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1. Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

Die  rheumatoide  Arthritis (RA) ist eine  systemische, entziindliche
Autoimmunerkrankung unbekannter Atiologie. Studien zur Atiopathogenese innerhalb
der letzten Jahre haben vor allem Mechanismen, die im Gelenk zu einer chronischen
Entziindungsreaktion mit irreversibler Zerstorung von Knorpel — und Knochenzellen
filhren, definieren lassen. Besonders konnte die zentrale Rolle proinflammatorischer
Zytokine in der Unterhaltung der intraartikuldrer Entziindung und Gelenkdestruktion
nachgewiesen werden. Das Gleichgewicht zwischen induktiven proinflammatorischen
und entziindungshemmenden antagonistischen Aktivitidten ist entscheidend fiir die
Entstehung und den Verlauf von RA.

Insbesondere die proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1 (IL-1) und
Tumornekrosefaktor-o (TNF- o) agieren bereits am Anfang einer im Gelenk induzierten
Zytokinkaskade und sind somit verantwortlich fiir die sich entwickelnden
Entziindungsvorgénge und die Aktivierung von Fibroblasten, die letzlich zur Knorpel-
und Knochenzerstorung fithren [Burmester und Kalden, 2001]. Unléngst konnte ein
weiteres proinflammatorisches Zytokin, Inerleukin-16, im RA Synovium nachgewiesen
werden [Franz et al., 1998] (siehe unten).

Im fortgeschrittenen Stadium kann RA zu Mitbeteiligung von inneren Organen fiihren,
wie z.B. Valvulitis am Herzen, oder Serositis mit folgender Fibrose [Bely et al.,1969],
hepatische Verdnderungen und pulmonale Beteiligung [Fernandes et al., 1979].

Die RA ist weltweit verbreitet, in Deutschland sind ca. 2% der Bevdlkerung betroffen,
davon drei bis viermal so viele Frauen (im 4. Lebensjahrzent) wie Ménner.

Eine genetische Grundlage spielt eindeutig eine wichtige Rolle. Finnische und britische
Studien zeigten, dass eineiige Zwillinge ein Risiko von 12-15% und zweieiige
Zwillinge ein Risiko von 4% haben RA zu bekommen. Eine genetische Komponente als
begiinstigender Faktor wurde relativ sicher nachgewiesen. Die RA ist mit HLA Klasse
IT Genen asoziiert, insbesondere das HLA-DR4 und DR1 Antigen, das von 70% der
RA — Kranken exprimiert wird (HLA-DR4 Hiufigkeit bei Gesunden ist 25%) und



moglicherweise fiir die Bindung eines arthritogenen Peptids in der Initialphase der
Erkrankung verantwortlich sind [Nepom et al., 1989; Stasny et al., 1978; Ronningen et
al., 1990; Wordsworth et al., 1989]. HLA Klasse II Molekiile werden intrazellulédr in
Antigen — prisentierenden Zellen synthetisiert und gehen mit CD4 Rezeptoren auf T —
Zellen eine Bindung ein. Dadurch aktivieren sie CD4 positive T-Helfer-Zellen die
wiederum durch Zytokinausschiittung andere Zellen stimulieren und zur Pathologie der
RA beitragen [Pichler et al., 1996] .

Trotz dieser genetischen Faktoren ist klar, dass die Vererbung allein einen maximalen
Anteil von 30 — 50 % ausmacht. Daher miissen Umweltfaktoren eine wichtige Rolle
spielen; hier werden in erster Linie Infektionen vermutet, die im Zusammenspiel mit
Autoimmunreaktionen schlieBlich den Durchbruch zu einer Autoimmunerkrankung
ermoglichen. Ist die Erkrankung einmal eingetreten, wird sie im Verlauf durch weitere
Faktoren, insbesondere proinflammatorische Zytokine modifiziert [Burmester und
Kalden, 2001].

In der Pathogenese der RA stehen folgende Verdnderungen im Mittelpunkt:

e Synoviale Hyperplasie

e Chronische Entziindung

e Pathologische Immunantwort

Im Gegensatz zu anderen Arthritiden ist die Zerstorung von Gelenkknorpel und
knochernen Gelenkanteilen, das wichtigste Charakteristikum der RA [Gay et al., 1993].

Die Gelenkinnenhaut (Synovium) von RA Patienten ist verdickt und weist eine
Infiltration von Entziindungszellen auf was mit der Hyperplasie dieser Zellschicht
einhergeht [Henderson et al., 1988; Maini und Zvaivler, 1998]. Ein Grossteil (ca. 70%)
dieser an sog. Pannusbildung beteiligten Zellen besteht aus makrophagenédhnlichen Typ
A Synoviozyten, [Kelly et al., 1988; Burmester et al, 1997] und ca. 25% aus
fibroblastendhnlichen Typ B Synoviozyten [Gay et al., 1993; Firestein et al., 1988S;
Hoyhtya et al., 1984]. Aus den Studien von Fassbender et al. ist bekannt, dass die Typ B
Synoviozyten eine verdnderte Morphologie aufweisen, ( rundlich, statt spindelférmig,
helle, grole Zellkerne, prominente Nukleoli) und aktiv sind in der Invasion, sowie bei
der Destruktion von Gelenkknorpel beteiligt sind [Miiller-Ladner et al., 1997]. Die Typ
A Synoviozyten exprimieren das Oberflaichenantigen CD68 anhand dessen sie als

Makrophagen identifiziert werden konnen [Kreipe et al, 1986]. Die Typ B



Synoviozyten exprimieren eine grole Zahl an Oberflichenliganden [Edwards et al.,
1995; Lee et al., 1996; Medof et al., 1987] die als Adhdsionsmolekiile interpretiert
werden und eine Reihe von Matrix-degradierenden Enzymen, sog. Metalloproteinasen
(MMP’s) die Knorpel und Knochen angreifen [Krane et al., 1982; Firestein et al., 1991;
McCachren et al., 1990].

In Synovialbiopsien von RA Patienten konnte die Expression von ras und myc
Onkoproteinen nachgewiesen werden, die an der Regulation von Proliferation und
Differenzierungsprozessen beteiligt sind [Trabandt et al., 1990]. Die Expression dieser
Onkoproteine fiihrt zu Hemmung der natiirlichen Zellproliferation und zum Wachstum
pathologischer Zellarten, wie z.B. das rheumatoide Synovium. Die synoviale
Hyperplasie kann auch  durch verminderte Apoptoserate und eine verlidngerte
Uberlebenszeit der Fibroblasten bedingt sein [Mohr et al., 1986; Petrow et al., 1997].
Bei RA findet man im Serum und in der Gelenkfliissigkeit erhohte Spiegel von
inflammatorischen Zytokinen wie: IL-1, IL-8 oder TNF-a und IL-16 [Feldmann et al.,
1996] die grossteils von aktivierten synovialen Fibroblasten sezerniert werden. IL-1
stimuliert die Synthese von Matrixametalloproteinasen (MMP-1 und MMP-3) und
induziert die Sekretion von IL-16, ein sehr wichtiges Interleukin in der Pathogenese der
RA (siehe unten). Durch die verlingerte Uberlebenszeit der Synoviozyten kommt es zu
einer ldngeren Einwirkung von Zytokinen und matrixabbauenden Metalloproteinasen.
Fiir die pathologische Immunantwort ist die klonale Expansion von B- und T- Zellen im
RA Synovium, sowie die Produktion groBer Mengen von Rheumafaktoren (RF)
verantwortlich. Die RF werden von B-Lymphozyten produziert und gehdren zu den
Immunglobulinklassen: IgM, IgA, IgE und IgG [Smiley et al., 1968; Waaler, 1940]. Bei
75 bis 80% der Patienten werden diese RF im Laufe der Krankheit nachgewiesen
[Maini und Zvaifler, 1998]. Aus diesem Grund bietet der Nachweis von dieser
Immunglobuline im Blut gute diagnostische Mdoglichkeiten [Janssens et al., 1988;
Jonsson et al., 1993]. Dauerhaft hohe RF Konzentrationen im Serum fiithren zu einer
ungiinstigen Prognose.

Die Rheumafaktoren im Serum konnen Vaskulitis auslosen. In 1% der Félle, wurden
hohe Titer IgG — AK gegen Endothelzellen [Heurkens et al., 1989] beobachtet, die
anschlieBend zu schwerwiegenden Hautulzerationen, Neuropathien und Gangrin

fiihrten [ Maini und Zvaifler, 1998].



Die Entstehung der rheumatischen Angiogenese ist unabhingig von RF. Sie entsteht
durch Hypoxie, welche wiederum durch hohen intraartikuldren Druck bedingt ist [Mapp
et al., 1995, Jackson und Jenkins, 1991; Schweiki et al., 1992]. Angiogenese ist,
dhnlich wie aktivierte Synoviozyten, an Pannusbildung und Knorpeldestruktion beteiligt
[Folkman et al., 1985].

Die Diagnose der RA wird nach den Kriterien des American College of Rheumatology
(ACR) von 1987 [Arnett et al., 1988] gestellt:

1. Morgensteifigkeit der Gelenke von mindestens einer Stunde Dauer

Arthritis von 3 oder mehr Gelenkbereichen

Arthritis eines der Gelenke an Hand- und Fingergelenken

Symmetrischer Befall kontralateraler Gelenke

wok w

Rheumaknoten: Subkutane Knoten an druckbelasteten Sehnen, z.B. iiber

Knochenvorspriingen, hdufig an Extensorenflachen oder juxtaartikular

6. Nachweis von Rheumafaktoren im Serum

7. Typische radiologische Verdnderungen der betroffenen Gelenke: gelenknahe
Osteoporose und/ oder Erosionen

Sind mindestens vier der sieben Kriterien erfiillt und bestehen die Kriterien 1 — 4 iiber

mindestens 6 Wochen, so liegt bei dem Patienten eine RA vor.

Im Verlauf dieser Arbeit wird die Rolle der Zytokine und insbesondere die Funktion der

IL-16 in der Pathogenese und Therapie der RA erléutert.

1.2 Zytokine

Zytokine sind Glykoproteine oder Polypeptide, die normalerwiese als Mediatoren fiir
die Kommunikation zwischen Zellen verantwortlich sind. Dabei wirken sie meistens in
der unmittelbaren Umgebung ihrer Sekretion. Allerdings kann es bei schweren
Autoimmunerkrankungen wie RA, zu erheblichen systemischen Wirkungen der
Zytokine kommen, da sie in die Blutbahn und in zahlreiche Gewebe des Korpers
gelangen konnen. Durch Chemotaxis werden entziindliche Zellen ins Gelenk gelockt
und aktiviert. In der Konsequenz werden Produkte, vorrangig Enzyme ausgeschiittet,

die zu einer Zerstorung des Gewebes fiihren [Niillein, 2001].
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Grob schematisch werden sie in zwei Gruppen eingeteilt: pro- und
antiinflammatorischen Zytokine. Normalerweise hélt sich die Wirkung dieser beiden
Systeme die Waage, bei bestimmten Storungen des Systems iiberwiegt jedoch die
Wirkung der proinflammatorischen Zytokine, sodass zu einer Arthritis kommen kann.
In Tiermodellen konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass Gelenkerkrankungen
insbesondere dann eintreten, wenn IL-1 oder TNF-a iiberméBig produziert werden.

Die Zytokine umfassen zahlreiche Stoffe, wie: Lymphokine (von Lymphozyten
produziert), Monokine (von Monozyten/Makrophagen sezerniert), Chemokine,
Wachstumsfaktoren, Interferone und Interleukine.

Interleukine werden von verschiedensten Zellarten gebildet [Pichler et al., 1996]. Sie
werden autokrin oder parakrin sezerniert und nur wéhrend eines kurzen Zeitraumes. Bei
Bedarf steigt die Syntheserate innerhalb weniger Stunden an. Nach der Sekretion iiber
den Blutweg binden die Interleukine spezifisch an Rezeptoren, deren Expression sie
ebenfalls mitregulieren.

Interleukine 16sen verschiedene, zum Teil tiberlappende Effekte aus: IL-1, IL-4, IL-6
und IL-14 sind unter anderem fiir die humorale Immunitit verantwortlich. IL-1 und IL-6
16sen Fieberreaktionen aus. IL-2, IL-4, IL-13 und IL-15 sind an der Steuerung der
Differenzierung, Aktivierung und Wachstum der T- und B-Lymphozyten beteiligt. IL-9
und IL-11 zeigen Wachstumsfordernde Wirkungen an hidmatopoetischen Zellen. IL-3

und IL-7 sind an der Leukozytenproliferation beteiligt.

1.2.1 Interleukin 16

Bei RA findet man im Serum und in der synovialen Fliissigkeit erhéhte Spiegel von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-8 oder TNF-a. Franz et al. konnten 1998
zeigen, dass in RA synovialer Fliissigkeit erhohte IL-16 Titer nachweisbar sind und dass
synoviale Fibroblasten in situ vermehrt IL-16 kodierende mRNA transkribieren.
Interleukin 16 ist ein proinflammatorisches und chemotaktisch aktives Zytokin das
erstmals 1982 von Center und Cruickschank entdeckt wurde [Center und Cruikshank,
1982]. Wegen seiner chemotaktischen Wirkung auf T-Lymphozyten, wurde es als
»lymphozyte chemoattractant faktor (LCF)*“ beschrieben [Cruikshank und Center,
1982].
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IL-16 wird zuerst als 631 Aminosduren langes Vorlduferprotein translatiert und post-
translationell modifiziert [Baier et al., 1997]. Bei der Proteolyse bei Asp510 durch
Caspase, entsteht C-terminal ein 121 Aminosduren grof3es reifes Protein. [Zhang et al.,
1998] Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen und Immunoblot weisen
ein 20 kD schweres Protein aus. Die biologische Aktivitit nach Gelsiebchromatographie
wird bei 55kD gefunden. Daher vermutet man, dass IL-16 als Monomer sezerniert wird
und in wirksamen Zustand zu einem Homotetramer multimerisiert [Baier, 1999;
Cruikshank und Center, 1982; Cruikshank et al., 1994].

IL-16 unterscheidet sich von anderen Zytokinen oder Interleukinen. Nur das processing
iiber Caspasen zeigt Ahnlichkeiten zum processing von IL-1 oder IL-18 [Center et al.,
2000]. IL-16 wurde in lymphatischem Gewebe, [Baier et al., 1997] eosinophilen Zellen,
Epihelien der Luftwege, [Bellini et al., 1993] Pankreas, Magen, Kleinhirn und
Knochenmark, sowie in synoviale Fibroblasten nachgewiesen [Cruikshank et al., 1996].
IL-16 aktiviert die CD4 T-Helfer-Zellen durch Bindung an deren Oberfliche an den
sog. D4 Doméne, deshalb konnen gegen CD4 gerichtete monoklonale Antikdrper eine
IL-16 induzierte Aktivierung hemmen [Cruikshank et al., 1994]. Eine Prdinkubation
von T-Zellen mit IL-16 kann eine spitere T-Zellaktivierung und/oder Proliferation
ebenfalls hemmen [Cruikshank et al., 1996]. IL-16 induziert die Expression von MHC
Klasse II Molekiilen an inaktiven T-Zellen [Cruikshank et al., 1994] und IL-2
Rezeptoren [Amiel et al., 1999]. IL-2 ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fiir T-Zellen
[Center et al., 1996].

IL-16 mRNA wird von CD4" und CD8" Zellen exprimiert nach antigener oder
mitogener Stimulation. CD8" Zellen setzen IL-16 frei, nach Stimulation mit Serotonin
oder Histamin [Center et al., 1996; Laberge et al., 1996; Laberge et al., 1995].

IL-16 Expression steht in Zusammenhang mit Entziindungsprozessen bei Asthma,
systemischem Lupus erythematodes, Colitis, atopische Dermatitis, Multiple Sklerosis
und Rheumatoide Arthritis [Franz et al., 1998].

