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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine Autoimmunerkrankung, die durch anhaltende
Gelenksentziindungen gekennzeichnet ist und mit einer fortschreitenden Degradierung des
Knorpels und Knochen einhergeht. Ungefahr 2 % der erwachsenen Bevdlkerung weltweit
sind betroffen und leiden unter erheblichen Gelenkschmerzen und Beeintrachtigungen.

Der intraartikulare Transfer anti-entziindlicher Gene (z.B. des Interleukin-1
Rezeptorantagonisten — IL1RA) zeigte signifikante Bedeutung in préklinischen und Phase-I
klinischen Studien der RA Therapie. Die meisten dieser Studien verwendeten MLV-basierte
orthoretrovirale Vektoren fir 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 zellulare 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 fur den humanen IL1RA, einer internen
ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) und EGFP wurden generiert und mit Verwendung eines
Vier-Plasmidsystem, bestehend aus dem Vektorplasmid (ILLRA-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 primaren humanen mesenchymalen Stammzellen
(MSZ) aus Knochenmarkaspiraten, der Tert-4 mesenchymalen Stammzelllinie, HT1080
Fibroblasten und priméaren Ratten Synovialfibroblasten durchgefuhrt. Die
Transgenexpression wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie (EGFP), ELISA (IL1ARA) und
gquantitativer Real-Time PCR (IL1RA) evaluiert.

Die Funktionalitdt des IL1RA-Proteins wurde mit einem Prostaglandin E, (PGE,) Assay
gezeigt. Dazu wurden FV.IL1RA transduzierte Tert-4 Zellen und unbehandelte Zellen mit 10
ng/ml IL1B inkubiert. Als readout flr die IL1-Stimulation dienten die PGE, Mengen in den
konditionierten Medien. Die Zellkulturiiberstdnde wurden 48 h nach IL1-Gabe auf ihren PGE,
und IL1IRA Gehalt hin untersucht. Die PGE, 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 intraartikulare (i.a.) Transgenexpression in
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den Wistar Ratten zunachst hoch, fiel jedoch nach ungefdhr 3 Wochen ab. Im Gegensatz
dazu war die foamyviral vermittelte ILLRA-Expression in den immundefizienten Ratten fir 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 extraartikulare Transgenexpression in allen
untersuchten Organen (Gehirn, Herz, Lunge, Leber, Niere, Milz, Gonaden und Serum).
Diese Resultate, zusammen mit dem Ausbleiben von sekundéren Erkrankungen, wie bspw.
Tumoren, in allen behandelten Tieren, sprechen fur die Sicherheit des Ansatzes.

Die Arbeit zeigt, dass FVV verwendet werden kénnen, um primare Synovialfibroblasten und
MSZ effizient mit Markergenen und dem anti-entziindlichen IL1RA Transgen zu
transduzieren. Die dabei erzielten Transgenlevel sind in der Lage, die Effekte von
hochdosiertem IL1 zu blockieren.

Die Ergebnisse sprechen daflr, dass FVV sehr effiziente Werkzeuge fur den ex vivo
Gentransfer sind und unterstreichen ihr groRes Potential fur die Bereitstellung anti-
entziindlicher Transgene in primaren Zellen und Geweben.

Zukuinftig 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 (ILLRA) and realtime polymerase chain reaction (PCR)
(IL1RA).

Functionality of the IL1RA protein was shown by using a Prostaglandin E, (PGE,) Assay. For
this, FV.IL1RA transduced Tert-4 cells and untreated Tert-4 cells were incubated with 10
ng/ml IL1B. As a readout for the IL1 stimulation, levels of PGE; in conditioned media were
determined. Cell culture supernatants were assayed 48 hours later for their PGE, and ILLRA
levels. The PGE; 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 IL1[3.

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 entzindlich systemische Autoimmunerkrankung, die
hauptsachlich durch die chronische Entziindung der Gelenke sowie Destruktion des
Gelenkknorpels gekennzeichnet ist. Vorwiegend sind dabei die Gelenke der Extremitaten
betroffen, wobei u.a. auch Augen, Haut, Sehnenscheiden, Schleimbeutel, BlutgefaRe und
andere innere Organe betroffen sein konnen. Die Prévalenz 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 Haufigkeitsgipfel zwischen dem
35. und 45. Lebensjahr, wobei Frauen 2-3 mal haufiger betroffen sind als Manner (Sangha et
al., 2000; Symmons, 2002). Die entzindlichen Verdnderungen &ufRern sich in
Gelenkschwellungen, wobei es beim schwerem Verlauf zu einer typischen Deformierungen
und zunehmendem Funktionsverlust der betroffenen Gelenke kommt. Die irreversible
Schadigung des Knorpels, sowie damit einhergehende Schéadigungen 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 soziotkonomische Belastung fur die Gesellschaft. Neben den hohen Kosten fur
das Gesundheitswesen sind die gangigen Behandlungsmethoden zudem nur teilweise
wirksam und sehr aufwendig (Scott et al., 2010).
Im spaten Krankheitsverlauf kann es neben den Gelenkmanifestationen zuséatzlich zu
systemischen und extraartikularen Manifestationen kommen. Dazu kbénnen u.a.
Rheumaknoten, Osteoporose, chronische Anémie, Vaskulitis, Serositis, Amyloidose,
Neuropathien und kardiopulmonale Komplikationen gehdéren (Young und Koduri, 2007).
Die Atiologie 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 Autoantikérpern im Serum von RA-Patienten,
die gegen den Fc-Teil von Immunglobulin G (IgG) gerichtet sind, sog. Rheumafaktoren (RF),
fuhrten zunadchst 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 familiar gehauft auftritt.
10
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Auch zahlreiche genetische Polymorphismen fir Zytokine, die an der Pathogenese der RA
beteiligt sind, wurden beschrieben, wie z.B. fir TNFa, IL1a/B, IL1RA, IL4, IL6 und IL10
(Cantagrel et al., 1999; Verweij, 1999). Deren prazise Rolle ist bislang allerdings noch unklar.
Des Weiteren werden virale und auch bakterielle Infektionen als Ausloser der RA diskutiert.
So wurde z.B. der Nachweis von viralen Antigenen im Zusammenhang mit der RA fir 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 Haufung der Expression bestimmter HLA-DRB1-Allele, welche eine bekannte
Sequenz von funf Aminosduren in der hypervariablen Region der B-Kette im HLA-Molekil
kodieren, das sog. ,shared epitope”, wurde interessanterweise bei 80-90 % aller
kaukasischen RA-Patienten gefunden. Eine Beteiligung bei der Antigenprasentation 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 Synovialflissigkeit konnten keine grof3en Mengen an
spezifischen T-Zell-Zytokinen, wie z.B. IL2 und IFN-y nachgewiesen werden, dagegen
Uberwogen die von Makrophagen und Fibroblasten sezernierten Zytokine, wie z.B. IL1, IL6
und TNF-a. Diese Gegebenheit und die vermehrt auftretende Proliferation der synovialen
Fibroblasten (SF) (synoviale Hyperplasie) flhrte zu der Theorie dass moglicherweise die SF
samtliche weiteren Krankheitsprozesse auslésen konnten (Burkhardt und Mdller, 2003;
Firestein 2003).

2.1.2 Gelenkaufbau

Die RA manifestiert sich wie bereits erwahnt hauptsachlich in den Gelenken (Lat: Articulatio).
Man unterscheidet in der Anatomie zwischen sog. ,echten“ (engl. diarthrodial) Gelenken,
welche mit einem flussigkeitsgefilliten Spalt versehen sind und den unechten Gelenken (z.B.
knorpelige oder bindegewebige Knochenverbindungen, die keinen Gelenkspalt besitzen. Der
Gelenkspalt zwischen den knorpeliiberzogenen Gelenkflachen enthélt die Synovialfliissigkeit
(Synovia), die der Erndhrung des gefaRBlosen Gelenkknorpels dient und neben der
~Schmierung” der Gelenkflachen auch zur Stof3dampfung in den Gelenken beitragt (Wong
und Carter, 2003; Neu et al., 2008). Die Synovia ist eine klare viskose Flissigkeit, die in der
Zusammensetzung fast identisch zum Blutplasma ist, mit Ausnahmen wie Fibrinogen und
grof3en Globulinen, die von den Synovialkappilarwanden ganz oder teilweise zurlickgehalten
werden. Die Synovia kann vom Plasma weiterhin durch die Préasenz von Hyaluronsaure und

Lubricin unterschieden werden. Diese zwei Komponenten sind auch hauptverantwortlich fr
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die Viskositat der Synovia. Das Volumen der Synovialflissigkeit betragt beim Menschen nur
0,2 - 0,5 ml und ist einem kontinuierlichen Umsatz durch den transsynovialen Fluss in die
LymphgeféalRe unterworfen. Wasser und Proteine werden dadurch bspw. innerhalb von zwei
Stunden ersetzt (Simkin und Pizzorno, 1974). In RA Gelenken wird dem Entziindungsgrad
entsprechend mehr niedrig viskdse Synovialflissigkeit produziert, dessen Volumen 100 ml
auch Ubersteigen kann. Dabei sind auch Proteinaufnahme und Ausscheidungsrate um ein
vielfaches erhdht (Owen et al., 1994).

Die Gelenkkapsel umschlieRt das Gelenk, deren Aul3enseite bildet die aus Kollagenfasern
aufgebaute Membrana fibrosa. An der Innenseite befindet sich die Gelenkinnenhaut /
Synovialmembran (Membrana synovialis), die das Gelenk fast vollstandig auskleidet. In der
Synovialmembran liegt keine klare Trennung zwischen verschiedenen Zellschichten vor. Von
der kollagenhaltigen, stabilen Gelenkkapsel ausgehend schlief3t sich eine Schicht aus
verstreut liegenden Fibroblasten, Adipozyten, Blutgefalen 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 hauptsachlich 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 Zelltrimmern,
toten Zellen und eingedrungenen Mikroorganismen (Smith et al., 2003). Die SF sind u.a. fur
den kontinuierlichen Umbau der Matrix verantwortlich, dieser ist notwendig, um die durch
standige Bewegung und Belastung der Gelenke auftretenden geringfiigigen 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 Hyaluronsaure 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 fuhrt.

2.1.3 Pathogenese

Die Pathogenese der RA stellt ein komplexes Krankheitsgeschehen dar und ist wie bereits
erwahnt noch nicht vollstdndig verstanden (Weyand, 2000; Arend, 2001b). Die drei
Hauptmerkmale Entziindung, eine abnorme Immunantwort und ein verandertes 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 kdnnen bei entsprechender genetischer Disposition autoimmune
Mechanismen provoziert werden, woraufhin spezifische Immunzellen zur treibenden Kraft im
Geschehen werden. Die Entziindung richtet sich nun gegen autologe Antigene und wird
chronisch. Pro-inflammatorische Mediatoren werden nun konstitutiv freigesetzt. Nach
Infiltration mononuklearer Zellen (Entzindungszellen / immunkompetente Zellen; T-, B-
Zellen, Makrophagen, Leukozyten, naturliche Killer-Zellen (NK)), kommt es ausgehend von
der anfanglichen 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 (Muller-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; Muller-Ladner et al., 2007).
So konnten neben einem aggressiven Wachstumsverhalten, monoklonale Expansionen
innerhalb  der Synoviozytenpopulation und Stdérungen im DNA-Reparatursystem
nachgewiesen werden (Inazuka et al., 2000). Bereits 1983 wurde gezeigt, dass rheumatoide
Synovialfibroblasten (RASF) erhebliche Verédnderungen in Hinsicht auf Morphologie und
Proliferation im Vergleich zu normalen artikularen 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 adhérieren zudem am Gelenkknorpel, was zur Invasion und Degradation und
letztlich zur Destruktion der Knorpelmatrix und des darunterliegenden Knochens fiihrt
(Buckley et al., 2001; Huber et al., 2006; Abeles und Pillinger, 2006). Die Uberexpression
von Proto-Onkogenen, wie z.B. c-myc, fos und ras (Muller-Ladner et al., 1995) sowie die
verminderte oder gar fehlende Expression von Tumorsuppressorgenen, wie z.B. p53 oder
PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis) (Muller-Ladner und Nishioka, 2000; Cha et
al., 2006) und eine verringerte Apoptose durch Expression anti-apoptotischer Faktoren (z. B.
bcl-2) fuhrt zur verlangerten 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
Beeintrachtigung der Chondrozytenfunktion (Smith und Haynes, 2002).

Physiologisch sind Zink-abhangige 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 ermdglichen den RASF eine signifikant erhohte
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Invasionsfahigkeit zudem sind vor allem Collagenase-1 (Matrixmetalloproteinase-1, MMP-1)
und Collagenase-3 (MMP-13) dominierend am Kollagen Il Abbau beteiligt (Pap et al., 2000b;
Burrage et al.,, 2006). Des Weiteren findet durch die verstarkte Expression von
Adhasionsmolekiilen, zusammen mit der zunehmenden Vaskularisierung, eine gesteigerten
Einwanderung von Entziindungszellen in das betroffene Synovialgewebe statt (Neidhart et
al., 2000; Muller-Ladner, 1996).

Die Synovialzellen, die in dieser Arbeit aus den Kniegelenken prapariert und fir die
Transplantation verwendet wurden, sind also jene, die am Krankheitsgeschehen maRgeblich
beteiligt sind (Firestein et al., 1996; Mor et al., 2005).

2.2 Interleukin-1

Pro-inflammatorische Zytokine sind in der RA fir die Initierung und Aufrechterhaltung
entziindlicher Vorgange von zentraler Bedeutung (Dinarello und Thompson, 1991; Choy und
Panayi 2001; Dinarello, 1994b). Die drei Mitglieder der IL1-Familie, IL1a, IL13 und der
ILLRA, die von verschiedenen Genen kodiert werden, liegen beim Menschen in einem
cluster auf Chromosom 2 (2q14-g21) und sind bei der Ratte auf Chromosom 3 lokalisiert
(Nicklin et al., 2002; Dinarello, 1994a). IL1a liegt groftenteils intrazellular bzw.
membranassoziiert vor. IL1 wird als Vorlauferprotein (Pro-IL1B) synthetisiert, durch das
Enzym Caspase-1 (Interleukin-1 Converting Enzyme = ICE) in die aktive Form tberfuhrt und
in Mikrovesikeln sezerniert (Wilson et al., 1994). Die pleiotropen Effekte von IL1 werden tber
den IL1-Rezeptor Typ | (IL1RI) vermittelt. Die extrazellulare 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-kB (Nuclear
Factor-«B) zur Induktion pro-inflammatorischer Proteine fuhrt (Dower et al., 1986). Daneben
gibt es noch den IL1-Rezeptor Typ Il (IL1RII), der eine verkirzte cytoplasmatische Domane
(60 kD), im Gegensatz zur 80 kD grof3en cytoplasmatischen Doméne des IL1RI, aufweist. Er
fungiert als l6slicher oder membranassoziierter ,decoy“-Rezeptor und kann aktives IL1

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

Eine Uberproduktion an pro-inflammatorischen Zytokinen aus Synoviozyten, Makrophagen
und T-Zellen fuhrt zum krankheitstypischen Zytokinungleichgewicht in der RA. Mehrere
Therapiestrategien verfolgen deswegen die selektive Hemmung zentraler pro-
inflammatorischer Mediatoren. Hauptmediatoren des Entziindungsgeschehens sind hierbei
vor allem TNFa und IL1B (Arend, 2001a; Feldmann et al., 1996; Evans et al., 1998a). TNFa
findet sich (berwiegend in den frihen Krankheitsstadien, wahrend IL13 in allen
Krankheitsstadien nachgewiesen werden kann (Ulfgren et al., 2000; van den Berg, 2000; van
den Berg et al., 1999).
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TNFa und IL1B haben Uberlappende pro-inflammatorische Effekte, sie stimulieren die
Expression von Cyclooxygenase-2 (COX-2), Prostaglandin E2 (PGE,) sowie die Produktion
proteolytischer Enzyme. IL1B stimuliert u.A. Monozyten, rekrutiert Entziindungszellen ins
Gelenk und induziert die Sekretion knorpeldegradierender Faktoren (Dinarello, 1996). Die
eigenstandige Rolle von IL13 wurde im Mausmodell der Kollagen-induzierten Arthritis
deutlich, in dem die Neutralisierung von IL1(3 zur Pravention der Knochenzerstérung fuhrte.
Wohingegen die Hemmung von TNFa zwar zur Verbesserung der Entziindung, nicht aber
zur Verhinderung der Erosionen beitrug (Joosten et al., 1999; van den Berg et al., 1994;
Zwerina et al., 2007). Ein detaillierter Uberblick tber die von IL1B in der RA vermittelten
Effekte ist in Abb. 1 dargestellt (Kay und Calabrese, 2004).

