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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hamophilie B

1.1.1 Blutgerinnung und Hamophilie

Das Aktivierungssystem der Blutgerinnung ist kaskadenartig aufgebaut und flhrt
Uber eine Reihe von enzymatischen Reaktionen zur Bildung eines unléslichen
Fibrinnetzes. Bei diesen Reaktionen werden inaktive Zymogene im Plasma nach-
einander proteolytisch aktiviert und dadurch zu Serinproteasen oder essentiellen
Kofaktoren umgewandelt (Nawroth, 1999).

Die Auslésung der Gerinnungskaskade erfolgt auf zwei Weisen: extrinsisch oder
intrinsisch. Im ersten Fall kommt es durch Gewebeschaden zur Exposition des Lipo-
proteins Tissue Factor (TF) oder durch Entziindungssignalstoffe zur Expression des
TF. Dieses Protein induziert die Aktivierung des Faktor VII (FVIl = FVIla), wobei ein
membrangebundener Komplex aus FVlla und TF entsteht, der FIX und FX aktiviert.
Beim intrinsischen Weg werden nach Gewebeschaden anionische Phospholipide aus
Thrombozyten, BlutgefaBen und dem umliegenden Gewebe freigesetzt. Die Exposi-
tion dieser negativ geladenen Oberflachen aktiviert FXIl, so dass sich ein Komplex
aus FXlla und Kallikrein bildet. FXlla aktiviert dann FXI, der wiederum FIX aktiviert. In
Anwesenheit von Calcium und Phospholipidoberflachen bilden FlXa und der Kofaktor
FVllla einen aktiven Komplex mit FX, wodurch dieser auf Thrombozytenoberflachen
aktiviert wird.

Hier treffen sich extrinsische und intrinsische Gerinnungsaktivierung. FXa aktiviert in
Anwesenheit seines durch Flla aktivierten Kofaktors FVa sowie in Anwesenheit von
Calcium und Phospholipiden den Fll (Prothrombin). Flla (Thrombin) I6st die Fibrin-
bildung aus Fibrinogen aus und zusammen mit FXllla (ebenfalls durch Flla aktiviert)
entsteht aus dem I6slichen Fibrin ein unldsliches, quervernetztes Fibrinnetz. Die
Gerinnungskaskade beinhaltet zahlreiche Ruckkopplungsschleifen und ist ein
diffiziles System aus gegenseitiger Hemmung und Aktivierung der verschiedenen
Komponenten. In Abbildung 1 ist die Gerinnungskaskade schematisch dargestellt
(Greenberg & Orthner, 1999).
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intrinsischer Weg extrinsischer Weg

Kallikrein <«———— Prékallikrein GeféaBverletzung

Ca?*
Jawic fwic TF-FVlla «——— TF+ FVII

FXI — , FXIla i
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FIX — » |FIXa, Ca*, PL
Fvila

b
2+
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v Prothrombin i
Thrombm\ixlll

Fibrinogen =~ —— Fibrin l

l <« FXIlla

quervernetztes Fibrin

Abb. 1: Schematische Darstellung der Gerinnungskaskade. Blaue Pfeile: Aktivie-
rung, grine Pfeile: positive Ruckkopplung. Zur besseren Ubersicht sind nega-
tive Rickkopplungsmechanismen nicht dargestellt. Abkirzungen: HMWK: high
molecular weight kininogen; PL: Phospholipid; TF: tissue factor. Modifiziert
nach Greenberg & Orthner, 1999.

Die Hamophilie ist eine X-chromosomal bedingte Stérung dieser ausgewogenen
Gerinnungskaskade. Es gibt zwei Formen, die sich in der Symptomatik nicht unter-
scheiden. Bei der haufigeren Hamophilie A liegt die Ursache in der verminderten
oder fehlenden Aktivitat des Faktor VIlI-Proteins, bei der Hamophilie B in der des
Faktor IX-Proteins. Zum Aktivitdtsmangel der Faktoren kommt es durch Mutationen
im jeweiligen Gen. Es sind hauptsachlich Manner betroffen, da sowohl das FVIII- als
auch das FIX-Gen auf dem X-Chromosom liegen und die Krankheit damit rezessiv
vererbt wird.

Die Hamophilie B kommt einmal auf 30.000 Geburten mannlichen Geschlechts vor
(Roberts & Hoffman, 1995; Soucie et al., 1998). Heterozygote Frauen, Ubertrager-
innen, haben meist verringerte FIX-Spiegel, die klinisch oft unauffallig bleiben, aber
bei operativen Eingriffen eine Prophylaxe erforderlich machen.
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Der Schweregrad der Hamophilie B korreliert stark mit der FIX-Aktivitat: liegt diese
unter 1 %, wird von schwerer Hamophilie gesprochen. Bei 1 - 5 % handelt es sich um
eine mittelschwere Verlaufsform, bei 5 - 30 % wird von leichter Hamophilie gespro-
chen. Die Normalwerte von gesunden Menschen liegen zwischen 60 und 157 %,
wobei 100 % FIX-Aktivitat einer Antigenkonzentration (FIX:Ag) von 5 pg FIX/ml Blut
entspricht (Knobloch & Ludwig, 1998).

Bei der schweren Verlaufsform kommt es bei den meisten Patienten zu spontanen,
lebensbedrohlichen Blutungen in Muskelgewebe, Hirn und Gelenke (besonders in
Knie, Kndchel und Ellenbogen), so dass letztere im Laufe der Zeit deformieren und
eine Verkrippelung die Folge ist (Center for Diseases Control and Prevention, 2000;
Roberts & Lozier, 1991). Ebenso kommen Blutungen nach Operationen oder Ver-
letzungen vor. Die mittelschwere Verlaufsform flihrt seltener zu spontanen
Blutungen; bei leichteren Verlaufsformen treten spontane Blutungen nicht mehr auf
(Roberts & Hoffman, 1995; Roberts & Lozier, 1991). Patienten, die an schwerer
Hamophilie B leiden, ware somit bereits geholfen, wenn sich die FIX-Aktivitat auf

Uber 1 % steigern lieBe (Roberts & Lozier, 1991).

1.1.2 FIX - Gen und Protein:

FIX ist ein Vitamin K-abhangiges Glykoprotein, das als Zymogen einer Serinprotease
im Blut zirkuliert (Hedner & Davie, 1982).
Das Gen ist in der distalen Region des langen Arms des X-Chromosoms in der Nahe
des Zentromers an der Stelle Xg27 lokalisiert (Chance et al., 1983; Boyd et al., 1984;
Camerino et al., 1984). Es besteht aus acht 25 bis 1935 bp groBen Exons und sieben
Introns (Abb. 2), die sich auf insgesamt etwa 24 kb summieren (Yoshitake et al.,
1985). Die hieraus transkribierte mRNA ist 2803 Basen lang und beinhaltet ein offen-
es Leseraster von 1383 Basen (Bowen, 2002).
Bei der Synthese des FIX-Proteins in den Hepatozyten, dem natlrlichen Syntheseort,
finden zahlreiche posttranslationale Modifikationen statt. Eine Pra-Pro-Leader-
Sequenz von 46 Aminosauren (AS) Lange wird entfernt und das Protein wird Vitamin
K-abhangig y-carboxyliert, B-hydroxyliert, N- und O-glycosyliert, sulfonamidiert und
phosphoryliert (Arruda et al. 2001b). Das reife Protein besteht aus 415 AS und hat
eine GroBe von 57 kDa. Es zirkuliert als Zymogen im Blutplasma. FIX kann in sechs
Domanen unterteilt werden. Die von AS 1 - 40 reichende N-terminale Gla-Doméane
bindet Calcium-abhangig Lipide. Daran schlieBen sich sechs AS an, die einen hydro-
3
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phoben Bereich bilden. Die AS 47 - 83 und 88 - 127 bilden zwei epidermale
wachstumsfaktorenahnliche Domanen (EGF-like domains), von denen EGF1 eine
einzelne Calcium-Bindestelle mit niedriger Affinitdt aufweist. Ein Aktivierungspeptid
reicht von AS 146 - 180 und eine C-terminale katalytische Domane (mit Proteolyse-
funktion) von AS 181 - 415. Auch letztere hat eine einzelne Calciumbindestelle mit
niedriger Affinitat (Schmidt & Bajaj, 2003). Die Aktivierung des FIX-Zymogens erfolgt
durch die Abspaltung der Aktivierungsdoméne durch den Komplex aus FVlla und TF
oder durch FXla. Das resultierende FIXa besteht aus zwei Ketten. Die leichte Kette
wird von den Doméanen Gla-EGF1-EGF2 gebildet, die schwere aus der katalytischen
Serin-Protease-Domaéane, welche die funktionelle Aktivitdt bedingt (Bajaj & Birktoft,
1993). Das FIX-Protein hat eine Halbwertzeit von ca. 18 - 24 Stunden.

0 Kb 5 10 15 20 25 30 35
le | | | | | | N
[ I [ I I [ I |
c g
5'—? Intron a QII Inc @ Intron d e In e | f] Intron f [!]l ' Exon h — 3"GEN
’ " . v P
: \‘ / ‘,'. / / L // ',’ / /;:’:,, /1 :
A / i , / R BTG / '
1 N K m ’ J e R K —,»":,r / il
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Abb. 2: Schematische Darstellung des FIX-Gens. Ganz oben ist in Kilobasen die
Lange der DNA als dinne schwarze Linie angegeben. Darunter sind die
Organisation des Gens mit Exons und Introns in relativen GrdBen, in der 3.
Zeile die mRNA und unmittelbar darunter die Doméanenstruktur des Faktor IX
dargestellt. Die Zahlen an den Pfeilen entsprechen der Nummerierung der
Aminosauren. Abkilrzungen: Aktivrg: Aktivierungspeptid; EGF: epidermal
growth factor domain; Ex: Exon; Gla-Dom: Gla-Domane (Doméane mit 12 y-
carboxylierten Glutamaten, kodiert durch die Exons b und c); In: Intron; Pro:
Propeptid; Sign: Signalpeptid; kb: Kilobasen. (nach Knobloch & Ludwig; 1998)



1 Einleitung

1.1.3 Gegenwartige Therapie

Die gegenwartige Behandlung der Hamophilie B basiert auf der intravenésen Ver-
abreichung von FIX-Konzentraten, die entweder aus dem Plasma von Blutspendern
aufgereinigt oder rekombinant hergestellt wurden. Der Gerinnungsfaktor kann nur
intravends injiziert seine physiologische Wirkung entfalten. Das Spritzen dieser
Gerinnungsfaktorkonzentrate erfolgt entweder nach Bedarf nach Blutungen oder
prophylaktisch; letzteres besonders bei Patienten die unter der schweren Form der
Hamophilie leiden, um der Entwicklung einer chronischen hamophilen Arthropathie
vorzubeugen (Lee, 1999; Mannucci, 2003). Die Haufigkeit der Injektionen wird u. a.
durch den Schweregrad der Hamophilie B und die individuelle Disposition des Pa-
tienten bestimmt (etwa 2 - 3 x/Woche 20 - 30 Einheiten/kg Korpergewicht, Kon-
sensusempfehlung Bundeséarztekammer, persdnliche Mittteilung G. Goldmann,
Hamophiliezentrum Bonn). Bereits der Erhalt einer kontinuierlichen FIX-Aktivitat von
etwa 1 % (50 ng/ml) kann nicht nur Gelenkschadigungen vorbeugen, sondern auch
das Risiko fataler intracranealer Blutungen senken (Ljung, 1998; Lofqvist et al., 1997;
Eyster et al., 1978; Bray et al., 1987).

Inzwischen haben Hamophile, die optimal behandelt werden, eine potentiell normale
Lebenserwartung (Brackmann et al. 1976; Jones & Ratnoff, 1991; Soucie et al.,
2000). Zu einer solchen Behandlung haben aber zur Zeit nur etwa 20 % der
Patienten Zugang — gréBtenteils in den reichen Industrienationen, da die Kosten flr
die prophylaktische Behandlung mit FIX-Konzentraten sehr hoch sind (Srivastava,
1998; Antunes, 2002). Gerade in armeren Landern versterben Patienten ohne
Therapie vor Vollendung des 20. Lebensjahres (Isarangkura 2002).

In den 1960er, 1970er und 1980er Jahren wurden FIX-Konzentrate teilweise aus
kontaminiertem Blut gewonnen, so dass viele Patienten (60 — 70 % in Westeuropa
und Nordamerika) mit HIV infiziert wurden. Auch Kontaminationen mit dem Hepatitis
B- und C-Virus (HBV, HCV) fluhrten zu schwerwiegenden Spatfolgen in Form von
Lebererkrankungen (Lee, 1999; Giangrande, 1998; Mannucci & Giangrande, 2000).
Inzwischen sind aus Plasma gewonnene Produkte durch Virusinaktivierungs-
verfahren sicher geworden, auch wenn immer noch ein gewisses Risiko der
Ubertragung neuer pathogener Kontaminanten (Lee, 1999; Evatt, 2000) wie Prionen
(Variante der Creutzfeldt-dakob-Krankheit) oder lipidkapselfreier Viren (Hepatitis A-
Virus, Parvo B19-Virus) besteht (Lyon et al., 1989; Laurian et al., 1984; Roberts &
Lozier, 1991; Roberts & Hoffman, 1995; Santagostino et al, 1997; Center for
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Diseases Control and Prevention, 2000; US Department of Health and Human
Services, 2000). Aber auch bei der Verwendung von rekombinanten FIX-Kon-
zentraten besteht theoretisch die Méglichkeit von pathogenen Kontaminanten, da
diese mittels Zellkulturen gewonnen werden (Lyon et al., 1985; Laurian et al., 1994;
Santagostino et al., 1997; Linnen et al., 1996; Naoumov et al., 1998)

Nachteile der Therapie mit Faktorenkonzentraten generell sind die hohen Kosten, die
limitierte Verflgbarkeit der Medikamente und in seltenen Féllen das Auftreten von al-
lergischen Reaktionen (Mannucci & Tuddenhem, 2001). Dazu kommen die relativ ge-
ringe Halbwertzeit des FIX von 18 - 24 h und die damit verbundene Unannehm-
lichkeit regelmaBiger intravendser Injektionen (Oldenburg & Brackmann, 1998).

Die schwerwiegendste Komplikation der gegenwartigen Therapie mit Faktoren-
konzentraten ist die Bildung inhibitorischer Anti-FIX-Antikérper gegen das intravends
verabreichte Protein (Inhibitoren), die in 3 — 4 % der Hamophilie B-Patienten vor-
kommt (Giannelli & Green, 1996). Diese Inhibitoren blockieren die Funktion des FIX
Gerinnungsfaktors und erschweren somit die Behandlung von Blutungen (Lusher,
2000). Das Risiko, inhibitorische Antikérper gegen FIX auszubilden, wird von der die
Hamophilie verursachenden Mutation und dem individuellen Immunsystem beein-
flusst (High, 1995).

1.2  Gentherapie der Hamophilie B

1.2.1 Hamophilie B als Modell fiir die somatische Gentherapie

Bei der Gentherapie werden somatische Zellen des Patienten bzw. des Versuchtiers
durch die Einfihrung eines funktionellen FIX-Gens modifiziert. Es findet also weder
eine Reparatur zelleigener DNA statt, noch werden Keimzellen veréndert, welche die
DNA-Modifikationen an die Nachkommen weitervererben wirden.

Der Gentransfer des intakten FIX-Gens in Form der FIX-cDNA kann mit Hilfe re-
kombinanter Viren (viraler Vektoren) in vivo durchgefiihrt werden (Transduktion). Es
handelt sich hierbei um einen kontrollierten Prozess bei dem die viralen
Capsidproteine die Bindung des Vektors an bestimmte Membranrezeptoren der
Zielzelle bewirken, was zum Einschleusen der rekombinanten viralen DNA inklusive
des FIX-Gens in die Zelle fiihrt. Das FIX-Gen wird in der Zelle anschlieBend
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transkribiert und nach der Translation ins Blut sezerniert (Lozier, 2004; Nathwani et
al., 2004; High, 2003; Walsh, 2003).

Die Hamophile B eignet sich aus einer ganzen Reihe von Grinden hervorragend als
Modell flr die Etablierung einer somatischen Gentherapie und kdnnte eine Vorreiter-
rolle fir andere monogenetische oder sogar komplexere Krankheiten Gbernehmen.
Sowohl Molekularbiologie als auch Pathologie der Krankheit sind sehr gut untersucht
und verstanden. Die Krankheit wird durch den Defekt nur eines Gens, des FIX-Gens,
verursacht, dessen cDNA zudem mit ~1,5 kb relativ klein ist und in Form einer Ex-
pressionskassette (Promotor/Enhancer, Gen, poly(A)-Sequenz) in alle viralen Gen-
therapievektoren eingebaut werden kann. Es gibt ein sehr breites therapeutisches
Spektrum, da bereits eine relativ geringe Proteinmenge von dber 1 % des Normal-
wertes (>50 ng/ml) zu einer signifikanten Verbesserung der Hamostase fiahrt. Zudem
ist die Effizienz der Therapie durch Messung der zirkulierenden FIX-Mengen, der
FIX-Aktivitat und der aPTT (aktivierte partielle Thromboplastinzeit - ein MaB far die
Funktionalitat der Faktoren des intrinsischen Gerinnungssystems) sehr einfach fest-
zustellen, da diese Werte mit den klinischen Symptomen korrelieren (Oldenburg &
Brackmann, 1999).

Des Weiteren ist keine gewebespezifische FIX-Expression nétig, so dass nicht nur
der nattrliche Syntheseort des FIX-Proteins, die Leber, als Zielorgan fir den Gen-
transfer in Frage kommt. Es reicht, wenn das Protein in einem Gewebe synthetisiert
wird, in welchem die nétigen posttranslationalen Prozessierungsschritte durchgefthrt
werden kdnnen (z. B. Muskeln der Extremitdten) und von wo aus es in den Blut-
kreislauf gelangen kann. AuBerdem mussen bei der Hamophilie zur Verbesserung
des Krankheitsbildes und auch zur vollstandigen Heilung nicht samtliche Zellen des
Organs transduziert werden (Couto, 2004).

Ein weiterer wichtiger Grund, warum die Hamophilie sich hervorragend als Modell
eignet eine Gentherapie zu entwickeln, sind die vielen existierenden Tiermodelle -
natdrlich vorkommende hamophile Hunde, die an dhnlichen Symptomen leiden wie
menschliche Patienten (Evans et al., 1989; Hough et al., 2002; Lozier et al., 2002;
Mauser et al., 1996) sowie gentechnisch hergestellte FIX-knock out-Mause (Bi et al.,
1995; Lin et al.,, 1997; Wang et al., 1997; Jin et al., 2004; Sabatino et al., 2004) —
jeweils mit speziesspezifischen Proteinen (cFIX, Hund bzw. mFIX, Maus).
Hamophilie B-Patienten kénnen jederzeit wieder nach der herkdmmlichen Substitu-

tionstherapie behandelt werden und haben optimal therapiert nahezu die Lebens-
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erwartung gesunder Menschen (Brackmann et al. 1976; Jones & Ratnoff, 1991;
Soucie et al., 2000), so dass zudem eine Untersuchung von Langzeiterfolgen und
Langzeitrisiken der somatischen Gentherapie méglich ist.

1.2.2 Ziele der Gentherapie der Hamophilie B

Wie bereits erwahnt, besteht die Standardtherapie der Hamophilie B aus der Protein-
substitution mit aus Plasma gewonnenen oder — seit einigen Jahren — rekombinant
hergestellten FIX-Konzentraten. Diese Substitutionstherapie hat die Lebensqualitat
der Hamophilie B-Patienten deutlich verbessert und zu einer potentiell normalen
Lebenserwartung gefthrt (Brackmann et al. 1976; Jones & Ratnoff, 1991; Soucie et
al., 2000).

Das Ziel gentherapeutischer Studien in der Hamophilie B ist es, eine Vektor- und
Dosiskombination zu finden, die in allen Patienten eine kontinuierliche Synthese des
biologisch aktiven Proteins erreicht, die bei mindestens 1 % des Normalwertes liegen
sollte. Das Idealziel ware eine komplette Heilung der Hamophilie. Dies wiirde bedeu-
ten, dass nach einer (einmaligen) Behandlung (Injektion eines Vektors) Zellen des
Patienten in die Lage versetzt wirden, konstant FIX in ausreichendem MaBe zu pro-
duzieren, in den Blutkreislauf zu sezernieren und damit eine normale Hamostase zu

bewirken.

Unter Umstanden kénnten mittels Gentherapie auch die extrem hohen Kosten fir
(rekombinante) Faktorenkonzentrate deutlich gesenkt werden.

Die Behandlung der Hamophilie B mittels viralen Gentransfers birgt allerdings auch
einige Risiken, die in Kapitel 1.2.3 und 1.4.1 naher erlautert werden. Vor- und Nach-
teile einer méglichen Gentherapie missen also genau abgewogen werden. Letztlich
wird sich die Gentherapie an der Effizienz und Sicherheit der Standardtherapie

messen lassen mussen.

1.2.3 Gentransfersysteme fur FIX

Ein Gentransfersystem muss vielen verschiedenen Anspriichen genligen. Allgemein
missen Gentherapievektoren dauerhaft reproduzierbar sein und in hohen Konzen-
trationen zur Verfligung gestellt werden kénnen; das Transgen muss effizient in die

gewinschten Gewebe, Organe oder Zelltypen gelenkt werden kénnen, ohne breit zu
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streuen. Es sollte im Idealfall gewebespezifisch exprimiert werden, nicht immunogen
sein und sowohl Gentransfer als auch Transgenexpression missen ohne geféhrliche
Nebenwirkungen méglich sein. Flr die Hamophilie sollte der Gentransfer sicher sein
und zur dauerhaften Expression therapeutischer Level des Proteins und somit zur
Korrektur des Blutungsphanotyps flhren. Falls in Zukunft eine sehr hohe Expression
im Menschen mdglich sein sollte, muss die FVIII- bzw. FIX-Expression regulierbar

sein.

Gentransfersysteme kdnnen viralen oder nicht viralen Ursprungs sein und ex vivo
oder in vivo in somatische Zellen eingeschleust werden. Die ex vivo-Strategie flhrte
in praklinischen Versuchen bisher zu niedrigen Transgenexpressionen (Hoeben et
al., 1992; Hao et al., 1995; Lin et al., 2002; Moayeri et al., 2004; Kikuchi et al., 2005;
Ogata et al., 2004; Tiede et al., 2003). Die ex vivo-Strategie ist zudem relativ auf-
wendig und kostenintensiv, da jedem Patienten individuell Zellen entnommen werden
und nach Transduktion und Kultivierung wieder reimplantiert werden missen. Von
Vorteil ist die Umgehung der Immunogenitat des Vektors sowie die Verhinderung
einer potentiellen Keimbahntransmission. Die in vivo-Verabreichung erfolgt syste-
misch (intravends) oder lokal (intramuskular, intrahepatisch) und ist deutlich effizien-
ter als die ex vivo-Therapie. Von Nachteil ist allerdings, dass das Zielorgan nicht ge-
nau angesteuert werden kann und somit - zumindest theoretisch - eine Streuung des
Vektors in andere Zellen, auch Keimzellen, mdglich ist. Vorsicht ist auch im Hinblick
auf die Immunogenitat einiger Vektoren geboten, wie z. B. im Falle der adenoviralen
Vektoren (Brown & Lillicrap, 2002; Brown et al., 2004).

Im Gegensatz zu den viralen Vektoren, sind nichtvirale Vektoren meist sehr in-

effizient und vermitteln nur transiente Transgenexpression.

Virale Vektoren basieren zur Zeit hauptséchlich auf Adenoviren (Ad-Vektoren),
Adenoassoziierten Viren (rAAV, rekombinante Adenoassoziierte Viren, AAV-
Vektoren), Retro- und Lentiviren und werden in zwei Hauptgruppen aufgeteilt: in das
Wirtsgenom integrierende (retrovirale, lentivirale) und nicht in das Wirtsgenom
integrierende Systeme (adenovirale, rAAV). Eine stabile Integration kann einerseits
potentiell zur Langzeitexpression flhren, andererseits jedoch durch zufallige Inser-
tion Mutagenesen verursachen. Die nichtintegrierenden Vektoren liegen extrachro-
mosomal (epigenetisch) vor und sind damit in diesem Punkt ungefahrlicher. Aller-
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dings kdénnen sie mit der Zellteilung verloren gehen, so dass eine dauerhafte Expres-
sion nur in nicht proliferierenden Zellen mdglich ist. Prinzipiell sollten Vektoren so ge-
baut sein, dass sie Zellen transduzieren kénnen, aber nicht mehr in der Lage sind,
sich dort zu replizieren.

