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1 Zusammenfassung 

1.1 Zusammenfassung 

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine Autoimmunerkrankung, die durch anhaltende 

Gelenksentzündungen gekennzeichnet ist und mit einer fortschreitenden Degradierung des 

Knorpels und Knochen einhergeht. Ungefähr 2 % der erwachsenen Bevölkerung weltweit 

sind betroffen und leiden unter erheblichen Gelenkschmerzen und Beeinträchtigungen. 

Der intraartikuläre Transfer anti-entzündlicher Gene (z.B. des Interleukin-1 

Rezeptorantagonisten – IL1RA) zeigte signifikante Bedeutung in präklinischen und Phase-I 

klinischen Studien der RA Therapie. Die meisten dieser Studien verwendeten MLV-basierte 

orthoretrovirale Vektoren für eine stabile Transgenexpression, tragen aber das Risiko der 

Insertionsmutagenese. 

Wir haben foamyvirale Vektoren (FVV) etabliert, welche von apathogenen Elternviren 

abgeleitet sind und sich durch ein breites Wirtsspektrum und ein vorteilhaftes 

Integrationsmuster ins zelluläre Genom auszeichnen. In dieser Arbeit wurden IL1RA 

exprimierende prototypische foamyvirale Vektoren (PFV) generiert, deren chondroprotektives 

Potential in vitro und in einem indirekten Gentransferansatz in Kniegelenken von Wistar und 

athymischen Nacktratten in vivo evaluiert wurde.  

PFV Vektoren mit der kodierenden Sequenz für den humanen IL1RA, einer internen 

ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) und EGFP wurden generiert und mit Verwendung eines 

Vier-Plasmidsystem, bestehend aus dem Vektorplasmid (IL1RA-IRES-EGFP) und den 

Expressionsplasmiden FV-gag, FV-pol und FV-env in 293T Zellen produziert. Ebenso 

wurden Kontrollvektoren welche nur EGFP exprimieren generiert.  

Transduktionsexperimente wurden mit primären humanen mesenchymalen Stammzellen 

(MSZ) aus Knochenmarkaspiraten, der Tert-4 mesenchymalen Stammzelllinie, HT1080 

Fibroblasten und primären Ratten Synovialfibroblasten durchgeführt. Die 

Transgenexpression wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie (EGFP), ELISA (IL1RA) und 

quantitativer Real-Time PCR (IL1RA) evaluiert. 

Die Funktionalität des IL1RA-Proteins wurde mit einem Prostaglandin E2 (PGE2) Assay 

gezeigt. Dazu wurden FV.IL1RA transduzierte Tert-4 Zellen und unbehandelte Zellen mit 10 

ng/ml IL1β inkubiert. Als readout für die IL1-Stimulation dienten die PGE2 Mengen in den 

konditionierten Medien. Die Zellkulturüberstände wurden 48 h nach IL1-Gabe auf ihren PGE2 

und IL1RA Gehalt hin untersucht. Die PGE2 Menge war dabei, im Vergleich zu den 

unbehandelten Kontrollen, in den FV.IL1RA transduzierten Zellen signifikant erniedrigt. 

Nach der Transplantation von foamyviral transduzierten Synovialfibroblasten in Kniegelenke 

von Wistar und athymischen Nacktratten, war die intraartikuläre (i.a.) Transgenexpression in 
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den Wistar Ratten zunächst hoch, fiel jedoch nach ungefähr 3 Wochen ab. Im Gegensatz 

dazu war die foamyviral vermittelte IL1RA-Expression in den immundefizienten Ratten für 12 

Wochen auf sehr hohen Leveln stabil. Ein Maximum wurde an Tag 10 nach i.a. 

Transplantation mit ca. 450 ng pro Gelenk erreicht. 

Untersuchungen zur Biodistribution zeigten keine extraartikuläre Transgenexpression in allen 

untersuchten Organen (Gehirn, Herz, Lunge, Leber, Niere, Milz, Gonaden und Serum). 

Diese Resultate, zusammen mit dem Ausbleiben von sekundären Erkrankungen, wie bspw. 

Tumoren, in allen behandelten Tieren, sprechen für die Sicherheit des Ansatzes. 

Die Arbeit zeigt, dass FVV verwendet werden können, um primäre Synovialfibroblasten und 

MSZ effizient mit Markergenen und dem anti-entzündlichen IL1RA Transgen zu 

transduzieren. Die dabei erzielten Transgenlevel sind in der Lage, die Effekte von 

hochdosiertem IL1 zu blockieren. 

Die Ergebnisse sprechen dafür, dass FVV sehr effiziente Werkzeuge für den ex vivo 

Gentransfer sind und unterstreichen ihr großes Potential für die Bereitstellung anti-

entzündlicher Transgene in primären Zellen und Geweben.  

Zukünftig soll diese Technologie in Tiermodellen der Arthritis angewendet werden. Das 

Fernziel der Arbeiten besteht in der Etablierung und Evaluierung eines Gentransfersystems, 

welches die in vivo Applikation am Menschen erlaubt. 

 

1.2 Summary 

Rheuamtoid arthritis (RA) is an autoimmune disease with persistent joint inflammation that 

results in progressive degradation of cartilage and bone. Approximately 2 % of the adult 

population worldwide are estimated to be affected by RA and suffer from substantial joint 

pain and disability. 

The intra-articular transfer of anti-inflammatory genes (e.g. interleukin receptor antagonist 

protein – IL1RA) showed significant impact in preclinical and early phase clinical trials for RA 

therapy. Most of these studies used MLV-based orthoretroviral vectors for stable transgene 

expression, but carry the risk of insertional mutagenesis. We have established foamyviral 

vectors (FVV) that are derived from apathogenic parent viruses and are characterized by a 

broad host range and a favourable integration pattern into the cellular genome. Here we 

used prototype foamyvirus vectors (PFV) that expressed IL1RA and evaluated their 

protective effects in vitro and in an indirect gene transfer approach in knee joints of Wistar 

and athymic nude rats in vivo. 

PFV vectors carrying the coding sequence of the human IL1RA gene, along with EGFP 

(enhanced green fluorescent protein) linked via an internal ribosomal entry site (IRES), were 

generated and produced by using a four-plasmid system consisting of the vector plasmid 
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(IL1RA-IRES-EGFP) and the expression plasmids FV-gag, FV-pol and FV-env in 293T cells. 

Control vectors were also generated that expressed EGFP only.  

Transduction experiments were performed with different cells including human primary 

mesenchymal stem cells (MSC) derived from bone marrow-aspirates, the Tert-4 

mesenchymal stem cell line, the HT1080 fibroblast cell line and primary rat synovial 

fibroblasts. The transgene expression was evaluated by fluorescence microscopy (EGFP), 

flow cytometry (EGFP), ELISA (IL1RA) and realtime polymerase chain reaction (PCR) 

(IL1RA).  

Functionality of the IL1RA protein was shown by using a Prostaglandin E2 (PGE2) Assay. For 

this, FV.IL1RA transduced Tert-4 cells and untreated Tert-4 cells were incubated with 10 

ng/ml IL1β. As a readout for the IL1 stimulation, levels of PGE2 in conditioned media were 

determined. Cell culture supernatants were assayed 48 hours later for their PGE2 and IL1RA 

levels. The PGE2 levels were statistically significantly lower in the FV.IL1RA transduced cells 

in comparison to untreated controls.  

After the transplantation of foamyviral-transduced synovial fibroblasts in knee joints of Wistar 

and athymic nude rats, the intra-articular transgene expression in Wistar rats was initially 

high and declined after approximately 3 weeks. In contrast, foamyviral-mediated expression 

of human IL1RA was found to persist for at least 12 weeks at very high levels in 

immunocompromised rats, with a maximun value of approximately 450 ng human IL1RA per 

joint at day 10 after intra-articular transplantation.   

 

Biodistribution experiments were also performed and revealed the absence of extra-articular 

transgene expression in all organs analyzed (brain, heart, lung, liver, kidney, spleen, gonad 

and serum). This finding, along with the nonappearance of secondary disorders such as 

tumors in all animals treated, argue for the safety of the approach. 

Here we show that FV vectors can be used to efficiently transduce primary synovial 

fibroblasts as well as primary MSCs with marker genes as well as the anti-inflammatory 

IL1RA transgene at levels that were functional to block the effects of high doses of IL1β.  

The results indicate that FV vectors are very efficient tools for ex vivo gene transfer and 

underscore their high value for delivering antiinflammatory transgenes to primary cells and 

tissues. In future experiments we aim to apply this technology in animal models of disease. 

The ultimate goal of this research is the establishment and evaluation of a gene transfer 

system that allows the application in humans. 
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2 Einleitung 

2.1 Rheumatoide Arthritis 

2.1.1 Definition und Epidemiologie  

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine entzündlich systemische Autoimmunerkrankung, die 

hauptsächlich durch die chronische Entzündung der Gelenke sowie Destruktion des 

Gelenkknorpels gekennzeichnet ist. Vorwiegend sind dabei die Gelenke der Extremitäten 

betroffen, wobei u.a. auch Augen, Haut, Sehnenscheiden, Schleimbeutel, Blutgefäße und 

andere innere Organe betroffen sein können. Die Prävalenz der RA liegt bei ca. 0,5 - 1 % 

weltweit (Gabriel, 2001; Scott et al., 2010).  

Die Erkrankung kann in jedem Alter auftreten und hat einen Häufigkeitsgipfel zwischen dem 

35. und 45. Lebensjahr, wobei Frauen 2-3 mal häufiger betroffen sind als Männer (Sangha et 

al., 2000; Symmons, 2002). Die entzündlichen Veränderungen äußern sich in 

Gelenkschwellungen, wobei es beim schwerem Verlauf zu einer typischen Deformierungen 

und zunehmendem Funktionsverlust der betroffenen Gelenke kommt. Die irreversible 

Schädigung des Knorpels, sowie damit einhergehende Schädigungen des gelenknahen 

Knochens, die sich bereits innerhalb weniger Jahre manifestieren, gehen oft mit Behinderung 

und Invalidisierung einher (Pollard et al., 2005). Die Folgeerscheinungen bergen eine 

immense sozioökonomische Belastung für die Gesellschaft. Neben den hohen Kosten für 

das Gesundheitswesen sind die gängigen Behandlungsmethoden zudem nur teilweise 

wirksam und sehr aufwendig (Scott et al., 2010). 

Im späten Krankheitsverlauf kann es neben den Gelenkmanifestationen zusätzlich zu 

systemischen und extraartikulären Manifestationen kommen. Dazu können u.a. 

Rheumaknoten, Osteoporose, chronische Anämie, Vaskulitis, Serositis, Amyloidose, 

Neuropathien und kardiopulmonale Komplikationen gehören (Young und Koduri, 2007).  

Die Ätiologie der rheumatoiden Arthritis ist trotz intensiver Forschung bislang noch 

weitgehend unklar (Silman und Pearson, 2002). Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden 

verschiedene Modellvorstellungen entwickelt von denen im Folgenden die beiden wichtigsten 

dargestellt werden sollen. Die Detektion von Autoantikörpern im Serum von RA-Patienten, 

die gegen den Fc-Teil von Immunglobulin G (IgG) gerichtet sind, sog. Rheumafaktoren (RF), 

führten zunächst zur sogenannten Immunkomplextheorie. Diese geht von einer 

Autoimmunerkrankung als Ursache der RA aus. Die RF sind jedoch nicht bei allen Patienten 

nachweisbar. Neben Risikofaktoren wie Umweltbelastungen und Hormonen (Scott et al., 

2010) wird auch eine genetische Disposition vermutet, da die RA familiär gehäuft auftritt. 
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Auch zahlreiche genetische Polymorphismen für Zytokine, die an der Pathogenese der RA 

beteiligt sind, wurden beschrieben, wie z.B. für TNFα, IL1α/β, IL1RA, IL4, IL6 und IL10 

(Cantagrel et al., 1999; Verweij, 1999). Deren präzise Rolle ist bislang allerdings noch unklar. 

Des Weiteren werden virale und auch bakterielle Infektionen als Auslöser der RA diskutiert. 

So wurde z.B. der Nachweis von viralen Antigenen im Zusammenhang mit der RA für das 

Epstein-Barr-Virus, Hepatitis B und C Virus, Parvovirus B19 und HTLV-1 (humanes T-

lymphotropes Virus 1) (Vassilopoulos und Calabrese, 2008). publiziert.  

Eine weitere Theorie ist die des sogenannten „shared epitope“, ein Modell das den T-Zell-

vermittelten Anteil am Ursprung der RA illustriert (Gorman und Criswell, 2002). Eine 

signifikante Häufung der Expression bestimmter HLA-DRB1-Allele, welche eine bekannte 

Sequenz von fünf Aminosäuren in der hypervariablen Region der β-Kette im HLA-Molekül 

kodieren, das sog. „shared epitope“, wurde interessanterweise bei 80-90 % aller 

kaukasischen RA-Patienten gefunden. Eine Beteiligung bei der Antigenpräsentation an 

CD4+ T-Zellen oder die Bindung eines exogenen Peptids wurde diskutiert. Ein daraus 

resultierendes RA-spezifisches T-Zell-Repertoire konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. 

Und auch im Synovium und der Synovialflüssigkeit konnten keine großen Mengen an 

spezifischen T-Zell-Zytokinen, wie z.B. IL2 und IFN-γ nachgewiesen werden, dagegen 

überwogen die von Makrophagen und Fibroblasten sezernierten Zytokine, wie z.B. IL1, IL6 

und TNF-α. Diese Gegebenheit und die vermehrt auftretende Proliferation der synovialen 

Fibroblasten (SF) (synoviale Hyperplasie) führte zu der Theorie dass möglicherweise die SF 

sämtliche weiteren Krankheitsprozesse auslösen könnten (Burkhardt und Möller, 2003; 

Firestein 2003). 

2.1.2 Gelenkaufbau 

Die RA manifestiert sich wie bereits erwähnt hauptsächlich in den Gelenken (Lat: Articulatio). 

Man unterscheidet in der Anatomie zwischen sog. „echten“ (engl. diarthrodial) Gelenken, 

welche mit einem flüssigkeitsgefüllten Spalt versehen sind und den unechten Gelenken (z.B. 

knorpelige oder bindegewebige Knochenverbindungen, die keinen Gelenkspalt besitzen. Der 

Gelenkspalt zwischen den knorpelüberzogenen Gelenkflächen enthält die Synovialflüssigkeit 

(Synovia), die der Ernährung des gefäßlosen Gelenkknorpels dient und neben der 

„Schmierung“ der Gelenkflächen auch zur Stoßdämpfung in den Gelenken beiträgt (Wong 

und Carter, 2003; Neu et al., 2008). Die Synovia ist eine klare viskose Flüssigkeit, die in der 

Zusammensetzung fast identisch zum Blutplasma ist, mit Ausnahmen wie Fibrinogen und 

großen Globulinen, die von den Synovialkappilarwänden ganz oder teilweise zurückgehalten 

werden. Die Synovia kann vom Plasma weiterhin durch die Präsenz von Hyaluronsäure und 

Lubricin unterschieden werden. Diese zwei Komponenten sind auch hauptverantwortlich für 
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die Viskosität der Synovia. Das Volumen der Synovialflüssigkeit beträgt beim Menschen nur 

0,2 - 0,5 ml und ist einem kontinuierlichen Umsatz durch den transsynovialen Fluss in die 

Lymphgefäße unterworfen. Wasser und Proteine werden dadurch bspw. innerhalb von zwei 

Stunden ersetzt (Simkin und Pizzorno, 1974). In RA Gelenken wird dem Entzündungsgrad 

entsprechend mehr niedrig visköse Synovialflüssigkeit produziert, dessen Volumen 100 ml 

auch übersteigen kann. Dabei sind auch Proteinaufnahme und Ausscheidungsrate um ein 

vielfaches erhöht (Owen et al., 1994). 

Die Gelenkkapsel umschließt das Gelenk, deren Außenseite bildet die aus Kollagenfasern 

aufgebaute Membrana fibrosa. An der Innenseite befindet sich die Gelenkinnenhaut / 

Synovialmembran (Membrana synovialis), die das Gelenk fast vollständig auskleidet. In der 

Synovialmembran liegt keine klare Trennung zwischen verschiedenen Zellschichten vor. Von 

der kollagenhaltigen, stabilen Gelenkkapsel ausgehend schließt sich eine Schicht aus 

verstreut liegenden Fibroblasten, Adipozyten, Blutgefäßen und lockerem Bindegewebe an 

(„sublining“). Zum Gelenkspalt hin befindet sich die sog. synoviale Deckzellschicht (lining 

layer). Diese besteht im gesunden Gelenk aus etwa ein bis drei Zellschichten synovialer 

Deckzellen (Synoviozyten). Die Zellen dieser Schicht bestehen hauptsächlich aus zwei 

Zelltypen, den synovialen Makrophagen (Synoviozyten Typ A) und den synovialen 

Fibroblasten (SF; Synoviozyten Typ B). Die synovialen Makrophagen mit Ihren 

phagozytotischen Eigenschaften dienen in erster Linie zur Beseitigung von Zelltrümmern, 

toten Zellen und eingedrungenen Mikroorganismen (Smith et al., 2003). Die SF sind u.a. für 

den kontinuierlichen Umbau der Matrix verantwortlich, dieser ist notwendig, um die durch 

ständige Bewegung und Belastung der Gelenke auftretenden geringfügigen Destruktionen 

des Knorpels auszugleichen. Sie setzen kontrolliert matrixabbauende Enzyme (z.B. 

Matrixmetalloproteinasen (MMP)), und deren Inhibitoren (z.B. TIMP; tissue inhibitors of 

metalloproteinases), sowie Matrixkomponenten wie z. B. Kollagen und Hyaluronsäure frei 

(Mor et al., 2005; Abeles und Pillinger, 2006). Die Synovialmembran von RA Patienten ist 

verdickt und weist eine Infiltration von Immunzellen auf, was uns zu den Pathomechanismen 

der RA führt. 

2.1.3 Pathogenese 

Die Pathogenese der RA stellt ein komplexes Krankheitsgeschehen dar und ist wie bereits 

erwähnt noch nicht vollständig verstanden (Weyand, 2000; Arend, 2001b). Die drei 

Hauptmerkmale Entzündung, eine abnorme Immunantwort und ein verändertes Wachstum, 

werden durch die Interaktion mehrerer Zelltypen und vieler verschiedener Faktoren 

vermittelt. Die bekannten Pathomechanismen wurden von Firestein et al. in ein 

hypothetisches mehrstufiges Krankheitsmodell integriert. Demnach stimulieren unbekannte 
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Faktoren die Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren, die eine Synovitis 

hervorrufen. Durch diese können bei entsprechender genetischer Disposition autoimmune 

Mechanismen provoziert werden, woraufhin spezifische Immunzellen zur treibenden Kraft im 

Geschehen werden. Die Entzündung richtet sich nun gegen autologe Antigene und wird 

chronisch. Pro-inflammatorische Mediatoren werden nun konstitutiv freigesetzt. Nach 

Infiltration mononukleärer Zellen (Entzündungszellen / immunkompetente Zellen; T-, B-

Zellen, Makrophagen, Leukozyten, natürliche Killer-Zellen (NK)), kommt es ausgehend von 

der anfänglichen synovialen Hyperplasie letztlich zur Formierung des sog. Pannusgewebes 

(Firestein et al., 2003). Der Pannus ist ein proliferationsaktiver, aggressiv wachsender 

Zellverband, der in das umgebende Knorpel- und Knochengewebe vordringt (Müller-Ladner 

et al., 2005; Karouzakis et al., 2006).  

Im Krankheitsgeschehen der RA spielen Makrophagen, B-Zellen, T-Zellen, Neutrophile, 

Chondrozyten und Osteoklasten, vor allem aber auch aktivierte SF eine wichtige Rolle 

(Gravallese, 2002; Skapenko et al., 2005; Ma und Pope, 2005; Müller-Ladner et al., 2007). 

So konnten neben einem aggressiven Wachstumsverhalten, monoklonale Expansionen 

innerhalb der Synoviozytenpopulation und Störungen im DNA-Reparatursystem 

nachgewiesen werden (Inazuka et al., 2000). Bereits 1983 wurde gezeigt, dass rheumatoide 

Synovialfibroblasten (RASF) erhebliche Veränderungen in Hinsicht auf Morphologie und 

Proliferation im Vergleich zu normalen artikulären Fibroblasten aufweisen (Fassbender et al., 

1983). Durch Sezernierung von Chemokinen, Wachstumsfaktoren, pro-inflammatorischer 

und matrixdestruktiver Mediatoren beeinflussen sie viele Prozesse die das 

Krankheitsgeschehen aufrechterhalten (Pap et al., 2000a; Pap et al., 2002b; Ritchlin, 2000). 

Die RASF adhärieren zudem am Gelenkknorpel, was zur Invasion und Degradation und 

letztlich zur Destruktion der Knorpelmatrix und des darunterliegenden Knochens führt 

(Buckley et al., 2001; Huber et al., 2006; Abeles und Pillinger, 2006). Die Überexpression 

von Proto-Onkogenen, wie z.B. c-myc, fos und ras (Müller-Ladner et al., 1995) sowie die 

verminderte oder gar fehlende Expression von Tumorsuppressorgenen, wie z.B. p53 oder 

PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis) (Müller-Ladner und Nishioka, 2000; Cha et 

al., 2006) und eine verringerte Apoptose durch Expression anti-apoptotischer Faktoren (z. B. 

bcl-2) führt zur verlängerten Lebensspanne der Zellen, die akkumulieren und zur Hyperplasie 

beitragen (Korb et al., 2009). Eine gesteigerte Zytokinsynthese, vor allem des pro-

inflammatorischen IL1 ist ebenso zu verzeichnen wie die Aktivierung von Osteoklasten und 

Beeinträchtigung der Chondrozytenfunktion (Smith und Haynes, 2002). 

Physiologisch sind Zink-abhängige Endopeptidasen an Reparatur- und Umbauprozessen 

des Knorpels beteiligt. In der RA spielen sie jedoch neben Serinproteasen (wie z.B. Trypsin) 

und Aggrekanasen die zentrale Rolle bei der Destruktion des Knorpels. Die Sezernierung 

Matrix-degradierender Enzyme ermöglichen den RASF eine signifikant erhöhte 
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Invasionsfähigkeit zudem sind vor allem Collagenase-1 (Matrixmetalloproteinase-1, MMP-1) 

und Collagenase-3 (MMP-13) dominierend am Kollagen II Abbau beteiligt (Pap et al., 2000b; 

Burrage et al., 2006). Des Weiteren findet durch die verstärkte Expression von 

Adhäsionsmolekülen, zusammen mit der zunehmenden Vaskularisierung, eine gesteigerten 

Einwanderung von Entzündungszellen in das betroffene Synovialgewebe statt (Neidhart et 

al., 2000; Müller-Ladner, 1996).  

Die Synovialzellen, die in dieser Arbeit aus den Kniegelenken präpariert und für die 

Transplantation verwendet wurden, sind also jene, die am Krankheitsgeschehen maßgeblich 

beteiligt sind (Firestein et al., 1996; Mor et al., 2005). 

2.2 Interleukin-1 

Pro-inflammatorische Zytokine sind in der RA für die Initiierung und Aufrechterhaltung 

entzündlicher Vorgänge von zentraler Bedeutung (Dinarello und Thompson, 1991; Choy und 

Panayi 2001; Dinarello, 1994b). Die drei Mitglieder der IL1-Familie, IL1α, IL1β und der 

IL1RA, die von verschiedenen Genen kodiert werden, liegen beim Menschen in einem 

cluster auf Chromosom 2 (2q14-q21) und sind bei der Ratte auf Chromosom 3 lokalisiert 

(Nicklin et al., 2002; Dinarello, 1994a). IL1α liegt größtenteils intrazellulär bzw. 

membranassoziiert vor. IL1β wird als Vorläuferprotein (Pro-IL1β) synthetisiert, durch das 

Enzym Caspase-1 (Interleukin-1 Converting Enzyme = ICE) in die aktive Form überführt und 

in Mikrovesikeln sezerniert (Wilson et al., 1994). Die pleiotropen Effekte von IL1 werden über 

den IL1-Rezeptor Typ I (IL1RI) vermittelt. Die extrazelluläre IL1-Bindung induziert die Bildung 

eines trimolekularen Komplexes mit dem IL1R akzessorischen Protein (Wesche, 1997). 

Mehrere Signalwege werden aktiviert, wobei letztlich die Aktivierung von NF-κB (Nuclear 

Factor-κB) zur Induktion pro-inflammatorischer Proteine führt (Dower et al., 1986). Daneben 

gibt es noch den IL1-Rezeptor Typ II (IL1RII), der eine verkürzte cytoplasmatische Domäne 

(60 kD), im Gegensatz zur 80 kD großen cytoplasmatischen Domäne des IL1RI, aufweist. Er 

fungiert als löslicher oder membranassoziierter „decoy“-Rezeptor und kann aktives IL1 

abfangen, ohne eine Signaltransduktion zu induzieren (Arend, 1991; Colotta et al., 1993). 

Eine Überproduktion an pro-inflammatorischen Zytokinen aus Synoviozyten, Makrophagen 

und T-Zellen führt zum krankheitstypischen Zytokinungleichgewicht in der RA. Mehrere 

Therapiestrategien verfolgen deswegen die selektive Hemmung zentraler pro-

inflammatorischer Mediatoren. Hauptmediatoren des Entzündungsgeschehens sind hierbei 

vor allem TNFα und IL1β (Arend, 2001a; Feldmann et al., 1996; Evans et al., 1998a). TNFα 

findet sich überwiegend in den frühen Krankheitsstadien, während IL1β in allen 

Krankheitsstadien nachgewiesen werden kann (Ulfgren et al., 2000; van den Berg, 2000; van 

den Berg et al., 1999).  
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TNFα und IL1β haben überlappende pro-inflammatorische Effekte, sie stimulieren die 

Expression von Cyclooxygenase-2 (COX-2), Prostaglandin E2 (PGE2) sowie die Produktion 

proteolytischer Enzyme. IL1β stimuliert u.A. Monozyten, rekrutiert Entzündungszellen ins 

Gelenk und induziert die Sekretion knorpeldegradierender Faktoren (Dinarello, 1996). Die 

eigenständige Rolle von IL1β wurde im Mausmodell der Kollagen-induzierten Arthritis 

deutlich, in dem die Neutralisierung von IL1β zur Prävention der Knochenzerstörung führte. 

Wohingegen die Hemmung von TNFα zwar zur Verbesserung der Entzündung, nicht aber 

zur Verhinderung der Erosionen beitrug (Joosten et al., 1999; van den Berg et al., 1994; 

Zwerina et al., 2007). Ein detaillierter Überblick über die von IL1β in der RA vermittelten 

Effekte ist in Abb. 1 dargestellt (Kay und Calabrese, 2004). 

 

Abb. 1: Vereinfachte schematische Darstellung der d urch Interleukin-1 vermittelten 

Effekte und klinischen Manifestationen der rheumato iden Arthritis.  COX-2 = 

Cyclooxygenase-2; PGE2 = Prostaglandin E2; NO = Stickstoffoxid; iNOS = inducible nitric 

oxide synthase, MMP = Matrixmetalloproteinase; Pfeil nach oben = Induktion der Synthese 

(Abbildung nach http://www.kineret-eu.com)  

 

Patienten mit RA weisen zudem stark erhöhte IL1β Konzentrationen im Plasma und in der 

Synovialflüssigkeit auf, wobei die Konzentration mit der Aktivität der Krankheit korreliert 

(Fong et al., 1994; Eastgate et al., 1988).  

Die bedeutende Rolle von IL1 im Entzündungsgeschehen wurde auch in mehreren 

tierexperimentellen Studien belegt. So induziert die wiederholte intraartikuläre Injektion von 
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IL1β eine chronische Arthritis in Ratten, was bereits vor 20 Jahren gezeigt wurde 

(Chandrasekhar et al., 1990; Hom et al., 1988; Hom et al., 1990; Feige et al., 1989). Ebenso 

konnte durch den ex vivo Gentransfer von IL1β ins Kniegelenk von Kaninchen eine Arthritis-

ähnliche Pannusformation sowie die Entstehung von Erosionen gezeigt werden, die nach 

dem Verlust der IL1-Expression zudem reversibel waren (Ghivizzani et al., 1997a). IL1 

transgene Mäuse entwickelten bereits im Alter von vier Wochen einen akuten 

polyarthritischen Phänotyp (Niki et al., 2001). 

 

2.3 Interleukin-1 Rezeptorantagonist, IL1RA  

Der dritte Vertreter der IL1 Familie, der IL1RA ist ein selektiver und spezifischer endogener 

Rezeptorantagonist ohne bekannte intrinsische Aktivität, der die Wirkung von IL1α und IL1β 

kompetitiv hemmt (Arend et al., 1991; Arend, 1991; Arend, 1993; Evans und Robbins, 

1994b). Er wird von fast allen Zellen, die IL1 exprimieren, gebildet. Da der IL1RA nur eine 

Rezeptorbindungsstelle im Gegensatz zu IL1β besitzt, löst er keine Reaktion am Rezeptor 

aus (Eisenberg et al., 1990; Arend et al., 1998; Arend, 1993). 

Neben drei intrazellulären Isoformen ist die sezernierte Form des IL1RA (Isoform 1) für die 

Hemmung des IL1-Rezeptors von Bedeutung. Sie wird nach Reifung im Golgi-Komplex 

mittels Vesikeln aus der Zelle sezerniert und kommt als 17 kDa sowie in unterschiedlich 

glykosylierter Form vor (22 - 25 kDa) (Haskill et al., 1991). 

Ein biologischer Effekt von IL1 wird beobachtet, auch wenn weniger als 5 % aller IL1-

Rezeptoren besetzt sind (Dinarello, 1996). Deswegen braucht es einen 10- bis 100-fachen 

molaren Überschuss an IL1RA, um 50 % der biologischen Effekte von IL1 zu blockieren 

(Bresnihan et al., 1998; Arend und Gabay, 2000). So genügten in einem Ratten 

Krankheitsmodell konstante Serumlevel von 1 µg/ml für anti-erosive Effekte. 5 µg/ml waren 

jedoch notwendig um die inflammatorischen Prozesse signifikant zu inhibieren (Bendele et 

al., 1999). Therapeutische Effekte konnten dabei nur mit dem Einsatz osmotischer Pumpen 

erreicht werden. 

Anakinra ist die rekombinate Form des Interleukin-1 Rezeptorantagonisten (Kineret®) und 

seit 2002 auf dem Markt (Rubbert-Roth und Perniok, 2003). Abgesehen von der fehlenden 

Glykosylierung und einem zusätzlichen Methioninrest ist es mit dem physiologischen 

Rezeptorantagonisten identisch. Anakinra zeigte in randomisiert plazebokontrollierten, 

doppelblinden Studien ein signifikantes Ansprechen der Krankheitssymptomatik und den 

Rückgang serologischer Entzündungsparameter. Die im Röntgenbild feststellbaren 

Erosionen der RA-Patienten waren zudem reduziert. Da Anakinra von der Leber sehr schnell 

abgebaut wird, muss es subkutan injiziert werden, wobei die auch im Serum relativ kurze 

Halbwertszeit von vier bis sechs Stunden eine häufige Applikationen bedingt. Gouze et al. 
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konnten in einer in vitro Studie zeigen, dass eine retroviral vermittelte kontinuierliche 

Expression von IL1RA, dem Kulturmedium zugesetztes IL1β effektiver inhibierte, als das 

rekombinate Protein Anakinra (Gouze et al., 2003b).  

Bereits 1990 zeigte man, dass der IL1RA die Effekte von IL1β hinsichtlich Knochenresorption 

und Prostaglandinproduktion antagonisieren kann (Seckinger et al., 1990). Zahlreiche 

weitere tierexperimentelle Studien haben die wichtige chondroprotektive Bedeutung, die dem 

IL1RA zukommt, aufgezeigt (Müller-Ladner et al., 1997; van den Berg, 2000). 

Injiziert man IL1α oder IL1β bei Kaninchen lokal ins Gelenk, kann es bereits nach wenigen 

Stunden zu einer Akkumulation von Leukozyten und zum Verlust von Proteoglykanen aus 

dem Gelenkknorpel kommen, was durch IL1RA inhibiert werden kann (Henderson et al., 

1988).  

In BALB/cA-Mäusen, deren IL1RA Gen deletiert wurde, findet sich nach wenigen Wochen 

eine entzündliche Arthropathie, welche zu einer schweren deformierenden Arthritis 

fortschreitet. Die Knochenerosionen sowie das histologische Erscheinungsbild ähneln dabei 

der RA beim Menschen (Horai et al., 2000; Smith et al., 1991; Nakae et al., 2003). Die 

Autoimmunität in diesen Mäusen ist durch einen Überschuss von IL1, IL6, TNF und IL17, 

sowie Autoantikörpern und Rheumafaktoren charakterisiert (Hirsch et al., 1996). Im 

Gegensatz dazu zeigen Mäuse mit einer Überexpression von IL1RA einen verminderten 

Schweregrad und niedrigere Inzidenzraten bei Kollagen-induzierten Arthritiden (Ma et al., 

1998). Weiterhin konnte man interessanterweise zeigen, dass sich die RA nicht in IL1RA-

knockout Mäusen, die zudem IL17 oder TNF-α defizient waren, entwickelt, was auf die 

Beteiligung mehrerer Faktoren in der Entwicklung der RA hindeutet (Horai et al., 2004).  

 

2.4 Behandlung der RA 

Die gängige medikamentöse Therapie der RA umfasste lange Zeit die Gabe von Analgetika 

und nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR), was vor allem der Schmerzreduktion diente 

(Chen et al., 2008). Aufgrund der limitierten Effektivität der NSAR und deren Unvermögen, 

den langfristigen Krankheitsverlauf zu beeinflussen, werden aktuell aber die Gruppe der sog. 

„Disease Modifying Anti-Rheumatic Drugs“ (DMARDs) als Mittel der Wahl eingesetzt 

(Donahue et al., 2008). Diese können im Gegensatz zu den NSAR den Krankheitsverlauf 

beeinflussen. Vorwiegend wird das Immunsuppressiva Methotrexat verabreicht (Ortendahl et 

al., 2002), desweiteren kommen Leflunomid und Sulfasalazin häufig zur Anwendung. 

Kombinationstherapien haben sich dabei als günstig erwiesen (O'Dell et al., 2002; Scott et 

al., 2010). 

Bei Krankheitsschüben werden kurzzeitig Kortikosteroide aufgrund ihrer potenten 

antiphlogistischne und immunsuppressiven Eigenschaften verabreicht. Ihr Einsatz in der 



  EINLEITUNG 

  18 

Langzeittherapie wird allerdings aufgrund der Nebenwirkungen, wie Osteoporose und 

Hypertonie kritisch betrachtet (Ravindran et al., 2009).  

 

Patienten, die auf Basistherapeutika nur ungenügend angesprochen haben, erhalten 

sogenannte Biologicals (Olsen und Stein, 2004), dabei handelt es sich um rekombinante 

Proteine. Beispiele sind TNF-Hemmstoffe (Etanercept, Infliximab
 

und Adalimumab), 

Wirkstoffe zur Elimination aktivierter B-Zellen wie Rituximab und IL1-Hemmstoffe wie 

Anakinra (Singh et al., 2009). Konventionell werden die Biologika mit Methotrexat verabreicht 

(Strangfeld et al., 2009). 

Nachteilig sind jedoch oftmals Nebenwirkungen oder eine ausbleibende Wirksamkeit der 

Medikamente, z.B. sprechen ca. 30 % der Patienten nicht auf die TNF-Hemmstoffe an (Non-

Responder) (Klareskog et al., 2004; Keystone et al., 2004). Die Medikamente sind zudem 

sehr kostspielig und müssen aufgrund ihrer kurzen Plasma- und intraartikulären 

Halbwertszeiten meist mehrmals wöchentlich und in hohen Dosen appliziert werden (Levick, 

1998; Brennan et al., 2004). Anakinra beispielsweise muss täglich subkutan injiziert werden 

(100 mg IL1RA), bei mehr als zwei Drittel der Patienten kommt es dabei zu kutanen 

Reaktionen im Bereich der Injektionsstelle (Bresnihan et al., 2001a; Bresnihan et al., 2001b; 

Mertens und Singh, 2009). Da die Substanzen zudem immunsuppressiv wirken, besteht die 

Gefahr des Auftretens von opportunistischen Infektionen (Leombruno et al., 2009). 

Vor diesem Hintergrund erscheint eine Optimierung der Darreichungsform zur Behandlung 

sinnvoll. 

2.5 Gentherapie 

Die Gentherapie ist definiert als ein medizinisches Behandlungsverfahren, bei welchem 

durch das Einbringen von Genen in Gewebe oder Zellen und der daraus resultierenden 

Expression ein therapeutischer oder präventiver Nutzen erzielt werden soll (Hallek et al., 

2001; Cotrim und Baum, 2008). Die in Deutschland durchgeführten Studien werden im 

„Deutschen Register für Somatische Gentransferstudien (DeReG) dokumentiert 

(www.dereg.de). 

Man unterscheidet zwischen der Keimbahntherapie, bei welcher gezielt Keimzellen 

genetisch verändert werden (die Keimbahntherapie ist nach dem        

Embryonenschutzgesetz (1990), den Richtlinien zur Gentherapie beim Menschen          

(1989) sowie der EU-GCP-Richtlinie 2001/20/EG Artikel 9 in Deutschland verboten 

(http://www.bundesaerztekammer.de/page.asp?his=0.7.45.3251)) und der somatischen 

Gentherapie. Bei letzterer werden Zellen verändert, die nicht an der Reproduktion beteiligt 

sind (Wivel und Walters, 1993). Hier verfolgt man zwei Strategien, bei der in vivo Therapie 

wird das entsprechende Gen durch einen Vektor direkt injiziert oder systemisch appliziert. 
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Bei der ex vivo Behandlung hingegen werden dem Patienten entweder zunächst Zellen 

entnommen, die modifiziert retransplantiert werden, oder man greift auf universelle 

Spenderzellen zurück (Suhonen et al., 2006).  

Der Gentransfer kann prinzipiell viral- und nicht viral vermittelt werden (Ohashi et al., 2002; 

Yovandich et al., 1995). Wichtig für den Erfolg einer Gentherapie sind neben der Effizienz 

des Gentransfers auch eine stabile und ggf. regulierbare Genexpression, sowie eine 

ausreichende Aufnahmekapazität von Genen, eine geringe Patho- und Immunogenität und 

eine einfache kosteneffiziente Herstellung (Somia und Verma, 2000). Es gibt zahlreiche 

physikalische, chemische und biologische Methoden, um den Transport in Zellen zu 

gewährleisten. Die verschiedenen Methoden weisen Vor- und Nachteile auf. Der Vorteil des 

viralen Gentransfers liegt allgemein in der hohen Effizienz und bei manchen Vektoren in der 

langfristigen Expression. 

 

Der erste authorisierte Gentransfer am Menschen fand 1989 statt und zeigte die prinzipielle 

Realisierbarkeit der Gentherapie. Dabei wurde mit retroviraler Transduktion eine Neomycin 

Resistenz-Kassette in Tumor-infiltrierende Leukozyten eingeführt und die modifizierten 

Zellen in Patienten mit metastasierendem Melanom retransplantiert (Rosenberg et al., 1990; 

Culver et al., 1991). Zellen von vier der fünf Patienten konnten als resistent gegen ein 

Neomycin-Analogon getestet werden.  

1999 gab es jedoch durch den Tod eines Probanden einen großen Rückschlag. Dem 18-

jährigen Jesse Gelsinger wurde zur Behandlung der Ornithin-Transcarbamylase Insuffizienz 

ein adenoviraler Vektor, welcher die für das Enzym codierende cDNA trug appliziert. Vier 

Tage danach verstarb er durch eine unerwartete und verheerende Immunreaktion mit anti-

viralen Zytokinen („cytokine storm“) (Marshall, 1999; Raper et al., 2003). Als Konsequenz 

daraus wurden diese und andere Studien im Januar 2000 von der US Food and Drug 

Administration (FDA) gestoppt.  

