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Einleitung: 

Der Erfolg der Allotransplantation führt zu einer steigenden Diskrepanz zwischen 

verfügbaren Organen und Patienten auf den Wartelisten. Das Schwein wird aus verschiedenen 

Gründen als der am besten geeignete Organspender für den Menschen angesehen. Die 

immunologische Abstoßimg stellt die größte Hürde für den Einsatz porzmer Organe in der 

Xenotransplantation dar. In der hyperakiite (HAR) und der nachgeschaltcten akut vaskulären 

Absloßungsreaktion (AVR) stellen die al,3-Gal-Epitope das Hauptantigen dar (GAL1LI et al., 

1985). Die Erzeugung ul,3-Gal dcfizienler Schweine ist der sicherste Weg die Expression 

dieser Epilope dauerhaft zu unterbinden. Der somalische Kerntransfer bietet die Möglichkeit, 

Gene gezielt durch homologe Rekombination auszuschalten (DENN1NG et al., 2001). Ein 

limitierender Faktor in der Erstellung von Knockout-Tieren durch somatischen Kerntransfer 

ist die geringe Effizienz der Methode und die begrenzte Lebensfähigkeit somatischer Zellen 

unter in-vitro Kulrtirbedingungcn (HAYFL1CK, 1961; DENNING et al., 2001), Ziel dieser 

Arbeit war die Erstellung cd ,3-Gulaktosyltransfcrase defizienter Sehweine durch somalischen 

Kerntransfer und homologe Rekombination. Hierfür sollte ein Zellkultursystem entwickelt 

werden, das ein ausreichendes Überleben somalischer Zellen unter in-vitro Bedingungen für 

die homologe Rekombination und anschließendem Einsatz der Zellen im somatischen 

Kemtransfer ermöglicht 

Material und Methoden: 

Erstellung von Waehstuinskurvcu: 

■■ 
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Für die Untersuchung des Wiichstumsverhaltens und der Lebensspanne der Zellen in den 

verschiedenen Zcllktiltunnedicn wurden Wachstttniskuven erstellt. Hierzu wurden die Zellen 

in D10- (DMEM+IO% FCS) bzw. T3-Medium (DMEM+30%FCS) auf einer 6-well 

Zellkiilturplalte kultiviert. Bei Erreichen einer Konfluenz von 70-80% wurden die Zellen mit 

einer Zählkammer gcziihlt und in einer Dichte von 0,5 x 105 Zellen pro Vertiefung einer six-

well Platte ausgesät. Die Populationsverdopplungen wurden anhand der Formel : 

PV= log (A/B)/hg 2 

ermittelt. Wobei A die Gesamtzahl gezahlter Zellen und B die Anzahl ausgesäter Zellen 

darstellt. 

Transfektion porziner foetaler Fibrouhtstcn mit einem ul,3-Ga! Knockoutvektor: 

Foetale Fibroblasten der Passage 2 und 3 wurden mit einem Knockoutvektor für die eil ,3-

Galaktosyltransfera.se (PMW8-Neo) transfiziert. Der Vektor weist am 5'Ende einen 6,5kb 

homologen Ann zu Iniron 4 und am 3'Ende einen K5kb langen homologen Bereich zu Exon 

9 der porzinen Galaklosyltransfeiase auf. 

Bei Erreichen einer Konfluenz der Zellen von 70-80% in einer T75-Zellkulturflasi:he (3 x 10" 

Zellen) wurden diese üypsinisiert und nach Zugabe von lOug Vektor-DNA mittels 

Elektroporation transfiziert. Anschließend wurden die Zellen in einer dichte von ca. 8000 

Zellen pro Vertiefung einer 96-well ausgesät und in T3- Medium kultiviert. 48h nach 

Transfektion wurden die Zellen ttlr L4 Tage in Seleklionsmedium bestehend aus T3-Medium 

supplementiert mit SOOug/ml G418 überführt. 

Charakterisierung G418-rcsistcnter ZcilUlone: 

Resistente Zcllklonc wurden mittels PCR auf Integration der Neomycinresistenz-Kassctte 

untersucht. Neo-positive Klone wurden einer LR-PCR unterzogen, wobei ein Primer 

außerhalb des homologen Bereiches und einer innerhalb des Konstruktes lag, damit sollte die 

korrekte Integration des Konstruktes am 5' Ende des Gal-Locus gezeigt werden. Erhaltene 

Banden in der LR-PCR (9kb) wurden aus dem Gel eiuiert und dienten als Template Tür 

weitere Nested-PCRs, um die Spezifität der erhaltenen Bande zii überprüfen. 

