren-
der Effekt anhalt.

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass das ColVII-Protein nach einer Gabe von
allogenen Fibroblasten tber 100 Tage vorhanden war, obwohl die gegebenen
Zellen sehr viel kirzer in der Haut nachgewiesen werden konnten (Kern et al.,
2009). Dies deutet darauf hin, dass ColVII ein stabiles Protein mit einer langen
Halbwertszeit ist, weshalb die mRNA Therapie sehr viel versprechend sein
kénnte. Beim DSGS3 Protein, welches zur Gruppe der desmosomalen Cadherine
gehdrt, ist ebenfalls von einer vergleichbar langen Halbwertszeit auszugehen.
Ferner sind bei der Verwendung von modifizierten mRNAs kaum bis keine im-
munologischen Reaktionen gegenlber Fremdspendermaterial, wie bei der
Fibroblasteninjektion, zu erwarten (Kariko et al., 2005). Ein weiterer Vorteil von
mRNAs gegenuUber transfizierter Plasmid DNA ist die bessere Transfereffizienz
an den gewlnschten Zielort innerhalb der Zellen. Bei mRNAs entféllt der
Transport in den Nukleus, so dass lediglich eine Plasmamembran tberwunden
werden muss, bevor es dann zur Translation im Cytoplasma kommt. AuBerdem
mussen keine starken Promotoren, wie zur Expression von Plasmid-Genen mit
eingeschleust werden, was ebenfalls das Risiko einer Zellentartung minimiert
(Yamamoto et al., 2009).

Dass Gendefekte mit Hilfe von mRNAs korrigiert werden kénnen, konnte un-
langst von Kormann et al. 2011 nachgewiesen werden. Die in Nature Biotech-
nology publizierte Arbeit demonstrierte eindrucksvoll, dass ein Surfactant Prote-
in B (SP-B) Defekt durch die Gabe einer SP-B mRNA mittels spezieller Zer-

staubertechnik in das Lungenepithelgewebe dort zu einer deutlichen Besserung

11
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der Lungensymptomatik filhrte und das Uberleben der Mause sicherte. Dieser
Effekt hielt Gber einen Zeitraum von mehreren Wochen an.

Aufgrund von hier in Tabingen durchgeflhrter Experimente in der Arbeitsgruppe
von Prof. Rammensee ist ein klinischer Einsatz von good manufacturing practi-
ce (GMP) konform hergestellten mRNAs bereits Realitat (Probst et al., 2007). In
einem beeindruckenden Selbstversuch ist den Forschern der Nachweis gelun-
gen, dass derartig hergestellte Luciferase mRNAs direkt in die menschliche
Haut appliziert werden kdénnen und dort zu einer Genexpression und zum
,Leuchten® der entsprechenden Hautareale fihrten. Dies ist ein weiteres Indiz
daflir, dass auch ein genetisch bedingter Hautdefekt durch mRNAs vortiberge-
hend geheilt werden kann, ohne dass gréBere Nebenwirkungen dieser Therapie

zu erwarten sind.

1.7 Ziele der Arbeit

Priméares Ziel der hier vorliegenden Dissertation war es zu untersuchen, ob sich
der Einsatz von mRNA als Therapie fir die EB eignet. Hierfir sollte zunachst
festgestellt werden, ob von den beiden Adh&sionsmolekilen Dsg3 und Col7
entsprechende mRNAs hergestellt werden kdnnen. AnschlieBend sollte unter-
sucht werden, wie erfolgreich sich aus der Haut isolierte Keratinozyten und
Fibroblasten mit mRNA transfizieren lassen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit soll-
te es dann sein, die fehlende Expression von Dsg3 bzw. ColVIl wiederherzu-
stellen und mit entsprechenden molekularbiologischen Methoden nachzuwei-

sen.

12



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

Der vorliegende Materialteil enthalt eine Auflistung der verwendeten Gerate,

Verbrauchsmaterialien, Kits, Reagenzien, Restriktionsenzyme, Plasmide, Me-

dien & Medienzusétze, Primer & Sonden und Antikérper.

2.1.1 Gerate

Tabelle 2: Gerateliste.

Gerat Bezeichnung Hersteller
Autoklav Varioklav H+P Labortechnik
GmbH
Bakterienschrank Heraeus Instru-
ments
Bakterienschattler GFL
Brutschrank HERA cell 150 Thermo Scientific
Digitalkamera Camedia C-70 Zoom Olympus
Durchflusszytometer FACS Calibur Becton Dickinson
Elektrorasierer Pocket Pro Wahl
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 Zeiss
Gel-Dokumentationssystem Raytest
Gelkammer Peglab
Kuhl-Gefrierschranke 4°C Kuhlschrank Kirsch
-20°C Gefrierschrank Kirsch

-80°C Gefrierschrank

'Thermo Scientific

Mikroskop IX50 Olympus

Mikrowelle EMD MW 311 De’Longhi GmbH

Photometer Gen Quant Il Pharmacia Biotech
NanoDrop ND-1000 Peglab

Pipetten 2-20 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl Eppendorf

Pipettierhilfe SWIFTPET Abimed

gRT-PCR Gerat Light Cycler 480 Real-Time PCR System Roche GmbH

Spannungsgerat Power Pac Biorad
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Multifuge 3 S-R

Sterilbank Herasafe Thermo Scientific
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Waage E400D Ohaus Europe
GmbH
Wasserbad K10 Thermo Haake
GmbH
Zentrifuge Mikrozentrifuge Carl Roth GmbH
Centrifuge 5415C Eppendorf
Rotina 48R Hettich

Thermo Scientific

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Liste Uber die verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Kennzeichen

Hersteller

Cell Strainer 70 um Nylon Becton Dickinson
Chamberslides 8 Well, 4 Well Becton Dickinson
Einfrierrbhrchen 1 ml Corning

FACS-Roéhrchen

5ml, 12 x 75 mm

Becton Dickinson

15 ml / 50 ml Falcontubes

MT-Platten 6 Well / 24 Well / 96 Well Becton Dickinson
Corning
Petrischalen 15x60 mm Zentrallager
Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000 pl Biozym
ReaktionsgeféaBe 0,5ml/1,5ml/2 ml Tubes Eppendorf

Becton Dickinson

Serologische Pipetten

Tml/5ml/10 ml/25 ml

Corning

Zellkulturflaschen

25 cm®, 75 cm®, 168 cm”

Greiner Bio-One

213 Kits

Tabelle 4: Auflistung der eingesetzten Kits.

Kit Hersteller
DyNAmo cDNA Synthesis Kit Biozym

High Pure PCR Template Preparation KIT Roche
LightCycler 480 Probes Master Roche GmbH
LightCycler 480 SYBR Green | Master Roche GmbH
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MEGACclear Kit Ambion
MinElute PCR-Purification Kit QIAGEN
mMMESSAGE mMACHINE Kit SP6 Ambion
mMMESSAGE mMACHINE Kit T7 Ambion

Plasmid Midi Kit Qiagen

Poly(A) Tailing Kit Ambion
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
QIAshredder QIAGEN
RNeasy Micro Kit QIAGEN

Taq all inclusive Peglab

XL-1 Blue Competent Cells Agilent

2.1.4 Reagenzien

Tabelle 5: Reagenzienliste.

Reagenz Hersteller
Aceton Sigma

Agarose Lonza

Ampicillin Carl Roth GmbH
DAPI Invitrogen
Dispase Sigma

DNA Ladder (1kb, 100 bp) Invitrogen
DNase Qiagen

Ethanol absolut AppliChem
FACS-Flow Becton Dickinson
FACS-Rinse Becton Dickinson
FACS-Safe Becton Dickinson
Fluorescent Mounting Medium DAKO

Gel Loading Dye, Orange Biolabs

GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10.000x in water Biotium

Glycerin (87%) Merck
Isopropanol AppliChem
Kollagenase NB8 Serva
LB-Medium Carl Roth GmbH
Lipofektamin 2000 Invitrogen
Methanol Sigma
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PBS (1x) PAA
Poly-L-Ornithin Sigma
Protein Block Dako
ssRNA Ladder NEB

TAE Puffer

Apotheke Universitat Tubingen

TransMessenger Transfection Reagent Qiagen
Trypanblau 0,4 % Sigma
Trypsin/EDTA Lésung Biochrom
Xfect Transfection Reagent Clontech
2.1.5 Restriktionsenzyme

Tabelle 6: Restriktionsenzymliste.

Restriktionsenzyme Hersteller
BamHI, EcoRl, Hindlll, Sphl, Xbal NEB

2.1.6 Plasmide

Tabelle 7: Plasmid-Konstrukte mit Angabe der PlasmidgréBen und der GréBe des jeweiligen In-
serts. AuBerdem ist angegeben, von welchem Kooperationspartner das jeweilige Plasmid-

konstrukt erhalten wurde.

Plasmid Insert

Herkunft

pCS2+ (4,1 kb) DsRed (728 bp)

Jun.-Prof. Michael Kormann, Kinderklinik Tubingen

pcDNA1.1/Amp (4,8 kb) |Dsg3-FLAG (3 kb)

Dr. Manabu Ohyama, Hautklinik Tokyo, Japan

bcDNAS/FRT (5,1 kb)  |Col7at (9 kb)

Prof. Leena Bruckner-Tuderman, Hautklinik Freiburg
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Folgende Abbildung zeigt die schematischen Vektorkarten der hier verwende-
ten Plasmide:

DsRed Dsg3-FLAG

Folyli ker |

Hind 111
BamH |
BstX |
EcoR |
EcoRV
BstX |
Not |
Xhol
Sphl
Nsil
Xball

56

Faldinker 11
sitnian Chd'Y
|E34 prornaoter

4095 bp

1 origin !