Die für gentherapeutische Methoden prognostizierten Erfolge konnten dann in Frankreich mit 

der initialen Heilung zweier mit „X-linked severe combined immunodeficiency“ (X-SCID) 

betroffener Kinder im Alter von einem und elf Monaten erstmals klinisch bestätigt werden. X-

SCID ist eine angeborene X-Chromosom-gekoppelte Krankheit, die durch Mutationen in der 

γ-Kette mehrerer Interleukinrezeptoruntereinheiten (IL-2, -4, -7, -9, -15) verursacht wird. Dies 

führt zu einem nicht funktionellen lymphatischen System, T- und NK-Zellen fehlen völlig und 

ohne eine Stammzelltransplantation versterben die Patienten im ersten Lebensjahr an 

schweren Infektionen (Cavazzana-Calvo et al., 2000; Fischer et al., 2001, Hacein-Bey-Abina 

et al., 2003a). Durch den Transfer der Wildtyp-cDNA für die γ-Kette in autologe 

Knochenmarkstammzellen (CD34+ Zellen) mittels eines MLV-basierten Vektors und 

Retransplantation konnten die Patienten geheilt werden. Allerdings waren auch hier 
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unerwartete Rückschläge zu verzeichnen (Hacein-Bey-Abina et al., 2003b). Die Integration 

der MLV-basierten Vektoren in der Nähe von zellulären Proto-Onkogenen (LMO-2) führte zu 

deren Überexpression und in Folge zum Auftreten von Leukämien bei zwei der zehn 

behandelten Kinder (Nienhuis et al., 2006; Hacein-Bey-Abina et al., 2003c). Die Studie 

wurde daraufhin freiwillig unterbrochen. An parallel durchgeführten Studien in Großbritannien 

und Australien wurden jedoch in der Zwischenzeit weitere Erfolge verzeichnet (Gaspar et al., 

2004; Ginn et al., 2005). Die französische Studie wurde mit einem überarbeiteten Protokoll 

wieder gestartet. Im Jahr 2005 kam es aber bei einem weiteren Kind zu einer unkontrollierten 

Proliferation von Blutzellen (Check, 2005). Die Chemotherapie der Leukämie gelang bei zwei 

der drei Patienten, eines der Kinder der ersten Behandlungsgruppe verstarb jedoch im Jahr 

2004. 2007 wurde ein vierter Leukämiefall aus Frankreich und ein erster Fall aus England 

gemeldet (Hacein-Bey-Abina et al., 2008). Diese als Severe Adverse Effects (SAE) 

bezeichneten Zwischenfälle lagen mit 25 % bei der Gentherapie von X-SCID ausgesprochen 

hoch (Cavazzana-Calvo und Fischer, 2007). Obwohl die restlichen Patienten eindeutig aus 

der Behandlung der Immundefizienz profitiert haben und ein normales Leben führen können, 

besteht die Gefahr von langfristig unkontrollierbaren Nebenwirkungen. Verbesserungen der 

für weitere klinische Studien in Frage kommenden Vektoren laufen derzeit. Die 

Arbeitsgruppe konnte bereits einen verbesserten Vektor charakterisieren, der keine LMO-2 

Transaktivierung in vitro (Jurkat Zellen) und auch keine Tumore in Mäusen erzeugte (Zhou et 

al., 2010).  

Das Auftreten der Leukämieerkrankungen führte weltweit zu einer Einschränkung der 

Gentherapievorhaben. Große Debatten über die Möglichkeiten sowie Risiken folgten und 

größere Hürden für neue Studien wurden von den Zulassungsbehörden auferlegt, was eine 

Verlangsamung der klinischen Entwicklung zur Folge hatte. Bis heute konnten allerdings in 

über 1500 gentherapeutischen Studien am Menschen „nur“ zwei Todesfälle (siehe Tabelle 1) 

und eine relativ geringe Anzahl an schwerwiegenden Nebenwirkungen eindeutig dem 

Gentransfer zugeordnet werden.  

Jahr  
Einsatzbereich / 

Erkrankung 
Vektor Kommentar 

Tod stand in 

Beziehung zur 

Gentherapie? 

Ref. 

1999 

Ornithine 

transcarbamylase 

deficiency 

Adenovirus 

Patient verstarb innerhalb von 

vier Tagen an einer 

ungeregelten Produktion von 

anti-viralen Zytokinen („cytokine 

storm“).e  

Ja 
(Raper et al., 

2003) 

2002 

X-linked severe 

combined 

immunodeficiency 

Retrovirus 

Entwicklung einer Leukämie,  

Integration in den  LMO2 

oncogene promoter. 

Ja 

(Hacein-Bey-

Abina et al., 

2003b) 
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Jahr  
Einsatzbereich / 

Erkrankung 
Vektor Kommentar 

Tod stand in 

Beziehung zur 

Gentherapie? 

Ref. 

2006 

X-linked chronic 

granulomatous 

disease 

Retrovirus 

Der Verlust der 

Transgenexpression führte zum 

Tod an der   zugrundeliegenden 

Krankheit. 

Nein 

(European 

Society of 

Gene 

Therapy, 

2006) 

2007 Rheumatoid arthritis 

Adeno-

associated 

virus 

Als tatsächliche Ursache wurde 

eine Histoplasma capsulatum 

Infektion festgestellt. 

Nein 
(Evans et al., 

2008) 

Tab. 1: Todesfälle in humanen Gentherapiestudien. 

 

Ein Todesfall in einer länderübergreifenden Studie (Schweiz-Deutschland) im Jahr 2006 

konnte der zugrundeliegenden Krankheit zugesprochen werden und war nicht Ursache des 

Gentransfers (European Society of Gene Therapy, 2006). Ein erster Todesfall ereignete sich 

zudem 2007 in einer Studie zur rheumatoiden Arthritis, bei der eine Patientin einige Wochen 

nach der zweiten i.a. Vektorinjektion verstarb (AAV Serotyp 2; TNF-α Antagonist). Als 

tatsächliche Ursache wurde jedoch eine Infektion mit dem Pilz Histoplasma capsulatum 

festgestellt und das Vorhaben wurde von der FDA in leicht abgeänderter Form 12/07 wieder 

freigegeben. So wurden nun bei erhöhter Temperatur, Müdigkeit oder Unwohlsein am Tag 

der Administration keine Vektoren appliziert (Evans et al., 2008; Frank et al., 2009). 

Erfreulicherweise konnten jedoch auch erfolgversprechende Resultate der 

gentherapeutischen Behandlung von Patienten mit metastasiertem Melanom (Morgan et al., 

2006) und mit Morbus Parkinson (Edelstein et al., 2007; Sheridan et al., 2007) erzielt 

werden. Eine erfolgreiche Stammzellgentherapie wurde bei zwei Patienten mit 

Adenosindeaminase- (ADA) defizienter SCID erzielt. Dabei wurde ein ADA exprimierender 

retroviraler Vektor eingesetzt, um aus dem Knochenmark gewonnene CD34+ Zellen zu 

transduzieren. Eine milde Konditionierung der Patienten mit Busulfan verschaffte den 

transduzierten Zellen initial einen Wachstumsvorteil. Nach der Behandlung konnte in allen 

Blutreihen das Transgen nachgewiesen werden. Beide Patienten wurden als klinisch gesund 

beurteilt und zeigten eine normale Entwicklung (Aiuti et al., 2002; Gaspar und Trasher, 2005; 

Cassani et al., 2008). Eine ähnliche Technologie wurde bei der Septischen Granulomatose 

(CGD, chronic granulomatous disease) angewandt, die ebenfalls erfolgreich therapiert 

werden konnte (Ott et al., 2006). 

Das erste kommerziell erhältliche Gentherapeutikum Gendicine ist seit 2003 in China auf 

dem Markt (SiBiono GeneTech, Shenzhen, China). Das Medikament basiert auf einem p53 

exprimierenden adenoviralen Vektor, der für die Anwendung bei 
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Plattenepithelzellkarzinomen im Hals- und Nackenbereich vorgesehen ist (Wilson, 2005; 

Peng, 2005). Trotz einiger Bedenken, weil die Zulassung in China lediglich auf Grundlage 

von Phase I- und Phase II-Studien erfolgte, berichtete die Firma bereits 2007 mehr als 4.000 

Menschen behandelt zu haben (Räty et al., 2008).  

Wenn man den derzeitigen Stand der laufenden klinischen Gentherapiestudien hinsichtlich 

der zu therapierenden Krankheiten darstellt, wird deutlich dass die meisten Studien im 

Bereich der Krebsforschung (65 %) erfolgen. Einen geringeren Anteil stellen die 

monogenetischen (8 %), kardiovaskulären (9 %) und infektiösen Erkrankungen (8 %, zum 

Beispiel AIDS und Hepatitis B) dar, sowie weitere Krankheiten (2 %), zu denen unter 

anderem die rheumatoide Arthritis und neurodegenerative Leiden (Alzheimer, Morbus 

Parkinson) zählen. Am häufigsten verwendete Vektoren für die bisherigen Studien waren 

bislang mit einem Anteil von 23,8 % (n=400) adenovirale Systeme gefolgt von retroviralen 

Ansätzen mit 20,5 % (n=344) (Stand: Juni 2010; The Journal of Gene Medicine; Clinical 

Trials Database; www.wiley.co.uk/genmed/clinical). 

 

2.6 Gentherapie der Rheumatoiden Arthritis 

Das Vorhaben anti-arthritische Genprodukte direkt lokal in den einzelnen Gelenken durch 

intra- und periartikuläre Gewebe produzieren zu lassen scheint attraktiv, da die Gelenke 

separat zugänglich, sowie abgeschlossen sind und leicht in sie injiziert werden kann. Bereits 

in den frühen 90er Jahren wurden erste experimentelle Studien in der orthopädischen 

Gentherapie durchgeführt (Bandara et al., 1992; Bandara et al., 1993; Evans et al., 1992; 

Evans und Robbins, 1994a; Evans und Robbins, 1995). Durch eine gezielte Anreicherung 

des Genproduktes in den Gelenken, können die sonst bei systemischer Gabe induzierten 

Nebenwirkungen reduziert werden und höhere Konzentrationen der therapeutischen 

Proteine erzielt werden. Die hohe Anzahl präklinischer Daten zahlreicher tierexperimenteller 

Studien zeigen das große Interesse an einer intraartikulären Gentherapie (Traister und 

Hirsch, 2008). In Tabelle 2 ist eine Auswahl davon dargestellt. 

 

  Vektor Transgen Tier und Arthritismodell Referenz 

Ex vivo       

  Retrovirus IL1RA Kaninchen, AIA Otani et al., 1996 

  Retrovirus IL1RA Ratte, SCW Makarov et al., 1996 

  Retrovirus IL1RA, Angiostatin Maus, Zymosan und CIA Bakker et al., 1997; Kim et al., 2002a 

  Retrovirus TNFR:Fc Kaninchen, AIA Kim et al., 2002b 

  Transfektion SOD, Katalase Ratte, AIA Dai et al., 2003 

  Transfektion IL1RAcP Maus, CIA Smeets et al., 2003 
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  Vektor Transgen Tier und Arthritismodell Referenz 

In vivo       

  Adenovirus 

IL1RA, sIL1R, TNFR:Fc, 

vIL10, p53, TRAIL Kaninchen, AIA Ghivizzani et al., 1998 

  Adenovirus p16 Ratte, SCW induziert Miagkov et al., 1998 

  HSV IL1RA Kaninchen, IL1 Überexpression Taniguchi et al., 1999; Oligino et al., 1999 

  Lentivirus Endostatin TNF-transgene Maus Yin et al., 2002 

  Lentivirus IL1RA Ratte, IL1 Überexpression Gouze et al., 2003a 

  Lentivirus Angiostatin Maus, CIA Kato et al., 2005 

  AAV sTNFR TNF-transgene Maus Zhang et al., 2000 

  AAV TNFR:Fc Ratte, SCW induziert Chan et al., 2002 

  AAV IL4 Maus, CIA Watanabe et al., 2000 

  AAV IL1RA Ratte, LPS induziert Pan et al., 2000 

  Plasmid HSV TK plus Ganciclovir Kaninchen AIA Sant et al., 1998 

 Liposomen NF-kB decoy Ratte, CIA Tomita et al., 1999 

Tab. 2: Arthritis Gentherapiestudien in Tiermodelle n. Modifiziert nach (Evans et al., 

2006). TNFR:Fc (tumor necrosis factor receptor extracellular domains fused to the Fc domain of IgG), 

SOD (superoxide dismutase), sIL1R (soluble interleukin-1 receptor), vIL10 (viral IL10), sTNFR (soluble 

TNFR), IL1RAcP (IL1 receptor accessory protein), TRAIL (Tumor necrosis factor–related apoptosis-

inducing ligand), HSV (herpes simplex virus), AAV (adeno-associated virus), CIA (collagen-induced 

arthritis), AIA (antigen-induced arthritis), SCW (streptococcal cell wall), LPS (lipopolysaccharide). 

 

Es gibt zahlreiche Strategien (Evans et al., 2009), die man in der GT der RA verfolgt (z.B. die 

antisense, Ribozyme oder RNA Interferenz). Erste klinische Studien wurden mit dem 

Einbringen therapeutischer cDNAs durchgeführt. Das Konzept dabei ist simpel, die cDNAs 

werden in einen Vektor eingebracht und mittels direktem oder indirektem Gentransfer in die 

Gelenke appliziert (Evans et al., 2010). Der nicht-virale Gentransfer hat sich im Allgemeinen 

als nicht sehr effektiv in Tiermodellen der RA erwiesen (Ghivizzani et al., 2008). Weil die 

Dichte der Knorpelmatrix die meisten Vektoren ausschließt, sind Ligamente und 

Gelenkinnenhäute wesentliche Orte der genetischen Modifikation und Transgenexpression 

(Gouze et al., 2007).  

Eine Vielzahl viraler Vektoren wurde bereits in in- und ex vivo Ansätzen verwendet (siehe 

Tabelle 2). Für den direkten Gentransfer wurden AAV, HSV, adeno- und lentivirale Vektoren 

genutzt. Adenovirale und HSV Vektoren sind aber inflammatorisch und zytotoxisch, zudem 

gewährleisten sie keine stabile Transgenexpression (Robbins und Ghivizzani, 1998; Oligino 

et al., 1999; Nita et al., 1996). Das Nukleokapsid retroviraler Vektoren kann die 

Kernmembran nicht passieren, die Vektoren benötigen daher eine Zellteilung für die 

Integration ins Genom (Miller et al., 1990; Ciuffi und Bushman, 2006). Direkte retrovirale 

Ansätze, also die in situ Transduktion des Synoviums scheiterten, zum einen weil keine 

hohen Titer hergestellt werden konnten, als auch wegen der geringen mitotischen Aktivität 

der Synoviozyten im normalen Gelenk (del Vecchio et al., 2001). In der GT der RA wurden 
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retrovirale Vektoren deshalb in indirekten Gentransferstudien mit modifizierten autologen 

Synovialzellen oder Hautfibroblasten eingesetzt (Makarov et al., 1996; Bandara et al., 1993). 

Dabei konnten noch nach drei Monaten transplantierte Zellen anhand des lacZ Markergenes 

in Kaninchengelenken nachgewiesen werden (Bandara et al., 1992). Die nachstehende 

Tabelle soll einen kurzen Überblick über die in der RA Forschung eingesetzten Vektoren 

geben.  

Vektor Vorteile Nachteile Referenz RA-Studie 

Adenovirus • Vektorproduktion mit hohen 

Titern 

• Transduziert sich nicht 

teilende Zellen 

• mehrere Serotypen stehen 

zur Verfügung 

• antigene und 

entzündliche Wirkung 

• transiente 

Transgenexpression 

Roessler et al., 1993 

Ghivizzani et al., 1998 

Gouze et al., 2007 

HSV • sehr große 

Verpackungskapazität 

• Effiziente Transduktion sich 

teilender und nicht teilender 

Zellen 

• schwierig zu produzieren 

• zytotoxisch 

Nita et al., 1996 

Oligino et al., 1999 

AAV • AAV Vektoren gelten als 

sicher 

• Transduziert sich nicht 

teilende Zellen 

• geringe Verpackungs-

kapazität 

• Transduktionseffizienz 

teilweise gering 

Pan et al., 1999 

Pan et al., 2000 

Goater et al., 2000 

Watanabe et al., 2000 

Cottard et al., 2000 

Ulrich-Vinther et al., 2004 

Apparailly et al., 2005 

Kay et al., 2009 

Mease et al., 2010 

Orthoretrovirus • Pseudotypisierung bringt 

breiten Wirtstropismus 

• benötigt Zellteilung zur 

Integration 

• Risiko der Insertions-

mutagenese 

Bandara et al., 1992 

Makarov et al., 1996 

Otani et al., 1996 

Kim et al., 2002b 

Evans et al., 2005 

Gouze et al., 2002 

Gouze et al., 2003a  

Gouze et al., 2007 

Tab. 3: In der GT der RA eingesetzte Vektoren. 
 

Die erste Applikation am Menschen erfolgte 2005 mit einem ex vivo Protokoll, welches einen 

retroviralen Ansatz (MFG-IRAP) verwendete um die cDNA des humanen IL1RA in die 

Gelenke der Betroffenen zu transferieren (Kim et al., 1998; Evans et al., 2005). Zuvor 

wurden den Patienten Synovialfibroblasten entnommen, ex vivo transduziert und 

retransplantiert. Eine Woche nach Injektion wurden die Gelenke im Rahmen einer 

Gelenkersatzoperation entnommen und untersucht. Dabei wurde der erfolgreiche 

Gentransfer und die IL1RA Expression mittels RT-PCR, in situ Hybridisierung und 

Immunhistochemie gezeigt. Im Jahre 2009 wurde eine vergleichbare Studie in Deutschland 
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durchgeführt, wobei der einzige Unterschied im Protokoll und in der Zeitspanne bis zur 

Gelenkentnahme bestand, die hier vier Wochen betrug (Wehling et al., 2009b). Diese Studie 

erbrachte den ersten Beleg für das klinische Ansprechen einer Gentherapie der RA. Beide 

Patienten zeigten eine merkliche Reduktion der Gelenkschwellung und verminderte 

Schmerzen während der gesamten Studiendauer. Auch ein Wiederaufflammen der 

Gelenkentzündung wurde in den behandelten Gelenken nicht festgestellt. Nach einer 

Synovektomie konnte zudem eine gesteigerte IL1RA und eine verminderte Expression von 

MMP-3 und IL1β festgestellt werden. Nachstehende Abbildung zeigt die bisher verwendeten 

Transgene und Vektoren der bis heute durchgeführten klinischen Studien zur RA.  

Transgen 

Vektor,  

ex vivo / in 

vivo 

Phase Institution, Referenz n 

IL1RA 
Retrovirus,  

ex vivo 
I 

Evans und Robbins, Universität Pittsburgh, 

USA. (Evans et al., 2005) 
9 

IL1RA 
Retrovirus,  

ex vivo 
I 

Wehling, Universität Düsseldorf, Deutschland. 

(Wehling et al., 2009b) 
2 

HSV-tk 
Plasmid,  

in vivo 
I 

Roessler, Universität Michigan, USA. 

(nicht veröffentlicht) 
1 

TNFR:Fc fusion protein 

(Etanercept) 

AAV,  

in vivo 
I 

Mease, Targeted Genetics Corp., USA. 

(Mease et al., 2009) 
15 

TNFR:Fc fusion protein 

(Etanercept) 

AAV,  

in vivo 
I/II 

Mease, Targeted Genetics Corp., USA. 

(Mease et al., 2010) 
127 

Tab. 4: Klinische Studien zur Gentherapie der rheum atoiden Arthritis. Modifiziert nach  

(Evans 2008). HSV-tk: herpes simplex virus thymidine kinase. Die HSV-tk Studie sieht dabei 

zusammen mit der Gabe von Ganciclovir das Absterben der Synovialzellen vor.  

 

2.7 Foamyviren 

2.7.1 Definition 

Die Familie der Retroviren wird in Orthoretroviren und Spumaretroviren unterteilt. Die 

Spumaretroviren, besser bekannt als Foamyviren (FV) sind komplexe Retroviren, die 

aufgrund einiger wesentlicher Unterschiede eine eigene Subfamilie bilden. Sie wurden 

bereits 1971 als ein nicht tumorinduzierendes Retrovirus klassifiziert (Achong et al., 1971a; 

Achong et al., 1971b). Der zytopathische Effekt (CPE) der FV ist durch die Bildung von 
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großen mehrkernigen Syncytien (siehe Abb. 2) die intrazelluläre Vakuolen enthalten (Enders 

and Peebles; 1954; Rustigian et al., 1955) gekennzeichnet. Aufgrund dieses, unter dem 

Lichtmikroskop schaumartig aussehenden CPE, den FV in infizierten Zellkulturen 

verursachen, erfolgte die Namensgebung der Foamyviren (Lat. spuma, engl. foam; 

„Schaum“). Die ersten Foamyviren wurden aus Zellkulturen von gesunden Affen isoliert. 

Bisher ist trotz intensiver Forschung keine Krankheit mit FV assoziiert (Linial, 2000; Meiering 

und Linial, 2001; Schweizer et al., 1995). Langzeitstudien zur Virusübertragung von Mensch 

zu Mensch haben keine positiven Befunde ergeben (Boneva et al., 2002; Heneine et al., 

2003; Switzer et al., 2004). Die Mechanismen, welche die apathogene, persistierende 

Existenz der FV im Wirt erlauben sind bislang unklar (Falcone et al., 2003; Linial, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2: EM Aufnahmen von Foamyviren und infizierte Zellkulturen.  (A) EM Aufnahme 

von Spumaviren (H. Zentgraf); (B) uninfizierte humane Fibroblasten; (C) PFV infizierte 

humane Fibroblasten mit zytopathischen Effekt (Picard-Maureau et al., 2003). 

 

Achong et al. isolierten 1971 ein Virus aus einem Nasopharynxkarzinompatienten, das 

zunächst als HFV (human foamy virus) bezeichnet wurde. Später wurde festgestellt, dass die 

Sequenz fast identisch zu einem Schimpansenisolat war (Herchenröder et al. 1994). Anhand 

von seroepidemiologischen Studien und Sequenzanalysen der Isolate wurde gezeigt 

(Herchenröder et al., 1995; Schweizer et al., 1997), dass der Mensch kein natürlicher Wirt für 

FV ist (Saib und de The, 1996; Ali et al., 1996). Die bekannten FV Infektionen von Menschen 

sind auf Zoonosen von Affen FV zurückzuführen (Heneine et al., 2003; Heneine et al., 1998; 

Sandstrom et al., 2000; Switzer et al., 2004; Wolfe et al.,2004). Das von Menschen 

gewonnene Isolat wird aktuell als PFV (prototypisches Foaymyvirus) bezeichnet (Rethwilm, 

2003). Darüber hinaus gibt es Spumaviren in anderen Säugetierfamilien, so werden 

Virusisolate von diversen Primaten als SFV (simian foamy virus) bezeichnet (Hooks et al., 

1972; Bieniasz et al., 1995a) und auch Isolate aus Katzen, Hamstern, Seelöwen, Pferden 

und Rindern sind bekannt (Riggs et al., 1969; Helps und Harbour, 1997; Malmquist et al., 

1969; Renshaw et al., 1991; Tobaly-Tapiero et al., 2000).  
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FV sind in der Lage, zahlreiche Zelllinien verschiedenen Ursprungs zu infizieren und auch 

FV-DNA-Kopien können in fast allen Geweben infizierter Tiere nachgewiesen werden 

(Feldman et al., 1975; Swack und Hsiung, 1975). Die foamyvirale Replikation scheint jedoch 

auf die orale Mucosa beschränkt zu sein (Falcone et al., 1999; Murray et al., 2008). Die 

Übertragungen die bei Primaten und Rindern beschrieben wurden, erfolgten demnach 

wahrscheinlich über den Speichel (Hooks und Gibbs, 1975; Johnson et al., 1988; Romen et 

al., 2007). Es ist bekannt dass FV nach der Bindung an einen zellulären Rezeptor, über eine 

pH-abhängige Endozytose mit der zellulären Membran fusionieren. Der zelluläre Rezeptor, 

der zur Penetration genutzt wird, ist bislang allerdings nicht bekannt. Das große 

Wirtsspektrum und der sehr breite Zelltropismus deuten auf einen ubiquitären Rezeptor hin 

(Hill et al., 1999; Mergia et al., 1996; Rethwilm, 2007; Picard-Maureau et al., 2003). Es sind 

bislang nur zwei Zelllinien bekannt die vollkommen resistent gegen eine foamyvirale 

Transduktion sind (die Zebrafischzelllinie Pac2 und eine humane erythroide 

Progenitorzelllinie) (Stirnnagel et al., 2010). Die Eigenschaft, unterschiedliche Zelltypen 

verschiedenster Spezies transduzieren zu können, ist für den gentherapeutischen Einsatz 

der Vektoren von Vorteil. 

2.7.2 Genomorganisation und Morphologie  

Die infektiösen Partikel von Spumaviren bestehen aus sphärischen Proteinpartikeln mit ca. 

100 nm Durchmesser, die von einer Lipidmembran umhüllt sind. Die viralen Hüllproteine 

(Env) sind in der Lipidmembran als Trimere angeordnet und verankert (Wilk et al., 2000). Im 

Inneren des Partikels befindet sich das Kapsid, eine sphärisch geformte elektronendichte 

Proteinhülle, die aus dem Gag-Protein gebildet wird (Cartellieri et al., 2005; Fischer et al., 

1998; Hahn et al., 1994). Bei Orthoretroviren üblich, ist eine Spaltung des Gag-

Vorläuferproteins durch die virale Protease in Matrixprotein (MA), Kapsidprotein (CA) und 

Nukleokapsidprotein (NC). Bei FV jedoch findet nur eine C-terminale Verkürzung statt, die 

zum Vorliegen des Gag-Vorläuferprotein (71 kDa) und der prozessierten 68 kDa Gag-

Variante im FV-Kapsid führt. Weiterhin einzigartig ist, dass extrazelluläre FV Partikel nicht 

nur RNA sondern bereits revers transkribierte DNA enthalten (Moebes et al., 1997; Roy et 

al., 2003; Yu et al., 1999). Anders als bei anderen Retroviren erfolgt bei Foamyviren nämlich 

der Prozess der reversen Transkription in einer späten Phase des Replikationszyklus, 

hauptsächlich vor der Freisetzung der neu gebildeten Viruspartikel. Deshalb enthalten 

extrazelluläre Viruspartikel nicht nur RNA, sondern auch DNA. Das FV-Virion beinhaltet 

neben den Strukturproteinen auch das Pol-Vorläuferprotein aus dessen Untereinheiten 

(Protease (PR), Integrase (IN) und Reverse Transkriptase mit RNase H) die Enzyme die für 
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die Replikation notwendig sind gebildet werden (Flügel und Pfrepper, 2003; Netzer et al., 

1993). 

FV kodieren neben den Gag-, Pol- und Env-Proteinen auch noch für akzessorische Proteine 

(Bet und Tas (Transaktivator)) (Muranyi und Flügel, 1991), weshalb sie zu den komplexen 

Retroviren gezählt werden. Dies zeigt auch eine weitere Besonderheit, nämlich dass FV 

neben dem U3-Promoter der LTRs noch einen internen Promoter (IP) besitzen. Er liegt im 

3´-Bereich des env Gens (Löchelt et al., 1993; Mergia, 1994; Yang et al., 1997) und 

vermittelt die Expression der akzessorischen Proteine Bet und Tas (Rethwilm et al., 1991). 

Tas aktiviert durch seine direkte Bindung an die Tas responsiven Elemente (TREs) diesen 

internen Promoter, was zu einer verstärkten Bildung von Tas und Bet führt. Hat Tas eine 

gewisse Konzentration erreicht, bindet es an den U3-Promoter und schaltet so die 

Transkription von genomischer und einfach gespleißter mRNA an. Diese mRNAs führen zur 

Expression von viralem Gag, Pol und Env in der Zelle (Bodem et al., 2004; Erlwein und 

Rethwilm; 1993; Löchelt, 2003). Eine Funktion von Bet ist die Inhibierung von bestimmten 

zellulären antiviralen Restriktionsfaktoren, den APOBEC3-Faktoren (apolipoprotein B mRNA-

editing enzyme catalytic polypeptides) der Wirtszelle. APOBEC-Proteine sind 

Cytidindeaminasen die retrovirale Genome durch G- zu A-Hypermutation beeinträchtigen 

und ein Bestandteil des angeborenen Immunsystems (Cullen, 2006). Bet kann ähnlich wie 

Vif bei HIV-1 mit den APOBEC-Proteinen interagieren und diese aus dem Replikationszyklus 

entfernen. Dadurch wird das Einfügen von Mutationen in das foamyvirale Genom verhindert 

und die Vitalität der Viren erhöht (Perkovic et al., 2009).  

Das Genom der Foamyviren ist das größte unter den Retroviren. Die Länge der RNA des 

PFV beträgt 11,68 kb und die Länge des Provirus zusammen mit den retroviralen LTRs 

(Long Terminal Repeats) an 3´- und 5´-Ende 13,25 kb (Schmidt et al., 1997). Die 

genomische RNA von Orthoretroviren besitzt strukturelle Motive die für die Dimerisierung, 

Verpackung, reverse Transkription und Integration des viralen Genoms erforderlich sind. Das 

Verpackungssignal PSI (packaging signal) befindet sich meistens zwischen dem 5´SD 

(Spleißdonor) und dem Start-Codon des gag-Gens, manchmal reicht es aber auch in den 

gag Leserahmen hinein (Berkowitz et al., 1996). Auch hier weisen FV eine Besonderheit auf. 

Das Verpackungssignal der FV ist diskontinuierlich, es besteht aus der cis-aktiven Sequenz 

(CAS) I und II. Beide sind für effizienten Vektortransfer essentiell (Mergia und Heinkelein, 

2003). Die cis-aktiven Sequenzen sind durch Interaktionen mit Gag für die Isolierung der 

viralen genomischen RNA aus dem Gemisch aus zellulären mRNAs erforderlich (Banks et 

al., 1998). Die 650 bp lange CAS I beginnt in der 5´U5-Region und endet im gag-Gen. Die 

Besonderheit der FV, die CAS II, liegt im 3´-Bereich des pol-Gens und ist 2 kb lang (Erlwein 

et al., 1998; Heinkelein et al., 1998; Wu et al., 1998). 
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Da bei gentherapeutischen Ansätzen mit viralen Vektoren ein großes Augenmerk auf dem 

Sicherheitsaspekt liegt, ist eine Minimierung der viralen Sequenzen von Interesse. So haben 

Wiktorowicz et al. bereits gezeigt, dass eine weitere Verkürzung der CAS Elemente möglich 

ist (Wiktorowicz et al., 2009). 

Des Weiteren befindet sich in der 5´UTR noch das Dimerisierungssignal (UCCCUAGGGA), 

die Primer binding site (PBS) und den für die Expression von Gag und Pol essentiellen 

Hauptspeißdonor (5`SD) in der R-Region (Erlwein et al., 1998; Heinkelein et al., 2000; 

Russell et al., 2001). Eine weitere Besonderheit bei FV ist, dass das Pol-Protein von einer 

separaten gespleißten mRNA exprimiert wird und nicht als Gag-Pol-Fusionsprotein wie dies 

bei Orthoretroviren der Fall ist. Wie die Orthoretroviren, enthalten auch FV einen 

Polypurintrakt (PPT), der in der 5´- und 3´- U3-Region gelegen ist. Die Abfolge von 

mindestens 9 Adenosin- und Guanosinresten ist für die Initiation der Plusstrang-DNA-

Synthese wichtig. Im 3´-Bereich des pol-Gens sind vier weitere purinreiche Sequenzen 

vorhanden, deren Funktionen aber noch nicht genau bekannt sind. Eine dieser Sequenzen, 

der cPPT (central PPT) ist eine exakte Kopie des 3´PPT, sie dient vermutlich als zweiter 

Initiationsort für die Plusstrang-DNA-Synthese, ist also für die optimale Virusreplikation 

wichtig (Charneau et al., 1992; Kupiec et al., 1988; Peters et al., 2008; Tobaly-Tapiero et al., 

1991). 

2.7.3 Foamyvirale Vektoren  

Anfang der achtziger Jahre begann die Entwicklung replikationsinkompetenter retroviraler 

Vektorsysteme, die zunächst auf MoMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) basiert waren 

(Mann et al., 1983; Williams et al., 1984). PFV-basierte Vektoren bieten aufgrund einiger 

Vorteile eine attraktive Alternative zu den am meisten verbreiteten γ-retroviralen- und 

lentiviralen Vektorsystemen (Naldini et al., 1996). So weisen erste Studien im Großtiermodell 

bereits darauf hin, dass ein erfolgreicher klinischer gentherapeutischer Einsatz möglich wäre 

(Trobridge und Kiem, 2010). 

Die Generierung des PFV-Expressionsplasmids (pHSRV) Anfang der neunziger Jahre 

(Rethwilm et al., 1990) machte den Anfang und hat zur Entwicklung der ersten FV-basierten 

Vektoren geführt (Schmidt und Rethwilm, 1995). Diese waren jedoch noch 

replikationskompetent. Durch schrittweise Deletion der strukturellen Gene wurde aus diesen 

replikationskompetenten FV-Vektoren (FVV) erste replikationsinkompetente FVV entwickelt 

(Russell und Miller, 1996). Bereits zwei Jahre später waren das gesamte env-tas-Leseraster 

sowie Teile des gag- und pol-Gens ersetzt (Heinkelein et al., 1998; Wu et al., 1998). 

Wegen niedriger Vektortiter ersetzte man zudem den FV U3-Promoter in der 5´LTR des 

Vektors durch einen stark exprimierenden CMV Promoter (Fischer et al., 1998; Heinkelein et 
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al., 1998; Schenk et al., 1999; Trobridge und Russell, 1998; Wu und Mergia, 1999). 

Sequenzen der 3´ U3-Region wurden beibehalten, da sie für die reverse Transkription und 

Integration notwendig sind. Aufgrund der in Abwesenheit von Tas nicht aktiven LTRs nach 

Integration, ähneln die FVV den sogenannten SIN-Vektoren (engl: self-inactivating), welche 

aufgrund einer Deletion in der U3-Region (Yu et al., 1986) ebenfalls inaktive LTRs 

aufweisen.  

Der derzeitig verwendete virale Vektor der dritten Generation enthält also neben 5´ RU5-

Sequenz, gefolgt von den essentiellen cis-aktiven Sequenzen in gag und pol (∆gag und 

∆pol), die Expressionskassette des Reportergens und die deletierte 3´ U3-Region (Mergia 

und Heinkelein, 2003). 

 

Abb. 3: Schematische Darstellung des (A) Wildtyp-Pr ovirusgenom von PFV und (B) 

des CMV-getriebenen PFV-Vektors wie er in dieser Ar beit verwendet wurde.  (C) 

Codonoptimierte (co) Expressionsplasmide: Gag (PG), coPol (PP) und coEnv (PE). 

Modifiziert nach (Mergia und Heinkelein, 2003; Lindemann und Rethwilm, 2011; Müllers et 

al., 2011). CMV (cytomegalovirus immediate early promoter), R (LTR repeat region), U5 

(LTR unique 5`region), ∆U3 (enhancer-promoter deleted LTR unique 3`region), Prom 

(internal heterologous promoter), PBS (primer binding site), orf (open reading frame), IP 

(internal promoter), SD (splice donor), SA (splice acceptor). 

 

Das bestehende Vektorsystem sieht die transiente Transfektion des viralen Vektors und der 

drei Helferplasmide (Gag, Pol und Env) in 293T Zellen vor (Vier-Plasmidsystem). Eine 

gemeinsame gag-pol Genkassette für deren Expression ist zwar möglich, es wurde jedoch 

gezeigt, dass die mRNA auch in das Partikel verpackt wird und somit mit der Vektor-RNA 
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konkurriert (Heinkelein et al., 2000; Heinkelein et al., 1998; Rethwilm, 2007). Deshalb 

wurden drei separate Expressionsplasmide für Gag, Pol und Env (Heinkelein et al., 2002; 

Park und Mergia, 2000; Trobridge et al., 2002a) konstruiert. So wurde eine hohe 

Expressionseffizienz der drei Proteine garantiert und es bestand eine geringere 

Wahrscheinlichkeit der Rekombination zwischen den überlappenden Sequenzen der drei 

Gene. Dies stellt einen wichtigen Aspekt für die Sicherheit von gentherapeutischen Vektoren 

dar. 

Alle Foamyviralen (FV) Konstrukte dieser Arbeit basieren auf dem MD9 Vektor, der für das 

verpackbare FV-Vektorgenom kodiert (Heinkelein et al., 1998). Hinter dem CMV-

Enhancer/Promotor enthält der Vektor die cis-aktiven Sequenzen CASI und CASII, diese 

sind für einen effizienten Vektortransfer erforderlich. Sämtliche für die Integration in das 

Wirtsgenom wichtigen Elemente wurden erhalten. Um eine Gag Expression auszuschließen 

wurde das ATG des gag-Gens in ein CTG mutiert, welchem ein STOP-Kodon folgt. Der 3’ 

LTR-Promotor wurde deletiert, so wird die Proteinexpression nur durch den internen SFFV-

U3-Promotor (Spleen focus forming Virus (SFFV)) vermittelt. Dieser kontrolliert die 

Expression des Enhanced green fluorescent Proteins (EGFP) (siehe Abschnitt 3.12, Abb. 5) 

(Heinkelein et al., 2002). 

2.7.4 Gentherapie mit FV-Vektoren 

Nachdem die gammaretrovirale Vektorintegration mit klonaler Expansion der Zellen und 

Tumorbildung in klinischen Studien am Menschen assoziiert wurde, ist das Interesse an 

alternativen Vektorsystemen groß (Hacein-Bey-Abina 2003b; Howe et al., 2008; Ott et al., 

2006). Foamyvirale Vektoren könnten aufgrund einiger Merkmale und daraus resultierenden 

Vorteilen, gegenüber bestehenden Vektorsystemen, die in der GT eingesetzt werden, 

erfolgreich sein (Rethwilm, 2007). 

Mit einer Länge des FV-Provirus von ~ 13-14 kb (Schmidt et al., 1997) ist die 

Verpackungskapazität der FV-Vektoren im Vergleich zu anderen Vektoren, die mit über 9 kb 

sehr groß ist, von Vorteil. Der heterologe Gentransfer von 9 kb wurde bereits von mehreren 

Arbeitsgruppen erreicht, das Verpackungslimit von FV-Vektoren wurde jedoch noch nicht 

experimentell bestimmt (Heinkelein et al., 2002; Rethwilm, 2007; Trobridge et al., 2002b). Es 

können somit sehr große Transgene verpackt werden und auch Vektoren mit mehreren 

Transgenkassetten wie z.B. verschieden shRNAs kombiniert mit einem Markergen sind 

denkbar. Kiem et al. haben sechs Transgene (4 anti-HIV Transgene, MGMT und EGFP) in 

einem FV-Vektor kombiniert und konnten die Expression und Funktionalität von fünf dieser 

Transgene nachweisen (Kiem et al., 2010). Bereits 2008 wurde die Eignung von FVV für die 

Expression von anti-HIV Transgenen gezeigt (Taylor et al., 2008). Die FV Titer wurden dabei 
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nicht beeinflusst, im Vergleich dazu waren die LV Titer negativ von zwei der drei Transgene 

beeinflusst. Die FV vermittelte Expression der Transgene (mit verschiedenen Angriffszielen 

im viralen Zyklus) konnte die HIV Replikation in primären Makrophagen und der CEMx174 

Zelllinie (Hybrid humaner B- und T-Zelllinie) effektiv blockieren. In weiteren Studien wurden 

FVV entwickelt die mit kombinatorischen anti-HIV Kassetten einen potenten Schutz vor HIV 

und SHIV (simian-human immunodeficiency virus) Infektionen in vitro gewährleisten konnten.  

Zudem wurde die Eignung der FVV für den Gentransfer in hämatopoetische Stammzellen 

(HSZ) gezeigt (Kiem et al., 2010). 

Des Weiteren gibt es im Hinblick auf das Integrationsmuster, also die Genotoxizität der FV-

Vektoren Unterschiede zu den γ-Retroviren und Lentiviren. Es wurde gezeigt, dass FV eine 

geringere Präferenz haben in transkribierte Gene oder in Promotornähe zu integrieren 

(Nowrouzi et al., 2006; Trobridge et al., 2006). FV-Vektoren haben zudem im Vergleich zu 

gammaretroviralen, lentiviralen und SIN-MLV-Vektoren die niedrigste Wahrscheinlichkeit, 

andere Gene zu aktivieren. Dies wurde in einem Versuch gezeigt, der die Aktivierung eines 

Reportergens durch stromaufwärts liegende retrovirale Proviren untersuchte (Hendrie et al., 

2008; Nienhuis et al., 2006). Das Onkogenpotential von FV-Vektoren kann daher als niedrig 

eingestuft werden. 

 In mehreren Studien konnte zudem eine effiziente Transduktion von murinen, caninen und 

humanen mesenchymalen, sowie pluripotenten hämatopoetischen (HSZ) Stammzellen durch 

FVV gezeigt werden (Hirata et al., 1996; Josephson et al., 2002; Kiem et al., 2007; Leurs et 

al., 2003, Vassilopoulos et al., 2001; Josephson et al., 2004; Si et al., 2008; Trobridge et al., 

2009; Wiktorowicz et al., 2009). Und sogar mit sehr niedrigen Vektordosen konnten humane 

embryonale Stammzellen (ES) und ES von Makaken effizient transduziert werden (Gharwan 

et al., 2007). Auch eine erfolgreiche Repopulation foamyviral transduzierter humaner HSZ in 

subletal bestrahlten NOD/SCID-Mäusen (engl: nonobese diabetic/severe combined 

immunodeficiency mice) konnte mithilfe einer einfachen Transduktion (10 h) erzielt werden. 

Die Zellen differenzierten lymphoid wie auch myeloid und zeigten hohe und stabile (5-7 

Wochen nach Transplantation) Transgenexpressionsraten (GFP) (Josephson et al., 2004; 

Trobridge et al., 2002b).  