Reduktion der Aktivierung Aktivierung Induktion der COX-2 Induktion von Aktivierung
Proteoglykan- und von von Fibroblastenproliferation PGE, MMPs von
Kollagensynthese Monozyten/ Chondrozyten NQ Osteoklaste
Makrophagen iNOS n
Verhinderte I Entziindung I I Knorpelzerstérung I I Pannusformation I Schmerz Degradation Knochen-
Geweberegenration Schwellung der resorption

Extrazelluldren
Matrix

Gelenkdestruktion

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

Effekte und Kklinischen Manifestationen der rheumato iden Arthritis. COX-2 =
Cyclooxygenase-2; PGE, = Prostaglandin E,; 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 erhdhte IL13 Konzentrationen im Plasma und in der
Synovialflissigkeit auf, wobei die Konzentration mit der Aktivitat der Krankheit korreliert
(Fong et al., 1994, Eastgate et al., 1988).

Die bedeutende Rolle von IL1 im Entzindungsgeschehen wurde auch in mehreren

tierexperimentellen Studien belegt. So induziert die wiederholte intraartikulare Injektion von
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ILLB 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 IL1( ins Kniegelenk von Kaninchen eine Arthritis-
ahnliche Pannusformation sowie die Entstehung von Erosionen gezeigt werden, die nach
dem Verlust der IL1-Expression zudem reversibel waren (Ghivizzani et al., 1997a). IL1
transgene Mause entwickelten bereits im Alter von vier Wochen einen akuten
polyarthritischen Phanotyp (Niki et al., 2001).

2.3 Interleukin-1 Rezeptorantagonist, IL1IRA

Der dritte Vertreter der IL1 Familie, der IL1RA ist ein selektiver und spezifischer endogener
Rezeptorantagonist ohne bekannte intrinsische Aktivitat, der die Wirkung von IL1a und IL1[3
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 IL1[3 besitzt, 16st er keine Reaktion am Rezeptor
aus (Eisenberg et al., 1990; Arend et al., 1998; Arend, 1993).

Neben drei intrazellularen Isoformen ist die sezernierte Form des IL1RA (Isoform 1) fiir 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 Uberschuss an IL1IRA, um 50 % der biologischen Effekte von IL1 zu blockieren
(Bresnihan et al.,, 1998; Arend und Gabay, 2000). So genigten in einem Ratten
Krankheitsmodell konstante Serumlevel von 1 pug/ml fur anti-erosive Effekte. 5 pg/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 zusatzlichen Methioninrest ist es mit dem physiologischen
Rezeptorantagonisten identisch. Anakinra zeigte in randomisiert plazebokontrollierten,
doppelblinden Studien ein signifikantes Ansprechen der Krankheitssymptomatik und den
Riuckgang serologischer Entziindungsparameter. Die im Rontgenbild 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 haufige Applikationen bedingt. Gouze et al.
16
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konnten in einer in vitro Studie zeigen, dass eine retroviral vermittelte kontinuierliche
Expression von IL1RA, dem Kulturmedium zugesetztes IL1B effektiver inhibierte, als das
rekombinate Protein Anakinra (Gouze et al., 2003b).

Bereits 1990 zeigte man, dass der IL1RA die Effekte von IL1[ hinsichtlich Knochenresorption
und Prostaglandinproduktion antagonisieren kann (Seckinger et al., 1990). Zahlreiche
weitere tierexperimentelle Studien haben die wichtige chondroprotektive Bedeutung, die dem
ILLRA zukommt, aufgezeigt (Muller-Ladner et al., 1997; van den Berg, 2000).

Injiziert man IL1a oder IL1B 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-Mausen, deren IL1RA Gen deletiert wurde, findet sich nach wenigen Wochen
eine entzindliche Arthropathie, welche zu einer schweren deformierenden Arthritis
fortschreitet. Die Knochenerosionen sowie das histologische Erscheinungsbild dhneln dabei
der RA beim Menschen (Horai et al., 2000; Smith et al., 1991; Nakae et al., 2003). Die
Autoimmunitat in diesen Mausen ist durch einen Uberschuss von IL1, IL6, TNF und IL17,
sowie Autoantikérpern und Rheumafaktoren charakterisiert (Hirsch et al.,, 1996). Im
Gegensatz dazu zeigen Mause mit einer Uberexpression von IL1IRA 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 Mausen, die zudem IL17 oder TNF-a 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 gangige medikamentdse 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 Effektivitdt der NSAR und deren Unvermdégen,
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 kdénnen im Gegensatz zu den NSAR den Krankheitsverlauf
beeinflussen. Vorwiegend wird das Immunsuppressiva Methotrexat verabreicht (Ortendahl et
al.,, 2002), desweiteren kommen Leflunomid und Sulfasalazin haufig zur Anwendung.
Kombinationstherapien haben sich dabei als glinstig erwiesen (O'Dell et al., 2002; Scott et
al., 2010).

Bei Krankheitsschilben werden kurzzeitig Kortikosteroide aufgrund ihrer potenten

antiphlogistischne und immunsuppressiven Eigenschaften verabreicht. Ihr Einsatz in der
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Langzeittherapie wird allerdings aufgrund der Nebenwirkungen, wie Osteoporose und

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

Patienten, die auf Basistherapeutika nur ungeniigend 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 Kkostspielig und mussen aufgrund ihrer kurzen Plasma- und intraartikularen
Halbwertszeiten meist mehrmals wochentlich und in hohen Dosen appliziert werden (Levick,
1998; Brennan et al., 2004). Anakinra beispielsweise muss taglich 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 praventiver Nutzen erzielt werden soll (Hallek et al.,
2001; Cotrim und Baum, 2008). Die in Deutschland durchgefihrten Studien werden im
.Deutschen Register fur Somatische Gentransferstudien (DeReG) dokumentiert
(www.dereg.de).

Man unterscheidet zwischen der Keimbahntherapie, bei welcher gezielt Keimzellen
genetisch veréndert 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:/wvww.bundesaerztekammer.de/page.asp?his=0.7.45.3251)) und der somatischen
Gentherapie. Bei letzterer werden Zellen verandert, 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 zunachst Zellen
entnommen, die modifiziert retransplantiert werden, oder man greift auf universelle
Spenderzellen zuriick (Suhonen et al., 2006).

Der Gentransfer kann prinzipiell viral- und nicht viral vermittelt werden (Ohashi et al., 2002;
Yovandich et al., 1995). Wichtig fir den Erfolg einer Gentherapie sind neben der Effizienz
des Gentransfers auch eine stabile und ggf. regulierbare Genexpression, sowie eine
ausreichende Aufnahmekapazitat von Genen, eine geringe Patho- und Immunogenitat und
eine einfache kosteneffiziente Herstellung (Somia und Verma, 2000). Es gibt zahlreiche
physikalische, chemische und biologische Methoden, um den Transport in Zellen zu
gewahrleisten. 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 eingefuhrt und die modifizierten
Zellen in Patienten mit metastasierendem Melanom retransplantiert (Rosenberg et al., 1990;
Culver et al., 1991). Zellen von vier der funf Patienten konnten als resistent gegen ein
Neomycin-Analogon getestet werden.

1999 gab es jedoch durch den Tod eines Probanden einen grol3en Riickschlag. Dem 18-
jahrigen Jesse Gelsinger wurde zur Behandlung der Ornithin-Transcarbamylase Insuffizienz
ein adenoviraler Vektor, welcher die fir 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 fur 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 bestétigt werden. X-
SCID ist eine angeborene X-Chromosom-gekoppelte Krankheit, die durch Mutationen in der
y-Kette mehrerer Interleukinrezeptoruntereinheiten (IL-2, -4, -7, -9, -15) verursacht wird. Dies
fuhrt zu einem nicht funktionellen lymphatischen System, T- und NK-Zellen fehlen véllig 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 fir die y-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 Ruckschlage zu verzeichnen (Hacein-Bey-Abina et al., 2003b). Die Integration
der MLV-basierten Vektoren in der Ndhe von zellularen Proto-Onkogenen (LMO-2) fuhrte zu
deren Uberexpression und in Folge zum Auftreten von Leukamien bei zwei der zehn
behandelten Kinder (Nienhuis et al., 2006; Hacein-Bey-Abina et al., 2003c). Die Studie
wurde daraufhin freiwillig unterbrochen. An parallel durchgefiihrten Studien in GroR3britannien
und Australien wurden jedoch in der Zwischenzeit weitere Erfolge verzeichnet (Gaspar et al.,
2004; Ginn et al., 2005). Die franztsische Studie wurde mit einem Uberarbeiteten Protokoll
wieder gestartet. Im Jahr 2005 kam es aber bei einem weiteren Kind zu einer unkontrollierten
Proliferation von Blutzellen (Check, 2005). Die Chemotherapie der Leukamie gelang bei zwei
der drei Patienten, eines der Kinder der ersten Behandlungsgruppe verstarb jedoch im Jahr
2004. 2007 wurde ein vierter Leukamiefall aus Frankreich und ein erster Fall aus England
gemeldet (Hacein-Bey-Abina et al., 2008). Diese als Severe Adverse Effects (SAE)
bezeichneten Zwischenfalle 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 fiihren kénnen,
besteht die Gefahr von langfristig unkontrollierbaren Nebenwirkungen. Verbesserungen der
fur 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 Mdusen erzeugte (Zhou et
al., 2010).

Das Auftreten der Leukamieerkrankungen fihrte weltweit zu einer Einschrankung der
Gentherapievorhaben. Grol3e Debatten Uber die Moglichkeiten sowie Risiken folgten und
grofRere Hurden fur neue Studien wurden von den Zulassungsbehorden auferlegt, was eine
Verlangsamung der klinischen Entwicklung zur Folge hatte. Bis heute konnten allerdings in
Uber 1500 gentherapeutischen Studien am Menschen ,nur* zwei Todesfélle (siehe Tabelle 1)
und eine relativ geringe Anzahl an schwerwiegenden Nebenwirkungen eindeutig dem

Gentransfer zugeordnet werden.

) ) Tod stand in
Einsatzbereich / )
Jahr Vektor Kommentar Beziehung zur Ref.
Erkrankung )
Gentherapie?
Patient verstarb innerhalb von
Ornithine vier Tagen an einer
) ) (Raper et al.,
1999 |{transcarbamylase Adenovirus ||ungeregelten Produktion von Ja 2003)
deficiency anti-viralen Zytokinen (,cytokine
storm").
X-linked severe Entwicklung einer Leukamie, (Hacein-Bey-
2002 ||combined Retrovirus Integration in den LMO2 Ja Abina et al.,
immunodeficiency oncogene promoter. 2003b)
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] ] Tod stand in
Einsatzbereich / )
Jahr Vektor Kommentar Beziehung zur Ref.
Erkrankung )
Gentherapie?
(European
] ) Der Verlust der ]
X-linked chronic ) Society of
) Transgenexpression fuhrte zum )
2006 ||granulomatous Retrovirus ) Nein Gene
] Tod an der zugrundeliegenden
disease ) Therapy,
Krankheit.
2006)
Adeno- Als tatsachliche Ursache wurde
) . ) ] ) ) (Evans et al.,
2007 ||Rheumatoid arthritis ||associated ||eine Histoplasma capsulatum Nein 2008)
virus Infektion festgestellt.

Tab. 1: Todesfélle in humanen Gentherapiestudien.

Ein Todesfall in einer landeriubergreifenden 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-a Antagonist). Als
tatsachliche Ursache wurde jedoch eine Infektion mit dem Pilz Histoplasma capsulatum
festgestellt und das Vorhaben wurde von der FDA in leicht abgeé&nderter Form 12/07 wieder
freigegeben. So wurden nun bei erhdhter Temperatur, Midigkeit 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 ahnliche Technologie wurde bei der Septischen Granulomatose
(CGD, chronic granulomatous disease) angewandt, die ebenfalls erfolgreich therapiert
werden konnte (Ott et al., 2006).
Das erste kommerziell erhaltliche Gentherapeutikum Gendicine ist seit 2003 in China auf
dem Markt (SiBiono GeneTech, Shenzhen, China). Das Medikament basiert auf einem p53
exprimierenden adenoviralen Vektor, der far 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 (Réty 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 %), kardiovaskularen (9 %) und infektiosen 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) zahlen. Am haufigsten verwendete Vektoren fir die bisherigen Studien waren
bislang mit einem Anteil von 23,8 % (n=400) adenovirale Systeme gefolgt von retroviralen
Ansatzen 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 periartikulare Gewebe produzieren zu lassen scheint attraktiv, da die Gelenke
separat zuganglich, sowie abgeschlossen sind und leicht in sie injiziert werden kann. Bereits
in den frihen 90er Jahren wurden erste experimentelle Studien in der orthopadischen
Gentherapie durchgefuhrt (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, kénnen die sonst bei systemischer Gabe induzierten
Nebenwirkungen reduziert werden und hohere Konzentrationen der therapeutischen
Proteine erzielt werden. Die hohe Anzahl praklinischer Daten zahlreicher tierexperimenteller
Studien zeigen das grol3e Interesse an einer intraartikularen Gentherapie (Traister und

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

Vektor Transgen Tier und Arthritismodell Referenz
EX vivo
Retrovirus  IL1IRA Kaninchen, AIA Otani et al., 1996
Retrovirus  IL1IRA Ratte, SCW Makarov et al., 1996
Retrovirus ILIRA, 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

ILIRA, sIL1R, TNFR:Fc,

Adenovirus  vIL10, p53, TRAIL Kaninchen, AlA Ghivizzani et al., 1998
Adenovirus  pl6 Ratte, SCW induziert Miagkov et al., 1998
HSV ILARA Kaninchen, IL1 Uberexpression Taniguchi et al., 1999; Oligino et al., 1999
Lentivirus Endostatin TNF-transgene Maus Yin et al., 2002
Lentivirus ILIRA Ratte, IL1 Uberexpression 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 ILIRA 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), ILLRACP (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 Kklinische Studien wurden mit dem
Einbringen therapeutischer cDNAs durchgefihrt. 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 ausschliet, sind Ligamente und
Gelenkinnenhaute wesentliche Orte der genetischen Modifikation und Transgenexpression
(Gouze et al., 2007).