Die unterschiedlichen viralen Systeme haben verschiedene Charakteristika in Bezug
auf Tropismus, Transduktionseffizienz, Aufnahmekapazitdt von Transgenen, Per-
sistenz, Toxizitdt und Immunogenitat, die je nach Anwendung sorgfaltig gegen-

einander abgewogen werden mussen. In Tabelle 1 sind einige wichtige Eigen-

schaften kurz zusammengefasst.

virales Kapazitat * Sicherheits- Zielgewebe immunologische Konse-
System bedenken quenzen
Oncoretro- 8 kb Insertions- proliferierende Zellen niedriges Entziindungs-
virus (RNA) mutagenese potential
Lentivirus 8 kb Insertions- breiter Tropismus; wird inaktiviert durch Kom-
(RNA) mutagenese Kupffer-Zellen (bewirkt geringe  plementsystem; leichtes
Hepatozytentransduktion) Entziindungspotential;
APC-Transd. kann Im-
munantwort auslésen
HC-Ad 30 kb Hepatotoxizitat; breiter Tropismus; episomal — aktiviert Immunantwort;
(dsDNA) Thrombozytopenie  limitiert Langzeitexpression; Endocytose durch Kupffer-
Endocytose durch Kupffer-Zel-  Zellen tragt zur adaptiven
len sorgt fir Immunantwort bei
Schwellenwerteffekt
AAV (ssDNA) ~4,7 kb Genomintegration breiter Tropismus; liegen als kein Entziindungspotential

in geringem Ma@Be;
praexistierende

episomale Konkatemere vor
(~5% integrieren zufallig)

AAV-Immunitat

Tab. 1: Eigenschaften haufig verwendeter viraler Vektorsysteme. Abkirzungen:
AAV: Adenoassoziiertes Virus; APC: antigenprasentierende Zellen; ds: dop-
pelstrangig; HC-Ad: high capacity adenovirale Vektoren; kb: Kilobasenpaare;

ss: einzelstrangig; Transd: Transduktion
*bezieht sich auf die Anzahl der kb, aus der die Expressionskassette maximal bestehen kann

1.2.4 Tiermodelle

Es gibt mehrere Tiermodelle, in denen die gentherapeutische Expression von FIX
untersucht werden kann.

Als Kleintiermodell stehen knock out-Mause fir die Hamophlie A und B seit 1995 (Bi
et al., 1995) bzw. 1997 (Wang et al., 1997; Lin et al., 1997; Kundu et al., 1998) zur
Verfiigung. Mause eignen sich fir erste Gentherapieversuche, da sie ginstig in der
Haltung sind, ihre Generationszeit relativ kurz ist und sie groBe Wiurfe haben. Der
Vorteil der Verwendung von Inzuchtstammen ist zudem, dass sie einheitliche Be-
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dingungen in verschiedenen Individuen bieten, so dass Versuche gut reproduziert
werden kdnnen und statistische Signifikanz erreicht werden kann (Gu et al., 1999).
Ein Nachteil ihres homogenen genetischen Hintergrundes ist jedoch, dass die
Ergebnisse nicht direkt auf den Menschen mit seinem heterogenen genetischen
Hintergrund Ubertragen werden kénnen: Therapien, die bei verschiedenen Maus-
stdmmen anschlagen, missen nicht automatisch in klinischen Studien am Menschen
funktionieren. Auch ist ein positives Ergebnis bei einem Patienten keine Erfolgs-
garantie fUr eine Therapie bei einem anderen Patienten.

Da FIX/FVIII-knock out-Mause immunkompetent sind, bilden sie wie manche Patien-
ten Inhibitoren gegen die (humanen) Faktoren. Dies ist in immundefizienten SCID
(severe combined immuno-deficiency) -Mausen nicht der Fall (Gilles et al., 2000).

Neben den Mausen gibt es mehrere Kolonien von hdmophilen Hunden, die als GroB-
tiermodell fir Gentherapieversuche zur Verflgung stehen. Wéahrend der Wechsel
vom Tiermodell Maus zum Menschen eine Gewichtssteigerung um das ~ 2800fache
bedeutet, ist die Differenz zwischen Hund und Mensch nur noch drei bis zehnmal so
groB, d. h., die Tiere &hneln in Gr6Be und Gewicht immerhin schon Neugeborenen
oder Kleinkindern. Im Hund sollten somit realistischere und genauere Unter-
suchungen, vor allem was bendtigte Vektordosen und Verabreichungsmethoden
angeht, méglich sein. Weitere Vorteile von Hunden als Tiermodell sind, dass sie eine
lange Lebenserwartung haben, die Langzeitstudien zulasst, und dass sie viele
physiologische Parameter besitzen, die dem Menschen ahnlicher sind als es beim
Mausmodell der Fall ist (z. B. das Immunsystem). Des Weiteren wird die Hamophilie
wie beim Menschen zuféllig, durch unterschiedlichste Mutationen (missense, kleine
und groBe Deletionen, Insertionen, Inversionen) verursacht (Evans et al., 1989;
Mauser et al., 1996; Gu et al., 1999; Hough et al., 2002; Lozier et al., 2002).

An der University of North Carolina-Chapel Hill im Francis Owen Blood Research
Laboratory (Graham, et al.,, 1994) leben FIX-defiziente Hunde, deren Hamophilie
durch eine Punktmutation in der Sequenz, die fur die katalytische Doméane von FIX
kodiert, verursacht wird. Das Krankheitsbild dieser Tiere ahnelt sehr dem der
menschlichen Hamophilie B (Mitruka et al., 1976). Die Hunde haben im Durchschnitt
sechs Blutungen im Jahr, die mit Hunde-Plasma behandelt werden miussen (Russell
et al., 2003). Das zugefihrte Plasma enthalt alle Gerinnungsfaktoren, somit auch
FIX.

11



1 Einleitung

An der Auburn University existiert eine weitere Kolonie von Hamophilie B-Hunden.
Eine Punktmutation flhrt bei diesen Tieren zu einem verfriihten Stoppcodon bereits
im Exon f (Connelly et al., 1996). Diese FIX-Null-Mutante stellt eine wichtige Erwei-
terung der bereitstehenden Hundemodelle dar, da das Risiko der Antikdrperbildung
nach FIX-Substitution neben dem individuellen Immunsystem auch von der Art der
FIX-Mutation abhéngt: so bergen Null-Mutationen ein wesentlich héheres Risiko
einer Antikdrperbildung, als z. B. missense-Mutationen. Bei letztgenanntem Muta-
tionstyp kann noch eine bruchstlckhafte Proteinexpression stattfinden, die ausrei-
chen kann eine Immuntoleranz gegentber dem zugefihrten FIX zu bewirken.

Sowohl im Maus- als auch im Hundemodell kann nicht nur die Expression von
fremdem (humanem) FIX untersucht werden, sondern auch die homologe Ex-
pression, da sowohl das Maus- als auch das Hund-FIX-Gen fir Gentherapieversuche
zur Verfigung stehen (mFIX bzw. cFIX).

1.3 Adenoassoziierte Viren

Adenoassozierte Viren (AAV) gehdéren zur Familie der Parvoviridae und zur Gattung
der Dependoviren. Bisher sind elf natlrlich vorkommende Serotypen bekannt, die
teilweise unterschiedliche Wirtsorganismen haben. Entdeckt wurden die AAV mittels
Elektronenmikroskopie bei der Analyse von Adenovirus-Praparationen, wobei sie
anfangs irrtimlich fUr adenovirale Untereinheiten gehalten wurden. Die Viren lésen
keine Entziindungsreaktionen im Wirt aus. Auch wenn AAV bisher nicht mit Krank-
heiten in Zusammenhang gebracht wurden und somit als nicht pathogen gelten,
infizieren einige Serotypen naturlicherweise die oberen Atemwege des Menschen —
meist im Zusammenhang mit einer Infektion durch Adeno- oder Herpesviren (Herpes
Simplex Virus 1), die als Helferviren dem AAV bestimmte genetische Informationen
und Funktionen bereitstellen (Berns, 1990). AAV haben eine Vielzahl an Wirten und
einen breiten Zell- und Gewebetropismus. Allgemein kdénnen sie sowohl prolife-
rierende als auch ruhende Zellen in Menschen, Affen und Nagern produktiv
infizieren, wenn ein entsprechendes Helfervirus anwesend ist (Berns 1990; Flotte et
al., 1993).

Infizieren AAV in Abwesenheit von Helferviren Zellen, bilden sie Latenz aus und per-

sistieren als integriertes Provirus im Wirtszellgenom. Eine zusatzliche Infektion mit
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Helferviren flhrt zum Herausldésen des Provirus aus dem Genom und zur Replikation
(Carter, 1990; Flotte et al., 1993).

Zur Zeit sind 11 AAV-Serotypen bekannt. AAV1 wurde als erstes aus Rhesusaffen
isoliert und infiziert haufig menschliche Populationen, ist aber bisher nicht aus Men-
schen isoliert worden (Xiao et al., 1999; Blacklow et al., 1968a,b; Atchison et al.,
1965; Parks et al,, 1970; Hoggan et al., 1966). AAV2 ist der am besten charakteri-
sierte Serotyp und konnte ebenso wie AAV3 haufig aus Menschen isoliert werden.
Beide Typen sind in der Bevdlkerung weit verbreitet, wie seroepidemiologische
Studien zeigen (Blacklow et al., 1968a,b; Parks et al., 1970). Obwohl menschliche
Zellen in vitro mit AAV4 infiziert werden kénnen, kommt es bei diesem, aus Affen
(Grine Meerkatzen) stammenden Serotyp sehr selten zur Infektion von Menschen
(Chirioni et al., 1997; Parks et al., 1976; Parks et al.,, 1970). AAV5 kommt ebenfalls
sehr selten im Menschen vor (Bantel-Schaal et al., 1984; Georg Fries et al., 1984).
AAVE ist eine natlrlich vorkommende Rekombination zwischen AAV1 und AAV2
(Xiao et al., 1999; Rutledge et al., 1998) und seine Capsidproteine weisen eine
99%ige Aminosauren-Homologie zu denen von AAV1 auf. Es ist bisher nur aus Affen
isoliert worden.

Weitere AAV-Serotypen, 7 bis 11, sind erst in den letzten Jahren aus humanen und
nichthumanen Primatengeweben isoliert worden: die Serotypen 7 und 8 aus Rhesus-
affen (Gao et al., 2004), AAV10 und 11 aus Langschwanzmakaken (Mori et al.,
2004). Diese vier Serotypen kdnnen jedoch humane Zellen in vitro infizieren (Gao et
al., 2004; Mori et al., 2004). AAV9 wurde aus Menschen isoliert (Gao et al., 2004).
Die verschiedenen in Gentherapiestudien verwendeten Serotypen haben auch teil-
weise sehr unterschiedliche Tropismen. AAV1 transduziert hauptsachlich Skelett-
muskeln (Chao et al., 2000; Louboutin et al., 2005), Pankreas (Loiler et al., 2003),
Herz (Du et al., 2004), vaskulares Endothel (Chen et al., 2005), Gehirn und zentrales
Nervensystem (Burger et al., 2004; Passini et al., 2003) sowie die Leber (Ghosh et
al., 2006); Vektoren auf AAV2-Basis transduzieren Hepatocyten (Snyder et al.,
1997a, 1999), Muskelzellen (Kessler et al., 1996; Xiao et al., 1996; Clark et al., 1997,
Fisher et al., 1997; Herzog et al., 1999), die Lunge (Flotte et al., 1993b), die Retina
(Flannery et al., 1997; Lewin et al., 1998), Neuronen (Kaplitt et al.,1994; Podsakoff et
al., 1994) im Gehirn (Klein et al., 2002) und Rickenmark (Peel et al., 2000) und
schlieBlich Pankreaszellen (Prasad et al., 2000) sehr gut. AAV3 hat einen Tropismus
flr innere Haarzellen der Cochlea (Liu, Y et al., 2005), AAV4 fir das Gehirn (Liu, G et
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al., 2005) und Pigmentepithelzellen der Retina (Weber et al,, 2003), AAV5 haupt-
sachlich fir Skelettmuskeln (Hildinger et al., 2001), Gehirn und zentrales Nerven-
system (Burger et al., 2004; Cressant et al., 2004), Lunge (Auricchio et al., 2002; De
et al., 2004; Sandalon et al., 2004), Auge (Lotery et al., 2003; Reich et al., 2003),
entziindete Gelenke(Apparailly et al., 2005) und die Leber (Mingozzi et al., 2002).
AAV6 transduziert die Leber (Grimm et al.,, 2003c; Jiang et al., 2006) Muskeln
(Blankinship et al., 2004; Sun et al., 2005a), Herz (Kawamoto et al., 2005), Atem-
wegsepithelien (Halbert et al., 2000, 2001) und das Auge (Yang et al., 2002), AAV7
Muskeln (Louboutin et al., 2005) und schlieBlich AAV8 Muskeln (Louboutin et al.,
2005; Wang et al., 2005b), Pankreas (Wang et al., 2004), Herz (Wang, et al., 2005b)
und besonders die Leber (Gao et al., 2002; Sarkar et al., 2004; Wang, et al., 2005a;
Conlon et al., 2005; Sun et al., 2005b).

1.3.1 Virionstruktur und Genomorganisation

Das relativ stabile AAV-Partikel - unempfindlich gegen Hitze, mildem proteolytischen
Verdau sowie nichtionischen Detergentien - hat eine icosahedrale Symmetrie und
einen Durchmesser von etwa 20 — 25 nm. Das Capsid besteht aus den drei
Proteinen VP1, VP2 und VP3, die im Verhaltnis 1:1:8 vorkommen. Die verschiedenen
AAV-Serotypen unterscheiden sich in den Capsidproteinen (Xiao et al., 1999; Rut-
ledge et al., 1998; Chirioni et al., 1997; 1999), die flr unterschiedliche Wirtsorganis-
men, Tropismen und Transduktionseffizienzen sorgen (Chao et al., 2000; Xiao et al.,
1999; Halbert et al., 2000; Rutledge et al., 1998; Zabner et al., 2000; Davidson et al.,
2000; Handa et al., 2000). Die Diversitat der Capsidproteinsequenzen ist zumindest
teilweise auf homologe Rekombinationen koinfizierender Viren zurlickzufihren (Gao
et al., 2003).

Das Capsid umschlieBt die lineare, einzelstrangige, 4681 Nukleotide lange Einzel-
strang-DNA (ssDNA) mit einem Molekulargewicht von 1,5 x 10°. Es kann jeweils
eines der beiden komplementaren Genome, genannt ,plus“ oder ,minus“Strang, pro
Capsid verpackt sein. Die einen ,plus“- oder ,minus®-Strang enthaltenden Virus-
partikel kommen im selben Verhaltnis vor (Crawford et al., 1969).

Das Genom besteht aus nur zwei offenen Leserastern (Abb. 3), den rep- und cap-
Genen, und wird von 145 Nukleotiden langen ITR-Sequenzen (inverted terminal re-
peatl) flankiert, welche eine so genannte Haarnadel-Struktur (hairpin) bilden. Diese
ITRs dienen als Replikationsurspriinge und als Signal fir die Verkapselung der repli-
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zierten Genome in neu gebildete Virionen. AuBerdem spielen sie eine Rolle bei der
Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom und dem Herausschneiden aus eben
diesem (rescue) (Samulski et al., 1999). Die DNA enthalt drei Transkriptionspromo-
toren: ps und p1g flr die rep-Gene und pyo fir die cap-Gene, welche fir die viralen
Capsidproteine VP1, VP2 und VP3 kodieren. Das nicht strukturelle rep-Gen kodiert
fUr die vier Proteine Rep78, Rep 68, Rep52 und Rep40.

VP1 I ]
| 2203 4420 !
[ ] ' — 2,3 kb
VP2 E ' I '. ] '
VP3 L 2614] | ;
2809 4420
Ps P19 P4o . .
OE l 1 I() 1?0 3.0 l 41 48\5|O 6|0 7.0 8|0 9|0 9§ :|100
; 321 : 2183 | !
Vo ] !
Rep78 42 kb
321 | ijzsz
Rep68 — ! : . ! 3,9 kb
' | 993 o 2183 |
Vo i 1,
Rep52 . . 3,6 kb
PN
Rep40 E— —i 3,3 kb

Abb. 3: Struktur des AAV-Genoms. Das AAV-Genom ist in der Mitte als schwarzer
Balken mit einer Skala von 100 Einheiten dargestellt, wobei eine Einheit ca. 47
Nukleotiden entspricht. Die inverted terminal repeats (ITRs) sind als hellgelbe
Quadrate dargestellt. Die roten Punkte zeigen die Transkriptionspromotoren
(ps, P19, P4o) an. Die poly(A)-Sequenz beginnt an Position 96. Die von den
Promotoren aus synthetisierten RNAs sind als blaue Pfeile, die Introns als
hellblaue Einlasse dargestellt. Die kodierenden Regionen fir die vier Rep-
Proteine (Rep 78, Rep 68, Rep 52, Rep 40) und fir die viralen Capsidproteine
(VP1, VP2, VP3) sind als grine Boxen dargestellt. Die Zahlen an den Boxen
zeigen den Beginn und das Ende der Codons an. (Nach Smuda & Carter,
1991)

Rep68 und Rep78 werden fiir die Replikation bendtigt, VP2 und VP3 um das Capsid
zu bilden. Rep52 und Rep40 sorgen anscheinend zusammen mit VP1 fir die Ver-
kapselung der DNA und stabilisieren die Viruspartikel (Muzyczka, 1992; Carter,
1992).
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1.3.2 Virale Replikation

Bei der Infektion binden Viren erst an die Zellen, um dann einzudringen. Fir diese
rezeptorvermittelte Endocytose nutzt AAV2 Heparansulfat-Proteoglucane (HSPG)
(Summerford & Samulski, 1998) und als Korezeptoren o,fs Integrin (Summerford et
al., 1999) und den humanen Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor 1 (FGFR1)
(Qing et al., 1999). Fur andere Serotypen sind mdgliche Rezeptoren noch nicht
bekannt; sie scheinen jedoch extrazellular nicht in groBen Mengen vorzukommen
(Grimm et al. 2003a).

Es gibt zwei verschiedene Phasen im Zyklus des AAV, je nachdem ob permissive
oder nicht permissive Zellen infiziert werden. In permissiven Zellen ist die Replikation
des AAV mdglich, da samtliche bendtigten Faktoren, d.h. auch die Gene und Gen-
produkte der Helferviren (Adeno- oder Herpesviren), vorliegen. In nicht permissiven
Zellen dagegen fehlen einige Faktoren, so dass keine AAV-Replikation stattfinden
kann (Carter, 1990; Flotte et al., 1993).

Bei der produktiven Infektion, d.h. beim lytischen Zyklus in permissiven Zellen, muss
die Einzelstrang-DNA (ssDNA) in die replikative Form des AAV umgewandelt wer-
den. Dazu wird die ssDNA mit Hilfe der haarnadelférmigen ITRs, die als Primer
dienen (Abb.4) in eine doppelstrangige Struktur (dsDNA) Uberfihrt, so dass Trans-
skription und Genexpression méglich werden (Gao et al., 2004). Die Replikation der
AAV-DNA erfolgt mittels einer zellularen Polymerase. Die dsDNA liegt dabei als
Kopf-an-Kopf oder Schwanz-an-Schwanz-Multimer vor und dient als Vorlage fir die
Synthese der ssAAV-Genome, die anschlieBend in vorgefertigte AAV-Capside ver-
packt werden (Carter et al., 1998; Muzyczka, 1992) sowie als Template fir Trans-
skription und Expression der AAV-Proteine. Trotz des doppelstrangigen DNA-
Molekilintermediates werden nur jeweils ein ,plus“- oder ,minus“-Strang des AAV-
Genoms verpackt (Muzyczka, 1992; Steinbach et al., 1997).

Die Geschwindigkeit der de novo-Synthese eines komplementaren Strangs - meta-
bolische Aktivierung genannt - wird durch den physiologischen Status der Zelle
bestimmt und durch bestimmte Helfervirusfunktionen beschleunigt (Ferrari et al.,
1996; Fisher et al., 1996; Atchison et al., 1965; Hoggan et al., 1966; Melnick et al.,
1965; Berns, 1996; Muzyczka & Berns, 2002). Eine wichtige Rolle spielen hierbei die
adenoviralen Gene E1A, E1B, E2A (Carter, 1990).

Etwa 16-30 Stunden nach der produktiven Infektion akkumulieren reife, infektiése
AAV-Partikel in der Zelle. Aus einer einzigen mit AAV und Helferviren koinfizierten
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Nucleus
3'OH
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adenovirales E4 ORF6
genotoxischer Stress (UV,

Réntgenstrahlung, etc.)

Hitzeschock

Abb. 4: Metabolischer Weg des AAV-Genoms in der Zelle beim lytischen Zy-
klus. Adsorption und Eindringen in die Zelle sind unabhangig von Helfer-
virusfunktionen. Die metabolische Aktivierung (Konvertierung der ssDNA in die
doppelstrangige replikative Form) kann durch Helfervirusfunktionen oder
genotoxischen Stress beschleunigt werden. Die als Primer dienenden ITRs
sind als Haarnadelstruktur dargestellt. Nach Ferrari et al. 1996. Abklrzungen:
ds: doppelstrangig; ITR: inverted terminal repeat; ss: einzelstrangig; ORF:
open reading frame; UV: ultraviolette Strahlung

Zelle, kbnnen weit Gber 100.000 AAV-partikel hervorgehen (Carter, 1992).

Zellen die nicht mit Helferviren infiziert und somit nicht permissiv sind, kénnen eben-
falls von AAV infiziert werden. Es kommt aber nicht zum lytischen Zyklus. Statt-
dessen integriert AAV ins Wirtsgenom: es handelt sich hierbei um Latenz. Vor der
Integration muss jedoch wie im lytischen Zyklus eine Konvertierung des ssDNA-
Stranges in eine dsDNA erfolgen. Diese findet aber ausschlieBlich durch annealing
der ,plus“- und ,minus“-Strange statt (Nakai et al., 2002). Es bildet sich eine zirkulare
ds-Form. Wird diese zirkuldare Form vervielfaltigt (rolling circle replication) entstehen
dabei Kopf-an-Schwanz-Konkatemere (Duan et al., 1998). Diese integrieren als Tan-
demwiederholungen in das Genom und bilden die Latenz aus. Das Wildtyp-AAV-
Provirus integriert — einzigartig bei eukaryotischen DNA-Viren — bevorzugt (zu Uber
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70%) in eine bestimmte Stelle im menschlichen Chromosom. Diese Integration in die
AAV1S (AAV site 1) genannte Stelle im Chromosom 19 (19q13.3-gter) geschieht
ohne bekannte klinische Auswirkungen (Kotin et al., 1990, 1991, 1992; Dutheil et al.,
2000; Linden & Berns 1996; Samulski 1993; Young et al., 2000a). Effizienz und
Spezifitat dieses Prozesses werden durch die AAV rep-Gene vermittelt.

Eine spéatere (Super-) Infektion mit dem Helfervirus kann zum Herauslésen (rescue)
der AAV-DNA aus dem Wirtsgenom, zur Replikation der viralen DNA und damit zur

Bildung neuer Viruspartikel fihren.

Da Zellen sehr sensibel auf die Anwesenheit von ssDNA reagieren und diese als
Signal fir geschadigte DNA verstanden wird (Huang et al., 1996), wird ssDNA von
zellularen Mechanismen tendenziell eher abgebaut, anstatt in dsDNA konvertiert zu
werden (Hauck et al., 2004). Aus diesem Grund ist die AAV-Infektion nicht ganz so
effizient, wie beispielsweise die von Adenoviren. Letztere tragen statt einzel-

strangiger doppelstrangige DNA.

1.4 Virale Vektoren auf AAV-Basis

Ein idealer viraler Vektor fir die Gentherapie sollte zwar den viralen Infektionsweg
nutzen, aber nicht repliziert werden, die Expression viraler Gene vermeiden und
keine Zytotoxizitdt verursachen. Stattdessen soll das therapeutische Gen (hFIX)
exprimiert werden. Der Versuch, dies zu erreichen, erfolgt durch die Deletion aller
oder der meisten kodierenden Regionen, so dass nur noch die in cis (d. h. auf dem
selben DNA-Strang vorliegend) benétigten Sequenzen verbleiben, die fir die Ver-
packung des Vektorgenoms in das virale Capsid oder die Integration des Vektors in
das Wirtschromosom essentiell sind. Diese essentiellen Sequenzen sind bei Vek-
toren auf Basis des Adenoassoziierten Virus nur die duBeren DNA-Enden, die ITRs
(inverted terminal repeats).

Rekombinante Adenoassoziierte Viren (rAAV) wurden zwar in der Mitte der 1980er
Jahre erstmals als Gentransfervehikel eingesetzt, aber sind erst lange nach retro-,
adeno- und nichtviralen Gentherapievektoren Mitte der 1990er gangig geworden
(Muzyczka 1992). Ein Grund war, dass sie Uber viele Jahre hinweg kaum in
ausreichender Menge herzustellen waren, so dass wenige in vivo-Versuche durch-

gefuhrt werden konnten.
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Von den bisher elf bekannten AAV-Serotypen, wurden die Typen 1 - 9 als Gen-
therapievektoren in Studien eingesetzt. Der am besten charakterisierte und in den
ersten Jahren der Verwendung von rAAV am haufigsten verwendete Serotyp ist der
Typ 2 (Samulski et al., 1999).

Weniger als 10 % der AAV-Genome integrieren in das Wirtsgenom (Flotte et al.,
1993b; Afione et al., 1996; Kaplitt et al., 1994; Xiao et al., 1996). Wahrend dies beim
Wildtyp-AAV2 bevorzugt in die so genannte AAVS1-Stelle des Chromosoms 19
geschieht, ist dies bei rekombinanten Viren nicht der Fall. Stattdessen kommt es bei
rAAV durch das Fehlen der rep-Gene zu einer zufalligen Integration (Balagué et al.,
1997; Young et al., 2000b). Auf Grund der recht geringen Integrationsrate werden die
rAAV zu den nichtintegrierenden Vektoren gezahlt.