Den breiten Zelltropismus der FVV demonstrieren auch Studien, in denen Astrozyten und 

hippokampale Neurone effizient transduziert wurden (Liu et al., 2005; Liu et al., 2007). Die 

Eignung FVV für Transgenexpressionen, die differenzierungsabhängig vermittelt werden 

sollen, konnte mit Transduktion einer neuronalen multipotenten Vorläuferzelllinie gezeigt 

werden, in der die Transgenexpression (EGFP) mit einem spezifischen Promoter erst 

während der Astrogenese stattfand (Rothenaigner et al., 2009). In einer kleinen initialen 

Studie wurden 2008 FV- und LV-Vektoren mit gleichen Titern in die Gehirne adulter Ratten 

injiziert und verglichen. Nach einer Woche war das mit den FVV transduzierte Areal 
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signifikant größer, als das der lentiviralen. Nach acht Wochen war jedoch eine deutliche 

Reduktion transduzierter Gewebe mit FVV zu verzeichnen. FV-Vektoren könnten sich 

demnach für kurzzeitige Gentransferstrategien im Zentralnervensystem eignen (Caprariello 

et al., 2008). FVV werden auch in vorklinischen Studien z.B. zur Korrektur der genetischen 

Defekte der β-Thalassämie und der CGD eingesetzt (Vassilopoulos und Rethwilm, 2008). 

Und in einem murinen Modell konnte mit Hilfe von FVV eine funktionelle Rekonstitution des 

Fanconi C-Genes erzielt werden (Si et al., 2008). Die Fanconi-Anämie ist eine autosomal 

rezessive Erbkrankheit die mit kongenitalen Fehlbildungen, Knochenmarksversagen und 

einem erhöhtem Neoplasie-Risiko einhergeht. Die Erkrankung betrifft das DNA-

Reparatursystem (ca. 15 assoziierte Gene), was u.A. zum vermehrten Absterben von 

blutbildenden Zellen führt (Kutler et al., 2003; Rosenberg et al., 2005).  

Ein großer Erfolg wurde mit der Heilung einer Erbkrankheit in einem klinisch relevanten 

Großtiermodell der LAD (engl.: Leukocyte Adhesion Deficiency) mit FV erzielt. Die LAD ist 

eine genetische Immundefizienz, verursacht durch eine Mutation in der β-2 Integrin-

Genuntereinheit (CD18). Dadurch wird der CD11-CD18-Adhäsionsfaktor nicht auf der 

Leukozytenoberfläche exprimiert und die Leukozyten können aufgrund der fehlenden 

Adhäsion am Endothel nicht zur entzündlichen Stelle gelangen. Dies äußert sich als letale 

Immunschwäche (Bauer et al., 2004; Malech und Hickstein, 2007). In einem Hundemodell 

der LAD (CLAD, canine LAD), konnte durch FV vermittelte CD18-Transgenexpression in den 

caninen Stammzellen eine Heilung der Hunde erzielt werden (Kiem et al., 2007; Bauer et al., 

2008). Die FV-Vektoren exprimierten das canine CD18 von einem internen Promoter 

(internal murine stem cell virus promoter, MSCV) (Hawley et al., 1994). Es ist gelungen, 

durch die Korrektur des mutierten Gens mit FV-Vektoren eine im Schnitt drei- bis vierfach 

höhere Anzahl an korrigierten Leukozyten nachzuweisen als mit verwendeten 

gammaretroviralen Vektoren (Bauer et al., 2006; Vassilopoulos und Rethwilm, 2008; Hai et 

al., 2008). Die Untersuchung der chromosomalen Lokalisation von über 800 Proviren, isoliert 

aus Blutzellen von vier therapierten CLAD Hunden, zeigte dass 26 davon im 30 kb Bereich 

von bekannten zellulären Proto-Onkogenen lagen (Bauer et al., 2008), was einer zufälligen 

Integration entspricht und gegen einen genotoxischen Effekt der FV-Vektorintegration. 

Demgegenüber zeigte eine entsprechende CLAD Studie mit gammaretroviralen Vektoren, 

dass diese nicht zufällig integrieren (Hai et al., 2008). Bis heute zeigen die gentherapierten 

Hunde keine Nebenwirkungen und auch ein silencing der Transgenexpression ist nicht zu 

verzeichnen (Vassilopoulos und Rethwilm, 2008). Die neuesten Ergebnisse 36 bis 42 

Monate nach der Behandlung, zeigen zwar dass die FVV auch u.A. in der Nähe von Proto-

Onkogenen integrieren, dies aber nicht zwingend zu maligner Transformation führen muss 

(Ohmine et al., 2010). Neue Erkenntnisse in Zusammenhang mit den CLAD-Studien zeigen 

interessanterweise, dass der foamyvirale CD18 exprimierende Vektor, in dem der virale 
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MSCV Promoter durch den schwächeren zellulären PGK (Phosphoglyeratkinase) Promoter 

ersetzt wurde, nicht in der Lage war die Hunde zu heilen (Bauer et al., 2011). 

Kein integrierendes Vektorsystem wird wohl je als komplett sicher angesehen werden 

können. Sicherheitsvorkehrungen, wie die Entwicklung von Transaktivierungsassays 

(Hendrie et al., 2008; Bokhoven et al., 2009), sowie die Minimierung der viralen 

Vektorsequenzen (Wiktorowicz et al., 2009) und die möglicherweise bessere Eignung 

zellulärer Promotoren (Zychlinski et al., 2008) sind deswegen Gegenstand intensiver 

Forschung und mögliche Wegbereiter der FVV in die Klinik. 

 

2.8  Fragestellung 

Der intraartikuläre Transfer von anti-inflammatorischen Genen (z.B. des Interleukin-1 

Rezeptorantagonisten - IL1RA) wurde bereits erfolgreich in Tiermodellen der RA und 

mehreren präklinischen Studien eingesetzt. Die klinische Anwendung dieser Technologie ist 

dabei essentiell von Vektoren abhängig, die in der Lage sind, effizienten intraartikulären 

Gentransfer und stabile Transgenexpression in vivo zu gewährleisten. Im Unterschied zu den 

gebräuchlicheren orthoretroviralen Vektoren leiten sich FV-Vektoren von apathogenen 

Elternviren ab und zeichnen sich durch ein vorteilhaftes Integrationsmuster in das zelluläre 

Genom aus. Das Projekt zielt auf die Entwicklung eines indirekten Gentransferansatzes zur 

Arthritistherapie mit foamyviralen Vektoren (FVV). Als erster Schritt werden FVV generiert, 

welche die cDNAs des humanen oder Ratten IL1RA exprimieren. Nach eingehender in vitro 

Charakterisierung mit verschiedenen Zelllinien und primären Zellen, sollten die Vektoren für 

einen indirekten Gentransferansatz in vivo zur Anwendung kommen. Nach intraartikulärer 

Injektion foamyviral transduzierter Synovialfibroblasten in Wistar und athymischen 

Nacktratten sollte die i.a. hIL1RA Expression im Zeitverlauf ermittelt, sowie Experimente zur 

Biodistribution durchgeführt werden. 
 

 

 

Abb. 4: Schematische Darstellung des Vorhabens.
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3 Material 

3.1 Geräte  

Nachstehend ist eine Auswahl wichtiger Geräte aufgeführt: 

Gerät Hersteller/Lieferant, Typbezeichnung 

Arbeitswerkbank Gelaire, BSB 4A 

Brutschrank Heraeus, CO2 begast 

ELISA-Reader Tecan 

FACSCalibur (Durchflusszytometrie) Becton & Dickinson 

FACSDiva (Zellsortierung) Becton & Dickinson 

Fluoreszensmikroskop Leitz, DMIRES 2 

Photometer Eppendorf, Biophotometer 6131 

Real-Time Thermocycler BioRad, iCycler iQ  

Sterilwerkbank Gelaire Flow Laboratories, BSB4A 

Zentrifuge Heraeus, Multifuge 1sr 

Zentrifuge Sorvall, Evolution RC 

3.2 Material 

Plastikmaterial wurde bezogen von: Costar, Eppendorf, Falcon, Greiner, Nunc und Roth. 

Sonstiges:  

Material Firma, Lieferant 

Freeze ‘N Squeeze Spin Columns BioRad 

Sterilfilter (Porengröße: 0,22  und 0,45 µm) Schleicher & Schüll 

Wizard Minicolumns Promega 

Polyallomerflaschen 50 ml  

(#253211) für SS-34 Rotor  
Beranek Laborgeräte 

 

Materialien für die tierexperimentellen Arbeiten: 

Produkt  Firma  

BD Micro-FineTM + Demi Insulinspritzen (0,3mm (30G) y 8mm) U-100 BD 

Collagenase NB4  Serva 

FORENE  (Isofluran, Inhalationsnarkotikum) ABBOTT 

Tramal Tropfen GRÜNENTHAL 
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Steriles OP-Besteck sowie Nahtmaterial und Hautdesinfektionsmittel wurde aus der 

Orthopädischen Klinik König-Ludwig-Haus (Würzburg) bezogen. 

3.3 Chemikalien 

In dieser Arbeit wurden Chemikalien von folgenden Herstellern verwendet: Applichem, MBI 

Fermentas, Invitrogen, Merck, Roth und Sigma-Aldrich. Falls ein Produkt eines bestimmten 

Herstellers gezielt eingesetzt wurde, wird dies gesondert erwähnt. 

 

3.4 Computerprogramme und Internetseiten 

Programm Internetseite/ Firma 

Adobe Photoshop 7.0 Adobe Systems Inc. 

Ape-A Plasmid Editor M. Wayne Davis 

Microsoft Office 2004 Microsoft 

NCBI-Blast http://www. ncbi.nlm.nih.gov/blast/ mmtrace.html 

FlowJo Software Tree Star Inc. 

CellQuest Software Becton-Dickinson 

Endnote X3  ResearchSoft 

Softmax®PRO3.0 Molecular Devices 

Graphpad Prism 5.0 Graphpad 

 

3.5 Enzyme und Reaktionspuffer 

Enzym  Firma  

Calf-Intestine Phosphatase (CIAP) Fermentas 

Pwo-DNA-Polymerase Peqlab 

peqGOLD Taq-DNA-Polymerase Peqlab 

RNaseA Roth 

T4 DNA-Ligase Fermentas 

Collagenase NB 4 Serva Electrophoresis 

 

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von Fermentas und New England Biolabs 

erworben. Die mit den Enzymen verwendeten Puffer wurden jeweils vom Hersteller mit den 

entsprechenden Enzymen geliefert.  
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3.6 Reaktionskomplettausstattungen (Kits) 

Kit Firma 

BigDye™ Terminator 1.1 Biosystems 

GenElute™ Gel Extraction Kit Sigma Aldrich 

GenElute™ PCR Clean-Up Kit Sigma Aldrich 

iScript cDNA Synthesis Kit BioRad 

PCR-Purification Kit Qiagen 

peqGOLD PCR Master Mix S peqLab 

NucleoBond PC 500  Macherey & Nagel 

RNeasy Mini Kit Qiagen 

Nucleospin RNA II isolation kit Macherey & Nagel 

DNeasy Blood and Tissue Kit Qiagen 

QuantiFast SYBR Green PCR Kit Qiagen 

DY201 (human IL1β) ELSIA R&D 

DY280 (human IL1RA) ELSIA R&D 

DY501 (rat IL1β) ELISA R&D 

rat IL1RA ELISA Cusabio (über Biotrend) 

PGE2 Assay  R&D 

BD OptEIATM TMB Substrat Reagent Set  R&D 

QIAshredderTM Qiagen 

 

3.7 Größenstandards 

Nukleinsäurelängenstandards  Firma  

Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker Fermentas 

MassRuler™DNA Ladder, High Range Fermentas 

MassRuler™DNA Ladder, Ladder Mix Fermentas 

MassRuler™DNA Ladder, Low Range Fermentas 

O´RangeRuler™ 50bp DNA Ladder Fermentas 

λ-HindIII Marker eigene Herstellung 

λ-PstI Marker eigene Herstellung 
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3.8 Puffer und Lösungen 

Lösung/Puffer Zusammensetzung 

Phosphate Buffered Saline (PBS) 137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
4,3 mM Na2HPO4 
1,4 mM KH2PO4 
1,5 mM CaCl2 
1,0 mM MgCl2 

  

Tris-Acetat Puffer (TAE) 50x 2,0M Tris pH 8,0 
0,1M EDTA 
1,0M CH3COOH 

  
Transformationspuffer I  
(Herstellung kompetente E-coli Bakterien) 
  
 

30 mM Kaliumacetat  
100 mM RbCl2  
10 mM CaCl2  
50 mM MnCl2  
15 % Glycerin  
Mit 10% Essigsäure pH 5,8 einstellen. 

  
Transformationspuffer II  
(Herstellung kompetente E-coli Bakterien) 

10 mM MOPS  
100 mM RbCl2  
75 mM CaCl2  
15 % Glycerin  
Mit 1 M KOH pH 6,5 einstellen und 0,2 µm 
steril filtrieren. 

  
Ampicillin Stammlösung 100 mg/ml Ampicillin Natriumsalz  

Sterilfiltrrration mit 0,2 µm Filter, 
aliqoutieren, Lagerung bei -20°C. 

  
ATV (adjusted trypsin-versen) 
 

8 g NaCl 
400 mg KCl 
1 g D-Glucose 
580mg NaHCO3 (pH7,2-7,4) 
500mg Trypsin 
300mg Versen 
ad 1 L dH2O 

  

Polyethylenimin (PEI) Stocklösung 100 mg/ml PEI (Polysciences, Inc.) 
Sterilfiltration mit 0,2 µm Filter, Lagerung 
bei -20°C 

  

Natriumbutyrat (50 x) 500 mM Na-Butyrat in PBS gelöst  
Sterilfiltration mit 0,2 µm Filter, Lagerung 
bei 4°C  

  

FACS-Puffer 
 

0,1 % Rinderserumalbumin (BSA)  
0,02 % Natriumazid  
in PBS 
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Collagenase (NB4, Serva) Stammlösung: 1,25 U/ml  
in Dulbecco`s PBS (DPBS) lösen 
aliquotiert bei -20°C lagern 

  

4% Formalin-Lösung (phosphate-buffered 

paraformaldehyde, PFA) 

 

4 g Paraformaldehyd  
~ 75 ml 1x PBS 
Erhitzen auf einem Magnetrührer 
(55-60°C), Temp. 5 min halten, dann 
Zugabe von  NaOH (~100 to 150 µl) bis die 
Lösung klar ist, pH 7,4 einstellen,  
danach ad 100 ml mit 1x PBS. 

  

Bromphenolblau-Lösung für Agarose-Gel-

Elektrophorese 

0,25 % Natriumsalz-Bromphenolblau 

(BPB)  

30 % Glyzerin (steril) in A.dest. 

 

Minipräparation mit Diatomeen-Erde:  

Lösung/Puffer  Zusammensetzung  

Diatomeen-Lösung 10 g Diatomeen-Erde 
500 µl HCl 
ad 50 ml ddH2O 

  

L6-Lösung (lichtgeschützt gelagert) 100 ml 0,1M Tris HCl pH 6,4 
8,8 ml 0,5M EDTA pH 8,0 
2,6 ml Triton X100 
13,2 ml ddH2O 
120 g Guanidin (Thiocyanatsalz) 

  

Puffer I  20 mM Tris pH 7,5 
4 mM EDTA pH 8,0 
40 µg/ml RNase 

  

Puffer II 0,2 N NaOH 
1 % (w/v) SDS 

  

Puffer III 3 M Kaliumacetat 

  

Waschpuffer 100 mM NaCl 
10 mM Tris-HCl pH 7,5 
2,5 mM EDTA pH 8,0 
50 % Ethanol 
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Hemalaun-Eosin (H&E)-Färbung:  

Lösung/Puffer Zusammensetzung 

Hemalaunlösung 6 g Hematoxylin 
1 g Natriumiodat 
250 g Aluminiumsulfat 
250 g Chloralhydrat 
5 g Citronensäure 
Ad 5 l ddH2O 

  

1 % Eosinlösung 1 g Eosin 
Ad 100 ml ddH2O 
1 Tropfen Essigsäure  

 

Alcianblau-Färbung: 

Lösung/Puffer Zusammensetzung 

Alcianblau-Lösung 0,1 g Alcianblau 8 GX 
Ad 100 ml ddH2O 
3 ml Eisessig 

  

Kernechtrot 5 g Aluminiumsulfat 
A 100 ml H2O 
Erhitzen bis zum Kochen 
0,1 g Kernechtrot zugeben 
Nach Abkühlen filtrieren 

 

3.9 Medien 

Medium Zusammensetzung 

LB-Medium (flüssig) 

 
 

20 g GIBCO BRL LB Broth Base  
ad 1 l ddH2O, autoklavieren. 
Antibiotika-Supplementation nach Abkühlen: 
Ampicillin [100 µg/ml] 

  

LB-Agar  
 

1,6 % (w/v) Agar in 
LB-Medium (Nährmedium Bakterien)  
autoklavieren, auf ca. 50°C abkühlen, 
Antibiotika-Supplementation: 
Ampicillin [100 µg/ml], Kanamyzin 
(50 µg/ml), Chloramphenicol (34 µg/ml) 

  

SOC-Medium 
 

95 ml LB-Medium  
1 ml 1 M MgCl2  
1 ml 1 M MgSO4  
2 ml 1 M Glucose  
0,2 µm sterilfiltriert 
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Stammlösungen der Medienzusätze zur chondrogenen Di fferenzierung  

L-Ascorbic acid 2-phosphate sesquimagnesium salt  (50 mg/ml) 

MG = 289,5 g/mol 

in Aqua bidest. lösen  

sterilfiltrieren und aliquotiert bei -20°C lagern 

 

Dexamethason (1 mM = 1 µmol/ml) 

MG = 392,5 g/mol 

in 10 ml 100% EtOH lösen 

aliquotiert bei -80°C lagern 

 

Pyruvat  (Pyruvic acid sodium salt; 100 mg/ml) 

MG = 110 g/mol 

in Aqua bidest. lösen 

sterilfiltrieren und aliquotiert bei -20°C lagern 

 

 

Medium Zusammensetzung 

Komplettmedium für 293T Zellen 10 % (v/v) Fötales Kälberserum (FCS) 
500 µg/ml L(+)-Glutamin 
100 µg/ml Penicillin/Streptomycin 
in MEM (Modified eagle´s Medium, 9,6 g/l 
Invitrogen #41500-083, 2,2 g/l NaHCO3 
Hausmedium) 

  

Komplettmedium für HT1080 Zellen 

 

10 % (v/v) Fötales Kälberserum (FCS) 
100 µg/ml Penicillin/Streptomycin 
in DMEM (Dulbecco´s modified eagle´s 
medium) (Gibco) 

  

Komplettmedium für Tert-4 Zellen 10 % (v/v) Fötales Kälberserum (FCS) 
100 µg/ml Penicillin/Streptomycin 
in MEM with Earle`s Salts (PAA) 

  

Komplettmedium für MSZ 10 % (v/v) Fötales Kälberserum (FCS) 
100 µg/ml Penicillin/Streptomycin 
in DMEM/Ham's F-12 (PAA) 

  

Einfriermedium 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)  
90 % Fötales Kälberserum (FCS) 
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L-Prolin  (Stammlösung mit 40 mg/ml) 

MG = 115,1 g/mol 

in Aqua bidest. lösen 

sterilfiltrieren und aliquotiert bei -20°C lagern 

 

Recombinant Human Interleukin-1 ββββ , (IL1ββββ) (R&D Biosystems)  

(Stammlösung mit 10 µg/ml) 

in PBS mit 0,1 % BSA lösen 

aliquotiert bei -20°C lagern 

 

Recombinant Transforming growth factor ß1, (TGFß1) (R&D Biosystems)  

(Stammlösung mit 10 µg/ml) 

in 4 mM HCl mit 1 mg/ml BSA lösen 

aliquotiert bei -20°C lagern 

 

Chondrogenes Differenzierungsmedium:  

DMEM High Glucose (4,5 g/l) 

(PAA) + 

Pen/Strep [100 µg/ml] 

10 ml 
Endkonzentration: 

 

L-Ascorbic acid-2-phosphate 10 µl 50 µg/ml 

Dexamethasone 1 µl 1 µM 

Pyruvate 10 µl 100 µg/ml 

L-Proline 10 µl 40 µg/ml 

ITS+1 100 µl 1% 

TGFß1 (R&D) 10 µl 10 ng/ml 

 

3.10  Bakterienstämme 

Spezies Stamm Bezugsquelle 

Escherichia coli TOP10F´ Invitrogen 

Escherichia coli DH5α Invitrogen 

Escherichia coli XL2-Blue Stratagene 
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3.11  Zelllinien 

Zellen Beschreibung Bezugsquelle 

HEK-293T 

Humane embryonale Nierenzelllinie, 
die das SV40 große T-Antigen stabil 
exprimiert; adhärent (Du Bridge et al, 
1987). 

ATCC: CRL-11268 

   

HT1080 
Humane Fibroblastensarkom Zellen; 
Verwendung zur Transduktion mit 
viralen Vektoren; adhärent. 

ATCC: CCL-121 

   

hMSZ-Tert-4 (Tert-4) 

Humane mit der katalytischen 
Untereinheit der Telomerase 
immortalisierte mesenchymale 
Stammzelllinie  

Moustapha Kassem 
(Odense, Dänemark) 

   

hMSZ Primäre humane mesenchymale 
Stammzellen (MSZ) 

(Friedenstein et al., 
1982; Nöth et al., 2002) 

Synovialzellen / 
Synovialfibroblasten (SF) 

Primäre Synovialzellen von Wistar 
und athymischen nude Ratten; isoliert 
aus Synovialgewebe der Kniegelenke. 

Gegenstand dieser 
Arbeit 

 

Alle Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO 2 Begasung kultiviert. 

 

3.12  Vektorplasmide 

Bezeichung Beschreibung/ Eigenschaften Bezugsquelle  

pMD9 PFV Vektor mit EGFP Marker, enthält CASI und 
CASII 

(Heinkelein et al., 
2002) 

   

pBF014 PFV Vektor mit IRES (ECMV) B. Klüpfel, nicht 
publiziert 

   

pNA1 PFV Vektor mit EGFP Marker und human IL1RA 
Transgen 

Dieser Arbeit 

   

pNA2 PFV Vektor mit EGFP Marker und rat IL1RA 
Transgen 

Dieser Arbeit  

   

pNA3 PFV Vektor mit mRFP Marker und IL1β Transgen Dieser Arbeit 

   

pNA4 PFV Vektor mit EGFP Marker und EF-1α Promoter Dieser Arbeit 

   

pCZlgag2 CMV-getriebenes Expressionsplasmid für  
PFV-Gag 

(Heinkelein et al., 
2002) 
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Bezeichung Beschreibung/ Eigenschaften Bezugsquelle  

pCZlpol CMV-getriebenes Expressionsplasmid für 
PFV-Pol 

(Stange et al., 
2005) 

   

pCZ-
HFVenvEM002 

CMV-getriebenes Expressionsplasmid für  
PFV-Env 

(Lindemann und 
Rethwilm, 1998) 

   
pKG84 PFV Vektor mit Expressionskassette 

für EGFP unter dem CMV-Promoter  

(Gärtner et al., 
2009) 

   
pCDNA3.1+ 
hIL1RA 
 

Expressionsplasmid (Invitrogen); mit eingefügten 
hIL1RA Transgen 

Dieser Arbeit 

   
pSJ03 PFV Vektor mit Expressionskassette für 

mRFP 

(Diplomarbeit 
Stefanie Jaitner, 
nicht publiziert) 

   
 

 

 

Abb.5: Vektorkarte MD9. ∆LTR – deletierte Long Terminal Repeats; CASI/II – cis-aktive 

Senquenz I und II; Amp – Ampizillinresistenzgen; EGFP – Grün fluoreszierendes Protein; U3 

– Promoter des Spleen Focus Forming Virus (SFFV); IRES – internal ribosomal entry site. 
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Abb. 6: Übersicht / Schematische Darstellung der ve rwendeten Vektoren.   

(Dargestellt als Provirusintegrate). MCS – multiple cloning site; IL1RA – Interleukin-1 

Rezeptorantagonist; mRFP – monomeric red fluorescent protein. 

 

 
 

3.13  Primer und Oligonukleotide 

Klonierungs- und Sequenzierprimer wurden von der Firma Sigma-Aldrich synthetisiert und 

entsalzt. Als Primer für die Realtime PCR wurden QuantiTect® Primer Assays von Qiagen 

verwendet.  

 

Validierte QuantiTect® Primer Assays  für die Realtime  PCR von Qiagen :  

human β-Actin (QT01680476) 

human GAPDH (QT01192646) 

rat GAPDH (QT00199633) 

rat β-Actin (QT00193473) 

EGFP (QT01171611) 
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Primername / Gen Sequenz (5`- 3`) 

Klonierungs- und Sequenzierprimer 

GCTCTAGAATGGCAGAAGTACCTGAGCTCG 
hIL1beta_hin_Xba / hIL1beta_rück_Xba  

GCTCTAGATTAGGAAGACACAAATTGCATG 

GCCTCGAGATGGAAATCTGCAGAGGCCTC h_IL1Ra_hin_Xho / h_IL1Ra-rück_Xba  

(Nr. 257 / 258) GCTCTAGACTACTCGTCCTCCTGGAAGTAGA 

GCCTCGAGATGGAAATCTGCAGGGGAC rIL1RA_hin_Xho / rIL1RA_rück_Xba  

(Nr. 259 / 260) GCTCTAGACTATTGGTCTTCCTGGAAG 

GCTCAGCGCTCGTGAGGCTCCGGTGCCCGT 
fw_Eco47III_EF1a / rev_AscI_EF1a 

GCGGCGCGCCTCACGACACCTGAAATGGAAGAA 

F_Sequ_BF014_4609-4589 (Nr. 263) GGCCTTATTCCAAGCGGCTTC 

F_Sequ_BF014_3863-3883 (Nr. 262) GCCTGCTTCTCGCTTCTGTTC 

F_Sequ_hIL1RA_270-290 (Nr. 261) GTGCCTGTCCTGTGTCAAGTC 

EF-1a_fw_1054 (Nr. 707) GGGTGGAGACTGAAGTTAGG 

EF-1a_rv_144 (Nr. 708) ACACGACATCACTTTCCCAG 

pBF014-Linkersequenz (Nr. 64) GATCCGGTGGCCTCGAGAATGACTCTAGAGCAGGTG 

pBF014-Linkersequenz (Nr. 63) GATCCACCTGCTCTAGAGTCATTCTCGAGGCCACCG 

Sonstige 

GGCCTCCGCAGTCACCTAATCACTCT LC_secr_hIL1RA (Realtime PCR Primer)  

(Palmer et al., 2002) TTGACACAGGACAGGCACAT 

EGFP_Fw2 GCGACGTAAACGGCCACAAG 

EGFP_Rev1 TCACGAACTCCAGCAGGACC 

Knorpelspezifische Gene 

GCCTTGAGCAGTTCACCTTC 
Aggrecan 1 (AGN) 

CTCTTCTACGGGGACAGCAG 

ACAGTGGCTTTGAACCTGGA 
Biglycan (BGN) 

TCATCCTGATCTGGTTGTGG 

CAGGACGACTTTGATGCAGA 
Cartilage oligomeric protein (COMP) 

AGGCTGGAGCTGTCCTGGTA 

TTTCCCAGGTCAAGATGGTC 
Collagen type II, alpha 1 (Col II)   

CTTCAGCACCTGTCTCACCA 

AGGTGATTATCCTGAACCATCC 
EF-1α (Referenzgen) 

AAAGGTGGATAGTCTGAGAAGC 
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4 Methoden 

4.1 Zellbiologische Methoden 

4.1.1 Kultivierung adhärenter Zellen 

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2-Zufuhr kultiviert. Die Zentrifugation 

von Zellen erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, bei Raumtemperatur für 3 Minuten und 

1200 rpm (Multifuge 1S-R). Alle Medien und Lösungen wurden vor Gebrauch jeweils im 

Wasserbad auf 37°C vorgewärmt und waren steril. 

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % kultiviert. Die Zellkultur wurde 

zweimal wöchentlich passagiert. Zum Passagieren wurde zunächst der Mediumüberstand 

abgenommen und die Zellen einmal mit ATV gespült, anschließend wurden die Zellen mit 

ATV abgelöst und mit dem entsprechenden Medium 1:10- bis 1:20-fach verdünnt. Die hMSZ-

Tert-4 Zellen wurden im Verhältnis 1:4 gesplittet. 

 

4.1.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen 

Die in flüssigem Stickstoff eingefroren Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37°C 

aufgetaut, in 10 ml vorgelegtes Zellkulturmedium überführt und 5 min bei 1200 rpm 

abzentrifugiert. Es war darauf zu achten, dass der Auftauungsprozess schnell verläuft, da 

DMSO beim Auftauen sehr toxisch für die Zellen ist. Nach einem weiteren Waschschritt, 

wurden die Zellen in 10 ml frischem Zellkulturmedium aufgenommen und in einer kleinen 

Zellkulturflasche kultiviert. 

Zum Einfrieren von Zellen wurde die Zellkultur erst mit ATV abgelöst, einmal mit PBS 

gewaschen und bei 1200 rpm 5 min lang pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das 

Sediment in ca. 1 ml eiskaltem Einfriermedium aufgenommen und in Kryotubes überführt. 

Die Zellen wurden über Nacht in einer Einfrierbox bei – 80 ºC eingefroren und am nächsten 

Tag in flüssigen Stickstoff überführt. 
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4.1.3 Transfektion von eukaryotischen Zellen mittel s Polyethylenimin 

(PEI) zur Produktion foamyviraler Partikel 

Bei der Transfektion werden fremde Nukleinsäuren (z.B. Plasmide) von eukaryotischen 

Zellen aufgenommen. Verschiedene Reagenzien erlauben auf unterschiedliche Weisen das 

Einschleusen von fremder Nukleinsäure. Es handelte sich hierbei immer um transiente 

Transfektionen, da die in den eukaryotischen Zellen eingebrachte Fremd-DNA im Laufe der 

Zellteilungen verloren geht. Polyethylenimin ist ein kationisches Polymer, welches 

Nukleinsäure-bindende und -kondensierende Eigenschaften besitzt. DNA-Polykation-

Komplexe werden effizient von verschiedenen Zellarten durch Endozytose aufgenommen. 

Der so genannte „Protonsponge-Effekt“ des Polykations wirkt einer intrazelluläre 

Degradierung entgegen, so dass ein effizienter Gentransfer stattfinden kann (Boussif et al., 

1995; Kircheis et al., 1997). 

Zur Gewinnung von FVV, die nur eine Replikationsrunde durchlaufen können, wurde das 

Vier-Plasmidsystem verwendet. 293T Zellen wurden mit vier CMV–Promotor getriebenen 

Plasmiden transfiziert. Drei Expressionsplasmide kodierten jeweils das FV Gag, Pol und Env 

Protein und das vierte eine verpackbare RNA als Vektor, die zusätzlich unter einem 

separaten Promotor das Markergen EGFP kodierte, welches eine Infektionsanalyse via 

Durchflusszytometrie ermöglichte (Heinkelein et al., 2002). Das PFV-Vektorsystem bestand 

aus den Helferplasmiden pCZIgag2, pCZIpol und pCZ-HFVenvEM002 und dem 

Vektorplasmid pMD9, pBF014, pNA1-4 oder pKG84. 

Ein Tag vor der Transfektion wurden 6 x 106 293T Zellen in 8 ml Medium pro 10 cm 

Zellkulturschale ausgesät. Am nächsten Tag wurde der Transfektionsansatz aus DNA, PEI 

und Medium ohne Zusätze angesetzt und 20-30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 

wurde der Transfektionsansatz vorsichtig auf die Zellen aufgetropft und die Schale leicht 

geschwenkt. Am nächsten Morgen nach der Transfektion wurde dem Medium 10 mM 

Natriumbutyrat für 6-8 h zugesetzt, anschließend erfolgte ein Mediumwechsel. Die Zugabe 

von Natriumbutyrat erfolgte, da die verwendeten Konstrukte einen CMV-Promotor enthielten, 

dessen Genexpression durch Natriumbutyrat stimuliert werden kann (Soneoka et al. 1995). 

Die Aufarbeitung des Überstandes erfolgte 48 h nach Transfektion.  

Transfektionsansatz: 
 

 

 

 

 

 

DNA-Ansatz (20µg):  

Vektor, gag, pol, env im Verhältnis: 10-5-1-1 

Medium ohne Zusätze ad 500 µl 

PEI-Ansatz :  

PEI (linear 25kD; Polysciences, Inc.) 60 µl 

Medium ohne Zusätze 440 µl 
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4.1.4 Herstellung virushaltiger Überstände 

Nach erfolgter Transfektion von 293T Zellen mit den Plasmid-DNAs wurden zellfreie 

Virusüberstände geerntet. Dazu wurde das virusenthaltende Medium mit einer sterilen 

Spritze abgenommen und durch einen 0,45 µm-Filter filtriert, um Zellen und Zelltrümmer 

abzutrennen. Der filtrierte Überstand mit den enthaltenen Vektorpartikeln wurde entweder bei 

-80°C gelagert oder weiter aufgearbeitet. Hierzu wu rde dieser in Polyallomerröhrchen 

überführt und anschließend bei 12.000 g und 4°C für  zwei Stunden zentrifugiert (SS34-

Rotor). Das die Virusvektoren enthaltende Pellet wurde in PBS oder den Zielzellen 

entsprechendem Medium resuspendiert, gevortext und 5 min auf Eis gelöst. Anschließend 

wurden die aufkonzentrierte Vektorpartikeln entweder direkt für die Transduktion verwendet 

oder bei -80°C gelagert.  

4.1.5 Transduktion von Zielzellen mit FV-Vektorpart ikeln 

1 x 104 Zellen wurden in 12-Lochplatten einen Tag vor Transduktion ausgesät und mit 

verschiedenen Verdünnungen des Virusüberstandes infiziert. Dazu wurde das Medium von 

den Zellen abgenommen und  je 1 ml einer Verdünnungsstufe pro Vertiefung auf die Zellen 

gegeben. Nach 72 h erfolgte die FACS-Analyse, wodurch die Transduktionsrate bestimmt 

wurde. Ggf. wurde vor Ablösen der Zellen der Überstand für spätere ELISA-Messungen 

abgenommen und in Aliquots bei -20°C gelagert. Die Zellen wurden mit 0,5 ml ATV pro 

Vertiefung abgelöst und für eine FACS-Analyse zur Bestimmung der „cell culture infectious 

dose 50“ (CCID50) in FACS-Röhrchen überführt.  

Die CCID50 wurde  als Kenngröße für die Infektiosität einer Vektorsuspension verwendet. 

Hierbei wurde aus den erhaltenen Transduktionseffizienzen die Verdünnung berechnet bei 

der 50 % der Zellen transduziert werden. Je kleiner also der CCID50 Wert, desto größer ist 

die Infektiosität der Vektorproduktion. Die CCID50 wurde mit dem Statistikprogramm 

GraphPadPrism®5.0 (Prism) ermittelt. Dabei wird der durchflusszytometrisch bestimmte 

Prozentsatz EGFP-positiver Zellen gegen die logarithmische Verdünnungsstufe der 

Vektorsuspension aufgetragen. Um die Vektoren zu titrieren wurde standardmäßig die 

HT1080 Zelllinie verwendet. 

4.1.6 Fluoreszenzmikroskopie 

Um die Transfektions- bzw. Transduktionseffizienz von Zellen mit  fluoreszierendem Protein 

zu überprüfen, wurden sie unter einem UV–Mikroskop kontrolliert (DMIRES 2, Leitz) und 
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fotografiert. Zu diesem Zweck wurden die Zellen in den jeweiligen Kulturschalen bei einer 

10-fachen Vergrößerung im Durchlicht betrachtet. Durch das Einschalten eines optischen 

Filters, der die zur Anregung des Farbstoffs notwendige Wellenlänge isoliert und das 

gleichzeitige Betätigen eines Farbteilers, wurden die fluoreszierenden Zellen sichtbar 

gemacht. 

4.1.7 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) 

Anhand der Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) können 

Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften von Einzelzellen in Suspension analysiert werden. 

Hierzu wird die zu untersuchende Zellsuspension über eine Kapillare in den Messbereich 

befördert. Dabei werden die Zellen durch die hydrodynamische Fokussierung des 

Flüssigkeitsstroms so beschleunigt, dass sie am Messpunkt einzeln vorliegen. Abhängig von 

Größe, Zellmembranstruktur und Granularität des Zytoplasmas wird der am Messpunkt auf 

die Zellen treffende Laserstrahl in spezifischer Weise gestreut. Das Emissionsspektrum wird 

dabei vom Durchflusszytometer (FACS Calibur, Becton & Dickinson) detektiert. So können 

die Zellen nach ihren Merkmalen sortiert und gezählt werden. Diesem Zweck dienen als 

Parameter der Forward Scatter (FSC = Vorwärtsstreulicht) und der Side Scatter (SSC = 

Seitwärtsstreulicht). Der FSC nimmt die Beugung des Lichts auf, die durch die Größe der 

Zellen bestimmt wird. Dagegen wird der SSC durch die Brechung des Lichts bestimmt, was 

Rückschlüsse auf die Granularität der Zellen zulässt.  

Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit für den Nachweis der Expression des 

enhanced green fluorescent protein (EGFP) sowie des monomeric red fluorescent protein 

(mRFP) verwendet. Diese Proteine, welche bei der Anregung durch einen Laserstrahl grün 

bzw. rot fluoreszieren, sind als Markergene weit verbreitet. Sie wurden in foamyvirale 

Vektoren als Marker eingefügt und dienten der Bestimmung der Transduktionseffizienz / 

CCID50. Zur Messung wurden die transduzierten Zellen zuerst mit ATV gewaschen und 

abgelöst. Danach wurden sie in FACS-Röhrchen mit 3 ml vorgelegtem FACS-Puffer 

überführt. Die Zellen wurden 5 min bei 1200 rpm pelletiert. Der Überstand wurde verworfen 

und die Sedimente wurden abhängig von der Größe in 100-300 µl 4 %-iger Formalinlösung 

fixiert. Danach erfolgte die Messung am Durchflusszytometer und die Auswertung der 

Ergebnisse mit der CellQuest Pro 3 und FlowJo Software (Becton & Dickinson; Tree Star 

Inc.).  
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4.1.8 Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung 

Bei der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung wird ein Sortingmodul benötigt, welches die in 

der Flusskammer entstehenden feinen Tröpfchen elektrisch aufladen kann. Darauf werden 

diese computergesteuert mittels Kondensatorplatten nach den in der Durchflusszytometrie 

gemessenen Eigenschaften und dem zuvor gesetzten Merkmalsrahmen (Gate) in sterile 

Sammelgefäße sortiert.  

Die transduzierten Zellen wurden zunächst mit PBS gewaschen, anschließend mit ATV 

abgelöst und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde je nach Größe in ein bis drei ml Medium 

aufgenommen, resuspendiert und in ein FACS-Röhrchen filtriert (70 µm). Bis zur 

Zellsortierung wurden die Zellen auf Eis gelagert. Die Zellen wurden mit Hilfe der EGFP-

Markergenexpression von der zuständigen Abteilung im Institut für Virologie mittels FACS 

lebend sortiert. Zum fluoreszenzaktivierten Zellsortieren wurde ein FACSDiVa Optima-Gerät 

von Becton Dickinson verwendet. Die sortierten Zellen wurden dabei in einem sterilen 15 ml 

Plastikröhrchen mit ~ 5 ml Medium gesammelt. Anschließend wurden diese sortierten Zellen 

gewaschen, in frisches Medium aufgenommen und in einer der Zellzahl entsprechenden 

Flasche weiterkultiviert.  

 

4.2 Mikrobiologische Methoden 

4.2.1 Kultivierung von Bakterien in Flüssigkulturen  

Zur Vermehrung von Plasmidvektoren für die Durchführung von Plasmid Mini- und 

Maxipräparationen wurden Bakterien in Flüssigkulturen über Nacht angezüchtet. Dabei 

wurde für eine Plasmid Mini-Übernachtkultur (ÜNK) 5 ml und für eine Maxi-ÜNK 150 ml 

LB-Medium in sterilen Kulturgefäßen vorgelegt und mit Ampicillin in einer Endkonzentration 

von 100 µg/ml zugesetzt. Das Animpfen der Flüssigkulturen erfolgte abhängig vom 

Verwendungszweck entweder mit einer Bakterieneinzelkolonie einer Agarplatte, 10 µl 

Bakteriensuspension einer Vorkultur oder etwas Bakterienmaterial einer Glycerinkultur, 

welche mit einer sterilen Pipettenspitze in das Medium überführt wurden. Die Kulturen 

wurden anschließend über Nacht bei 37°C unter Schüt teln zwischen 150 und 250 rpm 

inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte die Weiterverarbeitung der Kulturen oder Lagerung bei 

4°C im Kühlschrank. 
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4.2.2 Herstellung kompetenter E. coli Bakterien  

Kompetente Bakterien besitzen die Fähigkeit, Plasmid DNA aufzunehmen. Durch eine 

chemische Behandlung werden E. coli Bakterien kompetent gemacht. Von einer 

Übernachtkultur eines ausgewählten Stammes, wird 1 ml der Kultur in 100 ml LB Medium 

überführt und bei 37°C unter Schütteln (180 rpm) bi s zu einer Dichte 0,2-0,3 (OD600) 

inkubiert. Nach einer 5 minütigen Inkubationszeit auf Eis wurde die Bakterienkultur bei 4 ºC 

und 2500 rpm 10 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 

Bakterienpellet in 40 ml Transformationspuffer I resuspendiert und wieder zentrifugiert. Der 

Überstand wurde dekantiert und das Pellet in 4 ml Transformationspuffer II aufgenommen, 

15 min auf Eis inkubiert, zu je 300 µl aliquotiert und in flüssigen Stickstoff weggefroren. Die 

Lagerung erfolgte bei -80°C. 