Eine Vielzahl viraler Vektoren wurde bereits in in- und ex vivo Ansatzen verwendet (siehe
Tabelle 2). Fur den direkten Gentransfer wurden AAV, HSV, adeno- und lentivirale Vektoren
genutzt. Adenovirale und HSV Vektoren sind aber inflammatorisch und zytotoxisch, zudem
gewahrleisten 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 bendtigen daher eine Zellteilung fur die
Integration ins Genom (Miller et al., 1990; Ciuffi und Bushman, 2006). Direkte retrovirale
Ansatze, also die in situ Transduktion des Synoviums scheiterten, zum einen weil keine
hohen Titer hergestellt werden konnten, als auch wegen der geringen mitotischen Aktivitat

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 Uberblick tiber die in der RA Forschung eingesetzten Vektoren

geben.
Vektor Vorteile Nachteile Referenz RA-Studie
Adenovirus e Vektorproduktion mit hohen e antigene und | Roessler et al., 1993
Titern entzundliche Wirkung Ghivizzani et al., 1998
e Transduziert sich  nicht e transiente Gouze et al., 2007
teilende Zellen Transgenexpression
. mehrere Serotypen stehen
zur Verfigung
HSV e sehr groRBe »  schwierig zu produzieren | Nita et al., 1996
Verpackungskapazitat . zytotoxisch Oligino et al., 1999
. Effiziente Transduktion sich
teilender und nicht teilender
Zellen
AAV e AAV Vektoren gelten als « geringe Verpackungs- | Panetal., 1999
sicher kapazitat Pan et al., 2000
«  Transduziert sich  nicht +  Transduktionseffizienz | Goater et al., 2000
teilende Zellen teilweise gering 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 »  benétigt Zellteilung zur | Bandara et al., 1992
breiten Wirtstropismus Integration Makarov et al., 1996
+ Risiko der Insertions- | Otani et al., 1996
mutagenese 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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durchgefiihrt, 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 fir das klinische Ansprechen einer Gentherapie der RA. Beide
Patienten zeigten eine merkliche Reduktion der Gelenkschwellung und verminderte
Schmerzen wahrend der gesamten Studiendauer. Auch ein Wiederaufflammen der
Gelenkentzindung wurde in den behandelten Gelenken nicht festgestellt. Nach einer
Synovektomie konnte zudem eine gesteigerte IL1RA und eine verminderte Expression von
MMP-3 und IL1[3 festgestellt werden. Nachstehende Abbildung zeigt die bisher verwendeten

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

Vektor,
Transgen ex vivo / in||Phase||Institution, Referenz n
vivo
Retrovirus, Evans und Robbins, Universitat Pittsburgh,
ILIRA ) | 9
ex vivo USA. (Evans et al., 2005)
Retrovirus, Wehling, Universitat Disseldorf, Deutschland.
ILIRA ) | _ 2
ex vivo (Wehling et al., 2009b)
Plasmid, Roessler, Universitat Michigan, USA.
HSV-tk o | ) ] 1
in vivo (nicht verdffentlicht)
TNFR:Fc fusion protein||AAV, | Mease, Targeted Genetics Corp., USA. 15
(Etanercept) in vivo (Mease et al., 2009)
TNFR:Fc fusion protein||AAV, 1 ||Mease, Targeted Genetics Corp., USA. 197
(Etanercept) in vivo (Mease et al., 2010)

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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groBen mehrkernigen Syncytien (siehe Abb. 2) die intrazelluldre 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 Virustbertragung 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
zunachst als HFV (human foamy virus) bezeichnet wurde. Spater wurde festgestellt, dass die
Sequenz fast identisch zu einem Schimpansenisolat war (Herchenrdder et al. 1994). Anhand
von seroepidemiologischen Studien und Sequenzanalysen der Isolate wurde gezeigt
(Herchenrdder et al., 1995; Schweizer et al., 1997), dass der Mensch kein natdrlicher Wirt fur
FV ist (Saib und de The, 1996; Ali et al., 1996). Die bekannten FV Infektionen von Menschen
sind auf Zoonosen von Affen FV zurtickzufihren (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). Daruber hinaus gibt es Spumaviren in anderen Saugetierfamilien, 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, Seeléwen, 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 konnen 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 beschrankt zu sein (Falcone et al., 1999; Murray et al., 2008). Die
Ubertragungen die bei Primaten und Rindern beschrieben wurden, erfolgten demnach
wahrscheinlich Gber den Speichel (Hooks und Gibbs, 1975; Johnson et al., 1988; Romen et
al., 2007). Es ist bekannt dass FV nach der Bindung an einen zellularen Rezeptor, Gber eine
pH-abhangige Endozytose mit der zellularen Membran fusionieren. Der zellulare Rezeptor,
der zur Penetration genutzt wird, ist bislang allerdings nicht bekannt. Das groRRe
Wirtsspektrum und der sehr breite Zelltropismus deuten auf einen ubiquitaren 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 kénnen, ist fir den gentherapeutischen Einsatz

der Vektoren von Vorteil.

2.7.2 Genomorganisation und Morphologie

Die infektidsen Partikel von Spumaviren bestehen aus sphéarischen Proteinpartikeln mit ca.
100 nm Durchmesser, die von einer Lipidmembran umhdllt sind. Die viralen Hullproteine
(Env) sind in der Lipidmembran als Trimere angeordnet und verankert (Wilk et al., 2000). Im
Inneren des Partikels befindet sich das Kapsid, eine sphérisch geformte elektronendichte
Proteinhille, die aus dem Gag-Protein gebildet wird (Cartellieri et al., 2005; Fischer et al.,
1998; Hahn et al., 1994). Bei Orthoretroviren Ublich, ist eine Spaltung des Gag-
Vorlauferproteins durch die virale Protease in Matrixprotein (MA), Kapsidprotein (CA) und
Nukleokapsidprotein (NC). Bei FV jedoch findet nur eine C-terminale Verklrzung statt, die
zum Vorliegen des Gag-Vorlauferprotein (71 kDa) und der prozessierten 68 kDa Gag-
Variante im FV-Kapsid flhrt. Weiterhin einzigartig ist, dass extrazellulare 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 namlich
der Prozess der reversen Transkription in einer spaten Phase des Replikationszyklus,
hauptsachlich vor der Freisetzung der neu gebildeten Viruspartikel. Deshalb enthalten
extrazellulare Viruspartikel nicht nur RNA, sondern auch DNA. Das FV-Virion beinhaltet
neben den Strukturproteinen auch das Pol-Vorlauferprotein aus dessen Untereinheiten

(Protease (PR), Integrase (IN) und Reverse Transkriptase mit RNase H) die Enzyme die fur
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die Replikation notwendig sind gebildet werden (Fligel und Pfrepper, 2003; Netzer et al.,
1993).

FV kodieren neben den Gag-, Pol- und Env-Proteinen auch noch fiir akzessorische Proteine
(Bet und Tas (Transaktivator)) (Muranyi und Flugel, 1991), weshalb sie zu den komplexen
Retroviren gezéhlt werden. Dies zeigt auch eine weitere Besonderheit, ndmlich dass FV
neben dem U3-Promoter der LTRs noch einen internen Promoter (IP) besitzen. Er liegt im
3’-Bereich des env Gens (L6chelt 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 verstarkten Bildung von Tas und Bet fihrt. Hat Tas eine
gewisse Konzentration erreicht, bindet es an den U3-Promoter und schaltet so die
Transkription von genomischer und einfach gespleiter mRNA an. Diese mRNAs fihren zur
Expression von viralem Gag, Pol und Env in der Zelle (Bodem et al., 2004; Erlwein und
Rethwilm; 1993; Lochelt, 2003). Eine Funktion von Bet ist die Inhibierung von bestimmten
zellularen 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 beeintrachtigen
und ein Bestandteil des angeborenen Immunsystems (Cullen, 2006). Bet kann &hnlich wie
Vif bei HIV-1 mit den APOBEC-Proteinen interagieren und diese aus dem Replikationszyklus
entfernen. Dadurch wird das Einfiigen von Mutationen in das foamyvirale Genom verhindert
und die Vitalitat der Viren erhoht (Perkovic et al., 2009).

Das Genom der Foamyviren ist das grof3te unter den Retroviren. Die Lange der RNA des
PFV betragt 11,68 kb und die Lange 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 fir die Dimerisierung,
Verpackung, reverse Transkription und Integration des viralen Genoms erforderlich sind. Das
Verpackungssignal PSI (packaging signal) befindet sich meistens zwischen dem 5°SD
(Splei3donor) 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 Il. Beide sind fur effizienten Vektortransfer essentiell (Mergia und Heinkelein,
2003). Die cis-aktiven Sequenzen sind durch Interaktionen mit Gag fur die Isolierung der
viralen genomischen RNA aus dem Gemisch aus zellularen mRNAs erforderlich (Banks et
al., 1998). Die 650 bp lange CAS | beginnt in der 5"U5-Region und endet im gag-Gen. Die
Besonderheit der FV, die CAS I, 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 Ansatzen mit viralen Vektoren ein grol3es Augenmerk auf dem
Sicherheitsaspekt liegt, ist eine Minimierung der viralen Sequenzen von Interesse. So haben
Wiktorowicz et al. bereits gezeigt, dass eine weitere Verkirzung der CAS Elemente moglich
ist (Wiktorowicz et al., 2009).

Des Weiteren befindet sich in der 5"UTR noch das Dimerisierungssignal (UCCCUAGGGA),
die Primer binding site (PBS) und den fir die Expression von Gag und Pol essentiellen
HauptspeiRdonor (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 gespleiRten 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 fur 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 fur die Plusstrang-DNA-Synthese, ist also fir die optimale Virusreplikation
wichtig (Charneau et al., 1992; Kupiec et al., 1988; Peters et al., 2008; Tobaly-Tapiero et al.,
1991).

2.7.3 Foamyuvirale Vektoren

Anfang der achtziger Jahre begann die Entwicklung replikationsinkompetenter retroviraler
Vektorsysteme, die zunéchst 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 y-retroviralen- und
lentiviralen Vektorsystemen (Naldini et al., 1996). So weisen erste Studien im Grof3tiermodell
bereits darauf hin, dass ein erfolgreicher klinischer gentherapeutischer Einsatz mdglich ware
(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 gefuhrt (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 spater 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 5LTR 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 fur die reverse Transkription und
Integration notwendig sind. Aufgrund der in Abwesenheit von Tas nicht aktiven LTRs nach
Integration, ahneln 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 enthalt also neben 5 RU5-
Sequenz, gefolgt von den essentiellen cis-aktiven Sequenzen in gag und pol (Agag und
Apol), die Expressionskassette des Reportergens und die deletierte 3" U3-Region (Mergia
und Heinkelein, 2003).

gag env orf-2
A ol | i |
U3 RUS U3 RU5
P orf-1
Aga
cMmv RUSHg J ApOl |:-:.]AU3 RUS
I:I:l Prom. / Markergen
C SD SA
PG [emv] L L] coGag :
SD SA
PP [emv L L] coPol
SD SA
PE [emv | L[ coEnv | |[pA]

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; Mullers et
al., 2011). CMV (cytomegalovirus immediate early promoter), R (LTR repeat region), U5
(LTR unique 5'region), AU3 (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 fur deren Expression ist zwar mdéglich, 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 fir 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
Wabhrscheinlichkeit der Rekombination zwischen den Uberlappenden Sequenzen der drei
Gene. Dies stellt einen wichtigen Aspekt fiir die Sicherheit von gentherapeutischen Vektoren
dar.

Alle Foamyviralen (FV) Konstrukte dieser Arbeit basieren auf dem MD9 Vektor, der fur das
verpackbare FV-Vektorgenom kodiert (Heinkelein et al., 1998). Hinter dem CMV-
Enhancer/Promotor enthalt der Vektor die cis-aktiven Sequenzen CASI und CASII, diese
sind fur einen effizienten Vektortransfer erforderlich. Samtliche fir die Integration in das
Wirtsgenom wichtigen Elemente wurden erhalten. Um eine Gag Expression auszuschlie3en
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 Kklinischen Studien am Menschen assoziiert wurde, ist das Interesse an
alternativen Vektorsystemen grol3 (Hacein-Bey-Abina 2003b; Howe et al., 2008; Ott et al.,
2006). Foamyvirale Vektoren kdnnten aufgrund einiger Merkmale und daraus resultierenden
Vorteilen, gegentber bestehenden Vektorsystemen, die in der GT eingesetzt werden,
erfolgreich sein (Rethwilm, 2007).
Mit einer Lange des FV-Provirus von ~ 13-14 kb (Schmidt et al., 1997) ist die
Verpackungskapazitat der FV-Vektoren im Vergleich zu anderen Vektoren, die mit tber 9 kb
sehr grof3 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
kénnen somit sehr grof3e 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 Funktionalitat von funf dieser
Transgene nachweisen (Kiem et al., 2010). Bereits 2008 wurde die Eignung von FVV fir 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 primaren 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 gewéahrleisten konnten.
Zudem wurde die Eignung der FVV fur den Gentransfer in hamatopoetische Stammzellen
(HSZ) gezeigt (Kiem et al., 2010).

Des Weiteren gibt es im Hinblick auf das Integrationsmuster, also die Genotoxizitat der FV-
Vektoren Unterschiede zu den y-Retroviren und Lentiviren. Es wurde gezeigt, dass FV eine
geringere Préferenz haben in transkribierte Gene oder in Promotorndhe 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 stromaufwarts 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 hdmatopoetischen (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-Mausen (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 flr Transgenexpressionen, die differenzierungsabhéangig vermittelt werden
sollen, konnte mit Transduktion einer neuronalen multipotenten Vorlauferzelllinie gezeigt
werden, in der die Transgenexpression (EGFP) mit einem spezifischen Promoter erst
wahrend 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 gréRRer, als das der lentiviralen. Nach acht Wochen war jedoch eine deutliche
Reduktion transduzierter Gewebe mit FVV zu verzeichnen. FV-Vektoren konnten sich
demnach fir kurzzeitige Gentransferstrategien im Zentralnervensystem eignen (Caprariello
et al., 2008). FVV werden auch in vorklinischen Studien z.B. zur Korrektur der genetischen
Defekte der B-Thalassamie 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-Anadmie ist eine autosomal
rezessive Erbkrankheit die mit kongenitalen Fehlbildungen, Knochenmarksversagen und
einem erhdhtem Neoplasie-Risiko einhergeht. Die Erkrankung betrifft das DNA-
Reparatursystem (ca. 15 assoziierte Gene), was U.A. zum vermehrten Absterben von
blutbildenden Zellen fuhrt (Kutler et al., 2003; Rosenberg et al., 2005).

Ein groRer Erfolg wurde mit der Heilung einer Erbkrankheit in einem klinisch relevanten
Groftiermodell der LAD (engl.: Leukocyte Adhesion Deficiency) mit FV erzielt. Die LAD ist
eine genetische Immundefizienz, verursacht durch eine Mutation in der -2 Integrin-
Genuntereinheit (CD18). Dadurch wird der CD11-CD18-Adhéasionsfaktor nicht auf der
Leukozytenoberflache exprimiert und die Leukozyten konnen aufgrund der fehlenden
Adhasion am Endothel nicht zur entziindlichen Stelle gelangen. Dies &ufRert sich als letale
Immunschwéche (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
héhere 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 tiber 800 Proviren, isoliert
aus Blutzellen von vier therapierten CLAD Hunden, zeigte dass 26 davon im 30 kb Bereich
von bekannten zellularen Proto-Onkogenen lagen (Bauer et al., 2008), was einer zufalligen
Integration entspricht und gegen einen genotoxischen Effekt der FV-Vektorintegration.
Demgegeniber zeigte eine entsprechende CLAD Studie mit gammaretroviralen Vektoren,
dass diese nicht zufallig 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 Nahe von Proto-
Onkogenen integrieren, dies aber nicht zwingend zu maligner Transformation fiilhren 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 schwacheren zellularen 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
kénnen. 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 moglicherweise bessere Eignung
zellularer Promotoren (Zychlinski et al., 2008) sind deswegen Gegenstand intensiver

Forschung und mdgliche Wegbereiter der FVV in die Klinik.