IL-16 zeigt eine supressive Wirkung bei HIV-1 Infektion [Walker et al., 1986]. Baier et
al konnten 1995 zeigen, dass rekombinantes IL-16 die Replikation des HIV-1 im
peripheren Blut mononuklearer Zellen unterdriickt [Baier et al., 1995]. Sie fordert die
Inhibition der HIV-1 promotor Aktivitit. Andererseits fiihren hohe IL-16 Titer zu einer

antigenunabhingigen Proliferation der CD4" T-Zellen [Center et al., 2000].
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1.2.2 Interleukin 16 bei rheumatoider Arthritis

Das rheumatoide Synovium ist durch Infiltration von: CD4" T-Zellen, Makrophagen, B-
Zellen, und proliferierende Fibroblasten charakterisiert [Gay et al., 1993; Weyand und
Gorozny, 1997]. Die agressive Invasion dieser Zellen fithrt zu Knorpel und
Knochendestruktion. Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a oder IL-1 spielen dabei
eine sehr wichtige Rolle.

1998 konnten Franz et al zeigen, dass in Serum und synovialer Fliissigkeit von RA
Patienten erhohte IL-16 Titer im Vergleich zu Osteoarthrosepatienten bzw. Patienten
mit reaktiven Arthritiden nachweisbar waren [ Franz et al., 1998]. Blaschke et al.
bestétigten in 2001 dieses Ergebnis [Blaschke et al., 2001].

IL-16 ist ein Ligand das CD4 Rezeptors, das CD4" Zellen aktiviert und so bei RA zu
chronischen Entziindungen im Gelenk flihrt. Mittels in situ Hybridisierung (ISH)
wurde gezeigt, dass synoviale Fibroblasten vermehrt IL-16 kodierende mRNA
transkribieren. Mittels Immunhystochemischer Untersuchungen und ISH konnte
nachgewiesen werden, dass CD68 negative synoviale Fibroblasten die
Hauptproduzenten von IL-16 mRNA in RA Synovium sind.

Franz et al. konnten ebenfalls zeigen, dass Patienten in frithen Krankheitsstadien (<1
Jahr) und v.a. im aktiven Schub hohere IL-16 Titer aufweisten. Dies fiihrt
wahrscheinlich  zu Chemotaxis weiterer Entziindungszellen. RA-SF in frithen
Krankheitsstadien zeigten eine stirkere chemotaktische Aktivitdt als RA-SF in spéten
Stadien (>1 Jahr). Bei Patienten in friihen Krankheitsstadium korrelierten hohe IL-16
Titer mit der Dauer der Morgensteifigkeit, nicht aber mit den Entziindungsparametern
(BSG, C-reaktives Protein) bzw. den klinischen Zeichen (geschwollene Gelenke).
Erhohte IL-16 Spiegel kann ebenfalls durch IL-18 produzierende Makrophagen
induziert werden [Cruikshank et al., 1991; Cruikshank et al., 1994]. In synovialer
Fliissigkeit von RA Patienten wurden erhohte IL-18 Titer gefunden [Burmester et al.,
1997].

Es gibt auch Untersuchungen, die IL-16 als immunsupressives Zytokin beschreiben
[Klimiuk et al., 1999]. Klimiuk et al. zeigten, dass infiltrierende CD8" T-Zellen durch

IL-16 die CD4" synoviale T-Zellen in ihrer Funktion hemmen. Da trotz
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antiinflammatorischer CD8" T-Zellen die Entziindung weiterhin besteht, scheint die IL-
16 abhéngige Immunsuppression fiir RA Patienten nicht ausreichend zu sein.

Im Gegensatz zu anderen Disziplinen, wie z.B. der Pulmonologie oder Virologie, gibt
es zur Bedeutung von IL-16 in RA und die IL-16 Expression, sowie Sekretion durch
Fibroblasten, kaum publizierte Daten [Franz et al., 1998; Sciaky et al., 2000].

Die Beeinflussung der IL-16 Sekretion und dadurch erzielte Reduktion der
Entziindungszellen in RA Synovium konnte ein wichtiger Schritt in der Therapie der

RA sein.

1.3  Gentherapie in rheumatoider Arthritis

Nur wenige medizinische Forschungsgebiete erhielten in den letzten Jahren so viel
Aufmerksamkeit wie die somatische Gentherapie. Sie ist definiert als das Einbringen
von Genen in Gewebe oder Zellen mit dem Ziel, durch die Expression und Funktion
dieses Gens einen therapeutischen Nutzen zu erzielen. Heute kann man mit zunehmend
ausgefeilten Methoden Gene in Zellen einbringen und diese dadurch neu
programmieren. Es wird jedoch noch einige Jahre dauern bis es zu einer festen
medizinische Grofle heranwachsen wird um vielen nichtbehandelbaren Krankheiten zur
Verfiigung zu stehen [Hallek et al., 2001]. Ziel der Gentherapie ist die systemische
Arzneimitteltherapie durch lokale, selektive und hoch spezifische Modifizierung der
Zellen auf Molekularebene zu ersetzen [ Pap et al., 1999].

Bei einer unklaren Atiopathogenese der RA ist bislang keine kausale Therapie mdglich.
Mit  zunehmenden Verstindnis der Endstrecke einer  pathogenetischen
gelenkdestruirenden Sequenz ist es in den letzten Jahren jedoch moglich geworden,
neue und effektive Therapieprinzipien zu entwickeln. Die Analyse molekularer
Mechanismen, die zu einer Gelenkdestruktion fiithren, lieBen neue Zielmolekiile fiir
neue therapeutische Interventionen definieren [Kalden et al., 2001].

Evans et al. leisteten Pionierarbeit auf diesem Gebiet. Sie entwickelten recombinante
Zytokinantagonisten, antiinflammatorische Mediatoren, die sie in Form von
adenoviralen Vektoren in das Synovium von Tiermodellen applizierten. Der Transfer

von IGF-I und BMP-2 Genen durch virale Vektoren, fiihrte zu Verdnderungen in
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Synoviozyten und zur Proteoglykansynthese. Miiller-Ladner et al., zeigten 1996, dass
synoviale Fibroblasten auch in Abwesenheit menschlicher Entziindungszellen ihre
zerstorerische Eigenschaften beibehalten. Daraus hat sich die Versuchsreihe mit dem
Ziel entwickelt, die invasiv wachsenden Zellen durch Gentransfer so zu verdndern, dass
ihr aggressives Wachstum gehemmt wird [Miiller-Ladner et al.,1996]. Synoviale
Fibroblasten wurden mit Hilfe von retro- und adenoviralen Vektoren mit den
gewiinschten Gen, hier dem Gen, das fiir den humanen IL-1-Rezeptor-Antagonisten
kodiert, transfiziert. Diese Zellen wurden unter der Nierenkapsel von SCID Méiusen
injiziert und untersucht. Die IL-1-Ra-transduzierte SF fiihrten kaum zu einer
perichondrozytire Knorpelzerstorung [Miiller-Ladner et al., 1997]. Aufgrund der
positiven Ergebnisse der gentherapeutischen Studien mit den l8slichen IL-Rezeptor-
Antagonisten an den o.g. Tiermodellen wurde in Pittsburgh, PA, 1996 mit diesem
Zytokinantagonisten die erste FDA- genechmigte Studie an Patienten mit RA begonnen
[Evans et al., 1996].

Der adenovirale Transfer des IL-1sR Typ I Vektors, zeigte ebenfalls chondroprotektive
Effekte und reduzierte die Leukozytenmigration im Gelenk [Evans et al., 1999].

Diese Art von Gentransfer muss man vorsichtig betrachten, da virale Vektoren
Entziindungsprozesse induzieren konnen, und systemische Stérungen wie Fieber und
Gewichtsverlust verursachen [Evans et al., 1999]. Auflerdem wurden onkogene
Eigenschaften [Miller, 1992; Morgan und Anderson, 1993] beobachtet.

In den letzten zehn Jahren hat sich eine effektive, nichtvirale DNA-
Transfektionsmethode entwickelt, die kationische liposomenvermittelte Transfektion,
oder Lipofektion. Kationische Liposomen interagieren spontan mit DNA unter Bildung
von Liposomen/Polynukleotid — Komplexen und bieten so eine einfache und
reproduzierbare Methode zur Transfektion von Nucleinséuren in eukaryontischen Zellen

[Hellgren et al., 2000].

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Doktorarbeit war, eine optimale Gentransfer Methode zu finden, um in

moglichst viele synoviale Fibroblasten effizient DNA einzubringen. Dies ist notwendig
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um Fibroblasten mit Expressionsvektoren zu transfizieren und dadurch die
Mechanismen der IL-16 Expression, sowie Sekretion zu erforschen. Langfristig konnen
erfolgreiche Gentransfer Methoden zur Gentherapie der rheumatoiden Arthritis
beitragen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit der Methode der Lipofektion, die vier
verschiedenen  Transfektionsreagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE und
LIPOFECTAMINE miteinander verglichen, um den effizientesten Reagenz
herauszufinden. Ein weiteres Ziel der Experimente war, eine optimale DNA und
Reagenzmenge zu bestimmen fiir die erfolgreiche Lipofektion der Zellen.

Als Expressionsvektoren dienten, zum einen das pUC-12 Plasmid, mit dem hGH Gen
unter Kontrolle des RSV Promotors und zum anderen ein Plasmid mit EGFP Gen,
welches fiir GFP (Green Fluorescent Protein) kodiert und von CMV Promotor gesteuert
wird. Die Plasmide werden in E. coli vermehrt und durch Plasmidpréparation aus den
Bakterien gewonnen.

Fir die Experimente wurden synoviale und dermale Fibroblasten aus acht
Patientenproben verwendet. Die Auswertung der Transfektionseffizienz des
Reagenzien /hGH — Komplexes erfolgt durch hGH-ELISA. Dabei wird das durch
synoviale Fibroblaten produzierte und in den Zelliiberstinden befindliche humane
hGH gemessen. Die Transfektionseffizienz ~des EGFP Vektors mit den o.g.
Transfektionsreagenzien wird mit Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen. Die
transfizierten Fibroblasten produzieren in ihrem Zytoplasma autofluoreszierende GFP,
das mit entsprechenden GFP Filter im Leica Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen
werden kann. Der Anteil GFP positiver Zellen wird mit Himozytometer gezéhlt.

Es werden dquivalente Mengen von DNA und Transfektionseagenzien verwendet und
unter gleichen Bedingungen gearbeitet, um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu
konnen. Es ist notwendig unter dem groflen Angebot von Transfektionsreagenzien auf
dem Markt einen optimalen, wenig zytotoxischen und effizienten Reagenz zu finden,
der fiir die Lipofektion synovialer Fibroblasten geeignet ist.

Langfristiges Ziel der Untersuchungen ist es, die Mechanismen aufzukldren, die zu
einer erhohten IL-16 Expression bei RA beitragen. Die Ergebnisse konnen die
Entwicklung von therapeutischen Strategien zur Behandlung der IL-16 abhdngigen

Entziindungen nicht nur bei RA fordern.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

6-Well-Makroplatten (Fa. Greiner, Niirtingen, BRD)
24-Well-Platten (Fa. Greiner)

96-Well-Mikroplatten (Fa. Greiner)

Absaugpumpe (Suc-O-Mat; Fa. Bachofer, Reutlingen, BRD)
Auswerteprogramm IM 1000 (Fa. Leica, Bensheim, BRD)
Bechergléser (verschiedene GroB3en; Fa. Schott, BRD)
Brutschrank (CO, Auto-Zero; Fa.Heraeus, Hanau, BRD)
DAKO-Kit (LSAB2 System Alkaline Phosphatase, Fa. Dako)

DC Camera (Fa. Leica, Bensheim, BRD)

Einmalskalpelle (Cutfix;Fa. Braun Medical AG, Melsungen, Schweiz)
Eppendorf-Cups (0,5 ml, 1,8 ml; Fa. Eppendorf, Hamburg, BRD)
Erlenmeyerkolben (verschiedene GroB3en; Fa. Schott, BRD)
Farbdiafilm (Kodak Ektachrome 100 HC; Kodak, Stuttgart; BRD)
Feinwaage (Sartorius Handy H51; Fa. Sartorius, Gottingen , BRD)
Fluorezenzmikroskop (DM IRB/E; Fa. Leica, Bensheim, BRD)
Gefrierschrianke( Fa. Bosch, Stuttgart, BRD)

Gelkammer (Fa. Appligene, Heidelberg, BRD)

Glasflaschen (verschiedene Grof3en; Fa. Schott, BRD)

Kaniilen (Sterican 0,45 x 25 mm, 26 G, Fa. Braun Medical AG)
Kiihlschrianke (Fa. Bosch)

Kulturflaschen (50 ml, 250 ml; Fa. Costar, Cambrige, Grossbritanien)
Latexhandschuhe (Fa. Beiersdorf, Hamburg, BRD)
Lichtmikroskop (Fluovert FS Mikroskop, Fa. Leitz, BRD)
Mikrowellenofen (Fa. Bosch)

PCR-Block (Typ UNO II; Fa. Biometria, Gottingen, BRD)
Perfusorspitzen (25ml, 50 ml;Fa. Braun Medical AG)
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Petrischalen (Cellstar, 94/16 mm, steril; Fa. Greiner)

Photometer (Spectrophotometer V-530; Fa. Jasco, Gro3 Umstadt, BRD)
Pinzetten (Fa. Aesculap, Tuttlingen, BRD)

Pipetten (Firmen Eppendorf, Falcon, Greiner)

Pipettierhilfen (accu-jet; Fa. Brand)

Pipettenspitzen (Fa. Biozym)

PP-Rohrchen steril (50 ml, 15 ml; Fa. Greiner)

Schiittler (Ika MTS4; Fa. Bachofer)

Software (AnalySIS; Fa. Soft-Imaging Software, Miinster, BRD)
Sterilbank (Gelaire Laminar Air Flow; Fa. BDK, Sonnenbiihl, BRD)
Sterilfilter (Millisart 0,45 pm; Fa. Sartorius)

Stickstofftank (Taylor Wharton Cryogenics; Fa. Bachofer)

Urinbecher steril mit Deckel (Fa.Sarstedt, Niimbrecht, BRD)
Wirmeplatte mit Magnetriihrer (Ikamag RCT; Janke & K.; Staufen BRD)
Wasserbad (DT Hetotherm; Fa. Bachofer)

Zentrifugen (Firmen Beckmann, Eppendorf)

AulBerdem wurde die allgemeine Laboraustattung mit Personalcomputern und Druckern

eingesetzt.