Nach der Transduktion von Zellen mit rAAV2 steigt die Expression des therapeu-
tischen (hFIX-) Gens langsam an und es dauert ca. 4 - 8 Wochen, bis das Expres-
sionsplateau erreicht ist.

1.4.1 Vorteile und Risiken von Vektoren auf AAV-Basis

Wie alle Vektoren bieten auch rekombinante Adenoassoziierte Viren viele Vorteile,
bergen aber auch gewisse Risiken. Beide Punkte sollen im Folgenden betrachtet

werden.

Vorteile:

AAV haben viele einzigartige und vorteilhafte Charakteristika, die sie interessant fir
die Verwendung als Gentransfervehikel machen und die daflir sorgen, dass sie auch
heute noch zu den fir den FIX-Gentransfer am besten geeigneten Vektoren zahlen
(Kaufman, 1999; Monahan & Samulski, 2000; Rabinowitz & Samulski, 1998; Sa-
mulski et al, 1999). Das Wildtypvirus ist nicht pathogen und daraus entwickelte
Vektoren enthalten keine viralen Gene. Somit kann es nicht zur Expression viraler
Proteine kommen, die eine zellulare Immunreaktion oder cytotoxische Reaktion
gegen transduzierte Zellen auslésen kénnten, wie es bei adenoviralen Vektoren der
Fall ist. Toxikologische Untersuchungen zeigten, dass FIX-Gentransfer mittels rAAV
sowohl nach intramuskularer, als auch nach intravendser und direkter Verabreichung
in die Leber gut vertraglich ist (Kay et al., 2000; Manno et al., 2003, 2006; Arruda et
al., 2002; High 2004a,b). Vor dem Hintergrund des Todesfalles eines 18 jahrigen Pa-
tienten im Jahre 1999, der an einer milden, gut unter Kontrolle zu haltenden Form der
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Ornithintranscarbamylase-Defizienz (OTC) litt, ist die fehlende Toxizitdt der AAV-
Vektoren besonders hoch zu werten. Der Patient war mit 3,8 x 10'® adenoviralen
Vektorpartikeln behandelt worden, die das OTC-Gen enthielten (Report of the Natio-
nal Institutes of Health Recombinant DNA Advisory Committee, 2002; Marshall,
1999). Ursachen fir die starke Immunreaktion waren wahrscheinlich die adenoviralen
Capsidproteine sowie ein durch vorherige Wildtypinfektion sensibilisiertes Immun-
system (Bostanci, 2002).

rAAV transduzieren, anders als Ad-Vektoren, keine antigenprasentierenden dendri-
tischen Zellen (Jooss et al., 1998), sondern eine breite Palette von sowohl proliferie-
renden, als auch ruhenden Zellen, wie z.B. Leber- oder Muskelzellen von Mausen,
Hunden und Primaten (Monahan et al., 1998; Fisher et al., 1997; Samulski et al.,
1999). Obwohl der natirliche Infektionsweg fir Wildtyp(wt)-AAV2 die oberen
Atemwege sind, infizieren rAAV im Tierversuch effizient auch Gehirn, Leber, Lunge,
Muskeln, Retina sowie GefaBsystem und exprimieren dort auch Uber lange Zeit-
raume hinweg Transgene (Kaufman, 1999; Monahan & Samulski, 2000; Rabinowitz
& Samulski, 1998; Samulski et al., 1999). AAV-Partikel sind sehr stabil und unem-
pfindlich. So kénnen bei der Vektorproduktion relativ unsanfte Methoden verwendet
werden und es missen weder hohe Temperaturen oder Driicke vermieden werden,

noch mindern lange Zentrifugations- oder Dialysezeiten ohne Kihlung die Ausbeute.

Nachteile/Risiken:

Der gr6Bte Nachteil von rAAV fir viele Anwendungen in der Gentherapie ist die
relativ geringe Aufnahmekapazitat fir Expressionskassetten (~ 4,5 kb). Bei Krank-
heiten, die auf dem Versagen eher kleiner Gene wie dem FIX-Gen (1,4 kb) bei der
Hamophilie B beruhen, stellt dies kein Hindernis dar. Anders jedoch z.B. bei der
Hamophilie A, da das FVIII-Gen selbst als FVIII-cDNA mit 4,3 kb noch sehr groB ist
und umstandliche Lésungen gefunden werden missen, um Platz fir Promotor und
andere Sequenzen zu schaffen (Burton et al., 1999; Chao et al., 2002; Gnatenko et
al, 1999).

Insertionsmutagenese:
Vektoren auf AAV-Basis persistieren grdBtenteils als Episom, aber mit niedriger
Frequenz (<5%) kdnnen sie in einigen Geweben von Mausen, abhangig von
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zellularen Proteinen trotzdem ins Wirtszellgenom integrieren (Nakai et al., 2003). Pro
Zelle einer Mausleber wurden 0,05 integrierte Kopien beobachtet — was beim Men-
schen jedoch Milliarden mutierter Zellen in der Leber bedeuten wirde (Nakai et al.,
2005). Die Integration findet bei rekombinanten AAV wegen des Fehlens der rep-
Gene nicht an der Haupintegrationsstelle AAVS1, sondern zufallig statt (Miao et al.,
1998; Nakai et al., 2005).

Rekombinante AAV scheinen bevorzugt nicht homolog in praexistierende Chromo-
somenbriche zu integrieren (Russell et al., 1995; Alexander et al., 1994; Nakai et al.,
2002; Miller et al., 2004). Somit sind sie nicht die Verursacher der bei der Integration
beobachteten Chromosomendeletionen und Rearrangements, sondern deren Nutz-
nieBer (Nakai et al., 2003). Dies kdnnte auch der Grund fiir die Praferenz der rAAV
sein, in transkribierte Bereiche zu integrieren: aktive Gene haben eine gréBere Wahr-
scheinlichkeit fir Doppelstrangbriiche (Gonzales-Barrera et al., 2002) und/oder die
Doppelstrangbriiche sind dort besser zuganglich (Russell, 2003). Des Weiteren
scheint die rAAV-Integration in das Genom von der Art des transduzierten Gewebes
und vor allem von dessen Proliferationsstatus abzuh&ngen. Eine in vitro-Studie mit
menschlichen Zellen zeigte bei der Integration von rAAV eine Praferenz fir DNA-
Bereiche, in denen haufig die Nukleotidsequenz CG auftaucht (CpG-Inseln) (Miller et
al., 2005). Im gréBtenteils postmitotischem Muskelgewebe dagegen wurde bisher
keine rAAV-Integration nachgewiesen (Schnepp et al., 2003).

Auch wenn bisher keine Nebenwirkungen durch Integration von rAAV beobachtet
wurden, sollte die Integration durch Tierversuche an einer groBen Anzahl von Indi-
viduen erforscht werden. Wie wichtig es ist, das Risiko der Insertionsmutagenese
genau zu untersuchen, zeigt der Vorfall bei einer Gentherapiestudie mit rekombi-
nanten retroviralen Vektoren. Zwei von elf Kindern, bei denen erstmals eine Heilung
durch Gentherapie erreicht worden war (Cavazzana-Calvo et al., 2000), erkrankten
spater an Leukadmie (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Behandelt worden war die
tédlich verlaufende Immundefizienz-Krankheit SCID-X1-Syndrom mit hamato-
poietischen Stammzellen, die ex vivo mit einem Mause-Leukdmie-Virus- (MLV-)

Vektor transduziert worden waren.

Inzwischen wurden einige in vitro- und Tierversuche unternommen, um die Inte-
gration des rAAV nach AAVS1 zu lenken (Huttner et al., 2003; Gonclaves, 2005;
Recchia et al., 2004).
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Vertikale Transmission:

Das Risiko der vertikalen Transmission, also der Vererbung an die Nachkommen,
héngt von der Fahigkeit der rAAV ab, die Keimbahn zu infizieren und in das Genom
der Keimzellen zu integrieren. Im Tierversuch mit Kaninchen zeigte sich, dass rAAV
durch Streuung auch ins Gonadengewebe gelangen konnten. Die Menge der Vektor-
sequenzen in anderen als den Zielgeweben war dosisabhangig (nach einer Injektion
mit 5x10'° vp in die Portalvene von Mausen waren die Vektorpartikel vorwiegend in
der Leber zu finden, nach einer Injektion von 1x10'" vp aber deutlich mehr in der Milz
und anderen Geweben [Nathwani et al., 2001]), nahm mit der Zeit ab und im
Gonadengewebe war die Konzentration generell 1000-fach geringer als im Ziel-
gewebe. Doch selbst bei relativ hohen Dosen von 1x10' vg (Vektorgenome)/kg
Kérpergewicht waren in Spermaproben keine positiven Signale zu finden (Arruda et
al., 2001a).

Klinische Studien am Menschen zeigten allerdings nach der Injektion von rAAV in die
Pfortader (Arruda et al., 2002; Manno et al., 2006) transient positive Spermaproben.
Die rAAV lagen jedoch nur in der Samenflissigkeit vor (High, 2004b) und Unter-
suchungen an Primaten hatten bereits gezeigt, dass Spermatogonien kein Heparan-
sulfatproteoglycan exprimieren, den wichtigsten Zellrezeptor fir AAV2. Diese Zellen
sind somit wahrscheinlich nicht permissiv flr Vektoren, die eine AAV2-Hille haben
(Summerford & Samulski, 1998). Da der Gewebetropismus vom Capsid abhangig ist,
kénnen diese Ergebnisse jedoch nicht auf andere AAV-Serotypen Ubertragen wer-
den.

Die Exposition von reifen Mausspermien mit hohen AAV2-Konzentrationen (3400-
34000 vg/Zelle) zeigte, dass das Risiko der Transduktion extrem gering bis nicht vor-
handen ist (Couto et al., 2004). Kirzlich zeigten Schuettrumpf et al. (2006), dass im
Kaninchen nach intravenéser Vektorverabreichung Samenproben maximal vier Tage
positiv waren. Langzeituntersuchungen zeigten, dass positive Signale nicht erneut
auftraten. Auch die Autoren dieser Studie gelangten zu dem Schluss, dass AAV2-

Vektoren ein minimales Risiko der Keimbahntransmission fir Menschen aufweisen.

Immunreaktion:
Es gibt unterschiedliche Teilaspekte der Immunreaktion, die bei der Gentherapie
beachtet werden missen: eine potentielle Gefahr der Gentherapie ist die zelluléare

Immunantwort gegen transduzierte Zellen. Des Weiteren kdnnen neutralisierende
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Antikérper gegen den Vektor selbst, also die Capsidproteine und andere virale
Genprodukte gebildet werden, oder aber auch gegen das Transgenprodukt
(»Inhibitoren®).

Zelluldre Immunantwort: Da weder wtAAV noch rAAV antigenprasentierende Zellen
transduzieren, wurde zunachst angenommen, dass die Gefahr einer zellularen Im-
munantwort bei Vektoren auf Basis des Adenoassoziierten Virus, ganz im Gegen-
satz zu adenoviralen Vektoren, nicht besteht (Chirmule et al., 1999).

Unerwartet zeigte sich jedoch, dass es im Menschen, anders als in Mausen, Ratten,
h&mophilen Hunden und nichthumanen Primaten, zu einer T-Zell-vermittelten Im-
munantwort gegen AAV-Capsidantigene kam. Die Prasentation von Antigenen Uber
das MHC-Klasse |-System mit der Folge der Differenzierung von CD8"-T-Zellen in
cytotoxische T-Lymphozyten flahrte zur Zerstérung vektortransduzierter Zellen
(Hepatocyten) (Manno et al., 2006). AAV-Capside werden zwar — im Gegensatz zum
hFIX-Transgen — in transduzierten Zellen nicht synthetisiert, aber die Proteine kdn-
nen auch passiv aufgenommen, tUber das MHC-Klasse |-System prasentiert werden
und zum Erkennen AAV-transduzierter Hepatocyten durch CD8"-T-Zellen fiihren.
Eine Hypothese (Manno et al., 2006), die den Unterschied zu Tieren erklart, lautet
wie folgt: anders als Tiere werden Menschen naturlicherweise schon im Kindesalter
mit AAV infiziert. Da AAV replikationsdefizient sind, findet diese Infektion immer zu-
sammen mit einer Helfervirusinfektion (Adenovirus) statt. Obwohl AAV alleine mé-
glicherweise keine Entziindungsreaktion hervorrufen, die fir eine maximale adaptive
Immunantwort nétig wére, fihrt die Kombination mit der Adenovirusinfektion, welche
das angeborene Immunsystem aktiviert, dazu, dass gegen Helfervirus- und AAV-
Antigene gerichtete CD8"-T-Zellen gebildet werden. Nach Erlangen der Kontrolle
Uber die Infektion nimmt die Frequenz der AAV-spezifischen CD8"-T-Zellen ab, aber
es bleibt ein kleiner Pool T-Gedachtniszellen zurlick. Eine erneute Exposition des
AAV-Capsids reaktiviert die CD8"-T-Gedachtniszellen und flhrt zur Zerstérung der
AAV-Capsid-haltigen Zellen — der transduzierten Hepatocyten. T-Gedachtniszellen
werden schneller aktiviert, als naive Lymphozyten, so dass eine Reexposition im
Menschen zu einem anderen Ergebnis fihrt, als eine priméare Infektion im Tier-
versuch. Es sind also wohl die AAV-Capside, nicht das Transgen hFIX, dass die

zellulare Immunantwort stimuliert (Manno et al., 2006).
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Eine kurzzeitige Immunmodulation zum Zeitpunkt der Vektorverabreichung kénnte
eine Lésung dieses Problems darstellen (Fields et al., 2001, Manno et al. 2006), da
das Capsid nur flr den Transport des therapeutischen Gens benétigt und anschlie-

Bend abgebaut wird.

Neutralisierende Antikérper gegen das AAV-Capsid: Ein weiteres Problem kénnte die
humorale Immunantwort gegen AAV-Capsidproteine darstellen. In 20 — 80 % der
Bevdlkerung sind praexistierenden neutralisierenden Antikbrpern gegen AAV2 zu
finden. Die Werte schwanken, abhangig von der Altersgruppe und geographischen
Lokalisation (Moskalenko et al., 2000; Parks et al, 1970; Blacklow et al., 1968a;
Chirmule et al., 1999; Erles et al., 1999). Studien lieferten widerspriichliche Ergebnis-
se, ob diese humorale Immunantwort neutralisierende Effekte hat und die Effizienz
der in vivo-Transduktion des Vektors in Leber, Muskeln und Lunge verschlechtert.
Einige Studien zeigten, dass neutralisierende Antikorper die Vektor-Effizienz von in
vivo-Leber- (Halbert et al., 1997) oder Lungeninfektionen (Moskalenko et al., 2000)
negativ beeinflussten. Neutralisierende Antikdérper scheinen zwar keine Reinfektion,
aber das Entpacken des Virus bzw. Vektors zu verhindern (Blacklow, 1988; Beck et
al., 1998).

Andere Studien dagegen zeigten, dass diese humorale Immunantwort keinen Ein-
fluss auf die Transduktionseffizienz des Vektors im Muskel (Fisher et al., 1997) oder
der Lunge (Beck et al., 1999) hat.

Wenn die relativ weit verbreitete Immunantwort gegen AAV2 ein Hindernis flr den
Gentransfer darstellen sollte, kénnte ein Wechsel zu anderen AAV-Serotypen eine
Lésung sein. Auch gegen die Serotypen 1,3 und 5 kommen zwar neutralisierende
Antikérper im Menschen vor und die Pravalenz steigt mit dem Alter, aber ihre neutra-
lisierenden Effekte sind nicht so ausgepragt, wie die der Anti-AAV2-Antikérper (Xiao
et al. 1999). Neutralisierenden Antikdrper gegen AAV5 kommen zudem sehr selten
vor (Hildinger et al., 2001).

LInhibitoren®: Es ist bekannt, dass Anti-FIX-Antikérper (Inhibitoren) bei der klas-
sischen Substitutionstherapie mit FIX-Konzentraten in Hamophilie B-Patienten auf-
treten und die Behandlung erheblich erschweren kénnen (Kapitel 1.1.3). Eine humo-

rale Immunantwort auf das Transgenprodukt, hier FIX, wirde nicht nur eine Gen-
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therapie behindern, sondern im Falle der Hamophilie auch die herkbmmliche Thera-
pie mit Faktorenkonzentraten.

Die Inhibitorenbildung ist davon abhangig, ob T-Helferzellen aktiviert werden, oder ob
in diesen Toleranz induziert wird. Dies wiederum ist vom Aktivierungsstatus der anti-
genprasentierenden Zellen abhangig, mit denen die T-Helferzellen interagieren. Bei
der Aktivierung der antigenprasentierenden Zellen spielen zahlreiche Faktoren, wie
z.B. der Gewebetyp oder Entziindungssignale, eine Rolle. Entziindungssignale mus-
sen dabei nicht vom Vektor hervorgerufen werden (rAAV haben ein duBerst geringes
Entzindungspotential), sondern kénnen auch durch Verletzungen verursacht werden
(Sakaguchi et al., 2001).

Viele Studien zeigten weitere Ursachen der Inhibitorbildung bei der Behandlung mit
FIX-Konzentraten. Ein wichtiger Punkt ist die Art der Mutation, die den Faktoren-
mangel ausldst. So haben groBe Deletionen oder Stopp-Mutationen, die zum Verlust
des Proteins flhren, ein gréBeres Potential als beispielsweise missense-Mutationen,
die zwar die Funktion des FIX-Proteins beeintrachtigen, aber die dennoch dessen Bil-
dung erlauben, so dass das Immunsystem Wildtypgerinnungsfaktoren (Konzentrate
oder gentherapeutische) nicht als fremd ansieht. Ein weiterer Punkt ist die Verab-
reichungsmethode des Vektors (intravends, intramuskular, intrahepatisch). So kam
es bei der Verabreichung von AAV-Vektoren Uber die Leber sowohl bei Mausen, als
auch bei Hunden selten zur Inhibitorbildung — anders als bei intramuskularer Verab-
reichung. Auch die Auswahl der Promotoren - gewebespezifisch oder universell -
(Pastore et al., 1999) und die Dosis des Vektors beeinflussen die Inhibitorbildung.
Besonders wichtig ist die Dosis/Einstichstelle bei der intramuskularen Verabreichung
des Vektors (Herzog et al., 2002). Es scheint, dass die Menge des produzierten
Transgens, das lokal synthetisiert wird, der wichtigste, eine Immunantwort auslésen-
de Faktor ist. Virale Vektoren mit AAV1-Pseudotyp, erzielten ndmlich nach intramus-
kularer Injektion im Hundemodell mit einer geringeren Dosis (2,4 x 10" vg/kg Kérper-
gewicht bzw. 6,8 x 10'® vg/Einstichstelle), eine hdhere Transgenexpression als
rAAV2-Vektoren in Hunden, die in deutlich héherer Dosis verabreicht worden waren
(5,6 x 10" und 8,5 x 10'? vg/kg Kdrpergewicht bzw. 2,0 x 10'? vg/Einstichstelle).
Trotz der geringeren Vektordosis entwickelte der mit rAAV1 behandelte Hund inhibi-
torische Antikérper, die beiden mit rAAV2 behandelten Tiere dagegen nicht (Arruda
et al., 2004a).
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Dieser Schluss stimmt mit den Daten aus der Literatur Gber Vakzine (berein, die be-
sagen, dass die Menge Antigen, die in einer intramuskularen Einstichstelle verab-
reicht wird, mit der Starke der Immunantwort korreliert (Zinkernagel, 2000).

1.4.2 Aufbau viraler Vektoren auf AAV-Basis (rAAV)

Die ITRs sind die einzigen AAV-Sequenzen, die in cis im Vektor vorhanden sein
muassen. Der Raum zwischen den ITRs im AAV-Vektorplasmid, der durch die Dele-
tion der rep- und cap-Gene entsteht, wird mit der eukaryotischen Expressions-
kassette (bestehend aus Promotor[en], Regulatorsequenz[en], therapeutischem Gen
— in diesem Falle hFIX — und poly-A-Sequenz[en]) ausgefiillt, die bis zu etwa 4,7 kb
groB sein darf, um noch effizient in AAV-Capside verpackt zu werden (Abb. 5).

Der Zyklus des AAV ist aber in Bezug auf die Rep- und Cap-Proteinexpression und
das Verhaltnis zwischen Replikation und Virusassembly, sehr genau koordiniert. Um
diese Situation bei der Produktion der rekombinanten Vektoren auf AAV-Basis nach-
zustellen, missen die rep- und cap-Gene zur Verfligung gestellt werden. Da es aus-
reicht, dies in trans zu tun (Muzyczka, 1992; Flotte & Carter, 1995; Smuda & Carter,

A 5°ITR Rep Cap 3'ITR

Promotor, Enhancer, Transgen, poly(A)-Sequenz

Expressionskassette

Abb. 5: Vergleich von Wildtyp-AAV und rekombinantem AAV. In grlin sind alle
Wildtyp-Bestandteile des AAV-Genoms dargestellt, die rekombinante Expres-
sionskassette in rot. A) zeigt das Wildtyp-AAV-Genom, bestehend aus den
inverted terminal repeats (ITRs), den rep- und den cap-Genen. B) zeigt die
zwischen die ITRs klonierte Expressionskassette, die im Allgemeinen aus
Promotor, Enhancer, eventuell regulatorischen Sequenzen, Transgen (thera-
peutisches Gen, hier hFIX) und poly-(A)-Sequenz besteht.

26



1 Einleitung

1991), wird dazu die Produktionszellline auBer mit dem AAV-Vektorplasmid zusatz-
lich noch mit einem Helferplasmid kotransfiziert. Dieses zweite Plasmid enthalt auBer
den AAV-Genen rep und cap auch die fir die Vermehrung notwendigen adenoviralen
Gene E2a, E4, und VA. Die Integration der adenoviralen Gene in das Helferplasmid
macht eine zusatzliche Infektion mit dem Adenovirus Uberflissig. Als Produktionszell-
linie wird HEK293T verwendet, die bereits das ebenfalls bendétigte adenovirale E1-
Gen stabil enthalt.

Werden andere Serotypen als AAV2 als Vektor genutzt, wird meist die so genannte
Pseudotyp-Strategie angewandt, bei der die Expressionskassette zwischen die ITRs
des AAV2 kloniert wird, wahrend das Helferplasmid aber die cap-Gene eines
anderen Serotyps enthalt, so dass das rekombinante Genom in das Capsid eines

anderen AAV-Serotypen verpackt wird.

Inzwischen gibt es auch doppelstrangige AAV (so genannte self complementary,
scAAV), die den Schritt der Doppelstrangsynthese bzw. des annealings von ,plus*-
und ,minus“-Strang Uberfliissig machen (siehe Kapitel 1.3.1). Dieses scAAV ent-
spricht einem Haarnadelstruktur-Intermediat des AAV-Replikationszyklus. Auch die
scAAV2-Vektoren brauchen etwa 4 - 8 Wochen, bis sie das Expressionsplateau er-
reichen (Thomas et al., 2004), sind dann aber deutlich effizienter (10-100fache
Transgenexpressionsrate) (McCarty et al., 2001). Sie haben aber den groBen Nach-
teil, dass sie nur 2,4 kb doppelstrangige DNA aufnehmen kénnen, so dass ihr Nutzen
flr den therapeutischen Gentransfer eingeschrankt ist (McCarty et al. 2001).

1.4.3 Steuerbare Transgenexpression mittels Tet-System

Die endogene Genexpression wird in vivo genau reguliert, so dass Vorhandensein
und Menge des jeweiligen Genproduktes flr jede Zelle spezifisch sind. Um das in
Zellen gentherapeutisch erzeugte Protein sicher und effektiv zu handhaben, ist es
von Vorteil, wenn die Expression des therapeutischen Gens reguliert werden kann
(Clackson, 2000). Das am haufigsten genutzte Genregulations-system ist das binare
Tetracyclin (Tet)-System, mit dem die Expression eines Gens angeschaltet (Tet On)
bzw. abgeschaltet (Tet Off) werden kann (Corbel & Rossi, 2002) (Abb. 6).

Das Tet-System basiert auf einer spezifischen Bindung des Regulatorproteins tTA
bzw. rtTA ([reverses] Tetracyclin-kontrolliertes Transaktivatorprotein) an den TRE-
Promotor (Tetracyclin-reguliertes Element), von dem aus das therapeutischen (hFIX-)
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tTA-Protein

Transkription
W
I_> tetR
Promotor M tetR VP16 /@

tTA'Gen tetR )
+ Tc (oder Dox)

A

Regulator-Element

- Tc (oder Dox)

/ Transkription

A @ >
[ fetR) '
tetO  Pricwv therapeutisches Gen

TRE-Promotor
response-Element

Abb. 6: Schematische Darstellung des Tet Off-Systems. Die Regulator-Sequenz
besteht aus einem (gewebespezifischen oder universellen) Promotor und dem
tTA-Gen. Dieses ist eine Fusion aus dem prokaryotischem (E.coli) Tetracyklin-
Repressor TetR, und der C-terminalen Transskriptions-Aktivatordomane des
Herpes Simplex Virus VP16-Proteins. Die response-Sequenz setzt sich aus
dem TRE-Promotor und dem therapeutischen Gen zusammen. TRE besteht
dabei aus sieben Kopien der 19 bp groBen prokaryotischen tetracycline ope-
rator binding site (tetO), fusioniert mit der minimalen CMV-Promotor-Region,
die die TATA-Box und die Transskriptionsstartstelle enthélt (Gossen & Bujard,
1992). Abkirzungen: Dox: Doxycyclin; Pmincmyv: minimaler Cytomegali-Virus-
Promotor; Tc: Tetracyclin; TRE: Tet reguliertes Element. Abbildung nach
CLONTECH Laboratories, Inc.