2.8 Fragestellung

Der intraartikuldre Transfer von anti-inflammatorischen Genen (z.B. des Interleukin-1
Rezeptorantagonisten - IL1RA) wurde bereits erfolgreich in Tiermodellen der RA und
mehreren préklinischen Studien eingesetzt. Die klinische Anwendung dieser Technologie ist
dabei essentiell von Vektoren abhangig, die in der Lage sind, effizienten intraartikularen
Gentransfer und stabile Transgenexpression in vivo zu gewahrleisten. Im Unterschied zu den
gebrauchlicheren orthoretroviralen Vektoren leiten sich FV-Vektoren von apathogenen
Elternviren ab und zeichnen sich durch ein vorteilhaftes Integrationsmuster in das zellulare
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 ILLRA exprimieren. Nach eingehender in vitro
Charakterisierung mit verschiedenen Zelllinien und priméren Zellen, sollten die Vektoren fur
einen indirekten Gentransferansatz in vivo zur Anwendung kommen. Nach intraartikularer
Injektion foamyviral transduzierter Synovialfibroblasten in Wistar und athymischen
Nacktratten sollte die i.a. hILLRA Expression im Zeitverlauf ermittelt, sowie Experimente zur

Biodistribution durchgefihrt werden.

Intraartikularer Transfer von IL1RA
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Sekretiertes IL1RA >
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Vorhabens.
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3 Material

3.1 Gerate

Nachstehend ist eine Auswahl wichtiger Gerate aufgefuhrt:

Gerat

Hersteller/Lieferant, Typbezeichnung

Arbeitswerkbank

Brutschrank

ELISA-Reader

FACSCalibur (Durchflusszytometrie)
FACSDiva (Zellsortierung)
Fluoreszensmikroskop

Photometer

Real-Time Thermocycler
Sterilwerkbank

Zentrifuge

Zentrifuge

3.2 Material

Gelaire, BSB 4A

Heraeus, CO, begast

Tecan

Becton & Dickinson

Becton & Dickinson

Leitz, DMIRES 2

Eppendorf, Biophotometer 6131
BioRad, iCycler iQ

Gelaire Flow Laboratories, BSB4A
Heraeus, Multifuge 1sr

Sorvall, Evolution RC

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

Sonstiges:

Material

Firma, Lieferant

Freeze ‘N Squeeze Spin Columns
Sterilfilter (Porengréf3e: 0,22 und 0,45 pum)
Wizard Minicolumns

Polyallomerflaschen 50 ml

(#253211) fur SS-34 Rotor

BioRad
Schleicher & Schiill

Promega

Beranek Laborgerate

Materialien fir die tierexperimentellen Arbeiten:

Produkt

Firma

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

Collagenase NB4
FORENE®

Tramal® Tropfen

(Isofluran, Inhalationsnarkotikum)

Serva
ABBOTT
GRUNENTHAL
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Steriles OP-Besteck sowie Nahtmaterial und Hautdesinfektionsmittel wurde aus der

Orthopéadischen Klinik Kénig-Ludwig-Haus (W irzburg) 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 erwéhnt.

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 Peqglab

peqGOLD Tag-DNA-Polymerase  Peglab

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 pegLab
NucleoBond PC 500 Macherey & Nagel
RNeasy Mini Kit Qiagen
Nucleospin® RNA Il isolation kit Macherey & Nagel
DNeasy Blood and Tissue Kit Qiagen
QuantiFast SYBR Green PCR Kit Qiagen

DY201 (human IL1(3) ELSIA R&D

DY280 (human IL1RA) ELSIA R&D

DY501 (rat IL1B) ELISA R&D

rat ILIRA ELISA
PGE, Assay

Cusabio (Uber Biotrend)
R&D

BD OptEIA™ TMB Substrat Reagent Set R&D
QlAshredder™ Qiagen

3.7 GroRenstandards

Nukleinsdurelangenstandards Firma
Lambda DNA/EcoRI+Hindlll 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

A-Hindlll Marker
A-Pstl Marker

eigene Herstellung

eigene Herstellung
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3.8 Puffer und Lésungen

Losung/Puffer Zusammensetzung
Phosphate Buffered Saline (PBS) 137 mM NacCl
2,7 mM KClI

Tris-Acetat Puffer (TAE) 50x

Transformationspuffer |
(Herstellung kompetente E-coli Bakterien)

Transformationspuffer Il
(Herstellung kompetente E-coli Bakterien)

Ampicillin Stammldsung

ATV (adjusted trypsin-versen)

Polyethylenimin (PEI) Stocklésung

Natriumbutyrat (50 x)

FACS-Puffer

4,3 mM Na,HPO,
1,4 mM KH,PO,
1,5 mM CacCl,
1,0 mM MgCl,

2,0M Tris pH 8,0
0,1M EDTA
1,0M CH;COOH

30 mM Kaliumacetat

100 mM RbCI2

10 mM CacCl2

50 mM MnClI2

15 % Glycerin

Mit 10% Essigsaure pH 5,8 einstellen.

10 mM MOPS

100 mM RbCI2

75 mM CacCl2

15 % Glycerin

Mit 1 M KOH pH 6,5 einstellen und 0,2 pym
steril filtrieren.

100 mg/ml Ampicillin Natriumsalz
Sterilfiltrrration  mit 0,2 um  Filter,
aligoutieren, Lagerung bei -20C.

8 g NaCl

400 mg KCI

1 g D-Glucose

580mg NaHCO3 (pH7,2-7,4)
500mg Trypsin

300mg Versen

ad 1L dHO

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

500 mM Na-Butyrat in PBS gelost
Sterilfiltration mit 0,2 uym Filter, Lagerung
bei 4C

0,1 % Rinderserumalbumin (BSA)
0,02 % Natriumazid
in PBS
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Collagenase (NB4, Serva)

4% Formalin-Losung (phosphate-buffered

paraformaldehyde, PFA)

Bromphenolblau-Losung fir Agarose-Gel-

Elektrophorese

Minipraparation mit Diatomeen-Erde:

Stammldsung: 1,25 U/ml
in Dulbecco’s PBS (DPBS) losen
aliquotiert bei -20C lagern

4 g Paraformaldehyd

~ 75 ml 1x PBS

Erhitzen auf einem Magnetrihrer
(55-60C), Temp. 5 min halten, dann
Zugabe von NaOH (~100 to 150 pl) bis die
Ldsung klar ist, pH 7,4 einstellen,

danach ad 100 ml mit 1x PBS.

0,25 % Natriumsalz-Bromphenolblau
(BPB)
30 % Glyzerin (steril) in A.dest.

Losung/Puffer

Zusammensetzung

Diatomeen-L&sung

L6-Losung (lichtgeschiitzt gelagert)

Puffer |

Puffer Il

Puffer 11l

Waschpuffer

10 g Diatomeen-Erde
500 pl HCI
ad 50 ml ddH,O

100 ml 0,1M Tris HCI pH 6,4
8,8 ml 0,5M EDTA pH 8,0

2,6 ml Triton X100

13,2 ml ddH,0O

120 g Guanidin (Thiocyanatsalz)

20 mM Tris pH 7,5
4 mM EDTA pH 8,0
40 pg/ml RNase

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

3 M Kaliumacetat

100 mM NacCl

10 mM Tris-HCI pH 7,5
2,5 mM EDTA pH 8,0
50 % Ethanol
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Hemalaun-Eosin (H&E)-Farbung:

Losung/Puffer

Zusammensetzung

Hemalaunlésung

1 % Eosinlésung

Alcianblau-Féarbung:

6 g Hematoxylin

1 g Natriumiodat

250 g Aluminiumsulfat
250 g Chloralhydrat

5 g Citronensaure

Ad 5 | ddH,0

1 g Eosin
Ad 100 ml ddH,0O
1 Tropfen Essigsaure

Losung/Puffer

Zusammensetzung

Alcianblau-Ldsung

0,1 g Alcianblau 8 GX
Ad 100 ml ddH,O
3 ml Eisessig

Kernechtrot 5 g Aluminiumsulfat
A 100 ml H,O
Erhitzen bis zum Kochen
0,1 g Kernechtrot zugeben
Nach Abkuhlen filtrieren
3.9 Medien
Medium Zusammensetzung

LB-Medium (fliissig)

LB-Agar

SOC-Medium

20 g GIBCO BRL" LB Broth Base

ad 1 | ddH,0, autoklavieren.
Antibiotika-Supplementation nach Abkuhlen:
Ampicillin [L00 pg/ml]

1,6 % (w/v) Agar in

LB-Medium (N&hrmedium Bakterien)
autoklavieren, auf ca. 50C abkuhlen,
Antibiotika-Supplementation:

Ampicillin [L00 pg/ml], Kanamyzin

(50 pg/ml), Chloramphenicol (34 pg/ml)

95 ml LB-Medium
1 mli1M MgCI2
1ml1M MgSO4
2 ml 1 M Glucose
0,2 um sterilfiltriert
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Medium

Zusammensetzung

Komplettmedium fir 293T Zellen

Komplettmedium fir HT1080 Zellen

Komplettmedium fiur Tert-4 Zellen

Komplettmedium fur MSZ

Einfriermedium

Stammldsungen der Medienzusatze zur chondrogenen Di

10 % (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)

500 pg/ml L(+)-Glutamin

100 pg/ml Penicillin/Streptomycin

in MEM (Modified eagle’s Medium, 9,6 g/l
Invitrogen #41500-083, 2,2 g/l NaHCO3
Hausmedium)

10 % (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)

100 pg/ml Penicillin/Streptomycin

in DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s
medium) (Gibco)

10 % (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
in MEM with Earle’s Salts (PAA)

10 % (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
in DMEM/Ham's F-12 (PAA)

10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)
90 % Fotales Kalberserum (FCS)

fferenzierung

L-Ascorbic acid 2-phosphate sesquimagnesium salt

MG = 289,5 g/mol
in Aqua bidest. l6sen

sterilfiltrieren und aliquotiert bei -20T lagern

Dexamethason (1 mM =1 pumol/ml)
MG = 392,5 g/mol

in 10 ml 100% EtOH I6sen
aliquotiert bei -80C lagern

Pyruvat (Pyruvic acid sodium salt; 100 mg/ml)
MG = 110 g/mol
in Aqua bidest. l6sen

sterilfiltrieren und aliquotiert bei -20C lagern

(50 mg/ml)
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L-Prolin (Stammlésung mit 40 mg/ml)
MG = 115,1 g/mol
in Aqua bidest. I6sen

sterilfiltrieren und aliquotiert bei -20TC lagern

Recombinant Human Interleukin-1 A3, (IL1B) (R&D Biosystems)
(Stammlosung mit 10 pg/ml)

in PBS mit 0,1 % BSA losen

aliquotiert bei -20<C lagern

Recombinant Transforming growth factor k1, (TGFR1) (R&D Biosystems)
(Stammldésung mit 10 pg/ml)

in 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA lésen

aliquotiert bei -20<C lagern

Chondrogenes Differenzierungsmedium:

DMEM High Glucose (4,5 g/l)
(PAA) + 10 ml
Pen/Strep [100 pg/ml]

Endkonzentration:

L-Ascorbic acid-2-phosphate 10 pl 50 pg/ml
Dexamethasone 1l 1uM
Pyruvate 10 pl 100 pg/ml
L-Proline 10 pl 40 pg/ml
ITS"1 100 pl 1%
TGFR1 (R&D) 10 pl 10 ng/mi

3.10 Bakterienstamme

Spezies Stamm Bezugsquelle
Escherichia coli TOP10F Invitrogen
Escherichia coli DH5 « Invitrogen
Escherichia coli XL2-Blue Stratagene
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3.11 Zelllinien

Zellen Beschreibung Bezugsquelle
Humane embryonale Nierenzelllinie,

HEK-293T die (_Jla_s S.V4O groBe T-Antl_gen stabil ATCC: CRL-11268
exprimiert; adharent (Du Bridge et al,
1987).
Humane Fibroblastensarkom Zellen;

HT1080 Verwendung zur Transduktion mit ATCC: CCL-121

hMSZ-Tert-4 (Tert-4)

hMSz

Synovialzellen /

Synovialfibroblasten (SF)

viralen Vektoren; adhéarent.

Humane mit der katalytischen
Untereinheit der Telomerase
immortalisierte mesenchymale
Stammzelllinie

Primare humane mesenchymale

Stammzellen (MSZ)

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

Alle Zelllinien wurden bei 37 und 5% CO , Begasung kultiviert.

3.12 Vektorplasmide

Moustapha Kassem
(Odense, Danemark)

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

Gegenstand
Arbeit

dieser

Bezeichung Beschreibung/ Eigenschaften Bezugsquelle

pMD9 PFV Vektor mit EGFP Marker, enthélt CASI und (Heinkelein et al.,
CASII 2002)

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

publiziert

pNALl PFV Vektor mit EGFP Marker und human ILIRA Dieser Arbeit
Transgen

pNA2 PFV Vektor mit EGFP Marker und rat ILLRA Dieser Arbeit
Transgen

pPNA3 PFV Vektor mit mRFP Marker und IL1B Transgen  Dieser Arbeit

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

pCZlgag2 CMV-getriebenes Expressionsplasmid fur (Heinkelein et al.,

PFV-Gag

2002)
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Bezeichung Beschreibung/ Eigenschaften Bezugsquelle

pCZipol CMV-getriebenes Expressionsplasmid fur (Stange et al.,
PFV-Pol 2005)

pCz- CMV-getriebenes Expressionsplasmid fur (Lindemann und

HFVenvEMO002 PFV-Env Rethwilm, 1998)

pKG84 PFV Vektor mit Expressionskassette (Gartner et al.,
fur EGFP unter dem CMV-Promoter 2009)

pCDNA3.1+ Expressionsplasmid (Invitrogen); mit eingefiigten Dieser Arbeit

hIL1IRA hIL1RA Transgen

pSJO3 PFV Vektor mit Expressionskassette fur (Diplomarbeit

PstI 6.75
KasI/NarI 6.70
Smal 6.51

SV40polyA

mRFP

AatII/(Bsal/Hpal) 1.48
SwaI/NheI 1.49
PacI 1.50

Stefanie Jaitner,
nicht publiziert)

Abb.5: Vektorkarte MD9. ALTR - deletierte Long Terminal Repeats; CASI/Il — cis-aktive

Senquenz | und II; Amp — Ampizillinresistenzgen; EGFP — Grin fluoreszierendes Protein; U3

— Promoter des Spleen Focus Forming Virus (SFFV); IRES — internal ribosomal entry site.
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ALTR CASI/II U3 EGFP ALTR

MD9

B FO 1 4 ALTR  CASI/II U3 MCS IRES EGFP ALTR
LTR CASI/II U3 Irlllirlg/a-\n IRES EGFP LTR

NA1 x =

rat
ALTR  CASI/II U3 IL1RA IRES EGFP ALTR

NA2 — [ -

human
ALTR  CASI/II U3 IL-1B IRES mRFP ALTR

NA3 — | -

ALTR CASI/l_ EF1o. MCS IRES EGFP ALTR

NA4

Abb. 6: Ubersicht / Schematische Darstellung der ve  rwendeten Vektoren.
(Dargestellt als Provirusintegrate). MCS — multiple cloning site; ILLRA — Interleukin-1

Rezeptorantagonist; mMRFP — monomeric red fluorescent protein.