4.2.3 Anlegen von Glycerinkulturen 

Für die dauerhafte Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden Glycerinkulturen angelegt. 

Zur Herstellung dieser wurden 850 µl einer frischen ÜNK mit 150 µl einer Glycerollösung 

bestehend aus gleichen Anteilen Glycerol und LB+-Medium versetzt und bei   -80°C gelagert. 

4.2.4 Transformation 

Unter Transformation versteht man die Aufnahme von exogener DNA in eine Bakterienzelle. 

Dabei kann ein zirkuläres Plasmidmolekül mit eigenem Replikationsursprung (origin of 

replication) im Bakterium amplifiziert und bei der Teilung weitergegeben werden. Die 

Selektion der Bakterien, welche das Plasmid aufgenommen haben, erfolgte mit Hilfe eines 

auf der Plasmid-DNA codierten Antibiotikaresistenz-Gens und Anreichern des 

Kulturmediums mit diesem Antibiotikum. 

Dazu wurden chemisch kompetente E.coli-Stämme einem Hitzeschock ausgesetzt, der die 

Bakterien befähigte, die Plasmid-DNA aufzunehmen. Zu 100 µl auf Eis aufgetauten 

kompetenten E. coli-Zellen wurde 10 µl des Ligationsansatzes pipettiert, für 30 min auf Eis 

inkubiert, ungefähr 60 sec einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und anschließend wieder 

für 3 min auf Eis abgekühlt. Dem Ansatz wurden dann 300 µl SOC-Medium zugesetzt, und 

es folgte eine Inkubationszeit von 45 - 60 min bei 37°C. Abschließend wurden die Bakterien 

bei 3000 rpm für 5 min abzentrifugiert, dekantiert, in ca. 100 µl Überstand resuspendiert und 

auf LB-Agarplatten ausplattiert, die mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt wurden. 
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Diese wurden dann über Nacht bei 37°C im Brutschran k inkubiert. Zur Aufbewahrung 

wurden die Bakterienplatten mit Parafilm abgedichtet und bei 4°C im Kühlschrank gelagert  

 

4.3 Molekularbiologische Methoden 

4.3.1 RNA Isolation aus eukaryotischen Zellen 

Für die quantitative realtime PCR, sowie die semiquantitativen Analysen der Pelletkulturen 

musste RNA isoliert werden. Dabei kamen unterschiedliche Protokolle zum Einsatz. 

4.3.1.1 RNeasy Kit  (Qiagen) 

250.000 bis 106 Zellen wurden für 3 Minuten mit 1.200 rpm sedimentiert. Der 

Zellkulturüberstand wurde verworfen und das Pellet in 350 µl Puffer RLT mit 1 % [V/V] β-

Mercaptoethanol resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in einen QIAShredder überführt 

und für 2 Minuten mit 13.000 rpm zentrifugiert. Anschließend wurde der Durchfluss mit einem 

äquivalenten Volumen 70% Ethanol versetzt und der Ansatz vorsichtig durch Pipettieren 

gemischt. Die Proben wurden dann in eine RNeasy Mini-Säule überführt. Es folgte eine 

Zentrifugation für 15 Sekunden bei 10.000 rpm. Der Durchfluss wurde verworfen und die 

Säule mit 700 µl Puffer RW1 gewaschen. Anschließend wurde die Säule auf ein neues 1,5 

ml-Reaktionsgefäß gesetzt und zweimal mit 500 µl Puffer RPE gewaschen. Der Durchfluss 

wurde erneut verworfen und die Säule für 1 Minute trocken zentrifugiert. Schließlich wurde 

die RNA in 30 bis 50µl RNase-freiem Wasser in ein RNase-freies 1,5 ml-Reaktionsgefäß 

eluiert. 

4.3.1.2 Trizol (Invitrogen) 

Die Zellen wurden in 1 ml Trizol aufgenommen, gevortext und durch mehrmaliges Aufziehen 

mit der Pipette  homogenisiert. Die Zellaggregate (Pelletversuche) wurden mittels Mikropistill 

homogenisiert. Ggf. wurden die Proben an dieser Stelle bis zur weiteren Aufarbeitung bei      

-20°C eingefroren. Die Proben wurden 5 min bei 30°C  aufgetaut und mit 200 µl Chloroform 

kräftig ausgeschüttelt (mindestens 30 s). Nach 3 min Inkubation bei 30°C erfolgte die 

Phasentrennung durch 15 min Zentrifugation bei 12.000 g. Anschließend wurde die obere 

Phase in neues Reaktionsgefäß überführt und die RNA mit 500 µl Isopropanol gefällt. Nach 

einer Inkubationszeit von 10 min bei 30°C erfolgte ein weiterer 10 minütiger 
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Zentrifugationsschritt bei 12.000 g. Anschließend wurde der Überstand verworfen und das 

Pellet mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen. Nach 5 min Zentrifugation bei 7.500 g wurde der 

Überstand wieder abgenommen und das Pellet mindestens 10 min getrocknet. Anschließend 

wurde das Pellet in 50 µl RNase freies H2O aufgenommen und entweder über Nacht bei 4°C 

oder 10 min bei 60°C gelöst. Anschließend wurde die  RNA quantifiziert und dann bei -80°C 

gelagert.  

4.3.1.3 NucleoSpin ® RNA II Kit  (Machery-Nagel) 

Die Zellaggregate (Pellets) wurden in Stickstoff durchgefroren und mittels Mikropistill 

homogenisiert, anschließend mit Lysepuffer (RA1 der Reaktionskomplettaussatattung) und 

β-Mercaptoethanol versetzt. Die RNA-Extraktion erfolgte anschließend nach 

Herstellerangaben. Die Proben wurden dabei auf der Säule einem DNase-Verdau 

unterzogen, nach multiplen Waschschritten mit entsprechenden Puffern der 

Reaktionskomplettausstattung wurde die RNA mit RNase-freiem Wasser eluiert, quantifiziert 

und dann bei -80°C gelagert.  

(Nach reverser Transkription (siehe 4.3.4) wurden die cDNAs der Pellets in semiquantitativen 

PCRs (4.3.3.1) auf chondrogene Markergene getestet. Die PCR Produkte wurden auf 

Agarosegele aufgetragen). 

4.3.2 Klonierung von DNA-Fragmenten 

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde die DNA-Sequenz von Interesse mittels PCR (vgl. 

4.3.3.1) amplifiziert, wobei rekombinante Plasmid-DNA oder cDNA als Matrize diente und 

über Starteroligonukleotide (Primer) Restriktionsschnittstellen an das PCR-Produkt eingefügt 

wurden. Der Reaktionsansatz wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt (vgl. 4.3.7) und das 

Amplifikat aus dem Agarosegel isoliert (vgl. 4.3.6). Nach einer präparativen Restriktion (vgl. 

4.3.10) des gesamten Amplifikates wurde die DNA wiederum aufgereinigt (vgl. 4.3.5) und 

quantifiziert (vgl. 4.3.9). Parallel hierzu wurde der Zielvektor präparativ restringiert, seine 5‘-

Enden dephosphoryliert (vgl. 4.3.11), anschließend aufgereinigt und quantifiziert. Nach 

Ligation der DNA-Fragmente (vgl. 4.3.12) wurden diese in E. coli-Zellen transformiert (vgl. 

4.2.4). Einzeln gewachsene Kolonien wurden gepickt und in 5 ml-Kulturen (LB-Medium mit 

entsprechendem Antibiotikum) überführt. Positive Klone, die das rekombinante Plasmid 

trugen, wurden nach Plasmid-DNA Minipräparation (vgl. 4.3.8.1) durch analytische 

Restriktion identifiziert und mit DNA-Sequenzierung verifiziert (vgl. 4.3.3.3). 
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4.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Standardmethode um 

Nukleinsäuren in vitro zu vervielfältigen. Dabei kommen als Primer bezeichnete kurze 

Oligonukeotidsequenzen zum Einsatz, die den zu amplifizierenden Sequenzbereich 

flankieren. Die Reaktion besteht aus drei sich wiederholenden Schritten. Im ersten Schritt 

wird die DNA-Matrize durch hohe Temperatur (95°C) i n Einzelstränge denaturiert. Das 

ermöglicht den zweiten Schritt, in dem die Oligonukleotide (Primer) spezifisch an die Matrize 

binden, dabei ist eine Temperaturabsenkung Voraussetzung, die unter anderem vom 

Schmelzpunkt der eingesetzten Primern abhängig ist. Nachdem der Primer an die Matrizen-

DNA gebunden hat, folgt der nächste Schritt die Elongation. Eine thermostabile Polymerase 

verwendet das 3´Ende des Primers, wodurch die Synthese der Zielsequenz eingeleitet wird. 

Durch mehrmalige Wiederholungen dieser Schritte (20-30 mal) kommt es zu einer 

expotentiellen Vervielfachung der Zielsequenz. Modifikationen an den Primern erlauben es, 

Änderungen in die synthetisierte Sequenz, wie z.B. Mutationen oder Enzymschnittstellen, 

einzufügen welche die Zielsequenz flankieren, was weiteres Klonieren mit dem Amplifikat 

ermöglicht. 

In der vorliegenden Arbeit kamen verschiedene Anwendungen der PCR vor. Zur einfachen 

Amplifikation definierter DNA-Abschnitte im Rahmen von Klonierungen sowie zur Kontrolle 

von Plasmid-DNA und Analyse genomischer DNA aus Organen der Ratten, wurde eine 

Standard-PCR durchgeführt. Zur Quantifizierung von Nukleinsäuren im Rahmen der 

durchgeführten Genexpressionsanalysen wurde eine quantitative Real-Time PCR (qRT-

PCR) angewandt. Diese erforderte außerdem ein Umschreiben zellulärer Gesamt-RNA in 

sogenannte cDNA mittels einer Reversen Transkriptions-PCR (RT-PCR).  

4.3.3.1 Standard PCR 

Für eine Standard-PCR wurde ein PCR-Master-Mix (peqGOLD PCR-Master-Mix S, Peqlab) 

mit Taq-DNA-Polymerase verwendet. Diese Polymerase mit einem Temperaturoptimum bei 

72°C wurde ursprünglich aus dem thermophilen Bakter ium thermophilus aquaticus isoliert. 

Sie besitzt keine Fehlerkorrekturlesefunktion (3’-5’ Exonukleaseaktivität und proof-reading) 

und erzeugt am 3’Ende des PCR-Produkts einen A-Überhang.  
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Pipettierschema für eine Standard-PCR mit PCR-Master-Mix (Peqlab): 

1,0 µl Plasmid-DNA (verdünnt auf 100 ng/µl) 

12,5 µl peqGOLD PCR-Master-Mix 

1,0 µl Vorwärtsprimer (100 ng/µl) 

1,0 µl Rückwärtsprimer (100 ng/µl) 

4,5 µl H2O bidest 

20,0 µl Gesamtvolumen 

 

Im Rahmen von Klonierungen, bei welchen eine fehlerfreie Amplifikation der Ziel-DNA 

notwendig war, wurde eine Pwo-DNA-Polymerase, ursprünglich stammend aus dem 

hyperthermophilen Tiefseebakterium Pyrococcus woesei, mit Fehlerkorrekturlesefunktion (3’-

5’ Exonukleaseaktivität) eingesetzt.  

Der Reaktionsansatz für Klonierungs-PCRs ergab sich wie folgt:  

 

1,0 µl Plasmid-DNA (verdünnt auf 100 ng/µl) 

1,0 µl Vorwärtsprimer (100 ng/µl) 

1,0 µl Rückwärtsprimer (100 ng/µl) 

1,0 µl dNTP-Lösung (2,5 mM) 

5,0 µl Pwo-DNA-Polymerase Reaktionspuffer(10-fach, Peqlab) 

1,0 µl Pwo-DNA-Polymerase (1 u/µl, Peqlab) 

40,0 µl H2O bidest 

50,0 µl Gesamtvolumen 

 

Die Reaktionsansätze wurden jeweils in einem 0,25 ml PCR-Reaktionsgefäß auf Eis 

pipettiert, wobei die Polymerase immer am Schluss des Ansatzes zugegeben wurde. Nach 

der Resuspension des Reaktionsansatzes wurde die Amplifikation in Thermocyclern 

(BioRad) durchgeführt, die eine automatische aber individuell programmierte Steuerung der 

Temperaturprogramme zuließen. Folgendes PCR-Programm wurde eingestellt: 

 

1 Zyklus Initiale Denaturierung 5 Minuten, 95°C 

Denaturierung 30 s, 95°C 

Primer Annealing 30 s, Temperatur je nach Primer 
25-35 Zyklen  

Elongation 
1 Minute pro 1000 Basen (Taq), 72°C  

1 Minute  pro 500 Basen (Pwo), 68°C 

1 Zyklus Finale Elongation 10 Minuten, 72°C (Taq) bzw. 68°C (Pwo) 

1 Zyklus Kühlung 4°C 
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Die Elongationszeit wurde jeweils individuell an die Länge des erwarteten Produktes und 

nach Versuchsanspruch eingesetzter Polymerase angepasst. 

Zur Analyse der PCR-Produkte wurden 5 µl der Reaktionsansätze auf ein 1 %-iges Agarose-

TAE-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 4.3.7).  

4.3.3.2 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 

Die quantitative realtime PCR basiert auf dem Prinzip der herkömmlichen PCR mit dem 

Unterschied, dass gleichzeitig eine Quantifizierung der amplifizierten DNA möglich ist. In der 

vorliegenden Arbeit erfolgte die Messung der Amplifikation mit Hilfe des Farbstoffs SYBR® 

Green I, der sich in die neu amplifizierte DNA einlagert und so zu einer Zunahme der 

Fluoreszenz während der Amplifikation führt. Am Ende jedes Zyklus erfolgte eine Messung 

dieser Zunahme, indem das emittierte Licht mittels einer im Thermocycler integrierten 

Kamera detektiert wurde. Der Anstieg an Fluoreszenzintensität war dabei mit einem Anstieg 

an amplifizierten DNA-Produkten gleichzusetzen. Ein Nachteil der Färbung ist ihre geringe 

Spezifität, welche jedoch durch die Durchführung einer Schmelzkurvenanalyse kontrolliert 

werden kann. Hierbei wird durch langsame Temperatursteigerung auf 95°C die DNA-

Doppelhelix aufgeschmolzen, wodurch der Farbstoff freigesetzt wird. Die daraus 

resultierende Abnahme der Fluoreszenz kann ermittelt werden. Da beispielsweise die 

gewünschten PCR-Amplifikate einen höheren Schmelzpunkt aufweisen als unspezifische 

Primerdimere, kann beurteilt werden, inwieweit Verunreinigungen die Messung beeinflusst 

haben könnten. Sobald diese Fluoreszenz einen bestimmten Schwellenwert überschritten 

hat, spricht man vom sogenannten Ct- oder Cp-Wert. Dieser Wert gibt die Anzahl an Zyklen 

an, die den Punkt markieren, an dem in allen Reaktionsgefäßen die gleiche Menge an 

amplifizierter DNA vorhanden ist. Unter der Annahme, dass sich mit jedem Zyklus die 

vorhandene DNA-Menge verdoppelt, entspricht ein um eine Einheit niedrigerer Ct-Wert der 

doppelten Menge an eingesetzter cDNA. Die Quantifizierung kann auf zwei Arten erfolgen, 

anhand der absoluten oder der relativen Quantifizierung. Bei der absoluten Quantifizierung 

werden die Ergebnisse anhand einer Kalibrierungskurve basierend auf einer 

Verdünnungsreihe von z.B. RT-PCR-Produkten oder in vitro transkribierter DNA 

ausgewertet. Bei der relativen Quantifizierung wird die Expression des Zielgens auf ein 

ubiquitär und homogen exprimiertes Gen (Housekeeping Gen) wie z. B. β-Actin, EF-1α, 

GAPDH oder ribosomale Untereinheiten (18S, 28S) bezogen bzw. normiert. Dies hat den 

Vorteil, dass versuchsinterne Schwankungen gleichermaßen das Zielgen wie auch das 

Housekeeping Gen betreffen. In dieser Arbeit erfolgte die Quantifizierung relativ, durch 

Normierung gegen die Referenzgene β-Actin und GAPDH.  
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Die Expression des Zielgens lässt sich unter Annahme einer maximalen Effizienz der PCR-

Reaktion nach folgender Formel berechnen: 

 

F = 2 ∆Cp(Kontrolle – transduziert) Zielgen / 2 ∆Cp(Kontrolle – transduziert) Referenzgen 

 

Dabei gibt der Faktor F an, ein Wievielfaches der Expression der untransduzierten 

Kontrollzellen die Probe aufweist (relative Expression) (Wong und Medrano, 2005). 

 

Die Real-Time PCR Reaktion wurde in einer Platte mit 96 Vertiefungen (Peqlab) 

durchgeführt. Zunächst wurde jeweils 1 µl Proben-cDNA (RNA-Isolierung siehe 4.3.1; cDNA 

Synthese 4.3.4) pro Vertiefung vorgelegt. Anschließend erfolgte die Zugabe der restlichen 

Reagenzien in Form eines Reaktionsgemischs, von dem jeweils 19 µl zu jeder cDNA 

pipettiert wurden. Ein Ansatz pro Vertiefung setzte sich wie folgt zusammen: 

 

10,00 µl SYBR Green (Qiagen) 

0,25 µl Fluorescein (BioRad) (1:1000 verdünnt)  

1,00 µl Forward-Primer  

1,00 µl Reverse-Primer 

6,75 µl DEPC-H2O 

19,00 µl Gesamtvolumen 
 

Die Proben wurden jeweils dreifach bestimmt. Nach Versiegelung der Platten durch eine 

Klebefolie (Adhesive Seal, BioRad) erfolgte der Start der PCR. Diese wurde im iCycler der 

Firma Biorad durchgeführt. 

PCR-Programm für die quantitative Real-Time PCR: 

1 Zyklus  Aktivierung der Polymerase 5 min 95°C 

Denaturierung 10 s 95°C 

Annealing und Elongation 30 s 60°C 

1 Zyklus  Denaturierung 1 min 95°C 

1 Zyklus  Startpunkt der Schmelzkurve 1 min 52°C 

86 Zyklen  Schmelzkurve mit ∆T = 0,5°C 10 s 52°C 

1 Zyklus  Kühlung ∞ 15°C 
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4.3.3.3 Sequenzier-PCR 

Bei der Sequenzierung von DNA wird die genaue Nukleotidabfolge einer DNA bestimmt. In 

der vorliegenden Arbeit wurden alle klonierten Vektor-Insert-Konstrukte einer basengenauen 

Überprüfung durch eine Cycle-Sequencing Reaktion mit einem „BigDyeTM Terminator 1.1 

Ready Reaction Cycle Sequencing Kit“ unterzogen. Das Prinzip dieses Kits beruht auf der 

Kettenabbruchreaktion (Didesoxyribonukleotid-Abbruch Methode) nach Sanger et al. 

(Sanger et al., 1977).  

Diese beruht auf einer Kettenabbruchreaktion durch den Einbau von Didesoxynukleotiden 

(ddNTPs), denen die 3’-Hydroxylgruppe fehlt. Im Reaktionsgemisch befanden sich neben 

dNTPs ddNTPs in definierter Menge, so dass sich statistisch verteilte DNA-Fragmente, die 

sich jeweils um ein Nukleotid in der Länge unterschieden, bildeten. Die Auftrennung der 

Reaktionsprodukte wurde durch eine Kapillargelelektrophorese nach der Sequenzier-PCR 

erreicht. Da die vier unterschiedlichen ddNTPs in dem Reaktionsansatz mit verschiedenen 

Fluorochromen gekoppelt waren, ließen sich jeweils die letzten Nukleotide, die zum Abbruch 

geführt haben, mit Hilfe eines Argonlasers identifizieren. Diese Detektion erfolgte im 

hauseigenen Kapillarsequencer. Im Normalfall konnten mit einer Reaktion Abschnitte mit 

einer Länge von 500 bis 800 Basenpaaren bestimmt werden.  

Folgender Ansatz wurde für eine Sequenzierreaktion angesetzt: 

3,3 µl DNA 

0,7 µl Sequenzierprimer (100 ng/µl) 

1,0 µl BigDye  Version 1.1 

5,0 µl Gesamtvolumen 

 

Die Reaktion wurde in einem Thermocycler durchgeführt. Das Standardprogramm bestand 

aus 25 Zyklen. Der Denaturierungsschritt dauerte jeweils 10 Sekunden und erfolgte bei 

96°C. Das anschließende Annealing fand für 5 Sekunden bei 50°C statt und die Elongat ion 

für 4 Minuten bei 60°C. Im Anschluss wurden die Ans ätze auf 4°C zur Aufbewahrung 

herabgekühlt. 

Alle Schritte nach der Amplifikation bis zur Ausgabe der Sequenz als Chromatogramm 

wurden von der Sequenzierabteilung im Institut übernommen. 

4.3.4 Reverse Transkriptions (RT)-PCR (cDNA-Synthes e) 

Da die Taq-Polymerase nur eine sehr schwache RNA-abhängige DNA-Polymerase-Aktivität 

besitzt, muss die isolierte RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase vor der Real-Time 

PCR in cDNA umgeschrieben werden. Hierzu wurde das iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-
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Rad) verwendet. Im Kit waren bereits oligo(dT)- sowie Hexamerprimer enthalten, so dass 

eine große Breite von cDNAs unter einer Länge von 1 kb erzeugt werden konnten.  

Die Zusammensetzung ergab sich wie folgt: 

1 µg RNA  

1,0 µl iScript Reverse Transkriptase  

4,0 µl iScript Reaction-Mix  

ad 20,0 µl Gesamtvolumen 

 

Die Reaktionsansätze wurden für 5 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert und 

anschließend für 30 Minuten bei 42°C in einen Heizb lock gestellt. Zum Abstoppen der 

Reaktion wurden die Reaktionen schließlich für 5 Minuten auf 85°C erhitzt. Dann wurden die 

Reakionsgefäße für mindestens 5 Minuten in einem Eisbad abgekühlt. Kondensierte 

Flüssigkeit wurde durch Zentrifugation wieder im Boden des Gefäßes gesammelt. Dann 

wurden 80 µl DEPC-Wasser zu den Ansätzen gegeben, so dass ein Gesamtvolumen von 

100 µl je Ansatz vorlag. Die cDNA wurde bei -20°C gelage rt. Standardmäßig wurde davon     

1 µl in eine qRT-PCR-Reaktion eingesetzt (siehe 4.3.3.2). 

4.3.5 Reinigung von PCR-Produkten 

Die Reinigung von PCR-Produkten erfolgte durch das GenElute™ PCR Clean-Up von 

Sigma-Aldrich nach Herstellerprotokoll.  

4.3.6 Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmente n aus 

Agarosegelen 

GenElute™ Gel Extraction Kit: 

Die Elution der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel erfolgte mit Hilfe des GenElute™ Gel 

Extraction Kits (Sigma–Aldrich). Für große Fragmente (über 10 kb) wurde eine weitere 

Methode mit Diatomeen-Erde angewandt. Zunächst wurden die entsprechenden DNA-

Fragmente unter schwachen UV-Licht (354 nm) sichtbar gemacht, dann mit einem 

behelfsmäßig durch Abflammen sterilisiertem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in 

ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Danach erfolgte die Isolierung der DNA aus der 

Agarose mit der Reaktionskomplettausstattung nach Angaben des Herstellers. 

Gelisolation mit Diatomeen: 

Mit dieser Methode wurde die Masse der Gelbande durch Wiegen bestimmt und 

anschließend die zweifache Volumenmenge an L6-Lösung (siehe 3.8) hinzugefügt. Im 
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Heizblock wurde sie bei 60°C geschmolzen. Der Schme lzvorgang wurde durch 

zwischenzeitliches vortexen unterstützt. Anschließend wurde der Ansatz mit 50 µl 

Diatomeen-Lösung versetzt und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde er 

jede Minute durch kurzes Aufschütteln gemischt. Während der Inkubationsphase wurde die 

Vakuumkammer vorbereitet. Nach Ablauf der fünfminütigen Inkubation wurde der Ansatz auf 

die Säulen gegeben und mittels Vakuum durchgesaugt. Es folgten vier Waschschritte mit 2 

ml Waschpuffer. Nachdem Waschen wurde die Säule auf ein neues Reaktionsgefäß 

gesteckt und für 20 Sekunden mit maximaler Geschwindigkeit trocken zentrifugiert. Dann 

konnte die DNA mit 20 bis 50 µl sterilem Wasser eluiert werden. 

4.3.7 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsäuren 

Die DNA-Agarosegelelektrophorese dient sowohl der Trennung als auch der Analyse von 

DNA-Fragmenten. Aufgrund der negativen Ladung der DNA ist es möglich, die DNA-

Fragmente im Agarosegel, an dem elektrische Spannung anliegt, der Größe nach 

aufzutrennen. Die Auftrennung erfolgt nach dem Molekulargewicht der DNA, die während der 

Elektrophorese Richtung Anode wandert. Abhängig von der Größe der aufzutrennenden 

DNA-Fragmente wurden 0,8-2 %-ige Agarosegele verwendet, die 1 µg/ml Ethidiumbromid 

enthielten. Die DNA-Proben wurden mit 6x Bromphenolblaupuffer versetzt und auf das 

Agarosegel aufgetragen. Durch Anlegen einer Spannung von 70-120 V erfolgte die 

elektrophoretische Trennung. Durch das in der DNA interkalierte Ethidiumbromid wurde der 

DNA/Ethidiumbromid-Komplex im UV-Licht sichtbar gemacht und mit Hilfe eines 

Geldokumentationsgerätes (Gel Imager, INTAS) digital aufgenommen und im Computer 

archiviert. 

4.3.8 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 

Die Methoden zur Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien basieren auf dem Prinzip 

der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Durch Zugabe einer SDS- 

/Natriumhydroxidhaltigen Lösung werden die Zellen lysiert und Proteine, chromosomale 

sowie plasmidale DNA denaturiert. Die anschließende Zugabe von Natrium- bzw. 

Kaliumacetat führt zur Präzipitation chromosomaler DNA und anderer zellulären Bestandteile 

und neutralisiert das Lysat. Plasmid DNA, welche in Lösung bleibt, kann in ihre native 

Struktur renaturieren. Sie kann anschließend entweder selektiv an eine Matrix gebunden 

(Maxipräparation) oder durch Fällung (Minipräparation) isoliert werden. Minipräparationen lag 
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eine 2-5 ml Übernachtkultur zugrunde; Maxipräparationen wurden von 150 ml 

Bakterienflüssigkulturen durchgeführt, um hohe Plasmidmengen zu erhalten. 

4.3.8.1 Minipräparation / Isolation von Plasmid-DNA  im analytischen Maßstab mit 

Diatomeen-Erde 

In Eppendorfreaktionsgefäßen wurden 1,5 ml einer Übernachtkultur für 2 Minuten mit 13.000 

rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Pellets in 150 µl Puffer I 

resuspendiert. Nach der vollständigen Wiederaufnahme des Sediments wurden 150 µl Puffer 

II hinzugeben und die Reaktionsgefäße mehrmalig geschwenkt, so dass eine anfangs 

einsetzende Trübung wieder verschwand. Zelluläre DNA und Proteine wurden durch 

Zufügen von 150 µl Puffer III und mehrmaliges Umdrehen der Reaktionsgefäße in einem 

Komplex mit SDS gefällt, der als weißer Niederschlag sichtbar war. Durch Zentrifugation für 

10 Minuten mit 13.000 rpm wurde das Präzipitat sedimentiert. Der Überstand wurde nach der 

Zentrifugation in ein neues Reaktionsgefäß dekantiert, das eine Suspension aus 900 µl L6 

und 50 µl Diatomeen-Lösung enthielt. Um der Plasmid-DNA eine Bindung an die 

Kieselgelmatrix zu ermöglichen, wurden die Ansätze für insgesamt 5 Minuten stehen 

gelassen und circa alle 60 Sekunden kurz aufgeschüttelt, um sich absetzende 

Diatomeenpartikel wieder aufzuwirbeln. Während der Inkubation wurden Filtersäulen auf 

eine Vakuumkammer gesteckt. Die Säulen enthielten eine Matrix aus Silica-Gel, welche die 

Plasmid-DNA band, während unerwünschte Kontaminanten wie Proteine, Salze usw. 

durchflossen. Nachdem die Suspension die Säule passiert hatte, wurden dreimal je 2ml 

Wasch-Lösung durchgesaugt. Im Anschluss wurden die Säulen auf Eppendorf 

Reaktionsgefäße gesteckt und 50 µl Wasser auf die Mitte der Säulenmembran pipettiert. 

Nach einer kurzen Inkubation von 5 Minuten wurde die Plasmid-DNA mittels Zentrifugation 

für 1 Minute mit 13.000 rpm eluiert. 

4.3.8.2 Maxipräparation / Isolation von Plasmid-DNA  im präparativen Maßstab  

Die Aufreinigung der Plasmid-DNA aus 150 ml ÜNK erfolgte nach Angaben des Herstellers 

mit dem Plasmid DNA Purification Kit: NucleoBond PC500 von Macherey-Nagel. In diesem 

Fall erfolgte die Reinigung der Plasmid-DNA nach der alkalischen Lyse über eine 

Anionenaustauschsäule und anschließender Fällung. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde in 

50 µl Aquadest aufgenommen. Die DNA Konzentration wurde anschließend photometrisch 

bestimmt und mit Aquadest auf eine Konzentration von 1 µg/µl DNA eingestellt. 
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4.3.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrations- und Qualitätsbestimmung der präparierten DNA erfolgte über die 

Messung der Absorption bei einer Wellenlänge von 260 und 280 nm im Photometer der 

Firma Eppendorf. Das Verhältnis der beiden Werte 260/280 gibt Auskunft über die Reinheit 

der Probe. Der Wert sollte zwischen 1,7 bis 2 liegen. Ein Wert unter 1,7 deutet auf 

Kontaminationen durch Proteine hin, liegt der Wert über 2, dann ist die Probe wahrscheinlich 

mit degradierter RNA und/oder Überschuss an freien Nukleotiden kontaminiert.  

Die zu vermessende DNA wurde in Aquadest verdünnt (Maxipräparationen bspw. im 

Verhältnis 1:100). Als Referenzprobe wurde Aquadest verwendet. Die Konzentration der 

DNA wie auch der Reinheitsgrad (RNA- und/oder Protein-Verunreinigungen) konnte man 

direkt am Gerät ablesen. Danach wurde die Probe entsprechend mit Aquadest verdünnt und 

auf eine Konzentration von 1 µg/µl eingestellt. 

4.3.10 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen 

Restriktionsendonukleasen erkennen meist palindromische spezifische Sequenzen des 

DNA-Doppelstranges und spalten diese hydrolytisch an definierten Stellen. So entstehen 

glatte oder überhängende DNA-Enden. Aufgrund ihrer Sequenzspezifität werden 

Restriktionsendonukleasen analytisch zur Überprüfung von DNA und Plasmiden anhand der 

entstehenden Bandenmuster und präparativ für weitere Klonierungen verwendet. 

Das spezifische Schneiden und Zusammenfügen der DNA stellt die Grundlage des 

Klonierens dar. Restriktionsspaltungen kamen jedoch auch für die Erzeugung spezifisch 

vorhersagbarer Fragmente zur Analyse isolierter Plasmid-DNA zum Einsatz (Kontrollverdau). 

Für einen Verdau von PCR-Produkten wurde meist der gesamte PCR-Ansatz eingesetzt, bei 

Plasmiden lag die eingesetzte DNA-Menge bei ca. 1 - 3 µg.  

Pipettierschema: 

Reaktionsansatz:  analytisch  präparativ  
DNA  1 µg  5 - 10 µg  
10x Puffer  2 µl  5 µl  
Enzym  5 U  20 U  
Aqua dest. steril  ad 20 µl  ad 50 µl  
 

Die entsprechenden Puffer wie auch Enzymmenge, Inkubations-Temperatur und -Dauer 

wurden gemäß den Herstellerangaben eingesetzt. In der Regel wurde über Nacht im 

Brutschrank bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden  die Enzyme durch Zugabe von 

Bromphenolblau-Lösung inaktiviert. Es folgte die gelelektrophoretische Auftrennung und 

Isolierung des Fragments.  
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4.3.11 Dephosphorylierung 

Um die Religation eines linearisierten Plasmids zu verhindern, wurden seine 5´Enden mit 

Hilfe des CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) Enzym dephosphoryliert. Dies verhindert 

die Bildung einer Phosphodiesterbrücke zwischen den beiden Plasmidenden. Nach dem 

Restriktionsverdau wurde 1 µl CIAP (10 U/µl) in den Ansatz beigefügt und 1 h bei 37 ºC 

inkubiert. Das Enzym wurde im Heizblock bei 85°C fü r 15 Minuten deaktiviert. 

4.3.12 Ligation 

Durch Bildung von Phosphodiesterbrücken zwischen dem 3´-Hydroxyende eines DNA-

Fragments und dem 5´Phosphatende des zweiten Fragments kann man DNA miteinander 

verknüpfen. Diese Reaktion wird durch eine ATP abhängige Ligase katalysiert. Die T4-DNA 

Ligase ist in der Lage sowohl glatte, wie auch kohäsive Enden miteinander zu verbinden. Im 

Ligationsansatz wurden immer gleichartige DNA Überhänge verwendet (entweder glatte oder 

identisch kohäsiv). Das molare Verhältnis von Vektor zu Insert betrug 1 zu 3. 

 

Pipettierschema für einen 10 µl Ligationsansatz: 

1 Teil Vektor 

1-3 Teile Insert 

1,0 µl T4-DNA-Ligase (5u/µl, Fermentas) 

1,0 µl Ligationspuffer (Fermentas) 

ad 10,0 µl H2O 

 

Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 14°C. Der ge samte Ansatz wurde zur Transformation 

chemisch kompetenter E.coli verwendet. 

4.4 Proteinbiochemische Methoden 

Zellkultur-Überstände für die Verwendung in ELISA-Messungen wurden abzentrifugiert 

(13.000 rpm, 6 min), der Überstand in neue Gefäße aliquotiert und bis zur Verwendung bei -

20°C gelagert. Die Reaktionskomplettausstattungen w urden von den Firmen R&D und 

Cusabio bezogen und nach den Anleitungen der Hersteller durchgeführt. Die kolorimetrische 

Messung erfolgte in einem ELISA-Reader (Tecan). 
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4.4.1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

ELISAs sind Mikrotiterplattentests, die zum immunologischen Nachweis und gleichzeitiger 

Konzentrationsbestimmung von Antigenen genutzt werden. Spezifische Erstantikörper gegen 

die zu messende Substanz (Antigene) werden an die Wand des Probengefäßes gebunden. 

An sie lagern sich Antigene aus der Probenlösung an. Enzym-tragende Sekundärantikörper 

werden zugesetzt, die an jedes, im ersten Schritt fixierte Antigenmolekül binden. Die 

Enzymaktivität des über Antikörper-Antigen-Antikörper (Sandwich-Technik) an der 

Probengefäßwand gebundenen Enzyms wird nach Zugabe des entsprechenden Substrates 

photometrisch gemessen. Dabei ist die Substratumsetzung dem Enzymgehalt und somit 

auch dem Antigengehalt direkt proportional. In der vorliegenden Arbeit wurden ELISA-Tests 

zum Nachweis des Zytokins hIL1RA, IL1RA der Ratte und hIL1β eingesetzt. 

Der Nachweis des humanen Interleukin-1-Rezeptorantagonisten (hIL1RA) erfolgte mittels 

DuoSet Elisa Development kit von Quantikine (R&D Systems) nach Herstellerprotokoll. Die 

Detektion erfolgte hier durch monoklonale biotinkonjugierte Antikörper sowie ein HRP-

gekoppeltes Streptavidin-Konjugat anhand der enzymatischen Umsetzung von 3,3,5,5`-

Tetramethylbenzidin (TMB). Dieses bildet ein blaues Reaktionsprodukt, welches beim 

Abstoppen der Reaktion durch Schwefelsäure in ein gelbes Endprodukt überführt wird 

(Messung bei 450 nm). 

Die Zellkulturüberstände wurden standardmäßig Verhältnis 1:4 verdünnt, wurden die Proben 

vor der Messung nicht bei -20°C durchgefroren, wurd en diese höher verdünnt (1:20 - 1:100).   

Ebenso wurde mit dem DuoSet Elisa Development kit von Quantikine (R&D) für human IL1β 

und dem ELISA kit für den Ratten IL1RA (Cusabio) nach Herstellerprotokoll verfahren. 

4.4.2 PGE2-Assay 

Um PGE2 in Zellkulturüberständen zu messen, wurde ein kit von R&D verwendet. Auch hier 

wurde nach Herstellerangaben verfahren. Der Assay basiert auf einer kompetitiven Bindung 

an einen monoklonalen Antikörper (mouse), zwischen der PGE2 Menge der zu 

analysierenden Probe und einer definierten Menge an HRP-gekoppeltem PGE2. Während 

der Inkubationszeit bindet der Antikörper an den auf der Mikrotiterplatte vorgebundenen goat 

anti-mouse Antikörper. Nach Waschen und Substratzugabe erfolgte die Messung bei 450 

nm. Der Farbreaktion liegt die enzymatischen Umsetzung von TMB zugrunde. Die Intensität 

ist dabei umgekehrt proportional zur PGE2 Menge in der Probe.  
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4.5 3D-Pelletkulturen / Chondrogene Differenzierung  in vitro 

4.6 Kultivieren von hMSZ  

Die Isolation von primären humanen adulten mesenchymalen Stammzellen (hMSZ) aus dem 

Knochenmark wurde im Orthopädischen Zentrum für Muskuloskelettale Forschung (König-

Ludwig-Haus) vollzogen. Die hMSZ wurden aus dem Hüftkopf von Patienten, denen eine 

Hüftendoprothese implantiert wurde, isoliert. Dabei wurde ein von Haynesworth et al. 

entwickeltes Protokoll, modifiziert nach Nöth et al. verwendet (Haynesworth et al., 1992; 

Nöth et al., 2002). 

Kurz zusammengefasst wurde dabei spongiöser Knochen mit einem scharfen Löffel aus dem 

Hüftkopf gewonnen und mit Medium (DMEM/Ham’s F-12, FCS, Antibiotika und L-Ascorbat-2-

Phosphat) gewaschen (1200 rpm, 5 min). Der aus Fett bestehende Überstand wurde 

verworfen. Dem verbleibenden Pellet aus Zellen und Knochenstücken wurde Medium 

zugegeben und durch vortexen die Knochenmarkzellen von den Knochentrabekeln 

herausgelöst. Dieser Vorgang wurde mehrmals wiederholt, nach jedem vortexen wurde die 

Suspension durch ein Zellsieb gegeben um Knochenfragmente zurückzuhalten. Nach dem 

finalem Zentrifugationsschritt wurden die Zellen mit einer Dichte von 3 x 106 Zellen/cm2 in 

Zellkulturflaschen gegeben. Nach zwei bis drei Tagen wurden die nicht adhärenten Zellen 

abgesaugt und die adhärenten mesenchymalen Stammzellen dreimal mit PBS gewaschen. 

Nach Zugabe von Medium wurden die Zellen weiter kultiviert. Der Medienwechsel erfolgte 

alle drei bis vier Tage. 

Nach Anwachsen der Zellen wurden diese in das Institut der Virologie transportiert, wo die 

weitere Kultivierung stattfand. Dabei wurde das Medium zweimal wöchentlich gewechselt 

und die Zellen mit den foamyviralen Vektoren transduziert. 

4.6.1 Transduktion von hMSZ mit FV-Vektoren 

Die primären hMSZ bzw. hMSZ-Tert-4-Zellen wurden bei einer 40 %-iger Konfluenz mit 

foamyviralen Partikeln transduziert. Dazu wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit 

1 ml aufkonzentrierten NA1-Vektorpartikeln transduziert. Nach drei Tagen erfolgte ein 

Medienwechsel, und die Transduktion wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop überprüft. 

4.6.2 Chondrogene Differenzierung von hMSZ in der P elletkultur 

Die Chondrogenese erfolgte in einem „high-density“ Pellet-Zellkultursystem (kurz: Pellets) 

modifiziert nach Johnstone et al. (chondrogenes Differenzierungsmedium, siehe 3.9) 



  METHODEN 

  67 

(Jonstone et al., 1998). Hierzu wurden hMSZ (primäre hMSZ oder hMSZ-Tert-4-Zellen) 

verwendet, die zuvor mit NA1 oder MD9 transduziert und anschließend im FACS mittels 

EGFP-Markergenexpression sortiert wurden, wobei untransduzierte hMSZ als 

Negativkontrolle dienten. Die Eingruppierung ist im Ergebnisteil dargestellt (siehe 5.6.4). 

Anlegen der Pellets: 

Zunächst wurden die Zellen mittels ATV abgelöst und in der Neubauer-Zählkammer die 

Zellzahl bestimmt. Danach wurden die Zellen zweimal mit serumfreiem Medium gewaschen 

und in einem entsprechenden Volumen an chondrogenem Differenzierungsmedium 

aufgenommen (3x105 Zellen /Pellet in 500 µl chondrogenem Differenzierungsmedium). Nach 

Resuspendieren wurde die entsprechenden Zellsuspensionen der Gruppen (ohne/mit FVV) 

in zwei weitere gleich große Teile aufgeteilt, sodass in einen Teil IL1β (R&D) für die 

Inhibierung der Chondrogenese zugegeben werden konnte.  