Gen transkribiert wird. Grundsétzlich wird immer das Regulatorprotein dauerhaft ex-
primiert. Im Falle des Tet Off-Systems ist der TRE-Promotor aktiv, wenn das tTA-Pro-
tein an den Promotor bindet. Gelangt der Koregulator Tetracyclin (Tet) in die Zelle, so
bindet dieser an das tTA-Protein, so dass tTA nicht mehr an den Promotor des thera-
peutischen Gens (TRE) binden kann. Dies bewirkt dessen Abschaltung und damit die
Inhibierung der Expression des therapeutischen Gens.

Das Tet On-System funktioniert umgekehrt: hier wird eine mutierte Form des tTA-
Gens verwendet, das rtTA-Gen (reverses Tetracyclin-kontrolliertes Transaktivator-

protein-Gen). Das riTA-Protein bindet nur in Anwesenheit von Tetracyclin an den
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TRE-Promotor, so dass durch Zugabe des Koregulators Tetracyclin die Expression
des therapeutischen Gens induziert werden kann.

Vorteile des Tet-Systems sind die gute, dosisabhangige Induzierbarkeit, die kurze
Reaktionszeit, die Spezifitdt und die fehlende Interferenz mit zellularen Mechanis-
men. Als Koregulator und Induktor kann an Stelle von Tetracyclin das medizinisch
gebrauchliche Analogon Doxycyclin verwendet werden. Es passiert die Zellmembran
und ist sehr vertraglich und sicher in der Anwendung im Menschen (Solera, 1996).
Tet-Systeme sind bisher in verschiedenen Vektoren in Kombination mit unterschied-
lichen Transgenen verwendet worden, beispielsweise in adenoviralen (Corti et al.,
1999), AAV (Habermann et al., 1998), retroviralen (Hofmann et al., 1992) und HSV-
Vektoren (Ho et al., 1996).

1.4.4 Verwendung von rAAV in der Gentherapie von Erbkrankheiten

AAV-Vektoren werden inzwischen fir die therapeutische Anwendung entwickelt.
Nach praklinischen Studien in verschiedenen Tiermodellen wurden klinische Studien
der Phase 1 fur den Einsatz der Vektoren zur Behandlung von Hamophilie B (Kay et
al., 2000; Manno et al., 2003; Manno et al., 2006) sowie verschiedener anderer
monogenetischer Krankheiten durchgefihrt (siehe auch Kapitel 1.5.3). Die erste
dieser Studien wurde an einem an Zystischer Fibrose erkrankten Patienten durch-
gefihrt (Wagner et al., 1998). Diese bestatigte zwar die Sicherheit von rAAV, zeigte
aber in Bezug auf Ziele der Studie kaum statistisch signifikante Ergebnisse. Der
Vektor auf AAV2-Basis exprimierte in diesem Fall das CFTR-Gen (cystic fibrosis
transmembran conductance regulator) (Carter, 1996). Bei der Zystischen Fibrose
handelt es sich um eine letale, autosomal rezessive Krankheit, die durch die Mutation
des CFTR-Gens verursacht wird. Das Fehlen des Genproduktes, einem lonenkanal,
fihrt zu biochemischen Veranderungen u. a. in der Lunge, die dadurch zunehmend
verschleimt und schlieBlich versagt. Ziel war es, die CFTR cDNA in die Epithelzellen
der Lunge zu bringen (Flotte et al., 1996; Wagner et al., 1999).

Andere Studien zeigten die Mdglichkeit auf, AAV-Vektoren bei der autosomal domi-
nanten Ophtalmic Disease, die zur Blindheit fihrt, einzusetzen (Flannery et al., 1997;
Lewin et al., 1998; Guy et al., 1998; Jomary et al., 1997). So wurden Photorezeptor-
zellen im Nagetiermodell durch Injektionen in den subretinalen Raum transduziert,
wobei eine einzige Injektion zu einer Transduktionsrate von 10 - 20 % der gesamten
Retina und 100 % im direkten Umfeld der Einstichstelle — insgesamt geschatzten 2,5

29



1 Einleitung

Millionen transduzierten Photorezeptoren — flihrte (Flannery et al., 1997). Eine Studie
zeigte im autosomale retinitis pigmentosa (ADRP) genannten Rattenmodell, eine
signifikante Verlangsamung des Fortschreitens der degenerativen Krankheit Gber
einen Beobachtungszeitraum von drei Monaten (Lewin et al., 1998).

Eine weitere Studie berichtete Uber den erfolgreichen Einsatz von rAAV bei Muskel-
dystrophie im natirlich vorkommenden Hamstermodell. Dort fhrte die Behandlung
zu einer effizienten und stabilen genetischen Rekonstitution nach Muskelinjektion
des Vektors, der fiir das humane 3-Sarcoglycan-Gen kodierte (Greelish et al.,1999;
Stedman et al., 2000).

1.5 Praklinische und klinische Hamophilie B-Studien

1.5.1 Leber- und muskelgerichteter FIX-Gentransfer

Virale Vektoren kénnen Uber verschiedene Wege verabreicht werden, um sie in die
Zielzellen zu bringen. Mdglich sind beispielsweise intramuskulére Injektionen, syste-
mische Verabreichungen in Arm- und Beinvenen und intrahepatische Injektionen in
die Pfortader. Alle Varianten haben Vor- und Nachteile, die kurz dargelegt werden
sollen.

In den meisten Muskeln Uberdauern die Muskelfasern die ganze Lebensspanne des
Gesamtorganismus. Eine stabile Transduktion kénnte somit theoretisch zu sehr lan-
ger, wenn nicht sogar lebenslanger FIX-Expression fiihren (Tawa & Goldberg, 1994).
Muskeln eigenen sich gut als Zielgewebe fiir eine somatische Gentherapie, da leicht
gréBere Volumina an Vektorlésungen mittels multipler Injektionen verabreichbar sind
(Breithaupt, 1999; Blau & Springer, 1995), ohne dass das Risiko eines chirurgischen
Eingriffs (Blutungskomplikationen) eingegangen werden muss. Muskeln sind gut
durchblutet, so dass das sezernierte Protein guten Zugang zum Blutkreislauf hat. Die
Muskelzellen kénnen den normalerweise in der Leber hergestellten FIX biologisch
aktiv synthetisieren, d. h. posttranlationale Modifikationen von FIX (y-Carboxylierung
etc.) durchfihren (Arruda et al., 2001b; Kurachi et al., 1997; Wu et al., 1991; Yao et
al., 1992; 1994). Nachteil der Injektionsmethode ist jedoch, dass die Injektionsdosis
pro Einstichstelle begrenzt ist (Arruda et al., 2001b). Diese wird auch durch die An-
zahl der verflgbaren Rezeptoren, die fir die Aufnahme der Vektoren wichtig sind,
limitiert (Summerford & Samulski, 1998). Die fir eine effektive Transduktion nétige
Anzahl an Viren muss daher durch eine erhdhte Einstichsequenz kompensiert
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werden. Dies wiederum kann aber das Risiko der Antikérperbildung gegen FIX (Ying
et al., 2001) erh6éhen, wie z. B. im Falle von AAV-Vektoren berichtet wurde (Herzog
et al., 2002).

Praklinische Studien an Mausen und Hunden flhrten zu der Hochrechnung, dass fir
eine effiziente Behandlung eines Hamophilie B-Patienten 1 x 10" Vektorgenome (vg)
pro kg Kérpergewicht injiziert werden missten (Arruda et al., 2005). Um die sichere
Dosis/Injektionsstelle nicht zu Gberschreiten, waren ca. 500 Injektionen nétig, was als
nicht praktikabel gilt. Nach Bekanntwerden dieser Ergebnisse wurde eine muskel-
gerichtete klinische Studie an Hamophilie B-Patienten gestoppt, nachdem bei 2 x
10'? vg/kg Kérpergewicht nur subtherapeutische FIX-Level detektiert worden waren
(Arruda et al., 2005).

Eine intravendse Vektorverabreichung flhrt zu einem deutlich héheren Expressions-
level als die Muskelinjektion. Sie ist relativ einfach durchzufiihren und der Patient
wird wenig belastet. Durch die starke Durchblutung der Leber ist diese auch auto-
matisch Hauptziel der injizierten Vektoren. Noch erfolgreicher ist es allerdings, den
Vektor direkt in die Pfortader zu injizieren. Diese Prozedur ist jedoch aufwandig,
macht einen operativen Eingriff nétig und kann zu Blutungskomplikationen fihren. In
den Hepatozyten kénnen alle nétigen posttranslationalen Modifikationen effizient und
exakt durchgefuhrt werden (Arruda et al., 2001b).

Tierversuche mit mehreren Mausstammen (C57BL/6, Balb/c, Fv129) und im Hunde-
modell zeigten, dass das Risiko der Bildung inhibitorischer Antikérper gegen FIX
nach lebergerichteter Verabreichung niedriger als nach Injektion in die Muskeln ist
(Herzog et al., 1997, 1999, 2002, 2001; Fields et al., 2001; Nathwani et al., 2001; Ge
et al., 2001; Mount et al., 2002). Zudem kann eine Beschréankung der FIX-Expression
auf Hepatozyten durch die Verwendung leberspezifischer Promotoren die Antikor-
perbildung gegen FIX weitgehend verhindern, wie zahlreiche praklinische Versuche
zeigten (De Geest et al., 2003; Pastore et al., 1999; Nathwani et al., 2001; Mount et
al., 2002).

Das haufige Vorkommen von Leberkrankheiten wie Hepatitis B und C bei erwachse-
nen Hamophiliepatienten (auf Grund von Infektionen die vor 1986 erfolgten, siehe
Kapitel 1.1.3) (Aledort et al., 1985; Hanley et al., 1996) macht aber die Leber als
Zielorgan mdoglicherweise fir einige Patienten problematisch.
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1.5.2 Praklinische Hamophilie B-Studien mit rAAV

Vektoren, die in der Gentherapie eingesetzt werden sollen, missen auf ihre Sicher-
heit, Effizienz und Expressionskinetik hin untersucht werden. Im Folgenden soll ein
kurzer Uberblick (iber Tierversuche mit rAAV, die fiir die Behandlung der Hamophilie
B entwickelt wurden, gegeben werden.

Es hat sich gezeigt, dass Ergebnisse aus Zellkulturstudien recht unzuverlassig sind,
da sie teilweise nicht mit denen aus Tierversuchen Ubereinstimmen (Miao et al.,
2000b). Wahrend in der Zellkultur beispielsweise Vektoren auf AAV2-Basis zu einer
héheren FIX-Expression flhrten, als Vektoren auf AAV1-Basis, war es in verschie-
denen kleinen und groBen Tiermodellen genau umgekehrt (Arruda et al., 2004a).
Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen und die Effizienz der jeweiligen Vektor-
konstrukte sind nicht einfach in Relation zueinander zu bringen, da sich die in den
zahlreichen Studien eingesetzten Vektoren sehr im Aufbau unterschieden. Es spielt
aber eine groBe Rolle, ob z. B. universelle oder leberspezifische Promotoren ver-
wendet werden (Le Bec & Douar, 2006). Auch deren Kombination mit Enhancern, der
Einbau von Introns in die cDNA des FIX Gens (De Geest et al., 2000; Van Linthout et
al., 2002) und die Einbaurichtung der verschiedenen Elemente (Jiang et al., 2004;
Chenuaud et al., 2004) kann die Effizienz einer Expressionskassette deutlich
verbessern oder verschlechtern. Ebenso haben bidirektionale Promotoren (Jiang et
al., 2004; Chtarto et al., 2003), zusatzliche regulatorische Gene (Toniatti et al., 2004;
Goverdhana et al., 2005), die Verwendung von Capsiden (Flotte, 2004; Choi et al.,
2005) und ITRs verschiedener AAV-Serotypen (pseudotypisierte Vektoren) (Hildinger
et al., 2001; Davidoff et al, 2005), bicistronische Vektoren (Fang et al., 2005;
Marasco, 2005) sowie der Einbau von posttranskriptional regulatorischen Elementen
(Virella-Lowell et al., 2005; Lipshutz et al., 2003) Einfluss auf eine erfolgreiche
Transgenexpression. Wang und Kollegen zeigten zudem, dass bei Mausen
beispielsweise auch der verwendete Stamm eine Rolle spielt (Wang et al., 1999).

Die Tabellen 3 und 4 zeigen eine Auswahl an Studien, die mit verschiedenen Maus-
stdmmen bzw. in unterschiedlichen Hamophilie B-Hunde-Modellen durchgefihrt wur-
den. Es zeigte sich, dass im Tiermodell die schwerwiegendste Nebenwirkung, vor
allem nach intramuskularer Vektorinjektion, die Bildung von Inhibitoren war (Mauser
et al., 1996; Herzog et al.,1997; Nathwani et al., 2001; Ge et al., 2001), diese jedoch
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durch transiente

minimiert oder sogar ganz verhindert werden konnte (Herzog et al., 2001).

Immmunmodulation zum Zeitpunkt der Vektorverabreichung

Maus- Trans- Promotor Verabrei- Vektordosis in Ergebnis (FIX:Ag Kommentar Referenz
stamm gen chungsweg vg/Maus in ug/ml und %)
C57BL/6 - hFIX MLV-LTR Pfortader 8x10" 2 pg/ml Kein LSP, nicht Snyder et
SCID (40 %) flr Leber optimiert al., 1997a
Hamophilie  hFIX MLV-LTR Pfortader 4,2x10™,6,3x10"™  0,25-1,8 pug/mi Blutungskorrektur ~ Snyder et
B-Maus (5% - 36 %) al., 1999
Hamophilie  cFIX LSP Pfortader 2x10"",5,6x10"" 5,3 ug/ml; 15,8 superphysiolog.  Wang et al.,
B-Maus pg/ml Level; korrigierte 1999
(106 %; 316 %) aPTT, Uberlebten
tail clip
C57BL/6 hFIX ApoE/haat .. (hydrody-  2,8x10", 2-85 ug/mi Messung dber 15 Miao et al.,
namisch) 1,4x10", (40 % - 1700 %) Wochen 2000b
7,2x10", (vereinzelt: bis zu
2,4x10" 130 pg/ml
[2600 %))
C57BL/6 hFIX ApoE/haat  i.m. 3x10™ ~1 pg/ml Nakai et al.,
(~20 %) 1999
C57BL6/ hFIX ApoE/haat  Pfortader 3x10™ ~3 ug/ml Nakai et al.,
(~60 %) 1999
C57BL/6-  hFIX CMV-Enhan- i.m. 5x10™ 143 ng/ml immundefizient Nathwani et
SCID cer+B-Actin- (2,86 %) al., 2001
Promotor
C57BL/6- hFIX CMV-Enhan- i.v. 5x10™ 303 ng/ml immundefizient Nathwani et
SCID cer+B-Actin- (6,06 %) al., 2001
Promotor
C57BL/6- hFIX CMV-Enhan- Pfortader 5x10™ 0,5 pg/ml immundefizient Nathwani et
SCID cer+B-Actin- (10 %) al., 2001
Promotor

Tab. 2: Erfolgreiche Gentherapie-Strategien mit rAAV in Mausen. Abklrzungen:
ApoE: Apolipoprotein-Enhancer; aPTT: aktivierte Partialthromboplastinzeit;
cFIX: Hunde-Faktor IX; FIX:Ag: FIX-Antigen-Level; haat: humanes Alpha-1-
Antitrypsingen; hFIX: humaner Faktor IX; i.m.: intramuskular; i.v.: intravends;
LSP: leberspezifischer Promotor; MLV-LTR: Maus-Leukamie-Virus long termi-
nal repeat, Prom.: Promotor; SCID: severe combined immuno deficiency; vg:

Vektorgenome.
Serotyp, Verabrei- FIX:Agin % Dauer der Vektordosis in Referenz
chung in Expression vg/kg
AAV2, Muskel 1-2 1 Jahr 8,5x10'° Herzog et al., (1999)
AAV2, Muskel 1-2 1 Jahr 10"%-10" Chao et al., (1999)
AAV2, Muskel* 4-14 3und 4 Jahre  3x10° Arruda et al., (2005)
AAV2, Muskel** 13-25 1 Jahr 3x10'"® Arruda et al., (2004b)
AAV2, Leber 1-2 8 Monate 2,3x10"" Snyder et al., (1999)
AAV2, Leber 1-4 1 Jahr 4,6x10'° Wang et al., (2000)
AAV2, Leber 5-12 1 Jahr 1x10'® Mount et al., (2002)
AAVS, Leber 10-26 > 1 Jahr 5,25x10'° Wang et al., (2005a)

Tab. 3: Erfolgreiche Gentherapie-Strategien mit rAAV im hamophilen Hunde
Modell. Abklrzung: FIX:Ag: FIX-Antigen-Level

* mit Vaskularsystem-permeabilisierenden, nicht im Menschen untersuchten Agenzien (Histamin) und
operativem Eingriff
** mit hydrostatischem Druck; so nicht im Menschen anwendbar
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Eine weitere wichtige Erkenntnis war die Feststellung, dass flr hohe Expressions-
level und dauerhafte Expression des Transgens die Wahl des Promotors entschei-
dend ist (Snyder et al., 1999). Der Einsatz eines leberspezifischen Promotors (LSP)
ermdglichte nach Pfortaderinjektion in Mausen, sogar anhaltende und superphysio-
logische cFIX-Level von bis zu 5,3 und 15,8 ug/ml mit kompletter Phanotypkorrektur
(Wang et al., 1999).

Der Schritt von der erfolgreichen Behandlung der Hamophilie in der Maus zu der im
Hund hat ca. 5 - 8 Jahre in Anspruch genommen und es hat sich gezeigt, dass die
Hohe des zirkulierenden cFIX-Levels von der zugefihrten Vektordosis abhangig zu
sein scheint (Herzog et al., 1999). Trotzdem blieben die bei Hunden erzielten Werte
deutlich hinter denen bei Mausen zurlickblieben. Eine Studie von Wang et al. aus
dem Jahre 2005 fuhrte schlieBlich mit einem Vektor auf Basis des AAV8 auch im
Hund zu sehr guten Ergebnissen (zirkulierender FIX-Level von bis zu 26 %). Bei
ersten Versuche mit nichthumanen Primaten (Rhesusaffen) wurden mit AAV2 hFIX-
Level von bis zu 10 % erreicht (Nathwani et al., 2002).

Viele Studien, die die Effizienz alternativer AAV-Serotypen (1 - 9) zu AAV2 testeten,
kamen sowohl in Mausen, als auch in Hunden zu sehr unterschiedlichen Ergebnis-
sen (Rabinowitz et al., 2002; Chao et al., 2000; Chao et al., 2001; Arruda et al., 2003;
Grimm et al., 2003a; Mingozzi et al., 2002; Gao et al., 2002). Sicher scheint nur,
dass AAV6 eine schnellere FIX-Expressionskinetik hat, als AAV2.

Studien in insgesamt flnf Spezies (Kaninchen, Ratte, Maus, Hund, nichthumane
Primaten) haben die Sicherheit, Studien in drei Spezies (Maus, Hund, nichthumane
Primaten) die Effizienz der Verabreichung von rAAV mit therapeutischem Wirkungs-
grad in Muskelgewebe und Leber belegt, wobei lebergerichteter Gentransfer den
Vorteil héherer FIX-Produktion (bis zu 40 x) und eines geringeren Risikos der Bildung
inhibitorischer Antikdrper aufwies. Die therapeutische FIX-Expression wurde dabei
mit rAAV-Dosen erreicht, die keine Sicherheitsbedenken hervorrufen. Einziger
Nebeneffekt war, dass nach intravendser Verabreichung geringe Mengen Vektor in
Spermaproben detektiert worden waren. Es konnte jedoch keine Integration in Sper-
mien, auch nach Exposition sehr hoher AAV-Konzentrationen in nachfolgenden
Studien, nachgewiesen werden, so dass das Risiko einer Keimbahntransmission
auBerst gering bis nicht vorhanden zu sein scheint (Arruda et al., 2001a)
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1.5.3 Klinische Hamophilie B-Studien

Nachdem verschiedene virale und nicht virale Vektorsysteme, Transduktionsarten
(ex vivo, in vivo) und Verabreichungsrouten (intramuskular, intravends, intrahepa-
tisch) ausfuhrlich in préklinischen Versuchen mit unterschiedlichen Tierarten (Maus,
Ratte, Kaninchen, Hund, nichthumane Primaten) untersucht wurden, sind in den
vergangenen Jahren die ersten klinischen Studien durchgefiihrt und bisher insge-
samt knapp 40 Patienten behandelt worden.

Far alle Studien wurden die Teilnehmer sehr sorgfaltig ausgewahlt. Besonders wurde
darauf geachtet, dass sie keine Tendenz zur Bildung inhibitorischer Antikérper auf-
wiesen. Vorrangiges Ziel der meisten dieser klinischen Studien war die Sicherheit
des eingesetzten Gentransfersystems in Bezug auf Vektortoxizitat, Immunreaktionen
und Keimbahntransmission zu untersuchen. Die Verbesserung des klinischen Bildes
mit oder ohne messbare Faktor-Aktivitatssteigerung war ein weiteres Ziel. Tabelle 4
fasst alle wichtigen Daten Gber diese abgeschlossenen Studien zusammen.

Bei einigen Patienten konnte in den verschiedenen Studien ein leichter Anstieg der
Konzentration zirkulierender Faktoren im Blut nachgewiesen werden, die teilweise
auch zu einer verminderten Blutungstendenz flhrten bzw. den Faktorenkonzentrat-
verbauch senkten. In den meisten Fallen war jedoch keine klare Dosis-Antwort zu
beobachten; ebenso machte das Fehlen von Placebo-Kontrollgruppen die Interpre-
tation der Ergebnisse schwierig. Wahrend die Verabreichung von adenoviralen Vek-
toren zu leichten Nebenwirkungen wie leichtem Fieber, Schittelfrost, Kopf-, Riicken-
und Gliederschmerzen sowie erhdhten Transaminasewerten fiihrte (White 2003;
Vandendriesche et al., 2003), belegte die Muskel-Gentransfer-Studie mit einem
Vektor auf AAV-Basis erstmals die Sicherheit parenteral injizierter rAAV und zeigte,
dass die allgemeinen Charakteristika der AAV-Muskeltransduktion im Menschen den
in Tierversuchen ermittelten sehr ahneln. Die AAV-Leber-Studie flihrte allerdings zum
transienten Auftreten von Vektorsequenzen in der Samenflissigkeit.

Die Ergebnisse zeigen, dass in weiteren praklinischen Studien die Effizienz und teil-
weise auch die Sicherheit weiterentwickelter Vektoren untersucht werden muss. Pa-
rallel dazu sind klinische Studien mit den erfolgversprechendsten Vektoren am Men-
schen unumgénglich, da nicht alle Erkenntnisse aus Tierversuchen auf den Men-
schen Ubertragbar sind.

Zur Zeit wird eine Studie von der Arbeitsgruppe um Manno durchgefihrt, bei der bis
her ein Patient einen AAV-Vektor lebergerichtet verabreicht bekommen hat. Wahrend
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durchgefiihrt Jahr Vektor Trans- Prom. Pat. Maximale FIX-Aktivitat; Dauer der Verabreichungs- Ref.

von gen klinische Effekte Expression methode

Chin. Studie 1991 Retro hFIX  CMV 2 FIX-Aktivitat stieg von 2 % 420d ex vivo-Transduktion (1,2)
(Fudan Univ. auf 4 %; reduzierte in autologe

Shanghai, VR Blutungsneigung Fibroblasten

China)

Transkaryotic 1998 Plasmid- hBDD- Fibro- 6 bis 4 %; reduzierter bis zu 18 ex-vivo- (3)
Therapies, DNA FVIII  nectin Konzentratverbrauch Monate Elektroporation

Cambridge, MA, autologer

USA Fibroblasten

Chiron Corp. 1999 Retro hBDD- LTR 13 1-1,8 %; Einzelwerte: 2,3- 1 Jahr Infusion in periphere  (4)
Emeryville, CA, FVII 6,2 %; 6 Pat. mit redu- Vene

USA zierter Blutungsneigung

Avigen, Alameda, 1999 AAV hFIX  CMV 8 bis 1,6 %; reduzierter Kon- transient i.m. (5,6)
CA, USA zentratverbrauch in 2 Pat.