3.13 Primer und Oligonukleotide

Klonierungs- und Sequenzierprimer wurden von der Firma Sigma-Aldrich synthetisiert und
entsalzt. Als Primer fir die Realtime PCR wurden QuantiTect® Primer Assays von Qiagen

verwendet.

Validierte QuantiTect® Primer _Assays fiur die Realtime PCR von Qiagen :
human B-Actin (QT01680476)

human GAPDH (QT01192646)

rat GAPDH (QT00199633)

rat B-Actin (QT00193473)

EGFP (QT01171611)
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Primername / Gen

Sequenz (5°- 3")

Klonierungs- und Sequenzierprimer

hiL1beta hin_Xba / hiL1beta_riick Xba

GCTCTAGAATGGCAGAAGTACCTGAGCTCG

GCTCTAGATTAGGAAGACACAAATTGCATG

h_IL1Ra_hin_Xho/ h_IL1Ra-riick_Xba
(Nr. 257 / 258)

GCCTCGAGATGGAAATCTGCAGAGGCCTC

GCTCTAGACTACTCGTCCTCCTGGAAGTAGA

rILLIRA_hin_Xho / rIL1RA riick_Xba
(Nr. 259 / 260)

GCCTCGAGATGGAAATCTGCAGGGGAC

GCTCTAGACTATTGGTCTTCCTGGAAG

fw_Eco47lll_EFla/rev_Ascl EFla

GCTCAGCGCTCGTGAGGCTCCGGTGCCCGT

GCGGCGCGCCTCACGACACCTGAAATGGAAGAA

F_Sequ_BF014_4609-4589 (Nr. 263)

GGCCTTATTCCAAGCGGCTTC

F_Sequ_BF014_3863-3883 (Nr. 262)

GCCTGCTTCTCGCTTCTGTTC

F_Sequ_hILIRA_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

LC_secr_hIL1RA (Realtime PCR Primer)

GGCCTCCGCAGTCACCTAATCACTCT

(Palmer et al., 2002) TTGACACAGGACAGGCACAT
EGFP_Fw2 GCGACGTAAACGGCCACAAG
EGFP_Revl TCACGAACTCCAGCAGGACC

Knorpelspezifische Gene

GCCTTGAGCAGTTCACCTTC
IAggrecan 1 (AGN)
CTCTTCTACGGGGACAGCAG
) ACAGTGGCTTTGAACCTGGA
Biglycan (BGN)
TCATCCTGATCTGGTTGTGG
. i ) ) CAGGACGACTTTGATGCAGA
Cartilage oligomeric protein (COMP)
AGGCTGGAGCTGTCCTGGTA
TTTCCCAGGTCAAGATGGTC
Collagen type Il, alpha 1 (Col II)
CTTCAGCACCTGTCTCACCA

EF-1la (Referenzgen)

AGGTGATTATCCTGAACCATCC

AAAGGTGGATAGTCTGAGAAGC
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kultivierung adhéarenter Zellen

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37C und 5 % CO,-Zufuhr kultiviert. Die Zentrifugation
von Zellen erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, bei Raumtemperatur fir 3 Minuten und
1200 rpm (Multifuge 1S-R). Alle Medien und Loésungen wurden vor Gebrauch jeweils im
Wasserbad auf 37T vorgewarmt und waren steril.

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % kultiviert. Die Zellkultur wurde
zweimal wochentlich passagiert. Zum Passagieren wurde zunachst der Mediumiberstand
abgenommen und die Zellen einmal mit ATV gespult, anschlielend wurden die Zellen mit
ATV abgeldst und mit dem entsprechenden Medium 1:10- bis 1:20-fach verdiinnt. Die hMSZ-

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

4.1.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die in flussigem Stickstoff eingefroren Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37C
aufgetaut, in 10 ml vorgelegtes Zellkulturmedium dberfihrt und 5 min bei 1200 rpm
abzentrifugiert. Es war darauf zu achten, dass der Auftauungsprozess schnell verlauft, da
DMSO beim Auftauen sehr toxisch fur 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 abgeldst, einmal mit PBS
gewaschen und bei 1200 rpm 5 min lang pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment in ca. 1 ml eiskaltem Einfriermedium aufgenommen und in Kryotubes uberfuhrt.
Die Zellen wurden tber Nacht in einer Einfrierbox bei — 80 °C eingefroren und am n&chsten

Tag in flussigen Stickstoff Uberfihrt.
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4.1.3 Transfektion von eukaryotischen Zellen mittel s Polyethylenimin

(PEI) zur Produktion foamyviraler Partikel

Bei der Transfektion werden fremde Nukleinsduren (z.B. Plasmide) von eukaryotischen
Zellen aufgenommen. Verschiedene Reagenzien erlauben auf unterschiedliche Weisen das
Einschleusen von fremder Nukleinsdure. 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 Kkationisches Polymer, welches
Nukleinsdure-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 intrazellulare
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 kénnen, 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 zusatzlich unter einem
separaten Promotor das Markergen EGFP kodierte, welches eine Infektionsanalyse via
Durchflusszytometrie erméglichte (Heinkelein et al., 2002). Das PFV-Vektorsystem bestand
aus den Helferplasmiden pCZigag2, pCZlpol und pCZ-HFVenvEM002 und dem
Vektorplasmid pMD9, pBF014, pNA1-4 oder pKG84.

Ein Tag vor der Transfektion wurden 6 x 10° 293T Zellen in 8 ml Medium pro 10 cm
Zellkulturschale ausgeséat. Am nachsten Tag wurde der Transfektionsansatz aus DNA, PEI
und Medium ohne Zuséatze angesetzt und 20-30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde der Transfektionsansatz vorsichtig auf die Zellen aufgetropft und die Schale leicht
geschwenkt. Am néachsten Morgen nach der Transfektion wurde dem Medium 10 mM
Natriumbutyrat fir 6-8 h zugesetzt, anschlieRend 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 Uberstandes erfolgte 48 h nach Transfektion.

Transfektionsansatz:

DNA-Ansatz (20pug):

Vektor, gag, pol, env im Verhaltnis: 10-5-1-1
Medium ohne Zusatze ad 500 pl
PEI-Ansatz :

PEI (linear 25kD; Polysciences, Inc.) 60 pl
Medium ohne Zusatze 440 ul
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4.1.4 Herstellung virushaltiger Uberstande

Nach erfolgter Transfektion von 293T Zellen mit den Plasmid-DNAs wurden zellfreie
Virusiiberstdnde geerntet. Dazu wurde das virusenthaltende Medium mit einer sterilen
Spritze abgenommen und durch einen 0,45 pm-Filter filtriert, um Zellen und Zelltrimmer
abzutrennen. Der filtrierte Uberstand mit den enthaltenen Vektorpartikeln wurde entweder bei
-80C gelagert oder weiter aufgearbeitet. Hierzu wurde dieser in Polyallomerréhrchen
Uberfihrt und anschlieRend bei 12.000 g und 4T fur 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 geldst. AnschlieRend
wurden die aufkonzentrierte Vektorpartikeln entweder direkt fir die Transduktion verwendet

oder bei -80T gelagert.

4.1.5 Transduktion von Zielzellen mit FV-Vektorpart  ikeln

1 x 10" Zellen wurden in 12-Lochplatten einen Tag vor Transduktion ausgesat und mit
verschiedenen Verdinnungen des Virustiberstandes infiziert. Dazu wurde das Medium von
den Zellen abgenommen und je 1 ml einer Verdinnungsstufe pro Vertiefung auf die Zellen
gegeben. Nach 72 h erfolgte die FACS-Analyse, wodurch die Transduktionsrate bestimmt
wurde. Ggf. wurde vor Ablosen der Zellen der Uberstand fiir spatere ELISA-Messungen
abgenommen und in Aliquots bei -20C gelagert. Die Zellen wurden mit 0,5 ml ATV pro
Vertiefung abgel6st und fur eine FACS-Analyse zur Bestimmung der ,cell culture infectious
dose 50 (CCIDsp) in FACS-R6hrchen uberfiihrt.

Die CCIDs, wurde als KenngroRRe fur die Infektiositat einer Vektorsuspension verwendet.
Hierbei wurde aus den erhaltenen Transduktionseffizienzen die Verdinnung berechnet bei
der 50 % der Zellen transduziert werden. Je kleiner also der CCIDs, Wert, desto groRer ist
die Infektiositat der Vektorproduktion. Die CCIDs, wurde mit dem Statistikprogramm
GraphPadPrism®5.0 (Prism) ermittelt. Dabei wird der durchflusszytometrisch bestimmte
Prozentsatz EGFP-positiver Zellen gegen die logarithmische Verdinnungsstufe der
Vektorsuspension aufgetragen. Um die Vektoren zu titrieren wurde standardmafRig die
HT1080 Zelllinie verwendet.

4.1.6 Fluoreszenzmikroskopie

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

zu Uberprifen, 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 VergroRerung im Durchlicht betrachtet. Durch das Einschalten eines optischen
Filters, der die zur Anregung des Farbstoffs notwendige Wellenlange isoliert und das
gleichzeitige Betatigen eines Farbteilers, wurden die fluoreszierenden Zellen sichtbar

gemacht.

4.1.7 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Anhand der Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) kénnen
Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften von Einzelzellen in Suspension analysiert werden.
Hierzu wird die zu untersuchende Zellsuspension Uber eine Kapillare in den Messbereich
beférdert. Dabei werden die Zellen durch die hydrodynamische Fokussierung des
Flissigkeitsstroms so beschleunigt, dass sie am Messpunkt einzeln vorliegen. Abhéngig von
GroRRe, Zellmembranstruktur und Granularitat 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 kénnen
die Zellen nach ihren Merkmalen sortiert und gezéhlt werden. Diesem Zweck dienen als
Parameter der Forward Scatter (FSC = Vorwartsstreulicht) und der Side Scatter (SSC =
Seitwartsstreulicht). Der FSC nimmt die Beugung des Lichts auf, die durch die Grof3e der
Zellen bestimmt wird. Dagegen wird der SSC durch die Brechung des Lichts bestimmt, was
Ruckschlisse auf die Granularitat der Zellen zul&sst.

Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit fir 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 griin
bzw. rot fluoreszieren, sind als Markergene weit verbreitet. Sie wurden in foamyvirale
Vektoren als Marker eingefligt und dienten der Bestimmung der Transduktionseffizienz /
CCIDsg. Zur Messung wurden die transduzierten Zellen zuerst mit ATV gewaschen und
abgeldst. Danach wurden sie in FACS-Rohrchen mit 3 ml vorgelegtem FACS-Puffer
uberfiihrt. Die Zellen wurden 5 min bei 1200 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Sedimente wurden abhangig von der Grof3e in 100-300 ul 4 %-iger Formalinlésung
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 benétigt, welches die in
der Flusskammer entstehenden feinen Tropfchen elektrisch aufladen kann. Darauf werden
diese computergesteuert mittels Kondensatorplatten nach den in der Durchflusszytometrie
gemessenen Eigenschaften und dem zuvor gesetzten Merkmalsrahmen (Gate) in sterile
Sammelgefal3e sortiert.

Die transduzierten Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen, anschlieend mit ATV
abgel6st und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde je nach GroRe in ein bis drei ml Medium
aufgenommen, resuspendiert und in ein FACS-Rohrchen filtriert (70 um). Bis zur
Zellsortierung wurden die Zellen auf Eis gelagert. Die Zellen wurden mit Hilfe der EGFP-
Markergenexpression von der zustandigen Abteilung im Institut fir Virologie mittels FACS
lebend sortiert. Zum fluoreszenzaktivierten Zellsortieren wurde ein FACSDiVa Optima-Gerat
von Becton Dickinson verwendet. Die sortierten Zellen wurden dabei in einem sterilen 15 ml
Plastikrohrchen mit ~ 5 ml Medium gesammelt. AnschlielRend wurden diese sortierten Zellen
gewaschen, in frisches Medium aufgenommen und in einer der Zellzahl entsprechenden

Flasche weiterkultiviert.

4.2 Mikrobiologische Methoden

4.2.1 Kaultivierung von Bakterien in Flissigkulturen

Zur Vermehrung von Plasmidvektoren fir die Durchfihrung von Plasmid Mini- und
Maxipraparationen wurden Bakterien in Flussigkulturen tber Nacht angezichtet. Dabei
wurde fiir eine Plasmid Mini-Ubernachtkultur (UNK) 5 ml und fiir eine Maxi-UNK 150 ml
LB-Medium in sterilen KulturgeféaRen vorgelegt und mit Ampicillin in einer Endkonzentration
von 100 pg/ml zugesetzt. Das Animpfen der Flussigkulturen erfolgte abhangig vom
Verwendungszweck entweder mit einer Bakterieneinzelkolonie einer Agarplatte, 10 pl
Bakteriensuspension einer Vorkultur oder etwas Bakterienmaterial einer Glycerinkultur,
welche mit einer sterilen Pipettenspitze in das Medium dberfuhrt wurden. Die Kulturen
wurden anschlieBend tber Nacht bei 37 unter Schitteln zwischen 150 und 250 rpm
inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Weiterverarbeitung der Kulturen oder Lagerung bei
4% im Kihlschrank.
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4.2.2 Herstellung kompetenter E. coli Bakterien

Kompetente Bakterien besitzen die Fahigkeit, Plasmid DNA aufzunehmen. Durch eine
chemische Behandlung werden E. coli Bakterien kompetent gemacht. Von einer
Ubernachtkultur eines ausgewdahlten Stammes, wird 1 ml der Kultur in 100 ml LB Medium
Uberfihrt und bei 37C unter Schitteln (180 rpm) bis zu einer Dichte 0,2-0,3 (OD600)
inkubiert. Nach einer 5 minttigen Inkubationszeit auf Eis wurde die Bakterienkultur bei 4 °C
und 2500 rpm 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Bakterienpellet in 40 ml Transformationspuffer | resuspendiert und wieder zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 4 ml Transformationspuffer Il aufgenommen,
15 min auf Eis inkubiert, zu je 300 pl aliquotiert und in flissigen Stickstoff weggefroren. Die

Lagerung erfolgte bei -80<C.

4.2.3 Anlegen von Glycerinkulturen

Fir die dauerhafte Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden Glycerinkulturen angelegt.
Zur Herstellung dieser wurden 850 pl einer frischen UNK mit 150 pl einer Glycerollésung

bestehend aus gleichen Anteilen Glycerol und LB*-Medium versetzt und bei -80T gelagert.