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Medien

Agarose (Fa. Merck, Darmstadt, BRD)

Albumin, Bovine ( 100 g, Fa. Sigma)

Antimykotikum Fungizone (Amphoterizin B; Fa. Gibco, Karlsruhe, BRD)
ASO02 (Anti-Fibroblasten-AK, Maus IgG1, Fa. Dianova, Hamburg, BRD)
Bakterien XL-1- Blue MRF’ Komp.( Fa.Stratagene)

Bakterien XL-2-Blue MRF Ultracompetent Cells (Fa. Stratagene)
Basenpaarmarker (100 bp DNA Ladder; Fa. Gibco)
Beta-Mercaptoethanol (Fa. BioRad, Miinchen, BRD)

Borsdure 1M (Fa. Merck)

Bromophenolblau (10%ig in Aqua dest.)
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cDNA-Synthese-Kit (Adv. RT-for-PCR Kit; Fa. Clontech, Palo Alto, USA)
Collagenase XI (Fa. Sigma, Tautkirchen, BRD)

DAB-Puffertabletten (Diaminobenzidin; Fa. Merck)
Desinfektioslosung Antiinfekt Liquid (Fa. Schiilke & M., Norderstedt, BRD)
Desinfektionslosung Barrycidal 36 (Fa. Schroder, Stuttgart, BRD)
Dimethylsulfoxid (Fa. Merck)

Dispase II (2,4 Units/ml; Fa. Roche)

DOTAP Liposomales Transfekzionsreagenz (Fa. Roche)

DOSPER Liposomales Transfektionsreagenz (Fa. Roche)
EDTA-Natrium (Titriplex III; Fa. Merck)

Ethidiumbromid (10 mg/ml; Fa. Amersham, Braunschweig, BRD)
Fotales Serum (Myoclone Super Plus Fotales Rinderserum ; Fa. Gibco)
Forskolin (Fa. Calbiochem)

FuGENE 6 Transfektionsreagenz (Fa. Roche)

Gentamicin Sulfat (10 mg/ml, Fa. Sigma)

Glycerin

hGH — ELISA (Fa.Roche)

LIPOFECTAMINE™ 2000 Reagent ( Fa. Gibco)

Mercaptoethanol (Fa. Bio-Rad)

Néhrmedium (DMEM /F12 (1:1) Medium fliissig, Fa. Gibco)
Natriumacetat (Fa. Merck)

pEGFP-C1 Expressionsvektor ( 20 pg; Fa. Clontech, Palo Alto, USA)
Penicillin/Streptomycin- Losung (10000 E/10000 pg/ml; Fa.Gibco)
Phenylhydrazin (5ml, Fa. Merck)

Phosphatgepufferte Kochsalzlosungh onhe Ca und Mg (Fa. Gibco)
Plasmid Purification Maxi Kit (Fa. Qiagen)

pUC-12 Vektor (Fa. Boehringer Mannheim)

2.1.3 Gekaufte Zellinien

1. Normal Human Dermal Fibroblasts (Neonatal Skin; Fa. Bio Whittaker)
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e NHDF Charge 6499, 1.Passage

2.1.4 Humanes Gewebe

Das Synovialgewebe wurde den Patienten nach schriftlicher Einverstdndniserkldarung in
der orthopddischen Uniklinik Tiibingen entnommen. Die Genehmigung durch die
Ethikkomission lag zu diesem Zeitpunkt vor.

Es handelt sich um insgesamt acht Patienten mit verschiedenen Diagnosen:
Coxarthrose, Gonarthrose, Arthritis , Psoriasisarthritis und ein Patient mit rheumatoider
Arthritis.

Die Patienten werden aus Griinden des Datenschutzes im weiteren nur mit Kiirzeln

bezeichnet. Im folgenden eine kurze Beschreibung der einzelnen Patienten:

MIR:

- Gewebe: Synovia

- Diagnose: Coxarthrose
- Alter: 73

- Geschlecht: weiblich

- Gewebe: Synovia
- Diagnose: Osteo-Arthrose, Knie
- Alter: 63

- Geschlecht: méannlich

GIH:

- Gewebe: Synovia

- Diagnose: ankylierende Varusgonarthrose
- Alter: 71
- Geschlecht: weiblich
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PLF:

- Gewebe: Synovia

- Diagnose: Varusgonarthrose
- Alter: 81

- Geschlecht: minnlich

- Gewebe: Synovia

- Diagnose: Psoriasisarthritis, Handgelenk
- Alter: 37

- Geschlecht: weiblich

- Gewebe: Synovia
- Diagnose: rheumatoide Arthritis, Gonarthrose
- Alter: 42

- Geschlecht: minnlich

- Gewebe: Synovia

- Diagnose: Coxarthrose
- Alter: 76

- Geschlecht: weiblich

- Gewebe: Spongiosa

- Diagnose: Hiiftgelenkdysplasie
- Alter: 7

- Geschlecht: weiblich

KNI:

- Gewebe: Synovia
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- Diagnose: Chondromatose
- Alter: 46
- Geschlecht: weiblich

2.2  Methoden

2.2.1 Zellkulturmethoden

Allgemeines

Die Arbeit mit Fibroblasten wurde unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, um eine
Kontamination der Zellen mit Mikroorganismen zu verhindern. Gearbeitet wurde unter
einer Sterilbank mit laminarer Luftstrémung und es wurden ausschlieBlich sterile bzw.
sterilisierte Materialien verwendet. Die Zellkulturen wurden im Brutschrank geziichtet
bei 37°C und 5% CO,-Gehalt. Um den Kontakt mit gefdhrlichen Chemikalien zu
vermeiden und das Laborpersonal vor einer Infektion zu schiitzen wurden

Latexhandschuhe benutzt.

2.2.1.2. Anlage humaner Fibroblastenkulturen

Die humanen Gewebestlicke wurden bis zur weiteren Verarbeitung in einem sterilen

Gefdll mit physiologischer Kochsalzlosung im Kiihlschrank aufbewahrt.

2.2.1.3 Anlage humaner Fibroblastenkulturen aus synovialem Gewebe

Das Gewebe wurde sauber von anderen Gewebearten wie z.B. Fett, Blutgefalen oder
Knorpelzellen getrennt. AnschlieBend in eine sterile Petrischale liberfiihrt und mit
Hilfe von Skalpellen und Scheren zerkleinert (ca.lmm?® groBe Stiickchen), um eine
groBBere Angriffsfliche fiir den spidteren Verdau zu erhalten. Durch Zugabe einiger

Tropfen PBS™ wurde ein Austrocknen des Gewebes verhindert. Das zerkleinerte
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Material wurde dann in 50 ml-Rohrchen aufgenommen, mehrmals mit PBS™ gewaschen
und zentrifugiert ( 1000 upm/4°C/ 5Smin) bis der Uberstand frei von Fett- und Blutzellen
war. Nach Uberstandabnahme wurde das Pellet mit Kollagenase (1500U/ml) und
Dispase (2,4 U/ml) iiberschichtet und fiir 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Auf einen erneuten Waschschritt folgte der weitere Verdau nur mit Kollagenase fiir ca.
2 Stunden, um die Bindegewebszellen aus dem Gewebeverband herauszulésen. Im
Anschlufl an den Verdau folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS™ . Das Pellet
wurde im Vollmedium aufgenommen und in Kulturflaschen, bzw. 6-Well-Platten

iiberfiihrt . Das Gewebe wurde ca. zehn Tage in Kultur im Brutschrank belassen .

2.2.1.4 Anlage von Kulturen dermaler Fibroblasten

Die nativen neonatalen Hautfibroblasten in der ersten Passage wurden von der Firma
BioWhittaker bezogen. Die Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in
Vollmedium aufgenommen und nach Zugabe von PBS™ abzentrifugiert (1000
rpm/4°C/8 Min), um das zelltoxische DMSO (Dimethylsulfoxid) herauszuwaschen. Der
Uberstand wurde mit sterilen Pipetten abgesaugt, die Zellen nach resuspendieren in

Vollmedium, in Kulturflaschen iiberfiihrt und im Brutschrank kultiviert.

2.2.2 Nahrmedium und Zellpflege

2.2.2.1 Herstellung des Vollmediums:

Kulturmedium fiir Fibroblasten enthilt folgende Substanzen:
Das vervendete Grundmedium: Dulbecco’s MEM/F 12 (500 ml) enthilt anorganische
Salze, Aminosduren, Vitamine, Glukose Puffer und den Indikator Phenolrot. Fiir das

optimale Zellwachstum wurden noch folgende Medien zugefiigt:

e 50 ml Mycolone Super Fotales Kélberserum (FCS), entspricht 10% FCS
e 12 ml Penicillin/Streptomycin-Losung
e 6 ml Fungizone

e 10 ml MEM Vitaminlésung
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¢ 0,5 ml Insulin-Transferrin-Selen-Supplement (ITS)

e 0,5 ml Tylosin-Losung oder 2,5 ml Gantamycin-Ldsung im Wechsel

Das FCS enthilt Wachstumsfaktoren, Hormone und Proteine wie Albumin. Es wird bei
37°C im Wasserbad aufgetaut und bei 56°C fiir 30 Minuten hitzeinaktiviert um in
Serum enthaltene Komplementfaktoren und kreuzreagierende Immunglobuline zu
inaktivieren. Dadurch  kann eine Komplementaktivierung und Zellyse vermieden
werden.

Die Antibiotika und Antimykotika sollen die Kontamination mit Bakterien und Pilzen
verhindern.

Das FCS und die anderen Lésungen wurden im Kiihlschrank bei —20°C gelagert. Das

Vollmedium wurde hochstens zwei Wochen beniitzt um Qualitdtsverluste zu vermeiden.

2.2.2.2 Mediumwechsel

In Abhéngigkeit von Zellart, Zelldichte und Zellwachstumsrate wurde der
Mediumwechsel durchgefiihrt.

Dem Medium wurde ein pH - Farbindikator zugesetzt, welcher bei Zunahme des pH-
Wertes ins rot-violette und bei Uberwiegen saurer Valenzen (z.B. bei hohem CO, —
Gehalt des Mediums durch hohe Stoffwechselaktivitit der Zellen) ins gelbe umschlégt.
Letzteres zeigt die Notwendigkeit eines Mediumwechsels an. In der Regel wurde das
Medium alle 3-4 Tage ausgewechselt, da manche der im Medium enthaltenen Zusitze

(z.B. Antibiotika) bei 37°C lediglich 3 Tage stabil sind.

Zum Wechsel des Mediums wurde mit sterilen Pasteurpipetten, an der UV sterilisierten
Sterilbank gearbeitet. Hier herrscht ein permanenter, partikelfreier Luftstrom um eine
Kontamination mit Keimen zu verhindern. Das alte Medium wurde vorsichtig
abgesaugt, ohne den Zellrasen zu beschiddigen und je nach Kulturflasche 7-14 ml

frisches Kulturmedium, welches auf 37°C erwarmt geworden war hinzugegeben.

2.2.2.3 Subkultivierung der Zellen

24



Jede Zellart hat bei gleichen Kulturbedingungen ihre eigene charakteristische
Verdopplungszeit (bei Hautfibroblasten ca. 20 Stunden). Bei Ziichtung der Fibroblasten
in Kulturflaschen kommt es zur Ausbildung eines einlagigen Zellrasens. Spétestens bei
Erreichen des Konfluenzstadiums, d.h. der dichtestmoglichen Anordnung der Zellen als
Monolayer , sollten die Zellen mit Trypsin/EDTA geerntet und umgesetzt werden, um
die Teilungsaktivitit der Zellen zu erhalten und so ein optimales Wachstum der Kultur

zu ermdglichen.

Wird der Zellrasen zu dicht, tritt Kontaktinhibition auf, horen die Zellen auf zu
proliferieren und gehen in die Erhaltunsphase des Zellzyklus iiber. Dies kann zum

Absterben der Kultur fihren.

Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit PBS™ gewaschen. Durch das Fehlen
von Ca2" - und Mg2'- Ionen in der Spiillosung werden diese dem Zellrasen entzogen,
wodurch die Adhdrenz der Zellen am Flaschenboden sowie der Zusammenhalt der

Zellen untereinander geschwécht wird.

Nach Entfernen der Spiillosung wurde Trypsin /EDTA zugegeben, bei grolen Flaschen
5 ml und bei kleinen 3 ml. Das Trypsin/EDTA — Gemisch bewirkt die vollstandige
Losung der Zellen voneinander und vom Boden. Leichtes klopfen auf die Unterseite der
Kulturflasche verkiirzt die Ablosedauer. Nach lichtmikroskopischer Kontrolle der
Ablosung erfolgte die Aufnahme der Zellsuspension in Vollmedium. Das Serum im
Medium bewirkt eine Inhibierung der Protease Trypsin, um eine Schidigung der Zellen
zu verhindern. Danach folgte eine Zentrifugation (1000 rpm/4°C/8 min) und nach
Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in frischem Medium aufgenommen und

auf Kulturflaschen verteilt

2.2.2.4 Immunhistochemische Charakterisierung der Fibroblasten

Die Zellen wurden am Vortag in 24 — Well — Platten ausgesiht, (4x10° pro Well) im
Brutschrank inkubiert, so dass fiir die Farbung eine subkonfluente Kultur zur
Verfiigung stand. Nach zweimal waschen mit mit PBS  wurden die Zellen fiir 10
Minuten in 4%igem eiskaltem Formaldehyd fixiert. Nach erneuter Spiilung mit PBS
wurden die Zellen 30 Minuten mit 0,1%igem Phenylhydrazin inkubiert. Phenylhydrazin
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hemmt endogene Peroxidasen. Anschliefend folgte eine einstiindige Inkubation mit
1%igem BSA, um unspezifische Antigenbindungstellen zu blockieren.

BSA wurde abgesaugt und fibroblastenspezifische Antikorper AS02 (Maus IgGl) in
einer Konzentration von 2pug/ml zugefligt. Zum anderen wurde ein monoklonaler
Antikorper gegen CD68 (fiir Makrophagen bzw. Monozyten) in einer Konzentration
von 10pg/ml eingesetzt.

Die Fiarbung wurde mit dem DAKO- Kit durchgefiihrt. Der nichtgebundene Antikoérper
wurde mit PBS™ herausgewaschen, danach folgte der sogenannte ,,Link-Antibody*
(biotinylierte anti-mouse und anti-rabbit Immunglobuline) auf alle Proben, bis sie
bedeckt waren und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach zwei Spiilschritten mit PBS™ wurde mit Streptavidin, das an alkalische
Phosphatase gekoppelt ist inkubiert und nach 10 Minuten gespiilt. AbschlieBend wurden
die ,,Substrate — Chromogen Solution* zugefiigt bis ein deutlicher Farbumschlag
sichtbar war. Diese Losung besteht aus gleichen Anteilen Fuchsin , Chromogen und
Activating Agent (z.B. je 120 pl) und wird mit gepuffertem Substrat auf z.B. 2ml
aufgefiillt und gut vermischt.

Die angefirbten Fibroblasten wurden fotographisch dokumentiert.

2.2.2.5 Kryokonservierung

Um die Zellen fiir spitere Versuche aufzuheben und vor hdufigem passagieren zu
schiitzen, wurden diese in fliissigem Stickstoff bei —196° C gelagert.

Als Gefrierschutzmittel wurde DMSO (Dimethylsulfoxid) eingesetzt, das in
ungefrorenem Zustand zelltoxisch ist. Deshalb soll das Einfrieren und Auftauen rasch
erfolgen.

Diese Substanz verhindert die Dehydratation des Zytoplasmas und unterbindet die
Ausbildung von Eiskristallen, welche die Zellmembranen zerstdren und zur Lyse der
Zellen fiihren wiirde.

Vor dem Einfrieren wurde das Einfriermedium, bestehend aus 10% DMSO, 20% FCS
und 70% Serumfreiem Medium hergestellt und kiihl gelagert. Die Zellen wurden mit

PBS™ gewaschen, mit Trypsin abgeldst, zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.

26



Das Pellet wurde in 1,8 ml Einfriermedium aufgenommen und in Kryoréhrchen (2
ml) tiberfiihrt.

Das Finfrieren erfolgte schrittweise. Zundchst wurde die Zellsuspension fiir 1,5
Stunden bei —20°C abgekiihlt und {iber Nacht in —70°C Schrank aufbewahrt. Am
néchsten Tag wurden die Zellen in den fliissigen Stickstofftank iiberfiihrt.

Fiir die Rekultivierung wurden die Zellen in 37°C Wasserbad aufgetaut. Danach sofort
in vorgewdrmtes FCS 10% aufgenommen und zentrifugiert, um das zelltoxische DMSO
herauszuwaschen.

Das Pellet wurde in Vollmedium aufgenommen, in Kulturflaschen tiberfiihrt und im

Brutschrank gelagert.

2.2.2.6 Zellzahlbestimmung

Die konstante Zellzahl fiir die Versuche wurde mit einem Hidmozytometer nach
Neubauer bestimmt. Das Raster der Zahlkammer ist in neun Quadrate unterteilt, wobei
sich an den vier Ecken und im Zentrum Flichen zum Auszdhlen befinden. Die vier
Eckquadrate haben jeweils eine Fliche von 0,1mm? und sind wiederum in 16 kleinere
Quadrate unterteilt.