GeneStar 2000 HC-Ad  hFVII  Albumin 1 1 % (kurzfristig 3 %) mehrere I.v., periphere Vene (7, 8)
Therapeutics Monate

Corporation, San

Diego, CA, USA

Avigen, Alameda, 2001 AAV hFIX  hAAT/ 7 2-12 % 8 Wochen i.v., Pfortader (9,10,
CA, USA apoE 11

Tab. 4: Ubersicht iiber abgeschlossene klinische Studien an Hamophilie A- und B-Patienten. Abkiirzungen: AAV: Adenoasso-
ziiertes Virus; apoE: Apolipoprotein-Enhancer; CMV: Cytomegalivirus; haat: humanes alpha-1-antitrypsin gene; hBDD-FVIII:
humaner B-Doménen deletierter Faktor VIII; HC-Ad; High Capacity adenoviraler Vektor; i.m.; intramuskular; i.v.; intravends; LTR:
long terminal repeat; Pat.: Patientenanzahl; Prom.: Promotor; Ref.: Referenz. (1) Qiu et al., 1996; (2) Hsueh, 1992; (3) Roth et al.,
2001; (4) Kelley et al., 2002; (5) Kay et al., 2000; (6) Manno et al., 2003; (7) White, 2001; (8) Kelley et al., 2002; (9) Arruda et al.,
2002: (10) ausfiihrlicher Ubersichtsartikel: Hiah. 2004a.b: (11) Manno et al.. 2006:
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1 Einleitung

des ersten Monats erreichte dieser Patient 10 % FIX-Aktivitat. Eine andere Studie ist
von Nathwani et al. geplant und sollte im Laufe des Jahres 2007 beginnen. Hier sol-
Ite erstmals ein selbstkomplementarer AAV-Vektor (scAAV, siehe Kapitel 1.4.2) ein-

gesetzt werden (Nathwani, persénliche Mitteilung).

1.6 Ziele dieser Arbeit

Als Alternative zur Substitutionstherapie bei der Hamophilie B wird seit vielen Jahren
an der gentherapeutischen Behandlung dieser Krankheit geforscht. In den ver-
gangenen Jahren wurden in zahlreichen Studien sowohl im Kleintiermodell Maus, als
auch im GroBtiermodell Hund relativ hohe, teilweise sogar superphysiologische
humane FIX (hFIX)-Werte erreicht. Zu hohe FIX-Level, kbnnen im Menschen jedoch
Thrombosen auslésen (van Hylckama Vlieg et al., 2000). Aus diesem Grund wird es
in naher Zukunft wichtig sein, einen regulierbaren, hFIX exprimierenden Vektor zu
entwickeln, um die Transgenexpression gegebenenfalls drosseln zu kénnen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war somit die Entwicklung eines regulierbaren Gen-
expressionssystems flr den humanen Faktor IX auf Basis von Adenoassoziierten
Viren der Serotypen 2 und 6 und deren Untersuchung auf Funktionsfahigkeit. Die
Regulierbarkeit der Expression des therapeutischen Gens hFIX sollte mit Hilfe des
Tet Off-Systems ermdglicht werden. Um spéter eine Kotransduktion von Zellen zu
vermeiden, war beabsichtigt beide bendtigten Expressionskassetten in einen einzi-
gen Vektor zu integrieren. Die erste Expressionskassette sollte das Gen fir das
regulatorische tTA-Protein unter der Kontrolle eines leberspezifischen Promotor/
Enhancer-Komplexes (haat-apoE 4x) enthalten (Regulator-Element). Der Promotor
sollte spater sicherstellen, dass eine Expression nur in den Zielzellen erfolgen wiirde,
um potentielle Nebenwirkungen so gering wie moglich zu halten. Die zweite Expres-
sionskassette sollte als response-Element das hFIX-Gen mit dem TRE-Promotor
enthalten, von dem aus die Expression therapeutischen Gens stattfinden wirde.
Nach der Klonierung des Vektors galt es, diesen in HEK293T-Zellen herzustellen und
hinterher aus diesen aufzureinigen und zu konzentrieren. AnschlieBend war vor-
gesehen, die Leberspezifitat des Vektors sowie die Regulierbarkeit der Transgen-
expression in vitro in HEK293 und HepG2-Zellen zu untersuchen.

Im nachsten Schritt sollte die Verwendbarkeit der Vektoren in verschiedenen Maus-

stdmmen préaklinisch ausgetestet werden. Hierzu war an Hand der Literatur eine
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Methode zu etablieren, mit der die rekombinanten Viren in gréBeren Mengen her-
gestellt und prapariert werden kénnten. Nach Anreichern der rAAV sollten sowohl
immunkompetente (C57BL/6), als auch immundefiziente Mause (SCID) die rekom-
binanten Viren intravends verabreicht bekommen. Die Effektivitat der Vektoren sollte
dabei durch Messung der FIX-Aktivitat im Mauseblut, das retroorbital gewonnen
werden sollte, erfolgen. Da rAAV-Vektoren — je nach Serotyp — verzdégert mit der
Expression der Transgene (des tTA-Gens und des therapeutischen hFIX-Gens)
beginnen, war zudem vorgesehen einen sinnvollen Zeitpunkt fir den Beginn der
Blutabnahmen zu finden.

Letztlich sollte die Effizienz der Vektoren noch molekulargenetisch untersucht
werden. Hierbei sollte ermittelt werden welche Organe transduziert wirden, ob eine
unerwinschte Streuung des Vektors stattfande und in wieweit eine Transskription der
beiden Transgene (Regulatorgen und therapeutisches Gen) nachzuweisen ware.
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2 Material und Methode

2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Reagenzien

Alle in der nachfolgenden Liste nicht aufgefihrten Chemikalien stammten von Appli
Chem (Darmstadt), KMF (Lohmar), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma

(Taufkirchen).

Applied Biosystems
(Weiterstadt)

BD Biosciences Clontech
(Heidelberg)

Bio-Rad (Mlnchen)

Biozym (Hess. Oldendorf)
C.C.Pro (Neustadt)
Dade Behring (Marburg)

Delta Select (Dreieich)
Difco (Lawrence, Kansas USA)
Eurogentec (Seraing, Belgien)

Fluka (Neu Ulm)

Fresenius (Bad Homburg)

Invitrogen (Leek, Niederlande)

KMF (Lohmar)

BigDye Terminator, Template supression reagent

Doxycyclin

Precision protein standard (10-250 kDa); 30 %
Acrylamid/Bis-Lésung 37,5:1

Agarose
Fotales Kalberserum

Humanes FIX-defizientes Plasma; aPTT-Reagenz;
Lyophylisiertes humanes Standardplasma; Owren’s
Veronal-Puffer

Isotonische NaCl-Lésung fir Injektionszwecke
Bacto Yeast Extract (Hefeextrakt); Bacto Tryptone
TransPElI

Chloroform:lsoamylalkohol (24;1); SDS; Tris-Base;
Glycin; Formaldehyd; Chloroform;

OptiPrep (60 % lodixanol: 5,5[(2-hydroxy-1-3-pro-
pandiyl)-bis(acetylamino)]bis[N,N"-bis(2,3dihydroxy-
propyl-2,4,5-triiodo-1,3-benzencarboxamid])

DMEM, RPMI, Dulbecco’s PBS; steriles H,O fiir die
Zellkultur; EDTA-Trypsin; Trizol; EDTA; Ethanol;
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1); DNA-
Polymerase; Platinum Tag Methanol; Isopropanal;
Glycerol; Natrium-Chlorid; Natrium-Azetat; Natrium-
Citrat; PBS-Tabletten; Superscript 1ll (reverse
Transkriptase)

Ethanol; Methanol; Isopropanol

39



2 Material und Methode

Macherey-Nagel (Duren)

Merck (Darmstadt)

New England Biolabs
(Schwalbach, Taunus)

Peglab (Erlangen)
Qiagen (Hilden)

Roche Biochemicals (Basel)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Sartorius (Géttingen)

Sigma (Taufkirchen)

Stago (Asniéres, Frankreich)

PAA (Pasching, Osterreich)

NucleoSpin Extract

Coomassi Brilliant Blue; B-Merkaptoethanol; Chlo-
roform; Ethidiumbromid; Ethanol; Methanol; Iso-
propanol; Glycerol

Restriktionsenzyme; CIP (calf intestinal alkaline
phosphatase)

Pwo DNA-Polymerase

DNeasy Tissue-, RNeasy Tissue-, DyeEx 2.0 Spin-,
QIAquick Gel-Extraktion-, QIAEXII Gel Extraction-,
QIAPrep Spin Mini-, Midi-, Maxi- und EndoFree
Mega-Plasmid-, gPCR-Kit; Omniscript Reverse
Transcriptase; Proteinase K; T4 DNA-Ligase

dNTPs (10 mM); Expand Long Template PCR-Kit;
Proteinase K; DNA molecular weight markers; T4
DNA-Ligase; Restriktionsenzyme

Lipofectamine
Vivaspin 20 (100.000 MWCO)

Agarose Typ VII low gelling temperature; Vitamin
K1; Heparinagarose Typ |; Temed; DMSO; LB broth
und Agar; DEPC

Asserachrom IX:Ag ELISA-Kit

Fotales Kaélberserum; DMEM; Dulbecco’s PBS;
Trypsin-EDTA; Penicillin-Streptomycin-Lésung

2.2. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)

Applied Biosystems (Weiter-
Stadt)

Beckman Coulter (Unter-
schleissheim)

Becton Dickinson (Franklin
Lakes, NJ USA)

Photometer Gene Quant Il

GeneAmp PCR System 9700

Zentrifuge Optima L-70K; Optiseal Polyallomer
Centrifuge Tubes; Spacer 361670

Spritzen (5, 10, 20 ml); Kantlen (18G, 23G); Micro
Fine+ U40 Insulinspritzen 29G
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Biometra (Géttingen)

Bio-Rad (Mlnchen)
Biozym (Hess. Oldendorf)
Brand (Wertheim)

BBraun (Melsungen)

Colora Messtechnik (Lorch)
Corning Inc. (Corning, NY USA)
Eppendorf (Hamburg)

Greiner (Frickenhausen)

Julabo (Seelbach)
Millipore (Eschborn)
Nunc (Wiesbaden)

Heidolph (Schwalbach, Taunus)

Heraeus (Hanau)

Hirschmann Laborgeréte
(Herrenberq)

Jahnke & Kunkel IKA (Staufen)

Kendro (Langenselbold)
Knick (Berlin)

Labomedic (Bonn)

Wasserbad; UV-Tisch; Gelelektrophoresekammern
Agagel Maxi, -Mini; Taumel-Wipp-Tisch

Gel Doc 1000
Spitzen (1,5, 10, 100, 1000 ml)
Pasteurpipetten

50 ml Perfusor-Spritzen; Perfusor Secura; Einweg-
skalpelle

Magnetrihrer Magnetomix Ml
Zellkulturschaber

Zentrifugen: 5414, 5415C; Pipetten: research 2,5,
10, 100, 1000; Mastercycler gradient; Wasserbad
Thermostat 2761; Thermomixer Comfort; Re-
aktionsgefaBe SafelLock (0,5, 1,5, 2 ml)

Zellkulturschalen (10 cm Durchmesser); Pipetten
(5, 10 und 25 ml); Polystyrol- und Polycarbonat-
ReaktionsgefaBe (14 und 50 ml Volumen)

Wasserbad SW21
Centricon 30; Spritzenaufsatzfilter (0,45 und 5 um)

Zellkulturschalen (15 cm Durchmesser), 6-well
Schalen

Heiz-Magnetrihrer MR 2002 und 3001

Multifuge 3 S-R; Brutschréanke Function Line; Steril-
banke Hera Safe und HLB2448 GS; Inkubator

Pipettierhilfe Pipetus

Heiz-Magnetriihrer Combimag; Vortexer VF2

Minifuge I
Prazisions pH-Meter

Sterilfilter 0,2 um

Memmert (Schwalbach, Taunus) Wasserbad

Mettler (Giessen)

New Brunswick (Edison,

Feinwaage

Incubator Stator G25
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New Jersey, USA)

Pechiney Plastic Packaging
(Menesha, WI, USA)

Pierce (Bonn)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sartorius (Géttingen)
Sigma (Taufkirchen)
Tecan (Crailsheim)
Sorvall (Bad Homburg)

Thermo Electron (Ober-
schleissheim)

Zeiss (Oberkochen)

Parafilm

Slide-A-Lyzer Dialysis Kit

Zellkulturschalen (10 cm Durchmesser); Pipetten
(5, 10 und 25 ml), Polystyrol- und Polycarbonat-
ReaktionsgefaBe (0,5, 1,5, 2, 14 und 50 ml);
Spitzen (1,5, 10, 100, 1000 ml)

Waage 1265 MP
Zentrifuge 3K30
SLT-ELISA-Washer
Zentrifuge RC-5B

Varioklav Dampfsterilisator

Mikroskop HBO50

2.3. Zelllinien und Kulturmedien

Zelllinie Kulturmedium Zellen bezogen von
HEK293 / DMEM (1 oder 4,5 g/ml H. Fechner, AG W. Poller
HEK293T Glukose) (Freie Universitat Berlin)
HepG2 RPMI 1640 DSMZ (Braunschweig)

Tab. 5: Fir diese Arbeit verwendete Zelllinien und Kulturmedien. Die Kulturmedi-
en stammten von Invitrogen (Leek, Niederlande) oder PAA (Pasching, Oster-
reich) und enthielten alle L-Glutamin.
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2.4. Plasmide

Name Fur diese Arbeit wichtige
Eigenschaft/Funktion

Herkunft

pAd5-TRE2-FIX verwendet zur
Zwischenklonierung; Quelle des
TRE-CMVmin-Promotors, des
hFIX, der bGHpoly(A)-Sequenz

M. Srour, AG R. Schwaab
(Universitat Bonn)

pCl-neo Quelle der SV40poly(A)-Sequenz Promega (Madison WI,
USA)
pDG AAV2 rep und cap Gene, J. Kleinschmidt (DKFZ,
adenovirale Helferfunktionen Heidelberg)

E2A, E4 und VA

pDP6 AAV6 rep und cap Gene,
adenovirale Helferfunktionen
E2A, E4 und VA

J. Kleinschmidt (DKFZ,
Heidelberg)

pEGFPc1 Transfektionskontrolle Clontech (Heidelberg)
pTet-Off Quelle des tTA-Gens Clontech (Heidelberg)
pTR-UF5 AAV 3+ 5" ITR S. Weger, AG Heilbronn

(Freie Universitat Berlin)

pUC19-apoE(4x) Quelle des apoE(4x)-Enhancer

pZS2-haat- Quelle des haat-Promotors; ver-
rtTAM2 wendet zur Zwischenklonierung

M. Srour, AG R. Schwaab
(Universitat Bonn)

Tab. 6: Fur diese Arbeit verwendete Plasmide und deren Eigenschaften

2.5. Bakterienstamme

Die verwendeten Bakterienstdmme sind Derivate des E. coli K12-Stammes: XL10-
Gold, DH5a, XL2 Blue MRF" und SURE2 stammten von der Firma Stratagene
(Heidelberg), Top10 OneShot von Invitrogen (Leek, Niederlande).
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2.6. Nahrmedien

LB-Medium 10 g Trypton,
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ad 1 1dH.0O

LB-Amp-Medium/ 250 pg Ampicillin bzw. Kanamycin / ml LB-Medium
LB-Kan-Medium

LB-Agar 1 | LB-Medium
15 g Agar
30 min bei 123° C autoklavieren

LB-Amp-Agar/ pro ml LB-Agar nach Abkihlung 250 pg Ampicillin bzw.
LB-Kan-Agar Kanamycin in dH>O geldst zugeben

2.7. Mausstamme
Es wurden Fox Chase SCID Mause verwendet (CiB-17/lcrCrl-scid-BR). Dieser

Stamm weist eine autosomal rezessiv vererbte Mutation (scid) auf, welche eine
schwere kombinierte Immundefizienz (severe combined immuno deficiency — SCID)
auslést, die B- und T-Lymphozyten betrifft. Es handelt sich um Albinos und
Inzuchttiere. Die Tiere stammten von Charles River Laboratries, Wilmington, MA,
USA.

Des Weiteren wurde die Eigenzucht von C57BL/6J-Mausen des HET (Haus flr
Experimentelle Therapie), Universitatsklinikum Bonn, verwendet.

Bei allen Tieren handelte es sich um 8 - 9 Wochen alte Weibchen.

2.8. Puffer und Losungen

2x HBS 50 mM HEPES
10 mM KCI
12 mM Glucose
280 mM NacCl
1,5 mM NagHPO4
pH 7,05 (sehr genau, frisch einstellen!), sterilfiltrieren
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DEPC-H,0O (RNase- 0,1 % Diethylpyrocarbonat, 4 h bei 37°C
freies Wasser) inkubieren, 45 min bei 120° C autoklavieren

DNA-Gel Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
30 % (w/v) Glukose in dHO

DNA-Gel Ladepuffer 245 uM Kristallviolett (Hexamethyl-(6x-

(Kristallviolett-Puffer) pararosanilin-HCI)
100 uM EDTA
30 % Glycerin

lodixanol 15 % 1 Vol. Optiprep

2,2 Vol. PBS-MK
0,8 Vol. 5 M NaCl

lodixanol 25 % 2,5 Vol. Optiprep
3,5 Vol. PBS-MK
100 ul Phenolrot

lodixanol 40 % 2 Vol. Optiprep
1 Vol. PBS-MK

lodixanol 54 % 9 Vol. Optiprep
1 Vol. PBS-MK
80 ul Phenolrot

NaCl/HEPES-Lsg. 50 mM HEPES
0,5 M NaCl
25 mM EDTA, pH 8,0
sterilfiltrieren

PBS-MK 1 mM MgCl,
137 mM NaC
2,5 mM KClI
10 mM NagHPO4
1,8 mM KH2P04

pH 7,5
PBS-MK-NacCl PBS-MK
1 M NaCl
PEG/NaCl-Puffer 24 % PEG (Polyethylenglycol)
1,86 M NaCl
Saulenaufbewahrungs- 0,5 M NaCl
puffer 0,02 % Thimerosal
Saulenwaschpuffer 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
2,4 mM NaCl
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SDS-PAGE- 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
Ladepuffer (2x) 50 % Glycerin
20 % SDS

0,5 % Bromphenolblau
vor Nutzung 50 pl B-Mercaptoethanol pro 950 ul Puffer

zusetzen
SDS-PAGE- 250 mM Tris-Base (pH 8,3)
Laufpuffer (10x) 1,92 M Glycin
1 % SDS
TAE-Puffer (50x) 2 M Tris-Base (pH 8,0)
1 M Eisessig
0,05 M EDTA (pH 8,0)
TBS (10x) 200 mM Tris-Base, pH 7,6
1,379 M NacCl
TE-Puffer 10 mM Tris (pH 8,0)
1 mM EDTA
Tris-HCI 10 mM Tris, pH8
2,4 M NaCl

2.9. Primer und Sonden

Alle Primer und Sonden sind in Tabelle 3 in 5°-3"-Richtung aufgefihrt, enthaltene
Restriktionsschnittstellen sind grau unterlegt. ,s* und ,a“ am Ende des Primernamens
geben die Orientierung des Oligonukleotids an, wobei ,s“ flir sense steht und den
Primer benennt, von dem aus der kodierende Strang synthetisiert wird und ,a“ far
antisense steht und den Primer bezeichnet, von dem aus der nicht kodierende
Strang synthetisiert wird. Die Primer wurden lyophilisiert von Operon (K&ln) oder
Invitrogen (Leek, Niederlande) bezogen.

Tab. 7: Auflistung aller Primer und deren Verwendungszweck. Abkirzungen:

AAV: Adenoassoziiertes Virus; apoE: Apolipoprotein-Enhancer; bGHp(A): bovine
growth hormone poly(A)-Sequenz; haat: humanes Alpha-1-Antitrypsingen; hFIX:
humanes Faktor IX-Gen; ITR: inverted terminal repeat; LD-PCR: long distance
polymerase chain reaction, mGAPDH: Maus-Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase; Seq.: Sequenzierung; SV40: Simian Virus 40; tTA: tetracycline-
responsive transcriptional activator, TRE: Tetracyclin response element; Wdh.:
Wiederholung
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Name Sequenz verwendet fir

3'bGH-Bglll.a ATA ATA GAT CTA CCC CAGCTG G Amplifikation von haat-apoE(4x)-
bGHp(A)

AD3424BgllI CCT CTA_GAT CTT TTG TGT TAC Seq. von TRE und hFIX

TCATAGCGCG

bGH112.s TGC ATC GCATTG TCT GAG TAG Seq. von bGHp(A) bis zum
hairpin des 3'ITR

bGH123.a ACA ATG CGATGC AAT TTC CTC Seq. von bGHp(A) bis tTA

CMV479.a GCT CTG CTT ATATAG GCC TC Seq. von TRE bis zum hairpin im
5I1TR

CMV480s AGG TCT ATA TAA GCA GAG CT Seq. von Ubergang TRE/hFIX;
Vektornachweis in Lebergewebe

FIX1.s ATG CAG CGC GTG AAC ATG AT Seq. von hFIX

FIX1110.a TAC TGA AGA ACT AAA GCT GA Seq. von hFIX

FIX2162.s GGT ATC CCG GTATGT CAA CTG Seq. von hFIX bis haat

FIX2220Xbal.a TAG ACI_CTA GAA GCT CTT TCA Seq. von hFIX

TTA AGT GAG C

FIX4.a CAT GAT CAT GTT CAC GCG CTG  Seq. von Ubergang TRE/hFIX

FIX410.s GCT GAT AACAAGGTGGTTTGC T Seq. von hFIX

FIX653.a GAT TGG GTG CTT TGA GTG AT Seq. von hFIX; Vektornachweis

in Lebergewebe; hFIX-cDNA-
Amplifikation (MRNA-Nachweis)

FIX-FAM-Probe

[6~FAM]TGA GGG ATATCG ACT TGC

AGA AAA CC [TAMRA~6~ FAM]

Sonde zur rAAV-Quantifizierung
(real time PCR)

FIX-FW AAC AAG GTG GTT TGC TCC TGT A  Vektorquantifizierung mit Sonde
(sense-Primer); hFIX-cDNA-
Amplifikation (MRNA-Nachweis)
FIX-reverse CAC TGC TGGTTC ACAGGA CTT C Vektorquantifizierung mit Sonde
(antisense-Primer)
haat185.s CAG TGG AAG CTG TAC ACT GC Seq. von haat bis apoE(4x)
(2.Wdh.)
haat289.s GGT GAC CTT GGT TAA TAT TCA Seq. haat + Ubergang zu
CCAG apoE(4x)
haat56EcoRL.a  GCG GAA TTC ACT TAC GAT TCA Segq. von haat + Ubergang zu
CTGTCCCAGG hF1X
haat-Pacl- GGT ATT AAT TAA TGG TGG ATC Seq. von haat bis apoE(4x)
BgIlIKO.s TTG CTACCAGTG (1.Wdh.)

haat-BgIlI-KO.s2

CTA GCT TAA TTA ATG GTG GAT

CTT GCT ACC AGT GGA ACA G

flr Schnittstellendnderung
(Bglll PacI)

hFIX489s

TTG CAG AAA ACC AGA AGT CC

Virusquantifizierung mittels Sybr-
Green; Bestimmung der Vektor-
genomkopien/diploidem Genom
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hFIX579a TCAGCACGG GTGAGCTTAG Virusquantifizierung mittels Sybr-
Green Bestimmung der Vektor-
genomkopien/diploidem Genom
mMGAPDH682.s CAA GGC TGT GGG CAA GGT CAT  mGAPDH cDNA-Amplifikation
mGAPDH826.s CAC CAC CTT CTT GAT GTCATCA mGAPDH cDNA-Amplifikation
mPBGD1207.a GAA CGG GAG AAG GCG TGT AA Standardfragmentgenerierung
aus Houskeeping-Gen PBGD
mPBGD410.2 GGC TTT CTG GGT GCA ATG AT Bestimmung der diploidem Ge-
nome/Probe genomischer DNA
mPBGD497.s TGC AGT GGA CTT GAG CGA AG Standardfragmentgenerierung
aus Houskeeping-Gen PBGD
mPBGD597.a CGG ACCACCTTT CCACTCAC Bestimmung der diploidem Ge-

nome/Probe genomischer DNA

Nhel-Pacl-haat.s

ATA TGC TAG C TT AAT TAA TGG

TAGATCTTGC

Amplifikation von haat-apoE(4x)-
bGHp(A)

Nhel-SV40.s CCA TGC TAG CAG ACA TGA TAA Amplifikation von SV40p(A); Seq.
GAT AC SV40p(A) + haat
Pacl-SV40.a GCG CTT AAT TAA TAC CAC ATT Amplifikation von SV40p(A)
TGT AGA GG
pTetOff1791.a ATA GTA_AGC TTC TAC CCA CCG Amplifikation + Seq.von {TA,
TAC TCG generiert HindIII-Schnittstelle
pTetOff-tTA.s GCG CAG CAA GCT TCA TAT GTC Amplifikation von tTA; Seq. von
AAG ATT AG tTA
pTRE2Ad5- TGT TCA TGG CAG CCA GCA TAT LD-PCR der Expressionskasset-
3408.a GGC ATATGT TGC te zur Umklonierung zwischen
die AAV-ITRs; fur Schnittstellen-
anderung (Bglll Pacl)
pTRUF5-6190.s CAT TCA GGC TACGCAACTG Teilseq des 5 ITRs in pTR UF5

tTA1165.s TAT ATG CACTCAGCG CTG TG Seq. von tTA

tTA1700.s CTA CGG CGC TCT GGA TAT GGC C Seq. von tTA bis hairpin im 3'ITR

pAAV-iTA183.s TTT GTG TTA CTC ATA GCG CGT AA Vektornachweis in Lebergewebe

pAAV-iTA541.a CCA CCGTACACGCCTACCT Vektornachweis in Lebergewebe

tTA824.s TAA TGA GGT CGG AAT CGA AG Seq. von tTA bis bGHp(A); tTA-
cDNA-Amplifikation (mRNA-
Nachweis)

tTA900.a AAT ACA ATG TAG GCT GCT CTA Seq. tTA nach apoE.4x (2. - 4.