Kern Irans fer: 

Als Ausgangsmaterial dienten aus Schlachthofovarien gewonnene Kumulus-Oozytcn-

Komplexe nach 40- stundiger Reifung in NCSU37-Medium. Die Spenderzellen wurden durch Q) 
Serumentzug (0,5%FCS) für 48 Stunden in der G0/G1 Phase des Zellzyklus synchronisiert. 

Nach Entkumulierung und Enukleation der Eizellen unter UV-Licht Kontrolle, wurde jeweils 

ein Fibroblast eines charakterisierten Zellklons in den perivitellinen Raum eingebracht und 

mit der Eizelle fusioniert. Die rekonstruierten Komplexe wurden elektrisch und chemisch 



(DMAP) aktiviert. Zur Erstellung von Nachkommen durch somatischen Kerntransfer wurden 

durchschnittlich 98 Komplexe chirurgisch auf 2 synchronisierte Empfängertiere übertragen. 

Ergebnisse: 

T3-Medium mit einem 30%igem Serumanteil führte zu einer signifikant erhöhten 

Proliferation und Lebensspanne aller untersuchten Zelllinien (adulte bzw. foetale 

Fibroblasten) gegenüber einer Kultur in Standardkulturmedium (D10.ANOVA, tukey-test a<b 

0,001, s. Abb. 1). In T3-Medium wurden bei foetalen Fibroblasten über 80 

Populationsverdopplungen erreicht, während in D10- Medium lediglich 54 

Populationsverdopplungen und Erscheinungen von Seneszenz beobachtet wurden. Eine 

FACS-Analyse kultivierter Zellen nach 20 Passagen (~50 Populationsverdopplungen) in T3-

Medium, ergab keine Hinweise auf einen veränderten Karyotyp (nicht gezeigt). 

Abbildung 1: Wachstumskurven der untersuchten Zelllinien (links adulte, rechts foetale Fibroblasten) 

Aus den Transfektionsexperimenten mit einem Knockoutvektor für die <xl,3-

Galaktosyltransferase konnten aus insgesamt 6 Transfektionen, 9 Klone gewonnen werden, 

welche eine 9kb Bande in der LR-PCR aufwiesen (Tab. 1). Die Spezifität dieser Bande 

konnte durch zwei Nested-PCRs mit 2 unterschiedlichen Primerkombinationen nachgewiesen 

werden. Zudem konnten bei den charakterisierten Zellklonen keine Vektorsequenzen in der 

PCR amplifiziert werden. Eine LR-PCR über das 3'Ende brachte kein eindeutiges Ergebnis. 

Tran»f»Ktlon»vei»uch« mit PKW3- Nto 

Tabelle 1: Ergebnisse der Transfektionsexpcrimente 



V.täSSMfSr ^:., :y., 

Einer dieser Zellklone wurde im somatischen Kerntransfer eingesetzt. Insgesamt wurden 274 

Kerntransferkomplexe erstellt, von denen 227 fusionierten. 196 Embryonen konnten auf 2 

Empfängertiere chirurgisch übertragen werden. Nach Ultraschalluntersuchung an Tag 26 und 

33 konnte bei einem Tier eine Trächtigkeit diagnostiziert werden, welches an Tag 115 zur 

Abferkelung von 5 männlichen Ferkeln kam. 2 Ferkel wurden tot geboren, 1 mußte nach 24 

Stunden euthanasiert werden. 2 Ferkel waren äußerlich gesund, wovon eines nach drei 

Wochen aus unbekannter Genese verstarb. Das verbleibende Tier entwickelte sich normal 

(Abb.2), ist jetzt 9 Monate alt und wurde bereits im Deckakt eingesetzt. 

Durch Untersuchung von Gewebeproben der Klonferkel, konnte in allen Proben durch LR-

PCR eine korrekte Integration des Vektors am 5'Ende des Gal-Locus gezeigt werden. Ein 

Nachweis der korrekten Integration des Knockoutvektors in den a-Gal-Locus mittels Southem 

Blot konnte bisher nicht erzielt werden. Trotz des Fehlens dieses Nachweis kann aus den 

Ergebnissen der PCR-Untersuchungen zumindest von einer korrekten Integration des 

Knockoutvektors am 5'Ende des Gal-Locus ausgegangen werden. Durch die Integration von 3 

Stopcodons innerhalb des Knockoutvektors, ist zu erwarten, dass ein funktioneller Knockout 

erreicht werden konnte. Zellen dieses Tieres werden 

zur Zeit für eine zweite 'Transfektion zur 

Generierung von null-Gal-Zellen eingesetzt. 

Abbildung 2: Gat-Ko Ferkel 
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