Vor dem Zéhlen wurden die Zellen, wie bei der Subkultivierung bzw. beim Einfrieren
vom Flaschenboden geldst, abzentrifugiert und nochmals mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden in frisches Medium aufgenommen und resuspendiert. AnschlieBend
wurde 20ul Zellsuspension mit 20 pl Tryptanblau-Losung gut vermischt und auf die
Zihlkammer aufgebracht. Durch das Tryptanblau werden tote Zellen blau angeférbt, da
ihre Zellmembran fiir den Farbstoff durchlissig ist. Diese gefarbten Zellen werden nicht
mitgezahlt.

Unter dem Lichtmikroskop wurden die vier Eckquadrate ausgezdhlt. Die Quadranten

von waren 0,0025 mm” groB und 0,100 mm tief.

2.2.3 Methoden zur Plasmid DNA Préaparation

2.2.3.1 Bakterien und Bakterienmedien
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E. coli (K 12 Derivate) eignen sich sehr gut fiir Plasmidtransformation und Vermehrung
nach S1, da sie als Sicherheitsstamm zugelassen sind.

Zur Transformation wurden transformations kompetente und ultrakompetente Stdmme:
XL-1-blue MRF’ bzw. XL-2-blue MRF’ von der Firma Stratagene verwendet.

Zwei Expressionsvektoren wurden bendétigt: ein Expressionsvektor in pUC 12 mit dem
humanen hGH Gen unter Kontrolle des RSV Promotors, und Antibiotikaresistenzgen
gegen Ampicillin.

Das andere Plasmid enthdlt ein Gen (EGFP), welches fiir Green Fluoreszent Protein
kodiert und von CMV Promotor gesteuert wird, auBerdem noch Selektionsgene gegen
Kanamycin (fiir Prokaryonten) und Neomycin (fiir eukaryonte Zellen) unter Kontrolle
des SV40 Promotors. Fiir die E. Coli Vermehrung ist das pUC  Amplifikationsgen
verantwortlich.

Fiir das optimale Bakterienwachstum benotigt man LB-Medium (,,Luria Broth®). Das
Medium beinhaltet: 10g Trypton oder Pepton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl, je Liter
destilliertes Wasser. Mit IN NaOH wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Das
Medium wurde in 400ml Glasflaschen abgefiihlt und anschlieBend autoklaviert. Falls
die Plasmid-Menge in LB zu gering ist kann man D-Glucose-Monohydrat ad. 20mM
(3,92¢g/1) hinfiigen.

Das Medium wurde in 400ml Glasflaschen abgefiihlt und anschlieBend autoklaviert.
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Abbildung 1 a: Dargestellt ist ein Plasmid mit folgenden Genen: GFP(Green
Fluoreszenz Protein), gesteuert von CMV Promotor; Selektionsgene gegen Kanamycin
(Kan) und Neomycin (Neo) unter Kontrolle des SV40 Promotors; pUC
Amplificationsgen

2.2.3.2 Klonieren von Expressionsvektoren

Die kompetenten bzw. ultrakompetenten Bakterien: 250 pl wurden mit 2,5 pl
Mercaptoethanol versetzt um die Transformationskompetenz zu erhéhen und dadurch
das Einschleusen der DNA zu erleichtern. Daraus wurden 125 pl Bakterien entnommen
und mit dem zu transformierenden Plasmid, je 2 ul (pUC-12 oder PEGFP) gemischt und
30 min auf Eis gestellt. AnschlieBend stellt man die Bakterien fiir 90 Sekunden in 42°C
warmen Wasserbad (Hitzeschock) um die DNA Aufnahme-Effizienz 3-10-Fach zu
erhohen. Danach kommen die Zellen fiir 2 min auf Eis (Kélteschock). AnschlieSend
gibt man 750ul LB Medium (ohne Antibiotika) zu und inkubiert fiir 40 min auf
Schiittel-Gerét bei 37°C.

Um die Bakterien auf Antibiotikaresistenz zu selektionieren, plattiert man sie auf Agar
— Platten die Ampicillin bzw. Kanamycin enthalten und inkubiert sie iiber Nacht bei
37°C.

Am nichsten Tag wurde mit einer Impfose, der vorher mit 70% igem Ethanol und
Feuerflamme sterilisiert worden war und anschliefend auf Agar platte abgekiihlt wurde,

eine frische Bakterienkultur entnommen. Die E. Coli wurden in Glasflaschen (400ml)
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die ad 200ml mit LB-Medium gefiillt waren, angeimpft. Das Medium enthielt
Kanamycin (30pg/ml) bzw. Ampicillin (50pug/ml). Die Glasflaschen wurden auf ein
Flachbettriittler gestellt und 12- 16 Std. lang bei 240 upm und 37° C durchriittelt,

damit die Bakterien gut beliiftet werden.

2.2.3.2 Praparation von Plasmid DNA

Die Bakterienlyse und die Plasmid- DNA-Isolierung wurde nach der EndoFree Plasmid
Maxi Kit anhand der Anleitung der Fa. Qiagen durchgefiihrt.

Durchfiihrung:

Die Bakterien, (100 ml Kultur) in LB-Medium wurden in 50 ml R6hrchen verteilt, und
abzentrifugiert (6000g/4°C/ 15 min.). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet
mit 10ml Puffer resuspendiert. Die Bakterien wurden durch Zugabe von alkalischem
Puffer lysiert. Das Lysat wurde mit saurem Acetatpuffer angesduert. Dadurch flocken
Proteine und bakterielle DNA sowie Lipide aus. Das Prézipitat wurde durch QIAfilter
abgetrennt. Dann wird das Lysat durch QIAGEN-tip nach den Prinzip der Ionen-
austausch-Chromatographie gereinigt, wobei die Plasmid DNA an die Siulenmatrix
bindet. Nach zwei Waschschritten, wurde mit Hilfe von Elutions-Puffer die DNA
herausgelost.

Die eluierte DNA wurde mit 10,5 ml Isopropanol versetzt, es wurde 1ml Ethanol
dazugefiigt, damit die DNA weillich ausfallt.

Nach zwei Zentrifugationsschritten und einmal Waschen mit 70% Ethanol wurde das
Pellet luftgetrocknet und in 200ul TE-Puffer aufgenommen.

Die DNA Menge wurde mit Spektrophotometer gemessen.

2.2.3.4 Plasmidverdau mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

Um Plasmide zu identifizieren und ihre Grofe zu bestimmen kann man sie mit Hilfe

von Restriktionsendonukleasen schneiden. Die Restriktionsenzyme (der Klasse II)
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Erkennen, je nach Spezifitdt vier bis acht Basenpaare in einem DNA-Strang und sie
schneiden innerhalb der Erkennungssequenz nur unter richtigen Pufferbedingungen.
Es wurden DNA, Wasser, der passende Puffer aus der Enzymaktivitétsliste und Enzym

zusammengemischt und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Fiir pUC-12 Plasmid-Verdau wurden folgende Mengen verwendet:
- 2ul Plasmid (1,2pg/pl)

- Sul H-Puffer

- 2,5 ul Sca I Enzym (10U/pl)

40,5 ul Aqua dest.

Fiir pEGFP Plasmid wurden verwendet :
- 2 ul DNA(1L,1pg/pul)

- 5 ul A-Puffer

- 2,5 ul Stu I Enzym (10U/ul)

- 2,5 ul Nhe I Enzym (10U/pl)

- 38 ul Aqua dest.

2.2.4 Darstellung der DNA-Fragmente mittels Elektrophorese

Agarosegel-Elektrophorese ist eine effektive Methode um DNA- Fragmente von 0,5-5
kb Léange voneinander zu trennen und zu identifizieren. Es wurde ein 1% -iges
Agarosegel verwendet, dem Ethidiumbromid zugesetzt war um die DNA sichtbar zu
machen. Um zu priifen, ob die richtigen Produkte dargestellt wurden, diente ein
mitgelaufener, DNA-Groenmarker. Das Gel wurde im AnschluB3 fotografisch

dokumentiert.

Folgende Reagenzien wurden bendtigt:

20xTBE-Puffer: auf 11 Aqua dest. kommen:

- 121 g Trisaminomethan
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- 61,7 g Borsdure
- 7,4 g EDTA-Natrium

Agarosegel: auf 400 ml 20xTBE-Puffer kommen:
- 6 g Agarose
- 30 pl Ethidiumbromid

40xTAE-Puffer: auf 11 Aqua dest. kommen:
- 193,6 g Trisaminomethan

- 108,9 g Natriumacetat

- 15,2 g EDTA-Natrium

Ladepufter: auf 250 ml 40xTAE-Puffer kommen:
- 5 ml Glycerin

- 1 ml Bromophenolblau

- 1 ml Xylene cyanol

- 2,75 ml Aqua dest.

100 bp-Ladder-Mix :
- 80 pl Ladepuffer
- 50 pl ddH,O
- 30 ul Ladder

Versuchsdurchfiihrung:

Agarosepulver (3 g) wurde in 300 ml TBE-Puffer suspendiert und in der Mikrowelle
erhitzt. Nach Zugabe von 30 pl Ethidiumbromid, auf dem Magnetriihrer auf 60°C
heruntergekiihlt und ziigig in die Gelkammer gegossen. Mit Hilfe eines Kammes, der
nach dem Gelieren entfernt wird entstehen Taschen. Hier werden dann die Proben

eingefiihrt. Nach dem Aushérten wird das Gel mit TBE-Puffer bedeckt.
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Es wurden 15 pl der verdauten Plasmid-Proben mit jeweils 5 pl Ladepuffer vermischt,
resuspendiert und 20 pl in die Gel-Taschen eingefiihrt. In die erste Vertiefung wurden
10 pul des DNA-GroBenmarkers pipettiert.

Die Kammer wurde an ein Netzgerdt angeschlossen und die Elektrophorese erfolgte bei
einer Spannung von 60 Volt. Nach ca. 60 min wurde eine ausreichende Trennung
erreicht, das Gel wurde mit UV Licht bestrahlt, und dadurch der DNA-
Ethidiumbromid- Komplex sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert.

2.2.5 Transfektion von Expressionsvektoren in synovialen Fibroblasten mit Hilfe

von verschiedenen Transfektionsreagenzien

Ziel der Experimente war es die Transfektionsreagenzien miteinander zu vergleichen,
das optimale Lipid zu finden, die richtigen Reagenzienmengen mit DNA-Menge zu
mischen fiir eine erfolgreiche Transfektion der synovialen Fibroblasten.

Die kationischen liposomalen und nicht-liposomalen Reagenzien die spontan mit DNA
interagieren unter Bildung von Liposomen/Polynukleotid-Komplexen bieten eine
einfache und reproduzierbare Methode zur Transfektion von Expressionsvektoren in
eukaryontischen Zellen. Die Mischung wird zu den Zellen pipettiert und fiir 4-6
Stunden inkubiert. In dieser Zeit fusionieren die Liposomen- DNA-Komplexe mit der
Zellmembran und die DNA gelangt in den Zellkern. Danach wechselt man das Medium
und wartet weitere 24-72 Stunden bis die Expression ihren Hohepunkt erreicht hat.

Vier verschiedene Reagenzien:DOSPER, DOTAP, FuGENE und LIPOFECTAMINE™
2000 wurden miteinander verglichen. Die Transfektions-Effizienz in den Fibroblasten
wurde Anhand der Extrazellulire hGH-Produktion mit hGH-ELISA nachgewiesen und
die zytoplasmatische GFP-Produktion wurde mit dem Fluoreszenz Mikroskop

beobachtet.

2.2.5.1 Eingesetzte Konzentrationen

Die Arbeitskonzentrationen von Reagenzien und DNA wurden von den Anleitungen

der Firma Roche und GIBCOBRL entnommen.
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DOSPER Liposomales Transfektionsreagenz

Zellzahl: 3x10° pro Well
Zelldichte: 60-80%
DNA-Menge: 1,5 pg (1,25 ul)
HBS-Puffer: 48,75 pul

Gesamt : 50 ul
DOSPER: 4 pl
HBS-Puffer: 46 ul

Gesamt: 50 ul

DOTAP Liposomales Transfektionsreagenz:

Zellzahl: 3x10° pro Well
Zelldichte: 60-80%
DNA-Menge: 2,5 g (2,08 ul)
HBS-Puffer: 22,92 ul

Gesamt : 25 ul
DOTAP-Menge: 15 pl
HBS-Puffer: 35 ul

Gesamt: 50 pl

FUGENE nicht-Liposomales Transfektionreagenz:

Zellzahl:
Zelldichte:
DNA-Menge:
FuGENE-Menge:
FCS 0% :

Gesamt:

3x10° pro well
60-80%

1,5 pg (1,25 pl)
4 pl +

96 ul
100l
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LIPOFECTAMINE™ 2000 Reagenz:

e Zellzahl: 4,5x10° pro well
e Zelldichte: 80-90%

e DNA-Menge: 1,5 pg (1,25ul)
e FCS 0%: 248.7 ul

e (Gesamt: 250 ul

e LIPOFECTAMINE: 4 pl

e FCS 0%: 246 ul

e (Gesamt: 250 ul
Kontrolle:

e Zellzahl: 3x10° pro well
o Zelldichte: 60-80%

2.2.5.2 Durchfuhrung der Transfektion mit hGH-Plasmid

Die Versuche wurden nach Angaben der Herstellerfirmen des Transfektionsreagenzes
durchgefiihrt.

Die synovialen Fibroblasten wurden am Vortag in 6-well-Platten ausgesiht : 3x10°
bzw. 4,5x10° Zellen pro Well-Platte und in 10% igem FCS Medium, 2ml/well
aufgenommen.

Am Transfektionstag wurde die DNA mit serumfreiem Medium verdiinnt ( HBS-Puffer
oder FCS 0%), mit den Reagenzien vermischt und 20 Minuten bei RT inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde das Zellmedium mit 1%-igem FCS ersetzt: 1ml/well um die
unspezifische Aktivierung der Zellen durch heterologes Serum voriibergehend zu

reduzieren.
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Die DNA/Reagenzien — Mischung wurde tropfenweise zu den Zellen pipettiert und 4-6
Stunden lang in den 5% CO, Schrank, bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Medium durch Zugabe je 2ml/well Vollmedium (10% FCS) ersetzt.

Es wurden regelmiBig, nach 24, 48 und 72 Stunden, Uberstinde von 500 pl/well
abgenommen und mit Hilfe von hGH-ELISA die hGH Produktion gemessen.

Als Kontrolle dienten Zellen in 10% igem FCS ohne DNA und Transfektionsreagenz
Zugabe.

226 hGH - ELISA (Roche)

hGH wird von den transfizierten Zellen sekretiert und dient als Reportergen, deren
Nachweis iiber die Messung der hGH Konzentration im Medium erfolgt, ohne daf}
Zellen dafiir lysiert werden.

Der Test wurde mit hGH-ELISA Kit (Fa. Roche) durchgefiihrt.

Die Uberstinde: 500ul/well wurden in Abstinden von 24, 48 und 72 Stunden

entnommen und bis zur Messung in —70°C Kiihlschrank gelagert.

Testprinzip:

Der hGH ELISA basiert auf dem sog. Sandwich ELISA Prinzip. Der Boden der
Mikrotiterplatte ist mit Antikdrpern gegen hGH beschichtet. In den Uberstinden
vorhandenes hGH bindet spezifisch an die Antikérper. Danach bindet ein mit
Digoxigenin gekennzeichneter Anti-hGH Serumantikdrper ( anti-hGH-DIG) an hGH,
gefolgt von einem an Peroxidase gekoppelten Antikdrper gegen Digoxigenin (anti-
DIG-POD). Anschlieend wird ein ABTS-Substrat der Peroxidase hinzugefiigt, das

durch die Enzym —Substrat Reaktion eine Farbdnderung zeigt.