CACC Wdh.)

tTARev.a GCC AGC TTT CCC CTT CTAAA tTA-cDNA-Amplifikation (mRNA-
Nachweis)

XhoI-BglII- TCG GCA CTC GAG CAG ATC TCT LD-PCR der Expressionskasset-

pTRE2- GAA TAA GAG GAA te zur Umklonierung zwischen

Ad5-294.s die AAV-ITRs
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2.10. Molekularbiologische Methoden
2.10.1. Nukleinsauren-Isolierung

Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde aus den E. coli-Stammen, DH5a (Invitrogen), XL2 Blue MRF’,
Sure2, XL10-Gold (alle Stratagene) isoliert. Die Bakterienkulturen wurden dazu bei
37° C auf dem Ruttler bei ca. 300 rpm in LB-Medium 10 - 18 Stunden inkubiert. Zur
Selektion wurde, je nach Resistenzgen im Plasmid, Ampicillin oder Kanamycin (je 50
ug/ml) eingesetzt. Fir die Verwendung der Plasmide fir Sequenzierungen, Klonie-
rungen und Plasmidanalysen mittels PCR, wurden die QlAprep Spin Miniprep oder
Midiprep kits (Qiagen) verwendet. Fir Transfektionen wurden die Plasmide mittels
QIAGEN Plasmid Maxi Kit und fir Transfektionen zur Viruspraparation mittels
EndoFree Plasmid Mega Kit (Qiagen) isoliert. Die Aufreinigung erfolgte nach An-

leitung des Kit-Herstellers.

Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA wurde aus Lebern, Nieren, Milzen, Lungen, Herzen und Muskeln
von Mausen mit Hilfe des DNeasy Tissue Kit (Qiagen) isoliert. Die Mause wurden mit
CO, getbtet, die Organe entnommen, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -20°
C gelagert. Bis zu 25 mg (10 mg bei Milz) der Organe wurden pulverisiert und nach
Anleitung des Kitherstellers aufgearbeitet.

Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Agarosegel-Elektrophorese wurden die entsprechenden Banden mit einem
Skalpell ausgeschnitten und entweder nach Herstelleranweisung mit dem QIAEX Il
Gel Extraction Kit oder dem QIAquick Gel Extraction Kit (beide Qiagen) oder mittels
einer Phenolextraktion aufgereinigt (s.u.).

Virus-DNA-Extraktion

Nach dem Verdau der Viruspartikel wurde Virus-DNA fir PCRs wie folgt extrahiert:
zur Lésung verdauter Viruspartikel wurden SDS (0,5 %), EDTA (10 mM) sowie Pro-
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teinase K (50 pug/ml) zugegeben und anschlieBend 60 min bei 37° C inkubiert. Die
Proben wurden auf Eis mit 0,25 Vol 5 M NaCl versetzt und vorsichtig durch invertie-

ren vermischt. AnschlieBend folgte die DNA-Extraktion mittels Na-Azetat:

Phenolextraktion und DNA-Féllung mittels Na-Azetat

DNA-Proben wurden mit Phenol/Chloroform behandelt, um die Salzkonzentration zu
reduzieren und Proteinverunreinigungen zu beseitigen. Die DNA wurde in 200 pl
ddH>O suspendiert und mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) und Zentrifugation bei ~800 x g fir 5 min bei RT extrahiert. Die DNA in der
wassrigen, oberen Phase wurde abgenommen und durch Zugabe von 0,1 Volumen 3
M Na*-Azetat (pH 4,8) und 2 Volumen eiskaltem Ethanol in 30 min bei —-80°C pra-
zipitiert. AnschlieBend wurde 20 min bei ~12.000 x g zentrifugiert und das DNA-
Pellet 2 x mit 1 ml 70 % kaltem Ethanol (4° C) (Zentrifugation bei ~12.000 x g, 4°C
fir 5 min) gewaschen, im Vakuum getrocknet und in TE-Puffer oder ddH-O (pH 8,0)
bei 4°C (2 h) geldst.

Isolierung von RNA

Die RNA-Isolierung erfolgte aus Gewebeproben, die direkt nach der Entnahme in
flissigem Stickstoff tiefgefroren worden waren. Etwa 50 mg wurden in Alufolie
gewickelt, mit einem Hammer zertrimmert und anschlieBend mit Hilfe eines Pistills
(Qiagen) und Akku-Schraubendrehers im 1,5 ml-ReaktionsgefaB in flissigem Stick-
stoff pulverisiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des RNeasy-Kits von
Qiagen oder wie folgt: 50 mg pulverisiertes Gewebe wurde in 1 ml Trizol durch
wiederholtes auf- und abpipettieren und fanfminltige Inkubation bei RT lysiert. 0.2
Volumen Chloroform wurden zugeben, 15 sec kraftig gemischt und 5 min auf Eis
inkubiert. Die Mischung wurde 15 min bei 4° C und 12.000 x g zentrifugiert und
anschieBend aus der oberen wassrigen Phase die RNA mit 0,1 Volumen Isopropanol
durch 15- minatige Inkubation auf Eis und anschlieBende Zentrifugation flr 15 min
bei 4° C und 12.000 x g préazipitiert. Das RNA-Pellet wurde mit 75 % eiskaltem
Ethanol gewaschen (0,8 ml pro erwartete 50 - 100 pg RNA), 8 min bei 4° C und 7500
x g abzentrifugiert, kurz im Vakuum getrocknet, in 30 - 100 ul DEPC-H,O gelést und
10 min bei 60° C inkubiert, um das Lésen des Pellets zu unterstitzen (Chomczynski
& Sacchi, 1987).
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2.10.2. DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-/RNA-Konzentration wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei
260 nm bestimmt (Sambrook et al., 1989). Die DNA- bzw. RNA-Proben wurden 1:40
in H.O oder TE-Puffer bzw. RNase-freiem (DEPC-) H,O verdiinnt und anschlieBend
die Extinktion in einer Quarzkivette im Photometer gegen H>.O bzw. TE-Puffer als
Referenz gemessen. Eine Absorptionseinheit (OD von 1,0) entspricht 50 pug doppel-
strangiger DNA/ml bzw. 40 pg RNA/ml.

2.10.3. Agarosegel-Elektrophorese

Das Verfahren der Agarosegel-Elekirophorese (Meyers et al., 1976) wurde verwen-
det um (i) mit Restriktionsenzymen geschnittene Plasmid-DNA aufzutrennen und
deren FragmentgréBe zu kontrollieren, (ii) PCR-Produkte auf ihre Reinheit und
GrdBe zu Uberprifen und (iii) einzelne Plasmidfragmente zu isolieren. Die DNA-
Fragmente wurden in 1 %-Agarosegelen aufgetrennt. Zur Sichtbarmachung unter
UV-Licht (A 302 nm) wurde dem Agarosegel Ethidiumbromid (0,5 ug/ml) zugesetzt
(Sambrook et al., 1989). Kristallviolett (0,8 pg/ml, Invitrogen) wurde anstelle von
Ethidiumbromid verwendet, wenn DNA-Fragmente bei Tageslicht sichtbar sein
sollten (um UV-Schaden zu vermeiden). Die Proben wurden vor dem Beladen des
Gels mit 1/10 Volumenanteil Ladepuffer vermischt. Die Elektrophorese fand in 1x
TAE-Puffer bei 100-140 V statt. Zur Bestimmung der DNA-Fragmentgr6Ben wurde
der Molekulargewichtsstandard X (0,07-12,2 kb, Roche) verwendet. Das DNA-
Bandenmuster wurde unter UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht und fotografiert.

2.10.4. PCR, LD-PCR, gPCR, one step-rtPCR

(LD-) PCR

Zur Durchflihrung der Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) wurde Platinum Tag-
DNA-Polymerase (Invitrogen) oder Pwo-Poylmerase (PeglLab) mit Fehlerkorrektur-
Funktion (proof reading) verwendet (zur Herstellung von far Klonierungen benétigten
DNA-Fragmenten).

Die Amplifikation der Expressionskassette (Uber 4 kb) zur Klonierung zwischen die
AAV-ITRs erfolgte mit einer long distance-PCR (LD-PCR). Dazu wurde eine
Mischung aus der Fehlerkorrektur-Polymerase Pfu und der Tag-DNA-Polymerase
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(Clontech, Stratagene) verwendet. Pfu und Pwo haben eine 12- bzw. 10-fach héhere
Genauigkeit als Taqg. Im Folgenden sind typische PCR-Reaktionen aufgezeigt:

Taq Pwo LD (Pfu+Taq)
10x-Puffer (ohne Mg?*) 1x 1x 1x
MgCl,, 50 mM 1,5 mM 2,25 mM
MgSQOyg, 25 mM 4 mM
dNTPs, 10 mM 200 uM 400 pM 500 uM
sense Primer, 100 uM 1 uM 1 uM 0,33 uM
antisense Primer, 100 uM 1 uM 1 uM 0,33 uM
Polymerase 1U 1U 25U
DNA-Template 250 ng 100 ng 10-40 ng
mit ddH,O auffiillen auf 50 ul 50 ul 50 ul

Fir die Tag- und Pwo-Reaktionen wurden nach einem ersten, vierminatigen Denatu-
rierungsschritt bei 94° C 35 Zyklen im Thermalcycler durchgefiihrt, von denen jeder
aus einer Denaturierung bei 94° C fir 30 sec bei Taq und 15 sec bei Pwo bestand.
Das annealing (Anlagerung der Primer) wurde unabhangig von der verwendeten
Polymerase bei 54-64° C (abhangig von der Schmelztemperatur der Primer:
annealing-Termperatur sollte ca. 5° C unter der Schmelztemperatur liegen) fir 30
sec durchgefihrt. Die Elongation erfolgte bei 72° C. Die Dauer dieses Schrittes war
abhangig von der Lange des zu amplifizierenden Fragments: 1 min/kb (mit einer
Zunahme der Elongationszeit von 20 sec/Zyklus wahrend der letzten 20 Zyklen bei
Pwo). Nach Abschluss der Zyklen wurde ein letzter Elongationsschritt bei 72° C flr 7
min durchgefihrt. Fir die LD-PCR wurde ebenfalls ein erster Denaturierungsschritt
fir 2 min bei 94° C mit anschlieBenden 30 Zyklen durchgeflhrt. Diese bestanden aus
der Denaturierung fir 10 sec bei 94° C, dem annealing fir 30 sec bei 60-62° C (mit
einer Abnahme der Temperatur von 0,2° C/Zyklus) und der Elongation bei 68° C (1
min/kb), mit einer Zunahme der Elongationszeit von 20 sec/Zyklus bei den letzten 20
Zyklen. Eine abschlieBende Elongation fand flr 7 min bei 68° C statt.
Durchgefiihrt wurden die Reaktionen mit dem GeneAmp PCR System 9700 (Perkin
Elmer) oder dem Mastercycler Gradient (Eppendorf).
Die theoretische Schmelztemperatur (Td) der Primer wurde wie folgt berechnet:

Tdin °C = 4 x (Anzahl der G- und C-Basen) + 2 x (Anzahl der A- und T-Basen).
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Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde (i) direkt mit dem NucleoSpin Kit auf-
gereinigt (ii) eine Natriumazetat-Fallung (Kapitel 2.10.1) durchgefuhrt oder (iii) eine

Agarosegel-Elektrophorese durchgefihrt (Kapitel 2.10.3).

Quantitative PCR

Die Konzentration von rAAV in einer Viruspraparation sowie die Menge von rAAV-
DNA in den Mauseorganen wurde mit Hilfe der quantitativen real time-PCR (qPCR)
und einem ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems) ermittelt. Genaueres hierzu findet

sich im Kapitel 2.13.12 unter ,Quantifizierung der rekombinanten Viren*.

one step RT-PCR

Zum Nachweis der Transkription der Transgen-DNA wurde eine one step RT-PCR
durchgeflhrt, bei der in einem Schritt die mMRNA in cDNA umgeschrieben und direkt
im Anschluss eine PCR durchgefuhrt wird. Es wurde die reverse Transkriptase
Superscript Ill mit dem dazugehdérigen Puffer von Invitrogen verwendet. Ein RT-PCR-
Ansatz sah wie folgt aus:

MgCI2 1,5 mM
dNTPs (10 mM) 800 uM
Platinum Taq 1,25 U
10 x Puffer 1x
Sense Primer 0,4 uM
antisense Primer 0,4 uM
reverse Transkriptase 10U
(Superscript Ill, 200 U/ul))

mRNA-Probe 2 pl

mit DEPC-dH,0 aufflllen auf 25 ul

Nachdem bei 55° C fir 20 min die reverse Transkription durchgefiihrt worden war,
folgten die Ublichen PCR-Schritte: 5 min Denaturierung bei 95° C zu Beginn, gefolgt
von 40 Zyklen, bestehend aus: 30 sec Denaturierung bei 94° C, 40 sec annealing
bei 54° C und 30 sec Elongation bei 72° C. Im Anschluss an den letzten Zyklus fand
eine abschlieBende Elongation ebenfalls bei 72° C fiir 7 min statt.
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2.10.5. Reverse Transkription

Um die RNA-Proben nicht zu haufig auftauen zu missen, wurde mit Hilfe des Om-
niscript Reverse Transcription Kit von Qiagen cDNA hergestellt (DNA ist wesentlich
stabiler als RNA), mit der anschlieBend verschiedene PCRs durchgefihrt werden
konnten. Als Primer wurden zufallige Hexamerprimer von Invitrogen eingesetzt.

Die RNA wurde 5 min bei 65° C denaturiert und anschieBend der Reaktionsansatz

auf Eis zusammen pipettiert:

10x Puffer RT 1 X

dNTP (5 mM/dNTP) 0,5 mM/dNTP
Random Hexamer Primer (100 uM) 10 uM

RNase Inhibitor (10 U/ul) 10U
Omniscript RT 4 U
RNA-Probe 2 ug

auffillen mit DEPC-dH,0 auf 20 pl

Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Die reverse Transkription wurde bei

37°C und einer Dauer von 60 min durchgefihrt.

Bei der folgenden PCR (mit Tag-Polymerase) wurden 2 pl dieses Reaktionsansatzes

als Template und je 2 uM Primer eingesetzt.

2.10.6. Positionsspezifische Mutagenese

Mit der positionsspezifischen Mutagenese wurden einzelne Basenpaare gezielt aus-
getauscht, um unerwinschte Restriktionsschnittstellen zu entfernen, bzw. neue zu
erzeugen. Hierzu wurde das QuickChange XL Site-directed Mutagenesis Kit (Strata-
gene) nach Herstelleranweisung verwendet. Kurz zusammengefasst wurden zwei
komplementare sense- und antisense-Primer verwendet, die ein oder zwei ver-
anderte Nukleotide enthielten. Mit diesen Primern wurde das gewlnschte Plasmid-
fragment in einer LD-PCR amplifiziert. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt (das
komplette Plasmid) mit DpnI-Endonuklease inkubiert. Diese Nuklease erkennt spezi-
fisch die methylierte (Ausgangs-) DNA und schneidet diese. Nicht geschnitten wird
jedoch die neusynthetisierte, die Mutation enthaltende DNA, da diese nicht methyliert
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ist. Zwei Mikroliter dieser DpnI-verdauten DNA wurden nun zur Transformation kom-
petenter E. coli (XL 10 Gold, Stratagene) eingesetzt, um das Plasmid zu verviel-

faltigen.

2.10.7. Enzymatische DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die verwendeten Restriktionsenyzme wurden mit den entsprechenden Puffern der
jeweiligen Hersteller verwendet (New England Biolabs, Roche). Doppelrestriktionen
wurden, wenn mdglich, gleichzeitig in kompatiblen Puffern, andernfalls nacheinander
durchgefuhrt. FUr analytische Restriktionen wurden etwa 0,1 - 2 ug DNA mit je 2 U
des Restriktionsenzyms versetzt (u. U. mit Zugabe von BSA nach Herstellerangabe)
und fir 1 — 2 h bzw. 0. N. in einem Gesamtvolumen von 20 pl bei der jeweils opti-
malen Temperatur (37° C bzw 25° C) inkubiert. 1 Einheit (1 U) entspricht der Menge
Restriktionsenzym, die in 1 h 1 pg Lambda-DNA bei der jeweils angegebenen opti-
malen Temperatur schneidet.

Bei praparativen Restriktionen fir Klonierungen wurden die zu verdauende DNA-
Menge und die Volumina der anderen Substanzen entsprechend erhdht. Die gewon-
nenen DNA-Fragmente wurden anschlieBend Uber Agarosegel-Elektrophorese (s.
Kapitel 2.10.3) mit nachfolgender Extraktion (s. Kapitel 2.10.1) oder mittels Phenol/
Chloroform (s. Kapitel 2.10.1) aufgereinigt.

2.10.8. Ligation

Die Verkniupfung von DNA-Enden bei Klonierungen erfolgte mit T4 DNA-Ligase aus
verschiedenen Kits unterschiedlicher Hersteller nach deren Anleitung (Rapid DNA-
Ligation, Roche; DNA-Ligation Kit, Stratagene; T4 DNA-Ligase, Invitrogen). Lineari-
siertes Plasmid und einzuklonierendes DNA-Fragment (Insert) wurden im molaren
Verhaltnis 1:3 eingesetzt.
Vor der Ligation wurden komplementare, kohesive Enden des linearisierten Plasmids
mit 0,5 U Phosphatase (CIP - calf intestinal alkaline phosphatase, New England Bio-
labs) / ug DNA fir 1 h bei 37° C dephosphoryliert, um eine Religation zu verhindern.
AnschlieBend wurde eine Phenolextraktion der DNA durchgeflihrt (siehe Kapitel
2.10.4).
Wenn DNA-Fragmente (Inserts) mit nicht komplementéaren Restriktionsschnittstellen
in ein Plasmid kloniert werden sollten, mussten die 5’-Uberhdnge aufgefiillt werden,
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um glatte Enden zu erhalten. Das Aufflillen erfolgte mit Hilfe des Klenow-Fragmentes
(Large Fragment of DNA Polymerase 1, Invitrogen) nach Herstelleranleitung.

2.10.9. Transformation

Kompetente E. coli-Bakterien wurden mittels Hitzeschock mit 20 — 50 ng Ligati-
onsprodukt oder 100 - 200 ng Plasmid-DNA nach Anleitung der Vertreiber der
Stamme transformiert. Transformierte Zellen wurden in LB-Medium fiir 1 h bei 37°C
schittelnd (225 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurde eine Probe, bestehend aus 50—
200 pul der Bakterienkultur, auf LB-Agar-Platten ausplattiert, die das Antibiotikum ent-
hielten, fir welches das Plasmid eine Resistenz vermittelte (Ampicillin bzw. Kana-
mycin). Nach der Inkubation der Platten bei 37° C fur 8 — 24 h wurden Klone gepickt,
in LB-Medium mit dem entsprechenden Medium @. N. bei 37° C unter schiitteln inku-
biert und anschlieBend eine Plasmidpraparation durchgefthrt. Bestétigte die Analyse
der Plasmide mittels PCR oder Sequenzierung die korrekte Sequenz des gewun-
schten Plasmids, wurden Stocklésungen bei -80° C gelagert. Dazu wurden 800 ul
einer sich in exponentiellen Wachstum befindlichen Bakterienkultur mit 200 pl Gly-
cerin (87 %) vermischt und eingefroren.

Agarplatten, auf denen Klone kultiviert wurden, die mit AAV-ITR enthaltenden
Plasmiden transformiert worden waren, wurden bei 32° C inkubiert. Da die ITR-
Sequenzen palindrome Strukturen sind, kann es bei Transformationen zu Deletionen
oder Rekombinationen kommen. Die niedrigere Temperatur senkt die Rekombi-
nationsfreudigkeit der Plasmide (Schnepp & Clark, 2003). Trotzdem ist es wichtig,
nach der Transformation die Intaktheit der ITR-Sequenzen der Plasmid-DNA des

Bakterienstocks durch Restriktionskontrollen sicherzustellen (Kapitel 2.10.7).

2.10.10. DNA-Sequenzierung

DNA wurde vor und/oder nach Klonierungschritten sequenziert, um die Richtigkeit
der Nukleotidabfolge sicherzustellen und um Plasmide zu analysieren. Dafiir wurde
eine zyklische Sequenzierreaktion gestartet, fir die DNA-Template (100 - 200 ng bei
PCR-Produkten, 200 - 500 ng bei Plasmid-DNA) mit 20 pmol sense- oder antisense-
Primer, 2 pl Big Dye Terminator (enthalt fluoreszenzmarkierte ddNTPs, dNTPs,
AmpliTag DNA-Polymerase FS und Tag-Puffer; Applied Biosystems) und ddH>O auf
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10 ul Gesamtvolumen gebracht wurde. Die Reaktion wurde im Mastercycler Gradient
(Eppendorf) durchgefihrt und sah wie folgt aus: eine initiale Denaturierung bei 95°C
fir 2 min, gefolgt von 25 Zyklen bestehend aus 10 sec Denaturierung bei 95° C, 5
sec annealing bei 50-55° C und 4 min Elongation bei 60° C.

Die Produkte der zyklischen Sequenzierreaktion wurden nach Herstelleranweisung
mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen) oder wie folgt aufgereinigt: sie wurden mit 90 pl
ddH.0, 250 pl Ethanol (100%) und 10 pl 3 M Na*-Azetat (pH 4,6) vermischt und
durch Zentrifugation fir 15 min bei ~12.000 x g prazipitiert. Das Pellet wurde einmal
mit 400 ul 70 %-Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und in 20 pul Template
Supression Reagent (TSR, Applied Biosystems) resuspendiert. AnschlieBend wurde
die DNA in TSR fir 2 min bei 90° C denaturiert, auf Eis gekihlt und mit dem ABI
Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer) sequenziert.

2.11. Proteinbiochemische Methoden

2.11.1. FIX-Antigen-ELISA

Die hFIX-Antigen-Konzentration im Zellkulturmedium bzw. Mausplasma wurde un-
verdinnt oder verdinnt mit dem Asserachrom [X:Ag-Kit (Diagnostica Stago,
Asniéres, Frankreich) nach Herstelleranleitung bestimmt. Dieses Kit bestimmt
spezifisch humane FIX-Antigene, da die verwendeten Antikérper nicht mit Maus-FIX
interagieren. Die Extinktion wurde gemessen und anschlieBend die Konzentration
wie folgt berechnet (wobei die Werte der Extinktionen 1 und 2 und Konzentrationen 1
und 2 der Eichkurve entnommen wurden — Wert 1 ist jeweils der nachst héhere, Wert
2 der nachst niedrigere Wert der Eichkurve im Vergleich zum Wert der Probe deren
Konzentration berechnet werden soll):

(1) Steigung: (m) = (Extinktion 1 — Extinktion 2) / Konzentration 1 — Konzentration 2

(2) Achsenabschnitt (b) = Extinktion 1 —m x Konzentration 1

(3) Konzentration = (Extinktion —b) / m
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Die in % Antigenkonzentration ausgegebenen Resultate wurden in pg sezerniertes
hF1X/Zelle/ml Medium umgerechnet (100 % entsprechen 5 pug/ml).

2.11.2. FIX-Aktivitatstest

Zur FIX-Aktivitatsbestimmung wurde das Plasma der Mause je nach Menge des
Ausgangsmaterials unverdinnt eingesetzt oder mit Owren’s Veronal-Puffer (Dade
Behring), einem Barbitalpuffer pH 7,35, verdiinnt. 50 ul (verdinntes) Mausplasma
wurden mit 50 pul humanem FIX-defizientem Plasma (Dade Behring) und 50 pl aPPT-
Reagenz vermischt. Nach 3 min Inkubation bei 37° C wurden 50 pl 25 mM CacCl; hin-
zugegeben und die Zeit bis zur Bildung eines Gerinnsels gemessen. Als Referenz
wurde lyophilisiertes humanes Standardplasma (Dade Behring) verwendet. Ergebnis-
se wurden in % angegeben, wobei 100 % 1 IU (international unit)/ml entsprechen. Da
dieser Test nicht zwischen humaner und Maus-FIX-Aktivitdt unterscheiden kann,
wurde mit Kontrollmausen die basale Maus-FIX-Aktivitdt bestimmt. In mit hFIX ent-
haltenden Vektoren behandelten Mausen wurde die Gesamtaktivitdt von Maus- und
humaner FIX-Aktivitdt gemessen, um die Steigerung im Vergleich zum basalen Level

Zu ermitteln.

2.11.3. SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (SDS-Poyacrylamidgel-Elektrophorese) wurde nach dem Protokoll
von Laemmli (1970) in 10 %-Gelen durchgefiihrt. 17,5 pl der Viruseluatfraktionen
wurden 4 min bei 95°C in 17,5 ul 2 x Probenpuffer denaturiert und auf Eis abgekuhilt.
Das Gel lief in 1 x SDS-Gel-Laufpuffer bei ca. 100 V fiir ca. 10 min und anschlieBend
bei ca. 150 V fir 1—1,5 h. Ein Protein-Molekulargewichtsmarker (10 — 250 KDa, Bio-
rad) lief parallel mit den Proben, um die GrdBe der sich in den Proben befindenden

Proteine ermitteln zu kdnnen.