PUC ori

Abbildung 4: Schematischer Aufbau der verwendeten Plasmide pCS2+ (DsRed),
pcDNA1.1/Amp (Dsg3-FLAG) und pcDNA5/FRT (Col7at). Die Abbildungen von pcDNA1.1/Amp
und pcDNA5/FRT stammen aus dem Datasheet der Firma Invitrogen, die fir pCS2+ von der
Universitat Michigan, USA (http://sitemaker.umich.edu/dlturner.vectors).

2.1.7 Medien und Medienzusatze

Tabelle 8: Zusammensetzung der verwendeten Zellkultur-Medien. Angegeben sind jeweils die
Endkonzentrationen der Zusétze in den einzelnen Medien, sowie deren Hersteller.

HEK293T, humane Fibroblasten, TR146, humane MSCs

DMEM, low Glucose PAA
10% FCS GIBCO

1 mM L-Glutamin Biochrom
1% Penicillin/Streptomycin Biochrom

Murine Fibroblasten

DMEM / Ham’s F-12 (1:1) PAA
10% FCS (MSC-grade) GIBCO

1 mM L-Glutamin Biochrom
1x NEAA PAA

1x Natrium-Pyruvat Biochrom
1% Penicillin/Streptomycin Biochrom
100 uM B-Mercaptoethanol Sigma
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Murine Keratinozyten

Medium 1:

64,5 ml DMEM Sigma
21,5 ml Nutrient Mix F-12 Ham Sigma
1 ml L-Glutamin (200 mM) Sigma
1 ml Natrium-Pyruvat (100 mM) Sigma
10% FCS GIBCO
2% Penicillin/Streptomycin Sigma
Medium 2:

94 ml MCDB Biochrom
1 ml L-Glutamin Sigma
1 ml Natrium-Pyruvat Sigma
2 ml FCS GIBCO
2 ml Penicillin/Streptomycin Sigma
Medium 3 (Kulturmedium):

KGM-Gold BulletKit inkl. aller Zusatze Lonza

2.1.8 Primer und Sonden

Die Primer und Sonden wurden mit Ausnahme der T7_F und Sp6_R Primer
(Firma MWG Eurofings Operon) von der Firma TIB MOLBIOL bezogen. In der
folgenden Tabelle sind diese in 5’-3’ Richtung aufgelistet.

Tabelle 9: Primer- und Sondenliste.

Primer Sequenz (5°-3’) Verwendung
Dsg3_ Wt F ATGACCTGCCTCTTCCCTAGAGCCTT
Dsg3_Wt R AGGCATGCAGAGTTCTTAGCTATATT Genotypisierung der Dsg3
Dsg3_ko_F CTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCT knockout Mause
Dsg3_ko_R AGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCC

Dsg3 F GAGTGTACAATGTCCCAGTCATCGT

Dsg3_R TTCCTTGTCTTCGGGCTGAG Dsg3 Expressionsanalysen
Dsg3_FAM 6FAM-TGTCGCTGCTCCTCCAATGGGA-BBQ

Col7_F CTGCAGAGATCCTGATGGGA Col7 Expressionsanalysen

Col7_R CAGGACGTGTTAGACGAGGC

Actin_F ACCCACACTGTGCCCATCTA

Actin_R GCCACAGGATTCCATACCCA Actin Expressionsanalysen
Actin_FAM 6FAM-CATCCTGCGTCTGGACCTGGC-BBQ

T7_F TAATACGACTCACTATAGGG Sequenzierung
SP6_R ATTTAGGTGACACTATAG
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2.1.9 Antikorper

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Antikérper unter Angabe der Konjugation, der Herkunft
und der eingesetzten Verdinnung.

Primare Antikorper Konjugation Herkunft Verdinnung
a-Dsg3 Ak18 (MBL) - Maus 1:500
a-ColVII (Calbiochem) - Kaninchen 1:500
Sekundare Antikorper Konjugation Herkunft Verdiinnung
a-Maus IgG (Biotrend) Alexa594 Ziege 1:350
a-Kaninchen IgG (Invitrogen) Alexa594 Ziege 1:350

2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung der mRNAs

2.2.1.1 Plasmid Transformation von Bakterien

Um die Plasmid-Konstrukte aus Abschnitt 2.1.6 zu amplifizieren, wurden zu-
nachst 50 pl XL-1 mit 0,85 ul 1,42 M B-Mercaptoethanol gemischt und fir 10
min auf Eis inkubiert. Nachdem 50 ng Plasmid fir 30 min zugegeben und auf
Eis inkubiert wurden, erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 45 sec und eine wei-
tere Inkubation fir 2 min auf Eis. Danach wurden die XL-1 mit 0,95 ml vorge-
warmten LB-Medium (ohne Ampicillin) gemischt und fir 1h bei 37°C bei 250
rpm geschuttelt. Danach wurden die Bakterien bei 10.000 rpm flr 2 min zentri-
fugiert, dekantiert, das Pellet in 50 pl LB Medium aufgenommen und auf LB-
Amp Platten ausplattiert. Als Kontrolle wurden 50 pl XL-1 Zellen, die nicht mit
Plasmid transformiert wurden, ebenfalls auf LB-Amp Platten ausplattiert.

Am né&chsten Tag wurden Einzelklone mit einer sterilen Pipettenspitze in 5 ml
LB Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) Gberfhrt und Uber Nacht bei 37°C und
250 rpm im Schuttler inkubiert. Um einen Bakterienstock herzustellen wurden
am nachsten Tag 800 pl XL-1 mit 200 pl 87%-igem Glycerin gemischt und bei
-80°C eingefroren.
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2.2.1.2 Plasmidpraparation

Am ersten Tag wurden 2 ml LB-Amp Medium mit dem entsprechenden Glyce-
rolstock mit einer sterilen Pipettenspitze angeimpft und fir 8 h bei 37°C im
Schittler inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml entommen, in 100 ml LB-Amp
Medium gegeben und tber Nacht bei 37°C im Schittler inkubiert. Am nachsten
Morgen wurde die Bakterienlésung ftr 15 min bei 6.000 g und 4°C zentrifugiert,
das Medium dekantiert, das Pellet in 4 ml P1 Puffer resuspendiert und in ein 50
ml Falcon Gberfihrt. AnschlieBend wurden 4 ml P2 Puffer fir 5 min bei RT zu-
gegeben, sowie 4 ml P3 Puffer fir 15 min auf Eis. Als nachstes wurde fir 40
min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in neues 50 ml Falcon
gegeben und dieser noch mal fir 15 min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert. Der
klare Uberstand wurde auf eine Saule gegeben, die zuvor mit 4 ml QBT Puffer-
|I6sung aquilibriert wurde. Danach wurde die Saule zweimal mit je 10 ml QC L6-
sung gewaschen und die Plasmid mit 5 ml QF Lésung eluiert. Nachdem 3,5 ml
Isopropanol hinzugegeben wurden, wurde fur 45 min bei 12.000 g und 4°C
zentrifugiert, das Plasmid-Pellet mit 2 ml 70% EtOH gewaschen, erneut fir 15
min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert und danach das Pellet bei RT getrocknet.
AbschlieBend wurde das Pellet in 250 ul TE Puffer geldst.

2.2.1.3 Restriktionsenzymverdau und Agarosegelelektrophorese

Der Kontroll-Verdau des pcDNA1.1/Amp mDsg3-FLAG Plasmid-Konstruktes

wurde wie folgt beschrieben, durchgeflhrt:

Tabelle 11: Restriktionsenzymverdau.

Reagenz Menge Endkonzentration
Plasmid 1,0 ul ~ 500 ng

Puffer 10x 1,0 ul 1x

BSA 100x 0,1 ul 1x
Restriktionsenzym 0,5 ul 10u

H,O 7,4 Ul

Die Inkubation des Restriktionsenzymverdaus erfolgte fir 2 h bei 37 °C, woran
sich die elektrophoretische Auftrennung auf einem Agarosegel anschloss.
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In allen Fallen wurde ein 1,5%-iges Agarosegel hergestellt: Dazu wurde 1,5 g
Agarose mit 100 ml 1x TAE-Puffer gemischt und in der Mikorwelle fir 1 min bei
600 W aufgekocht. Nach einer 5-minutigen Abklhlphase wurden 10 pl GelRed
dazugegeben und das flissige Gel zur Auspolymerisation in die vorbereitete
Kammer gegossen. Um das Gel mit einem Aliquot der Probe zu beladen, wur-
den 9 ul Probe mit 1 ul Blue Juice versetzt. Die DNA GréBen wurden durch Auf-
tragen von 5 ul 100 bp bzw. 1 kb DNA-Marker abgeschatzt. Nach 45 min bei

120 V erfolgte die Auswertung mit dem Gel-Dokumentationssystem.

2.2.1.4 Bestimmung von Nukleinsaure-Konzentrationen

Zur Ermittlung der DNA- und RNA Konzentrationen wurden 2 pul Probe im Na-
noDrop Spectrophotometer in einer Doppelbestimmung vermessen. Dabei wur-
de darauf geachtet, dass als Referenz immer das L&sungsmittel verwendet
wurde, in dem die RNA bzw. DNA geldst war.

2.2.1.5 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden bei der Firma Eurofins MWG Operon durchge-
fihrt. Hierzu wurden 15 pl pcDNA1.1/Amp-mDsg3-FLAG Plasmid in einer Kon-
zentration von 100 ng/ul, sowie 15 pl der beiden Sequenzierprimer T7_F und
SP6_R (2 pmol/ul, s. 2.1.8), verschickt.