Durchfiihrung:

Um die Messgenauigkeit zu erhdhen wurden zwei Proben von jedem Uberstand

verwendet. Auf die mit Anti-hGH beschichtete MTP wurden jeweils 200 pul hGH
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Standardlosung und die Zelliiberstinde pipettiert. Die Proben wurden mit Folie bedeckt
und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die Losung wurde ausgeschiittet und die MTP mit
Waschpuffer fiinfmal gewaschen. Es folgten je 200 ul anti-hGH-Digoxigenin Losung,
die ebenfalls eine Stunde wirkte. Nach dem Waschen wurde die anti-DIG- Peroxidase
mischung aufgetragen und ebenfalls eine Stunde inkubiert. Nach dem letzten
Waschgang wurde die Peroxidase Substrat (POD) dazugegeben, die Platte wurde
zugedeckt bis ein deutlicher Farbumschlag zu sehen war (nach 5-20 Minuten).
Abschlieffend erfolgte die photometrische Messung am ELISA-Reader bei 405 nm
(Referenzwellenldnge 492 nm). Das FCS 10% Medium diente als Nullwert.

2.2.7 Transfektion mit pEGFP- Plasmid

2.2.7.1 Eingesetzte Konzentrationen:

DOSPER Liposomales Transfektionsreagenz

. Zellzahl: 2x10° pro Well

o Zelldichte: 40-60%

. DNA-Menge: 1,5 pg(1,36ul)
o HBS-Puffer: 48.64 ul

o Gesamt Konz: 50 ul

o DOSPER: 4 pl

o HBS-Puffer: 46 ul

. Gesamt Konz.: 50 ul

DOTAP Liposomales Transfektionsreagenz:

o Zellzahl: 2x10° pro Well

o Zelldichte: 40-60%

. DNA-Menge: 2,5 Mg (2,27 ul)
o HBS-Puffer: 22,73 ul
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o Gesamt: 25 ul
DOTAP-Menge: 15 pl
HBS-Puffer: 35 ul

Gesamt: 50 ul

FUGENE nicht-Liposomales Transfektionreagenz:

e Zellzahl: 2x10° pro well

e Zelldichte: 40-60%

e DNA-Menge: 1,5 g (1,36l
e FuGENE-Menge: 4 pl

e FCS0%: 96 ul

e (Gesamt: 100 ul

LIPOFECTAMINE™ 2000 Reagenz:

o Zellzahl: 3,5)(105
o Zelldichte: 65-85%
e DNA-Menge: 1,5 pg(1,36ul)
e FCS 0%: 248,7 ul
e (Gesamt: 250 ul
e LIPOFECTAMINE: 4 pl
e FCS 0%: 246  ul
e (Gesamt: 250 ul
Kontrolle:
Zellzahl: 2x10° pro well
Zelldichte: 40-60%
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2.2.7.2 Durchfiihrung der Transfektion mit pEGFP-Plasmid

Die Lipofektion wurde genauso durchgefiihrt wie im Versuch mit hGH-Plasmid. Im
Fall von green fluorescent protein (GFP) wurden weniger Zellen ausgesiht: 2 - 3,5 x10°
pro well.

Die optische Beurteilung der Transfektionseffizienz erfolgte am Leica Fluoreszenz
Mikroskop nach 24, 48, 72 Stunden. Die Zellen wurden nach 48 und 72 Stunden, mit
PBS™ gewaschen, trypsinisiert (EDTA) in Medium aufgenommen und zentrifugiert
(1000 upm/5min/ RT). Mit Hilfe von Neubauer Zellkammer wurde der Anteil der griin

fluoreszierenden Zellen in der Gesamtzellpopulation bestimmt.

2.2.8 Leica Fluoreszenzmikroskop

Die Fluoreszenzmikroskopie hat sich zu eine aullerordentlich  wichtige
Nachweismethode entwickelt in der Molekulargenetik. Das Green Fluorescent Protein
hat die Eigenschaft bei Anregung mit kurzwelliger Strahlung Fluoreszenzlicht zu
emittieren. Es dient als Reportergen zur Visualisierung der Proteinexpression und
erdffnet dadurch neue Perspektiven fiir die zellbiologische Forschung.

Am Fluoreszenzmikroskop wurde eine DC Digitalkamera installiert um die Bilder
aufzunehmen und anschlieBend mit Hilfe des IM 1000 Auswerteprogrammes zu
bearbeiten und speichern.

Die Zellen wurden mit ObjektivgroBe 10, 20 und 40 vergroBert. Das Mikroskop hat
vier Filtersysteme. Zuerst wurden die Zellen mit Durchlicht fotografiert (Filtersystem
D), bei 455 nm Wellenlinge und danach mit Hilfe von GFP Filter, bei 500 nm
Wellenlidnge, die Fluoreszierenden Zellen sichtbar gemacht. Die transfizierten
Fibroblasten wurden in 6-Well-Platten, nach 24, 48 und 72 Stunden am

Fluoreszenzmikroskop beobachtet.
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Nach 48 und 72 Stunden wurden die Zellen trypsinisiert, mit PBS™ gewaschen und
zentrifugiert. Es wurden 10 ul Zellsuspension auf Neubauer Zdhlkammer aufgetragen

und der Anteil griin leuchtender Zellen bestimmt.

2.2.9  Statistische Methoden

2.2.9.1 Statistische Auswertung der hGH Produktion

Die gemessenen hGH-Werte der sechs Patientenproben wurden in eine Excel Datei
tabellarisch iibertragen und mit dem JMP Programm statistisch ausgewertet. Als
statistisches Modell eignete sich die Varianzanalyse, um die Streuung zwischen den
Stichproben zu analysieren.

Es wurde untersucht ob der logarithmische Wert der hGH-Ausschiittung durch die
verschiedenen Reagenzien und durch die Zeit (in Stunden) beeinflusst wird. Die
Patienten wurden als zufilliger Effekt modelliert. AuBerdem wurde eine
Wechselwirkung zwischen Zeit (in Stunden) und Reagenzien beriicksichtigt.

Als Zielvariable diente die log. hGH Ausschiittung und als Haupteffekt-Variable die
Reagenzien, sowie die Zeit in Stunden. Zusétzlich wurde die Interaktion zwischen den
Reagenzien und die Zeit in Stunden gemessen. Fiir die einzelnen Variablen wurden die
Mittelwerte, die Standartfehler, p-Werte ermittelt, miteinander verglichen und dadurch

die effektivste Transfektionsreagenz bestimmt.

2.2.9.2 Statistische Auswertung der GFP-Expression

Die Ergebnisse der zytoplasmatischen GFP Produktion wurden ebenfalls mit JMP
Computerprogramm ausgewertet. Mit Hilfe der Varianzanalyse wurden die vier
Reagenzien (FuGENE, DOSPER, DOTAP und LIPOFECTAMINE) miteinander
verglichen. Als Zielvariable diente der Anteil griin fluoreszierender Zellen in der

Gesamtzellpopulation in Prozent.

40



3. Ergebnisse

3.1 Fibroblastenkultur und Wachstum

Nach enzymatische Verdau der Biopsate, wuchsen die synovialen Fibroblasten in den
ersten 10 Tagen inselartig aus den Gewebestiicken heraus, und adherierten am
Flaschenboden.

Je nach Bedarf fiir die Versuche wurden die Zellen bis zur fiinften Passage
subkultiviert. Die Primérkulturen wuchsen unterschiedlich lang, zwischen 4-6 Wochen,
abhingig von Gewebeart und — menge. Sobald sich ein einlagiger, dichter Zellrasen
bildete wurden die Fibroblasten passagiert.

Die gekauften dermalen Fibroblasten wurden ab der 1. Passage subkultiviert.

3.2Immunhistochemische Zelltypcharakterisierung

Die subkultivierten Fibrolasten konnten durch die immunhistochemische Farbung, mit
Hilfe von fibroblastenspezifischen Antikorpern AS02 identifiziert werden.

Durch den monoklonalen Antikérper Ki-M6 gegen das Oberflichenantigen CD-68
wurde eine Verunreinigung der synovialen Fibroblasten mit Typ A Synoviozyten wie:
Makrophagen, Monozyten ausgeschlossen. Die ungefirbten Negativkontrollen zeigten,

daBl der Zweitantikorper nicht unspezifisch mit dem Substrat reagiert hat.

3.3Herstellung von Expressionsvektoren

Die Expressionsvektoren fiir hGH und EGFP wurden aus 100 ml Maxipriparationen
gewonnen. Die DNA- Menge wurde spektrophotometrisch bei 260 nm gemessen:
Folgende Konzentrationen wurden gemessen:

Die E. coli produzierten 1200 ug/ml (420 pg) hGH Plasmid und 1100 pg/ml (220 pg)
EGFP-Plasmid.
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2680 bp —

2715 bp—

1987 bp—

3.3.1 Darstellung des hGH-Plasmids  (pUC-12) mittels
Gelelktrophorese

Marker HGH HGH HGH hGH
Scal Scal unverd. unverd.

Abbildung 2-a: Darstellung des hGH Plasmids (2680 bp) mittels Gelelektrophorese, je
zwei Proben: geschnitten mit Sca I Restriktionsendonuklease und unverdaut als ganzes
Plasmid, sowie der DNA GroBenmarker.

3.3.2 Darstellung des GFP-Plasmids (pEGFP) mittels Gelelektrophorese

Marker
Stul+Nhel
Stul+Nhel
Stul+Nhel
Stul+Nhel
Stul

Stul

Stul

Stul

Abbildung 2-b:  Darstellung des EGFP Plasmids mittels Gelelektrophorese,

geschnitten mit zwei Restiktionsendonukleasen: Stu I und Nhe I, sowie 4 Proben DNA

verdaut mit Stu I und DNA Groéf3enmarker.
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Durch Restriktionskartierung wurde die Identitit der Plasmide gepriift.

Stu I schneidet eine Lénge von 2715 bp und Nhe I, 1985 bp.

3.4 Transfektion mit hGH Plasmid

Fiir das Experiment wurden synoviale Fibroblasten von fiinf Patienten und dermale
Fibroblasten verwendet.

24 Stunden nach der Lipofektion konnte man folgende Zellverdnderungen unter dem
Lichtmikroskop beobachten: Bei der Transfektion mit DOTAP sind viele Zellen
abgestorben, es zeigten sich viele Zelltriimmer und vergroferte Zellkerne.

48 Stunden spéter wurden auch bei der Transfektion mit DOSPER Zelltriimmer sichtbar
und die Konfluenz der Fibroblasten hat sich reduziert. Die mit DOTAP transfizierten
Zellen waren in der Zahl deutlich reduziert und die meisten Zellmembranen waren
nicht mehr intakt. Bei der Transfektion mit FuGENE und LIPOFECTAMINE waren
keine Zellverdnderungen zu sehen.

72 Stunden nach der Lipofection mit DOSPER wurde reduzierte Zellzahl beobachtet.
Bei DOTAP waren keine Fibroblasten mehr zu sehen, nur noch Zelltriimmer. Nach der
Transfection mit FuGENE und LIPOFECTAMINE waren kaum morphologische
Verdanderungen zu sehen, nur die Zellzahl war etwas reduziert.

Die unbehandelten Kontrollen zeigten keine Verdnderung.

3.5hGH ELISA

Die Auswertung der hGH ELISA erfolgte durch Messung des in Zelliiberstinden
vorhandenen humanen hGH. Die vier verschiedene Reagenzien: DOSPER, DOTAP,
FuGENE und LIPOFECTAMINE wurden miteinander verglichen und die
Transfektionseffizienz anhand der hGH Produktion gemessen.

Die Abbildungen 3a — f zeigen die hGH Ausschiittung (in pg/ml) der Fibroblasten: 24,
48 und 72 Stunden nach Lipofection mit den verschiedenen Reagenzien bei sechs

Patienten.
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Nach der Messung wurde aus den Ergebnissen der Mittelwert mit der
Standartabweichung bestimmt. Die Ergebnisse sind in nachfolgenden Tabellen

dargestellt.

hGH Ausschittung: NHDF

1400 1
1200 -
1000 -
800 - I
600

400 -

Konzentration in pg/ml

200 -

Abbildung 3 a: Darstellung der hGH Produktion in pg/ml und der Standartabweichung
der Mittelwerte bei dermalen Fibroblasten (NHDF) in der 9-ten Passage; 24, 48 und 72
Stunden nach Transfektion von hGH Plasmid mit Hilfe der Reagenzien: DOTAP,
DOSPER, FuGENE und LIPOFECTAMINE, bezogen auf die unbehandelten
Kontrollen.

Die dermalen Fibroblasten in der 9-ten Passage zeigten bei FuGENE den héchsten hGH
Wert. Die hGH Konzentration stieg kontinuierlich von 416 pg/ml 24 Std. nach
Transfektion auf 1188 pg/ml nach 72 Std. Die anderen Reagenzien zeigten Werte unter
200 pg/ml.
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hGH Ausschittung: RZK
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Abbildung 3 b: Darstellung der hGH Ausschiittung (in pg/ml) von synovialen
Fibroblasten des Patienten: RZK ; 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion des hGH
Plasmids mit Hilfe der Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE und
LIPOFECTAMINE. Die unbehandelten Fibroblasten dienten als Kontrolle.

Die Fibroblasten des Patienten RZK in der ersten Passage haben bei FuGENE die
hochste hGh Aussschiittung gezeigt (1188 pg/ml) 48 Stunden nach Transfektion. Es
folgte DOTAP mit 1010 pg/ml Hochstwert ebenfalls nach 48 Stunden. Bei
LIPOFECTAMINE stieg der hGH Wert auf ein Maximum von 420 pg/ml nach 72
Stunden. Nach der Transfektion mit DOSPER stieg die hGH Menge kaum und die

unbehandelten Kontrollen zeigten ebenfalls einen Nullwert.
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hGH Ausshittung: PLF

Konzentration in pg/ml

Abbildung 3 c: Darstellung der hGH Ausschiittung (in pg/ml) von synovialen
Fibroblasten des Patienten: PLF; 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion von hGH
Plasmid mit Hilfe der Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE und
LIPOFECTAMINE. Die unbehandelten Fibroblasten dienten als Kontrolle.

Bei den Patienten PLF in der ersten Passage erwies sich deutlich FuGENE als
effektivste Transfektionsreagenz mit 1338 pg/ml hGh Maximalwert nach 48 Stunden.
Der 72 Stunden-Wert sank auf 1125 pg/ml. DOTAP und LIPOFECTAMINE erreichten

die Maximalkonzentration von 650 pg/ml 72 Std. nach Transfektion.
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hGH Ausschittung: HEK
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Abbildung 3 d: Darstellung der hGH Ausschiittung (in pg/ml) von synovialen
Fibroblasten des Patienten: HEK; 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion von hGH
Plasmid mit Hilfe der Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE und
LIPOFECTAMINE. Die unbehandelten Fibroblasten dienten als Kontrolle.

Die Messung der Zelliiberstinde des Patienten HEK in der zweiten Passage zeigten
wieder bei FuGENE die hochste Protein Menge:1433 pg/ml ,48 Std. nach Transfektion .
24 Stunden spiter wurde weniger hGH (1222 pg/ml) gemessen.
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hGH Ausschuttung : GIH
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Abbildung 3 e: Darstellung der hGH Ausschiittung (in pg/ml) in  synovialen
Fibroblasten der Patienten: GIH; 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion von hGH
Plasmid mit Hilfe der Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE und
LIPOFECTAMINE. Die unbehandelten Fibroblasten dienten als Kontrolle.

Die Zellen des Patienten GIH in der vierten Subkultur produzierten ebenfalls bei
FuGENE das meiste Hormon (1018 pg/ml), 72 Stunden nach Lipofection, gefolgt von
LIPOFECTAMINE (777 pg/ml) und DOTAP (323,3 pg/ml). Bei DOSPER wurde sehr
wenig hGH produziert und die Kontrollproben zeigten kein Protein in den

Zelliiberstanden.
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hGH Ausschittung: MIR
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Abbildung 3 f: Darstellung der hGH Ausschiittung (in pg/ml) von synovialen Fibroblasten des
Patienten: MIR; 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion von hGH Plasmid mit Hilfe der Reagenzien:
DOSPER, DOTAP, FuGENE und LIPOFECTAMINE. Die unbehandelten Fibroblasten dienten als
Kontrolle.