Anschließend wurden jeweils 0,5 ml der Zellsuspension in ein 15 ml „Greinerröhrchen“ 

gegeben. Nach einer Zentrifugation von 10 min bei 1200 rpm wurden die Zellen zu Pellets 

sedimentiert. Der Deckel des Röhrchens wurde für den Gasaustausch leicht aufgedreht. 

Anschließend wurden die Pellets 21 Tage kultiviert, dabei wuchsen die sedimentierten 

„Zellscheiben“ zu runden Zellpellets heran. Während der Kultivierung wurde alle drei Tage 

das chondrogene Differenzierungsmedium gewechselt. TGFβ1 und IL1β [10 ng/ml] wurden 

dabei den verschiedenen Behandlungsgruppen entsprechend zugesetzt (siehe 5.6.4). Des 

Weiteren wurden dabei die Zellkulturüberstände abgenommen und aliquotiert bei -20°C für 

spätere Analysen gelagert. Nach 21 Tagen Kultivierung wurden die Pellets geerntet und 

weiterverarbeitet. 

 

 

 

 

 

Abb. 7: MSZ-Pellet wie es sich nach 21 Tagen in Kul tur darstellt.  

4.6.3 Paraffineinbettung von Pellets 

Nach 21 Tagen Kultivierung wurden die Pellets für die Histologie und Immunhistochemie 

aufbereitet. Hierzu wurde das Kultivierungsmedium abgesaugt und die Pellets zweimal mit 

PBS gewaschen. Anschließend wurden die Pellets für zwei Stunden bei Raumtemperatur in 

4 % Paraformaldehyd fixiert. Das Auswaschen der Fixierlösung erfolgte für zwei Stunden in 

Leitungswasser, bevor die Pellets in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 95 %, 

100 % ETOH für je 1 Stunde) entwässert wurden. Anschließend wurden die Pellets für 30 
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min mit EtOH / Amylacetet, welches 1:1 gemischt wurde, bei RT, dann für weitere 30 min bei 

56-60°C gewaschen. Danach folgte eine zweimalige In kubation mit Amylacetat (Intermediat) 

für jeweils 30 min im Heizblock bei 56-60°C. Anschl ießend wurden die Pellets zweimal in 

Paraffin über Nacht in einen 60°C Wärmeschrank gest ellt. Die endgültige Paraffineinbettung 

der Pellets erfolgte am darauffolgenden Tag auf einer 70°C Heizplatte in vorgewärmten 

Edelstahlgießformen. Nach Vorgabe von etwas Paraffin wurden die Pellets mit einer 

vorgewärmten Spatel in der Mitte der Form plaziert, welche anschließend vollständig mit 

Paraffin gefüllt und mit einer Einbettkassette bedeckt wurde. Das Paraffin wurde zunächst 

bei RT ausgehärtet, dann mindestens über Nacht bei -20°C aufbewahrt, wo sie bis zur 

weiteren Verwendung gelagert wurden. 

4.6.4 Herstellung von Paraffinschnitten und Entpara ffinierung 

Die Herstellung von Paraffinschnitten wurde an einem Schnittmikrotom durchgeführt. Hierbei 

wurden Schnitte einer Dicke von 4 µm hergestellt. Darauf folgend wurden diese zunächst in 

ein kaltes Wasserbad, dann zum Strecken in ein warmes Wasserbad (ca. 45°C) überführt. 

Von dort konnten die gestreckten Paraffinschnitte auf Objektträger platziert und über Nacht 

bei Raumtemperatur getrocknet werden. 

Um histochemische bzw. immunhistochemische Färbungen durchführen zu können, mussten 

die getrockneten Schnitte entparaffiniert werden. Dazu wurden diese eine Stunde bei 60°C 

im Wärmeschrank inkubiert, um das Paraffin zu schmelzen. Anschließend wurde die 

Entparaffinierung mit Xylol  zweimalig für jeweils 8 min fortgesetzt, bevor die Rückführung in 

destilliertes Wasser durch eine absteigende Alkohlreihe (95 % EtOH zweimalig für jeweils 

2 min, 70 % und 50 % EtOH für jeweils 5 min) erfolgte. Alle im Folgenden aufgeführten 

histologische Verfahrensprotokolle sind von diesem Punkt aus detailliert beschrieben. 

4.6.5 Hämalaun&Eosin (H&E) Färbung 

Die Hämalaun&Eosin (H&E) Färbung ist eine allgemeine Färbung um Gewebestrukturen und 

die darin enthaltenen Zellen darzustellen. Dabei werden alle basophilen Zell- und 

Gewebestrukturen wie das Chromatin der Zellkerne, das mit Ribosomen angereicherte raue 

ER und einige Cytoplamabestandteile mittels der Hämalaun Färbelösung nach Meyer  blau 

gefärbt, während die saure Eosin-Färbelösung alle acidophilen bzw. basischen 

(eosinophilen) Strukturen wie das Cytoplasma vor allem die Zellplasmaproteine rot färbt.  

Die entpariffinierte Schnitte wurden 9 min. in der Hämalaunlösung nach Meyer gefärbt, 

anschließend solange mit Aqua dest. gespült bis die überschüssige Färbelösung entfernt war 
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und 3 Sekunden in 0,25 % HCl / 50 % EtOH differenziert. Nach der Hämalaun Färbung 

erschienen die Zellkerne zunächst rötlich-braun aufgrund des niedrigen pH-Wertes der 

Färbelösung. Die Schnitte wurden für 10 min. in Leitungswasser gestellt, wodurch sich der 

pH-Wert erhöhte und der Farbton sich in das typische Blauviolett umschlägt („Bläuen“). 

Anschließend erfolgte die Zytoplasma-Färbung für 1 min. in einer 1 %-igen alkoholischen 

oder wässrigen Lösung von Eosin. Nachdem die überschüssige Färbelösung durch Spülen 

mit Aqua dest. entfernt war, folgte die Differenzierung in 70 %-igem Ethanol für 3 Sekunden. 

Weitere Spülschritte in Alkohol folgten (95 % Ethanol für 3 Sekunden, dann 2 x Isopropanol 

für jeweils 5 min). Dann wurde der entwässerte Schnitt für 2 x 5 min in dem organischen 

Lösungsmittel Xylol geklärt, mit einem organischem Eindeckmittel (Entellan) überschichtet 

und unter Ausschluss von Luftblasen mit einem Deckglas bedeckt. So bleiben Schnitt und 

Färbung für lange Zeit erhalten und mikroskopierbar. Nach der Trocknung über Nacht 

erfolgte die mikroskopische Auswertung und fotografische Dokumentation.  

4.6.6 Alcianblau Färbung 

Mit Alcianblau wird die Knorpelgrundsubstanz, saures, sulfatreiches Proteoglycan angefärbt. 

Die Färbung wurde in dieser Arbeit für den histologischen Nachweis der chondrogenen 

Differenzierung verwendet. Die Zellkerne werden durch eine Gegenfärbung mit Kernechtrot 

rot dargestellt. 

Die entpariffinierte, 4 µm dicken Schnitte wurden zunächst für 3 min. mit 3 % Essigsäure auf 

einen pH Wert von 2,5 eingestellt, dann 30 min. mit 1 %-iger Alcianblau-Färbelösung 

überschichtet, anschließend mehrmals mit Aqua dest. gespült bis überschüssige 

Färbelösung entfernt war. Es folgte die Kernfärbung mit Kernechtrot für 2 min. und ein 

mehrmaliges spülen mit Aqua dest. bis die überschüssige Färbelösung entfernt war. 

Anschließend folgte die Differenzierung in 70 %-igem Ethanol für 3 Sekunden. Dann wurde 

der entwässerte Schnitt für 2 x 5 min in dem organischen Lösungsmittel Xylol geklärt, mit 

einem organischem Eindeckmittel (Entellan) überschichtet und unter Ausschluss von 

Luftblasen mit einem Deckglas bedeckt. So bleiben Schnitt und Färbung für lange Zeit 

erhalten und mikroskopierbar. Nach der Trocknung über Nacht erfolgte die mikroskopische 

Auswertung und fotografische Dokumentation. 

  

4.7 Tierexperimentelle Arbeiten 

Die Vorgehensweise wurde unter der Projektnummer 55.2-2531.01-74/07 vom 

Regierungspräsidium Würzburg genehmigt. Die Versuche wurden im Tierstall 
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(Infektionseinheit) des Institutes für Virologie und Immunbiologie der Universität Würzburg 

durchgeführt. Die Fragestellung wurde aufgrund des erforderlichen Injektionsvolumen in die 

Kniegelenke der Hinterläufe an Ratten durchgeführt. 

4.7.1 Haltung der Tiere und verwendete Rattenstämme  

Die Ratten wurden in Übereinstimmung mit den Tierschutzrichtlinien unter regelmäßigem 

Tag/Nacht-Lichtrhythmus gehalten und erhielten spezielles Nagerfutter und Wasser ad 

libidum. 

Im Rahmen dieser Studie wurden männliche Wistar Ratten (Charles River) verwendet, 

welche zum Zeitpunkt der Implantation ein Körpergewicht von 150-170g aufwiesen. Die 

Nacktratten (Crl:RNU:Foxn1 rnu) wurden ebenfalls von Charles River bezogen und aufgrund 

der Anzahl der benötigten Tiere in der Versuchstiereinrichtung des Institutes gezüchtet. Mit 

vier homozygoten Zuchtpaaren gelang die Bereitstellung der Tiere für die Versuche. In den 

Versuchen wurden 12 - 20 Wochen alte nude Ratten verwendet (Festing et al., 1978;  Davies 

et al., 1983; Zachos et al., 2007). 

Als Positivkontrolle für die Biodistributionsanalysen wurden zwei männliche EGFP Sprague-

Dawley-Ratten verwendet (freundliche Gabe von Prof. Schönfelder, Institut für 

Pharmakologie, Universität Würzburg) (Popova et al., 2008). 

4.7.2 Anästhesie, Operation und Postoperative Verso rgung  

Alle operativen Eingriffe wurden unter Inhalationsnarkose durchgeführt. Als Narkosemittel 

diente Isofluran (Forene®) (3-4% (v/v) in O2), welches dem Tier über eine Atemmaske 

zugeführt wurde. Während der Eingriffe wurde darauf geachtet, dass die Tiere nicht 

auskühlen. Eventuelle postoperative auftretende Schmerzen wurden kontinuierlich über drei 

Tage mit Tramal® (5-6 Tropfen pro Wasserflasche, 2,5 mg/100 ml) über das Trinkwasser 

behandelt. 

Die intraartikuläre (i.a.) Injektion der Zellen erfolgte in den Zellpassagen 6-12. 2x106 EGFP-

positive Zellen in PBS wurden pro Kniegelenk i.a. injiziert. Das maximale Injektionsvolumen 

betrug 100 µl. Bei den kleineren nude Tieren konnten aufgrund der Größe des Gelenkes 

teilweise nur 50 µl i.a. injiziert werden. Das Operationsfeld wurde desinfiziert und nach 

Bedarf rasiert (Wistar Ratten). Für die Injektion wurde ein ca. zwei cm langer Hautschnitt 

gesetzt, das Knie anschließend gebeugt und durch die Patellarsehne die Zellsuspension mit 

einer Insulinspritze injiziert. Anschließend wurde der Schnitt mit zwei bis vier 

Einzelheftnähten geschlossen.   
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4.7.3 Präparation von Synovialmembranen aus Rattenk niegelenken  

Zur Gewinnung von Synovialzellen aus den Kniegelenken der Ratten wurden nach 

Entnahme der Gelenke die Synovialmembranen nach Hyc et al. präpariert (Hyc et al., 2007). 

Hierzu wurden nach Entfernung der Haut die Knie mit Fragmenten von Femur und Tibia mit 

einer Schere entnommen. Danach wurden die Knie unter der Sterilwerkbank ausgiebigst mit 

sterilem PBS (~ 300 ml pro Gelenk) gespült, um Kontaminationen vorzubeugen.  

Die Gelenke wurden in 10 cm Zellkulturschalen vom femoralen Ende her mit einem Skalpell 

geöffnet. Inzisionen entlang der lateralen und medialen Seite, sowie die Durchtrennung der 

kollateralen anterioren und posterioren Kreuzbänder ermöglichten das Zurückfalten der 

Gelenkkapsel. Je nach Tier (transplantiert oder Spendertier) wurde nun entsprechend 

verfahren. 

Für die i.a. hIL1RA ELISA-Messung verwendete Gelenk e  

Da die Kniegelenke der Ratten aufgrund Ihrer Größe keine lavage (engl. Spülung) des 

Gelenks erlaubten, wurden die Gelenke, um die hIL1RA Menge zu bestimmen, mit zwei 

Inzisionen entlang der lateralen und medialen Seite mit einem Skalpell geöffnet. 

Anschließend wurden die kollateralen anterioren und posterioren Kreuzbänder durchtrennt, 

dann die Gelenkkapsel zurückgefaltet, um die Exposition der gesamten inneren Oberfläche 

der Gelenkkapsel zu ermöglichen. So wurden die Gelenke in 12-Lochplatten mit 4 ml 

DMEM/Ham`s F12 Medium pro Vertiefung platziert und für 24 h im Brutschrank inkubiert 

(37°C, 5 % CO 2). Die konditionierten Überstände wurden in Aliquots bis zur hIL1RA ELISA-

Messung bei -20°C gelagert. 

Präparation von Synovialzellen aus Spendertieren:  

Die Synovialmembran, welche Patella und patellare Ligamente bedeckt, wurde mit einem 

Skalpell präpariert und in 18 ml Kulturmedium / Kniegelenk (DMEM/Ham`s F12) gegeben. 

Durch anschließende Zugabe von 2 ml Collagenase (NB4, Serva) (1,25 U/ml) wurden die 

präparierten Areale einem 24-stündigem Verdau unterzogen, der die einzelnen Zellen aus 

dem Zellverband löste. Der Verdau wurde dann durch ein Zellsieb (70 µm) gegeben und die 

Zellen nach anschließender Zentrifugation in Medium aufgenommen (DMEM/Ham`s F12). 

und in T25 Gewebekulturflaschen kultiviert. Die Zellen waren im Schnitt nach vier Tagen 

angewachsen.  

Präparation von transplantierten Zellen aus den Gel enken:  

Zunächst wurden Teile der Synovialmembran (ca. 1 cm2) unter dem Fluoreszenzmikroskop 

auf EGFP exprimierende Zellen hin untersucht. Anschließend wurden die 

Synovialmembranen der Gelenke präpariert, sowie etwaig am Knochen angewachsene 

Zellen durch Abschaben der Knochenoberfläche mit einem Skalpell abgelöst und dem 

Kulturmedium (18ml DMEM/Ham`s F12) zugefügt, dieses wurde mit 2 ml Collagenase (1,25 
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U/ml)  versetzt und nach 24 h durch ein Zellsieb gegeben (70 µm). Nach Zentrifugation 

wurden die Zellen in Medium aufgenommen und in T25 Gewebekulturflaschen kultiviert. 

Nach Konfluenz der T25 Gewebekulturflasche wurden die explantierten Zellen abgelöst und 

mittels FACS-Messungen auf ihre EGFP-Expression hin analysiert. 

4.7.4 Organentnahme 

Analog der i.a. Injektionen wurden den Tieren bei Versuchsende Organe entnommen, um 

auf hIL1RA- bzw. EGFP-Expression hin untersucht zu werden. An den Tagen 5, 10, 21, 42 

(und zusätzlich Tag 88 bei den nude Ratten) post injektionem wurde den Tieren Leber, 

Lunge, Herz, Milz, Nieren, Leber, Gonaden und das Gehirn entnommen. Teile der Organe 

wurden danach unmittelbar für verschiedene Zwecke folgendermaßen behandelt: 

• Ein Teil des jeweiligen Organs wurde unmittelbar nach Entnahme auf Trockeneis 

gelagert und anschließend bei -80°C eingefroren (na tiv).  

• Für die Organkulturen wurden Teile in sterilem PBS aufgenommen (jew. ca. 500 mg).  

• Ein weiterer Teil des Organs wurde unmittelbar in 4 % PFA fixiert, um nach 

Entwässerung und Paraffineinbettung auf EGFP-Expression hin untersucht zu 

werden.  

• Der verbleibende Rest des Organs wurde für FACS-Analysen durch ein 70 µm 

Zellsieb gerieben. Dabei wurde darauf geachtet, ein Minimum an Medium 

(DMEM/Ham`s F12) zu verwenden (maximal 3 ml).  

Es wurden dabei jeweils drei verschiedene Organareale zur Probengewinnung verwendet. 

Des Weiteren wurde den Tieren Blut mittels Herzpunktion entnommen und das nach 

Zentrifugation des Vollblutes im Überstand erhaltene Serum bei -20°C gelagert.  

4.7.5 Isolierung genomischer DNA (gDNA) aus Geweben   

Zur Isolierung der gDNA aus den Organen wurde aus den nativ bei -80°C gelagerten 

Organen auf Trockeneis ~ 30 mg Gewebe aus drei verschiedenen Organarealen 

entnommen. Nach Proteinase K Verdau (Enzym im kit beinhaltet) bei 56°C über Nacht wurde 

die genomische DNA isoliert (DNeasy Blood and Tissue Kit, Qiagen). Dabei wurde nach 

Herstellerangaben verfahren (spin-column protocol of total DNA from animal tissues). Die 

gDNAs wurden bis zur PCR-Analyse bei 4°C gelagert. Nach Quantifizierung wurden 100 ng 

gDNA in die jeweilige PCR Reaktion (NEB Taq 2x Mastermix; New England Biolabs) 

eingesetzt. Neben dem Referenzgen β-Actin (rat β-Actin; QuantiTect® Primer; Qiagen) als 
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Ladekontrolle, wurden EGFP Primer (EGFP Fw2; EGFP Rev1, siehe 1.13) verwendet. Der 

gesamte PCR Ansatz wurde auf ein 1,5 %-iges Agarosegel aufgetragen.  

Ansatz: 

x µl gDNA (100 ng/µl) 

12,5 µl NEB Taq Mastermix 

1,0 µl Vorwärtsprimer (100 ng/µl) 

1,0 µl Rückwärtsprimer (100 ng/µl) 

ad 25 µl H2O bidest 

4.7.6 Organkulturen 

Zwischen 100 bis 300 mg des jeweiligen Organs wurde abgewogen, mittels Skalpell 

zerstückelt und in 3 ml DMEM/Ham`s F12 Medium für 24 h in einer 12-Lochplatte im 

Zellkulturbrutschrank inkubiert. Alle Überstände wurden nach Zentrifugation und aliquotieren 

bei -20°C gelagert. Die konditionierten Zellkulturü berstände wurden analog der 

„Kniegelenksüberstände“ mittels ELISA auf deren hIL1RA Expression hin überprüft. Jeweils 

100 µl der Organüberstände und das Serum wurden im ELISA in Dreifachbestimmung 

gemessen. Die erhaltenen Werte wurden auf 100 mg Organ normiert.  

4.8 Quantitative Analyse und Statistik 

Die Verarbeitung der Rohdaten sowie die statistische Analyse durch Mittelwerte, 

Standardabweichung und p-Werte nach student’s t-test erfolgte mit dem Programm 

GraphPad Prism 4.0. Die Symbole in den Abbildung sind wie folgt definiert: 

 

P value Wording Summary 

>0.05 Not significant ns 

0.01 to 0.05 Significant * 

0.001 to 0.01 Very significant ** 

<0.001 Extremely significant *** 
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5 Ergebnisse 

Sämtliche foamyviralen Vektoren (FVV) dieser Arbeit basieren auf dem MD9 Vektor (siehe 

2.7.3 und 3.12), welcher für das verpackbare FV-Vektorgenom kodiert (Heinkelein et al., 

1998) und werden mit dem Plasmidnamen ohne „p“ abgekürzt, und zum besseren 

Verständnis mit dem internen Promoter oder dem exprimierten Transgen angegeben. 

Beispielsweise FV.EGFP für MD9 oder FV.hIL1RA für den NA1 Vektor. 

 

5.1 Konzentrierung FV-Vektoren durch Zentrifugation  

Konzentrierungen von FV Vektorsuspensionen mittels Zentrifugation (im folgenden „Spin-

Konzentrierung“ genannt) wurden bereits beschrieben (Trobridge et al., 2002b). In dieser 

Arbeit wurde die Spin-Konzentrierung verwendet, um Vektoren umzupuffern, damit die 

Transduktion der empfindlichen primären Zielzellen in unverbrauchtem, Zelltyp-spezifischem 

Medium erfolgen konnte.  

Die Vektortiter wurden vor und nach der Spin-Konzentrierung (12.000 g, 4°C, 2 h) in 

Verdünnungsreihen auf HT1080 Zellen bestimmt. In nachstehender Abbildung ist der Effekt 

der Zentrifugation exemplarisch mit Fluoreszenzaufnahmen und den ermittelten 

Transduktionseffizienzen dokumentiert. 

 

Abb. 8: Foamyvirale Vektorsuspensionen lassen sich durch Zentrifugation 

konzentrieren. Effekt der Spin-Konzentrierung (Sorvall SS-34 Rotor, 14000 rpm, 4°C, 2 h) 
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des FV-Vektors MD9 auf die Tranduktionseffizienz von HT1080 Fibroblasten drei Tage nach 

Transduktion (A, B). Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Vektorverdünnungsreihe 

auf HT1080 Zellen vor (A) und nach (B) Spin-Konzentrierung des Vektors 

(Verdünnungsstufen: a-c = 1:2, 1:20, 1:200). (C) Ermittlung der CCID50 nach FACS-Analyse.  

 

In Abbildung 8 sind die Anteile EGFP-positiver Zellen bei der jeweiligen Vektorverdünnung 

gezeigt. Die CCID50 (siehe 4.1.5) des Vektors vor Zentrifugation betrug 0,058. Danach wurde 

ein Wert von 0,002 ermittelt. Durch die Zentrifugation wurde somit eine Konzentrierung des 

Vektors um den Faktor ~ 26 erreicht.  

 

5.2 Klonierung von pBF014 (IRES-EGFP): 

Das MD9 Plasmid wurde durch die Einbringung der internal ribosomal entry site (IRES) 

(Jackson et al., 1990; Jang et al., 1990) des Encephalomyokarditis Virus (ECMV) vor den 

EGFP Sequenzbereich erweitert. So wurde die Co-Expression zweier Gene vom SSFV-U3 

Promoter ermöglicht (Peters et al., 2005). Zusätzlich wurde ein Linker mit drei weiteren 

Restriktionsschnittstellen eingefügt.  

Dazu wurde pMD9 mit BamHI und NotI verdaut, es folgte die Einbringung eines BamHI-

IRES2-EGFP-NotI Amplifikats aus pKanCIEG. In einem zweiten Schritt wurde der Linker (-

BamHI-XhoI-XbaI-BamHI-) über die BamHI Schnittstelle eingesetzt. Das generierte BF014 

Plasmid (schematische Darstellung unter 3.12, Abb. 6) wurde Grundlage für die weiteren 

Klonierungen der Konstrukte pNA1, pNA2 und pNA4 (Abb. 6). 

5.3 Klonierung und Charakterisierung des Vektors NA 4 (pBF014-

EF-1αααα) 

Ziel dieser Klonierung war es den viralen SFFV-U3 Promoter in pBF014 durch den zellulären 

humanen Elongationsfaktor 1α (EF-1α) Promoter (Uetsuki et al., 1989) zu ersetzen. Für die 

Effektivität einer Gentherapie ist unter anderem die Expressionsstärke des Transgens 

maßgebend. Die Verwendung eines starken Promoters geht dabei mit einem erhöhten Risiko 

einer Transaktivierung einher (Weber und Cannon, 2007). Der schwächere EF-1α Promoter 

wurde deshalb angesichts der Biosicherheit gegenüber dem starken viralen Promotor SFFV-

U3 (Zychlinski et al., 2008) für die Tierversuche in Betracht gezogen. 

Anhand einer PCR mit „Schnittstellenprimern“ wurde der EF-1α Promoter aus dem Plasmid 

pEF-GW-51-lacZ (Gateway Vektor System, Invitrogen) vervielfältigt und in das Zielplasmid 

pBF014 über die AfeI  und AscI (NEB) Schnittstelle eingebracht.  
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Die Produktion der Vektorpartikel erfolgte nach der unter 4.1.3 beschriebenen 

Vorgehensweise (Vier-Plasmidsystem; Heinkelein et al., 2002). Die Vektoren wurden mittels 

Fluoreszenzmikroskop und FACS-Analyse charakterisiert und mit den Vektoren MD9 (SFFV-

U3 Promoter) und KG84 (CMV) verglichen (Abb. 9) 

 

 

Abb. 9: NA4 exprimiert das gleiche Transgen eher sc hlechter als MD9 und KG84. (A) 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von KG84, MD9 und NA4 transduzierten HT1080 

Zellen. Neben den Aufnahmen sind die verwendeten Vektoren und ihre Promotoren 

tabellarisch angegeben. Gezeigt sind Vektorverdünnungen von 1:2, 1:20 und 1:200 (a bis c). 

(B) FACS-Analysen foamyviral transduzierter HT1080 Zellen drei Tage post Transduktion.  

Die FV-Vektoren sind mit dem jeweiligen Promotor angegeben (CMV= KG84, SFFV-U3= 

MD9, EF-1α= NA4). Dargestellt sind Mittelwerte aus zwei unabhängigen Versuchen mit 

Standardabweichung (n=2). 

 

Vergleicht man die mit Prism berechneten CCID50 Werte, zeigt sich, dass die 

Vekorpräparation mit dem EF-1α-Promoter (NA4) einen um den Faktor 15 bzw. 23 
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schlechteren CCID50 Wert (0,0423) im Vergleich zu den KG84 bzw. MD9 Vektoren aufwies. 

KG84 und MD9 zeigten vergleichbare CCID50 Werte mit 0,0030 bzw. 0,0019). Die 

Negativkontrolle (MOCK) bestand aus Virusüberstand von 293T Zellen, die mit allen 

Plasmiden außer dem Env-Plasmid transfiziert wurden (nicht dargestellt). 

 

5.4 Klonierung und Charakterisierung des Vektors NA 3 (hIL1ββββ in 

SJ03) 

Ein FVV, der das humane IL1β (hIL1β) exprimiert, wurde mit dem Fernziel kloniert, eine 

Zelllinie zu generieren, die stabil hIL1β überexprimiert. Durch Transplantation einer solchen 

Zelllinie in die Gelenke gesunder Ratten lässt sich eine experimentelle Arthritis generieren 

(Ghivizzani et al., 1997a; Oligino et al., 1999). Mit einem derartigen Tiermodell könnte die 

biologische Wirksamkeit des in dieser Arbeit konstruierten und charakterisierten FVV NA1 

(FV.hIL1RA) untersucht werden.  

Die codierende Sequenz für humanes IL1β wurde ungerichtet über die XbaI Schnittstelle in 

pSJ03 eingebracht. pSJ03 basiert auf pBF014, lediglich das EGFP Markergen ist gegen das 

monomere Red Fluorescent Protein (mRFP) (Campbell et al., 2002) ausgetauscht 

(Diplomarbeit von Stefanie Jaitner) . Als template für die PCR mit den Schnittstellenprimern 

wurde der MGC Clone 9216 von Invitrogen verwendet. Nach FV-Vektorproduktion wurde der 

Vektor auf primären Rattensynovialfibroblasten mittels Fluoreszenzmikroskop (Abb. 6), 

FACS-Analyse (nicht gezeigt) und hIL1β ELISA (Abb. 7) charakterisiert.  

 

A        B  

Abb. 10: Rattensynovialfibroblasten lassen sich mit  NA3 (SFFV-U3-hIL1 ββββ-IRES-mRFP) 

transduzieren. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transfizierter (A) und transduzierter 

(B) primärer Rattensynovialfibroblasten. (A) Vektorproduktion in 293T Zellen, welche mit 

pNA3 (SFFV-U3-hIL1β-IRES-mRFP), sowie den Expressionsplasmiden für Gag, Pol, und 

Env transfiziert wurden. (B) Mit FV.hIL1β transduzierte primäre Rattensynovialfibroblasten, 

die auf mRFP sortiert wurden. Vergrößerung: 100x.  
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Abb. 11: NA3-transduzierte Synovialzellen setzen hI L1ββββ frei. hIL1β ELISA-Messung von 

Zellkulturüberständen nach Transfektion von 293T Zellen mit pNA3 und Transduktion 

primärer Rattensynovialfibroblasten mit NA3. Die Überstände wurden 2 Tage nach 

Transfektion bzw. Transduktion entnommen. Die Werte wurden auf die ausgesäten 

Zellzahlen normiert (293T: 40 x 106 Zellen; Synovialzellen: 1 x 106 Zellen). Dargestellt sind 

Mittelwerte +SD aus zwei unabhängigen Versuchen mit n=3.  

 

In Fluoreszenzaufnahmen zeigte sich eine starke mRFP Expression nach Tranfektion in 

293T Zellen, im Vergleich zu den schwach mRFP exprimierenden transduzierten primären 

Rattensynovialzellen (Abb. 10 A und B). Die Zellkulturüberstände der 293T und 

Synovialzellen wurden in einem hIL1β spezifischen ELISA gemessen (Abb.11). Um die 

Werte zu vergleichen, wurden die Werte auf die Zellzahlen normiert. Transfiziert wurden in 

diesem Experiment 40 x 106 293T Zellen in 175 cm2 Zellkulturflaschen. Die primären 

Synovialzellen wurden nach Transduktion sortiert (mRFP; Kanal: 585 nm) und 1 x 106 Zellen 

pro Vertiefung in 6-Lochplatten ausgesät. Mit einer Expression von im Mittel 0,7 ng/ml nach 

Transduktion waren die Werte mit denen nach der Transfektion vergleichbar (0,8 ng/ml).  

5.5 Klonierung und Charakterisierung des Vektors NA 2 (ratIL1RA 

in BF014) 

Das Fernziel der GT der RA liegt in der Applikation der generierten Vektoren am Menschen. 

In sämtlichen publizierten tierexperimentellen Studien zur RA, die den IL1RA zum Einsatz 

brachten, wurde das humane Gen des IL1RA verwendet. In immunkompetenten Tieren 

wurde dabei stets ein Verlust der Transgenexpression innerhalb von ca. 3 Wochen 

beobachtet, während immundefiziente Empfängertiere eine länger-dauernde 

Transgenexpression zeigten. Dieses deutet auf eine Immunantwort gegen das humane 

Transgen hin. Durch Verwendung homologer Transgene könnte also eventuell eine länger 
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andauernde Transgenexpression vermittelt werden. Um dies näher zu untersuchen, wurde 

ein FV-Vektor, der die cDNA des IL1RA der Ratte (ratIL1RA) trägt, generiert. Die cDNA 

(RZPD, Berlin; cDNA clone IMAGE:7096987) wurde dazu mittels PCR amplifiziert und als ein 

XhoI / XbaI Fragment in pBF014 kloniert. Nach foamyviraler Vektorproduktion in 293T Zellen 

wurde der Vektor in vitro mittels Fluoreszenzmikroskop und FACS-Analysen charakterisiert.  

 

Abb. 12:  Ratten Synovialfibroblasten lassen sich mit NA2 (FV .rat IL1RA) transduzieren.  

Transduktion primärer Rattensynovialfibroblasten mit dem Vektor NA2 (FV.ratIL1RA). 1 x 104 

Zellen wurden in 12-Lochplatten ausgesät, nach 24 h erfolgte die Transduktion. Drei Tage 

danach wurden die Zellen abgelöst und mittels FACS auf ihre EGFP-Expression hin 

untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Versuchen mit Standardabweichung.  

 

 

Die Transduktionseffizienz wurde mit einer Verdünnungsreihe der Vektorsuspension auf 

primären Synovialfibroblasten  getestet. Wie in Abb. 12 zu sehen, konnten die Synovialzellen 

erfolgreich mit der FV.NA2 Vektorsuspension transduziert werden. Der mit Prism errechnete 

CCID50 Wert betrug dabei 0,272. Nachdem die FV vermittelte EGFP-Expression des Vektors 

gezeigt wurde, galt es die IL1RA Transgenexpression nachzuweisen. 
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Abb. 13:  RatIL1RA ELISA-Messung . Die dargestellten Werte der Gelenke stammen von 

drei verschiedenen nude Rattenkniegelenken, die sich geöffnet mit Exposition der gesamten 

Kniegelenksinnenflächen für 24 h in 4 ml Kulturmedium befanden. Die Synovialfibroblasten 

(SF) wurden mit zwei verschiedenen FV-Vektorproduktionen transduziert (Ktrl n=6; 

FV.ratIL1RA n=7,  FV.EGFP n=3).  

 

Eine Analyse des sezernierten Ratten IL1RA-Proteins in den Überständen von 

transduzierten Synovialzellen und geöffneten Kniegelenken wurde mittels spezifischem 

ELISA (Cusabio) vorgenommen. Dabei waren starke Schwankungen (Abb. 13 Gelenk) in 

den Messungen der mit den geöffneten Kniegelenken konditionierten Medien zu 

verzeichnen. Zudem war die endogene IL1RA Produktion mit im Mittel 3,5 ng/ml sehr hoch. 

Eine spezifische Produktion an Ratten IL1RA in den NA2 (FV.ratIL1RA) transduzierten SF 

konnte nicht gezeigt werden. Die Werte lagen im Bereich der nativen SF und der mit MD9 

(FV.EGFP) transduzierten Kontrollen. Da man aufgrund der hohen Hintergrundexpression in 

den Kniegelenken ohnehin nicht zwischen endogener und FV vermittelter IL1RA-Expression 

hätte unterscheiden können, war der Vektor NA2 für die Tierexperimente ungeeignet. Die 

Tierexperimente wurden mit dem Vektor NA1 (FV.hIL1RA) durchgeführt. Dessen Klonierung 

und Charakterisierung wird im Folgenden beschrieben. 
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5.6 In vitro Evaluierung des FV.hIL1RA / NA1 Vektor s (hIL1RA in 

BF014) 

Das Projekt dieser Arbeit zielt auf die Entwicklung eines indirekten Gentransferansatzes zur 

Arthritistherapie mit FVV. Der humane Interleukin-1 Rezeptorantagonist (hIL1RA) wurde 

bereits in zahlreichen tierexperimentellen und auch klinischen Studien zur RA erfolgreich 

eingesetzt (Evans et al., 2010). Für die tierexperimentellen Arbeiten sollte ein FVV generiert 

werden, der den hIL1RA als therapeutisches Transgen und EGFP als Markergen trägt. Die 

Evaluierung des Vektors erfolgte zunächst in vitro mittels Fluoreszenzmikroskopie (EGFP), 

FACS-Analysen (EGFP), realtime PCR (hIL1RA) und ELISA-Messungen (hIL1RA). Die 

Versuche wurden mit verschiedenen Zelllinien und primären Zellen durchgeführt. Zudem 

wurde, um die Funktionalität des IL1RA zu testen, den Zellkulturen IL1β hochdosiert (10 

ng/ml) zugesetzt und analysiert, ob die sezernierte IL1RA Menge ausreichend ist, um die 

Effekte des IL1β zu antagonisieren. Dazu wurden die Zellkulturüberstände auf ihren 

Prostaglandin E2 (PGE2)-Gehalt hin untersucht (siehe 4.4.2). 

Die cDNA des humanen IL1RA (Isoform 1, Celera cDNA Clone Collection, Invitrogen)  wurde 

mittels PCR amplifiziert und als ein XhoI / XbaI Fragment in pBF014 kloniert. Die 

Transduktionseffizienz der generierten Vektoren wurde mit primären humanen 

mesenchymalen Stammzellen (MSZ), Tert-4 Zellen (Telomerase-immortalisierte humane 

mesenchymale Stammzelllinie) und HT1080 Fibroblastenzellen analysiert.  

 

Abb. 14: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen MD9 (F V.EGFP) und NA1 

(FV.hIL1RA)  transduzierter Zellen.  HT1080 Fibroblasten, Tert-4 Zellen (mesenchymale 



  ERGEBNISSE 

  82 

Stammzelllinie) und primäre humane mesenchymale Stammzellen (MSZ) drei Tage nach 

Transduktion bei gleicher Belichtungszeit. Vektorverdünnung: 0,5. Vergrößerung: 100x. 

 

Durch die im NA1 Vektor enthaltene IRES (SFFV-U3-hIL1RA-IRES-EGFP) war die EGFP-

Expression in den Zellen schwächer im Vergleich zur EGFP Expression des MD9 Vektors 

(SFFV-U3-EGFP). Dies ist in den in Abb. 14 gezeigten fluoreszenzmikroskopischen 

Aufnahmen gegenübergestellt. 
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Abb. 15: Transduktionseffizienz des NA1-Vektors auf  verschiedenen Zellen.  An Tag 

eins des Experimentes wurden 1 x 104 Zellen in 12-Lochplatten ausgesät. Die 

Transduktionsrate wurden drei Tage nach Titration des Vektors mittels FACS-Analyse 

(EGFP) ermittelt. HT1080 Fibroblasten, die mesenchymale Stammzelllinie, Tert-4 und 

primäre humane mesenchymale Stammzellen (MSZ) wurden verwendet. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus drei unabhängigen Versuchen +SD (n=3).  

 

Neben den Fluoreszenzaufnahmen wurde die Transduzierbarkeit der verwendeten Zellen mit 

dem NA1 (FV.hIL1RA) Vektor auch in FACS-Analysen gezeigt. Die Tert-4 Stammzelllinie 

erwies sich mit einem CCID50 Wert von 0,0155 als am besten transduzierbar, die HT1080 

Fibroblasten waren mit einem Wert von 0,0446 ähnlich permissiv. Die MSZ zeigten einen um 

den Faktor neun bzw. drei höheren CCID50 Wert mit 0,1401. Die HT1080 und Tert-4 Zellen 

waren in diesem Versuch also geringfügig besser transduzierbar als die primären MSZ. Die 

Zellkulturüberstände der 100-Verdünnungen der Vektoren wurden zusätzlich in einem 

hIL1RA spezifischen ELISA gemessen, die Ergebnisse sind in nachfolgender Abbildung 

dargestellt. Die hIL1RA-Expression der verwendeten Zellen war dabei vergleichbar hoch. 
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Abb. 16:  hIL1RA Expression NA1 (FV.hIL1RA) transduzierter Ze llen (HT1080, Tert-4 

und MSZ). Die Überstände wurden drei Tage post Transduktion abgenommen und in einem 

spezifischen ELISA gemessen. Exemplarisch ist für jede Zellart eine MOCK Kontrolle 

angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhängigen Versuchen +SD (n=3).  

 

Die hIL1RA-Transgenexpression betrug im Mittel 117 ng/ml ± 23 bei den HT1080 Zellen, 105 

ng/ml ± 13 bei Tert-4 und 101 ng/ml ± 5 bei MSZ (Mittelwert [ng/ml] ± SD) (Abb. 16).  

 

Weiterhin wurden die Zellen auf mRNA Ebene auf Ihre hIL1RA Expression hin untersucht. 

Hierzu wurden 3 x 106 Zellen in 10 cm Schalen ausgesät und nach 24 h mit dem FV.hIL1RA 

(NA1) Vektor transduziert. Die gesamt-RNA der kultivierten Zellen wurde drei Tage nach 

Transduktion mittels Trizol isoliert, in cDNA transkribiert und anschließend eine realtime PCR 

zur Analyse der hIL1RA-Expression durchgeführt. Isoform-spezifische Primer für hIL1RA, 

sowie β-Actin zur Normalisierung wurden verwendet. Die amplifizierten Transkripte wurden 

mittels komparativer Ct-Methode quantifiziert. Aus den erhaltenen Werten wurde für jede 

Zelllinie die relative hIL1RA-Expression berechnet. In Abb. 17 sind exemplarisch die 

Amplifikationskurven für das Referenz- und Zielgen dargestellt. 

A B 

Abb. 17: Repräsentative Amplifikationskurven von β-Actin (A) und hIL1RA (B).  Der 

Zyklus wird dabei gegen die Fluoreszenz aufgetragen (RFU = relative fluorescence units). 

Neben dem Zielgen hIL1RA wurde zudem ein PCR-Lauf mit einem sogenannten 

Population 1 Population 2
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housekeeping gene, hier β-Actin (A) durchgeführt. Dieses Gen, dessen Expression relativ 

konstant ist dient als Referenzgen.  

 

Im hIL1RA PCR-Lauf (Abb. 13 B) sind die Kontrollen, die keine oder wenig hIL1RA 

Expression zeigen, anhand der höheren Ct-Werte zu erkennen (zweite Population der 

Graphen; ca. ab Zyklus 32). Im Gegensatz dazu stellen die mit NA1 (FV.hIL1RA) 

transduzierten Proben die erste Population dar (ab ca.  Zyklus 18; Population 1). Aus den 

Schnittpunkten (sog. crossing points, CP) der Wendepunktstangenten an den sigmoiden 

Amplifikationskurven mit der Zeit-/Reaktionszyklenachse kann die relative Menge der 

jeweiligen cDNA berechnet werden. Die PCR Produkte wurden zusätzlich auf Agarosegele 

aufgetragen. Dies diente neben der Schmelzkurvenanalyse als Kontrolle für Produktgröße 

und Spezifität der Primer (nicht gezeigt). Durch Verwendung Intron-überspannender 

Primerpaare konnte eine mögliche Verunreinigung der Proben mit genomischer DNA 

ausgeschlossen werden. 
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Abb. 18: Relative hIL1RA-mRNA Expressionen in HT108 0, Tert-4 und primären MSZ.  