2.2.1.6 mRNA Synthese und poly A tailing

Vor Beginn der mRNA Synthese mussten die Plasmide zunachst linearisiert
werden. Hierzu wurden 20 pg Plasmid mit einem 1 pl Restriktionsenzym (20 u)
flr 2h bei 37°C verdaut (s. 2.2.1.3), welches am 3’ Ende des Inserts schnitt und
dabei einen 5’ Uberhang erzeugte. In folgender Tabelle ist zusammengefasst,
welches Plasmid-Konstrukt mit welchem Restriktionsenzym verdaut wurde.
Gleichzeitig ist auch aufgelistet, welches MMESSAGE mMACHINE Kit fir die

MRNA Synthese eingesetzt wurde.
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Tabelle 12: Linearisierung der Plasmid-Konstrukte und anschlieBende mRNA Synthese unter
Angabe des entsprechenden Kits.

Plasmidkonstrukt Linearisierung In vitro Transkriptionskit
pCS2+ DsRed Xbal MMESSAGE mMACHINE Kit SP6
pcDNA1.1/Amp Dsg3-FLAG Sphl MMESSAGE mMACHINE Kit T7
pcDNA5/FRT Col7at EcoRl MMESSAGE mMACHINE Kit T7

Das linearisierte Plasmid wurde mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits
aufgereinigt. Hierzu wurden die 20 ul des Verdaus mit 100 pl PB Puffer ver-
setzt, auf eine Saule gegeben und flr 30 sec bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach
einem Waschschritt mit 750 ul PE Puffer, konnte das linearisierte Plasmid mit
50 ul EB Puffer eluiert und die DNA Konz. ermittelt werden.

Jeweils 1 ug des linearisierten Plasmids (geldst in 10 pl HO) wurde zur mRNA
Synthese eingesetzt. Fir die in vitro Transkription wurden 2 ul 10x Puffer, 10 pl
2x NTP/CAP und 2 ul SP6 bzw. T7 Polymerase hinzugefligt und 2 h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde das linearisierte Plasmid durch Zugabe von 1 pl
Turbo DNase fiir 15 min bei 37°C abgebaut. Das Anhangen eines poly A tails
an die mRNA erfolgte durch Zugabe von 36 pl H>O, 20 ul 5x E-PAP Puffer, 10
il 25 mM MnCly, 10 pl 10mM ATP und 4 pl Poly A Polymerase und Inkubation
fr 1h bei 37°C.

2.2.1.7 Aufreinigung und Qualitatskontrolle der mRNAs

Die Aufreinigung der mRNAs erfolgte mit Hilfe des MEGAclear Kits von Ambion.
Zu jeder 20 pl Reaktion aus 2.2.1.6 wurden 80 pl Elution Solution, 350 pl Bin-
ding Solution und 250 pl 100 % Ethanol zugegeben. Die 700 pl wurden auf eine
Saule gegeben und fir 15 sec bei 13.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde
zweimal mit 500 pl Wash Solution gewaschen und die RNA mit 2 x 40 ul Elution
Solution eluiert. Die Konzentrationen der mRNAs wurde mit Hilfe des Photome-
ters ermittelt (s. 2.2.1.4) und die Qualitat der RNA auf einem 1,5%-igen Agaro-
segel kontrolliert (s. 2.2.1.3). Die Lagerung der mRNAs erfolgte aliquotiert bei -

80°C bis zur weiteren Verwendung.
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2.2.2 Mauszucht und Genotypisierung der Tiere

Die DSG3 knockout Mause wurden im roten und gelben Bereich der Tierhaltung
im Forschungsverfigungsgebaude der Medizinischen Fakultat, Otfried-Muller-
Str. 27, 72076 Tibingen gehalten. Die Zucht der DSG3 Tiere erfolgt in so ge-
nannten Harems-Zuchten, d.h. zwei heterozygote Weibchen wurden mit einem
knockout Mannchen verpaart. AnschlieBend erfolgte die getrennte Haltung der
mannlichen und weiblichen Nachkommen in standardisierten Kafigen (Typ I
long), wo sie die Ubliche kommerziell erhaltliche Pellet Nahrung und Milchpulver
als zusatzliches Kraftfutter ad libitum erhielten. Zur Verbesserung der Lebens-
bedingungen wurden Zellstoff und verschiedene Unterschlupfmdglichkeiten als
Enrichment angeboten. In der Regel wurden zwischen zwei und flnf Tiere ge-
meinsam in einem Kafig gehalten.

Alle Nachkommen aus den Zuchten wurden bezlglich ihres Genotyps mittels
konventioneller PCR gescreent. Hierzu wurde jeder Maus mit Hilfe einer Ohr-
lochzange eine kleine Ohrbiopsie entnommen, dann die DNA gemaB den In-
struktionen des Herstellers des High Pure PCR Template Preparation Kits iso-
liert und das Neomycin Gen im Dsg3 Gen mittels konventioneller PCR (Taq all
inklusive Kit, Peqglab) und Agarosegelelektrophorese nachgewiesen. Fir die
PCR wurden folgende Komponenten pipettiert:

Tabelle 13: Pipettierschema fiir die Genotypisierungs-PCR. Die Primer finden sich unter 2.1.8.

Reagenz Volumen Endkonzentration
H.O (PCR-grade) 10,8 ul

je Primer 2,5 ul 12,5 pmol
Puffer 2,5 ul 1x

MgCl, 1,0 ul 1mM

dNTPs 0,5 pl 0,2mM

Taq Pol 0,2 ul 1u
genomische DNA 5,0 ul
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Die PCR lief wie folgt ab:

Tabelle 14: PCR Bedingungen zum Screenen der DSGS3 Tiere.

Schritt Zyklen | Temperatur Zeit
Denaturierung 1 94°C 3 min
94°C 30s
Amplifikation 30 62°C 30s
72°C 30s
Elongation 1 72°C 8 min

Die Col7 hypomorphen Mause wurden seit 2008 in der Hautklinik in Freiburg
gezichtet (Fritsch et al., 2008). Im Rahmen dieses Versuchsvorhabens wurden
bereits isolierte und eingefrorene Fibroblasten auf Trockeneis nach Tubingen
verschickt.

Alle im Folgenden beschriebenen Tierversuche waren vor Aufnahme der expe-
rimentellen Arbeiten vom Regierungsprasidium Tdbingen genehmigt worden
(Versuch-Nr. HT 4/11, Projektleiter Herr Prof. Dr. Martin Rdcken, Stellvertreter
Herr Dr. Markus Mezger).

2.2.3 Zellkulturarbeiten

Im Folgenden ist, wenn nicht anders angegeben, mit der Bezeichnung Medium
jeweils das komplette Medium mit allen Zusatzen gemeint (s. 2.1.7). Alle Zellen
wurden im Brutschrank bei 37 °C, 5-10% CO. und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.2.3.1 Isolation und Kultivierung von murinen Keratinozyten und
Fibroblasten

Die Versuchstiere wurden mittels CO, Asphyxie getétet. Danach wurden die
Rickenhaare mit einem Elektrorasierer entfernt, die Rlckenhaut mit einer
Schere prapariert und in eine Petrischale mit MCDB Medium Uberfihrt. Dort
wurde diese zerkleinert und mit der Epidermis nach unten in eine weitere Petri-
schale Uberflhrt, in die zuvor 5 ml Dispase (1 mg/ml in MCDB-Medium) vorge-
legt wurde. Die anschlieBende Inkubation erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Am
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nachsten Tag konnte die Epidermis von der Dermis mit einer gebogenen Pin-
zette abgeldst und jeweils in eine separate Petrischale mit je 5 ml PBS Uber-
fihrt werden.

Zur Isolation der Keratinozyten wurden in ein 15 ml Falcon 5 ml Trypsin/EDTA
vorgelegt und die Epidermissuspension, die zuvor durch Mischen mit einer Pi-
pette hergestellt wurde, hinzugegeben. Nach 20 min bei 37 °C im Rotator wurde
die Zellsuspension durch ein 70 uM Zellsieb pipettiert und in einem 50 ml Fal-
con, wo 10 ml PBS vorgelegt waren, aufgefangen. Nach einem weiteren Spil-
schritt mit 5 ml PBS wurden die Keratinozyten fir 5 min bei 1500 rpm zentrifu-
giert, einmal mit PBS gewaschen und dann in Medium 1 aufgenommen. Am
dritten Tag wurde auf Medium 2 gewechselt und am 6. Tag auf KGM Gold Me-
dium (s. 2.1.7).

Parallel zu den Keratinozyten wurden aus der Dermis die Fibroblasten isoliert.
Hierfir wurde 5 ml Kollagenase NB8 (1 mg/ml in PBS) in ein 15 ml Falcon vor-
gelegt und die Dermis darin flir 20 min bei 37°C im Rotator inkubiert. Um eine
Einzelzellsuspension zu erhalten, wurde wie bei den Keratinozyten ein 70 uM
Zellsieb eingesetzt und zusatzlich die Dermisstiicke mit einem Spritzenstempel
zerrieben. Die Fibroblasten wurden ebefalls fiir 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert,
einmal mit PBS gewaschen und dann in Fibroblasten-Medium aufgenommen (s.
2.1.7).

