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Zusammenfa ssung

1. Zusammenfassung
Ziel dieser Arbeit war es, ein System zu etablieren, mit Hilfe dessen die baculo-
virale Transduktion im Hinblick auf eine gentherapeutische Anwendung er-

moglicht werden kann.

Hierfiir wurden zunéchst rekombinante Baculoviren kloniert und in Insekten-
zellen produziert. Verschiedenen Promotoren wurden hinsichtlich der Expres-
sionsstarke eines Reporterproteins in humanen mesenchymalen Stromazellen

(hMSC) mittels Durchflusszytometrie untersucht und klassifiziert.

Durch statistische Versuchsplanung sollten die Transduktionsbedingungen mit
Hilfe eines faktoriellen Designs optimiert werden. Hierbei wurde festgestellt,
dass der Transduktionserfolg nicht ausschliefllich von der Virenkonzentration,
der Inkubationszeit, der Inkubationstemperatur und dem umhiillenden Fluid

abhéngig ist.

Die Expression des humanen knochenmorphogenen Proteins 2 (engl. bone
morphogenic protein 2, BMP2) und der Sex determining region des Y-Chromosoms
(SRY) Box 9 (SOX9) konnten erfolgreich fiir die Differenzierung von hMSC und
der immortalisierten hMSC Zelllinie hMSC-TERT in Osteoblasten und

Chondrozyten eingesetzt werden.

Um die fiir die klinische Zulassung notige Reinheit der pseudotypisierten Ba-
culoviren zu erzielen, wurde der Produktionsprozess zundchst vom Schiittel-
kolben in den Bioreaktor iibertragen. Mittels serieller Tiefenfiltration erfolgte
die Zellabtrennung im Vergleich zur klassischen Abtrennung mittels Zentrifu-
gation. Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung mittels Querstromfiltration
(engl. Tangential Flow Filtration, TFF) und sterischer Exklusionschromatogra-
phie (engl. Steric eXclusion Chromatography, SXC). Hierdurch war es moglich,
das Virus von Verunreinigungen abzutrennen. Des Weiteren wurde abschlie-
fsende Transduktionsexperimente mit den aufgereinigten Viren durchgefiihrt

und festgestellt, dass die Viren nach Aufreinigung noch aktiv sind.
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Summary

2. Summary
The aim of this work was to establish a system applying baculoviral transduc-

tion for gene therapeutically applications.

For this purpose, recombinant baculoviruses were first cloned and produced in
insect cells. Various promoters were tested and classified regarding the expres-
sion level of a reporter protein in human mesenchymal stromal cells (hMSC) by

flow cytometry.

By statistical design of experiments, the transduction conditions should be op-
timized by means of a factorial design. It was found that the transduction suc-
cess does not depend exclusively on the virus concentration, the incubation

time, the incubation temperature and the enveloping fluid.

The expression of the human bone morphogenic protein 2 (BMP2) and the sex
determining region of the Y chromosome (SRY) box 9 (SOX9) were successful
used to differentiate hMSC and the immortalized hMSC cell line hMSC-TERT

into osteoblasts and chondrocytes.

In order to achieve the purity of pseudotyped baculoviruses required for clinical
approval, the production process was first transferred from shake flask to bio-
reactor. Cell separation was carried out by using serial depth filtration in com-
parison to centrifugation. This was followed by purification applying tangential
flow filtration (TFF) and steric exclusion chromatography (SXC). This made it
possible to separate the virus from impurities. Furthermore, final transduction
experiments were performed using the purified viruses and it was found that

the viruses are still active after purification.

Seite 11
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