Logarithmische Darstellung der relativen hIL1RA-mRNA-Expressionen in den Kontrollen 

(Ktrl), nach FV.EGFP (MD9 Kontrolle) und nach FV.hIL1RA (NA1) Transduktion. Die 

erhaltenen Werte wurden auf β-Actin normiert, welches als Referenzgen diente und in Bezug 

auf die jeweiligen untransduzierten Zellen (Ktrl) angegeben (auf eins normiert). Dargestellt 

sind die Mittelwerte der relativen Genexpression + SD aus drei unabhängigen Versuchen mit 

n=2. 

 

Die Transduktion mit NA1 (FV.hIL1RA) führte zu einer spezifischen Überexpression der 

hIL1RA mRNA in den drei untersuchten Zelllinien. Um auszuschließen, dass es sich um 
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einen unspezifischen Effekt nach FVV Transduktion handelt, wurden MD9 Kontrollen 

mitgeführt. In den durchgeführten Versuchen war in den MSZ die höchste hIL1RA-mRNA 

Expression mit einem Faktor von 4,9 x 105 relativ zu den untransduzierten MSZ Zellen zu 

beobachten (Abb. 18). Der Antsieg der Fluoreszenzintensität in den MD9 Kontrollen der MSZ 

war mit einem relativen Faktor von im Mittel 8,8 zu vernachlässigen. Auch in den mit NA1 

transduzierten HT1080 Fibroblasten und Tert-4 Zellen konnte die Expression von hIL1RA 

nachgewiesen werden (Erhöhung der Fluoreszenzintensität gegenüber unbehandelten 

Zellen um den Faktor 1,2 x 104 bzw. 4,3 x 104). MD9 Kontrollansätze zeigten auch hier keine 

signifikante Erhöhung der Fluoreszenzintensität (Faktor gegenüber unbehandelten Zellen 

von 1,7). 

 

5.6.1 In vitro Charakterisierung des FV.hIL1RA Vekt ors mit primären 

Ratten Synovialfibroblasten  

Für die geplanten Transplantationsexperimente, war die Transduzierbarkeit der primären 

Rattensynovialzellen aus dem Kniegelenk mit den foamyviralen Vektoren erforderlich, 

insbesondere mit dem NA1 (FV.hIL1RA) Vektor. Die Zellen wurden, wie bereits im 

Methodenteil (siehe 4.7.3) erwähnt, aus der präparierten Synovialmembran isoliert, in 

Passage zwei transduziert und mit verschiedenen Methoden auf Ihre Transgenexpression 

hin untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 zusammengefasst.  
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Abb. 19: NA1 (FV.hIL1RA) Evaluierung in vitro  mit primären Synovialfibroblasten der 

Ratte (SF).  Die Versuche wurden mit FV.hIL1RA, FV.EGFP und der MOCK Kontrolle 

durchgeführt. Die Zellen wurden jeweils drei Tage nach Transduktion analysiert. Die Zellen 

wurden mittels (B) FACS (EGFP), (C) Realtime PCR (hIL1RA) und (D) ELISA (hIL1RA) 

analysiert. (A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. Vergrößerung 100x; Größenbalken = 

200 µm. (B) Transduktionseffizienzen der FV-Vektoren. (C) Relative hIL1RA-mRNA 

Expression [log]. Die erhaltenen Werte wurden auf β-Actin normiert und in Bezug auf die 

MOCK Kontrolle angegeben (auf eins normiert). Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen 

Genexpression +SD aus drei unabhängigen Versuchen mit n=2. (D) Sezernierte hIL1RA 

Mengen in Zellkulturüberständen transduzierter SF mit verschiedenen Vektorverdünnungen. 

Dargestellt sind Mittelwerte +SD mit n=3.  

 

Die erfolgreiche Transduktion der SF mit den Vektoren konnte fluoreszenzmikroskopisch  

(Abb. 19 A) anhand der EGFP Expression gezeigt werden. Die Transduktionsraten (und die 

daraus errechneten CCID50 Werte) wurden drei Tage nach Titration der Vektoren mittels 

FACS-Analyse ermittelt. Mit einem CCID50 Wert von 0,1804 (NA1) und 0,0298 (MD9) war die 

Infektiosität der MD9- gegenüber der NA1-Vektorproduktion um den Faktor sechs erhöht. Die 

CCID50 Werte, die mit den Vektoren auf primären Synovialzellen (SF) erreicht wurden, waren 

mit denen auf HT1080 Zellen vergleichbar, die SF Zellen zeigten eine ähnlich gute 



  ERGEBNISSE 

  87 

Transduzierbarkeit. In der realtime PCR wurde die Überexpression der hIL1RA-mRNA in den 

Rattensynovialzellen gezeigt (Abb. 19 C). Die relative mRNA-Expression in den FV.hIL1RA 

transduzierten Zellen war um den Faktor 5,6 x 106 gegenüber den Kontrollen (MOCK)  

erhöht. In den FV.EGFP Kontrollen wurde wie erwartet keine hIL1RA-mRNA detektiert (Abb. 

19 C). In der ELISA Auswertung ist zu erkennen, dass hIL1RA von den NA1 (FV.hIL1RA) 

transduzierten Zellen in hoher Konzentration sezerniert wird. In der 1/2 Verdünnung wurden 

im Mittel 96 ng/ml hIL1RA im Überstand gemessen. Die Expression nahm mit Verdünnung 

der Vektorsuspension ab. In den Kontrollen war keine hIL1RA Expression zu verzeichnen 

(Abb. 19 D). 

5.6.2 In vitro Funktionalität von hIL1RA 

Um die Funktionalität der foamyviral vermittelten Expression des hIL1RA Proteins zu 

untersuchen, wurden Tert-4 Zellen mit einer hohen Dosis des pro-inflammatorischen 

Zytokins IL1β inkubiert. Dies soll die Verhältnisse im rheumatischen Gelenk nachahmen, in 

dem IL1β chronisch produziert wird. Zellen des Immunsystems, die durch 

Entzündungsmediatoren stimuliert werden, sezernieren große Mengen an Prostaglandin E2 

(PGE2). PGE2 wird durch die Prostaglandin-E-Synthase aus Prostaglandin H2 synthetisiert 

und ist eines der Hauptprostaglandine, das im Entzündungsgeschehen involviert ist.  

Die durch IL1β induzierte Prostaglandin E2 Produktion diente in den Versuchen als readout 

der Stimulation. Da der kommerziell erhältliche Assay nur für humanes PGE2 zur Verfügung 

stand, wurden die Versuche mit der humanen Tert-4 mesenchymalen Stammzelllinie 

durchgeführt. Nach Auftauen der Proben wurde neben dem PGE2 Assay zudem die 

Messung der korrespondierenden hIL1RA Mengen mit einem spezifischen ELISA 

vorgenommen.  

Abb. 20: PGE 2 Produktion und korrespondierender hIL1RA ELISA nac h IL1ββββ 

Inkubation.  Nach 48 h IL1β [10 ng/ml] Inkubation wurden die Zellkulturüberstände 
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abgenommen und bei -20°C gelagert. (A) In einem PGE 2 Assay (R&D) wurden die von den 

Zellen produzierte PGE2 Menge gemessen. (B) Korrespondierend wurde die hIL1RA Menge 

im ELISA (R&D) gemessen. Verwendet wurden Tert-4 Zellen. Dargestellt sind die 

Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen +SD mit n=3.  

 

Das von den FV.hIL1RA transduzierten Zellen sezernierte hIL1RA war in der Lage, das dem 

Medium zugesetzte IL-β zu antagonisieren. Dies zeigte sich in einer signifikant verminderten 

PGE2-Produktion gegenüber den transduzierten (FV.EGFP) Kontrollzellen (Abb. 20 A). Mit 

im Mittel 386 pg/ml wurde eine Inhibierung der Prostaglandinproduktion um 86 % im 

Gegensatz zu den Kontrollen erzielt, welche im Schnitt 2,8 x 103 pg/ml PGE2 sezernierten. In 

einer korrespondierenden ELISA-Messung wurde zudem mit 3,3 x 104 pg/ml eine spezifische 

hIL1RA Produktion der FV.hIL1RA Tert-4 Zellen im Gegensatz zu den MD9 Kontrollen 

nachgewiesen, die nahezu keine hIL1RA-Expression zeigten (Abb. 20 B).  

5.6.3 Langzeitexpression von FV.hIL1RA in MSZ 

Humane mesenchymale Stammzellen (MSZ) bilden heterogene Zellpopulationen, die in 

ihren morphologischen und biologischen Eigenschaften stark variieren können. In einem 

Langzeitexperiment mit primären humanen mesenchymalen Stammzellen (MSZ) konnte die 

stabile, NA1 (FV.hIL1RA) vermittelte hIL1RA-Expression über einen Zeitraum von 137 Tagen 

nachgewiesen werden. Vor der Langezeitkultivierung erfolgte die Selektion positiver (grün 

fluoreszierender) Zellen mit einem FACSDiVa Zellsortierer. Die Zellen wurden nach 

Sortierung in 6-Lochplatten kultiviert und die Überstände in ELISA-Messungen mit 

untransduzierten MSZ derselben Spenderzellcharge verglichen. 

Abb. 21: hIL1RA Expression im Zeitverlauf in mesenc hymalen Stammzellen (MSZ).  Die 

MSZ wurden mit NA1 (FV.hIL1RA) transduziert und nach EGFP sortiert. Die Entnahme der 

19 22 29 33 44 49 57 63 65 68 70 72 75 77 79 82 89 93 96 99 106 113 117 125 132 137
0

50

100

150

200

Tage post Transduktion

hI
L1

R
A

 [
ng

/m
l]



  ERGEBNISSE 

  89 

Zellkulturüberstände erfolgte zusammen mit dem Medienwechsel in verschiedenen 

Zeitabständen.  Auf der x-Achse sind die jeweiligen Entnahmezeitpunkte der Überstände 

dargestellt. Diese wurden bis zur ELISA-Messung bei -20°C gelagert und in 

Dreifachbestimmung gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus einem Versuch mit 

Standardabweichung und n=6. (MSZ Spenderzellchargennr.: 499). 

 

Abb. 21 zeigt eine, mit im Mittel 91 ng/ml ± 28, relativ stabile hIL1RA Proteinexpression der 

Zellen über den Zeitraum von 137 Tagen (Mittelwert [ng/ml] ± SD). Die jeweiligen Kontrollen 

(untransduzierte MSZ) zeigten keine hIL1RA Proteinexpression im ELISA (nicht dargestellt). 

Neben der Analyse der hIL1RA Expression, wurde auch die EGFP Expression mittels 

Fluoreszenzmikroskop über die Zeit dokumentiert. 

 

Abb. 22: Zeitverlauf der EGFP Expression in NA1 (FV .hIL1RA) transduzierten MSZ.  

Darstellung der EGFP Expression einer Vertiefung der 6-Lochplatte in bestimmten 

Zeitabständen (A-D entspricht Tag 29, 65, 75 und 137), bei gleicher Belichtungszeit. 

Vergrößerung: 100x. 

 

Abb. 23: NA1 (FV.hIL1RA) transduzierte MSZ an Tag 1 37 in Kultur.  

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen verschiedener Vertiefungen der 6-Lochplatte 

Gleiche Belichtungszeit. Vergrößerung: 100x. 

 

Die Zellen wurden nach Zellsortierung nicht weiter passagiert, sondern es wurde lediglich 

regelmäßig das Medium gewechselt. Neben der hIL1RA Transgenexpression war auch die 

Fluoreszenz (EGFP) über die untersuchte Zeitspanne stabil (Abb. 22 Zeitverlauf). 
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Seneszente Phänotypen konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgemacht werden. Die 

stark vergrößerten, abgeflachten Zellen, sowie nicht konfluente Bereiche in den Vertiefungen 

der 6-Lochplatte zeigten einen Wachstumsstop bzw. die Seneszenz der Zellen (in Abb. 23, 

obere Bildreihe). Nach 137 Tagen in Kultur wurden mit fluoreszenzmikroskopischen 

Aufnahmen die heterogene Zellpopulation dokumentiert (Abb. 23), bevor die Zellen 

anschließend mit ATV abgelöst und in der FACS-Analyse auf ihre Vitalität und EGFP-

Expression hin charakterisiert wurden (Abb. 24). 

 

Abb. 24: Finale FACS-Analyse NA1 (FV.hIL1RA) transd uzierter MSZ nach 137 Tagen in 

Kultur.  Dargestellt ist der durchflusszytometrisch bestimmte Prozentsatz an grün 

fluoreszierenden Zellen der FV.hIL1RA-transduzierten und der unbehandelten MSZ 

Kontrollzellen. Dargestellt ist ein Experiment +SD (n=6).  

 

Der transgenpositive Anteil in der Lebendzellpopulation belief sich in der abschließenden 

FACS-Analyse auf 68,5 % im Mittel. 

5.6.4 NA1-transduzierte Zellen überwinden die IL1 ββββ-induzierte Blockade 

der chondrogenen Differenzierung  

Johnstone et al. etablierten bereits im Jahr 1998 die in vitro Chondrogenese von 

mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen (MSZ) in einem dreidimensionalen (3D) 

Kultursystem in Form von hochdichten Zellaggregaten, den so genannten Pellets (Johnstone 

et al. 1998). In serumfreien Medium unter Zusatz von Ascorbat, Pyruvat, Dexamethason 

sowie Insulin, Transferrin und Selen, sowie mit den Wachstumsfaktoren der TGFβ-Familie 

standardmäßig eine chondrogene Entwicklung induziert werden (Puetzer et al., 2010). 

Neben TGFβ gibt es auch andere bedeutsame chondrogen wirkende Faktoren wie bspw. 
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BMP-6, BMP-2, Hyaluronsäure und autologe Synovialflüssigkeit (Palmer et al., 2005; 

Steinert et al., 2009). Weiterer Gegenstand des Projektes war nun die Klärung der Frage, ob 

eine FV vermittelte IL1RA-Expression in der Lage ist, die durch IL1β inhibierte chondrogene 

Differenzierung von primären humanen mesenchymalen Stammzellen (MSZ) wieder 

herzustellen. Die chondrogene Differenzierung wurde mit TGFβ vorgenommen. 

 

Die angelegten Pellets wurden in Gruppen unterteilt: 

Gruppe  Beschreibung  FVV TGFββββ IL1ββββ Erwartungswert 

1 Kontrolle - - - nicht chondrogen (nicht gezeigt) 

2 TGFββββ  - + - chondrogen 

3 IL1ββββ  - + + nicht chondrogen 

4 MD9 FV.EGFP + - chondrogen (nicht gezeigt) 

5 NA1, TGFββββ  FV.hIL1RA + - chondrogen 

6 NA1, IL1 ββββ   FV.hIL1RA + + chondrogen 

Tab. 5: Einteilung der MSZ in Pelletgruppen.  

 

Es gibt MSZ Spenderzellchargen, die weniger gut differenzierbar sind. Die Ursache dafür ist 

bislang unklar; vermutlich spielt unter anderem das Alter des Patienten dabei eine Rolle 

(Roobrouck et al., 2008). Eine Gruppe mit TGFβ wird deshalb mitgeführt, um zu zeigen, dass 

die Spenderzellcharge prinzipiell differenzierbar ist (Gruppe zwei). Durch IL1β wird die 

Chondrogenese inhibiert, was in den Pellets der Gruppe drei deutlich werden sollte (Wehling 

et al., 2009a). Gruppe vier sollte die Frage klären, ob die foamyvirale Transduktion der Zellen 

einen Einfluss auf die Differenzierung hat. Ebenso diente die Gruppe fünf als weitere 

(foamyvirale) Kontrolle. Die Frage, ob durch die FV vermittelte hIL1RA-Expression die 

„Rettung“ der Chondrogenese stattfinden kann, sollte mit Gruppe sechs (Tabelle 5) geklärt 

werden. 

 

Die MSZ wurden in Passage eins mit den FV-Vektorpartikeln transduziert. Nach Konfluenz 

der Zellkulturflaschen wurden die Zellen abgelöst und anschließend von der zuständigen 

Abteilung im Institut der Virologie anhand der EGFP-Markergenexpression mittels FACS 

sortiert (siehe 4.1.8).  
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Abb. 25: MSZ Phänotypen nach NA1 (FV.hIL1RA) Transd uktion (A) und Zellsortierung 

(B, C, D). In der oberen Bildreihe sind die Hellfeldaufnahmen und darunter jeweils die 

Fluoreszenzaufnahme gezeigt. MSZ in Passage zwei (A) und drei (B, C, D). Vergrößerung: 

100x. 

 

Da die MSZ in Passage eins transduziert wurden, waren die Zellen nach Expansion und 

Zellsortierung beim Anlegen der Pelletkulturen bereits in Passage drei oder sogar vier. Dies 

führte häufig zur Seneszenz der Zellen nach der Zellsortierung. Die Zellen konnten durch 

den auftretenden Wachstumsstop nicht weiter expandiert werden (Abb. 25 C, D). Aufgrund 

der geringen Zellausbeute nach der Sortierung war es nicht möglich, die für die Analysen 

des chondrogenen Phänotyps notwendige Anzahl an Pellets anzulegen. Oben dargestellt 

sind NA1 (FV.hIL1RA) transduzierte MSZ-Chargen nach Transduktion (Abb. 25 A) und 

Zellsortierung (Abb. 25 B, C, D). In C und D sind zum Teil vergrößerte, abgeflachte Zellen zu 

erkennen. 

Aufgrund der unzureichend zur Verfügung stehenden Anzahl an MSZ wurde des Weiteren 

auf die Tert-4 Stammzelllinie zurückgegriffen, um eine geeignete Anzahl an Pellets in 

verschiedenen Läufen analysieren zu können. Die Zellen wurden bei ca. 40 % Konfluenz mit 

NA1 (FV.hIL1RA) und MD9 (FV.EGFP) transduziert und nach Expansion anhand der EGFP-

Markergenexpression von der zuständigen Abteilung im Institut für Virologie mittels FACS 

sortiert. Die EGFP-positiven FV.hIL1RA- und FV.EGFP-Tert-4 Zellen wurden anschließend 

weiterkultiviert und nach Expansion aliquotiert eingefroren (siehe 4.1.2). Nach Auftauen der 

Zellen wurden nach drei bis vier Zellpassagen die Pellets der verschiedenen Gruppen 

angelegt. 
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Abb. 26: hIL1RA ELISA-Messung von Zellkulturüberstä nden von MSZ (A) und 

sortierten Tert-4 (B) Pellets.  Die x-Achse gibt den jeweiligen Tag der Pelletkultur an. 24 h 

vor Entnahme der Überstände erfolgte ein Medienwechsel. (A) Pelletkulturen primärer hMSZ 

aus zwei Spenderzellchargen (n = 2), die mit NA1 (FV.hIL1RA) transduziert wurden. (B) 

Pelletkulturen aus EGFP-sortierten Tert-4 Zellen, die mit NA1 (FV.hIL1RA) transduziert 

wurden. Dargestellt sind zwei unabhängige Versuche mit n=2.  

 

Zunächst wurde die hIL1RA Expression der Pellets über den Zeitverlauf gemessen. In 

Abbildung 26 sind die ELISA-Messungen von MSZ und Tert-4 Pellets der Gruppe fünf (siehe 

Tabelle 5), d.h. der Pellets die 21 Tage mit chondrogenem Differenzierungsmedium (TGFβ) 

kultiviert wurden dargestellt. Aus den ELISA-Messungen der Zellkulturüberstände wurde 

ersichtlich, dass die hIL1RA Transgenexpression in den primären MSZ Pellets mit der 

Kulturdauer der Pellets sank. Nach 21 Tagen war keine hIL1RA Expression mehr messbar. 

Demgegenüber wurden FV.hIL1RA transduzierte Tert-4 Pellets mittels FACS sortiert (EGFP) 

und zeigten nach Anlegen in Pelletkultur eine stabile hIL1RA Expression über den Verlauf 

der 21 Tage.  

Zum Nachweis von Proteoglykanen in der extrazellulären Matrix (EZM) wurden 

Paraffinschnitte der Tert-4 Pellets mit Alcianblau gefärbt. 
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Abb. 27: Alcianblau angefärbte Paraffinschnitte von  Tert-4 Pellets.  Alle Pellets wurden 

unter Zugabe von 10 ng/ml TGFβ in chondrogenem Standardmedium differenziert. (A) 

Positivkontrolle, ohne IL1β. (B) Inhibierung der Chondrogenese mit 50 ng/ml IL1β. (C) 

Inhibierung der Chondrogenese mit 5 ng/ml IL1β. (D) FV.hIL1RA Gruppe, mit 5 ng/ml IL1β 

behandelt. Vergrößerung: 100x. 

 

Die Hemmung der Chondrogenese konnte in den Kontrollgruppen mit 5 und 50 ng/ml IL1β 

durch eine schwächere bzw. negative Alcianblaufärbung gezeigt werden. Die Schnitte der 

Pellets der „rescue“-Gruppe (Gruppe D in Abb. 27; IL1β mit NA1 (FV.hIL1RA)) zeigten eine 

mit der Positivkontrolle (Abb. 27 A) vergleichbar starke Alcianblaufärbung. 

 

Für die Charakterisierung auf der Ebene der Genexpression (semiquantitative PCRs) wurde 

aufgrund der benötigten Zellzahlen auf die Tert-4 Stammzelllinie zurückgegriffen. Dabei 

wurden drei unabhängige Pelletläufe mit den vorherig beschriebenen Gruppen durchgeführt 

(siehe Tabelle 5). An den Tagen 3, 7, 11, 14, 18 und 21 wurden jeweils vier Pellets pro 

Gruppe zur Isolierung von RNA verwendet (siehe 4.3.1.2). Dabei wurde ersichtlich, dass die 

RNA Isolation bzw. RT-Reaktion (siehe 4.3.4) erfolgreich verlaufen war; die Referenzgene 

waren in allen Ansätzen mit annähernd gleicher Bandenintensität nachweisbar. In den mit 

TGFβ behandelten Gruppen war in der mRNA-Analyse jedoch keine Expression 

knorpelspezifischer Gene zu detektieren. Die PCRs mit den Primern für Collagen II, COMP, 

Biglykan und Aggrekan (chondrogene Marker) zeigten keine Banden in den Agarosegelen 

(nicht gezeigt). Die cDNAs eines Versuches mit Tert-4 Pellets wurden zusätzlich in einem 

realtime PCR-Lauf auf knorpelspezifische Gene und ein Referenzgen getestet. Nachstehend 

sind die Ergebnisse von Collagen II dargestellt. 

A B  

Abb. 28: Amplifikationskurven von Collagen II (A) u nd ββββ-Actin (B).  Der Zyklus ist dabei 

gegen die Fluoreszenz aufgetragen (RFU = relative fluorescence units). Verwendet wurden 

Tert-4 Pellets an Tag 21 der Kultivierung. 

 

Auch in der realtime PCR war keine mRNA-Expression knorpelspezifischer Gene zu 

verzeichnen, das Referenzgen wurde hingegen erfolgreich nachgewiesen.  
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Mit Verwendung ganzer Spenderzellchargen (jeweils aus einem Hüftkopf) wurde die 

Durchführung der Pelletversuche mit primären humanen MSZ ermöglicht. Die Inhibierung der 

Chondrogenese nach IL1β Zugabe wurde in Kontrollpellets gezeigt (Alcianblau und Collagen 

II negativ). Im Gegensatz dazu waren FV.hIL1RA MSZ Pellets chondrogen (Alcianblau und 

Collagen II positiv) und zeigten signifikant gesteigerte Glykosaminoglykan/DNA (GAG/DNA) 

Raten an allen Zeitpunkten (Tag 3, 7, 14, 21) (Diplomarbeit Jennifer Krieg). 

5.7 FVV vermittelte Transgenexpression in vivo  

Für die in vivo Versuche wurden zwei verschiedene Rattenstämme verwendet. Ein dauerhaft 

hohes hIL1RA-Level wurde dabei über einen Zeitraum von 168 Tagen gemessen (Gouze et 

al., 2007). Im Folgenden werden die intraartikulären Injektionen der FVV in Kniegelenke von 

150-175 g schweren männlichen Wistar Ratten und 12 bis 20 Wochen alten athymischen 

Nacktratten (des Weiteren auch als nude Ratten bezeichnet) beschrieben. 

5.7.1 Experimentelles Design der Gentransferstudien  

In folgendem Schema ist der Ablauf der Versuche dargestellt: 

 

Abb. 29: Schematische Darstellung des Versuchsablau fes der Tierexperimente.  

 

Aus den zwei Rattenstämmen wurden jeweils die drei Gruppen Ktrl (unbehandelte Kontrolle), 

FV.EGFP Kontrolle und FV.hIL1RA gebildet. Die i.a. Injektion der nude Ratten erfolgte in die 

jeweiligen Geschwistertiere des Spenders. 

Zu Beginn wurden Synovialfibroblasten aus Synovialmembranen von Wistar und nude 

Ratten mittels Collagenaseverdau (siehe 4.7.3) isoliert. 

 



  ERGEBNISSE 

  96 

 

Abb. 30: Aus der Synovialmembran  präparierte Synovialzellen für die ex vivo  

Transduktion. Nach Präparation der Synovialmembranen aus den Kniegelenken wurden die 

Zellen nach Collagenaseverdau in Gewebekultur genommen. Beispielhafte 

Hellfeldaufnahmen angewachsener synovialer Fibroblasten, wie sie sich nach einigen Tagen 

darstellen. Belichtungszeit variiert. Vergrößerung 100x. 

 

Nach Konfluenz der Zellen wurden diese expandiert, in T75 Zellkulturflaschen bei mittlerer 

Konfluenz mit den Vektoren transduziert (Zellen in Passage 2) und auf EGFP sortiert. Nach 

erneuter Expansion (bis maximal Passage 12) wurden die Zellen unmittelbar vor der i.a. 

Transplantation im FACS analysiert und 2x106 EGFP-positive Zellen pro Kniegelenk in PBS 

i.a. injiziert (siehe Methodenteil 4.7.2). 

5.7.2 Zellkulturen von explantierten Synovialzellen  

Zunächst wurde versucht, die mit MD9 (FV.EGFP) transduzierten und transplantieren 

Synovialfibroblasten wieder aus dem Kniegelenk zu isolieren. Durch Analyse der EGFP-

Expression sollte im Zeitverlauf ein etwaiger Verlust an EGFP-positiven transplantierten 

Zellen dokumentiert werden. Die Kniegelenke wurden nach verschiedenen Zeitpunkten post 

injektionem nach Tötung der Tiere entnommen und die Synovialmembranen wie unter 4.7.3 

beschrieben präpariert. 

 

Fünf Tage post injektionem konnten EGFP-positive Zellen in den Synovialmembranen von 

FV.EGFP transplantierten Wistar und nude Ratten ausgemacht werden (Abb. 31 A, B), sowie 

EGFP-positive explantierte Zellen nach Collagenaseverdau in Gewebekultur nachgewiesen 

werden (Abb.31 und 32). 
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Abb. 31: EGFP-Expression in explantierten Synovialz ellen die mit MD9 (FV.EGFP) 

transduziert und in Kniegelenke von Wistar und nude  Ratten transplantiert wurden.  

Nach i.a. Injektion von 2 x 106 EGFP-positiver Zellen wurden die Synovialmembranen der 

entnommenen Gelenke präpariert. (A, B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Teilen 

der präparierten Synovialmembranen und nach 24-stündigem Collagenaseverdau in 

Gewebekultur angewachsener Explantatzellen. 

 

 

 

Die EGFP-Expression der explantierten Zellen wurde im Zeitverlauf mittels FACS analysiert. 

So konnten in immunkompetenten Wistar Ratten an Tag fünf und 10 nach Transplantation 

ein Maximum von 3,5 % bzw. 8,1 % EGFP-positiven Zellen aus der Explantatkultur 

gewonnen werden (Abb. 32 C). Jedoch waren drei Wochen nach Transplantation keine 

EGFP-exprimierenden Zellen mehr nachzuweisen. Das Maximum an fluoreszierenden Zellen 

wurde bei den Wistar Ratten an Tag 10 nach Transplantation isoliert (Abb. 32). Dem 

hingegen konnten aus den nude Rattenkniegelenken noch nach 13 Wochen bis zu 2,6 % 

EGFP-positive Zellen aus der Gesamtzellpopulation isoliert werden. Fünf Tage post 

injektionem waren die Werte mit 5 bzw. 9 % in den nude Ratten zu diesem Zeitpunkt höher 

als die Werte der Wistar Ratten. An Tag 21 bzw. 42 waren im Mittel 0,6 bzw. 0,2 % EGFP-

positive Zellen in der analysierten Gesamtzellpopulation vorhanden. Es wurden jeweils 

ungefähr zwei Millionen Zellen im FACS analysiert. Aufgrund der geringen Zahl analysierter 

Kniegelenke sollte man diese Ergebnisse als Tendenz sehen. Diese galt es mit den im 

Folgenden beschriebenen Experimenten näher zu untersuchen. 
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Abb. 32: Zeitverlauf der EGFP-Expression in Explant atkulturen (FV.EGFP Gruppe).  Die 

nach Collagenaseverdau der Synovialmembranen in Kultur genommenen Zellen wurden 

nach Konfluenz einer 25 cm2 Gewebekulturflasche abgelöst und mittels FACS auf ihre 

EGFP-Expression hin untersucht. (A, B) Exemplarische FACS dot plots. (C) FACS-Analyse 

der explantierten Zellen nach Konfluenz. Über den jeweiligen Balken ist die Anzahl der 
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untersuchten Kniegelenke angegeben. Jeweils vier Kniegelenke von unbehandelten Wistar 

und nude Ratten dienten als Kontrollen. 

5.7.3 In Vivo Expression von humanem IL1RA in Wista r Ratten 

Die Tiere wurden 5, 10, 21, 42 und im Falle der nude Ratten zusätzlich 88 Tage nach der i.a. 

Transplantation euthanasiert. In Abbildung 33 sind zunächst die Ergebnisse der hIL1RA 

ELISA-Messungen der Versuche mit den immunkompetenten Ratten dargestellt. 
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Abb. 33: Foamyviral vermittelte i.a. Expression von  hIL1RA in Wistar Ratten. Die 

Kniegelenke wurden an den entsprechenden Tagen post injektionem entnommen, steril 

geöffnet und mit exponierter Gelenksinnenfläche 24 h in Gewebekultur genommen. Die 

hIL1RA Mengen in den konditionierten Medien wurden mit einem spezifischen ELISA in 

Dreifachbestimmung gemessen. Die gemittelten Daten wurden auf das angenommene 

Gelenkvolumen (50 µl) bezogen (ng hIL1RA pro 50µl Gelenkflüssigkeit; des Weiteren mit 

ng/Gelenk bezeichnet). Neben den jeweiligen FV.hIL1RA Balken sind die 

korrespondierenden FV.EGFP Kontrollen angegeben. Die Anzahl der untersuchten 

Kniegelenke ist über den Balken angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte +SD.  

 

Fünf Tage nach i.a. Injektion der NA1 (FV.hIL1RA) transduzierten Zellen wiesen die durch 

die Gelenke konditionierten Medien sehr hohe hIL1RA-Mengen mit im Schnitt 272,7 ± 17 

ng/Gelenk auf. Jedoch war ein starker Abfall der Expression im Zeitverlauf zu beobachten. 

Dies zeigte sich schon nach zehn Tagen mit einer niedrigeren hIL1RA-Menge von 117,8 ± 

42 ng pro Gelenk. Nach 42 Tagen waren die Werte in zwei Gelenken mit ~ 95 ng/Gelenk 

vergleichbar mit den Werten von Tag 10, zwei Gelenke wiesen jedoch gar keine hIL1RA-

Expression auf. An Tag 42 war nur in einem der vier analysierten Kniegelenke eine 
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Expression vorhanden (41,9 ng/Gelenk). In den FV.EGFP Kontrollgruppen war zu keinem 

Zeitpunkt eine Expression messbar. Es wurden des Weiteren vier Kniegelenke von 

unbehandelten Wistar Ratten (native Kontrollgruppe) in Kultur genommen, und auch in 

diesen Überständen war keine Expression zu verzeichnen (nicht dargestellt).  

5.7.4 In Vivo Expression von humanem IL1RA in nude Ratten 

Obwohl genbasierte Behandlungsstrategien in den letzten Jahren in verschiedenen 

klinischen Studien der Phase I untersucht wurden, konnte bislang die Langzeitexpression 

exogener Transgene in Synovialzellen in vivo nicht beweiskräftig gezeigt werden. In 

zahlreichen tierexperimentellen Studien zur RA zeigte sich, dass die Transgenexpression nur 

2 - 3 Wochen andauert (Ghivizzani et al., 1998; Adriaansen et al., 2006). Eine                       

T-zellspezifische Immunantwort scheint dabei eine Rolle für die Dauer der 

Transgenexpression zu spielen (Gouze et al., 2007). 

Es sollte deswegen untersucht werden ob, die Transgenexpression in athymischen nude 

Ratten über einen längeren Zeitraum stabil bleibt. Dazu wurden die Tiere 5, 10, 21, 42 und 

88 Tage nach i.a. Injektion von 2 x 106 EGFP-positiven Synovialfibroblasten euthanasiert und 

die Gelenke entnommen. Analog zu den Versuchen mit Wistar Ratten wurden ELISA-

Messungen mit den Überständen der konditionierten Medien durchgeführt. Hier zeigte sich 

nun ein vollkommen anderes Bild, verglichen mit den Ergebnissen der Wistar Ratten. Wie in 

Abbildung 34 zu sehen, war die Transgenexpression über einen Zeitraum von 88 Tagen auf 

hohen Leveln stabil. 
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Abb. 34: Foamyviral vermittelte i.a. Expression von  hIL1RA in nude  Ratten.  Die 

Kniegelenke wurden an den entsprechenden Tagen post injektionem entnommen, steril 

geöffnet und mit exponierter Gelenksinnenfläche 24 h in Gewebekultur genommen. Die 

hIL1RA-Mengen in den konditionierten Medien wurden mit einem spezifischen ELISA in 
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Dreifachbestimmung gemessen. Die gemittelten Daten wurden auf das angenommene 

Gelenkvolumen (50 µl) bezogen. Neben den jeweiligen FV.hIL1RA Balken sind die 

korrespondierenden FV.EGFP Kontrollen angegeben. Die Anzahl der untersuchten 

Kniegelenke ist über den Balken angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte +SD.  

 

Für die Zellpräparationen der FV.hIL1RA Gruppe wurden vier nude Spendertiere verwendet. 

Die Menge des von den transplantierten Zellen abgegebenen hIL1RA blieb bei den nude 

Ratten über einen langen Zeitraum relativ stabil. Die maximale Konzentration wurde an Tag 

zehn mit 447,3 ng/Gelenk gemessen. Die einzelnen hIL1RA-Messwerte und Daten zu den 

Tieren sind detailliert in Tabelle 7.1 im Anhang angegeben. Es wurden des Weiteren vier 

Kniegelenke von unbehandelten nude Tieren (native Kontrollgruppe) in Kultur genommen, 

auch in diesen Überständen war keine Expression zu verzeichnen (nicht dargestellt). 

 

  Nude  Ratten  Wistar Ratten 

Tag post injektionem hIL1RA MW ± SD [ng/Gelenk] n= hIL1RA MW ± SD [ng/Gelenk] n= 

5 176 ± 85  8 273 ± 17 4 

10 199 ± 56  6 118 ± 42 4 

21 177± 96   6 47,6  4 

42  92 ± 45  4 10,5  4 

88 213 ± 85  6 -   

Tab. 6 : Foamyviral vermittelte i.a. Expression von  hIL1RA in nude  und Wistar Ratten. 

Angegeben sind die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen der FV.hIL1RA 

Versuchstiergruppe. 

 

In Abbildung 34 und in Tabelle 6 fallen starke Schwankungen der Messwerte der FV.hIL1RA 

Gruppe der nude Tiere auf. Um eine mögliche Korrelation zwischen den jeweiligen 

Messwerten und verschiedenen Spenderzellpräparationen zu untersuchen, wurden die 

Zellpassagen, die Prozentanteile EGFP-positiver Zellen, sowie die Spenderzellchargen zum 

Zeitpunkt der Transplantationen verglichen. Besonders auffällig waren dabei die Werte einer 

Spenderzellcharge, die vier nude Tieren injiziert wurde. Die Tiere wurden für Analysen der 

Tage 5, 10, 21 und 42 post injektionem verwendet. In der nachfolgenden Abbildung sind die 

mit dieser Charge erhaltenen hIL1RA-Werte dargestellt.  
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Abb. 35: Im Detail: NA1 (FV.hIL1RA) i.a. Expression  einer Spenderzellcharge in nude  

Ratten.  Darstellung der hIL1RA-Werte die mit einer Spenderzellcharge generiert wurden. 

 

Die Zellen waren zum Zeitpunkt der Transplantation nur zu 50 % EGFP-positiv, weswegen 

die doppelte Menge an Zellen (vier Millionen) i.a. injiziert werden musste. Abbildung 35 zu 

entnehmen ist, dass die Zellcharge über den Zeitverlauf von 42 Tagen zwar niedrige Werte 

generierte, diese aber stabil waren. Die Schwankungen der hIL1RA-Werte der Kniegelenke 

scheinen also mitunter auch von der jeweiligen Spenderzellpräparation abhängig zu sein.  

5.7.5 Biodistribution 

Der Erfolg eines Gentherapievorhabens ist maßgeblich von der Sicherheit der verwendeten 

Vektoren oder den bei ex vivo Ansätzen verwendeten Zellen abhängig. Aus der Wundheilung 

ist bekannt, dass gewebsständige Fibroblasten durch Chemokine und Wachstumsfaktoren in 

einen aktivierten Phänotyp wechseln und lokal durch das Gewebe zur geschädigten Stelle 

wandern (Moore et al., 2005). Lefèvre et al. haben gezeigt dass rheumatoide SF (RASF) 

aktiv in Richtung gesunden Knorpel migrieren (Lefèvre et al., 2009). Daher galt es den hier 

angewandten indirekten Gentransfer in Bezug auf den Verbleib der transplantierten Zellen 

genauer zu betrachten. Die Organe der Tiere, die zehn Tage post injektionem euthanasiert 

wurden, wurden dabei intensiv betrachtet. Es bestand die Möglichkeit, die genetisch 

modifizierten, i.a. injizierten Zellen, anhand des EGFP-Margergens und durch Detektion des 

humanen IL1RA zu identifizieren.  

Bei etwaigem Vorliegen von extraartikulärem hIL1RA muss allerdings bedacht werden, dass 

es bei gesättigten i.a. hIL1RA-Konzentrationen auch zu einem Austritt des Proteins aus dem 

Gelenk kommen könnte (Gouze et al., 2002). Die Analyse von hIL1RA im Serum und in den 

Organen ist deswegen kein eindeutiger Hinweis für das Vorligen einer genetisch 
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modifizierten Zelle. Der Nachweis von EGFP stellte deshalb den eigentlichen Nachweis für 

aus dem Gelenk gewanderte Zellen dar. 

5.7.5.1 hIL1RA ELISA-Messung von Organkulturüberstä nden 10 Tage post 

injektionem 

Zwischen 100 bis 300 mg des jeweiligen Organs wurde abgewogen, mittels Skalpell 

zerstückelt und in 3 ml DMEM/Ham`s F12 Medium für 24 h in einer 12-Lochplatte im 

Zellkulturbrutschrank inkubiert. Etwaige in andere Organe ausgewanderte transplantierte 

Zellen würden hIL1RA produzieren und in den Zellkulturüberstand sezernieren. Die so 

konditionierten Zellkulturüberstände wurden analog der Überstände der Kniegelenke mittels 

ELISA auf deren hIL1RA-Expression hin überprüft. Alle Überstände wurden bis zur ELISA-

Messung bei -20°C gelagert. Jeweils 100 µl der Orga nkulturüberstände und das Serum 

wurden im ELISA in Dreifachbestimmung gemessen. Die erhaltenen Werte wurden auf 100 

mg Organ normiert. Zusätzlich zur NA1 (FV.hIL1RA) und MD9 (FV.EGFP) Kontrollgruppe 

wurden konditionierte Medien von Organen unbehandelter Ratten des jeweiligen Stammes 

als Kontrollen mitgeführt.  

In  den ELISA-Messungen wurden in Leber und Niere der Wistar Ratten hIL1RA Mengen 

gemessen (Leber: FV.EGFP = 0,2 ng/ml, FV.hIL1RA = 0,1 ng/ml; Niere: FV.EGFP = 0,7 

ng/ml, FV.hIL1RA = 0,4 ng/ml). Jedoch waren die Werte der FV.EGFP Kontrollgruppen und 

der unbehandelten Tiere (Leber, Niere: 0,5 und 0,7 ng/ml) höher als die der FV.hIL1RA 

Gruppe. Auf die Werte der unbehandelten Kontrollen bezogen, waren in den FV.hIL1RA 

Gruppen keine positiven Befunde mehr zu verzeichnen. Bei den nude Ratten fanden sich 

ebenfalls höhere Werte in den Nieren der Kontrolltiergruppen (FV.EGFP = 1,2 ng/ml; nativ = 

1,1 ng/ml) als in der FV.hIL1RA Gruppe (FV.hIL1RA = 0,9 ng/ml). Sämtliche weiteren 

Organe und Seren aller Versuchstiergruppen wiesen keine positiven Werte in der ELISA-

Messung auf (siehe Abb. 36 D). Des Weiteren wurden Organkulturüberstände von Tieren 88 

Tage post injektionem (FV.hIL1RA Gruppe) im ELISA gemessen. Und auch hier konnte 

keine Expression in den nude und Wistar Ratten gemessen werden (Daten nicht gezeigt).  