Die Zellen des Patienten MIR produzierten insgesamt wenig hGH. Die hochste Protein
Expression wurde bei der mit LIPOFECTAMINE transfizierten Zellen erreicht: 553
pg/ml, gefolgt von FUuGENE ( 489 pg/ml) und DOTAP (221 pg/ml). Bei DOSPER war
die hGH Menge ebenfalls gering und die Kontrollen zeigten weiterhin keine hGH
Produktion.

Anhand der Abbildungen 3a — f, kann man beobachten, dass 24 Stunden nach Gen —
Transfer die Hormon Produktion am geringsten war. 48 Stunden nach Transfektion
wiesen die mit FUGENE transfizierten Fibroblasten die hochste hGH Produktion (1188
pg/ml) auf. Die 72 Stunden Werte waren kaum geringer: 1142 pg/ml. Fiir die
Lipofektion wurden fiir alle Zellen, dquivalenten Mengen von DNA und Reagenzien
verwendet. Zu 4 pl FuGENE wurden 1,5 pg pUC-12 DNA pipettiert.

Fiir den Gen-Transfer mit 15 ul DOTAP wurden 2,5 pg DNA verwendet. Die Zellen
produzierten: 1085 pg/ml(nach 48 h) und 1040 pg/ml (nach 72 h) hGH. Die mit
LIPOFECTAMINE (4 ul) und 1,5 pg pUC-12 DNA transfizierten Fibroblasten
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produzierten: 264 pg/ml (nach 48 h) und 443 pg/ml hGH (nach 72 h). Am wenigsten
Hormone im Zelliiberstand wurden bei der mit DOSPER (4 pl) und 1,5 pg Plasmid
transfizierten Zellen gemessen: 22 pg/ml nach 48 Stunden und 51 pg/ml nach 72
Stunden.

In den Zelliiberstinden der nichttransfizierten Kontrollen wurde kein hGH
nachgewiesen.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Transfektion mit FuGENE am
effektivsten war. Mit einem Hochstwert von 1188 pg/ml nach 48 Stunden, danach folgte
DOTAP mit 1085 pg/ml (48 h Wert). Die mit LIPOFECTAMINE transfizierten
Fibroblasten exprimierten deutlich weniger hGH: 264 pg/ml. Die geringste Menge an
hGH wurde bei DOSPER gemessen: 21,6 pg/ml.

Bei der Lipofektion mit FUGENE und DOTAP wurde die maximale hGH Expresion 48
Stunden nach Transfektion gemessen, danach fiel das hGH-Peak ab. Bei der
Transfektion mit LIPOFECTAMINE und DOTAP, wurden nach 72 Stunden die

maximalwerte erreicht.

3.6 Statistische Auswertung der Ergebnisse des hGH ELISA

Die Ergebnisse der Varianzanalyse zeigten dass die hGH Testergebnisse von den
erwarteten Werten nur gering abweichen (P< 0,0001). Die Residuen erwiesen eine
Normalverteilung und konstante Streuung.

Die verschiedenen Zeitpunkte der Messung zeigten einen Anstieg der hGH Menge in
den Zelliiberstinden: von 24 auf 72 Stunden nach Transfektion.

AuBlerdem  wurden anhand der Mittelwerte und Standardfehler die Reagenzien
miteinander verglichen und die mit FuGENE transfizierten Zellen zeigten die hochste
hGH Produktion.

In Abbildung 3 g sind die Gesamtergebnisse der hGH Ausschiittung dargestellt. Die

héchste Hormonproduktion wurde mit FuGENE erreicht.
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Abbildung 3 g: Dargestellt sind die logarithmischen Gesamtwerte der hGH —
Auschiittung, nach der Transfektion mit den Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE
und LIPOFECTAMINE im Bezug auf die nichtbehandelten Kontrollen.

3.7 Fluoreszenzmikroskopische  Darstellung der mit GFP
transfizierten Zellen

Die adhidrenten Fibroblasten wurden in den 6-Well-Platten zuerst im Durchlicht
beobachtet. AnschlieBend wurden die transfizierten Zellen mit GFP-Filter sichtbar
gemacht. Mit DC Digitalkamera wurden die fluoreszierenden Zellen fotografiert und im
IM 1000 Computerprogramm gespeichert. Zusétzlich zu den Fluoreszenz-Bildern
wurden Durchlichtaufnahmen gemacht um die transfizierten Zellen zuordnen zu
konnen.

Die trypsinisierten Zellen wurden 48 und 72 Stunden nach Transfektion mittels eines
Héamozytometers nach Neubauer ausgezédhlt. Der Anteil griin fluoreszierender Zellen

von sechs Patienten wurde in den folgenden Tabellen: 4 a- f (in %) dargestellt.
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GFP Expression: RKL
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Abbildung 4 a: Darstellung des Anteils der mit GFP (Griin Fluoreszenz Protein)
transfizierten Zellen bezogen auf die Gesamtzellpopulation des Patienten RKL; 72

Stunden nach Transfektion mit GFP( Green Fluoreszenz Protein) und den Reagenzien:
DOSPER, DOTAP, FUuGENE, LIPOFECTAMINE. Die nichttransfizierte Kontrolle
enthielt keine fluoreszierenden Zellen.
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Anteil in prozent

GFP Expression:KNI

Abbildung 4 b: Darstellung des Anteils der mit GFP (Green Fluoreszenz Protein)
transfizierten Zellen des Patienten KNI bezogen auf die Gesamtzellpopulation; 72
Stunden nach Transfektion mit GFP und den Reagenzien: DOSPER, DOTAP,
FuGENE, LIPOFECTAMINE. Die nichtbehandelten Kontrollen zeigten keine

Fluoreszenz.
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GFP Expression: BRM
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Abbildung 4 c: Darstellung des Anteils griin fluoreszierender Zellen des Patienten
BRM, bezogen auf die Gesamtzellpopulation; 48 und 72 Stunden nach Transfektion mit
GFP und den Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE, LIPOFECTAMINE. Die
nichttransfizierten Kontrollen zeigten keine Fluoreszenz
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GFP Expression: PLO
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Abbildung 4 d: Darstellung des Anteils griin fluoreszierender Zellen des Patienten
PLO, bezogen auf die Gesamtzellpopulation; 48 und 72 Stunden nach Transfektion mit
GFP (Green Fluoreszenz Protein) und den Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE,
LIPOFECTAMINE. Die nichttransfizierten Kontrollen zeigten keine Fluoreszenz.

Bei Patient PLO wurde, 72 Stunden nach Transfektion, kein GFP in der Zytoplasma der
Fibroblasten beobachtet.
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GFP Expression: HEK
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Abbildung 4 e: Darstellung des Anteils griin fluoreszierender Zellen des Patienten
HEK in der Gesamtzellpopulation; 48 und 72 Stunden nach Transfektion mit GFP
(Green Fluoreszenz Protein) und den Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE,
LIPOFECTAMINE. Die nichttransfizierten Kontrollen zeigten keine Fluoreszenz.
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GFP Expression: GIH
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Abbildung 4 f: Darstellung des Anteils griin fluoreszierender Zellen des Patienten
GIH in der Gesamtzellpopulation; 48 und 72 Stunden nach Transfektion mit GFP
(Green Fluoreszenz Protein) und den Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE,
LIPOFECTAMINE. Die nichttransfizierten Kontrollen zeigten keine Fluoreszenz.

Zusammenfassend fiir die sechs Patientenproben anhand der Abbildungen 4a - f ldsst
sich feststellen, dass FUGENE die hochste Transfektionseffizienz beziiglich der Anzahl
transfizierter Zellen gezeigt hat, im vergleich zu DOSPER, DOTAP und
LIPOFECTAMINE.

Anhand der zytoplasmatischen GFP Produktion wurde die Transfektionseffizienz
gemessen. Unter dem Leica Fluoreszenzmikroskop mit GFP Filter wurde der Anteil
griin fluoreszierender Zellen bestimmt.

Bei einem Ansatz von 1,5 pg EGFP — DNA und 4 pl FuGENE, ergab sich eine
Transfektionseffizienz von 14 %, nach 48 Stunden. 72 Stunden nach der Gen-Transfer
stieg die Effizienz auf 16 %.

Fiir die Transfektion mit LIPOFECTAMINE wurden ebenfalls 1,5 ug DNA und 4 pl
Reagenz verwendet. Der Anteil autofluoreszierender Zellen betrug 6 % nach 48 h und
7% nach 72 Stunden.

Obwohl bei der Transfektion mit DOTAP 2,5 pg Plasmid verwendet wurde und 15 pl
Reagenz, wurden nur bei zwei Patientenproben von sechs griin fluoreszierende Zellen
beobachtet. Der Anteil GFP positiven Zellen betrug 1 %, 48 Stunden nach Transfektion
und 3 % nach 72 Stunden.

Die mit 4 ul DOSPER und 1,5 mg EGFP- DNA transfizierten Zellen zeigten wieder
sehr niedrige Effizienz. Der Anteil griin fluoreszierender Zellen betrug: 0,35 % (nach 48
h) und 0,56 % nach 72 Stunden.

Bei den nichtbehandelten Kontrollen wurden keine fluoreszierenden Zellen beobachtet.
Insgesamt ldsst sich feststellen dass, bei allen Reagenzien die 72 Stunden Werte etwas
hoher lagen als die 48 Stunden Werte.
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Abb. 5 a: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung GFP positiver Zellen des Patienten
KNI in der 4. Passage, 48 h nach Lipofektion mit FUGENE. 10 fache Vergroferung.

ADbb. 5 b: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung GFP positiver Zellen des Patienten
GIH in der 3. Passage, 48 h nach Lipofektion mit LIPOFECTAMINE. 10 fache
VergroBerung.
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Abb. 5 c: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung GFP positiver Fibroblasten des
Patienten BRM 4. Subkultur, 72 h nach der Transfektion mit DOTAP. 10 facher
VergroBerung.

Abb. 5 d: Darstellung GFP positiver Fibroblasten 48 h nach Lipofektion mit FuGENE
Die Transfektionseffizienz betrug 13%. 10 facher Vergroferung.

Die Abbildungen 5a — d zeigen, dass die mit FuGENE transfizierten Fibroblasten,
deutlich mehr GFP positive Zellen aufweisen als mit LIPOFECTAMINE und DOTAP
behandelten Zellkulturen.
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3.8 Statistische Auswertung GFP-Transfektion

Mit Hilfe der Varianzanalyse wurden die Ergebnisse der Transfektion mit GFP und die
Verschiedenen Reagenzien miteinander verglichen.

Die statistische Auswertung bestitigte das, dass hochste Niveau von Gentransfer mit
FuGENE errreicht wurde: 16% im Durchschnitt. Danach folgte LIPOFECTAMINE mit
6%.

Bei der Lipofektion mit DOSPER (0,56 %) und DOTAP (3 %) zeigte sich sehr
niedrige Effizienz. Die Kontrollen zeigten Nullwert an. Nach 72 Stunden war die
Transfektionseffizienz etwas hoher als nach 48 Stunden. In Abbildung 6 a sind die
Gesamtwerte der GFP-Expression dargestellt. Nach der Transfektion mit FuGENE
wurde der hochste Anteil GFP Positiver Zellen beobachtet.

GFP - Expression in Prozent
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Abb. 6 a: Dargestellt ist die Gesamttransfektionseffizienz in Prozent, bei der
Lipofektion mit den Reagenzien DOSPER (DOS), DOTAP (DTP), FuGENE (FUG)
und LIPOFECTAMINE (LIP) im Bezug auf den nichtbehandelten Kontrollen.
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4. Diskussion

4.1 Synoviale Fibroblasten bei rheumatoider Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronische, entziindliche Erkrankung, die sich vor
allem an den Gelenken manifestiert und zu einer fortschreitenden Zerstorung von
Gelenkknorpel und knochernen Gelenkanteilen fiihrt. Pathophysiologisch ist ein
hervorstechendes Merkmal der RA die Verbreiterung der Synovialzellschicht mit einer
starker Infiltration von Makrophagen. Unterhalb der Synovialzellschicht kommt es zu
einer Invasion durch T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Plasmazellen sowie
Makrophagen. Ein charakteristisches Merkmal ist die Anwesenheit von zahlreichen
aktivierten synovialen Fibroblasten, die entweder ortsstindig proliferieren oder
vermindert dem apoptotischen Zelltod anheim fallen. Aus diesen Fibroblasten und den
mononukledren Zellen bildet sich schlieBlich das Pannusgewebe, das infiltrierend
Knorpel und Knochen zerstort. [Gay et al., 1993; Firestein et al., 1998]. Bei RA findet
man im Serum und in der synovialen Fliissigkeit erhohte Spiegel von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-8 oder TNF-o [Feldman et al., 1996;
Feldman und Maini, 1999], die an all diesen Vorgingen malgeblich beteiligt sind
[Burmester et al., 2001].

Franz et al. zeigten 1998, dass RA synoviale Fibroblasten vermehrt IL-16 kodierende
mRNA transkribieren. Mittels in situ Hybridisierung und in vitro Untersuchungen
wurde gezeigt, dass synovialen Fibroblasten von RA Patienten im Vergleich zu
Osteoarthrose Patienten, bzw. Patienten mit reaktiven Arthritiden vermehrt IL-16
produzieren [Franz et al., 1998].

IL-16 ist ein chemotaktisch aktives Zytokin, das 1982 erstmals als T-cell specific
chemoattractant factor (LCF) beschrieben wurde [Center et al., 1996]. IL-16 wird von
CD4" T-Zellen und insbesondere von CD8" T-Zellen nach Aktivierung sezerniert. IL-
16 ist ein Ligand des CD4 Rezeptors, das CD4" T-Lymphozyten aktiviert und so bei
RA zur massiven T-Zell-Infiltration und chronischen Entziindung im Gelenk beitrdgt

[Franz et al., 1998]. Wichtig in diesem Zusammenhang ist, dass Prdinkubation von T-
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Zellen mit IL-16 eine spidtere T-Zellaktivierung und/oder Proliferation auch hemmen
kann [Cruikshank et al., 1996].

IL-16 ist nicht nur fiir die Chemoattraktion von CD4" Zellen verantwortlich, [Franz et
al., 1998] es wirkt auch chemotaktisch auf Makrophagen, induziert dort MHC Klasse II
Expression und moduliert die Expression von Oberflichenmolekiilen wie CD25, CD80,
und von Zytokinen. Da synoviale Makrophagen als Antigen prisentierende Zellen T-
Helferzellen aktivieren konnen, spielt moglicherweise IL-16 in situ eine wichtige Rolle
fiir die chronisch-entziindliche Matrixdegradation im Verlauf von RA.

Im Gegensatz zu anderen Disziplinen, wie z.B. der Pulmonologie oder Virologie, gibt
es zur Bedeutung von IL-16 in RA und der Sekretion von IL-16 durch synoviale
Fibroblasten kaum publizierte Daten [Sciaky et al., 2000] . Daher ist es dringend
erforderlich die Mechanismen der Aktivierung der Expression von IL-16 im Synovium
von RA Patienten zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe von Expressionsvektoren die Gentransfer Methode in
synoviale Fibroblasten durch Transfektion optimiert, um spiter die Mechanismen der
IL-16 Expression bis zur Sekretion zu untersuchen.

Das in den letzten Jahren rasch zunehmende Verstindnis intrazelluldler Signalwege und
die molekulare Charakterisierung einzelner Komponenten helfen, neue potentielle
Angriffspunkte fiir die therapeutische Intervention zu identifizieren. Erkentnisse iiber
die IL-16 Expression konnen die Entwicklung von therapeutischen Strategien zur

Behandlung IL-16 abhéngiger Entziindungen nicht nur bei RA fordern.

4.2 Zytokinantagonisten in der Therapie der rheumatoiden Arthritis

Bei der unklaren Athiopathogenese der rtheumatoiden Arthritis ist bislang keine kausale
Therapie moglich. Mit zunehmenden Verstindnis der Endstrecke einer
pathogenetischen gelenkdestruirenden Sequenz ist es in den letzten Jahren mdglich
geworden, neue und effektive Therapieprinzipien fiir die Behandlung von Patienten mit
RA zu entwickeln.