2.11.4. Farbung von SDS-Gelen
Die Gele wurden anschlieBend unterschiedlich gefarbt: (i) mit SYPRO Orange Stain

(Bio-Rad) nach Herstelleranleitung, (ii) mittels einer Silberfarbung (ProteoSilver Silver
Stain Kit, Sigma) ebenfalls nach Herstelleranleitung, oder (iii) mit einer Coomassie-
Farbelésung (Kapitel 2.8). Fir Letzteres wurde das Gel 5 min in eine Schale mit
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Farbelésung gegeben, die dann zweimal kurz im Mikrowellengerat aufgekocht
wurde. Zum Entfarben wurde das Gel in Entfarbelésung gegeben und 1 - 3 h auf

dem Taumel-Wipp-Tisch geschuttelt, bis es klar oder die Banden gut sichtbar waren.

2.12. Zellkultur

2.12.1. Auftauen, Kultivierung und Lagerung von Zelllinien

Zum Auftauen wurde das Zellen enthaltende Kryogefa3 aus dem Stickstofftank sofort
in 37° C warmes Wasser gegeben. Direkt nach dem vélligen Auftauen wurden die
Zellen vorsichtig in ein 15 ml-Zentrifugenrdhrchen Gberfihrt und mit 10 ml Zellkultur-
medium mit 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin-G und 100 pg/ml Streptomycin versehen.
Nach 10 min Zentrifugation bei 4° C und 100 x g wurden die Zellen in 10 ml frischem
Medium (+ FCS, + P/S) resuspendiert und in eine Zellkulturschale (Nunc, Greiner,
Sarstedt) tberfiihrt. Nach einer Inkubation . N bei 37° C und 5 % CO. wurde das
Medium gewechselt. Alle 3 - 4 Tage, wenn die Zellen konfluent waren, wurden sie
vereinzelt indem sie mit Dulbecco's-PBS (Invitrogen, PAA) gewaschen, mit Trypsin-
EDTA (Invitrogen, PAA) geldst und in gewlnschter Verdinnung (1:10 bis 1:30) in
neuen Zellkulturschalen ausgesaht wurden.

Zur Lagerung wurden Zellen in antibiotikafreiem Medium mit 20 % FCS und 10 %
DMSO in flissigem Stickstoff aufbewahrt (Freshney, 2000).

Alle Arbeiten mit den Zellen wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sicher-

heitswerkbank der Klasse |l durchgefihrt.

2.12.2. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA (Invitrogen, PAA)
gel6ést. AnschlieBend wurde Medium zugegeben, so dass die Zellen in 1 ml
Medium/Trypsin-EDTA-Lésung vorlagen. 100 pl dieser Lésung wurden mit 100 pl
Dulbecco’s-PBS und 100 ul Trypan-Blue versetzt. Von diesem Ansatz wurde ein
Tropfen unter Standardbedingungen in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und 4
Quadrate ausgezahlt. Mit folgender Formel wurde die Anzahl der Zellen berechnet:
gezahlte Zellen/Anzahl ausgezahlter Quadrate x Verdiinnung x 10000 = Zellzahl.
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2.12.3. Transduktion von Zellen mit rAAV

Die Zellen wurden in 6 well-Platten (2 cm Durchmesser/Vertiefung) ausgesaht, so
dass sie bei Versuchsbeginn eine Konfluenz von ca. 90 % erreicht hatten. Unmittel-
bar vor der Transduktion wurden die Zellen eines wells zur Zellzahlbestimmung ver-
wendet. Die zu transduzierenden Zellen wurden mit Dulbecco’s-PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden 2 ml OptiMem (Invitrogen)/Vertiefung mit 1 x 10* vg/Zelle hin-
zugefugt. Die Zellen wurden 4 h im Brutschrank inkubiert und dann das Medium ge-
wechselt. HepG2-Zellen wurden mit RPMI-Medium und HEK293-Zellen mit DMEM
high Glucose, jeweils ohne Antibiotika, aber mit 10 % FCS und mit 10 pg/ml Vitamin
K (Sigma) versetzt. Da die transduzierten Zellen hFIX exprimieren sollten, war die
Zugabe von Vitamin K unerlasslich. Vitamin K ist wichtig fir die y-Carboxylierung und

somit die Funktionalitat des Proteins.

2.13. Viruspraparation

2.13.1. Verpackungszellen

Zur Produktion von rAAV wurden HEK293T-Zellen verwendet. Es handelt sich hier-
bei um eine modifizierte HEK293-Zellinie (humane embryonale Nierenzellen), die das
SV40 T-Antigen stabil exprimieren, wodurch die Effizienz der Transgen-Expression
erhéht wird. Wie HEK293-Zellen exprimieren sie auBerdem die adenoviralen Gene
E1A und E1B.

Die Zellen wurden so in Zellkulturschalen mit 15 cm Durchmesser oder Flaschen mit
185 cm? Grundflache in Standardmedium kultiviert, dass sie am Tag der Transfektion
30-60 % Konfluenz erreicht hatten.

2.13.2. Transfektion

Die Transfektion wurde mit der Calciumphosphat-Methode (Okayama & Chen, 1991)
durchgefihrt. Pro 15 cm-Kulturschalen wurden 42,2 ug Verpackungsplasmid und
15,1ug rAAV-Plasmid in einem Polystyrol-Falcon mit 2 ml 0,25 M CaCl, vermischt
und unter leichtem Schutteln tropfenweise 2 ml 2x HBS, pH 7.05 hinzugegeben und
sofort gut untergemischt. Das Reaktionsgemisch wurde bei RT inkubiert. Sobald
nach 10 bis 45 min eine deutliche Tribung, die eine Prazipitatbildung anzeigt, sicht-
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bar war, wurde die Lésung tropfenweise vorsichtig auf die Zellen getraufelt. Dabei
wurde die Zellkulturschale stéandig leicht geschwenkt, um eine schnelle Verteilung
des Préazipitats zu gewahrleisten und pH-Schwankungen mdglichst gering zu halten.

AnschlieBend wurden die Zellen . N. im Brutschrank inkubiert und je nach Zustand
der Zellen das Medium am nachsten Tag gewechselt oder beibehalten. Als Trans-
fektionskontrolle wurde jeweils eine Zellkulturschale mit 48 ug pEGFPc1 transfiziert

und anhand der griin leuchtenden Zellen die Transfektionsrate abgeschéatzt.

2.13.3. Ernte der rAAV-produzierenden Zellen

48 - 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen im Kulturmedium durch Ab-
schaben gelést, resupendiert und 10 min bei ~1300 x g und 4° C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde fiir eine separate rAAV-Fallung abgenommen (siehe Kapitel 2.13.4)
und die Zellpellets von je zweieinhalb 15 cm-Zellkulturschalen in 10 ml Dulbecco’s-
PBS resuspendiert. Die Vereinigung mehrerer Zellpellets, Zentrifugation und Re-
suspension in frischem PBS wurde wiederholt (der PBS-Uberstand jeweils ver-
worfen), bis die Zellen von 20 Kulturschalen in 10 ml resuspendiert waren.

2.13.4. Virusfallung aus Zellkulturiiberstand

4 ml CaCly (2,5 M) wurden mit 200 ml rAAV-haltigen Zellkulturiberstand gut ver-
mischt, 1 h auf Eis inkubiert und 30 min bei 4° C und ~1700 x g zentrifugiert. 300 ml
virushaltiger Uberstand wurde mit 100 ml 24 % PEG/NaCl (1,86 M) vermischt und (.
N. im Kdhlschrank inkubiert. AnschlieBend wurde die PEG/NaCl-Virus-Suspension
30 min bei 4° C und 3000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und jedes
Pellet einer 50 ml Suspension in 500 pl NaCI/HEPES-Lésung resuspendiert. Die
gelésten Pellets wurden anschlieBend gepoolt und 15 min bei 4° C 10.000 x g
abzentrifugiert. Der virushaltige Uberstand wurde bei -80° C bis zur lodixanol-Dichte-
gradienten-Ultrazentrifugation gelagert.

2.13.5. ZellaufschluB zur Virusfreisetzung

10 ml Zellsuspension (s. Kapitel 2.13.3) wurden mit 500 pl 10 % Na-Doc (Natrium-
Deoxycholatsaure) und 20 ul (500 U) Benzonase (Merck, Reinheitsgrad Il) versetzt
und 1 h bei 37° C im Wasserbad unter mehrmaligem Aufschutteln inkubiert. Durch
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dreimaliges Einfrieren (-80° C, 30 min) und Auftauen (37° C im Wasserbad, 15 min)
wurden die Zellen lysiert. Na-Doc zerstért die Zellkerne und sorgt damit flr die Frei-
setzung der Viruspartikel, wahrend Benzonase (ein DNase-RNase-Gemisch) unver-
packte Virus-DNA abbaut. AnschlieBend wurde 30 min bei ~3500 x g zentrifugiert,
der Uberstand in neue Réhrchen (iberfiihrt und erneut 20 min bei ~3500 x g zentri-
fugiert. Dieser Schritt wurde mindestens zweimal wiederholt, bis nahezu kein Pellet
mehr sichtbar war. Der virushaltige, zelltrimmerarme Uberstand wurde bis zur lodi-
xanol-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation bei —20° C gelagert.

2.13.6. lodixanol-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation

OptiSeal-Réhrchen (Beckman) mit 32,5 ml Fassungsvermégen wurden jeweils mit 11
ml virushaltigem Na-Doc-Lysat beladen. Mittels steriler Kantlen wurden lodixanol-
I6sungen in den Konzentrationen 15 %, 25 %, 40 % und 54 %, mit der niedrigsten
Konzentration beginnend und der jeweils nachst héheren folgend, untergeschichtet.
Die 25 und 54 %-L6sungen waren vorher jeweils mit Phenolrot gefarbt worden.

Die Réhrchen wurden mit 1 x PBS-MK bis zum Rand aufgefillt, austariert, mit Stop-
fen und Spacer mdglichst luftblasenfrei verschlossen und im 70-TI-Rotor zweieinhalb
Stunden bei 18° C und 296 000 x g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die Zentrifuge
wurde anschlieBend ohne Bremse auslaufen gelassen, um die Banden unterschied-
licher Dichten nicht zu zerstéren. Die (fast) farblose Virusbande zwischen der 54 %-
und der 25 %-lodixanol-Schicht (bis zu 4 ml, s. Kapitel 3.2.1., Abb. 16) wurde mit
einer 18G-Kanile abgezogen und bei -20° C bis zur Aufkonzentrierung der rekombi-
nanten Viren aufgehoben.

2.13.7. Konzentration der Viren I - Heparinagarosesaule

Bei den ersten Viruspraparationen wurden die Virus-lodixanol-Lésungen auf eine
Heparinagarosesaule gegeben und mit Puffern gewaschen und eluiert, um die Viren
nicht nur aufzukonzentrieren, sondern auch von unerwinschten Proteinen zu be-
freien.
Dazu wurde eine Saule (Econo-Column, Bio-Rad) mit 8 ml Heparinagarose (Heparin
Typ |, Sigma H-6508) beladen und mit 50 ml PBS-MK equilibriert. Die lodixanol-
Virus-Lésung wurde auf Eis aufgetaut und bei Bedarf — wenn sie zu dickflissig war -
bis 1:20 verdiinnt. AnschlieBend wurde die Saule mit der Viruslésung beladen. Dabei
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wurde der Durchfluss aufgefangen und ein zweites Mal auf die Sdule gegeben, um
eine moglichst hohe Bindungsrate der Viren an der Saulenmatrix zu erreichen. Da-
raufhin wurde die Saule mit dem 10-fachen Volumen einer PBS-MK-Ldsung gewa-
schen und die Viruspartikel mit 10 ml PBS-MK-NaCl eluiert. Das Eluat wurde in 1 ml-
Fraktionen gesammelt und bei -20° C bis zur weiteren Verwendung aufgehoben. Die
Saule wurde anschlieBend mit 50 ml Saulenwaschpuffer gewaschen. Fir eine lan-
gere Séaulenlebensdauer (bis zu 10 | Viruslésung) zusatzlich mit 40 ml 0,5 M NaOH
gespult und anschlieBend in 20 % Ethanol oder Saulenaufbewahrungspuffer bei 4° C
aufbewahrt.

Mittels SDS-PAGE und Coomassie-, Sypro-Orange- und/oder Silberfarbung wurden
die Eluat-Fraktionen mit den héchsten Viruskonzentrationen ermittelt und anschlie-
Bend die Fraktionen gepoolt, welche am meisten Viruspartikel enthielten. Dieser
Virus-Pool wurde anschlieBend wie in Kapitel 2.13.9 beschrieben dialysiert und die
Viruspartikel quantifiziert (s. Kapitel 2.13.12.).

2.13.8. Dialyse des Viruskonzentrats

Das Viruskonzentrat wurde nun, wenn nétig, mit PBS-MK auf 3 ml verlangert und
mittels Dialyserdhmchen (Slide-A-Lyzer 0,5-3 ml, Pierce) gegen PBS-MK dialysiert: 2
x ca. 2 h bei RT und 1 x 0. N. bei 4° C in jeweils 800 ml PBS-MK. Das dialysierte
Viruskonzentrat wurde danach nochmals mit einem 0,45 um PVDF-Filter filtriert und
in einem (neuen) Vivaspin-Réhrchen auf ca. 500 pl eingeengt. Méglicherweise an der
Membran haftende Viruspartikel wurden abgewaschen und mit dem Konzentrat
gepoolt. AnschlieBend wurden Aliquots zur Quantifizierung und fir die SDS-PAGE
entnommen (2,5 und 17,5 pl) und der Rest mit 5 % Glycerol bei -80° C gelagert.

2.13.9. Konzentration der Viren II - Ultrafiltration

Da lodixanol sehr viskos ist, wurde die Virus-lodixanol-Lé6sung mindestens 1:10
(wenn nétig bis zu 1:40) mit PBS-MK verdiinnt, Gber PVDF-Filter (5 um und 0,45 um
PorengrdBe) filtriert und anschlieBend mittels Vivaspin 20-Réhrchen (100.000
MWCO) (Sartorius) durch Zentrifugation bei 18° C und 3000 x g auf ca. 200 pul auf-
konzentriert. Diese 200 pl-Uberstande aus den Vivaspin-Reservoirs wurden gepoolt.
Zusatzlich wurden die an den Vivaspin-Filtermembranen haftenden Viruspartikel mit
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300 pl PBS-MK abgespult und zu dem Viruskonzentrat geben. Dieses Viruskonzen-
trat wurde dann dialysiert.

2.13.10. Herstellung eines Standards fiir die rAAV-Quantifizierung

Der Standard zur Quantifizierung der Viren mittels gPCR wurde aus Vektorplasmid-
DNA hergestellt und bestand aus rAAV-Genoméaquivalenten.

Das Plasmid wurde durch Restriktion mit EcoRI fragmentiert und ein 2068 bp gro-
Bes, das FIX-Gen enthaltendes DNA-Fragment nach Agarosegel-Elektrophorese aus
dem Gel extrahiert (Qiagel-Extraction-Kit). Daraus wurde ein Plasmid-DNA-Fragment
Stock mit 10'° Kopien/ml hergestellt. Dafiir wurde die Kopienzahl im Eluat mit folgen-

der Formel bestimmt:
(x g/ pul DNA / [Plasmidldnge in bp x 660]) x 6,022 x 10% = y Molekdle/pl

AnschlieBend wurde seriell verdiinnt, so dass in der quantitative real time-PCR Re-
aktionsansatze mit 10° — 10’ Molekiile/Reaktion eingesetzt werden konnten, um eine
Standardkurve zu generieren.

2.13.11. Viruspartikelverdau

Die Quantifizierung erfolgte Uber die Feststellung der Anzahl der DNase-resistenten
Viruspartikel mittels quantitativer real time-PCR (qPCR). Dazu wurde der Virusstock
seriell in ddHO (pH 8,0) verdiinnt (102 — 10°) und anschlieBend die Viruspartikel
verdaut: 100 pl jeder Verdinnung wurden mit 1 pl (10 U) DNasel fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Als Kontrolle wurden parallel 100 ul jeder Verdinnung 30 min bei 4° C
stehengelassen, anstatt mit DNasel verdaut zu werden. AnschlieBend wurden 10 ug
Proteinase K hinzugefugt und die Proben 60 min bei 50° C inkubiert. Die Proteinase
K wurde danach durch 20 minltiges Erhitzen bei 95° C inaktiviert.

2.13.12. Quantifizierung der rekombinanten Viren einer Praparation

Die Konzentration von rAAV in einer Viruspraparation sowie die Menge von rAAV-
Genomen in den Mauseorganen wurde mit Hilfe der quantitativen real-time PCR
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(gPCR) mit dem ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems) ermittelt. Die qPCR wurde
teilweise mit Sybr-Green, teilweise mit Hydrolysierungssonden durchgeflhrt.

Fir die gPCR mit Sybr-Green wurden die Primer hFIX489.s und hFIX579.a (End-
konzentration jeweils 0,4 uM) eingesetzt, bzw. bei Durchfiihrung der gPCR mit der
Sonde die Primer pAAV-FIX-tTA1205 und pAAV-FIX-tTA1134 (Endkonzentration 0,4
UM) sowie die Sonde FIX-FAM-Probe (Endkonzentration 0,15 pM) (siehe Kapitel
2.9). Fur die Sybr Green — qPCR wurden 12,5 pl QuantiTect Sybr Green PCR
Mastermix (Qiagen), fur die Quantifizierung mittels Sonde 2x QuantiTect Probe PCR
Mastermix (Qiagen) hinzugegeben und mit RNase-freiem ddH20 auf 21 ul aufgefulit.
Dann wurden jedem Ansatz 4 pl Standard (mit 10% - 10” Molekilen) bzw. 4 pl L6-
sung der zu quantifizierenden DNase-resistenten Viruspartikel in den Verdinnungen
102 — 10™ zugegeben. Als Kontrolle wurden Ansatze mit 4 pl RNase-freiem Wasser
mitgefihrt (NTC, no template control).

Die PCR sah bei Sybr-Green wie folgt aus: nach einer Aktivierung von 15 min bei 95°
C folgten 35 Zyklen mit jeweils 15 sec bei 94° C (Denaturierung), 30 sec bei 55° C
(Annealing) und 30 sec bei 72° C (Extension). Bei der Verwendung einer Sonde
folgten nach einer ebenfalls 15 mindtigen Aktivierung 40 Zyklen mit jeweils 15 sec
bei 94° C (Denaturierung), gefolgt von 60 sec bei 60° C (Annealing, Extension).

Das Ergebnis wurde als Kopienzahl/Reaktion ausgegeben und musste in DNase-
resistente rAAV-Genome/ml umgerechnet werden. Dazu wurde mit 250 multipliziert,
um die eingesetzten 4 ul Probenvolumen auf 1 ml umzurechnen. Dann wurde noch
mit dem Verdiannungsfaktor und schlieBlich mit 2 multipliziert, um zu berlcksichtigen,
dass die Standard-DNA doppelstrangig, die rAAV-DNA aber einzelstrangig ist.

Jede Probe wurde zumindest in Doppelansétzen untersucht.

2.14. Expressionsversuche (Transduktion)

2.14.1. Zellkulturversuche (in vitro)

Die Regulation der Expression von humanem FIX und die Gewebespezifitdt des
haat/apoE4x Promotor-Enhancer-Komplexes wurde in HEK293- und HepG2-Zellen
Uberprift. HepG2-Zellen sind humane Leberkarzinomzellen (human hepatocellular

liver carcinoma cells) und somit sollte in diesen der leberspezifische Promotor (LSP)
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aktiv sein. Dieser sorgt fur die Expression des Regulatorgens tTA. Das tTA-Protein
induziert den TRE-Promotor, so dass es zu einer Expression des hFIX-Gens kommt.
Durch Zugabe des Koregulators Doxycyclin kann der Regulator tTA an der Bindung
an TRE gehindert werden, womit die hFIX-Expression inaktiviert wird. Im Gegensatz
dazu sollten HEK293-Zellen, humane embryonale Nierenzellen, kein hFIX exprimie-
ren. Da in diesen der leberspezifische Promotor - unabh&ngig von Doxycyclin -
inaktiv bleiben sollte, ware keine tTA-Expression zu erwarten und auch der TRE-
Promotor, der die hFIX-Expression vermittelt, dirfte nicht aktiv werden.

Die Transduktion wurde wie in Kapitel 2.12.3 beschrieben durchgefihrt.

Je nach Zielsetzung des Versuches wurde den Zellen optional Doxycyclin in der Kon-
zentration 50 ng/ml Medium hinzugeflgt. Nach 2, 4 und 6 Tagen Inkubation im Brut-
schrank wurde das Medium gewechselt und von dem abgenommenen Medium 250
ul fur die Bestimmung der hFIX-Antigenkonzentration im ELISA eingesetzt. Der Rest
wurde in Centricons 30 (Millipore) fur den FIX-Aktivitadtstest aufkonzentriert.

2.14.2. Tierversuche (in vivo)

Es wurden 8 - 9 Wochen alte weibliche SCID und C57BL/6J-Mause verwendet. Die
Tiere wurden Uber die Schwanzvene intravenés mit unterschiedlich hohen Dosen
rekombinanter AAV (rAAV-FIX-tTA) infiziert. Dazu wurden die Mause mit Rotlicht
bestrahlt, um durch die Erwarmung eine starkere Durchblutung der Schwanzvene zu
erreichen und die Injektion zu erleichtern. Die Verabreichung der Viren erfolgte mit
Hilfe einer Konstruktion, in der die Tiere sich nicht bewegen konnten, so dass der
Schwanz gut zuganglich war und kaum von der Maus bewegt werden konnte. Die
Vektoren waren in PBS-MK verdinnt. Maximal wurden 250 pl pro Injektion verab-
reicht. Wenn der Virustiter zu niedrig war, um die gewlinschte Dosis mit einer Injek-
tion zu verabreichen, wurden die Tiere zweimal im Abstand von 24 h behandelt.
Kontrollmause bekamen NaCl oder PBS-MK desselben Volumens.

Um die FIX-Aktivitdt zu untersuchen und eine mdgliche Steigerung nachzuweisen,
musste den Tieren Blut abgenommen werden. Dazu wurden die Mause narkotisiert
(Forene, Abbott, Wirkstoff Isofluran) und Blut retroorbital abgenommen: die Maus
wurde so im Nacken gehalten, dass die Augapfel leicht hervorquollen und eine
Glaskapilare (die abgebrochen Spitze einer Pasteurpipette) von etwa 2,5 — 3,5 Lange
vorsichtig mit leichten Drehbewegungen an der Innenseite des Auges vorbei

geschoben, um die retrobulbdren BlutgefaBe anzuritzen. Diese Methode hat den
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Vorteil, dass die Wunde nach dem Entfernen der Kapilare und Loslassen der Maus
durch den Druck des Augapfels sofort verschlossen wird und zu bluten aufhért. Um
den Durchfluss des Blutes durch die Kantile nicht durch die Gerinnung des Blutes zu
verhindern, wurde die verwendete Kanile vorher mit 3,2 % Natrium-Citrat benetzt.
Auch in die ReaktionsgefaBe wurde vorher 3,2 % Natrium-Citrat vorgelegt und je
nach Menge des gewonnen Blutes zusétzliches Natrium-Citrat zugegeben, so dass
direkt nach der Abnahme ein Blut-Natrium-Citrat-Verhaltnis von 9:1 vorlag. Die
Blutproben wurden schnellstmdglich bei 2000 x g und 4° C 15 min zentrifugiert. Das
Plasma wurde in ein anderes ReaktionsgefaB3 Uberfihrt und bei -80° C bis zur

weiteren Analyse verwahrt.

2.14.3. Molekulargenetische Untersuchungen im Mausgewebe

C57BL/6-Méause wurden 7 Wochen nach der intravendsen Infektion von 3,1 x 10" —
1 x 10'? (n = 5) bzw. nach der Injektion von NaCl (0,9 %) (n = 2) getdtet und Leber,
Lunge, Herz, Nieren, Milz sowie Muskelgewebe enthommen. Genomische DNA und
Gesamt-RNA wurden wie in Kapitel 2.10.1 beschrieben extrahiert. Die DNA- bzw.

RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt.

Nachweis der Vektor-DNA in Organ- und Gewebeproben

Gesamt-DNA aus oben genannten Geweben wurde als Template fir PCRs mit den
Primern CMV480.s und FIX-2220Xbal.a in eine PCR eingesetzt. Diese Primer ampli-
fizieren spezifisch ein 1,5 kb groBes TRE/hFIX-Fragment aus der Vektor-DNA, da
der Primer CMV480.s innerhalb des TRE-Bereichs bindet, der vor der hFIX-cDNA
lokalisiert ist (upstream) und im Saugergenom nicht vorkommt.