2.2.3.2 Isolation und Kultivierung von HEK293T, humanen TR146,
Fibroblasten und MSCs

Die HEK293T Zellen stammten aus dem Zellkulturbestand der Kinderklinik Tu-
bingen, der im Stickstoff-Tank gelagert war. Um die Zellen zu verwenden, wur-
de ein Vial im Wasserbad aufgetaut und in 49 ml warmes Medium Gberfihrt.
Nach der Zentrifugation bei 350 g wurde dekantiert und die Zellen in 25 ml fri-
schem Medium aufgenommen, um sie in T162 cm2 Zellkulturflaschen zu kulti-
vieren. Am nachsten Tag wurde das Medium noch mal gewechselt. Sobald die
Zellen konfluent waren, wurden die HEK293T einmal mit PBS gespdlt und fir 3
min mit Trypsin abgeldst, zentrifugiert und 1/10 der Zellsuspension neu ausge-
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sat bzw. fur die Transfektionsexperimente gezahlt. Analog zu den HEK293T
Zellen wurden die TR146 Zellen, die aus dem Zellkulturbestand der Hautklinik
Tdbingen stammten, kultiviert und gesplittet. Bei den TR146 handelt es sich um
undifferenzierte, nicht-verhornte, humane Keratinozyten, die urspringlich aus
der Mundschleimhaut eines Tumorpatienten angeziichtet worden waren (Niel-
sen et al., 1999).

Humane Fibroblasten wurden aus dem Neurometabolischen Labor der Kinder-
klinik erhalten, die dort im Rahmen der Diagnostik zur Metachromatischen Leu-
kodystrophie aus einer Hautstanzbiopsie angelegt wurden.

Humane MSCs wurden aus Resten von Knochenmarkspunktaten angelegt,
welche aus dem Hamatologischen Labor stammten. Hierzu wurde das Kno-
chenmarkpunktat in 6 ml Medium aufgenommen und in T25 cm2 Flaschen fur
mehrere Tage kultiviert.

2.2.3.3 Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-Zahlkammer

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer. Hierflr
wurde die Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau gemischt und zwischen Zahlka-
mer und Deckglas gegeben. Unter dem Mikroskop wurden dann die nicht ge-
farbten (lebenden) Zellen gezéahlt. Bei der Bestimmung der Gesamtzellzahl der
Zellsuspension wurden das Gesamtvolumen und die Verdiinnung mit PBS bzw.
Trypanblau mit bericksichtigt. Daher errechnet sich diese wie folgt: Zellzahl x

10* x Verdiinnung x Gesamtvolumen.

2.2.3.4 Plasmid und mRNA Transfektion von HEK293T, MSCs,
Fibroblasten und Keratinozyten

Am ersten Tag wurden die Zellen abends in 24-Well Platten ausgesét (~2x10° /
1 ml kompletten Medium ohne AB). Am nachsten Tag wurden 800 ng mRNA
bzw. Plasmid in 50 ul H.O aufgenommen und 2 pul Lipofektamin 2000 in 50 pl
Medium (ohne Zusétze) gemischt und fir 5 min bei RT gelagert. Die Medium-
Lipofektamin-Mischung wurde langsam zur mRNA hinzugegeben und fir 20
min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen einmal mit PBS
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gewaschen und dann 100 pl Medium (ohne Zuséatze) hinzugegeben. Anschlie-
Bend erfolgte die Zugabe der 100 pl Lipofektamin-mRNA-Mischung bzw. Lipo-
fektamin-Plasmid-Mischung zu den Zellen. Nach einer Inkubationszeit von 4h
bei 37°C wurden die Zellen einmal mit 1 ml PBS gewaschen und dann in 1 ml
Medium (komplett mit Serum, Zusatzen und AB) im Brutschrank inkubiert. 24h
bzw. 48h spater wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit Trypsin geerntet,
zentrifugiert und mittels Durchflusszytometrie (s. 2.2.4.1) analysiert.

Die Transfektionsversuche mit dem TransMessenger Transfection Reagent
(Qiagen) bzw. Xfect Transfection Reagent (Clontech) wurden geman den Vor-
gaben des jeweiligen Herstellers durchgefihrt.

2.2.4 Expressionsanalysen

2.2.41 Durchflusszytometrie

Die zu analysierenden Zellen wurden in PBS aufgenommen, in ein FACS-
Rdéhrchen Uberflhrt und mittels Durchflusszytometer analysiert. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der CellQuest Software von Becton Dickinson.

2.2.4.2 Isolierung von Total-RNA

Hierflir wurden die Zellen zunachst in 2 ml Eppendorf-GefaBe aufgenommen
und bei 5.400 rpm flr 5 min abzentrifugiert. Das Medium wurde dekantiert, das
Pellet in 350 ul RLT-Puffer (+ 1% B-Mercaptoethanol) gelést und gevortext. Die
Zellsuspension wurde in lila Tubes Uberfihrt und bei 13.200 rpm fir 2 min
zentrifugiert. Danach wurde zum Eluat 350 ul 70% Ethanol zugegeben. Nach
Resuspension mit der Pipette, folgte der Transfer in rosa Tubes und ein Zentri-
fugations-Schritt bei 10.000 rpm fir 15 s, um die RNA an die Saule zu binden.
Die Reinigung der RNA wurde durch Verwendung mehrerer Waschschritte voll-
zogen, wobei einmal mit 700 pl RW1-Waschpuffer und zweimal mit 500 pl RPE-
Waschpuffer gewaschen wurde. Dazwischen wurde jeweils bei 10.000 rpm fir
15 s bzw. beim letzten Waschschritt mit RPE fir 2 min, zentrifugiert. Die Eluie-

rung der Total-RNA erfolgte dadurch, dass die Sdulen auf neue 1,5 ml Eppen-

27



Material und Methoden

dorf-GeféBe transferiert und die RNA mit 35 ul RNase-freiem Wasser durch
Zentrifugation bei 10.000 rpm fir 1 min eluiert wurde. Direkt im Anschluss wur-
de die RNA-Konzentration im Photometer bestimmt (s. 2.2.1.4) und die RNA di-
rekt weiterverwendet (s. 2.2.4.3) oder bei -80°C eingefroren.

2.2.4.3 Umschreibung von RNA in cDNA

500 ng RNA wurden in 7 ul H,O aufgenommen. Flr die Umschreibung wurden

folgende Komponenten hinzugefiigt und bei 37 °C fiir 60 min inkubiert:

Tabelle 15: cDNA Synthese.

Reagenz Volumen | Endkonzentration
Reverse Transcriptase 2,0 u

RT Buffer [2X] 10,0 pl 1x

Random Hexamer Primer 1,0 pl

Die Reverse Transkriptase wurde durch Erhitzen auf 85°C fir 5 min inaktiviert
und die cDNA entweder direkt weiterverwendet oder bei -20 °c gelagert.

In allen Fallen wurde eine Negativ-Umschreibe-Kontrolle mitgefiihrt, die alle
Komponenten (auch Total RNA), auBer der Reversen Transkriptase, enthielt.

2.2.4.4 Quantitative Realtime PCR (qRT-PCR)

Bei Verwendung des LightCycler 480 SYBR Green | Master wurde die PCR wie
folgt pipettiert:

Tabelle 16: Pipettierschema fiir die SYBR PCR.

Reagenz Volumen Endkonzentration
H.O (PCR-grade) 2,0 ul

je Primer 1,0 ul 5 pmol

Sybr Green Mix [2X] 5,0 ul 1x

cDNA 1,0 pl
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Hierflr eigneten sich nachstehende PCR-Bedingungen:

Tabelle 17: PCR-Bedingungen fiir die gRT-PCR mit dem SYBR Green | Master Kitim Light
Cycler 480 Real-Time PCR System zum Nachweis von 3-Actin und Col7.

Schritt Zyklen | Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95°C 5 min
95°C 10s
Amplifikation 45 60°C 20s
72°C 20s
95°C 5s
Schmelzkurve 1 65°C 1s
97°C 0,1°C/s
Kuhlen 1 40°C 10s

Die gRT-PCRs, bei denen Tagman Sonden eingesetzt wurden, wurden mit dem
LightCycler 480 Probes Master durchgeflihrt.

Tabelle 18: Mastermix fir die qRT-PCR im Light Cycler.

Reagenz Volumen Endkonzentration
H,O (PCR-grade) 2,5 ul -

je Primer [5 pM] 0,5 ul 125 nM

je Sonde [3 pM] 0,5 pl 75 nM

Probe Master [2X] 5,0 ul 1x

cDNA 1,0 ul -

AnschlieBend lief die PCR unter folgenden Bedingungen ab:

Tabelle 19: PCR-Bedingungen fir die gqRT-PCR mit Hybridisierungssonden zum Nachweis der
Dsg3 Expression.

Schritt Zyklen | Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95°C 10 min
95°C 10s
Amplifikation 50
60°C 20s
Kihlen 1 40°C 10s
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Anhand der Crossing-Points (CP) erfolgte eine Berechnung einer erhéhten oder
erniedrigten Expression. Der Crossing-Point ist definiert als die Zyklenzahl, bei
der sich das Fluoreszenzsignal des PCR-Produktes signifikant vom Hinter-
grundsignal abhebt. Somit lasst sich mit Hilfe der Crossing-Points eine verglei-
chende quantitative Aussage Uber die Ausgangs-DNA Menge in einer Probe
machen. Die Normalisierung unter Zuhilfenahme von Crossing-Points geschah
unter der Annahme einer maximalen Amplifikationseffizienz, mit folgender For-
mel (Johnson et al., 2000; Krauter et al., 2003):

Normalisierter Wert = 2 (CP Referenzgen — CP Zielgen)

2.2.4.5 Immunhistologische Chamberslide Farbungen

Die Chamberslides wurden mit Poly-L-Ornithine (1:10 in PBS verdlnnt) fiir 30
min bei 37°C beschichtet. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium (ohne
AB) ausgeséat und mit mRNA bzw. Plasmid transfiziert (s. 2.2.3.4).