Der FEinsatz hochspezifischer Biomolekiile wie monoklonaler Antikérper und
molekularbiologisch modifizierter loslicher Zytokinrezeptoren beginnt die Therapie

entziindlich rheumatischer Krankheiten zu revolutionieren. Bisher ist nur der TNF-
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neutralisierender Antikérper (Infliximab) und ein 16sliches Fusionprotein bestehend aus
dem p75-TNF-Rezeptor und dem Fc-Teil des menschlichen Immunglobulin G1
(Etanercept) zur Therapie zugelassen. Auch rekombinante IL-1-Rezeptorantagonist
(Anakinra) wurde inzwischen zugelassen. Die Antagonisierung weiterer Zytokine
verspricht nach tierexperimentellen Untersuchungen und zum Teil schon ersten
klinischen Anwendungen ebenfalls wirksam in den Pathomechanismus bestimmter
entziindlich-rheumatischen Erkrankungen einzugreifen [Firestein und Paine, 1992;
Hanemaaijer et al., 1993; Shingu et al., 1993; Niifllein, 2001].

Im Vergleich zu den etablierten Basistherapeutika der RA, die in iiber 50% der Fille
iiber 5 Jahre zu einem Abbruch wegen Nebenwirkungen oder Ineffizienz fiihren [Pincus
et al., 1992], sind die bisher berichteten unerwiinschten Wirkungen der Immunbiologika
vergleichsweise als geringer einzustufen. Diese reichen von allergischen Reaktionen an
Einstichstellen iiber anaphylaktische Reaktionen bis hin zu Panzytopenien,
neurologischen Symptomen, die der multiple Sklerose &hneln, oder der Induktion von
Autoimmunphé@nomenen , die dem systemischen Lupus erythematodes dhneln.
Proinflammatorische =~ Zytokine bleiben jedoch weiterhin besonders geeignete
Zielantigene, um den chronisch perpetuirenden Entziindungsprozess im Gelenk bei RA

Patienten zu inhibieren.

4.3 Ubertragbarkeit der in vitro Studien auf in vivo Vorgange

Bei der Entwicklung von Therapien ist es notwendig experimentelle Vorarbeiten wie
Zellkulturuntersuchungen durchzufithren. Fibroblasten sind relativ einfach zu
kultivieren und {iber die Jahre haben sich optimale Kulturbedingungen entwickelt, die
ermoglichen die Zellen tiber lingere Zeit zu kultivieren. Mit hédufiger Passagier-Dauer
verdndert sich der Phanotyp der Zellen, daher ist der Einsatz von Primérkulturen am
idealsten.

Viele Studien zeigten, dass in vitro Untersuchungen eine hohe Aussagekraft haben
wenn es darum geht, an humanen Zellen Experimente durchzufiihren und auf in vivo
Vorgénge durchaus libertragbar sind [Althoff et al., 1988]. Die Ergebnisse werden nicht
durch unterschiedliche Umwelteinfliisse verfdlscht und die Patienten werden dabei nicht

belastet.
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Zusiatzliche Unterschiede bestehen darin, dass in vitro immunologische Reaktionen,
Verstoffwechselung von Pharmaka, hormonelle Einfliisse sowie eine Vaskularisation
fehlen. Aufgrund der fehlenden organismusbedingten in vivo Verhiltnisse ist es
notwendig nach zellexperimentellen Versuchen randomisierte klinische Studien

durchzufithren.

4.4 Fibroblastenkultur und Wachstum

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Patientengewebe unter sterilen Bedingungen
verarbeitet, in Zellkulturflaschen tiberfithrt und mit Ndhrmedium versetzt.

Die dermalen und synovialen Fibroblasten wuchsen inselartig aus den Gewebestiicken
heraus und adherierten am Flaschenboden. Die Gewebestiicke beinhalten
moglicherweise Wachstumsfaktoren, die im Néhrmedium nicht enthalten sind und
locken dadurch die Zellen an. Nach dem Passagieren wuchsen die Zellen einlagig am
Flaschenboden entlang, und nach Erreichen der Konfluenz konnte ein mehrlagiges
Wachsen beobachtet werden.

Erfahrungsgemadl lieBen sich nach dem ersten Subkultiveren der Fibroblasten keine
Monozyten, Makrophagen nachweisen, da sie eine kurze Lebensdauer von 5 —7 Tagen
haben. Um eine reine Fibroblastenkultur zu gewéhrleisten wurden vor dem Einsatz der
Kulturen im Experiment eine immunhistochemische Zelltypcharakterisierung
vorgenommen. Dem Kulturmedium wurde zwei Antibiotika (Penicillin/Streptomycin)
und Antimykotika (Fungizone) zugefiigt um ein Uberwachsen der Kulturen mit
Bakterien und Pilzen zu vermeiden.

Aus ethischen Griinden und wegen Infektionsgefahr wurde zur Zellzucht f6tales
Kiélberserum statt humanem Serum eingesetzt.

Die Fibroblasten wurden fiir die Transfektionversuche mit DNA und verschiedene

Reagenzien verwendet.
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4.5 Immunhistochemische Zelltypcharakterisierung

Vor der Durchfithrung der Experimente wurden die Fibroblasten immunhistochemisch
auf ihren Zelltyp untersucht, um eine Verunreinigung mit Monozyten und Makrophagen
auszuschlieBen. Es wurden zwei AntikOrper eingesetzt: Zum einen der
fibroblastenspezifische AS02 und zum anderen das gegen Monozyten/Makrophagen
(CD68) gerichtete Ki-M6 Antikdrper [Kreipe et al., 1986].

Der hochspezifische Antikorper AS02 gehdrt zu der Immunglobulinklasse G (aus
Maiusen) und bindet an das membranstindige Protein der humanen Fibroblasten. Der
monoklonale Antikorper Ki-M6 (Maus IgG1) gegen humane Monozyten/Makrophagen
erkennt CD68 auf Membranen.

Die Zellen wurden in 24-Well-Platten kultiviert (4x10° Zellen/Well) um sie optimal
voneinander unterscheiden zu kénnen.

Der Versuch wurde mit DAKO-Kit durchgefiihrt. Die immunhistochemisch als CD68-
negativ nachgewiesenen Zellen, d.h. die reinen Fibroblastenkulturen wurden fiir weitere

Versuche verwendet.

4.6 Herstellung von Expressionsvektoren

4.6.1 Klonierung von Expressionsvektoren

Fiir die Transfektion der Fibroblasten wurden zwei verschiedene Expressionsvektoren
hergestellt. Zum einen ein Vektor in pUC-12 mit dem humanen hGH-Gen unter
Kontrolle des RSV Promotors, zum anderen ein Plasmid das ein Gen enthilt (EGFP),
welches fiir GFP (Green Fluoreszent Protein) kodiert und vom CMV Promotor gesteuert
wird.

Die Plasmide wurden in E. Coli (K12 Derivate) eingeschleust. Die transformierten
Bakterien vermehrten sich in 400 ml Glasflaschen die ad 200 ml mit LB Medium gefiillt

waren und Uber Nacht auf dem Flachbettriittler standen.
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4.6.2 Plasmid DNA Isolierung

Nach der Anleitung des EndoFree Plasmid Protokolls der Fa. Qiagen wurde die DNA
aus den Bakterien isoliert. Die Plasmid Reinigung mit dem Qiagen Purification Kit, ist
eine schnelle und einfache Methode, hohe DNA Mengen (500 pg) mit Hilfe von
Qiagen Harzen innerhalb von wenigen Stunden zu isolieren.

Zuerst wurden die Bakterien durch die Zugabe von alkalischem Puffer lysiert. Durch
Zugabe von saurem Acetatpuffer flockte die bakterielle DNA und Eiweil} aus.

Das Prézipitat wurde durch QIAfilter abgetrennt und die DNA wurde mit Elutionspuffer
aus der Sdulenmatrix herausgelost. AnschlieBend mit Ispropanol versetzt, zentrifugiert,
mit Ethanol (70%) versetzt und Luftgetrocknet. Vor der Messung wurde die DNA mit
TE-Puffer verdiinnt.

Die Plasmid - DNA wurde spektrophotometrisch bestimmt bei 260 nm. Es wurde eine
DNA Menge von: 420 pg hGH - Plasmid und 220 pg EGFP-Plasmid gemessen, bei
einer max. moglichen DNA-Gewinnung von 500 pg.

Fiir die Transfektionsversuche der Fibroblasten wurden dquivalente Mengen DNA (1,5
bzw. 2,5 pg) und Reagenzien eingesetzt um eine optimale Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewihrleisten. Die Herstellug und Transfektion von Expressionsvektoren
ist notwendig, um Signaltransduktioswege von Zytokinen (IL-16) in synoviale

Fibroblasten zu untersuchen.

4.7 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid — Fluoreszenz ist eine schnelle und
effektive Methode um DNA — Fragmente voneinander zu trennen und zu identifizieren.
Ethidiumbromid (EtBr) bindet an die DNA — Molekiile und fluoresziert bei
Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar. Anhand der mitlaufenden DNA-Gré8enmarker (100
bp, bzw. A DNA + Hind III + Eco RI ), kann man priifen ob die richtigen Produkte
dargestellt wurden.

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden Handschuhe aus Nitril verwendet, da EtBr innerhalb
weniger Sekunden durch Latexhandschuhe diffundiert und dort neurotoxisch, bzw.

mutagen wirken kann. Ein weiterer Nachteil der Methode ist dal schwache
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Fluoreszenz-Signale durch die Auflésung der Videokamera, PC und Drucker verloren
gehen konnen.
Die mit Restriktionsendonukleasen verdauten DNA-Fragmente wurden identifiziert und

fotographisch festgehalten.

4.8 Transfektion mit hGH und EGFP Plasmid

Die Gentherapie als neue Behandlungsmethode wird in den nachsten Jahren einen
wichtigen Platz in der Medizin einnehmen. Bei der Gentherapie wird genetisches
Material in die Zellen eingebracht wodurch die Produktion eines Wirkstoffes (Protein)

an einem bestimmten Ort des Korpers erreicht werden kann [Hallek et al., 2001].

Die Zell Transfektion mit DNA ist ein wichtiger Bestandteil der Gen-Forschung um
Genexpression, - funktion und deren Regulation zu untersuchen. Optimale
Gentransfermethoden sind notwendig, um die komplexen intrazelluldren
Signaltransduktionsketten proinflammatorischer Zytokine zu erforschen, sowie ihre
pathogenetische  Beteiligungen an chronisch-entziindlichen  Erkrankungen zu
untersuchen. Die gezielt Unterbrechung von Signaltransdukztionsketten ermdglicht,
selektiv. ~ bestimmte  Zytokineffekte, @ wie  die  Aktivierung  bestimmter
Transkriptionsfaktoren , zu verhindern [ Niillein, 2001].

Obwohl es eine Reihe von Methoden gibt um DNA in eukaryontischen Zellen
einzubringen, haben in den letzten Jahren viele Forschungsgruppen versucht eine
effiziente nicht — virale Gentransfer - Methode zu entwickeln [Hellgren et al., 2000].
Die virale Gentransfer-Methode ist zwar hoch effizient, auch bei Teilungsinaktiven
Zellen, [Dinser et al., 2001; A del Vecchio et al., 2001] aber sie kann auch gefdhrich
sein. Viele Studien zeigten, dass adenovirale Vektoren Enztiindungsprozesse [Evans et
al., 1999] induzieren, was gerade bei RA von Nachteil ist. Ebenfalls virale Vektoren mit
IL-1B-Gen haben Synovitis und Pannus induziert mit Zerstérung des Knorpels, sowie
sytemischen Reaktionen wie Fieber und Gewichtsverlust [Evans et al., 1999]. Die virale
Transduktion des TGF-B Gens verursachte massive Fibrose. Weiterer Nachteil viraler
Vektoren ist ihre mutagene Eigenschaft. Sie integrieren Virale DNA ins menschliche

Genom (Retro- und Adenoassoziierte Virusvektoren), aullerdem besteht die
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Rekombinationsgefahr mit anderen wild-typ Viren. Sie nehmen nur geringe Mengen an
DNA auf und sind kompliziert und teuer herzustellen [Hellgren et al., 2000].

Vorteil der Gen —Transfer — Methode mit nichtviralen Vektoren ist, dal Plasmide leicht
herzustellen und ungefdhrlich sind. Sie werden nicht ins Genom integriert und eine
zeigen niedrige Immunogenitit. Aulerdem liefern sie uneingeschrinkte DNA Mengen
[Campeau et al., 2001]. Nachteil der Transfektion mit Plasmid DNA ist die geringere
Transfektionseffizienz im Vergleich mit viralen Systemen [Hallek et al.,2001].

In den letzten zehn Jahren, hat sich eine effektive, nichtvirale Methode etabliert,
nidmlich die liposomale Transfektion oder Lipofektion. Unter vorsichtigem Optimieren
der Konditionen, ist Lipofektion hoch effizient und viel leichter zu handhaben als
frithere Methoden wie : Koprézipitation der DNA mit Kalziumphosphat oder anderen
bivalenten Kationen, Mikroinjektion, oder Elektroporation [Dinser et al., 2001].

Ziel dieser Arbeit war es Gene durch Lipofektion, effektiv in Fibroblasten einzubringen.
Dazu wurden verschiedene Transfektionsreagenzien (FuGENE6, DOSPER, DOTAP
und LIPOFECTAMINE) miteinander verglichen um das effizienteste Reagenz
herauszufinden. Auflerdem wurde eine optimale Plasmid-/Reagenzmenge bestimmt um
die Transfektionseffizienz zu erhdhen.

Die Ergebnisse vieler Studien zeigten, dal3 bei verschiedenen Zellreihen, mit FuGENE
sehr erfolgreich transfiziert wurde [Kurachi et al., 1998; Ritter 1998; Subramanian et al.,
2001;Madry und Trippel, 2000; Hellgreen et al., 2000].

In dieser Arbeit wurde anhand der Proteinexpression der Fibroblasten und der
darauffolgenden Messung in den Zelliiberstinden, bzw. der Beobachtung am

Fluoreszenzmikroskop gezeigt, daB mit FuGENE am effektivsten transfiziert wurde.

49 hGH ELISA

hGH — ELISA ist eine prizise Methode um kleinste Mengen hGH (5 pg/ml) in
Zelliiberstinden nachzuweisen. Vorteile dieser Nachweismethode sind, dass die
eingefrorenen Zelliiberstinde (bei —70°C) konnen auch zu spéteren Zeitpunkten mit
hoher Sensitivitdt gemessen werden konnen. Die sechs Patientenproben wurden jeweils

zweimal aufgetragen um Fehler auszuschlieBen.
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Der Boden der Mikrotiterplatte ist mit Antikorpern (Ak) gegen hGH beschichtet. Daran
bindet das Hormon spezifisch. Nach dem sog. Sandwich Prinzip, dem hGH - Antikérper
—Komplex, folgten mit DIG (Digoxigenin) gekennzeichnete anti-hGH Serumantikorper,
danach ein an Peroxidase gekoppeltes Ak gegen DIG. AnschlieBend wurde ein Substrat
der Peroxidase hinzugefiigt, das durch die Enzym — Substrat — Reaktion eine
Farbianderung zeigt. Die photometrische Messung wurde bei 405 nm am ELISA Reader
durchgefiihrt.

Am meisten hGH (1120 pg/ml) produzierten die mit FuGENE 6 (4 ul/Well) und 1,5 pg
DNA transfizierten Fibroblasten. Danach folgten die mit DOTAP (15 pl) und 2,5 pg
DNA transfizierten Zellen (990 pg/ml). In weniger als 24 Stunden nach der
Transfektion mit DOTAP wurden morphologische Verdnderungen bei den Fibroblasten
beobachtet: Zellmembranzerstdrung, ZellkernvergroBerung. Es waren viele Zelltrimmer
zu sehen, v.a. nach 72 Stunden. Es ist wahrscheinlich auf die Zytotixitdt des Reagenzes
zuriickzufiihren. Trotz der zelltoxischen Wirkungen des Reagenzes, wurden hohe hGH
Mengen gemessen, da das Hormon nach der Expression in das Zellmedium sekretiert
wurde und in den Zelliiberstinden der abgestorbenen Zellen nachgewiesen werden
konnte.