5.7.5.2 FACS-Analysen von Organen 

Die Zellsuspension wurde mittels FACS auf EGFP exprimierende Zellen untersucht. Organe 

von unbehandelten Kontrolltieren dienten als Negativkontrolle. Ubiquitär EGFP-

exprimierende Sprague Dawley Ratten wurden als Positivkontrolle verwendet. In Abbildung 

36 A und B sind exemplarisch für jeweils ein Tier die FACS Histogramme dargestellt.  
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In den FACS-Analysen der Organe der FV.hIL1RA nude- u. Wistargruppe und den 

unbehandelten Versuchsgruppen waren 10 und 88 Tage post injektionem keine EGFP-

positiven Zellen in den analysierten Organen zu verzeichnen (88 Tage nicht dargestellt). 

5.7.5.3 Analyse genomischer DNA 10 Tage post injekt ionem 

Aus den nativ bei -80°C gelagerten Organen wurden a uf Trockeneis ~ 30 mg aus drei 

verschiedenen Organarealen entnommen. Nach Proteinase K Verdau bei 56°C über Nacht 

wurde die genomische DNA isoliert. Nach Quantifizierung wurden 100 ng gDNA in die 

jeweilige PCR-Reaktion eingesetzt. Neben dem Referenzgen β-Actin als Ladekontrolle, 

wurden EGFP Primer verwendet. Der gesamte PCR-Ansatz wurde auf ein 1,5 %-iges 

Agarosegel aufgetragen. Auch mit dieser Methode waren keine EGFP-positiven Proben zu 

verzeichnen (Abb. 36 C). In nachfolgender Abbildung ist zusammengefasst dargestellt, dass 

keine extraartikuläre Expression von EGFP oder hIL1RA mit den angewandten Methoden 

detektiert werden konnte. 
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Abb. 36: Biodistribution nach foamyviral vermittelt em ex vivo  Gentransfer in 

Rattenkniegelenke der FV.EGFP (A, B, C) und FV.hIL1 RA (D, E) Versuchsgruppe 10 

Tage post injektionem.  (A, B) Dargestellt sind repräsentative FACS-Histogramme ganzer 

Organe. Dabei entspricht: rot = MD9 (FV.EGFP), blau = native Kontrolle, grün = EGFP 

Sprague Dawley Ratte). (C) PCR Analysen von genomischer DNA (1: Herz; 2: Lunge; 3: 

Leber; 4: Niere; 5: Milz; 6: Gonaden) der zwei Rattenstämme. Die jeweiligen Organe von 

zwei EGFP Sprague Dawley Ratten dienten als positiv Kontrolle. Der gesamte PCR Ansatz 

(EGFP spezifische Primer) wurde auf ein Agarosegel aufgetragen. (D, E) Die hIL1RA 

Freisetzung von zerstückelten Organen (100 mg) ins Zellkulturmedium wurde nach 24 h 

mittels ELISA bestimmt. Die korrespondierenden Werte der Kniegelenke, der FV.hIL1RA 

Gruppe sind zum Vergleich dargestellt. 
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6 Diskussion 

6.1 FVV für die Gentherapie der RA 

Gentransfertechnologien ermöglichen eine kontrollierte, gezielte und andauernde Expression 

der Genprodukte in definierten somatischen Geweben wie bspw. den Gelenken. Sie haben 

das Potential Gelenkserkrankungen effektiver und kostengünstiger als herkömmliche 

Therapien und dabei mit weniger Nebenwirkungen zu behandeln. Die Gentherapie der 

Arthritis ist seit nunmehr 20 Jahren Gegenstand intensiver Forschung; neben einer 

immensen Anzahl präklinischer Daten gibt es aber bis zum heutigen Zeitpunkt nur eine 

abgeschlossene Phase II klinische Studie (Evans et al., 2009; Evans et al., 2010; Bandara et 

al., 1992; Mease et al., 2010). Neben den technologischen und wissenschaftlichen 

Anforderungen spielt der Sicherheitsaspekt - nach dem Auftreten der Leukämien mit 

retroviralen Vektoren - eine große Rolle auf dem Weg der Studien in die klinische 

Anwendung.  

FVV könnten aufgrund einiger Merkmale und den daraus resultierenden Vorteilen gegenüber 

bestehenden Vektorsystemen, die in der GT eingesetzt werden, erfolgreich sein (Rethwilm, 

2007; Rethwilm, 2010) (siehe auch 2.7.4). FVV leiten sich von apathogenen Elternviren ab 

und zeichnen sich durch ein vorteilhaftes Integrationsmuster in das zelluläre Genom aus 

(Nowrouzi et al., 2006; Trobridge et al., 2006). Im Unterschied zu Lenti- und γ-Retroviren 

haben sie eine geringere Präferenz in transkribierte Gene oder in Promotornähe zu 

integrieren (Nowrouzi et al., 2006; Trobridge et al., 2006). Ein mit der Integration in das 

zelluläre Genom einhergehendes gewisses Restrisiko wird aber wohl alleine durch ein 

vorteilhaftes Integrationsmuster nicht vollständig beseitigt werden können (Kustikova et al., 

2007). Weitere Studien in klinisch relevanten Tiermodellen mit FVV müssen zukünftig deren 

genotoxisches Potential untersuchen.  

Ein großer Erfolg wurde mit der Heilung der LAD in einem klinisch relevanten Großtiermodell 

mit FVV erzielt. Zwar zeigen Ergebnisse, die 36 bis 42 Monate nach der Behandlung 

erfolgten, dass die FVV u.A. auch in der Nähe von Proto-Onkogenen integrieren, dies aber 

nicht zwingend zu maligner Transformation führen muss (Bauer et al., 2008; Ohmine et al., 

2010). Die therapierten Hunde dieser Studie zeigen bis zum heutigen Zeitpunkt keine 

Nebenwirkungen und auch kein silencing der Transgenexpression (Bauer et al., 2006; 

Vassilopoulos und Rethwilm, 2008; Trobridge et al., 2009; Trobridge, 2009). Resultate zur 

Untersuchung der chromosomalen Lokalisation von über 800 Proviren, isoliert aus Blutzellen 

der therapierten Hunde, zeigten eine zufällige Integration und sprechen gegen einen 

genotoxischen Effekt der Vektorintegration (Bauer et al., 2008).  
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FVV haben zudem im Vergleich zu gammaretroviralen, lentiviralen und SIN-MLV-Vektoren 

die niedrigste Wahrscheinlichkeit andere Gene zu aktivieren. Dies wurde in einem Versuch 

demonstriert, der die Aktivierung eines Reportergens durch stromaufwärts liegende 

retrovirale Proviren untersuchte (Hendrie et al., 2008; Nienhuis et al., 2006). Das 

Onkogenpotential von FVV kann daher als niedrig eingestuft werden. Ferner werden FVV 

nicht durch humanes Serum inaktiviert und zeigen wie bereits erwähnt kein silencing in 

Langzeitanwendungen (Russell und Miller, 1996; Takeuchi et al., 1997; Bauer et al., 2008; 

Ohmine et al., 2010; Josephson et al., 2002; Vassilopoulos et al., 2001; Vassilopoulos et al., 

2003). Zudem gibt es Hinweise darauf, dass die foamyvirale Transduktion weniger als die 

orthoretrovirale Transduktion von der Zellteilung abhängig ist (Russell und Miller, 1996). Die 

in situ Transduktion des Synoviums mit retroviralen Ansätzen scheiterte bislang an der 

Herstellung ausreichend hoher Titer und der geringen mitotischen Aktivität der Synoviozyten 

im normalen Gelenk (del Vecchio et al., 2001). In der GT der RA wurden retrovirale Vektoren 

deshalb in indirekten Gentransferstudien mit modifizierten autologen Synovialzellen oder 

Hautfibroblasten eingesetzt (Makarov et al., 1996; Bandara et al., 1993). Die effiziente 

Transduktion sich selten teilender Zellen ist in diesem Zusammenhang ein weiterer positiver 

Aspekt von FVV (Hirata et al., 1996; Kiem et al., 2007; Leurs et al., 2003; Josephson et al., 

2002). Es wurde gezeigt, dass das FV Kapsid in ruhenden Zellen über Interaktionen mit dem 

Mikrotubulus-Netzwerk der Zelle zum Zentrosom transportiert wird und dort längere Zeit bis 

zur Zellteilung verharren kann (Patton et al., 2004; Trobridge und Russell, 2004; Lehmann-

Che et al. 2007). Dies könnte für eine direkte i.a. Injektion von FVV, in Anbetracht der 

zellulären Dynamik von artikulärem Gewebe, von Vorteil sein. 

Interessanterweise konnten Kim et al. synergistische Effekte, mit dem gemeinsamen i.a. 

Transfer mehrerer anti-entzündlicher Gene, in arthritischen Kaninchengelenken erzielen (Kim 

et al., 2002b). Die Kombination mehrerer Expressionskassetten für therapeutische 

Transgene scheint demnach sehr vielversprechend. Die sehr hohe Verpackungskapazität 

von FVV für heterologe Sequenzen (Rethwilm, 1995; Heinkelein et al., 2002; Trobridge et al., 

2002a) könnte in diesem Zusammenhang für die Anwendung mehrerer Therapiestrategien 

(z.B. IL1RA und TNF-α Antagonisten) von großem Nutzen sein. Die Kombination von sechs 

Transgenen (4 anti-HIV Transgene, MGMT und EGFP) wurde bereits in einem FVV 

realisiert, die Expression und Funktionalität von fünf der Transgene konnte dabei 

nachgewiesen werden (Kiem et al., 2010). 

 

Die klinische Anwendung der i.a. Gentherapie ist maßgeblich von Vektoren abhängig, die 

einen effizienten Gentransfer und eine stabile Transgenexpression gewährleisten können. 

Angesichts der hier aufgeführten Aspekte von FVV erscheint deren Etablierung als 
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Alternative zu den gebräuchlicheren orthoretroviralen Vektoren - sowohl für direkte als auch 

für indirekte Strategien - als sehr sinnvoll. 

Das vorliegende Projekt zielt auf die Entwicklung eines indirekten Gentransferansatzes zur 

Arthritistherapie mit FVV. In dieser Arbeit wurden FVV generiert, welche die cDNA des 

IL1RA und ein Markergen exprimieren. Nach eingehender in vitro Charakterisierung, wurden 

im zweiten Teil der Arbeit zellbasierte Versuche in vivo mit Wistar und Nacktratten 

durchgeführt (siehe 5.6 und 5.7) (Zachos et al., 2007).  

 

6.2 In vitro Charakterisierung und Aufbau der Foamy viralen 

Vektorkonstrukte 

Für eine direkte gentherapeutische Anwendung eines Vektorsystems werden für die meisten 

Anwendungen hohe Vektortiter (~ 108 IU/ml) benötigt. Zudem sollten große Mengen des 

Vektors mit geringem Kostenaufwand im kommerziellen Maßstab produzierbar sein. 

Aufgrund ihrer Hülle, deren Unversehrtheit für die Infektion zwingend notwendig ist, sind 

Retroviren besonders anfällig für physikalische Einwirkungen wie bspw. Einfrierprozesse 

oder Zentrifugation. Mit dem Hüllprotein des Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV-G) können 

retrovirale Partikel pseudotypisiert werden (Burns et al., 1993). Neben dem breiten 

Wirtstropismus bringt dies zudem den Vorteil, dass die Partikel an Stabilität gewinnen und 

ultrazentrifugiert werden können (Akkina et al., 1996; Yamada et al., 2003). Versuche, FV mit 

VSV-G Env zu pseudotypisieren, scheiterten jedoch, bzw. waren mit einem erheblichen 

Verlust der Transduktionseffizienzen verbunden (Pietschmann et al., 1999; Mergia und 

Heinkelein, 2003; Rethwilm, 2007). Es besteht neben der Ultrafiltration (Porengröße 100 

kDa) noch die Möglichkeit der Aufkonzentrierung foamyviraler Vektoren mittels Zentrifugation 

(Hill et al., 1999; Wu und Mergia, 1999). So konnten FVV um den Faktor 100 ohne einen 

Verlust der Infektiosität aufkonzentriert werden (Trobridge et al., 2002b). In dieser Arbeit 

wurde die Spin-Konzentrierung (12.000 g , 4°C, 2 h)  verwendet um Vektoren umzupuffern, 

damit die Transduktion der Zielzellen in unverbrauchtem, Zelltyp-spezifischem Medium 

erfolgen konnte. Zudem konnte so eine Konzentrierung der Vektoren erzielt werden (siehe 

5.1). Exemplarisch ist dies für den MD9 (FV.EGFP) Vektor in Abb. 8 dargestellt, bei dem 

eine Konzentrierung um den Faktor 26 erreicht werden konnte. 

 

Bicistronische FVV mit der Sequenz für den IL1RA und EGFP (-IL1RA-IRES-EGFP-) wurden 

generiert und zunächst in vitro charakterisiert (siehe 5.5 und 5.6). IRES-Elemente sind in der 

Lage die Translation an internen Stellen zu starten und die sonst für die eukaryotische 

Translationsinitiation notwendige Cap-Struktur funktionell zu ersetzen (Pelletier und 

Sonenberg, 1988). Die in dieser Arbeit verwendete EMCV-IRES benötigt zur Bindung der 
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40S-ribosomalen Untereinheit alle eukaryoten Initiationsfaktoren (eIFs) bis auf das Cap-

Bindeprotein eIF4E (Chen und Sarnow, 1995; Pestova et al., 1996).  

Während die Translation des IL1RA von der 5’-CAP Struktur der mRNA initialisiert wurde, 

erfolgte dies beim EGFP durch die IRES. Hierbei war eine geringere Expressionsrate des 

zweiten Cistron (EGFP) im Vergleich zur EGFP-Expression des MD9 (FV.EGFP) Vektor zu 

verzeichnen. Fluoreszenzaufnahmen und FACS-Analysen verschiedener Zellen drei Tage 

nach Transduktion verdeutlichen dies (siehe 5.6, Abb. 10 und 5.6.1, Abb.19 A, B).  

In diesem Zusammenhang wurde bereits mehrfach beschrieben, dass die durch die IRES 

vermittelte Translation des zweiten Cistrons in vielen Fällen ineffektiv ist (~ 20-50 % Prozent 

verglichen mit dem ersten Cistron) (Zhu et al., 1999; Mizuguchi et al., 2000). Es gibt jedoch 

auch Arbeiten in denen beide Gene eine ähnlich hohe Aktivität aufweisen (Suzuki et al., 

1998). Die verwendeten Gene, deren Reihenfolge und die verwendete Zelllinie scheinen 

dabei eine Rolle zu spielen (Borman et al., 1997) 

 

Die Sequenzhomologie zwischen dem humanen IL1RA und dem der Ratte beträgt 75 % 

(Eisenberg et al., 1991). Ein FVV, der den IL1RA der Ratte und das Markergen EGFP 

exprimiert, wurde kloniert, um in vitro und ggf. in vivo zu analysieren, ob eine längere 

Expression mit dem speziesspezifischen Transgen erreicht werden kann. Anhand der EGFP-

Expression konnte die Transduzierbarkeit primärer Ratten Synovialzellen mit dem Vektor 

NA2 (FV.ratIL1RA) gezeigt werden. Die Menge an sezerniertem IL1RA-Protein war 

allerdings zu gering (im Mittel 0,4 ng/ml), um für die Tierversuche relevant zu sein (siehe 5.5, 

Abb.13). Aufgrund des sehr hohen Hintergrundes (im Mittel 3,5 ng/ml), den die nativen 

Rattenkniegelenke in der ELISA-Messung verursachten (endogene IL1RA-Expression), 

wurden die niedrigen Expressionslevel der NA2 (FV.ratIL1RA) transduzierten 

Synovialfibroblasten nicht näher untersucht. Bislang unklar bleibt auch die Ursache für die 

hohe endogene IL1RA-Expression im nativen Gelenk. Interessanterweise sind keine 

gentherapeutischen RA-Studien an Ratten mit der speziesspezifischen Isoform beschrieben. 

Da weiterhin der Einsatz eines Markergens erforderlich war und hier das artfremde EGFP 

verwendet wurde, wurden die Tierversuche mit dem humanen IL1RA durchgeführt. Zudem 

besteht das Fernziel in der Etablierung und Evaluierung eines Gentransfersystems, welches 

die Applikation am Menschen erlaubt.  

Die cDNA des hIL1RA wurde erfolgreich als anti-inflammatorisches therapeutisches 

Transgen in zahlreichen arthritischen Tiermodellen und in klinischen Studien am Menschen 

eingesetzt (siehe 2.6) (Evans et al., 2005; Wehling et al., 2009b).  

Die Transgenexpression wurde in dieser Arbeit mittels Fluoreszenzmikroskopie (EGFP), 

Durchflusszytometrie (EGFP), realtime PCR (hIL1RA) und ELISA (IL1RA) evaluiert (siehe 
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5.6), und die Funktionalität des hIL1RA Protein in einem PGE2 Assay demonstriert (siehe 

5.6.2).  

Gouze et al. haben bereits 2003 gezeigt, dass die rekombinante Form des IL1RA (Kineret) 

dem Kulturmedium zugesetztes IL1β weniger effektiv inhibiert als die durch Gentransfer 

vermittelte konstitutive IL1RA-Expression. Neben der kontinuierlichen Produktion an IL1RA 

bringt der Gentransfer den Vorteil, dass das produzierte IL1RA der posttranslationalen 

Prozessierung unterzogen wird, während die rekombinante Form keine Glykosylierung und 

am Aminoterminus einen zusätzlichen Methioninrest aufweist. Für die Versuche 

verwendeten Gouze et al. primäre humane Synovialzellen von Osteoarthritispatienten. Das 

von diesen Zellen in Reaktion auf die IL1β-Gabe sezernierte PGE2 wurde in den 

Zellkulturüberständen gemessen. Das rekombinante IL1RA wurde den Zellen einmalig 

zugesetzt, während man für die konstitutive IL1RA-Expression die Linie HIG-82-IL1Ra+ 

mittels retroviralem Gentransfer entwickelte (Georgescu et al., 1988). Die HIG-82 Zelllinie 

[aus peri-artikulärem Weichgewebe (Kaninchen)] wurde verwendet, da sie bei IL1β-Gabe 

kein PGE2 bildet. In vivo werden Agenzien, die ins Gelenk injiziert wurden, je nach Größe 

und Löslichkeit in weniger als 30 min beseitigt (Owen et al., 1994) (siehe auch 2.1.2). Dieser 

dynamische Prozess wurde von Gouze et al. durch Medienwechsel simuliert. Um eine 

chronische Situation mit ständiger IL1β-Produktion, wie sie sich im rheumatischen Gelenk 

darstellt, nachzuahmen, wurden dermale konstitutiv IL1β exprimierende Ratten Fibroblasten 

verwendet.  

In der vorliegenden Arbeit wurde für die Funktionalitätsprüfung des hIL1RA die humane Tert-

4 Stammzelllinie verwendet (siehe 5.6.2, Abb. 20). In Kinetikexperimenten konnte gezeigt 

werden, dass die Produktion von PGE2 48 h nach IL1β Gabe ein Maximum erreicht (Gouze 

et al., 2003b). Dieser Zeitpunkt wurde deshalb gewählt, um die Überstände zu analysieren. 

Dabei zeigte sich, dass die foamyviral vermittelte hIL1RA-Expression die PGE2-Sekretion der 

Zellen, im Gegensatz zu den MD9 (FV.EGFP) transduzierten Kontrollen, signifikant niedrig 

halten konnte. Die einmalige Gabe von 10 ng/ml an rekombinantem IL1β konnte erfolgreich 

antagonisiert werden. Mit im Mittel 386 pg/ml PGE2 wurde eine Inhibierung um 86 % im 

Gegensatz zu den Kontrollen erzielt, welche im Mittel 2849 pg/ml PGE2 sezernierten. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass das von den NA1 (FV.hIL1RA) transduzierten Tert-4 

Zellen sezernierte hIL1RA funktional ist.  

Die hIL1RA-Menge in den Ansätzen wurde parallel mittels ELISA bestimmt, die IL1RA : IL1β 

Ratio betrug dabei 3,3 : 1 (Abb. 20). Dies ist erstaunlich, wegen des beschriebenen 10- bis 

100-fach molaren Überschusses an IL1RA, der aufgrund des spare receptor Effektes des 

IL1R benötigt wird, um die Effekte des IL1β zu inhibieren (Seckinger et al., 1990; Arend und 

Gabay, 2000). In der Veröffentlichung von Gouze et al. konnten 50 % bzw. eine komplette 

Inhibierung der PGE2-Produktion mit einer Ratio von 46 : 1 bzw. 160 : 1 erzielt werden. Eine 
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mögliche Erklärung könnte die Tatsache sein, dass bei den ELISA-Messungen dieses 

Versuchs (siehe 5.6.2) keine Verdünnung der Zellkulturüberstände vorgenommen wurden. 

Da die ermittelten hIL1RA-Werte sehr hoch waren, könnte eine sehr viel höhere IL1RA-

Menge in den Ansätzen vorgelegen haben als tatsächlich gemessen wurde. Ebenso können 

Unterschiede aufgrund der verwendeten Zellen möglich sein (Tert-4 Stammzelllinie vs. 

primäre humane Synovialzellen). 

 

Für die Genexpression der FVV wird u.A. aufgrund der deletierten viralen LTR ein interner 

Promoter benötigt. Hierfür können virale (z.B. SFFV-U3) oder zelluläre Promotoren, wie z.B. 

EF-1α, verwendet werden (Weber und Cannon, 2007). Der Wahl des optimalen internen 

Promoters liegt dabei eine Balance zwischen einem eventuell ungenügenden 

Gentherapieerfolg und einer möglichen Insertionsmutagenese zugrunde, da mit Verwendung 

starker Promotoren das Risiko der Transaktivierung zellulärer Gene steigt (Flasshove et al., 

2000). Einige Daten belegen dabei, dass die Deregulation in vivo weniger mit der 

transkriptionellen Aktivität des Promoters, als vielmehr mit der Präsenz starker enhancer 

Elemente korreliert (Robert-Richard et al., 2007). Dass Reporterassays alleine nicht 

ausreichend sind, um das Transformationspotential eines Vektors auszumachen, zeigten 

Zychlinski et al. 2008. Die in einem Transfektionsassay ermittelte schwache enhancer 

Aktivität eines gammaretroviralen Vektors (SIN) mit SFFV Promoter stand dabei in scharfen 

Kontrast zum hohen Transformationspotential, das in einem replating assay ermittelt wurde 

(verwendet wurden murine HSZ). In der Veröffentlichung wurde ebenso gezeigt, dass die 

zwei gut charakterisierten zellulären Promotoren, EF-1α (kurze Form; 250 bp) und PGK, ein 

geringeres Potential als der vom SFFV abgeleitete virale Promoter haben, benachbarte 

Promotoren und Proto-Onkogene (Evi1) zu aktivieren (Montini et al., 2006). Dieser 

Unterschied ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass der SFFV-U3 Promotor mehr und 

dichter gepackte Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren besitzt als der zelluläre EF-1α 

Promotor (Zychlinski et al. 2008). Die Wahl eines geeigneten Promoters hängt auch mit der 

Art der Erkrankung zusammen und ist individuell für jede Anwendung zu finden. Dies zeigen 

in diesem Zusammenhang die aktuellen Ergebnisse der foamyviralen LAD-Studie am 

Großtiermodell (CLAD) (siehe 2.7.4). Mit Verwendung foamyviraler Vektoren, die anstelle 

des viralen MSCV Promoter der initialen Studie den schwächeren zellulärer PGK Promotor 

tragen, konnte keine Heilung der Hunde erzielt werden (Kiem et al., 2007; Bauer et al., 2008; 

Bauer et al., 2011).  

 

In tierexperimentellen Studien zur RA wurden zudem sich selbst regulierende Konstrukte 

verwendet, in denen das therapeutische Transgen unter der transkriptionellen Kontrolle 

eines induzierbaren Promoters stand, welcher auf entzündliche Signale reagierte (Miagkov et 
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al., 2002). Eine Vielzahl solcher Systeme wurde bisher entwickelt, bei denen bspw. der IL1 

und IL6 Promoter, sowie NF-κB response Elemente verwendet wurden. Eine weitere 

Möglichkeit ist der Gebrauch externer Agenzien, wie z.B. Doxycyclin, um die 

Transgenexpression zu regulieren (van de Loo et al., 2004a, Adriaansen et al., 2007).  

Van de Loo et al. konnten eine stabile Luciferase-Expression über 90 Tage hinweg mit einem 

Hybridpromoter (IL1enhancer/IL6 proximal, (IL1E/IL6P)) in einem murinen Kollagen-

induzierten Arthritismodell erzielen (van de Loo et al., 2004a). Mit adenoviralem IL4 

Gentransfer wurde der IL1E/IL6P Hybridpromoter näher charakterisiert. Da der Gentransfer 

von IL4 im nativen Knie ungünstige inflammatorische Nebeneffekte mit sich bringt, wurde 

analysiert, ob der Einsatz von IL4 mit einem krankheitsregulierten Promoter möglich ist. 

Dabei zeigte sich, dass mit einem konstitutiv aktiven viralen Promoter massive 

Gelenkentzündungen in nativen Mäusen hervorgerufen werden, wohingegen mit dem 

krankheitsregulierten (IL1E/IL6P) Promotor nur eine marginale Entzündung zu verzeichnen 

war. Der Hybridpromotor sprach auf eine Vielzahl pro-inflammatorischer Zytokine in vitro 

sowie in vivo an (Zymosan und SCW-induzierte Gelenkentzündung) und generierte in den 

arthritischen Mäusegelenken IL4-Level, die in der Lage waren, Knorpel- und 

Knochenerosionen zu verhindern (Van de Loo et al., 2004b; Geurts et al., 2007).  

Mit vergleichenden Motivanalysen von Expressionsprofilen normaler und rheumatischer 

Gelenkinnenhäute konnten zudem Promotoren ausgemacht werden, die bei der RA 

hochreguliert sind (Geurts et al., 2009). Mit einem Algorithmus wurden mögliche funktionelle 

Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren identifiziert. Eine Vielzahl an Kandidaten konnte 

so ermittelt werden, wobei in vitro (humane SF und murine Zellen) letztlich neun in lentivirale 

(SIN) Vektoren klonierte computerermittelte Promoterregionen mit Zytokinen induziert 

werden konnten. Der serum amyloid A3 (Saa3) Promoter zeigte dabei die stärkste Induktion 

und wurde für in vivo Versuche (Mausmodell der Kollagen-induzierten Arthritis) zur 

Expression von IL1RA verwendet, in denen die Effizienz des Vektors gezeigt werden konnte 

(Geurts et al., 2009). Eine feinabgestimmte und restriktierte Abgabe der therapeutischen 

Transgene könnte demnach mit krankheitsregulierten Promotoren bewerkstelligt werden. 

Ferner führte die Hypothese - zelluläre Promotoren könnten weniger anfällig für ein silencing 

sein und daher Expressionen über einen langen Zeitraum im Synovium gewährleisten -  

(Gouze et al., 2002; Watanabe et al., 2000) zur Klonierung von pNA4, einem FVV bei dem 

EGFP unter der Kontrolle eines zellulären Promoters steht (EF-1α) (siehe 5.3). Der EF-1α 

Promoter vermittelt sehr hohe Transgenexpressionen in zahlreichen Zelltypen (Kim et 

al.,1990; Wakabayashi-Ito und Nagata, 1994; Qin et al., 2010). Um die Eignung des Vektors 

für die in dieser Arbeit beschriebenen Tierversuche zu ermitteln, wurde der Vektor zunächst 

in vitro mit den foamyviralen Vektoren MD9 (SFFV-U3 Promoter) und KG84 (CMV Promoter) 

verglichen. Dabei zeigten sich niedrigere Transduktionsraten bzw. höhere CCID50 Werte bei 
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der EF-1α vermittelten EGFP-Expression (siehe 5.3, Abb. 9). Für die tierexperimentellen 

Arbeiten sollte ein starker Promoter zum Einsatz kommen, da die i.a. transplantierten Zellen 

nach Versuchsende erneut anhand ihrer EGFP-Expression detektiert werden sollten. 

Deshalb wurde der starke SFFV-U3 Promoter für die Tierversuche gewählt. Unterstützt 

wurde diese Wahl auch durch die sich bei der in vitro Charakterisierung abzeichnende 

Abschwächung der Markergenexpression durch die IRES Sequenz im therapeutischen FVV 

(siehe 5.6, Abb. 14).  

 

Des Weiteren steht zukünftig ein pTW01 basierter FVV (JK1) zur Verfügung, bei dem 

mCherry als Fusionsprotein zusammen mit der autokatalytischen aktiven 2A-Protease des 

Maul- und Klauenseuche-Virus (Foot-and-Mouth disease virus, FMDV-2A) vor das Gen für 

hIL1RA inseriert wurde (JK1: -SFFV-U3-mcherry2A-hIL1RA-) (Diplomarbeit Jennifer Krieg). 

Bei der FMDV-2A-Protease handelt es sich um ein 16 Aminosäuren umfassendes 

autonomes Element, welches kotranslational die autoproteolytische Spaltung an ihrem 

eigenen C-terminalen Ende katalysiert (Ryan et al., 1991). Das JK1 Plasmid ist mit 7854 bp 

um 3225 bp verkürzt gegenüber dem NA1 Plasmid (11079 bp). Es ist das Ziel, virale 

Sequenzen der FVV zu minimieren, um ihre Sicherheit für die Anwendung in der 

Gentherapie zu erhöhen (Trobridge et al., 2002a; Wiktorowicz et al., 2009). 

 

6.3 Zellbasierter foamyviral vermittelter Gentransf er in 

Rattenkniegelenke  

Aufgrund der unklaren Langzeitverträglichkeit bzw. dem Nebenwirkungspotential und der 

Optimierung von Therapieansätzen, sind Erkenntnisse aus Tiermodellen essentiell für die 

Beurteilung von Gentherapiestrategien. Im Bereich der Onkologie sowie bei Organ- und 

Zelltransplantationen wurden vermehrt athymische Mutanten als Tiermodelle eingesetzt 

(Grinnemo et al., 2004). 1953 hat man eine Mutation im Rowett Research Institute in 

England entdeckt, welche einen athymischen haarlosen Rattenphänotyp hervorbrachte. Die 

Mutation wurde aber nicht isoliert, da man die Immundefizienz der Tiere anfangs nicht 

erkannte. Das erneute Auftreten der Mutation in derselben Auszuchtkolonie, zwei Jahrzehnte 

später, legte die Vermutung nahe, dass die Mutation in der Rattenkolonie autosomal rezessiv 

vererbt wurde (Festing et al., 1978). Die Tiere wurden als Rowett nude rats (rnu) benannt 

(Festing et al., 1978) und sind durch einen sehr schwach ausgeprägten wechselnden 

Haarbesatz gekennzeichnet. Im Vergleich zum Durchschnittsgewicht von heterozygoten 

Tieren sind die Nacktratten ca. 20 % leichter und haben unter konventionellen 

Haltungsbedingungen eine Lebenserwartung von etwa neun Monaten (Schuurman et al., 

1992). Immunologisch wird die Nacktmutation begleitet von einer Aplasie des Thymus, 
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welcher nur in einer rudimentären Form ohne Lymphozytenpopulationen existiert (Rolstad, 

2001). Folglich resultiert die kongenitale Abwesenheit des Thymus in einer hochgradig 

defizienten zellvermittelten Immunantwort. Das Fehlen der T-Zellfunktionen wurde durch die 

Akzeptanz von allo- und xenograft Transplantaten demonstriert (Davies et al., 1983).  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Transduktion mit dem Vektor NA1 

(FV.hIL1RA) zu einer spezifischen und signifikanten Menge an hIL1RA Protein in den 

HT1080, Tert-4 und primären MSZ drei Tage nach Transduktion führt (~ 100 ng/ml) (siehe 

5.6, Abb. 16). Die Höhe der in vitro hIL1RA-Transgenexpression war dabei vergleichbar mit 

den Werten, die mit lenti- und adenoviralen Vektoren erreicht wurden und um ein vielfaches 

(~ 100) höher, als die mit AAV-Vektoren erzielten Werte (siehe 5.6.1, Abb. 19) (Gouze et al., 

2003a; Ghivizzani et al., 1998; Kay et al., 2009). Ebenso konnte nach Evaluierung der 

Synovialmembranpräparation aus Rattenkniegelenken und anschließender Isolierung der 

Synovialfibroblasten, deren erfolgreiche Transduktion mit NA1 (FV.hIL1RA) und MD9 

(FV.EGFP) in vitro gezeigt werden (siehe Abb. 19 und 30). Nach Zellsortierung waren die 

Zellen weiterhin teilungsfähig und zeigten keine morphologischen Veränderungen oder 

Anzeichen von Seneszenz. In ELISA-Messungen vor den Transplantationen produzierten 

eine Millionen Zellen (in 20 ml Medium) im Mittel ~ 100 ng/ml hIL1RA (Wistar SF: 91 ± 8 

ng/ml; Nude SF 105 ± 4 ng/ml; Daten nicht gezeigt).  

Die RA ist durch eine variable Krankheitsaktivität gekennzeichnet, wobei das spontane 

Nachlassen und Wiederaufflammen der Gelenkentzündung bei einer medikamentösen 

Behandlung aber nur schwer berücksichtigt werden kann (van de Loo, 2004; van de Loo et 

al., 2004b). Der Transfer des therapeutischen Transgens in das arthritische Gelenk hat den 

Vorteil einer kontinuierlichen Produktion und zellulären Modifizierung der Transgenprodukte 

(Glykosylierung) (Traister und Hirsch, 2008). Die stabile Langzeitexpression im Gelenk stellt 

dabei eines der wichtigsten Leistungsmerkmale in der RA Gentherapie dar. Das in vivo 

silencing, hervorgerufen durch die Methylierung von CpG Motiven (Brooks et al., 2004), 

durch Histon Modifikationen (Mutskov und Felsenfeld, 2004), durch Zytokin-vermitteltes 

Promoter silencing (Sung et al., 2001) oder durch die immunvermittelten Beseitigung der 

transduzierten Zellen (Elkon et al., 1997, Zhang et al., 1998; Lutzko et al., 1999), stellt eines 

der größten Probleme von gentherapeutischen Studien der RA im Tiermodell dar. 

Mit scAAV (self complementary AAV) vermitteltem direktem Gentransfer führten Kay et al. 

2009 Versuche mit Kaninchen durch. Dabei konnten in vitro mit der höchsten viralen Dosis 

von 105 Partikel / Zelle, nur hIL1RA-Mengen im pg Bereich erzielt werden (artikuläre 

Kaninchenfibroblasten). In normalen und arthritischen Kaninchengelenken konnten im 

Schnitt ~ 1 ng/ml hIL1RA in der Lavageflüssigkeit über einen Zeitraum von drei Wochen 

detektiert werden (Kay et al., 2009). Mit einem zweiten inflammatorischen Stimulus wurde 

versucht, die Expression nach Abklingen wiederherzustellen, wie es bereits in Studien von 
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Pan et al. gezeigt werden konnte (Pan et al., 1999). Dies gelang jedoch nicht. Auch eine 

zweite AAV.hIL1RA Injektion führte zu keinen detektierbaren hIL1RA-Mengen in der 

Lavageflüssigkeit. 

Erste Versuche mit direktem lentiviralem intraartikulären Gentransfer zeigten, dass mit 

immunkompetenten Wistar Ratten, bei Verwendung nicht homologer Transgene (hIL1RA), 

eine Expressionsdauer von ~ 21 Tagen im Gelenk erreicht werden kann (Gouze et al., 2002). 

Die Werte die dabei an Tag fünf erreicht wurden, sind mit ~ 81 ng/ml bei den Wistar Ratten 

sehr hoch; die Transgenexpression war jedoch bereits an Tag 10 um 85 % erniedrigt. In 

athymischen nude Ratten wurden zu Beginn ähnlich hohe Werte gemessen, der Verlust der 

Transgenexpression hingegen war nicht so rapide, und selbst nach 42 Tagen konnten noch 

15 ng/ml IL1RA nachgewiesen werden (Gouze et al., 2002). Die Arbeitsgruppe konnte die 

Ergebnisse 2007 mit lenti- und adenoviralen Vektoren bestätigen. Die Dauer der Expression 

in immundefizienten Ratten konnte stabil über einen Zeitraum von 168 Tagen mit 1/5 der 

maximalen Anfangsexpression aufrechterhalten werden. Das Maximum der Expression 

wurde nach fünf Tagen post injektionem mit ca. 58 ng/ml erreicht, die Expression sank mit 

der Zeit und lag ab Tag 42 stabil zwischen 3 - 15 ng/ml (Gouze et al., 2007). In Wistar Ratten 

war die Expression von hIL1RA sowohl mit lenti- als auch adenoviralen Vektoren anfänglich 

(fünf Tage nach Injektion) ebenfalls hoch, bewegte sich jedoch nach drei Wochen im Bereich 

der Hintergrundexpression der Kontrollen. Die Umgehung der Immunantwort des 

Empfängertieres scheint demnach eine maßgebliche Rolle bei der Langzeitexpression zu 

spielen. Weiterhin waren Zellen, die zu einem späten Zeitpunkt des Versuchs aus den 

Gelenken isoliert und auf die Anwesenheit des Markergens mittels FACS analysiert wurden, 

im Gegensatz zu den früheren Analysezeitpunkten größer und führten zu der Hypothese 

dass zwei Subpopulationen an Zellen im Kniegelenk der Ratten transduziert wurden. 

Demnach gab es eine transient vorhandene Population mit einer Halbwertszeit von weniger 

als 21 Tagen, die 75 % der initial transduzierten Zellen ausmachten, und eine weitere 

langlebigere Zellpopulation, die 25 Prozent der transduzierten Zellen stellte, und ~ 20 

Prozent der anfänglichen Expression über den längeren Zeitraum hin gestattete. Weitere 

Versuche konnten die stabil exprimierenden Fibroblasten den Ligamenten, Sehnen und der 

Gelenkkapsel zuordnen. Diese langlebigeren Subpopulationen müssen weiter gründlich 

untersucht werden, da bisher der Grund für deren Fortbestehen im Gelenk nicht bekannt ist. 

Die Veröffentlichung rückte die zelluläre Dynamik des artikulären Gewebes in ein neues Licht 

und zeigte, dass der Zellumsatz und die Immunreaktivität eine Schlüsselposition in der i.a. 

Langzeitexpression einzunehmen scheinen. 

 

Da auch eine T-zellspezifische Immunantwort gegen virale und nicht-homologe Proteine 

vermutlich eine Rolle für das Fortbestehen der Transgenexpression spielt, erforderten die i.a. 
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Transplantationen der foamyviral transduzierten Synovialzellen aufgrund der Verwendung 

artfremder Transgene (humanes IL1RA und EGFP), die Verwendung von athymischen 

Nacktratten. Nach Präparation der Synovialzellen aus Spendertieren, foamyviraler 

Transduktion, Zellsortierung (EGFP) und i.a. Injektion, war zunächst das Ziel, die Zellen nach 

Versuchsende erneut detektieren zu können (siehe 5.7.2). Dabei war der Verlust an EGFP-

positiven Zellen nach 21 Tagen, wie erwartet bei den Wistar Tieren früher zu verzeichnen als 

bei den nude Ratten. Auch in den nude Gelenken war eine Abnahme EGFP-positiver Zellen 

zu beobachten (Maximalwerte: Tag 21: 0,7 %; Tag 42: 0,2 %), allerdings konnten nach 88 

Tagen noch bis zu 2,6 % EGFP-positive Zellen isoliert werden. Zudem wurden die Gelenke 

für eine hIL1RA-Expressionsanalyse geöffnet und nach 24 h in Gewebekultur die 

konditionierten Medien untersucht. Nach Präparation der Synovialmembran sowie der 

Gelenkinnenflächen und anschließendem 24-stündigem Collagenaseverdau dieser Gelenke, 

zeigte sich jedoch ein zunehmender Vitalitätsverlust mit Absterben und fehlendem 

Anwachsen der Zellen. Es war demnach nicht möglich, Gelenke, die für eine quantitative 

hIL1RA-Expressionsanalyse herangezogen wurden, zugleich mittels FACS zu untersuchen. 

Aufgrund der daraus resultierenden geringen Anzahl der untersuchten Kniegelenke sei die 

EGFP-Analyse im Zeitverlauf als Tendenz zu sehen, welche die in dieser Arbeit erhaltenen 

i.a. hIL1RA ELISA-Daten in ihrer Aussage unterstreicht (siehe 5.7.3 und 5.7.4).  

 

Neben der EGFP-Expression konnte in dieser Arbeit auch die foamyviral vermittelte i.a. 

hIL1RA-Expression für die Dauer von 21 Tagen in immunkompetenten Wistar Ratten und 

über 88 Tage in nude Ratten erzielt werden. Die Ergebnisse stimmen dabei, in Hinsicht auf 

die Dauer der Transgenexpression in den beiden verwendeten Rattenstämmen, mit den 

publizierten lenti- und adenoviralen Vektorstudien überein (Gouze et al., 2007).  