Nach 48h wurde das Medium abgenommen, einmal mit PBS gewaschen und
die Zellen dann mit einer eiskalten Mischung aus Methanol und Aceton (1:1) far
10 min bei 4°C fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fir jeweils 3 min bei
RT, wurde mit Protein Block fir 10 min bei RT geblockt und anschlieBend der
erste Antikérper (a-DSG3 AK18 bzw. a-COLVII, 1:500 in 0,1% PBST) UN bei
4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde wieder dreimal mit PBS gewaschen und
der 2. Antikérper Alexa594 Ziege a-Maus bzw. a-Kaninchen (in einer 1:350
Verdinnung) in 0,1% PBST fir 1h bei RT hinzugegeben. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurde DAPI (1:300 in 0,1% PBST verdlnnt) fir 10 min bei
RT hinzugegeben und danach zweimal mit PBS gewaschen. Vor dem Mikro-
skopieren wurden die gefarbten Zellen mit Fluorescent Mounting Medium ein-
gedeckt.
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3 Ergebnisse

3.1 Amplifikation der Plasmid-Konstrukte

Die fUr dieses Projekt notwendigen Plasmidkonstrukte wurden freundlicherwei-
se von verschiedenen Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt (s. 2.1.6).
Das pCS2+ DsRed Plasmid stammte von Jun.-Prof. Michael Kormann, Kinder-
klinik Tibingen (Korman et al., 2011), das pcDNA5/FRT Col7a1 Plasmid von
Prof. Leena Bruckner-Tuderman, Hautklinik Freiburg und das pcDNA1.1/Amp
Dsg3-FLAG von Dr. Manabu Ohyama, Hautklinik Tokyo, Japan. Letzteres war
bereits erfolgreich in Mausversuchen eingesetzt worden, in denen die intrader-
male Injektion dieses Plasmids in die Haut von DSG3 knockout Mausen zu ei-
ner Restauration gefihrt hatte (Ohyama et al., 2002; Ohyama et al., 2003).

Alle Plasmidkonstrukte wurden zur Amplifikation in XL-1 Bakterien transformiert
(s. 2.2.1.1) und anschlieBend mittels Plasmidpraparation aufgereinigt (s.
2.2.1.2). In Kontroll-Verdaus (s. 2.2.1.3) wurden die zu erwartenden Fragment-
gréBen bestéatigt (Abbildung 5). So konnte beispielsweise durch einen Verdau
mit BamHI und Xbal die 728 bp umfassende Gensequenz von DsRed aus dem
pCS2+ Plasmid ausgeschnitten werden. Beim Verdau des pcDNA1.1/Amp
Dsg3-FLAG Plasmids mit EcoRI und Xbal wurde ein etwa 4,8 kb groBes Frag-
ment des Vektors und die ca. 3 kb umfassende Gensequenz von Dsg3 erhal-

ten.
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Abbildung 5: Restriktionsenzymverdau der Plasmidkonstrukte und anschlieBende Agarosegele-
lektrophorese.1) Marker, 2-5) pCS2+ DsRed: 2 unverdaut, 3 BamHI, 4 Xbal, 5 BamHI + Xbal
(4.1 kb + 728 bp), 6-7) pcDNA5/FRT Col7a1: 6 unverdaut, 7 EcoRl (14.1 kb), 8-11)
pcDNA1.1/Amp mDsg3-FLAG: 8 unverdaut, 9 EcoRI, 10 Xbal, 11 EcoRIl + Xbal (4.8 kb + 3
kb).

3.2 Sequenzierung des Dsg3 pcDNA1.1/Amp Konstruk-
tes

Das pCS2+ DsRed und das pcDNA5/FRT Col7a1 Plasmid war bereits von den
jeweiligen Kooperationspartnern sequenziert worden. Da das pcDNA1.1/Amp
Dsg3-FLAG aus Japan geschickt wurde, wurde zur Sicherheit noch mal sowohl
vom 5 Ende, als auch vom 3’ Ende das Insert sequenziert. Hierbei konnte die
murine Dsg3 Sequenz bestatigt werden (Abbildung 6). Weiterflihrende Informa-
tionen zur cDNA von Dsg3 finden sich in Ishikawa et al., 1994.
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Abbildung 6: Sequenzierungs-Ergebnis des pcDNA1.1/Amp mDsg3-FLAG Plasmids mit den
beiden Sequenzierprimern T7_F und Sp6_R (s. 2.1.8). Man erkennt, dass am 3’ Ende der
cDNA von Dsg3 ein zuséatzliches FLAG-tag vorhanden ist.
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3.3 Herstellung von Dsg3, Col7 und DsRed mRNA

Alle hier verwendeten Plasmidkonstrukte wurden vor ihrer Verwendung zur
mMRNA Synthese linearisiert (s. 2.2.1.6). Sowohl von DsRed, als auch Dsg3-
und Col7 konnten die jeweiligen mRNAs synthetisiert und aufgereinigt werden.
Mit Hilfe eines ssRNA Markers konnten die mRNA GréBen abgeschatzt werden
(Abbildung 7). Fir DsRed wurde eine mRNA von etwa 728 bp erhalten, fir
Dsg3 von ca. 3 kb und fir Col7 von ca. 9 kb.

Abbildung 7: GrdBenermittlung der in vitro transkribierten mRNAs mittels Agarosegelelektropho-
rese: A) DsRed: 1 Marker, 2 DsRed mRNA ohne poly A tail (~728 bp), 3 DsRed mRNA mit poly
A tail, B) Dsg3: 1 Marker, 2 pcDNA1.1/Amp mDsg3-FLAG Plasmid unverdaut, 3 Dsg3 mRNA
ohne poly A tail (~3 kb), 4 Dsg3 mRNA mit poly A tail und C) Col7: 1 Marker, 2 pcDNA5/FRT
Col7a1 Plasmid EcoRI verdaut, 3 Col7 mRNA mit poly A tail (~9 kb).

3.4 Screening der DSG3 knockout Mause

Die DSG3 knockout Mause wurden in der Tierhaltung im Forschungsverfi-
gungsgebaude der Medizinischen Fakultat, Tibingen gehalten. Phanotypisch
konnten die knockout Tiere von heterozygoten Tieren aufgrund des Haarverlus-
tes, des geringeren Gewichtes und der Hauterosionen, v.a. im Mundbereich, i-
dentifiziert werden (Abbildung 8 A). Zuséatzlich wurden alle Nachkommen mittels
PCR auf ihren Genotyp hin untersucht (s. 2.2.2). In heterozygoten Tieren konn-
te sowohl das Wildtyp Allel, als auch die Insertion des Neomycin-Gens nach-
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gewiesen werden, wohingegen knockout Tiere nur fiir das Neomycin-Gen posi-
tiv waren. Als Positivkontrolle ist hier noch das Screening Ergebnis einer Wild-
typ Maus gezeigt, sowie eine Negativkontrolle (H20).

B

wt ht ko h2o

Abbildung 8: A) Photographische Aufnahme von Dsg3 heterozygoten (het) und knockout (ko)
Tieren, die in der Tierhaltung im Forschungsverfligungsgeb&dude der Medizinischen Fakultét,
Otfried-Muller-Str. 27, 72076 Tlbingen fiir dieses Projekt geziichtet wurden. B) Genotypisie-
rungsergebnis der Mause mittels konventioneller PCR.

3.5 Verwendete Zellkulturen

HEK293T und TR146 stammten aus dem Zellkulturbestand der Kinderklinik
bzw. Hautklinik Tabingen. Die MSCs wurden aus Resten von Knochenmarks-
punktaten angelegt und die humanen Fibroblasten aus Hautstanzbiopsien (s.
2.2.3.2). Murine Keratinozyten und Fibroblasten wurden aus der Rickenhaut
von DSG3 knockout Mausen bzw. Col7 hypomorphen Mausen isoliert (s.
2.2.3.1).

Folgende Abbildung gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Zelltypen, wie
sie flr anschlieBende Transfektionsexperimente eingesetzt wurden (Abbildung
9). Die Fibroblasten und MSCs zeigten dabei die typische langliche, spindelf6r-
mige Morphologie, die Keratinozyten hingegen eine kopfsteinpflasterartige An-

ordnung.

35



Ergebnisse

HEK293T Murine Keratinozyten Murine Fibroblasten
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Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahmen von HEK293T, murinen Keratinozyten, murinen
Fibroblasten, MSCs, TR146 und humanen Fibroblasten.

3.6 DsRed mRNA Transfektion in HEK293T Zellen

Da es sich bei HEK293T um vergleichsweise einfach zu handhabende Zellen
handelt, die einfach kultiviert und transfiziert werden kdnnen, wurden diese he-
rangezogen, um ein MRNA Transfektionsprotokoll zu etablieren. Hierzu wurden
1x10° HEK293T in 24-Well Platten ausgesat und mit 500 ng DsRed mRNA
transfiziert (s. 2.2.3.4). Nach 1d, 4d und 7d Tagen wurden die Zellen geerntet
und mittels Durchflusszytometrie der prozentuale Anteil an DsRed exprimieren-
den Zellen ermittelt (s. 2.2.4.1). Dabei zeigte sich, dass die Expression im Laufe
der Zeit von 76,7% auf 22,89% abnahm (Abbildung 10 A). Die DsRed Expressi-
on konnte auch fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden (Abbildung 10
B).
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Abbildung 10: A) Durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung des prozentualen Anteils
an DsRed mRNA exprimierenden HEK293T Zellen 1d, 4d und 7d nach Transfektion mit Lipo-
fektamin 2000. B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von transfizierten HEK293T nach 1d.