Die mit LIPOFECTAMINE (4 pl) und 1,5 ug Plasmid — DNA transfizierten Zellen
zeigten keine morphologische Verdnderung und produzierten deutlich weniger hGH
(560 pg/ml) als FugENE 6 und DOTAP.

Die geringste Protein Sekretion wurde bei der Lipofekton mit DOSPER (4 pl) und 1,5
ng DNA Komplex gemessen (22 pg/ml). Die mit DOSPER transfizierten Fibroblasten
zeigten 48 Stunden nach der Transfektion, ebenfalls morphologische Veridnderungen,
was auch auf die Zelltoxizitit des Reagenzes zuriickzufiihren ist.

Ergebnisse der statistischen Varianzanalyse zeigten auch, dass die zwischen 24 auf 72
Stunden, gemessene hGH Menge kontinuierlich anstieg. Dies ist mit der Anhdufung des

Proteins in den Zelluberstinden zu erkldren ist.
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4.10 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der GFP — Produktion

Die Fibroblasten von sechs Patienten wurden ebenfalls durch Lipofektion, mit den
Reagenzien (DOSPER, DOTAP, FuGENE und LIPOFECTAMINE) und EGFP — DNA
transfiziert.

Die Versuche wurden unter dquivalenten Bedingungen wie bei der Transfektion mit
hGH durchgefiihrt mit gleichen DNA und Reagenz-Mengen (siche oben). Der
Unterschied lag in der Nachweismethode, da GFP (Green Fluorescent Protein) im
Zytoplasma produziert wird und die Proteinexpression durch Visualisierung mit dem
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen wurde. Die Transfizierten Zellen wurden vom
Flaschenboden abgelost (48 und 72 Stunden nach Gentransfer), gewaschen,
zentrifugiert und jeweils 10 pl Zellsuspension auf das Himozytometer aufgetragen. Es
wurde der Anteil GFP positiver Zellen ( in %) in der Gesamtzellpopulation bestimmt.
Nachteil der Methode ist, dass durch die Behandlung mit Trypsin (EDTA), die Zellen
an ihrer Autofluoreszenz verlieren. Vorteil ist, dal durch das Auszdhlen der Zellen mit
dem Hamozytometer der Anteil GFP positiver Zellen in der Gesamtzellpopulation
genauer bestimmt werden kann.

Die Zellen wurden zuerst mit Durchlicht beobachtet, bei 455 nm Wellenlinge und
anschlieBend wurden die autofluoreszierenden Zellen mit GFP — Filter bei 500 nm
sichtbar gemacht. Die Bilder wurden mit DC (Digitalkamera) aufgenommen und mit
Hilfe des IM Auswerteprogramm‘s bearbeitet.

Die Transfektion mit EGFP — DNA und den Reagenzien: DOSPER, DOTAP, FuGENE
und LIPOFECTAMINE wurde mit &quivalenten DNA- und Reagenzmengen
durchgefiihrt wie bei der Transfektion mit hGH.

Die Ergebnisse der sechs Patientenproben zeigten auch hier, dass die mit FuGENE
behandelten Fibroblasten mehr GFP produzierten bei gleicher transfizierter DNA —
Menge. Der Anteil GFP positiver Zellen betrug 72 Stunden nach Transfektion 16 %,
und 14% nach 48 Stunden. Im Gegensatz zur Lipofektion mit DOTAP, zeigte FuGENE
geringe Zytotoxizitét.

Die mit 15 ul DOTAP und 2,5 ng EGFP — Plasmid transfizierten Zellen zeigten starke
morphologische Verdnderungen wie ZellkernvergrofBerung, Membranzerstorung und

Reduktion der Zellzahl. Nur bei zwei Patientenproben von sechs, wurden GFP positive
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Fibroblasten beobachtet. Daraus ergab sich eine Gesamteffizienz von 1% nach 48 h und
3% nach 72 h. Dies spricht fiir die hohe Zelltoxizytdt von DOTAP.

An zweiter Stelle nach FuGENE, folgten LIPOFECTAMINE (4 pl) und 1,5 ng DNA —
Komplex mit sehr geringer Zytotoxizitét und einer Transfektionseffizienz von 6% nach
48 h und 7% nach 72 h. Der Vorteil der Reagenzien FuGENE und LIPOFECTAMINE
ist, dall man auch unter serumfreien Bedingungen wirksam transfizieren kann.

Ahnlich wie bei der Transfektion mit pUC-12 Plasmid, zeigte DOSPER die geringste
Transfektionseffizienz von 0,35 % nach 48 h und 0,56% nach 72 h. DOSPER zeigt
geringere Zytotoxizitidt als DOTAP, aber es sind bereits nach 48 h morphologische
Verdanderungen und eine reduzierte Zellzahl zu sehen. Die Kontrollen zeigten keine

Autofluoreszenz.

411  Conclusio

Ziel dieser Arbeit war es, mit der Methode der Lipofektion synoviale Fibroblasten
erfolgreich zu transfizieren. Dazu wurden vier Transfektionsreagenzien getestet und
miteinander verglichen: DOSPER, DOTAP, FuGENE und LIPOFECTAMINE.

Die Versuche mit hGH —Gentransfer zeigten, da3 man, abgesehen von DOSPER, mit
den drei Reagenzien (DOTAP, FuGENE und LIPOFECTAMINE), synoviale
Fibroblasten erfolgreich transfizieren kann. Nachteil von DOTAP war die hohe
Zytotoxizitdt. Trotz hoher Zelltoxizitéit bei der Transfektion mit DOTAP wurden hohe
Mengen hGH’s in den Zelliiberstinden gemessen. Lichtmikroskopisch jedoch wurden
stark geschidigte Fibroblasten gesichtet. 72 Stunden nach der Transfektion waren nur
noch Zelltriimmer sichtbar. Dies ist vermutlich auf die zytotoxische Wirkung von
DOTAP zuriichzufiihren.

LIPOFECTAMINE zeigte geringe Zelltoxizitdt und gute Transfektionseffizienz.

Die Ergebnisse der statistischen Varianzanalyse bestitigten, dass mit FUuGENE am
erfolgreichsten transfiziert wurde. Bei der optimalen Reagenz (4 ul) und DNA (1,5 pg)
Menge wurde die hochste hGH Expression (1188 pg/ml nach 48 h) gemessen.

Die Experimente mit EGFP — Gentransfer mittels Lipofektion wurden unter

dquivalenten Bedingungen durchgefiihrt. Der anschlieBende GFP (Green Fluoreszenz
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Protein) Nachweis im Zytoplasma der Fibroblasten zeigte ebenfalls bei FuGENE die
hochste Effizienz.

Es ist allerdings schwierig die Ergebnisse der Transfektion mittels zwei verschiedener
Expressionsvektoren mit der Nachweismethode der hGH Expression, sowie der
zytoplasmatischen GFP Produktion mittels Fluoreszenzmikroskop zu vergleichen.

Bei der Transfektion mit DOTAP/EGFP Komplex, sind viele Fibroblasten zerstort
worden, deshalb war der zytoplasmatische GFP Nachweis kaum mdglich. Im Gegensatz
dazu wurden bei der Lipofektion mit hGH Plasmid, nach 48 und 72 Stunden hohe
Mengen von humanem Growth Hormon in den Zelliiberstinden der morphologisch
verdnderten Fibroblasten gemessen. Die Transfektion mit LIPOFECTAMINE zeigte
méBigen Transfektionserfolg (6%) und geringe Zytotoxizitit. DOSPER ist wegen
insuffizienten DNA — Transfer‘s in den Zellen, nicht zu empfehlen.

Beide Verfahren haben  bewiesen, dal3 FuGENE mit Abstand der effektivste
Transfektionsreagenz ist, zeigt geringe Zytotoxizitit, leicht optimierbar und anwendbar
auch in serumfreien Medien.

Die Liposomen vermittelte Transfektion hat sich ebenfalls als duferst effiziente, leicht
reproduzierbare und ungefahrliche Gen — Transfer — Methode bewéhrt.

Die Lipofektion mit FUGENE und DNA Komplex eignet sich daher als hoch effiziente
Transfektionsmethode fiir synoviale Fibroblasten. Dieses Gentransfer — Verfahren ist
empfehlenswert und kann niitzlich sein fiir weitere Forschungszwecke. Beispielweise
wie IL-16 in Fibroblasten anzureichern und dadurch die Mechanismen der Translation

bzw. das Prozessing zur Sekretion zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Hauptziel dieser Arbeit war eine effiziente und im Rahmen der Zulassung des Labors
als S1 Gentechniklabor sichere Gentransfer — Methode mit Hilfe von
Transfektionsreagenzien zu etablieren um moglichst viel DNA in synovialen
Fibroblasten  anzureichern. Ein langfristiges Ziel ist es, mit erfolgreichen und gut
etablierten Transfektionsmethoden die Mechanismen der IL-16 Expression und das
Prozessing zur Sekretion zu erforschen. Dies kann unter anderem zur Therapie der
rheumatoiden Arthritis beitragen.

Im Verlaufe der Experimente wurde das Transfektionsreagenz FuGENE mit drei
weiteren Reagenzien DOSPER, DOTAP und LIPOFECTAMINE verglichen um das
effizienteste Verfahren herauszufinden. Ein weiteres Ziel der Versuche war es eine
optimale DNA und Reagenzmenge fiir die Lipofektion zu bestimmen.

Fir diese Studie wurden neonatale dermale und adulte synoviale Fibroblasten
eingesetzt. Zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung war es leider nicht mdglich nur
Gewebe von Rheumapatienten zu gewinnen. Die Biopsate stammten von insgesamt acht
Patienten mit verschiedenen Arthritiden, wie Psoriasisarthritis, Arthrose und ein Patient
mit RA.

Als Vektoren dienten zwei verschiedene Plasmide. Zum einen das pUC-12 Plasmid, mit
dem hGH Gen unter Kontrolle des RSV Promotors und zum anderen ein Plasmid mit
EGFP Gen, welches fiir das Green Fluoreszenz Protein (GFP) kodiert und vom CMV
Promotor gesteuert wird.

Die in vitro Transfektion der Zellen mit dem DNA Reagenzkomplex wurde unter
sterilen und dquivalenten Bedingungen durchgefiihrt.

In den Zelliiberstinden vorhandenes hGH wurde durch ELISA nachgewiesen. Die
Ergebnisse zeigten, dass am meisten humanes Growth Hormon bei der Transfektion mit
FuGENE exprimiert wurde.

Bei der Lipofektion des EGFP Plasmids, wurde die darauffolgende zytoplasmatische
GFP Expression mit Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Die Ergebnisse zeigten
hier auch, dass die mit FuGENE transfizierten Zellen den hochsten Anteil an GFP
positiven Fibroblasten hatten. Das Transfektionsreagenz FuGENE ist kaum zytotoxisch.

Im Gegensatz zu anderen Reagenzien wie DOSPER und DOTAP, wiesen die Zellen
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beim Gentransfer mit FuGENE und LIPOFECTAMINE keine morphologischen
Veranderungen auf.

Diese Studie demonstrierte, dass FuGENE ein hochst effizientes Reagenz ist um
synoviale Fibroblasten erfolgreich zu transfizieren und eignet sich dadurch zur

Erforschung der IL-16 Expression und Sekretion.
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7. Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

°C
Abb.
ACR
AK
Amp
AS02
B-Lymphozyten
Bp
BSA
BSG
BRM
bzw.
ClI

ca.

C a'2+
CD(n)
cDNA
CMV
CO,
CP
dest.
d.h
DMEM
DMSO
DNA
DOS
DTP

E
E.coli
EDTA
ELISA
et al.
EtBr.
Fa.

Fc
FCS
FUG

G, mg, pg, ng, pg
GFP

Grad Celsius

Abbildung

American College of Rheumatology
Antikorper

Ampicillin

Anti-Fibroblasten-Antikdrper

aus dem Knochenmark (bone marrow) stammende Lymphozyten
Basenpaare

Rinderserumalbumin
Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit
Patientenkdiirzel

beziehungsweise

Collagen Typ 11

circa

Calcium

cluster of differentiation, aus n Immunglobulindoménen
copy-Desoxyribonukleinsiure
Cytomegalie Virus

Kohlenstoffdioxid

chronische Polyarthritis

destilliert

das heil3t

Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

Dosper Transfektionsreagenz

Dotap Transfektionsreagenz

Extinktion

Escherichia Coli

Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked-immunosorbent-assay

et alteri, und andere

Ethidiumbromid

Firma

Kristallisationsfdhiges Fragment eines Antikorpers
fotales Kélberserum

FuGENE 6 Transfektionsreagenz

Gramm, Milli- Mikro-, Nano-, Pikogramm
Green Fluorescent Protein

&3



GIH Patientenkiirzel

GM-CSF Granulozyte-macrophage colony-stimulating factor
H Stunde(n)

hGH humanes Growth Hormone

H,0O Wasserstoffdioxid, Wasser

HIV humanes Immunschwéche-Virus

HLA humanes Lymphozyten-Antigen

HEK Patientenkdirzel

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL-x Interleukin- (Nummer x)

ISH In situ Hybridisierung

IST Insulin-Transferrin-Selen-Supplement
Kan Kanamycin

KDa kiloDalton

Ki-M6 Antikorper gegen CD68

KNI Patientenkiirzel

Kontr. Kontrolle

1, ml, ul Liter, Milli-, Mikroliter

LCF lymphozyte chemoattractant factor

LIP LIPOFECTAMINE Transfektionsreagenz
M. Mykobakterium

M, mM, uM, nM Mol, molar, Milli-, Mikro-, Nanomolar
Mg** Magnesium

MHC major histocompatibility complex

MIR Patientenkiirzel

MMP Matrixmetalloproteasen

MRNA messenger RNA, Mittler-Ribonukleinsiure
MTP Mikrotiterplatte

myc. ein Protoonkogen

n Anzahl

Na" Natrium

Neg. Negativ(kontrolle)

Neo Neomycin

NHDF Normal Human Dermal Fibroblasts

Nhe I Restriktionsenzym

NK natiirliche Killerzellen

NO Stickstoffmonoxid

0O, Sauerstoff

OD optische Dichte

pS3 Suppressorgen

PBS™ phosphatgepufferte Kochsalzldsung ohne Ca* und Mg**
PCR Polymerasekettenreaktion

pEGFP Enhanced green fluorescent protein Gen
PH pH —Wert

PK Proteinkinase

PLF Patientenkdiirzel

PLO Patientenkiirze
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POD Peroxidase

Pos. Positiv(Kontrolle)

PP1, 2A,. Proteinphosphatasel, 2A

PPasen Proteinphosphatasen

pUC

RA rheumatoide Arthritis

Ras ein Protoonkogen

RF Rheumafaktoren

RKL Patientenkiirzel

RNA Ribonukleinsdure

RT reverse Transkiptase

RZK Patientenkdiirzel

Scal Restriktionsenzym

SCID severe combined immune deficiency
SK Subkultur

Stabwn Standardabweichung

Stu I Restriktionsenzym

S.u. sieche unten

SV 40 Simian Virus 40 (aus der afrikanischen, griinen Meerkatze
stammend)

SF Synoviale Fibroblasten

T- thymusabhingig

TAE Trisaminomethan-Ethylendiamintetraacetat
TBE Trisaminomethan-Borsdure-Ethylendiamintetraacetat
TGF transforming growth factor

TMB Tetramethylbenzidin

TNF Tumornekrosefaktor

u.a. unter anderem

u.p.m. Umdrehungen pro minute

Uv ultraviolett (es Licht betreffend)

V, kV Volt, kiloVolt

v.a. vor allem

z.B zum Beispiel

Z.n. Zustand nach

z.T. zum Teil
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