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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Duchenne Muskeldystrophie (DMD) gehort zu den haufigsten erblichen
Muskeldystrophien im Kindesalter. Gegenwartig werden die Substitution von
Dystrophin oder ahnlichen Proteinen sowie die Korrektur der Mutation und damit die
Wiederherstellung der Dystrophinexpression als gentherapeutische Strategien
verfolgt. Jedoch fuhrt sowohl die Herstellung der Dystrophinexpression als auch die
Verwendung von viralen Transfersystemen im adulten Organismus zu Reaktionen
des Immunsystems. Zudem wird eine autologe ex vivo Therapie durch eine limitierte
Zahl an Myoblasten eingeschrankt.

Fetale und Dystrophin-Downstream Konzepte konnten Probleme der genannten
Strategien umgehen bzw. sinnvoll unterstitzen. Expressionsuntersuchungen in
Dystrophin negativen (Dys-) Muskelzellen zeigten Veranderungen in Genen fur
Zellwachstum und Differenzierung. So wiesen Biopsien von DMD-Patienten ein
erhohtes Niveau an p21 mRNA auf, einem Cyklin-abhangigen Kinase-Inhibitor, der
hoch reguliert das Fortschreiten der Zellen von der G1 zur S1 Phase im Zellzyklus
und somit die Zellteilung inhibiert. Ein erhdhtes Niveau von p21 schrankt somit die
Zielzellen fur eine autologe ex vivo oder in vivo Gen- und Zelltherapie ein.

Die Reduktion von p21 wurde die Moglichkeit bieten das Reservoir an Myoblasten zu
erhalten oder wiederherzustellen. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Etablierung
der p21 Inhibition in vitro durch RNA-Interferenz. Hierfur wurden optimale
Transfektionsbedingungen und funktionelle siRNAs ermittelt. Die effektiven siRNAs
wurden in einem lentiviralen Vektorsystem verwendet, um einen moglichst
vollstandigen und stabilen p21 knockdown zu erzielen. Dies geschah fur primare
humane Myoblasten und fur murine C2C12 Zellen, um den Effekt der p21 Inhibition
auf die Proliferation zu untersuchen. Die Austestung an murinen Zellen erlaubt die
Entwicklung eines Systems fur einen in vivo Versuch am mdx-Mausmodell.

Zwei in humanen Myoblasten wirksame siRNAs gegen p21 kamen an Dys- Zellen
zum Einsatz. Die siRNA induzierte p21 Proteinreduktion betrug 72 Stunden nach
Transfektion 29% bis 78%. Die p21 Proteinreduktion resultierte in einer
Proliferationssteigerung von 11% bis 47% gegenuber unbehandelten Kontrollen. Die
Expression von siRNA im lentiviralen Vektor fihrte zu einer nachhaltigen p21
Proteinreduktion von 70% funf Wochen nach Infektion in Zellen eines DMD
Patienten. Die Proliferation der infizierten Zellen stieg um 127%. Wiederholte
Infektionen von Zellen eines anderen Patienten zeigten einen Proliferationsanstieg

von 35% bis 63%. Die Unterschiede in der p21-Reduktion und der
1



Zusammenfassung

Proliferationssteigerung weisen auf eine hohe Varianz des siRNA Effektes hin.
Hierbei konnen Unterschiede im Integrationsort des lentiviralen Vektors und
individuelle Schwankungen in der p21 Basisexpression eine Rolle spielen. Die p21
Inhibition verhinderte eine vollstandige Differenzierung.

FUr murine Zellen wurde ebenfalls eine siRNA identifiziert, die nach transienter
Transfektion zu einer p21 Inhibition von 61% nach 48 Stunden fluhrte.

Die abgeleitete, viral exprimierte shRNA erzielte jedoch nur eine Reduktion von 30%
gegenuber Kontrollen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine stabile p21 Reduktion mittels viral
vermittelter RNA-Interferenz in der Lage ist die Proliferation von Dys- Zellen zu
steigen. Damit konnte der stetige Verlust von Myoblasten bei DMD Patienten
eingeschrankt werden, was zum Erhalt der Zielzellen fur eine Gen- und Zelltherapie
fuhrt. WeiterflUhrende Arbeiten zur Regulation der p21 siRNA Expression mussen
jedoch eine Redifferenzierung der Myoblasten sicherstellen und sich dem Infektions-
bedingten Zellverlust stellen. Wahrend eine p21 Reduktion alleine keine Ursache flur
eine Onkogenese zu sein scheint, missen verbesserte retrovirale Systeme

Integration-bedingte Risiken minimieren.
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