3.7 Variation der Transfektionsreagenzmenge

Im nachsten Schritt sollte ermittelt werden, welche Menge an Transfektionsrea-
genz bendtigt wird, um eine ausreichende Expression in HEK293T Zellen zu
erhalten. Dieser Versuch wurde mit 500 ng DsRed mRNA und Lipofektamin
2000 in verschiedenen Verdinnungen durchgefihrt (Abbildung 11). Es zeigte
sich, dass bereits eine 1:10 Verdlinnung des Transfektionsreagenz zu einer
Abnahme von 66,41% auf 16,8% flhrte. Ab einer 1:100 Verdlinnung wurde kein
DsRed mehr exprimiert. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die DsRed mRNA
nur durch Zugabe eines Transfektionsreagenz in die Zellen aufgenommen und

dort exprimiert wird.
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Variation der Transfektionsreagenzmenge
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung des prozentualen Anteils an
DsRed mRNA exprimierenden HEK293T Zellen nach Transfektion von 500 ng und Lipofektamin
2000 in verschiedenen Verdiinnungen (n=4).

3.8 Variation der DsRed mRNA Menge

Welche Menge an DsRed mRNA fir eine erfolgreiche Transfektion bendtigt
wird, wurde im nachsten Schritt ermittelt. Hierzu wurden HEK293T mit 1.000 ng,
500 ng und 250 ng DsRed mRNA transfiziert und nach 1d, 4d und 7d die Ex-
pression bestimmt. Die Verwendung von 1.000 ng und 500 ng fiihrte zu &hnlich
guten Ergebnissen, bei 250 ng wurde eine deutlich geringere Expression beo-
bachtet (Abbildung 12). Fur alle weiteren Versuche wurde daher entschieden,
eine DsRed mRNA Menge zwischen 500 ng und 1.000 ng zu verwenden.
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Variation der mRNA Menge
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung des prozentualen Anteils an
DsRed mRNA exprimierenden HEK293T Zellen nach Transfektion von 1.000 ng, 500 ng und
250 ng DsRed mRNA mit Lipofektamin 2000 (n=4).

3.9 Variation des Transfektionsreagenz

Um zu untersuchen, welches Transfektionsreagenz sich am besten fur mRNA
eignet, wurden drei verschiedene Transfektionsreagenzien (Lipofektamin 2000,
TransMessenger, Xfect) miteinander verglichen. Diese Versuche wurden fir
HEK293T, MSCs, humane Fibroblasten, TR146, sowie murinen Fibroblasten
und murinen Keratinozyten durchgefihrt, und zwar mit jeweils 800 ng DsRed
mRNA (Abbildung 13).

Es zeigte sich, dass die Verwendung von Lipofektamin 2000 und TransMes-
senger wesentlich effizienter war als Xfect, und das fir alle getesteten Zellty-
pen. Da Lipofektamin 2000 flr murine Keratinozyten und Fibroblasten geringfi-
gig bessere Ergebisse lieferte als TransMessenger wurde entschieden, dieses

fur alle weiteren Versuche einzusetzen.
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Abbildung 13: Vergleich von drei verschiedenen Transfektionsreagenzien (Lipofektamin 2000,
TransMessenger, Xfect) zur erfolgreichen Expression von DsRed mRNA in HEK293T, MSCs,
humanen Fibroblasten [hFibro], TR146, murinen Fibroblasten [mFibro] und murinen Keratinozy-
ten [mKera] (jeweils n=3).

3.10 DsRed mRNA Expression in humanen und mu-
rinen Keratinozyten und Fibroblasten im Zeitverlauf

Nachdem sich in den bisherigen Experimenten Lipofektamin 2000 und die Ver-
wendung von 800 ng DsRed mRNA fiir eine erfolgreiche Transfektion bewahrt
hatten, wurden humane und murine Hautzellen in einer Zeitkinetik nédher analy-
siert (Abbildung 14). Interessanterweise wurden die schlechtesten Transfekti-
onsraten dabei flr murine Fibroblasten erzielt (17,0% am Tag 1, 11,7% am Tag
4 und 4,6% am Tag 7), die besten Werte fir humane Fibroblasten (66,5% am
Tag 1, 28,89% am Tag 4 und 32,23% am Tag 7). Bei den murinen Keratinozy-
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ten exprimierten am Tag 1 33,3%, am Tag 4 16,0% und am Tag 7 7,4% DsRed
MRNA, bei den TR146 am Tag 1 53,4%, am Tag 4 43,2% und am Tag 7 42,6%.
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung des prozentualen Anteils an
DsRed mRNA exprimierenden Keratinozyten und Fibroblasten 1d, 4d und 7d nach Transfektion
mit Lipofektamin 2000 (n=3).

41



Ergebnisse

3.11 DsRed Plasmid Expression in humanen und mu-
rinen Keratinozyten und Fibroblasten im Zeitverlauf

Als Vergleich zu den mRNA Transfektionen sollte als nachstes ein Vergleich mit
Zellen gemacht werden, die mit pCS2+ DsRed Plasmid transfiziert wurden
(Abbildung 15). Es zeigte sich dabei, dass die Transfektionseffizienz flur alle
Zelltypen deutlich niedriger ausfiel, sich aber im Verlauf der 7d ein wenig stabi-
ler zeigte als mit DsRed mRNA. Murine Fibroblasten lieBen sich nur mit weniger
als 1% transfizieren (im Vergleich dazu mit mRNA 17,0%) und auch fir humane
Fibroblasten konnten keine Werte Uber 2,5% erreicht werden (mMRNA 66,5%).
FOr murine Keratinozyten fielen die Transfektionsergebnisse mit Plasmid eben-
falls deutlich niedriger aus als mit mRNA (15,7% nach 24h im Vergleich zu
33,3%). Noch deutlicher wurde dieser Unterschied fir die TR146: 24h nach
Plasmid Transfektion exprimierten 3,9% DsRed, wohingegen es 53,4% nach
mRNA Transfektion waren.

Somit wurde geschlussfoglert, dass die DsRed mRNA Transfektion sowohl flr
Fibroblasten, als auch flr Keratinozyten effizienter funktioniert als unter Ver-
wendung des pCS2+ DsRed Vektors.
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DsRed Plasmid Transfektion
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung des prozentualen Anteils an
DsRed Plasmid exprimierenden Keratinozyten und Fibroblasten 1d, 4d und 7d nach Transfekti-
on mit Lipofektamin 2000 (n=3).
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3.12 Dsg3 mRBRNA und Dsg3 Plasmid Transfektion in
murine Dsg3 knockout Keratinozyten

In den vorherigen Abschnitten konnte nachgewiesen werden, dass sich murine
Keratinozyten erfolgreich mit DsRed mRNA transfizieren lassen. Um zu Uber-
prifen, ob dies auch mit Dsg3 mRNA mdglich ist, und ob dies zu einer Expres-
sion des fehlenden Gens fuhrt, wurde im Folgenden untersucht.

Mittels gRT-PCR (Abbildung 16 A) und immunhistologischer Farbungen
(Abbildung 16 B) konnte der Nachweis erbracht werden, dass Dsg3 knockout
Keratinozyten sowohl nach Plasmid, als auch nach mRNA Transfektion eine
entsprechende Expression zeigten. Erstaunlicherweise war die Expression der
transfizierten knockout Keratinozyten ahnlich stark wie die Expression in hete-
rozygoten Keratinozyten.

A Dsg3 mRNA / Plasmid Transfektion

1-

0.14

0.013

Normalisierter Ct-Wert

0.001

ko + Dsg3 mRNA ko + Dsg3 Plasmid

Abbildung 16: Transfektion von Dsg3 mRNA bzw. Plasmid in murine Keratinozyten, die aus
DSG3 knockout Mausen isoliert wurden, sowie anschlieBender Nachweis der Expression mittels
A) gRT-PCR (n=4) und B) immunhistologischen Farbungen. Blau gefarbt sind die Zellkerne der
Keratinozyten, rot markiert sind Zellen mit DSG3 Expression zu sehen. Als Vergleich dienten
Keratinozyten, die von heterozygoten Dsg3 Tieren stammten.
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Alle mitgefihrten Negativ-Umschreibe-Kontrollen, die alle Komponenten (auch
Total RNA), auBer der Reversen Transkriptase, enthielten, zeigten in der qRT-

PCR kein Expressionssignal (Daten nicht gezeigt).

3.13 Col7 mRNA und Col7 Plasmid Transfektion in
murine Col7 hypomorphe Fibroblasten

Murine Fibroblasten aus Col7 hypomorphen Mausen wurden freundlicherweise
von Dr. Alexander Nystrém, Hautklinik Freiburg bekommen. Diese wurden hier
zunachst in vitro expandiert und anschlieBend mit Col7 mRNA transfiziert. Die
Expressionskontrolle erfolgte mit Hilfe der gRT-PCR (Abbildung 17 A) und im-
munhistologischer Farbungen (Abbildung 17 B).