Um die Höhe der Transgenexpression mit Studien anderer Vektorsysteme zu vergleichen, 

muss berücksichtigt werden, dass die ermittelten hIL1RA-Werte auf das angenommene 

Gelenkvolumen der Ratten zurückgerechnet und in ng pro 50µl Gelenkflüssigkeit 

(„ng/Gelenk“) angegeben wurden (siehe Anhang 7.1 für detaillierte ng/ml Angaben).  

Mit direktem lenti- und adenoviralem Gentransfer wurden sehr hohe i.a. hIL1RA-Werte an 

Tag 5 und 10 nach Injektion publiziert (Gouze et al., 2007). Die FVV Daten beider 

Rattenstämme sind im direkten Vergleich (ng/ml) ~ um den Faktor 45 geringer.  

Rechnet man die hohen mit LV.hIL1RA erhaltenen Werte von Gouze et al. (maximal 113 

ng/ml) auf das Gelenkvolumen zurück, erhält man Werte mit ~ 2,3 µg an Tag fünf nach 

Transplantation (Gouze et al., 2002). Diese hohen Konzentrationen könnten zu 

Nebenwirkungen durch aus dem Gelenk austretendes hIL1RA führen. In der Studie wurde 

hIL1RA im Serum detektiert, daraus resultierende Nebenwirkungen sind jedoch nicht 

beschrieben.  
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Im Zeitverlauf (bis 168 Tage nach Injektion) betrachtet, sank die LV.hIL1RA Expression auf 

stabile 3 bis 15 ng/ml nach Tag 42, während die Ad.hIL1RA Expression auf ~ 30 ng/ml 

absank (Gouze et al., 2007). In diesem Bereich sind die FV.hIL1RA Werte mit maximal          

4 ng/ml an Tag 88 nun interessanterweise durchaus vergleichbar mit den mit LV Vektoren 

erhaltenen Werten und nur ca. 8-fach geringer gegenüber den Resultaten mit Ad.hIL1RA.  

 

Mit dem kommerziell erhältlichen spezifischen ELISA (R&D) stand dieser Arbeit eine 

evaluierte hIL1RA-Konzentrationsbestimmung zur Verfügung. Auffallend in den Resultaten 

waren starke Schwankungen der i.a. hIL1RA-Expression bei den nude Tieren (siehe Abb. 

34). Mögliche Faktoren, die für die Abweichungen verantwortlich sein könnten, sind neben 

den verschiedenen Spenderzellchargen die i.a. Injektionen. Während dieser konnte es 

aufgrund der Unterschiede im Gelenkvolumen, je nach Alter und Gewicht der Tiere, zu 

minimal austretenden Volumen der Zellsuspension kommen. Diese wurden mittels 

Insulinspritze wieder aufgenommen und erneut ins Gelenk injiziert.  

Bei genauerer Betrachtung der niedrigen hIL1RA-Werte der nude Ratten zeigte sich, dass 

eine Spenderzellcharge über den Zeitverlauf von 42 Tagen zwar niedrige, aber stabile Werte 

generierte (siehe Abb. 35). Die Schwankungen waren demnach auch von der jeweiligen 

Spenderzellpräparation abhängig. Dafür sprechen auch die Resultate der Wistar FV.hIL1RA-

Gruppe, bei welcher nur eine Spenderzellcharge verwendet wurde, was zur Folge hatte, 

dass die Werte dementsprechend nicht so stark differierten (siehe Abb. 33). 

Um etwaige Abweichungen der ELISA-Messungen zu vermeiden wurden alle Proben in 

großen Messreihen zusammengefasst. Dadurch ergaben sich verschiedene 

Lagerungszeiten der Proben bei -20°C. Proben mit la nger Lagerungsdauer wurden nach 

Abschluss der Tierversuche erneut gemessen und zeigten keinen signifikanten Verlust an 

hIL1RA. Die Schwankungen der i.a. hIL1RA-Expression sind demnach den 

Spenderzellchargen und der Injektion zuzuordnen.  

 

Weiterhin auffällig waren die Unterschiede der EGFP- und hIL1RA-Expression im Zeitverlauf 

in den Nacktratten. Während die EGFP-Expression in den explantierten Synovialzellen im 

Zeitverlauf abfiel (Abb. 32), war die FV.hIL1RA-Expression hingegen über 88 Tage relativ 

stabil (Abb. 34). Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass bei den FACS-Analysen 

Synovialzellen aus den präparierten Synovialmembranen analysiert wurden, während bei 

den ELISA-Messungen die gesamten Kniegelenkinnenflächen dem Medium exponiert 

vorlagen. Es ist denkbar, dass transplantierte Zellen an Sehnen, Ligamenten oder am 

Knorpel angewachsen sind, bzw. als separate Zellansammlung im Gelenk vorlagen (im 

Fettpolster oder im fibrösen Kapselgewebe) und bei den Präparationen der 

Synovialmembranen in den FACS-Analysen nicht miterfasst wurden. Zudem sind 
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Schwankungen, die von der Durchführung der Synovialmembranpräparationen herrühren, 

denkbar. 

 

6.4 Therapiesicherheit 

Eine einfache reproduzierbare und effiziente Herstellung der Vektoren ist für 

gentherapeutische Ansätze von zentraler Bedeutung. Bei der Anwendung zellbasierter ex 

vivo Strategien sind die Kosten, welche die Präparation und Expansion der Zellen unter GMP 

Bedingungen verursachen ein Nachteil. Allerdings gewährleisten indirekte Strategien 

gegenüber der direkten Applikation viraler Vektoren eine höhere Sicherheit, da die Zellen vor 

der Transplantation z.B. hinsichtlich morphologischer Veränderungen / Entartungen 

analysiert werden können.  

In den meisten ex vivo RA-Studien wurden Synovialfibroblasten verwendet (Evans et al., 

2009). Aus der Wundheilung weiß man, dass gewebsständige Fibroblasten durch 

Chemokine und Wachstumsfaktoren von einem ruhenden Phänotyp in einen aktivierten 

Phänotyp wechseln und lokal durch das Gewebe zur geschädigten Stelle migrieren können. 

Nach Adhäsion an die EZM sezernieren sie dort u.a. Matrixproteine für den Aufbau einer 

gesunden Matrix (Moore et al., 2005). Lefèvre et al. konnten interessanterweise zeigen, dass 

RASF in nicht betroffene Gelenke einwandern können (Lefèvre et al., 2009). Sie 

implantierten gesunden humanen Knorpel subkutan in ein SCID-Maus-Modell und 

applizierten kontralateral die Zellen (i.p., s.c., i.v.). Die RASF bewegten sich bei allen 

Applikationsformen in Richtung gesunden Knorpel, wanderten ein und zerstörten diesen 

letztlich (Müller-Ladner, 1996; Lefèvre et al., 2009). Dies erscheint nicht nur für die 

Ausbreitung der RA von Interesse, sondern muss auch für den Einsatz der SF in der 

Gentherapie berücksichtigt werden. Als Alternative zu den in dieser Arbeit verwendeten 

Synovialzellen kommen derzeit primäre T-Zellen, B-Zellen, DCs (dendritic cells), 

Makrophagen und MSZ zum Einsatz (Pap et al., 2002; van de Loo et al., 2004b).  

Dass Kosten und Komplexität von ex vivo Ansätzen durch Verwendung transduzierter 

allogener Zelllinien gemindert werden können, zeigen klinische Arthrosestudien aus Korea 

und den USA, die mit einer etablierten Zelllinie durchgeführt wurden (Evans et al., 2009).  

Die ex vivo genetisch modifizierten humanen Chondrozyten (Gentransfer von TGFβ1) 

wurden zuvor bestrahlt, um Zellteilungen und eine etwaige Tumorbildung zu verhindern. 16 

Probanden wurden ohne Zwischenfälle behandelt, wobei die Hälfte eine symptomatische 

Verbesserung zeigten. Mittels Kernspinresonanztomographie wurden zudem Nachweise zur 

Knorpelregeneration erbracht.  

Im Jahr 2005 wurde die erste Phase I klinische Studie mit einem ex vivo Protokoll zur RA 

durchgeführt (Kim et al., 1998; Evans et al., 2005). Den Probanden wurden 
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Synovialfibroblasten entnommen, die ex vivo transduziert (hIL1RA, retroviral) und 

retransplantiert wurden. Eine Woche nach Injektion hat man die Gelenke im Rahmen einer 

Gelenkersatzoperation entnommen und untersucht. Präklinische Daten zur RA belegen dass 

die i.a. injizierten Zellen während der ersten Woche nach Injektion aus dem Gelenkraum 

austreten können (Evans et al., 1996). Die Gefahr besteht demnach, dass Zellen nach der 

chirurgischen Gelenkentnahme extraartikulär vorliegen und so eine potentielle Quelle für 

zeitverzögerte Nebenwirkungen sind. Die 2005 von Evans durchgeführte klinische Studie 

zeigt bis zum heutigen Zeitpunkt jedoch keine Nebenwirkungen (Evans et al., 2010).  

Interessant in dieser Hinsicht sind die von einigen Forschergruppen sowohl bei direktem als 

auch indirektem Gentransfer beobachteten kontralateralen Effekte (verwendet wurden 

adeno- und retrovirale Vektoren) (Bakker et al., 1997; Ghivizzani et al., 1998; Ma et al., 1998; 

Lechman et al., 1999). Dabei wurden anti-entzündliche und chondroprotektive Effekte sowohl 

im behandelten, als auch im unbehandelten Gelenk nachgewiesen (verminderte 

Leukozyteninfiltration, histologische Analysen und GAG-Messungen). Man nahm an, dass 

transduzierte Antigen präsentierende Zellen zu entzündlichen Stellen und den Lymphknoten 

wandern und für den Effekt im unbehandelten Gelenk verantwortlich sein könnten. Es wurde 

aber auch gezeigt, dass Serumlevel der therapeutischen Proteine und zirkulierende Vektoren 

mit dem kontralateralen Effekt korrelieren (Watanabe et al., 2000). Die distal synergistischen 

Effekte wurden auch mit einem zellbasierten Ansatz (retroviral vermittelte hIL1RA 

Expression, SF) im Kaninchenmodell der AIA nachgewiesen (Kim et al., 2002b). Verwendet 

wurden dabei autologe lapine Synovialfibroblasten, von denen die Arbeitsgruppe zuvor 

zeigen konnte, dass diese kein substantielles „Wandern“ (engl. trafficking) nach i.a. Injektion 

zeigen (Evans et al., 1996). Ebenso interessant war die Beobachtung, dass die hIL1RA 

Transgenexpression nach sieben Tagen im Gelenk sank, während der Transfer von hIL1RA 

und sTNFR-Ig gemeinsam zu einem Anstieg der Expression führte (Kim et al., 2002b). Da 

gezeigt wurde dass TNF-α Antagonisten zwar die Entzündung supprimieren, die 

Knorpeldestruktion aber weiter voranschreitet (Joosten et al., 1999), scheint die Kombination 

von IL1RA und TNF-α Antagonisten sehr vielversprechend. Aufgrund der hohen 

Verpackungskapazität foamyviraler Vektoren, könnten diese bei der Verfolgung mehrerer 

Therapiestrategien, bspw. der Expression von mehreren anti-entzündlichen Genen sehr von 

Nutzen sein. 

In dieser Arbeit galt es weiterhin zu klären, ob die für den indirekten Gentransfer 

verwendeten Zellen nach i.a. Injektion aus dem Kniegelenk auswandern. Daten zur 

Therapiesicherheit konnten gewonnen werden indem die Biodistribution (siehe 5.7.4) 

untersucht wurde. Dabei konnte keine extraartikuläre EGFP oder hIL1RA Expression 

festgestellt werden.  
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In den ELISA-Messungen (hIL1RA) der Organkulturüberstände waren zwar Nieren- und 

Leberproben der Wistar Ratten, sowie Nierenproben der nude Ratten positiv (FV.hIL1RA 

Gruppe), die Mengen in den beiden Kontrollgruppen (FV.EGFP und nativ) waren allerdings 

ähnlich hoch, bzw. höher. Nach Normierung auf die unbehandelten Kontrollen waren keine 

positiven hIL1RA-Werte zu verzeichnen. Eine etwaige Kreuzreaktivität des Antikörpers mit 

anderen Komponenten der Organkulturüberstände von Nieren und Lebern könnte hier für die 

schwach positiven Resultate in sämtlichen Versuchsgruppen verantwortlich sein. 

Das Vorliegen einer hIL1RA Expression wäre aber kein eindeutiger Hinweis auf gewanderte 

genetisch modifizierte Zellen, da es aufgrund der hohen Mengen im Gelenk auch zu einem 

Austritt von hIL1RA gekommen sein könnte. Erstaunlich war in dieser Hinsicht, dass kein 

hIL1RA im Serum detektiert werden konnte (Seren der Tage 5, 10, 21, 42 und 88). Während 

mit lentiviralen Vektoren signifikant erhöhte Werte in Plasma, Leber, Lunge und Milz an Tag 

fünf nach Injektion gegenüber den nativen Organen gemessen wurden (Gouze et al., 2002). 

Allerdings waren die i.a. LV.hIL1RA Expressionswerte mit ~ 100 ng/ml an Tag fünf sehr 

hoch, im Gegensatz zu den Leveln die mit NA1 erzielt wurden (2,2 und 3,4 ng/ml im Mittel 

mit nude bzw. Wistar Tieren).  

Zusätzlich wurde neben den FACS-Analysen und der ELISA-Messung (siehe 5.7.5.1 und 

5.7.5.2), die Detektion von EGFP auf genomischer DNA Ebene als sehr sensitive Methode 

herangezogen. Um dabei die Wahrscheinlichkeit zu erhöhen, transplantierte Zellen zu 

erfassen, wurden verschiedene Organareale für die Probenentnahme gewählt. Sämtliche 

PCR Proben (EGFP) waren dabei negativ. 

 

An der Verlängerung der Zeitspanne und Kontinuität der Proteinbereitstellung besteht großes 

Interesse. Neben dem Einsatz osmotischer Pumpen (Chuma et al., 2004) wurden auch 

durch in Liposomen oder synthetische Mikrosphären verpackte / eingekapselte Proteine 

längere Halbwertszeiten erzielt (Elisseeff et al., 2001). Weiterhin sollen deshalb zukünftig für 

eine verlängerte Halbwertszeit und kontrollierte Abgabe der Proteine sog. Alginat-Sphären 

angewandt werden. Schon 1999 wurde die Eignung der Sphären für in vivo Injektionen ins 

Gewebe beschrieben (Chang et al., 1999). Kaul et al. führten 2006 eine erfolgreiche Studie 

an Kaninchen mit Gelenkknorpeldefekten durch. Die Sphären beinhalteten dabei 

Chondrozyten die den FGF-2 (human fibroblast growth factor 2) überexprimierten und so die 

Heilung des Defektes durch Stimulierung der Chondrogenese anregten (Kaul et al., 2006). 

Eine Studie im Zentralnervensystem zeigt, wie vielfältig anwendbar diese Technologie ist 

(Ross et al., 1999). Das abgeschlossene System bietet einen erhöhten Schutz vor einem 

etwaigen Wandern der implantierten Zellen und deren Abschirmung vom Immunsystem. 

Immunologische Abwehrreaktionen können weitgehend gemildert oder sogar völlig 

vermieden werden (van Schilfgaarde und de Vos, 1999). Ein Vorteil der Verkapselung von 
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modifizierten Zellen wäre neben dem erhöhten Sicherheitsaspekt vor allem die Möglichkeit, 

universelle Zelllinien einzusetzen und damit eine enorme Kostenreduktion zu erzielen. 

Der sichere Verbleib der Zellen im Gelenk ist ein Sicherheitsaspekt der in dieser Arbeit mit 

drei Methoden näher untersucht wurde. Dabei wurde kein extraartikuläres hIL1RA oder 

EGFP detektiert.  

6.5 Experimentelle Arthritismodelle 

Verschiedene Tiermodelle wurden bisher entwickelt, um zum Verständnis der 

Pathomechanismen der RA beizutragen (Bendele et al., 1999a; Bendele et al., 1999b; van 

de Loo et al., 2006). Im Modell der SCW-induzierten Arthritis wird durch eine einmalige i.p. 

Injektion von Zellwandbestandteilen von Streptococcus pyogenes eine Polyarthritis ausgelöst 

(Cromartie et al. 1977). Ein anderes Modell ist die Kollagen-induzierte Arthritis, bei der die 

subkutane Injektion von artfremdem Collagen Typ II zum Ausbruch einer Polyarthritis in 

Ratten führt (Trentham et al., 1977). Bei der Antigen-induzierten Arthritis wird das Antigen 

direkt in die Gelenke der bereits immunisierten Tiere injiziert wird (Griffiths, 1992). Alle 

Modelle entwickeln dabei eine akute Arthritis mit den klinischen Symptomen 

Gelenkschwellung, Überwärmung und Rötung (Bräuer et al., 1988). Gemeinsamkeiten zur 

RA beim Menschen werden dabei im histopathologischen Bild, in der Chronifizierung der 

Gelenkschädigung und der Wirksamkeit anti-rheumatischer Medikamente deutlich. 

 

Ein FVV, der das humane IL1β exprimiert (NA3, siehe 5.4), wurde wie schon erwähnt, mit 

dem Fernziel kloniert, eine Zelllinie zu generieren, die nach i.a. Transplantation einen 

arthritischen  Phänotyp auslöst (siehe 5.4). Mit einem derartigen Tiermodell könnte die 

biologische Wirksamkeit des in dieser Arbeit konstruierten und charakterisierten FVV NA1 

untersucht werden. Jedoch konnte bei der in vitro Charakterisierung von NA3 nur eine 

minimale IL1β-Sezernierung (~ 0,7 ng/ml) in den Extrazellularraum gemessen werden. Die 

Sezernierung des nativen Proteins mit viralen Vektoren nicht sehr effizient, da IL1β kein 

Signalpeptid aufweist und nicht den bekannten Signalwegen der Sekretion folgt (MacKenzie 

et al., 2001). Die Einbringung einer Sequenz zur Steigerung der Sezernierungsrate ist für die 

vektorvermittelte Expression von Vorteil. Ghivizzani et al. verwendeten dazu die leader 

Sequenz des Parathyroidhormons (Fusion an den N-Terminus) und generierten ~ 100 bis 

200 ng/ml /106 Zellen / 48h in vitro. Mit Transduktion und Retransplantation von 107 

autologen Zellen in Kaninchengelenke zeigte sich die potente Wirkung dieser Modifizierung. 

Die Tiere verstarben oder mussten euthanasiert werden. Daraufhin wurden weniger Zellen 

transplantiert. Nach Injektion von 106 Zellen konnte in der Spülflüssigkeit des Gelenks ca. 

100 pg/ml hIL1β über zwei Wochen lang gemessen werden, danach stoppte die 

Transgenexpression aber abrupt. Die Kaninchen entwickelten während der zwei Wochen 
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Fieber, verloren an Gewicht, die Kniegelenke schwollen massiv an, die Synovia wurde 

hypertroph und invadierte Knorpel- und Knochen, sogar die Gelenkkapsel wurde in den 

angrenzenden Muskel geschoben, was nekrotische Veränderung zur Folge hatte. Auch die 

endogene (rabbit) IL1β Produktion stieg; ~ 200 pg/ml konnten in der Lavageflüssigkeit 

gemessen werden. Markant war, dass alle nicht-erosiven Merkmale nach Verlust der 

Transgenexpression reversibel waren. Auch mit Wistar Ratten konnte die Arbeitsgruppe den 

arthritischen Phänotyp generieren. Dermalfibroblasten wurden dazu aus Spendertieren 

isoliert und retroviral transduziert (DFG-hIL1β-neo) (Ghivizzani et al., 1997b). Eine Arthritis 

wurde durch ex vivo Gentransfer von hIL1β in beiden Hinterläufen induziert. Die Zellen 

wurden in verschiedenen Dosen injiziert (3 x 103 bis maximal 105). Der lentiviral vermittelte 

Gentransfer von IL1RA war in der Lage, selbst die mit der höchsten Zelldosis bewirkten 

pathologischen Veränderungen zu präventieren (Gouze et al., 2003a). Interessanterweise 

war dabei eine Steigerung der IL1RA Expressionsraten mit steigender Zellzahl, also 

steigender IL1β-Menge zu verzeichnen.  

Ob auch ein Anstieg der FV.hIL1RA Expression im Krankheitsmodell zu verzeichnen ist, gilt 

es zukünftig zu analysieren. Eine weitere Optimierung des pNA3 Plasmid durch Einfügen 

einer entsprechenden Sequenz zur Steigerung der Sezernierung, könnte einen FVV zur 

Verfügung stellen, der für die Entwicklung eines RA Krankheitsmodell geeigneter als NA3 

wäre. 

 

6.6 Foamyvirale Transduktion von humanen mesenchyma len 

Stammzellen 

Mesenchymale Stammzellen sind nicht-hämatopoetische, multipotente Stromazellen, die 

fähig sind in mesenchymale Gewebe wie Knochen, Knorpel, Muskel, Bänder, Sehnen und 

Fettgewebe zu differenzieren, was zur Aufrechterhaltung und Regeneration des Stütz- und 

Bindegewebes beiträgt (Caplan, 1991; Prockop, 1997; Chamberlain et al., 2007). Es gibt 

Studien die neben der „klassischen in vitro Differenzierung“ in Osteoblasten, Adipozyten und 

Chondroblasten, auch eine Differenzierung in β-Zellen der Bauchspeicheldrüse (Chen et al., 

2004) und Hautzellen (Deng et al., 2005) zeigen konnten. Die unproblematische Gewinnung 

z.B. aus Knochenmarkaspiraten oder Fettgewebe, sowie die leichte Expandierbarkeit und 

Transduzierbarkeit in vitro, lassen eine große Zahl von klinischen Anwendungen möglich 

erscheinen (Steinert et al., 2008; Nöth et al., 2010).  

Bei MSZ unterscheidet man drei verschiedene Subpopulationen mit individuellen 

Charakteristika: Kleine, sich schnell teilende Zellen (RS-Zellen, rapidly self-renewing cells), 

spindelförmige fibroblastenähnliche Zellen (SS-Zellen, spindle shaped cells) und große, 

flache, sich langsam teilende Zellen (FC-Zellen, flat cells) (Schieker et al., 2007). Da MSZ 
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keinen spezifischen Oberflächenmarker aufweisen wurden Minimalbedingungen für ihre 

Definition festgelegt (Tuan et al., 2003; Dominici et al., 2006). Diese sind neben der 

Plastikadhärenz, die Expression von CD105, CD73 und CD90, sowie die Abwesenheit von 

CD45, CD34, CD14 und die in vitro Differenzierbarkeit in Osteoblasten, Adipozyten und 

Chondroblasten. 

Aufgrund ihres regenerativen Potentials und optimalen Sicherheitsprofils sind MSZ für 

zellbasierte Ansätze geeignet und können unter Einfluss chondrogener Faktoren zur 

Ausbildung eines hyalinen Regeneratgewebes im Knorpeldefekt beitragen (Trippel et al., 

2004; Steinert et al., 2007; Steinert et al., 2008; Steinert et al., 2009). Klinischen Fallstudien 

implantierter humaner MSZ in osteochondrale Defekte haben die erfolgreiche Formation 

knorpelspezifischer Gewebe gezeigt (Wakitani et al.,2002; Tuan et al., 2003). Pagnotto et al. 

differenzierten MSZ in vitro mit AAV.TGFβ1 chondrogen und implantierten die Zellaggregate 

/ Pellets dann in osteochondrale Defekte von athymischen Ratten. Die Transgenexpression 

über den Zeitraum, der für die Knorpeldefektheilung nötig ist, konnte dabei mit den AAV-

Vektoren vermittelt werden. Nach 12 Wochen wurde eine verbesserte Knorpelreparatur in 

den AAV.TGFβ1 Gruppen beobachtet (Pagnotto et al., 2007). 

MSZ haben in vitro eine limitierte Lebensspanne, sie stellen bereits nach ca. 40-50 

Populationsverdopplungen das Wachstum ein (Stenderup et al., 2003; Bonab et al., 2006). 

Dieser als „replikative Seneszenz“ bezeichnete Wachstumsstop geht mit dem Verlust der 

klonalen Multipotenz einher (Banfi et al., 2000). Morphologische Veränderungen der Zellen 

hin zu einer vergrößerten, abgeflachten Form und einem vakuolenreichen Zytoplasma sind 

zu beobachten (Dimri et al., 1995; Noh et al., 2010).  

Für die MSZ Pelletversuche wurden die foamyviral transduzierten Zellen sortiert, wobei 

danach häufig seneszente Phänotypen beobachtet werden konnten (siehe Abb. 25 C und D). 

Aufgrund dieser Problematik und der benötigten Anzahl an Zellen/Pellets wurde deshalb 

zudem auf die Tert-4 Stammzelllinie zurückgegriffen.  

Zur Beurteilung der Funktionalität des NA1 (FV.IL1RA) Gentransfers, dem inhibitorischen 

Effekt von IL1β auf die Chondrogenese primärer MSZ und Tert-4 Zellen entgegenzusteuern, 

wurden die Zellen nach NA1 (FV.hIL1RA) bzw. MD9 (FV.EGFP) Transduktion in Pelletkultur 

gegeben (3*105 Zellen/Pellet) und in chondrogenem Differenzierungsmedium in An- und 

Abwesenheit von 10 ng/ml IL1β kultiviert (siehe 5.6.4). Über den Zeitraum von drei Wochen 

wurden die Transgenexpressionsraten der Pellets analysiert und am Endzeitpunkt 

histologisch und mittels semiquantitativer PCRs deren chondrogener Phänotyp untersucht. In 

MSZ Pelletkulturen erreichten die Transgenexpressionsraten maximale IL1RA Werte von 70 

ng/ml an Tag drei und sanken danach auf null ng/ml nach 21 Tagen ab, wohingegen die 

IL1RA Konzentrationen der Kontrollen permanent unter 400 pg/ml lagen. Auch in publizierten 

Daten mit adenoviral vermittelter Transgenexpression in MSZ Pellets war diese nur transient 



  DISKUSSION 

  124 

(Steinert et al., 2007b; Steinert et al., 2009). Maximal wurden 100 ng/ml erreicht, an Tag 21 

konnten Palmer et al. immerhin noch 10 ng/ml im Überstand detektieren (Palmer et al., 

2005).  

Auch in dieser Arbeit war die Transgenexpression mit FV.hIL1RA MSZ-Pellets nach 21 

Tagen nicht mehr nachzuweisen, während man hingegen mit sortierten Tert-4 FV.hIL1RA-

Pelletkulturen stabile hIL1RA Level mit im Mittel 99 ng/ml über die Kulturdauer von 21 Tagen 

erreichte (siehe 5.6.4, Abb. 26). 

Der Farbstoff Alcianblau bindet relativ spezifisch an Sulfatgruppen von Proteoglykanen (z.B. 

Aggrekan) des hyalinen Gelenkknorpels, der besonders reich an Chondroitinsulfat ist. In den 

mikroskopischen Aufnahmen der Tert-4 Pelletschnitte zeigte sich eine positive 

Alcianblaufärbung in den chondrogenen Kontrollen, während die IL1β inhibierten Gruppen 

negativ waren und durch foamyviral vermittelten hIL1RA Gentransfer eine Rekonstitution der 

Blaufärbung zeigten. In den Schnitten konnten jedoch keine typischen Chondrone 

ausgemacht werden. Mit semiquantitativen PCRs (AGN, BGN, Col II, COMP) konnten des 

Weiteren keine knorpelspezifischen mRNA Expressionen in den Tert-4 Pelletgruppen mit 

chondrogenem Differenzierungsmedium nachgewiesen werden, wobei das Haushaltsgen 

und die positiv Kontrolle die Qualität der cDNA und Primer sicherstellte. Die Vermutung liegt 

nahe, dass die Zellen aufgrund der hohen Zellpassage (Passage 94) die Fähigkeit zur 

chondrogenen Differenzierung verloren haben könnten. Abdallah et al. haben zudem neben 

der Tert-4 auch eine Tert-20 etablieren können. Es wurde dabei beschrieben, dass die Zellen 

nach unsachgemäßem Splitten (z.B. Tert-4 nicht 1/4) ihr Expressionsmuster verändern 

(Abdallah et al., 2005). Eine derartige Veränderung könnte nach Sortierung der Tert-4 Zellen 

auch zum Verlust der Differenzierungsfähigkeit beigetragen haben.  

Mit Verwendung ganzer Spenderzellchargen (jeweils aus einem Hüftkopf) wurde die 

Durchführung der Pelletversuche mit primären humanen MSZ ermöglicht. Die Inhibierung der 

Chondrogenese nach IL1β Zugabe wurde in Kontrollpellets gezeigt (Alcianblau und Collagen 

II negativ). Im Gegensatz dazu waren FV.hIL1RA MSZ Pellets chondrogen und zeigten 

signifikant gesteigerte Glykosaminoglykan/DNA (GAG/DNA) Raten zu allen Zeitpunkten (Tag 

3, 7, 14, 21) (Diplomarbeit Jennifer Krieg). Das GAG/DNA-Verhältnis ermöglicht eine 

quantitative Aussage über die knorpelspezifische Matrixbildung (Glykosylaminoglykan / 

Zelle).  

6.7 FV.hIL1RA Langzeitexpression in MSZ  

In primären hMSZ konnte eine stabile hIL1RA und EGFP Expression über einen Zeitraum 

von 137 Tagen nachgewiesen werden. Dies erwies sich insofern als interessant, da MSZ in 

Kultur bereits nach wenigen Passagen Anzeichen replikativer Seneszenz zeigen (Wagner et 

al., 2009). Die Seneszenz kann interessanterweise durch Kulturbedingungen und die 
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Zelldichte bei der Aussaat der MSZ beeinflusst werden. Colter et al. konnten zeigen, dass bis 

zu 50 Zellverdopplungen (PD, population doublings) mit einer geringen Aussaatdichte 

erreicht werden können. Werden die Zellen jedoch mit hoher Zelldichte kultiviert, stoppt das 

Wachstum bereits nach 15 PD (Colter et al., 2000). Das Gen- und Proteinexpressionsmuster 

ändert sich mit der Dauer der Kultivierung der MSZ. Gene der Zelldifferenzierung, Apoptose 

und Zelltod werden hochreguliert, die für Proliferation und Mitose hingegen herunterreguliert 

(Schallmoser et al., 2010). Die FV.hIL1RA Expression scheint interessanterweise nicht durch 

die Seneszenz beeinflusst zu werden. Die Gründe dafür sind bislang noch unbekannt. 

Unsere Arbeiten zeigen bislang, dass FV-Vektoren für eine effiziente Transduktion primärer 

MSZ verwendet werden können, um IL1RA Transgenlevel über einen längeren Zeitraum zu 

generieren, die in der Lage sind IL1β Effekte in vitro effektiv zu blockieren. 

6.8 Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit NA1 (FV.hIL1RA) ein foamyviraler Vektor konstruiert 

werden, der funktionell in vitro und in vivo näher charakterisiert wurde. Zur Klärung der 

Frage, ob foamyvirale Vektoren eine intraartikuläre Transgenexpression stabil über einen 

längeren Zeitraum auch in immunkompetenten Tieren, unter Berücksichtigung 

speziesspezifischer Transgene, zellulärer Promotoren und eines verkürzten Vektors mit 

minimalen viralen Sequenzen gewährleisten können, stehen die generierten FVV den 

weiteren Versuchen im Projekt zu Verfügung. Des Weiteren könnte mit Verkapselung der 

Zellen in Alginat-Sphären eine Abschirmung der Zellen vor dem Immunsystem und so 

möglicherweise eine längere Transgenexpression in den immunkompetenten Tieren erzielt 

werden. Weiterhin könnte ein Austausch des Markergens sensitivere Methoden zur 

Untersuchung der Biodistribution und damit der Therapiesicherheit ermöglichen. 

Als nächster Schritt soll die biologische Wirksamkeit und je nach Versuchsaufbau, der 

präventive oder palliative therapeutische Effekt der hIL1RA Expression im arthritischen 

Rattenkniegelenk näher analysiert werden. Nach erfolgreichem Abschluss dieser 

anstehenden Experimente könnten die entwickelten Gentransfersysteme dazu verwendet  

werden, den FV-vermittelten Ansatz zur Arthritistherapie im zulassungsrelevanten 

Grosstiermodell zu testen. 
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7 Anhang 

7.1 Detaillierte Angaben zu den i.a. hIL1RA Messung en 

Tag(e) hIL1RA    hIL1RA Präparationszeitpunkt  EGFP pos. Zellen [%]   

post injektionem [ng/Knie] [ng/ml] / Spenderzellcharge zum OP Zeitpunkt OP Datum 

5 132,5 1,7 16.03.2009 75 17.04.2009 

5 289,9 3,6 16.03.2009 75 17.04.2009 

5 237,1 3,0 16.03.2009 75 17.04.2009 

5 228,2 2,9 16.03.2009 75 17.04.2009 

5 85,4 1,1 25.05.2009 50 27.06.2009 

5 61,1 0,8 25.05.2009 50 27.06.2009 

5 124,5 1,6 18.07.2009 50 18.08.2009 

5 246,1 3,1 18.07.2009 50 18.08.2009 

10 100,5 1,3 16.03.2009 50 03.05.2009 

10 156,2 2,0 16.03.2009 50 03.05.2009 

10 125,1 1,6 25.05.2009 50 27.06.2009 

10 98,9 1,2 25.05.2009 50 27.06.2009 

10 447,3 5,6 16.03.2009 75 17.04.2009 

10 268,2 3,4 16.03.2009 75 17.04.2009 

21 66,6 0,8 25.05.2009 50 27.06.2009 

21 45,8 0,6 25.05.2009 50 27.06.2009 

21 261,6 3,3 16.03.2009 50 03.05.2009 

21 248,4 3,1 16.03.2009 50 03.05.2009 

21 213,3 2,7 16.03.2009 50 03.05.2009 

21 228,8 2,9 16.03.2009 50 03.05.2009 

42 146,2 1,8 16.03.2009 75 17.04.2009 

42 109,1 1,4 16.03.2009 75 17.04.2009 

42 47,7 0,6 25.05.2009 50 27.06.2009 

42 65 0,8 25.05.2009 50 27.06.2009 

88 181,8 2,3 18.07.2009 92 23.08.2009 

88 296,8 3,7 18.07.1009 92 23.08.2009 

88 138,2 1,7 25.01.2010 85 12.03.2010 

88 114,9 1,4 25.01.2010 85 12.03.2010 

88 230,1 2,9 25.01.2010 85 12.03.2010 

88 317,1 4,0 25.01.2010 85 12.03.2010 

Tab. 7: Daten zur FV.hIL1RA nude  Rattengruppe. 
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Tag(e) hIL1RA    hIL1RA Präparationszeitpunkt  EGFP pos. Zellen [%]   

post injektionem [ng/Knie] [ng/ml] / Spenderzellcharge zum OP Zeitpunkt OP Datum 

5 267,8 3,3 27.05.2009 72 18.07.2009 

5 252,5 3,2 27.05.2009 72   

5 292,8 3,7 27.05.2009 72 18.07.2009 

5 277,8 3,5 27.05.2009 72   

10 149,8 1,9 27.05.2009 73 16.07.2009 

10 125,4 1,6 27.05.2009 73   

10 56,6 0,7 27.05.2009 73 16.07.2009 

10 139,2 1,7 27.05.2009 73   

21 93,4 1,2 27.05.2009 72 18.07.2009 

21 97,0 1,2 27.05.2009 72   

21 0,0 0,0 27.05.2009 73 16.07.2009 

21 0,0 0,0 27.05.2009 73   

42 41,9 0,5 27.05.2009 73 16.07.2009 

42 0,0 0,0 27.05.2009 73   

42 0,0 0,0 27.05.2009 73 16.07.2009 

42 0,0 0,0 27.05.2009 73   

Tab. 8: Daten zur FV.hIL1RA Wistar Rattengruppe. 
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7.4 Abkürzungsverzeichnis 

µg  Microgramm 

µl  Microliter 

AAV   adeno-associated virus  

Abb.  Abbildung 

ADA  Adenosindeaminase 

AGN  aggrecan 

AIA   antigen-induced arthritis 

Amp  Ampizillinresistenzgen 

APS  Ammoniumpersulfat 

aq.  Aqua 

ATV  adjusted trypsin versen 

BGN  biglycan 

bp  Basenpaare 
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bspw.  beispielsweise 

bzw.  beziehungsweise 

ca.  circa 

CASI/II  cis-aktive Senquenz I und II 

CD4  cluster of differentiation 4 

cDNA  komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

cds  coding sequence 

CIA   collagen-induced arthritis 

CLAD  canine LAD 

cm   Zentimeter 

CO2   Kohlenstoffdioxid 

Col II  Collagen Typ II 
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COX-2  Cyclooxygenase-2 

CPE   zytopathischer Effekt 

cPPT   central PPT 

dest.  destilliert 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

dNTP  Desoxyribonukleosid-5`-Triphosphat 

ECMV Encephalomyokarditis Virus 
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EDTA  Ethylendiamintetraacetat 

EF-1a  Elongationsfaktor-1alpha 

EGFP Enhanced green fluorescent protein 

ES  embryonale Stammzellen 

et al.  und andere 

Evi1  Ecotropic viral integration site 1 

FACS  fluorescent activated cell scanning 

FCS  fetal calf serum 

FDA  US Food and Drug Administration  

FSC  forward scatter 

FV   Foamyviren 

FVV   FV-Vektoren 

g  Gramm 

GAG  glycosaminoglycan 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GT  Gentherapie 

h  Stunde(n) 

H/E  Hämatoxylin/Eosin 

HCl  Salzsäure 

hIL1RA humaner Interleukin-1 Rezeptorantagonist 

hMSZ humane mesenchymale Stammzellen 

HRP  horseradish peroxidase 

HSV  herpes simplex virus 

HSZ  hämatopoetische Stammzellen 

HFV human foamy virus 

i.a. intraartikulär 

ICE   Interleukin-1 Converting Enzyme 

IgG Immunglobulin G 

IL Interleukin 

IL1RI IL1-Rezeptor Typ I  

IL1RA Interleukin-1 Rezeptorantagonist 

IL1RAcP  IL1 receptor accessory protein 

IRES internal ribosomal entry site 

iNOS inducible nitric oxide synthase 

IP  internal promoter 

ITS  Insulin Transferrin Selenit 

kb  Kilobasen 
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kDa  kilo Dalton 

Koll II  Kollagen Typ II 

Koll X  Kollagen Typ X 

Koll XI  Kollagen Typ IX 

Konz.  Konzentration 

l  Liter 

LAD  Leukocyte Adhesion Deficiency 

LB  Luria-Bertani 

LPS   lipopolysaccharide 

Lsg.  Lösung 

LTR  Long Terminal Repeat 

LV  Lentivirus 

LVV  Lentiviraler Vektor 

M  Mol 

MCS  multiple cloning site 

MEM  Modified Eagle Medium 

mg  Milligramm 

MHC II major histocompatibility complex type II 

min  Minute(n) 

mio.  Millionen 

ml  Milliliter 

mm   Millimeter 

mM  Millimol 

MMP   Matrixmetalloproteinase 

MoMLV  Moloney Murine Leukemia Virus 

MSC  mesenchymal stem cells 

MSZ  mesenchymale Stammzellen 

mRFP monomeric red fluorescent protein 

NaCl  Natriumchlorid 

NF-κB   Nuclear Factor-κB 

ng  Nanogramm 

NK   natürliche Killer-Zellen  

nm  Nanometer 

NO   Stickstoffoxid  

orf   open reading frame 

PBS  phosphate buffered saline 

PBS   Primer binding site  
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PCR  polymerase chain reaction 

PEI  Polyethylenimin 

PFV     Prototypisches Foamyvirus 

pg  Picogramm   

PGE2   Prostaglandin E2 

PGK  Phosphoglyceratkinase 

PPT   Polypurintrakt  

Prom   internal heterologous promoter  

PUMA  p53 upregulated modulator of apoptosis 

R   LTR repeat region 

RASF  rheumatoide Synovialfibroblasten  

RLU  Relative lights units 

RNA  Ribonukleinsäure 

rpm  rounds per minute 

RT  Raumtemperatur 

RT-PCR  Reverse transcriptase-Polymerase chain reaction 

SA   splice acceptor 

SCW   streptococcal cell wall 

SD   splice donor 

SDS  Sodium dodecyl sulfate 

sek  Sekunde(n) 

SF  Synovialfibroblasten 

SFFV   Spleen Focus Forming Virus 

SHIV   simian-human immunodeficiency virus 

SIN  self-inactivating 

sIL1R   soluble interleukin-1 receptor 

SOD   superoxide dismutase 

SSC  side scatter 

sTNFR  soluble TNFR 

Tab.  Tabelle 

TAE  Tris-Acetat-EDTA 

Taq  thermus aquaticus 

TEMED N, N-N, N-Tetramethyl-Ethylendiamin 

TGFβ  Transforming Growth Factor β 

TIMP tissue inhibitors of metalloproteinases 

TNF Tumornekrosefaktor 



  ANHANG 

  134 

TNFR:Fc  tumor necrosis factor receptor extracellular domains fused to the Fc domain of 

IgG 

TRAIL   Tumor necrosis factor–related apoptosis-inducing ligand 

TREs   Tas responsive Elemente  

Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

ÜNK  über Nachtkultur 

V  Volt 

v/v  volume per volume 

vIL10   viral IL10 

Vol.  Volumen 

w/v  weight per volume 

X-SCID  X-linked severe combined immunodeficiency 

z.B.  zum Beispiel 
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