4.2.4 Transformation

Unter Transformation versteht man die Aufnahme von exogener DNA in eine Bakterienzelle.
Dabei kann ein zirkulares Plasmidmolekidl 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-Stamme einem Hitzeschock ausgesetzt, der die
Bakterien beféhigte, die Plasmid-DNA aufzunehmen. Zu 100 pl auf Eis aufgetauten
kompetenten E. coli-Zellen wurde 10 yl des Ligationsansatzes pipettiert, fir 30 min auf Eis
inkubiert, ungeféhr 60 sec einem Hitzeschock von 42T ausgesetzt und anschlielRend wieder
fur 3 min auf Eis abgekihlt. Dem Ansatz wurden dann 300 pyl SOC-Medium zugesetzt, und
es folgte eine Inkubationszeit von 45 - 60 min bei 37<C. AbschlieBend wurden die Bakterien
bei 3000 rpm fur 5 min abzentrifugiert, dekantiert, in ca. 100 pl Uberstand resuspendiert und

auf LB-Agarplatten ausplattiert, die mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt wurden.
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Diese wurden dann Uber Nacht bei 37C im Brutschrank inkubiert. Zur Aufbewahrung

wurden die Bakterienplatten mit Parafilm abgedichtet und bei 4C im Kihlschrank gelagert

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 RNA Isolation aus eukaryotischen Zellen

Fiur 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 10° Zellen wurden fir 3 Minuten mit 1.200 rpm sedimentiert. Der
Zellkulturiberstand wurde verworfen und das Pellet in 350 pl Puffer RLT mit 1 % [V/V] B-
Mercaptoethanol resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in einen QIAShredder tberfihrt
und fir 2 Minuten mit 13.000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Durchfluss mit einem
aquivalenten Volumen 70% Ethanol versetzt und der Ansatz vorsichtig durch Pipettieren
gemischt. Die Proben wurden dann in eine RNeasy Mini-Saule Uberfuhrt. Es folgte eine
Zentrifugation fir 15 Sekunden bei 10.000 rpm. Der Durchfluss wurde verworfen und die
S&ule mit 700 pl Puffer RW1 gewaschen. Anschlie3end wurde die S&ule auf ein neues 1,5
ml-Reaktionsgefal gesetzt und zweimal mit 500 pl Puffer RPE gewaschen. Der Durchfluss
wurde erneut verworfen und die Saule fur 1 Minute trocken zentrifugiert. Schlief3lich wurde
die RNA in 30 bis 50ul RNase-freiem Wasser in ein RNase-freies 1,5 ml-Reaktionsgefald

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
-20C eingefroren. Die Proben wurden 5 min bei 30C aufgetaut und mit 200 pl Chloroform
kraftig ausgeschuttelt (mindestens 30 s). Nach 3 min Inkubation bei 30C erfolgte die
Phasentrennung durch 15 min Zentrifugation bei 12.000 g. Anschlieend wurde die obere
Phase in neues Reaktionsgefal3 tberfuhrt und die RNA mit 500 pl Isopropanol gefallt. Nach

einer Inkubationszeit von 10 min bei 30C erfolgte ein weiterer 10 mindtiger
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Zentrifugationsschritt bei 12.000 g. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen. Nach 5 min Zentrifugation bei 7.500 g wurde der
Uberstand wieder abgenommen und das Pellet mindestens 10 min getrocknet. AnschlieRend
wurde das Pellet in 50 pl RNase freies H,O aufgenommen und entweder tGber Nacht bei 4C
oder 10 min bei 60T gelost. Anschlie3end wurde die RNA quantifiziert und dann bei -80C

gelagert.

4.3.1.3 NucleoSpin ® RNA Il Kit (Machery-Nagel)

Die Zellaggregate (Pellets) wurden in Stickstoff durchgefroren und mittels Mikropistill
homogenisiert, anschlielend mit Lysepuffer (RA1 der Reaktionskomplettaussatattung) und
B-Mercaptoethanol versetzt. Die RNA-Extraktion erfolgte anschlieRend nach
Herstellerangaben. Die Proben wurden dabei auf der Saule 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
Uber Starteroligonukleotide (Primer) Restriktionsschnittstellen an das PCR-Produkt eingefligt
wurden. Der Reaktionsansatz wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt (vgl. 4.3.7) und das
Amplifikat aus dem Agarosegel isoliert (vgl. 4.3.6). Nach einer praparativen Restriktion (vgl.
4.3.10) des gesamten Amplifikates wurde die DNA wiederum aufgereinigt (vgl. 4.3.5) und
guantifiziert (vgl. 4.3.9). Parallel hierzu wurde der Zielvektor préaparativ restringiert, seine 5
Enden dephosphoryliert (vgl. 4.3.11), anschlieRend 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) Uberfihrt. Positive Klone, die das rekombinante Plasmid
trugen, wurden nach Plasmid-DNA Minipraparation (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
Nukleinsduren in vitro zu vervielfaltigen. 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 (95C) in Einzelstrange denaturiert. Das
ermdglicht 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 abhangig ist. Nachdem der Primer an die Matrizen-
DNA gebunden hat, folgt der nachste 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,
Anderungen in die synthetisierte Sequenz, wie z.B. Mutationen oder Enzymschnittstellen,
einzufigen welche die Zielsequenz flankieren, was weiteres Klonieren mit dem Amplifikat
ermadglicht.

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 durchgefihrt. Zur Quantifizierung von Nukleinsduren im Rahmen der
durchgefuihrten Genexpressionsanalysen wurde eine quantitative Real-Time PCR (qRT-
PCR) angewandt. Diese erforderte auRerdem ein Umschreiben zellularer Gesamt-RNA in

sogenannte cDNA mittels einer Reversen Transkriptions-PCR (RT-PCR).

4.3.3.1 Standard PCR

Fur eine Standard-PCR wurde ein PCR-Master-Mix (peqGOLD PCR-Master-Mix S, Peglab)
mit Tag-DNA-Polymerase verwendet. Diese Polymerase mit einem Temperaturoptimum bei
72T wurde urspringlich aus dem thermophilen Bakter ium thermophilus aquaticus isoliert.
Sie besitzt keine Fehlerkorrekturlesefunktion (3'-5’ Exonukleaseaktivitdt und proof-reading)

und erzeugt am 3’Ende des PCR-Produkts einen A-Uberhang.
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Pipettierschema fir eine Standard-PCR mit PCR-Master-Mix (Peqglab):
1,0 pl Plasmid-DNA (verdiinnt auf 100 ng/ul)
12,5 pl peqGOLD PCR-Master-Mix
1,0 pl Vorwartsprimer (100 ng/ul)
1,0 pl Ruckwartsprimer (100 ng/ul)
4,5 pl H,O bidest

20,0 pl Gesamtvolumen

Im Rahmen von Klonierungen, bei welchen eine fehlerfreie Amplifikation der Ziel-DNA
notwendig war, wurde eine Pwo-DNA-Polymerase, urspringlich stammend aus dem
hyperthermophilen Tiefseebakterium Pyrococcus woesei, mit Fehlerkorrekturlesefunktion (3'-
5’ Exonukleaseaktivitat) eingesetzt.

Der Reaktionsansatz fur Klonierungs-PCRs ergab sich wie folgt:

1,0 ul Plasmid-DNA (verdinnt auf 100 ng/ul)
1,0 I Vorwartsprimer (100 ng/ul)
1,0 I Rdckwartsprimer (100 ng/ul)
1,0 ul dNTP-L6sung (2,5 mM)
50 pl Pwo-DNA-Polymerase Reaktionspuffer(10-fach, Peqglab)
1,0 pl Pwo-DNA-Polymerase (1 u/ul, Peqlab)
40,0 pl H,O bidest

50,0 pl Gesamtvolumen

Die Reaktionsansatze wurden jeweils in einem 0,25 ml PCR-Reaktionsgefal? auf Eis
pipettiert, wobei die Polymerase immer am Schluss des Ansatzes zugegeben wurde. Nach
der Resuspension des Reaktionsansatzes wurde die Amplifikation in Thermocyclern
(BioRad) durchgefihrt, die eine automatische aber individuell programmierte Steuerung der

Temperaturprogramme zulie3en. Folgendes PCR-Programm wurde eingestellt:

1 Zyklus Initiale Denaturierung 5 Minuten, 95C
Denaturierung 30 s, 95C
Primer Annealing 30 s, Temperatur je nach Primer
25-35 Zyklen
, 1 Minute pro 1000 Basen (Taq), 72C
Elongation _
1 Minute pro 500 Basen (Pwo), 68T
1 Zyklus Finale Elongation 10 Minuten, 72 (Taq) bzw. 68C (Pwo)
1 Zyklus Kahlung 4C
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Die Elongationszeit wurde jeweils individuell an die Lange des erwarteten Produktes und
nach Versuchsanspruch eingesetzter Polymerase angepasst.
Zur Analyse der PCR-Produkte wurden 5 pl der Reaktionsansatze 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 guantitative realtime PCR basiert auf dem Prinzip der herkébmmlichen PCR mit dem
Unterschied, dass gleichzeitig eine Quantifizierung der amplifizierten DNA maglich ist. In der
vorliegenden Arbeit erfolgte die Messung der Amplifikation mit Hilfe des Farbstoffs SYBR®
Green |, der sich in die neu amplifizierte DNA einlagert und so zu einer Zunahme der
Fluoreszenz wahrend der Amplifikation fiihrt. Am Ende jedes Zyklus erfolgte eine Messung
dieser Zunahme, indem das emittierte Licht mittels einer im Thermocycler integrierten
Kamera detektiert wurde. Der Anstieg an Fluoreszenzintensitat war dabei mit einem Anstieg
an amplifizierten DNA-Produkten gleichzusetzen. Ein Nachteil der Farbung ist ihre geringe
Spezifitat, welche jedoch durch die Durchfiihrung einer Schmelzkurvenanalyse kontrolliert
werden kann. Hierbei wird durch langsame Temperatursteigerung auf 95C die DNA-
Doppelhelix aufgeschmolzen, wodurch der Farbstoff freigesetzt wird. Die daraus
resultierende Abnahme der Fluoreszenz kann ermittelt werden. Da beispielsweise die
gewilnschten PCR-Amplifikate einen hdheren Schmelzpunkt aufweisen als unspezifische
Primerdimere, kann beurteilt werden, inwieweit Verunreinigungen die Messung beeinflusst
haben kdnnten. Sobald diese Fluoreszenz einen bestimmten Schwellenwert Uberschritten
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 ReaktionsgeféaRen 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
Verdinnungsreihe von z.B. RT-PCR-Produkten oder in vitro transkribierter DNA
ausgewertet. Bei der relativen Quantifizierung wird die Expression des Zielgens auf ein
ubiquitar und homogen exprimiertes Gen (Housekeeping Gen) wie z. B. p-Actin, EF-1aq,
GAPDH oder ribosomale Untereinheiten (18S, 28S) bezogen bzw. normiert. Dies hat den
Vorteil, dass versuchsinterne Schwankungen gleichermalRen das Zielgen wie auch das
Housekeeping Gen betreffen. In dieser Arbeit erfolgte die Quantifizierung relativ, durch

Normierung gegen die Referenzgene 3-Actin und GAPDH.
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Die Expression des Zielgens lasst sich unter Annahme einer maximalen Effizienz der PCR-

Reaktion nach folgender Formel berechnen:

F = 2 ACp(Kontrolle — transduziert) Zielgen / 2 ACp(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 (Peglab)
durchgefuhrt. Zunachst wurde jeweils 1 pl Proben-cDNA (RNA-Isolierung siehe 4.3.1; cDNA
Synthese 4.3.4) pro Vertiefung vorgelegt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe der restlichen
Reagenzien in Form eines Reaktionsgemischs, von dem jeweils 19 ul zu jeder cDNA

pipettiert wurden. Ein Ansatz pro Vertiefung setzte sich wie folgt zusammen:

10,00 ul SYBR Green (Qiagen)
0,25 pl Fluorescein (BioRad) (1:1000 verdinnt)
1,00 pl Forward-Primer
1,00 pl Reverse-Primer
6,75 ul DEPC-H,O

19,00 I 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 durchgefuhrt.

PCR-Programm firr die quantitative Real-Time PCR:

1 Zyklus | Aktivierung der Polymerase 5 min 95T

Denaturierung 10s 95T
Annealing und Elongation 30s 60T
1 Zyklus | Denaturierung 1 min 95C

1 Zyklus | Startpunkt der Schmelzkurve 1 min 52T
86 Zyklen | Schmelzkurve mit AT = 0,5C 10 s 52<C
1 Zyklus | Kuhlung 0 15C
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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
Uberpriifung durch eine Cycle-Sequencing Reaktion mit einem ,BigDye™ 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 Lange 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, liel3en sich jeweils die letzten Nukleotide, die zum Abbruch
gefuihrt haben, mit Hilfe eines Argonlasers identifizieren. Diese Detektion erfolgte im
hauseigenen Kapillarsequencer. Im Normalfall konnten mit einer Reaktion Abschnitte mit
einer Lange von 500 bis 800 Basenpaaren bestimmt werden.

Folgender Ansatz wurde flr eine Sequenzierreaktion angesetzt:

3,3 ul DNA

0,7 ul Sequenzierprimer (100 ng/ul)

1,0 pl BigDye Version 1.1

5,0 pl Gesamtvolumen

Die Reaktion wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt. Das Standardprogramm bestand
aus 25 Zyklen. Der Denaturierungsschritt dauerte jeweils 10 Sekunden und erfolgte bei
96<C. Das anschlieRende Annealing fand fiir 5 Sekunden bei 50C statt und die Elongation
fur 4 Minuten bei 60C. Im Anschluss wurden die Ansatze auf 4C zur Aufbewahrung
herabgekinhlt.

Alle Schritte nach der Amplifikation bis zur Ausgabe der Sequenz als Chromatogramm

wurden von der Sequenzierabteilung im Institut ibernommen.

4.3.4 Reverse Transkriptions (RT)-PCR (cDNA-Synthes e)

Da die Tag-Polymerase nur eine sehr schwache RNA-abhdngige DNA-Polymerase-Aktivitat
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 grolRe Breite von cDNAs unter einer Lange von 1 kb erzeugt werden konnten.
Die Zusammensetzung ergab sich wie folgt:
1 pug RNA
1,0 pl iScript Reverse Transkriptase
4,0 pl iScript Reaction-Mix

ad 20,0 I Gesamtvolumen

Die Reaktionsansétze wurden fir 5 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert und
anschlieRend fur 30 Minuten bei 42T in einen Heizblock gestellt. Zum Abstoppen der
Reaktion wurden die Reaktionen schlie3lich fiir 5 Minuten auf 85T erhitzt. Dann wurden die
ReakionsgefalRe fir mindestens 5 Minuten in einem Eisbad abgekihlt. Kondensierte
Flissigkeit wurde durch Zentrifugation wieder im Boden des GefdlRes gesammelt. Dann
wurden 80 pl DEPC-Wasser zu den Ansétzen gegeben, so dass ein Gesamtvolumen von
100 pl je Ansatz vorlag. Die cDNA wurde bei -20C gelage rt. Standardmafig wurde davon
1 pl in eine gRT-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). Fir groRe Fragmente (Uber 10 kb) wurde eine weitere
Methode mit Diatomeen-Erde angewandt. Zunéchst wurden die entsprechenden DNA-
Fragmente unter schwachen UV-Licht (354 nm) sichtbar gemacht, dann mit einem
behelfsmafig durch Abflammen sterilisiertem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in
ein 1,5 ml ReaktionsgefaR Uberfuhrt. 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
anschlieend die zweifache Volumenmenge an L6-LOsung (siehe 3.8) hinzugefigt. Im
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Heizblock wurde sie bei 60C geschmolzen. Der Schmelzvorgang wurde durch
zwischenzeitliches vortexen unterstiitzt. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 50 pl
Diatomeen-L&sung versetzt und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde er
jede Minute durch kurzes Aufschitteln gemischt. Wahrend der Inkubationsphase wurde die
Vakuumkammer vorbereitet. Nach Ablauf der finfminitigen Inkubation wurde der Ansatz auf
die Saulen gegeben und mittels Vakuum durchgesaugt. Es folgten vier Waschschritte mit 2
ml Waschpuffer. Nachdem Waschen wurde die Sadule auf ein neues Reaktionsgefal}
gesteckt und fur 20 Sekunden mit maximaler Geschwindigkeit trocken zentrifugiert. Dann

konnte die DNA mit 20 bis 50 pl sterilem Wasser eluiert werden.

4.3.7 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsauren

Die DNA-Agarosegelelektrophorese dient sowohl der Trennung als auch der Analyse von
DNA-Fragmenten. Aufgrund der negativen Ladung der DNA ist es moglich, die DNA-
Fragmente im Agarosegel, an dem elektrische Spannung anliegt, der Grof3e nach
aufzutrennen. Die Auftrennung erfolgt nach dem Molekulargewicht der DNA, die wahrend der
Elektrophorese Richtung Anode wandert. Abhéangig von der Grol3e der aufzutrennenden
DNA-Fragmente wurden 0,8-2 %-ige Agarosegele verwendet, die 1 pyg/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
Geldokumentationsgerates (Gel Imager, INTAS) digital aufgenommen und im Computer

archiviert.