A Col7 mRNA / Plasmid Transfektion

Normalisierter Ct-Wert

Wildtyp hypo hypo + Col7 mRNA hypo + Col7 Plasmid

Abbildung 17: Transfektion von Col7 mRNA bzw Plasmid in murine Fibroblasten, die aus Col7
hypomorphen Mausen stammten, sowie anschlieBender Nachweis der Expression mittels A)
gRT-PCR (n=4) und B) immunbhistologischen Farbungen. Blau gefarbt sind die Zellkerne der
Fibroblasten, rot markiert sind Zellen mit COLVIl Expression zu sehen. Als Vergleich dienten
Fibroblasten, die von Wildtyp M&usen stammten.
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Mittels gRT-PCR konnte hierbei eine deutliche Zunahme der Col7 Expression
sowohl nach Col7 mRNA, als auch nach Col7 Plasmid Transfektion beobachtet
werden. Eine Bestatigung der COLVII Protein Expression durch immunhistolo-
gische Farbungen konnte nicht eindeutig erbracht werden, da sich bereits die
jeweiligen Immunfluoreszenzsignale von Wildtyp und Col7 hypomorphen

Fibroblasten nur geringfiigig unterschieden.
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4 Diskussion

4.1 Vor- und Nachteile von viralen Vektoren zur Thera-
pie der EB

Die EB stellt eine schwere Erkrankung der Haut dar, die mit lebenslangen
Schmerzen fir die betroffenen Patienten verbunden ist (Denyer, 2012). In
schweren Fallen ist die EB bereits im Kindesalter mit einer hohen Letalitat ver-
bunden. Im Moment gibt es keine kurative Therapie, obgleich es inzwischen
vielversprechende experimentelle Ansétze gibt (Uitto, 2009; Petrova & Mc-
Grath, 2010; Hunefeld & Mezger et al., 2013). Der erste Erfolg fur eine funktio-
nelle Korrektur des Gen-Defektes wurde durch den Einsatz einer retroviralen
Transfektion von Keratinozyten und die anschlieBende Transplantation von in
vitro gezlchteter Epidermis erzielt (Mavilio et al., 2006). Hierbei gab es keine
Hinweise einer humoralen oder cytotoxischen Immunantwort auf das Neoanti-
gen, und vor allem wurde keine klonale Expansion der Keratinozyten beobach-
tet.

Dennoch ist es wichtig anzumerken, dass es andere Beispiele fir die Verwen-
dung von viralen Vektoren gibt, die zu Krebs geflihrt haben. So konnte mittels
Gentransfer mit einem MLV-basierten Retrovirus zwar ebenfalls eine Genkor-
rektur von CD34 Knochenmarkszellen bei Patienten mit schwerer kombinierter
Immunschwéache (SCID) erreicht werden, zwei der neun Gen-korrigierten Pati-
enten entwickelten aber eine unkontrollierte Proliferation von reifen T-Zellen mit
Leuk@mie-ahnlichen Eigenschaften (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Diese Ge-
notoxizitdt wurde hdéchstwahrscheinlich durch die im Retrovirus enthaltenen
long terminal repeats (LTR) und deren Wirkung auf verschiedene Gen-
Promotoren verursacht. So konnten die Autoren zeigen, dass es zu einer Inser-
tion des Vektors in der Nahe eines zentralen Regulators, der die Blutbildung
kontrolliert, gekommen war. Basierend auf dieser Beobachtung hielten die
meisten europadischen und US-Regulierungsbehérden die MLV-basierenden

Vektoren nicht mehr fir Gen-Therapien geeignet.
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Aufgrund dieser Erkenntnisse entwickelte die Arbeitsgruppe von Mavilio alterna-
tive Genvektoren (Di Nunzio et al., 2008). In diesen modifizierten Vektoren wur-
de LAMBS3 unter der Regulation von Promotor Enhancer Elementen aus dem
KRT14 Gen exprimiert. Derartiges Vektor-Design garantierte eine physiologi-
sche, KRT14 Gewebe-spezifische Expression in den basalen Schichten der
Epidermis. Allerdings wurden diese Vektoren bislang nicht in Menschen getes-
tet, weil auch fir sie gezeigt wurde, dass eine Onkogen-Aktivierung und Immor-
talisierung der Zellen méglich ist (Bosticardo et al., 2009).

Somit weisen die bisherigen Studien gewisse Limitierungen im Hinblick auf eine
sichere und langerfristige Heilung der EB auf. Dies reicht von einer Diskussion
Uber die Vektor-Sicherheit, bis hin zu Beschrankungen was die behandelbaren
Hautareale betrifft. So konfrontieren uns die oben genannten Studien sowohl
mit experimentellen als auch mit juristischen Problemen, die in den kommenden
Jahren wohl nicht gelést werden kdnnen.

Auf viralen Vektoren basierende Gentherapien sind bei Genodermatosen in Eu-
ropa momentan (und wohl auch in den kommenden Jahren) gesetzlich nicht
zugelassen. So wartet der von Mavilio und Kollegen beschriebene Patient seit
mehr als 5 Jahren auf eine Fortfihrung seiner Therapie. Die Vektoren, die fur
denkbare Gentherapien bislang zur Verfigung stehen, kdnnen klinisch leider
noch nicht eingesetzt werden, da sie ein potentielles Risiko darstellen, Krebs
auszulésen. Hier hatte die Verwendung von mRNAs den entscheidenden Vor-
teil, dass sie nicht in das Erbgut der Zelle eingreift und somit keine mutagene
Wirkung aufweist (Yamamoto et al., 2009).

4.2 Plasmid und mRNA Therapie zur Behandlung der
EB

Im Vergleich zur Verwendung von Plasmiden zeigte die mRNA den Vorteil,
dass sie viel leichter in Zellen transfiziert werden konnte (s. 3.10). So lieBen
sich insbesondere murine Fibroblasten fast Gberhaupt nicht mit Plasmid transfi-
zeren (s. 3.11). Dies liegt vermutlich daran, dass die mRNA lediglich Gber die
Plasmamembran der Zelle eingeschleuBt werden muss und direkt im Cy-
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toplasma translatiert werden kann. Das Plasmid hingegen muss zusétzlich in
den Zellkern gelangen, um dort transkribiert zu werden (Weide et al., 2008).

Bei den Kontroll-Experimenten mit HEK293T fiel auf, dass die Expression der
DsRed mRNA im Verlauf von 7d sehr viel starker abnahm als dies bei Keratino-
zyten und Fibroblasten der Fall war (s. 3.10). Aller Wahrscheinlichkeit nach
kann dies darauf zurtickgeflhrt werden, dass sich HEK293T sehr viel schneller
in Kultur teilen als Hautzellen. Mit jedem Teilungsvorgang wird die mRNA Men-
ge in den Tochterzellen verringert, bis zu dem Punkt, dass keine mRNA mehr
vorhanden ist und exprimiert werden kann. Es ist davon auszugehen, dass sich
eine Abnahme der mRNA Expression in vitro deutlich unterscheiden wird, wie
sie eventuell dann in vivo zu beobachten sein wird.

In eigenen Experimenten war entscheidend fur die Aufnahme und Expression
von mRNA bzw. Plasmid in die Zelle die Verwendung eines geeigneten Trans-
fektionsreagenz. Dabei wurde deutlich, dass sich Lipofektamin 2000 fir die
Transfektion von Hautzellen gut eignete (s. 3.9). Ob damit auch in vivo eine Ex-
pression und Aufnahme erreicht werden kann, muss durch weiterfihrende Ex-
perimente untersucht werden. Interessanterweise gelang die Expression von
verschiedenen mRNAs im Lungengewebe der Maus auch ohne den Einsatz
von Transfektionsreagenzien (Kormann et al., 2011; Mays et al., 2013). Dabei
scheint es so zu sein, dass nackte mRNA Uber Rezeptor-vermittelte Endozyto-
se aufgenommen werden kann (Lorenz et al., 2011). Inzwischen wurden bereits
Tumorpatienten mit ,nackter* mRNA behandelt und profitierten auch klinisch
von einer derartigen Therapie (Rittig et al., 2011).

Als Nachteil der mRNA Therapie ware zu nennen, dass mit diesem Ansatz kei-
ne lebenslange Heilung und keine systemische Korrektur erreicht werden kann.
So wirden Schleimhaute oder andere Organe bei EB Patienten nicht von dieser
Art der Therapie profitieren. Es ware daher vorstellbar, die Gaben in regelmaBi-
gen Abstanden durchzufihren, um eine stabile Expression an Hautarealen zu
erreichen, die besonderen mechanischen Belastungen ausgesetzt sind.
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4.3 Vor- und Nachteile zellbasierter Therapieansatze
zur Behandlung der EB

Wahrend Keratinozyten in Kultur nur mihsam zu propagieren und zu halten
sind, sind Fibroblasten leicht zu kultivieren (s. 2.2.3.1). Aus therapeutischer
Sicht haben Fibroblasten weiterhin den Vorteil gegentiber Keratinozyten, dass
die intradermale Injektion technisch viel einfacher ist als die Transplantation von
Keratinozyten. Somit werden Fibroblasten inzwischen eher als mdgliche Thera-
pie fur die RDEB in Betracht gezogen als Keratinozyten (Goto et al., 2006; Zu-
pancic et al., 2012).

Praklinische und erste klinische Studien mit Fibroblasten haben eine Zunahme
von ColVIl an der dermo-epidermalen Basalmembran, sowie eine langfristige
Stabilisierung der Haut in einem Mausmodell der RDEB und bei einzelnen Pati-
enten berichtet (Kern et al., 2009; Woodley et al., 2007; Fritsch et al., 2008;
Wong et al., 2008; Venugopal et al., 2010; Nagy et al., 2011). Allerdings gibt es
gewisse Limitierungen der Fibroblasten-basierten Therapie. Da nur eine kleine
Flache pro Injektion erreicht werden kann und groBBe Mengen an Zellen bendtigt
werden, sind mehrere Injektionen erforderlich. Eine weitere Einschrankung ist
die Lebensdauer der injizierten Fibroblasten. Nach der Injektion in die Haut,
Uberleben die Zellen nur fir ein paar Wochen; das stabile ColVIl verbleibt flr
ungeféahr 3 Monate in der dermo-epidermalen Zone (Kern et al., 2009).
Hautfibroblasten @hneln vom Phanotyp her MSCs, einem weiteren Zelltyp von
potentiellem therapeutischen Interesse (Haniffa et al., 2007). Sowohl
Fibroblasten als auch MSCs besitzen immunmodulierenden Eigenschaften; sie
supprimieren die Aktivitdt von dendritischen Zellen, B-, T-und Natdrlichen Killer-
zellen und férdern somit eine periphere und zentrale Immuntoleranz (Haniffa et
al., 2009). Dieser Aspekt macht die Therapie mit Wildtyp- oder allogenen
Fibroblasten / MSCs zu einem attraktiven Ansatz, da schéadliche Wirkungen
durch die Aktivierung des Immunsystems reduziert oder sogar verhindert wer-
den kénnen.

Obwohl nach intradermaler Injektion von MSCs in die Haut von zwei Patienten
mit RDEB keine unerwiinschten Nebenwirkungen beobachtet wurden, weist die
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Studie von Conget und Kollegen dennoch gewisse ungeklarte Fragen auf (Con-
get et al.,, 2010). Erstens ist es wegen der geringen Anzahl der Patienten not-
wendig, die Untersuchungen zu wiederholen und das therapeutische Potential
mit weiteren molekularbiologischen Methoden, wie z.B. qRT-PCR oder Wes-
tern-Blot zu ermitteln, idealerweise inklusive einer Zeitkinetik der ColVIl Expres-
sion. Auch mit diesem Ansatz kénnen nur kleine Hautareale behandelt und die
Verbesserung der Schleimhautdefekte kann nicht erwartet werden. Aus diesem
Grund sollte auch untersucht werden, ob sich die systemische Gabe von MSCs
als Therapieoption fir die Blasenbildung der Haut eignet. Denkbar ware eine
solche Migration von systemisch gegebenen MSCs in die Haut. Bei Patienten
mit Pemphigus vulgaris, einer blasenbildenden Autoimmunerkrankung, die
durch Autoantikérper gegen Desmogleine verursacht wird, ergaben immun-
histochemische Analysen, dass Uber bestimmte proinflammatorische Zytokine
Stammzellen in entziindete Hautareale gelockt werden (Rodrigues et al., 2009;
Lopez-Robles et al., 2001; Narbutt et al., 2008; Baroni et al., 2002). Solche Me-
diatoren sind auch bei der Wundheilung beteiligt und regulieren die Transdiffe-
renzierung von MSCs in verschiedene Zelltypen der Haut (Sasaki et al., 2008).
Lokale und systemische Gaben von MSCs werden aktuell in der Kinderklinik in
Tlbingen (DEBRA Grant, Prof. Rupert Handgretinger, Dr. Markus Mezger) in
Kooperation mit der Hautklinik in Freiburg (Prof. Leena Bruckner-Tuderman)
durchgefuhrt, um die folgenden Fragen zu beantworten: wandern systemisch
gegebene MSCs in die blasenbildenden Bereiche der Haut? Kann die systemi-
sche Gabe von MSCs zu einem besseren Verlauf der Erkrankung fihren? Pro-
duzieren MSCs auch in vivo gentigend ColVIl, oder vermitteln sie eventuell Gber
parakrine Effekte die ColVIl Expression anderer Zellen?

Obwohl die SCT nun eine interessante Mdglichkeit flr eine neuartige Therapie
zur systemischen Behandlung der EB darstellt, gibt es leider weiterhin einige
wichtige Punkte, die in diesem Zusammenhang bislang nur unvollstandig be-
antwortet sind (Wagner et al., 2010; Tolar & Wagner, 2012). Zunachst einmal ist
hervorzuheben, dass die SCT eine sehr belastende Therapie ist, die dadurch
erschwert wird, dass RDEB Patienten schwere Haut- und Schleimhautdefekte

aufweisen. Mittels myeloablativer Chemotherapie muss nun das komplette
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Knochenmark zerstért werden, um anschlieBend die Stammzellen des Spen-
ders im Knochenmark des Empfangers anzusiedeln. Leider ist der Allgemein-
zustand vieler Patienten so schlecht, dass eine SCT nicht immer durchfihrbar
ist.

Eine weitere interessante Moglichkeit gentherapeutische und zellbasierte The-
rapien zu kombinieren sind induzierte pluripotente Stammzellen (IPCs). Im Jahr
2012 wurde hierflr der Nobelpreis fir Medizin an Prof. Shinya Yamanaka aus
Japan vergeben, dessen Arbeitsgruppe es gelungen war, eine Reprogrammie-
rung von adulten Zellen hin zu Stammzellen vorzunehmen (Takahashi et al.,
2006; Takahashi et al., 2007). Seit dieser Entdeckung hat es zahlreiche Publi-
kationen zu diesem Thema gegeben, die eine Ruckdifferenzierung bestatigen
konnten (Yu et al., 2007; Park et al., 2008). Nachdem gezeigt worden war, dass
auch Keratinozyten reprogrammiert werden kénnen (Aasen et al., 2008; Bilou-
sova et al., 2011), dauerte es nicht lange bis ICPs auch von Patienten mit
RDEB generiert wurden (ltoh et al., 2011; Tolar et al., 2011). Denkbar wére es
nun, IPCs von Patienten mit EB zu generieren und nach Korrektur des Gende-
fektes autologe Zellen den Patienten zurlickzugeben.
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4.4 Ausblick

Im Moment gibt es breite Forschungsanstrengungen mit dem Ziel bessere Stra-
tegien zur Linderung oder Heilung der EB zu finden. Diese Ansatze missen
sorgfaltig auf ihre Effizienz, Spezifitdt und Sicherheit abgewogen werden. Die
Knochenmarkstransplantation kénnte eine systemische Behandlung mit der Ab-
sicht zu heilen sein, ist aber zugleich auch ein riskanter Ansatz mit potentiell
tédlichen Nebenwirkungen (Bruckner-Tuderman, 2010). Daher missen die Effi-
zienz und langfristige Vorteile in weiteren Studien untersucht und dokumentiert
werden.

Dahingegen haben Genersatz-Studien einen hohen Wirkungsgrad flr lokale
Ansatze gezeigt, aber sie sind aufgrund der Bedenken der Genotoxizitat und
Vektorsicherheit limitiert. Topische Ansatze, wie die intradermale Applikation
von Zellen, Proteinen oder auch von mRNA scheinen sicherer zu sein und
kénnten somit das Potential flr eine breite klinische Anwendung haben.

Allen gentherapeutischen, aber auch zellbasierten Ansatzen ist gemeinsam,
dass die Mdglichkeit einer Immunreaktion gegenitber dem Neoantigen in
Betrach gezogen werden muss (HUnefeld et al., 2012). Bei einer Immunantwort
auf das Neoantigen kénnte gegebenenfalls eine immunsuppressive Behandlung
erforderlich werden, um einen Zustand der Toleranz zu erzielen (Ghoreschi et
al., 2011).

Um eine optimale Therapie in der Zukunft zu finden, sind weitere klinische Un-
tersuchungen, einschlieBlich Gentherapie (Titeux et al., 2010), Fibroblasten (Y-
an & Murrell, 2010) und MSC-Gabe, Protein Ersatz (Tamai et al., 2009), SCT
(Kiuru et al., 2010; Abdul-Wahab et al., 2012) und mRNA (van Tendeloo et al.,
2007) unverzichtbar. Diese Forschungsarbeiten sollen bei der Beantwortung

der vielen immer noch ungeldsten Fragen helfen.
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5 Zusammenfassung

Die Hauterkrankung Epidermolysis bullosa (EB) zeichnet sich durch eine Bla-
senbildung der Haut und Schleimhdute aus, die mit immensem Leid fUr die be-
troffenen Patienten verbunden ist. Seit Jahrzehnten werden intensiv neue Be-
handlungsoptionen gesucht, wobei sich bisherige Strategien auf gentherapeuti-
sche und zellbasierte Ansatze konzentrieren. Bis heute umfassen diese Unter-
suchungen den Einsatz von retroviralen Vektoren, die intradermale Injektion
von Fibroblasten bzw. mesenchymalen Stromazellen, die intradermale Applika-
tion von rekombinant hergestellten Proteinen, sowie die Durchfihrung einer
Knochenmarksstammzelltransplantation.

Im Rahmen dieser Dissertation sollten die bisherigen therapeutischen Méglich-
keiten dahingehend erweitert werden, dass mit Hilfe von synthetisch hergestell-
ten mMRNAs eine fehlende Genexpression in Hautzellen wiederhergestellt wird.
Dabei ist es gelungen, fir eine Kontroll mMRNA (codierend flir das Fluoreszenz-
protein DsRed) und zwei verschiedene Adh&sionsmoleklle der Haut (Des-
moglein-3 und Kollagen 7) entsprechende mRNAs in vitro zu synthetisieren und
aufzureinigen. Nach Etablierung eines Protokolls zur erfolgreichen mRNA
Transfektion von humanen und murinen Keratinozyten und Fibroblasten war es
moglich die Dsg3 codierende mRNA in Dsg3 knockout Keratinozyten bzw. die
Col7 codierende mRNA in Col7a1 hypomorphen Fibroblasten in vitro zu expri-
mieren. Der Nachweis der Expression konnte sowohl auf mRNA-Ebene mittels
RT-PCR erbracht werden, als auch auf Protein-Ebene mittels immunhistoche-
mischer Farbungen.

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Keratinozyten und
Fibroblasten in Zellkultur mit mRNA transfiziert werden kénnen und eine fehlen-
de Genexpression dadurch kompensiert werden kann. Somit stellen diese Ex-
perimente den Ausgangspunkt fir weiterflhrende in vivo Untersuchungen dar,
mit dem Ziel, in den entsprechenden Mausmodellen eine Genkorrektur herbei-
zuftihren. Sollte dies gelingen, stiinde eine vielversprechende Therapieoption
fir Patienten mit EB zur Verflgung.
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