4.3.8 Préaparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Methoden zur Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien basieren auf dem Prinzip
der alkalischen Lyse (Birnboim wund Doly, 1979). Durch Zugabe einer SDS-
/Natriumhydroxidhaltigen L6sung werden die Zellen lysiert und Proteine, chromosomale
sowie plasmidale DNA denaturiert. Die anschlieRende Zugabe von Natrium- bzw.
Kaliumacetat fuhrt zur Prézipitation chromosomaler DNA und anderer zellularen Bestandteile
und neutralisiert das Lysat. Plasmid DNA, welche in Losung bleibt, kann in ihre native
Struktur renaturieren. Sie kann anschlieBend entweder selektiv an eine Matrix gebunden

(Maxipraparation) oder durch Fallung (Minipraparation) isoliert werden. Minipraparationen lag

61



METHODEN

eine 2-5 ml Ubernachtkultur zugrunde; Maxipraparationen wurden von 150 ml

Bakterienflissigkulturen durchgefiihrt, um hohe Plasmidmengen zu erhalten.

4.3.8.1 Minipraparation / Isolation von Plasmid-DNA im analytischen Mal3stab mit

Diatomeen-Erde

In Eppendorfreaktionsgefaen wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur fiir 2 Minuten mit 13.000
rom zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 150 pl Puffer |
resuspendiert. Nach der vollstandigen Wiederaufnahme des Sediments wurden 150 pl Puffer
Il hinzugeben und die ReaktionsgefdRe mehrmalig geschwenkt, so dass eine anfangs
einsetzende Tribung wieder verschwand. Zellulare DNA und Proteine wurden durch
Zufigen von 150 pl Puffer 1l und mehrmaliges Umdrehen der ReaktionsgeféafRe in einem
Komplex mit SDS geféllt, der als weil3er Niederschlag sichtbar war. Durch Zentrifugation fur
10 Minuten mit 13.000 rpm wurde das Prazipitat sedimentiert. Der Uberstand wurde nach der
Zentrifugation in ein neues Reaktionsgefald dekantiert, das eine Suspension aus 900 ul L6
und 50 pl Diatomeen-Losung enthielt. Um der Plasmid-DNA eine Bindung an die
Kieselgelmatrix zu ermdglichen, wurden die Ansatze fur insgesamt 5 Minuten stehen
gelassen und circa alle 60 Sekunden kurz aufgeschittelt, um sich absetzende
Diatomeenpartikel wieder aufzuwirbeln. Wahrend der Inkubation wurden Filtersaulen auf
eine Vakuumkammer gesteckt. Die Saulen enthielten eine Matrix aus Silica-Gel, welche die
Plasmid-DNA band, wahrend unerwinschte Kontaminanten wie Proteine, Salze usw.
durchflossen. Nachdem die Suspension die S&ule passiert hatte, wurden dreimal je 2ml
Wasch-Lésung durchgesaugt. Im Anschluss wurden die Saulen auf Eppendorf
Reaktionsgefalle gesteckt und 50 yl Wasser auf die Mitte der S&ulenmembran pipettiert.
Nach einer kurzen Inkubation von 5 Minuten wurde die Plasmid-DNA mittels Zentrifugation

fur 1 Minute mit 13.000 rpm eluiert.

4.3.8.2 Maxipraparation / Isolation von Plasmid-DNA  im praparativen Mal3stab

Die Aufreinigung der Plasmid-DNA aus 150 ml UNK 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 Uber eine
Anionenaustauschsaule und anschlieBender Fallung. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde in
50 upl Aquadest aufgenommen. Die DNA Konzentration wurde anschlieBend photometrisch

bestimmt und mit Aquadest auf eine Konzentration von 1 ug/ul DNA eingestellt.
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4.3.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrations- und Qualitdtsbestimmung der préaparierten DNA erfolgte Uber die
Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 260 und 280 nm im Photometer der
Firma Eppendorf. Das Verhaltnis der beiden Werte 260/280 gibt Auskunft Uber 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 tber 2, dann ist die Probe wahrscheinlich
mit degradierter RNA und/oder Uberschuss an freien Nukleotiden kontaminiert.

Die zu vermessende DNA wurde in Aquadest verdinnt (Maxipraparationen bspw. im
Verhdltnis 1:100). Als Referenzprobe wurde Aquadest verwendet. Die Konzentration der
DNA wie auch der Reinheitsgrad (RNA- und/oder Protein-Verunreinigungen) konnte man
direkt am Geréat ablesen. Danach wurde die Probe entsprechend mit Aquadest verdinnt und

auf eine Konzentration von 1 pg/ul 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 Uberhangende DNA-Enden. Aufgrund ihrer Sequenzspezifitdit werden
Restriktionsendonukleasen analytisch zur Uberpriifung von DNA und Plasmiden anhand der
entstehenden Bandenmuster und praparativ fir weitere Klonierungen verwendet.

Das spezifische Schneiden und Zusammenfligen der DNA stellt die Grundlage des
Klonierens dar. Restriktionsspaltungen kamen jedoch auch fir die Erzeugung spezifisch

vorhersagbarer Fragmente zur Analyse isolierter Plasmid-DNA zum Einsatz (Kontrollverdau).

Fur einen Verdau von PCR-Produkten wurde meist der gesamte PCR-Ansatz eingesetzt, bei

Plasmiden lag die eingesetzte DNA-Menge bei ca. 1 - 3 ug.

Pipettierschema:

Reaktionsansatz: analytisch praparativ
DNA 1 ug 5-10 g
10x Puffer 2 ul 5ul
Enzym 5U 20U
Aqua dest. steril ad 20 pl ad 50 ul

Die entsprechenden Puffer wie auch Enzymmenge, Inkubations-Temperatur und -Dauer
wurden gemald den Herstellerangaben eingesetzt. In der Regel wurde Uber Nacht im
Brutschrank bei 37T inkubiert. AnschlieBend wurden die Enzyme durch Zugabe von
Bromphenolblau-Ldsung 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 Phosphodiesterbricke zwischen den beiden Plasmidenden. Nach dem
Restriktionsverdau wurde 1 pl CIAP (10 U/ul) in den Ansatz beigefigt und 1 h bei 37 °C

inkubiert. Das Enzym wurde im Heizblock bei 85 fiir 15 Minuten deaktiviert.

4.3.12 Ligation

Durch Bildung von Phosphodiesterbriicken zwischen dem 3’-Hydroxyende eines DNA-
Fragments und dem 5 Phosphatende des zweiten Fragments kann man DNA miteinander
verknipfen. Diese Reaktion wird durch eine ATP abhé&ngige Ligase katalysiert. Die T4-DNA
Ligase ist in der Lage sowohl glatte, wie auch koh&sive Enden miteinander zu verbinden. Im
Ligationsansatz wurden immer gleichartige DNA Uberhéange verwendet (entweder glatte oder

identisch kohdasiv). Das molare Verhaltnis von Vektor zu Insert betrug 1 zu 3.

Pipettierschema fur einen 10 pl Ligationsansatz:

1 Teil  Vektor

1-3 Teile Insert

1,0 pl T4-DNA-Ligase (5u/ul, Fermentas)
1,0 pl Ligationspuffer (Fermentas)

ad10,0 pul  H,O

Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 14C. Der ge samte Ansatz wurde zur Transformation

chemisch kompetenter E.coli verwendet.

4.4 Proteinbiochemische Methoden

Zellkultur-Uberstande fir die Verwendung in ELISA-Messungen wurden abzentrifugiert
(13.000 rpm, 6 min), der Uberstand in neue GefaRe aliquotiert und bis zur Verwendung bei -
20T gelagert. Die Reaktionskomplettausstattungen wurden von den Firmen R&D und
Cusabio bezogen und nach den Anleitungen der Hersteller durchgefiihrt. 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 Erstantikbrper gegen
die zu messende Substanz (Antigene) werden an die Wand des Probengefalies gebunden.
An sie lagern sich Antigene aus der Probenldsung an. Enzym-tragende Sekundarantikdrper
werden zugesetzt, die an jedes, im ersten Schritt fixierte Antigenmolekil binden. Die
Enzymaktivitdit des Uber Antikérper-Antigen-Antikdrper (Sandwich-Technik) an der
Probengefallwand 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 hIL1( 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 Antikdrper 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 Schwefelsdure in ein gelbes Endprodukt uberfiihrt wird
(Messung bei 450 nm).

Die Zellkulturiberstande wurden standardmafdig Verhaltnis 1:4 verdinnt, wurden die Proben
vor der Messung nicht bei -20C durchgefroren, wurd en diese héher verdinnt (1:20 - 1:100).
Ebenso wurde mit dem DuoSet Elisa Development kit von Quantikine (R&D) fur human IL1[3
und dem ELISA kit fir den Ratten ILLRA (Cusabio) nach Herstellerprotokoll verfahren.

4.4.2 PGE,-Assay

Um PGE, in Zellkulturiberstdnden 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 Antikérper (mouse), zwischen der PGE, Menge der zu
analysierenden Probe und einer definierten Menge an HRP-gekoppeltem PGE,. Wahrend
der Inkubationszeit bindet der Antikdrper an den auf der Mikrotiterplatte vorgebundenen goat
anti-mouse Antikérper. Nach Waschen und Substratzugabe erfolgte die Messung bei 450
nm. Der Farbreaktion liegt die enzymatischen Umsetzung von TMB zugrunde. Die Intensitat

ist dabei umgekehrt proportional zur PGE, Menge in der Probe.
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4.5 3D-Pelletkulturen / Chondrogene Differenzierung in vitro

4.6 Kultivieren von hMSZ

Die Isolation von primaren humanen adulten mesenchymalen Stammzellen (hMSZ) aus dem
Knochenmark wurde im Orthopadischen Zentrum fir Muskuloskelettale Forschung (Kénig-
Ludwig-Haus) vollzogen. Die hMSZ wurden aus dem Hiiftkopf von Patienten, denen eine
Huftendoprothese implantiert wurde, isoliert. Dabei wurde ein von Haynesworth et al.
entwickeltes Protokoll, modifiziert nach Noth et al. verwendet (Haynesworth et al., 1992;
Noth et al., 2002).

Kurz zusammengefasst wurde dabei spongitser Knochen mit einem scharfen Léffel aus dem
Huftkopf 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 Uberstand wurde
verworfen. Dem verbleibenden Pellet aus Zellen und Knochensticken wurde Medium
zugegeben und durch vortexen die Knochenmarkzellen von den Knochentrabekeln
herausgel6st. Dieser Vorgang wurde mehrmals wiederholt, hach jedem vortexen wurde die
Suspension durch ein Zellsieb gegeben um Knochenfragmente zurtickzuhalten. Nach dem
finalem Zentrifugationsschritt wurden die Zellen mit einer Dichte von 3 x 10° Zellen/cm? in
Zellkulturflaschen gegeben. Nach zwei bis drei Tagen wurden die nicht adharenten Zellen
abgesaugt und die adharenten 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 wochentlich gewechselt

und die Zellen mit den foamyviralen Vektoren transduziert.

4.6.1 Transduktion von hMSZ mit FV-Vektoren

Die primaren 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 NALl-Vektorpartikeln transduziert. Nach drei Tagen erfolgte ein

Medienwechsel, und die Transduktion wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop Uberprift.

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)
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(Jonstone et al.,, 1998). Hierzu wurden hMSZ (primédre hMSZ oder hMSZ-Tert-4-Zellen)
verwendet, die zuvor mit NA1 oder MD9 transduziert und anschlieRend 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:

Zunachst wurden die Zellen mittels ATV abgeldst und in der Neubauer-Zdhlkammer die
Zellzahl bestimmt. Danach wurden die Zellen zweimal mit serumfreiem Medium gewaschen
und in einem entsprechenden Volumen an chondrogenem Differenzierungsmedium
aufgenommen (3x10° Zellen /Pellet in 500 ul chondrogenem Differenzierungsmedium). Nach
Resuspendieren wurde die entsprechenden Zellsuspensionen der Gruppen (ohne/mit FVV)
in zwei weitere gleich gro3e Teile aufgeteilt, sodass in einen Teil IL13 (R&D) fur die
Inhibierung der Chondrogenese zugegeben werden konnte.

AnschlieRend wurden jeweils 0,5 ml der Zellsuspension in ein 15 ml ,Greinerréhrchen”
gegeben. Nach einer Zentrifugation von 10 min bei 1200 rpm wurden die Zellen zu Pellets
sedimentiert. Der Deckel des Rohrchens wurde fir den Gasaustausch leicht aufgedreht.
AnschlieBend wurden die Pellets 21 Tage kultiviert, dabei wuchsen die sedimentierten
»Zellscheiben” zu runden Zellpellets heran. Wéahrend der Kultivierung wurde alle drei Tage
das chondrogene Differenzierungsmedium gewechselt. TGFB1 und IL1B [10 ng/ml] wurden
dabei den verschiedenen Behandlungsgruppen entsprechend zugesetzt (siehe 5.6.4). Des
Weiteren wurden dabei die Zellkulturiberstande abgenommen und aliquotiert bei -20C fir
spatere Analysen gelagert. Nach 21 Tagen Kultivierung wurden die Pellets geerntet und

weiterverarbeitet.

ha_

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 fir die Histologie und Immunhistochemie
aufbereitet. Hierzu wurde das Kultivierungsmedium abgesaugt und die Pellets zweimal mit
PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Pellets fur zwei Stunden bei Raumtemperatur in
4 % Paraformaldehyd fixiert. Das Auswaschen der Fixierlosung erfolgte fiir zwei Stunden in
Leitungswasser, bevor die Pellets in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 95 %,
100 % ETOH fir je 1 Stunde) entwassert wurden. Anschlie3end wurden die Pellets fur 30
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min mit EtOH / Amylacetet, welches 1:1 gemischt wurde, bei RT, dann fur weitere 30 min bei
56-60C gewaschen. Danach folgte eine zweimalige In kubation mit Amylacetat (Intermediat)
fur jeweils 30 min im Heizblock bei 56-60C. Anschlief3end wurden die Pellets zweimal in
Paraffin Gber Nacht in einen 60C Warmeschrank gest ellt. Die endgultige Paraffineinbettung
der Pellets erfolgte am darauffolgenden Tag auf einer 70C Heizplatte in vorgewarmten
EdelstahlgieRformen. Nach Vorgabe von etwas Paraffin wurden die Pellets mit einer
vorgewarmten Spatel in der Mitte der Form plaziert, welche anschlieRend vollstandig mit
Paraffin gefillt und mit einer Einbettkassette bedeckt wurde. Das Paraffin wurde zuné&chst
bei RT ausgehértet, dann mindestens Uber Nacht bei -20C 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 durchgefuhrt. Hierbei
wurden Schnitte einer Dicke von 4 pm hergestellt. Darauf folgend wurden diese zunachst in
ein kaltes Wasserbad, dann zum Strecken in ein warmes Wasserbad (ca. 45<C) uberfihrt.
Von dort konnten die gestreckten Paraffinschnitte auf Objekttrager platziert und tber Nacht
bei Raumtemperatur getrocknet werden.

Um histochemische bzw. immunhistochemische Farbungen durchfiihren zu kénnen, mussten
die getrockneten Schnitte entparaffiniert werden. Dazu wurden diese eine Stunde bei 60C
im Warmeschrank inkubiert, um das Paraffin zu schmelzen. AnschlieRend wurde die
Entparaffinierung mit Xylol zweimalig fur jeweils 8 min fortgesetzt, bevor die Rickfihrung in
destilliertes Wasser durch eine absteigende Alkohlreihe (95 % EtOH zweimalig flr jeweils
2 min, 70 % und 50 % EtOH fir jeweils 5 min) erfolgte. Alle im Folgenden aufgefiihrten

histologische Verfahrensprotokolle sind von diesem Punkt aus detailliert beschrieben.

4.6.5 Hamalaun&Eosin (H&E) Farbung

Die Hamalaun&Eosin (H&E) Farbung ist eine allgemeine Farbung 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 Hamalaun Farbelésung nach Meyer blau
gefarbt, wahrend die saure Eosin-Farbelésung alle acidophilen bzw. basischen

(eosinophilen) Strukturen wie das Cytoplasma vor allem die Zellplasmaproteine rot farbt.

Die entpariffinierte Schnitte wurden 9 min. in der Hamalaunldsung nach Meyer gefarbt,
anschliel3end solange mit Aqua dest. gespilt bis die Uberschiissige Farbelésung entfernt war
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und 3 Sekunden in 0,25 % HCI / 50 % EtOH differenziert. Nach der Hamalaun Farbung
erschienen die Zellkerne zundchst rotlich-braun aufgrund des niedrigen pH-Wertes der
Farbeldsung. Die Schnitte wurden fir 10 min. in Leitungswasser gestellt, wodurch sich der
pH-Wert erhdhte und der Farbton sich in das typische Blauviolett umschlagt (,Blauen®).
AnschlieRend erfolgte die Zytoplasma-Farbung fir 1 min. in einer 1 %-igen alkoholischen
oder wassrigen Losung von Eosin. Nachdem die Uberschiissige Farbelosung durch Spilen
mit Aqua dest. entfernt war, folgte die Differenzierung in 70 %-igem Ethanol fir 3 Sekunden.
Weitere Spulschritte in Alkohol folgten (95 % Ethanol fur 3 Sekunden, dann 2 x Isopropanol
fur jeweils 5 min). Dann wurde der entwésserte Schnitt fur 2 x 5 min in dem organischen
Losungsmittel Xylol geklart, mit einem organischem Eindeckmittel (Entellan1) Gberschichtet
und unter Ausschluss von Luftblasen mit einem Deckglas bedeckt. So bleiben Schnitt und
Farbung fur lange Zeit erhalten und mikroskopierbar. Nach der Trocknung Uber Nacht

erfolgte die mikroskopische Auswertung und fotografische Dokumentation.

4.6.6 Alcianblau Farbung

Mit Alcianblau wird die Knorpelgrundsubstanz, saures, sulfatreiches Proteoglycan angefarbt.
Die Farbung wurde in dieser Arbeit fur den histologischen Nachweis der chondrogenen
Differenzierung verwendet. Die Zellkerne werden durch eine Gegenfarbung mit Kernechtrot
rot dargestellt.

Die entpariffinierte, 4 um dicken Schnitte wurden zunachst fir 3 min. mit 3 % Essigsaure auf
einen pH Wert von 2,5 eingestellt, dann 30 min. mit 1 %-iger Alcianblau-Farbelésung
Uberschichtet, anschlieBend mehrmals mit Aqua dest. gespllt bis (berschissige
Farbelosung entfernt war. Es folgte die Kernfarbung mit Kernechtrot fir 2 min. und ein
mehrmaliges spulen mit Aqua dest. bis die Uberschissige Farbelésung entfernt war.
AnschlieRend folgte die Differenzierung in 70 %-igem Ethanol fir 3 Sekunden. Dann wurde
der entwasserte Schnitt fur 2 x 5 min in dem organischen Lésungsmittel Xylol geklart, mit
einem organischem Eindeckmittel (EntellanJ) Uberschichtet und unter Ausschluss von
Luftblasen mit einem Deckglas bedeckt. So bleiben Schnitt und Farbung fur lange Zeit
erhalten und mikroskopierbar. Nach der Trocknung tiber 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

Regierungsprasidium Wiuirzburg genehmigt. Die Versuche wurden im Tierstall
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(Infektionseinheit) des Institutes fur Virologie und Immunbiologie der Universitat Wirzburg
durchgefuhrt. Die Fragestellung wurde aufgrund des erforderlichen Injektionsvolumen in die

Kniegelenke der Hinterlaufe an Ratten durchgefihrt.

4.7.1 Haltung der Tiere und verwendete Rattenstamme

Die Ratten wurden in Ubereinstimmung mit den Tierschutzrichtlinien unter regelmaRigem
Tag/Nacht-Lichtrhythmus gehalten und erhielten spezielles Nagerfutter und Wasser ad
libidum.

Im Rahmen dieser Studie wurden mannliche Wistar Ratten (Charles River) verwendet,
welche zum Zeitpunkt der Implantation ein Korpergewicht von 150-170g aufwiesen. Die
Nacktratten (Crl:RNU:Foxn1 rnu) wurden ebenfalls von Charles River bezogen und aufgrund
der Anzahl der bendétigten Tiere in der Versuchstiereinrichtung des Institutes gezlchtet. Mit
vier homozygoten Zuchtpaaren gelang die Bereitstellung der Tiere fir 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 fir die Biodistributionsanalysen wurden zwei méannliche EGFP Sprague-
Dawley-Ratten verwendet (freundliche Gabe von Prof. Schonfelder, Institut fur

Pharmakologie, Universitat Wirzburg) (Popova et al., 2008).

4.7.2 Andasthesie, Operation und Postoperative Verso  rgung

Alle operativen Eingriffe wurden unter Inhalationsnarkose durchgefiihrt. Als Narkosemittel
diente Isofluran (Forene®) (3-4% (v/v) in O,), welches dem Tier {ber eine Atemmaske
zugefuhrt wurde. Wahrend der Eingriffe wurde darauf geachtet, dass die Tiere nicht
ausklhlen. Eventuelle postoperative auftretende Schmerzen wurden kontinuierlich Gber drei
Tage mit Tramal® (5-6 Tropfen pro Wasserflasche, 2,5 mg/100 ml) iiber das Trinkwasser
behandelt.

Die intraartikulére (i.a.) Injektion der Zellen erfolgte in den Zellpassagen 6-12. 2x10° EGFP-
positive Zellen in PBS wurden pro Kniegelenk i.a. injiziert. Das maximale Injektionsvolumen
betrug 100 pl. Bei den kleineren nude Tieren konnten aufgrund der Gré3e des Gelenkes
teilweise nur 50 pl i.a. injiziert werden. Das Operationsfeld wurde desinfiziert und nach
Bedarf rasiert (Wistar Ratten). Fir die Injektion wurde ein ca. zwei cm langer Hautschnitt
gesetzt, das Knie anschlielend gebeugt und durch die Patellarsehne die Zellsuspension mit
einer Insulinspritze injiziert. AnschlieBend wurde der Schnitt mit zwei bis vier

Einzelheftndhten geschlossen.
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4.7.3 Praparation 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. prapariert (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) gespilt, um Kontaminationen vorzubeugen.

Die Gelenke wurden in 10 cm Zellkulturschalen vom femoralen Ende her mit einem Skalpell
geoffnet. Inzisionen entlang der lateralen und medialen Seite, sowie die Durchtrennung der
kollateralen anterioren und posterioren Kreuzbénder ermdglichten das Zurlckfalten der
Gelenkkapsel. Je nach Tier (transplantiert oder Spendertier) wurde nun entsprechend
verfahren.

Fir die i.a. hIL1RA ELISA-Messung verwendete Gelenk e

Da die Kniegelenke der Ratten aufgrund lhrer Grol3e keine lavage (engl. Spulung) des
Gelenks erlaubten, wurden die Gelenke, um die hILIRA Menge zu bestimmen, mit zwei
Inzisionen entlang der lateralen und medialen Seite mit einem Skalpell geoffnet.
AnschlieRend wurden die kollateralen anterioren und posterioren Kreuzbander durchtrennt,
dann die Gelenkkapsel zuriickgefaltet, um die Exposition der gesamten inneren Oberflache
der Gelenkkapsel zu erméglichen. So wurden die Gelenke in 12-Lochplatten mit 4 ml
DMEM/Ham's F12 Medium pro Vertiefung platziert und fur 24 h im Brutschrank inkubiert
(37T, 5 % CO ). Die konditionierten Uberstande wurden in Aliquots bis zur hILIRA ELISA-
Messung bei -20C gelagert.

Praparation von Synovialzellen aus Spendertieren:

Die Synovialmembran, welche Patella und patellare Ligamente bedeckt, wurde mit einem
Skalpell prapariert und in 18 ml Kulturmedium / Kniegelenk (DMEM/Ham's F12) gegeben.
Durch anschlieRende Zugabe von 2 ml Collagenase (NB4, Serva) (1,25 U/ml) wurden die
praparierten Areale einem 24-stiindigem Verdau unterzogen, der die einzelnen Zellen aus
dem Zellverband l6ste. Der Verdau wurde dann durch ein Zellsieb (70 um) gegeben und die
Zellen nach anschlieRender Zentrifugation in Medium aufgenommen (DMEM/Ham's F12).
und in T25 Gewebekulturflaschen kultiviert. Die Zellen waren im Schnitt nach vier Tagen
angewachsen.

Préparation von transplantierten Zellen aus den Gel enken:

Zunéchst wurden Teile der Synovialmembran (ca. 1 cm?) unter dem Fluoreszenzmikroskop
auf EGFP exprimierende Zellen hin untersucht. AnschlieRend wurden die
Synovialmembranen der Gelenke prapariert, sowie etwaig am Knochen angewachsene
Zellen durch Abschaben der Knochenoberflache mit einem Skalpell abgelost und dem
Kulturmedium (18ml DMEM/Ham's F12) zugefugt, dieses wurde mit 2 ml Collagenase (1,25
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U/ml) versetzt und nach 24 h durch ein Zellsieb gegeben (70 um). Nach Zentrifugation
wurden die Zellen in Medium aufgenommen und in T25 Gewebekulturflaschen kultiviert.
Nach Konfluenz der T25 Gewebekulturflasche wurden die explantierten Zellen abgeltst 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 enthommen, um
auf hIL1IRA- bzw. EGFP-Expression hin untersucht zu werden. An den Tagen 5, 10, 21, 42
(und zusatzlich Tag 88 bei den nude Ratten) post injektionem wurde den Tieren Leber,
Lunge, Herz, Milz, Nieren, Leber, Gonaden und das Gehirn enthommen. Teile der Organe
wurden danach unmittelbar fir verschiedene Zwecke folgendermaf3en behandelt:

* Ein Teil des jeweiligen Organs wurde unmittelbar nach Entnahme auf Trockeneis
gelagert und anschliel3end bei -80C eingefroren (nativ).

* Fur 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
Entwasserung und Paraffineinbettung auf EGFP-Expression hin untersucht zu
werden.

* Der verbleibende Rest des Organs wurde fir FACS-Analysen durch ein 70 pm
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 Uberstand erhaltene Serum bei -20C gelagert.

4.7.5 Isolierung genomischer DNA (gDNA) aus Geweben

Zur Isolierung der gDNA aus den Organen wurde aus den nativ bei -80C gelagerten
Organen auf Trockeneis ~ 30 mg Gewebe aus drei verschiedenen Organarealen
entnommen. Nach Proteinase K Verdau (Enzym im kit beinhaltet) bei 56 tber 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 4C gelagert. Nach Quantifizierung wurden 100 ng
gDNA in die jeweilige PCR Reaktion (NEB Tag 2x Mastermix; New England Biolabs)

eingesetzt. Neben dem Referenzgen B-Actin (rat 3-Actin; QuantiTect® Primer; Qiagen) als
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Ladekontrolle, wurden EGFP Primer (EGFP Fw2; EGFP Revl, siehe 1.13) verwendet. Der
gesamte PCR Ansatz wurde auf ein 1,5 %-iges Agarosegel aufgetragen.
Ansatz:
x I gDNA (100 ng/ul)
12,5 pul NEB Taq Mastermix

1,0 pl Vorwartsprimer (100 ng/ul)

1,0 pl Ruckwartsprimer (100 ng/pl)
ad 25 pl H,O bidest

4.7.6 Organkulturen

Zwischen 100 bis 300 mg des jeweiligen Organs wurde abgewogen, mittels Skalpell
zerstuckelt und in 3 ml DMEM/Ham's F12 Medium fir 24 h in einer 12-Lochplatte im
Zellkulturbrutschrank inkubiert. Alle Uberstande wurden nach Zentrifugation und aliquotieren
bei -20C gelagert. Die konditionierten Zellkulturli berstande wurden analog der
,Kniegelenksuberstande” mittels ELISA auf deren hIL1RA Expression hin Uberprift. Jeweils
100 pl der Organiberstande 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
0.01to 0.05 [Significant *
0.001 to 0.01 |Very significant *x
<0.001 Extremely significant bl
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5 Ergebnisse

Samtliche foamyviralen Vektoren (FVV) dieser Arbeit basieren auf dem MD9 Vektor (siehe
2.7.3 und 3.12), welcher fur das verpackbare FV-Vektorgenom kodiert (Heinkelein et al.,
1998) und werden mit dem Plasmidnamen ohne ,p“ abgekirzt, und zum besseren
Verstandnis mit dem internen Promoter oder dem exprimierten Transgen angegeben.
Beispielsweise FV.EGFP fir MD9 oder FV.hIL1RA fir 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 primaren Zielzellen in unverbrauchtem, Zelltyp-spezifischem
Medium erfolgen konnte.

Die Vektortiter wurden vor und nach der Spin-Konzentrierung (12.000 g, 4C, 2 h) in
Verdinnungsreihen auf HT1080 Zellen bestimmt. In nachstehender Abbildung ist der Effekt
der Zentrifugation exemplarisch mit Fluoreszenzaufnahmen wund den ermittelten

Transduktionseffizienzen dokumentiert.

m Vektor
< 8 v Aufkonzentrierter Vektor
S 60-
o
o
o 404
5
o 204
[\, T T T T
-5 -4 -3 2 E| 0
C Log Vektorverdiinnung
Abb. 8: Foamyvirale Vektorsuspensionen lassen sich durch Zentrifugation

konzentrieren. Effekt der Spin-Konzentrierung (Sorvall SS-34 Rotor, 14000 rpm, 4T, 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 Vektorverdiinnungsreihe
auf HT1080 Zellen vor (A) und nach (B) Spin-Konzentrierung des Vektors
(Verdunnungsstufen: a-c = 1:2, 1:20, 1:200). (C) Ermittlung der CCIDs, nach FACS-Analyse.

In Abbildung 8 sind die Anteile EGFP-positiver Zellen bei der jeweiligen Vektorverdinnung
gezeigt. Die CCIDs, (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 erméglicht (Peters et al.,, 2005). Zusatzlich wurde ein Linker mit drei weiteren

Restriktionsschnittstellen eingefligt.

Dazu wurde pMD9 mit BamHI und Notl verdaut, es folgte die Einbringung eines BamHI-
IRES2-EGFP-Notl Amplifikats aus pKanCIEG. In einem zweiten Schritt wurde der Linker (-
BamHI-Xhol-Xbal-BamHI-) Uber die BamHI Schnittstelle eingesetzt. Das generierte BF014
Plasmid (schematische Darstellung unter 3.12, Abb. 6) wurde Grundlage fur die weiteren
Klonierungen der Konstrukte pNA1, pNA2 und pNA4 (Abb. 6).

5.3 Klonierung und Charakterisierung des <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>