Bestimmung der Anzahl der Vektorgenomkopien in Organ- und Gewebeproben
Die Anzahl der AAV-Vektor-Genome in einer Probe genomischer DNA wurde mittels
quantitativer real-time PCR (Sybr Green) mit den Primern hFIX489.s und hFIX579.a;
wie in Kapitel 2.13.12 beschrieben bestimmt. Um Ergebnisse mit der Einheit Vektor-
genom/diploides Genom zu erhalten (d.h. um zu erfahren wie viele Viren durch-
schnittlich eine Zelle transduzierten) mussten die Vektorgenomzahlen mit Hilfe eines
Gens relativiert werden, das nur einmal im Genom vorkommt. Es wurde das PBGD-
Gen, von dem es keine Pseudogene gibt, verwendet, um die Anzahl diploider Geno-

me/Probenvolumen zu ermitteln: mit den Primern mPBGD497.s und mPBGD-1207.a
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(siehe Kapitel 2.9) wurde ein Fragment amplifiziert, mit dem, entsprechend der in
Kapitel 2.13.10 beschriebenen Methode, ein PBGD-Standard hergestellt wurde. An-
schlieBend wurde mit den Primern mPBGD410.s und mPBGD597.a, die innerhalb
dieses Fragmentes binden, eine quantitative PCR durchgefihrt.

Da die Zellen diploid sind und somit die PBGD-DNA in jeder Zelle doppelt vorkommt,
musste der ermittelte Wert vorliegender PBGD-Kopien durch zwei dividiert werden,
um die Anzahl Zellen pro Probe zu ermitteln. Weiterhin musste einkalkuliert werden,
dass die zellulare DNA doppelstrangig, das (r)AAV-Genom hingegen einzelstrangig
ist. Aus diesem Grund musste der Wert ermittelter rAAV-Kopien pro Probe mit zwei
multipliziert werden. Durch Division der Anzahl rAAV-Genome durch die Anzahl Zel-
len pro Probe konnte schlieBlich die Anzahl Vektorgenome pro Zelle (= pro diploidem

Genom) flir die verschiedenen Organ- und Gewebeproben angegeben werden.

Nachweis der Transkription der Transgene hFIX und tTA

Aus Gesamt-RNA-Proben der Leber wurde in einer reversen Transkription (Kapitel
2.10.6) cDNA hergestellt und dann PCR-Reaktionen zum Nachweis der Transkription
der Transgene durchgefiihrt. Es wurden die Primer FIX-FW und FIX-653.a, die ein
182 bp langes Fragment aus der hFIX-cDNA erzeugen, sowie die Primer tTA824.s
und tTA-Rev.a, die ein 138 bp langes Fragment aus der tTA-cDNA erzeugen, ein-
gesetzt. Als Vergleich und Positivkontrolle wurde auch auf das Houskeeping-Gen
GAPDH getestet. Hierfir wurden die Primer mGAPDH682.s und mGAPDH826.a
verwendet, die ein 144 bp langes Fragment aus der GAPDH-cDNA erzeugen.
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3. [Ergebnisse

Mit verschiedenen Vektorsystemen werden gentherapeutisch bereits hohe hFIX-
Expressionslevel in verschiedenen Tiermodellen erreicht. Zu hohe Spiegel kébnnen im
Menschen jedoch das Thromboserisiko erhéhen. In diesem Zusammenhang sollte
ein auf dem Adenoassoziierten Virus basierender Vektor konstruiert werden, bei dem
durch die Verwendung des Tet OFF-Systems die hFIX-Transgenexpression mittels

Doxycyclin regulierbar ist.

3.1. Herstellung eines rekombinanten Vektorplasmides auf Basis
des Adenoassoziierten Virus

3.1.1. Konstruktion des Vektorplasmides

Die Klonierung des rekombinanten Virus war sehr aufwendig und musste genau ge-
plant werden. Da sehr viele Klonierungsschritte nétig waren und mehrere Ausgangs-
(s. Appendix) und Zwischenvektoren verwendet werden mussten, war es nicht még-
lich, mit den vorhandenen Restriktionsschnittstellen alle Klonierungsschritte zu voll-
ziehen, so dass mehrere Schnittstellen zusatzlich eingefligt oder mittels Mutagenese
zerst6rt werden mussten.

Zur Klonierung des Vektorplasmides pAAV-FIX-{TA (Abb. 11) wurden zunachst die
vierfache Wiederholung der Enhancersequenz apoE (apoE.4x) aus puc19-apoE.4x
durch Schneiden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und HindIIl gewonnen (Abb.
7). Durch das Offnen des pZS2-haat-rtTAM2 mit den gleichen Restriktionsenzymen,
wurde die zwischen dem haat-Promotor und der bgh.p(A)-Sequenz lokalisierte
rtTAM2-Sequenz entfernt und dort apoE.4x hineinligiert, so dass das Plasmid pZS2-
haat-apoE.4x-bgh.p(A) entstand (Abb. 7; Ligation 1). Aus diesem wurde mit den
Primern Nhel-Pacl-haat.s und 3’bgh-Bglll.a das Fragment haat-apoE.4x-bgh.p(A)
amplifiziert, wobei mehrere Schnittstellen generiert wurden: am 5°-Ende eine Nhel-,
gefolgt von einer Pacl- und am 3 Ende eine BgllI-Schnittstelle (Abb. 7; PCR 1).

Das Plasmid pAd5-TRE2-FIX enthalt das humane FIX-Gen gefolgt von einer
bgh.p(A)-Sequenz (Abb. 7). Letztere musste allerdings entfernt (und spater durch

eine SV40.p(A)-Sequenz ersetzt) werden, da sonst zwei bgh.p(A)-Sequenzen in dem
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Zwischenprodukt vorgelegen hatten, die eine im weiteren Verlauf der Klonierung un-
umgangliche PCR verhindert hatten. Beim Offnen dieses Plasmides mit den Restrik-
tionsenzymen Nhel und Bglll wurde diese bgh.p(A)-Sequenz entfernt und anschlie-
Bend das geschnittene Plasmid mit dem Fragment haat-apoE.4x-bgh.p(A) ligiert, so
dass dieses Fragment hinter der hFIX-Sequenz integriert wurde (Abb. 7; Ligation 2).
Das hierbei entstandene Plasmid pAd5-TRE2-FIX-haat-apoE.4x-bgh.p(A) wurde nun
durch eine Restriktion zwischen der apoE.4x-Sequenz und der bgh.p(A)-Sequenz mit
HindIII linearisiert.

Das fir das Tet-kontrollierte Aktivatorprotein kodierende tTA-Gen wurde mittels der
HindIII-Schnittstellen generierenden Primer pTet-Off-tTA.s und pTEToff-1791.a aus
dem Plasmid pTet-Off herausamplifiziert (Abb. 7; PCR 2) und in das HindIlI-lineari-
sierte pAd5-TRE2-FIX-haat-apoE.4x-bgh.p(A) hineinligiert (Abb. 7; Ligation 3).

Im nachsten Schritt wurde das entstandene Plasmid mittels Nhel und Pacl zwischen
dem hFIX-Gen und dem haat-Promotor geschnitten (Abb. 7). In diese Llcke sollte
die SV40.p(A)-Sequenz eingebaut werden, um die die vorher entfernte bgh.p(A)-
Sequenz zu ersetzen. SV40.p(A) wurde aus dem Plasmid pCl-neo mittels der Primer
NheISV40.s und PacISV40.a gewonnen, wobei die Schnittstellen Nhel bzw. Pacl
generiert wurden (Abb. 8; PCR 3). Durch eine Ligation dieses Fragmentes mit dem
gebffneten Plasmid (Abb. 8; Ligation 4) entstand das Plasmid pAd5-TRE2-FIX-
SV40.p(A)-haat-apoE.4x-tTA-bgh.p(A), welches die gesamte, fast einsatzbereite Ex-
pressionskassette enthielt. Diese sollte in BgllI-Schnittstellen zwischen die aus dem
Adenoassoziierten Virus stammenden ITRs des pTRUF5-Plasmides kloniert werden,
um das vollstandige Vektorplasmid zu erhalten. Zu diesem Zweck musste zuvor eine
Bglll-Schnittstelle im haat-Promotor eliminiert werden (Abb. 8). Mit den Primern haat-
PacI-BgIlIKO.s2 und pTRE-Ad5-3408.a wurde aus pAd5-TRE2-FIX-SV40.p(A)-haat-

Abb. 7: Schematische Darstellung der Vektorplasmidkonstruktion —Teil 1.
Genaue Ausfihrungen der einzelnen Klonierungsschritte: siehe Text. Plas-
mide sind durch gebogene, teilweise gestrichelte Enden angedeutet, nur rele-
vante Sequenzen sind als Kastchen (hellgelb unterlegt) dargestellt und
benannt. Dunkelgelb unterlegt sind durch Ligationen neu eingefligte oder
entstandene Sequenzen. Grau unterlegte Bereiche sind fir die Vektor-
konstruktion nicht von Bedeutung oder wurden mittels Restriktion entfernt. Mit
von oben auf die Sequenzen gerichteten roten Pfeilen wurden die ver-
wendeten Restriktionsschnittstellen markiert; mittels PCR eingefligte Restrik-
tionsschnittstellen sind als von unten auf die PCR-Produkte gerichtete blaue
Pfeile dargestellt; die herausgeschnittenen Bereiche sind rot durchgestrichen.
Primer sind als griine Pfeile dargestellt.

70



3 Ergebnisse

Abb. 7: (Fortsetzung)
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haat | apoE.4x | bgh p(A) pZS2-haat-
—> <+ § )
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PCR 1
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pCl-neo SV40p(A

NheI-SV40.s_>

Pacl-SV40.a
pAD5-TRE2-
FIX-haat-apoE.4X-| \per pact
tTA-bgh JL l PCR3
‘—1TRECMme| hFIX | haat | apoE.4x | {TA | bgh p(A) )—‘ SV40p(A)
-y h *
Nhel PacI
pAD5-TRE2-FIX-SV40 Ligation 4
haat-apoE.4x-tTA-bgh

‘—URECMme| hFIX [Sv40p(A)| haat [ apoE.4x | {TA | bgh p(A) h

(Schnittstelle muss entfernt werden, da das
ganze Fragment mit BgllI-generierenden
Primern amplifiziert werden soll)

Bglll

Abb. 8: Schematische Darstellung der Vektorplasmidkonstruktion —Teil 2. Er-
klarung: siehe Abbildung 7. Zusatzliche ist orange die Position der zu ent-
fernenden Bglll-Schnittstelle als von unten auf die Sequenz gerichteter Pfeil
markiert.

apoE.4x-tTA-bgh.p(A) ein von haat bis bgh.p(A) reichendes Fragment generiert (Abb.
9, PCR 4). Der sense-Primer war so beschaffen, dass die Bglll-Schnittstelle durch
einen Basenaustausch in eine Pacl-Schnittstelle umgewandelt wurde, ohne dass es
zum Aminosaurenaustausch kam. AuBerdem wurde ein Aliquot des gleichen Plas-
mides [pAd5-TRE2-FIX-SV40.p(A)-haat-apoE.4x-tTA-bgh.p(A)] nochmals als Aus-
gangsprodukt verwendet, um diesmal mit Pacl und BglIl geschnitten zu werden.
Hierbei wurde das von haat bis bgh.p(A) reichende Fragment entfernt (Abb. 9). Die-
ses entfernte Fragment wurde anschlieBend durch das mutierte, per PCR (Abb. 9;
PCR 4) gewonnene Fragment ersetzt, indem letzteres in das linearisierte Plasmid
zwischen die Schnittstellen PacI und BglII ligiert wurde (Abb. 9; Ligation 5). Die somit
entstandene fertige Expressionskassette konnte nun mittels long distance-PCR mit
den Primern XhoIBgIlI-pTRE.Ad5-294.s und pTRE-Ad5-3408.a amplifiziert und an-
schlieBend mit Bglll geschnitten werden.

Letztendlich mussten die AAV-3’- und 5°-ITRs eingefligt werden. Da sich die AAV-
ITRs auf Grund ihrer Sekundarstruktur nicht per PCR ampilifizieren lieBen und auch
eine synthetische Herstellung unmdéglich war (die Reaktion der Haarnadelstruktur-
bildung weist eine AG von -88 Kcal auf [Eurogentec, Seraing, Belgien]), blieb nur die
Méglichkeit, die Expressionskassette zwischen die AAV-ITRs eines bereits existie-

renden Vektors zu klonieren. Hierzu wurde aus dem Plasmid pTR-UF5 die vorhande-
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pAD5-TRE2-FIX-SV40
haat-apoE.4x-tTA-bgh
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, >

<)

pAD5-TRE2-FIX-SV40
haat-apoE.4x-tTA-bgh

Restriktion

Pacl
v
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(sense-Primer wandelt BgIll

haat-PacI-BgIlIKO.s pTRE-Ad5-3408.a
PCR 4
in Pacl-Schnittstelle um)

haat tTA

| apoE.4x |

| bgh p(A) |

Pacl

Bgllt

ﬂTRECMVmM hFIX  [SV40p(A)]

¢~‘

Bglll

Ligation 5

Bolll

‘—1TRECMme| hFIX_[SV40p(A)[ [haat | apoE.4x | {TA Ibghp(A)i—}
e, -> 4- »

Xhol-BgII-pTRE.Ad5-294.5 pTRE-Ad5-3408.a

Pacl

long-distance PCR

Bglll Bglll

[TREcuuma]  hFIX [SV40p(A)] haat [ apoE4x | tTA [bghp(A) |

Abb. 9: Schematische Darstellung der Vektorplasmidkonstruktion — Teil 3. Er-
klarung: siehe Abbildung 7. Zusétzlich ist orange die Position der zu entfer-
nenden BglII-Schnittstelle als von oben auf die Sequenz gerichteter Pfeil mar-
kiert. Die durch PCR entfernte BgIII-Schnittstelle ist blau durchgestrichen. Be-
reits vorhandene Schnittstellen sind als schwarze Pfeile dargestellt.

ne Expressionskassette zwischen dem 5°- und 3"-ITR durch eine Restriktion mit BglIII
entfernt (Abb. 10). Da bei dieser Restriktion zwei exakt gleich groBe Fragmente ent-
standen, so dass die nicht benétigte Plasmidhalfte nicht von der gewinschten, die
ITRs enthaltenden Halfte isoliert werden konnte, wurde zusatzlich mit Notl geschnit-
ten. NotI schnitt nur in der unerwlinschten Expressionskassette, so dass das fir die
Vektorkonstruktion bendtigte Plasmidfragment leicht aufgereinigt werden konnte. Im
letzten Schritt wurde eine Ligation des linearisierten pTR-UF5 mit den AAV-ITRs und
der amplifizierten hFIX-Expressionskassette durchgefuhrt (Abb. 10; Ligation 6). Es
entstand das auf pTR-UF5 basierende Vektorplasmid pAAV-FIX-t{TA (Abb. 10; siehe

auch Abb. 11).
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Bglll Bgll
y

|TRECMme| hFIX |SV40p(A)| haat apoE.4x tTA |bgh p(A)

PCR-Fragment aus

long-distance PCR BglII NotI Bglll
pTR-UF5 | | v |

:

Ligation /
pAAV-FIX-{TA

‘-15'|TR|TRECMme| hFIX |SV40p(A)| haat | apoE.4x| tTA |bghp(A)|3’ITRh

Abb. 10: Schematische Darstellung der Vektorplasmidkonstruktion —Teil 4.
Erklarung: siehe Abbildung 7.

TRE-Promotor

hFIX

ColETon PAAV-FIX-TTA

7684 bp

, ~ /
3ITR S

bgh poly (A) " apoE.4x-Enhancer

-SV40.poly (A)

~ haat-Promotor

{TA

Abb. 11: Vektorplasmid pAAV-FIX-tTA. Die Abbildung zeigt das auf pTREZ2 basie-
rende Vektorplasmid. Abklrzungen: Amp: Ampicilinresistenzgen; apoE.4x:
vierfache Wiederholung des Apolipoprotein-Enhancers; bgh: bovine growth
hormone polyadenilation signal; Col E1 ori: Replikationsursprung; haat: hu-
manes ol-Antitrypsin; hFIX: humaner Faktor IX; ITR: inverted terminal repeat,
TRE: Tet- response element; tTA: Tetracyclin-aktiviertes Transaktivatorprotein

74



3 Ergebnisse

3.2. Uberpriifung des AAV-Vektorplasmides pAAV-FIX-tTA auf
Sequenzfehler

Die Integritat der palindromen ITR-Sequenzen ist fir eine erfolgreiche rAAV-Produk-
tion essentiell. Um die Anzahl der Rekombinationsereignisse bei der Transformation
des klonierten Plasmids zu minimieren, wurde die Inkubationstemperatur nach der
Transformation von 37° C auf 32° C gesenkt. Um trotzdem sporadisch auftretende
Deletionen ausschlieBen zu kdnnen, mussten die ITRs auf ihre Vollstandigkeit hin
untersucht werden. Da die ITRs auf Grund ihrer Haarnadelstruktur und vielen Se-
guenzwiederholungen nicht sequenziert werden konnten, wurde das Plasmid nach
Smal- oder Asel-Restriktionen anhand des Bandenschemas im Agarose-Gel lber-
pruft. Abbildung 12 zeigt als Beispiel das Bandenmuster im Gel nach Restriktion mit
Asel (Ergebnis der Smal-Restriktion nicht dargestellt). Es waren die erwarteten Frag-
mente der GrdBen 3,2 kb, 2,6 kb, 1,2 kb und 0,6 kb zu erkennen.

M 1 kb
-
_ w30
-
o
- 12
— 0,6

Abb. 12: Kontrollrestriktion mit Asel. 0,5 ug Plasmid wurde mit 2 U Asel geschnit-
ten, um das Vorhandensein der korrekten, vollstandigen ITRs zu Gberprifen.
Abkurzungen: M: DNA-Gr6Benstandard; kb: Kilobasenpaare; U: Einheiten

Mit Ausnahme der nicht sequenzierbaren Bereiche der ITRs wurde die gesamte zu-
sammengestellte Sequenz auf Mutationen hin Uberprift. Hierzu wurden mit folgen-
den Primern Sequenzierreaktionen angesetzt: FIX653.a, FIX2162.s, haatBgIlI-KO.s,
haat185.s, tTA900.a, tTA1700.s, pTEToff1791.a, pTRUF5-6190.s, FIX410.s, FIX-
2220Xbal.a, CMV480.s, tTA824.s, bgh112.s, FIX4.a (s. auch Kapitel 2.9). In Abb. 13

ist dargestellt, welche Bereiche die Primer hierbei abdeckten. Alle sequenzierten
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Regionen stellten sich als fehlerfrei und damit das Vektorplasmid als fir die Herstel-
lung von rAAV zur Regulation der hFIX-Expression geeignet heraus.

TRE SV40 apoE
5' TR hFIX tTA

p(A) 4x bgh .
I I ol SRR T

= 4 6 8~ “10 12 | T
— >  —> —
2 5 7 9 K 13 44
3

1 pTRUF5-6190. 6 FIX-2220Xbal.s (2077) 11 {TA824.5 (3442)
2 FIX4.a (695) 7 FIX-2162.5 (2029) 12 pTEToff-1791.a (4405)
3 CMV480. (543) 8 haat-bgl-KO.s (2301) 13 tTA-1700.s (4318)
4 FIX-653.a (1342) 9 haat-185.s (2782) 14 bgh112.s (4512)
5 FIX-410.s (1127) 10 tTA-900.a (3518)

Abb. 13: Schematische Darstellung des Vektorplasmids pAAV-FIX-tTA, mit den
Positionen der fir die Kontrollsequenzierung verwendeten Primer und
der Bereiche, die diese abdecken. Die rAAV-DNA des Plasmids ist als
grauer Balken dargestellt. Dartiber sind die ITRs und Gensequenzen der Ex-
pressionskassette benannt. Der Rest des Plasmids ist als gestrichelte Linie
vor und hinter dem rAAV-Bereich angedeutet. Die Primer sind als griine (anti-
sense) und rote (sense) vertikale kurze Striche dargestellt; die hieraus ent-
springenden horizontalen Pfeile zeigen den Bereich der DNA an, die mit dem
jeweiligen Primern mittels Sequenzierung abgedeckt wird. Die Zahl in der
Klammer hinter den Primernamen entspricht dem Startpunkt des Primers in
der Sequenz des Plasmids pAAV-FIX-tTA (s. Appendix). Der Primer pTRUF5-
6190.s liegt upstream des 5'ITRs im Plasmid; in den Primern 1 und 14 sind
die 5- und 3'ITR-Bereiche, die auf Grund der hairpin-Struktur nicht korrekt
gelesen wurden, schwarz gepunktet. AbklUrzungen: ITR: inverted terminal
repeat; TRE: tetracyclinreguliertes Element; hFIX: humaner Faktor IX; SV40:
Polyadenylierungssignal des Simian Virus 40; LSP: leberspezifischer
Promotor; tTA: Tetracyclin-aktiviertes Transaktivatorprotein; bgh: Polyadeny-
lierungssignal des bovine growth hormone
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3.2.1. Produktion des viralen Vektors rAAV-FIX-tTA

Um aus dem Vektorplasmid pAAV-FIX-tTA rekombinante Viren herzustellen, missen
Zellen nicht nur mit dem Vektorplasmid, sondern auch noch mit den fehlenden AAV-
und adenoviralen DNA-Sequenzen versehen werden. Als Produktionszelllinie wurde
HEK293T verwendet, da diese bereits die adenoviralen Gene E1A und E1B im Chro-
mosom enthélt. Die restlichen fehlenden Gene (rep und cap, sowie die adenoviralen

Nukleus

Abb. 14. Vereinfachte Darstellung der Herstellung des rekombinanten Virus in

der Produktionszellinie HEK293T. Vektor- und Verpackungsplasmid wurden
im Reaktionsgefal3 im molaren Verhaltnis 1:3 gemischt und die Produktions-
zellen HEK293T mit dem Prézipitat transfiziert. Vom Helferplasmid wurden die
AAV-Gene ebenso wie die adenoviralen Gene exprimiert, was zur Capsid-
bildung und Replikation der rekombinanten Virus-DNA vom Vektorplasmid aus
fOhrte. AnschlieBend fand die Verpackung der rAAV-Genome in die leeren
Capside statt. Nur ein kleiner Teil der fertigen Viren wurde ins Zellkultur-
medium freigesetzt, der Gberwiegende Teil verblieb im Zellkern.

77




3 Ergebnisse

Gene VA, E2A, E3, E4) wurden den Produktionszellen tber ein zweites Plasmid, das
so genannte Verpackungsplasmid, zur Verfigung gestellt. In der Praxis wurde das
Vektorplasmid pAAV-FIX-tTA mit dem Verpackungsplasmid im molaren Verhaltnis
1:3 gemischt und zur Kotransfektion auf die HEK293T-Zellen gegeben (Abb. 14). Je
nachdem welchem Serotyp die Proteinhille des Virus entsprechen sollte, wurde als
Verpackungsplasmid pDG oder pDP6 verwendet. pDG enthélt die cap-Gene, die fir
die Capsidproteine des AAV2-Serotypen kodieren, pDP6 die fir den AAV6-Serotyp.
Die fertigen Vektoren wurden dementsprechend rAAV2- bzw. rAAV6-FIX-tTA ge-
nannt (Abb. 15).

TREH hFIX | Sv40m TSP (TA | bgh ‘ITR

Abb. 15: Das rekombinante Vektorgenom von rAAV2-FIX-tTA und rAAV6-FIX-
tTA. Beide Vektorgenome sind identisch, die Vektoren unterscheiden sich nur
durch die Capsidhille, die hier nicht dargestellt ist. Die wichtigen Elemente
des Vektors sind schematisch abgebildet. Gelb sind die einzigen AAV-
Sequenzen (ITRs), blau die Promotoren (TRE, LSP), rot die Transgene (hFIX
als therapeutisches, tTA als regulatorisches Gen) und grau die poly(A)-
Sequenzen dargestellt. Abklrzungen: ITR: inverted terminal repeat, TRE:
Tetracyclin-reguliertes Element; hFIX: humaner Faktor IX; SV40: Poly-
adenylierungssignal des Simian Virus 40; LSP: leberspezifischer Promotor;
tTA: Tetracyclin-aktiviertes Transaktivatorprotein; bgh: Polyadenylierungssig-
nal des bovine growth hormone

Optimierung der Transfektion:

Zur Optimierung der Ausbeute bei der Virusherstellung wurden parallel Transfektio-
nen mit Lipofectamine, TransPEl und der CaPQO4-Methode durchgefiihrt (Kapitel
2.13.2) und anschlieBend die Virustiter in den Rohlysaten bestimmt. Es wurde jeweils
eine 10 cm-Zellkulturschale transfiziert. Lipofectamine wurde nach Herstellerangaben
verwendet. Bei den Transfektionen mit TransPEI wurde sowohl die nach Hersteller-
angabe optimale DNA-Menge, als auch eine 3 x héhere DNA-Menge eingesetzt, die
fir die rAAV-Produktion besonders geeignet ist (persdnliche Mitteilung S. Weger,
Benjamin Franklin Hospital, Berlin). Zusatzlich wurde das Verhaltnis DNA — TransPEI
variiert. Auch bei der CaPQO4-Methode wurden unterschiedliche Mengen DNA-Prazi-

pitat-Lésungen eingesetzt (Tab. 8). AnschlieBend wurden die Virusgenome mittels
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gPCR quantifiziert (Kapitel 2. 13.12). Daftir wurden die rAAV-Partikel aus den Zellen
isoliert und zuerst mit DNase behandelt, um jegliche freie (Plasmid-)DNA zu entfer-
nen. AnschlieBend wurden die Partikel verdaut, so dass die Vektor-DNA freigesetzt
wurde. Bei der dann folgenden real time-PCR wurde also nur die DNA amplifiziert,
die aus Vektorcapsiden stammte und somit vorher nicht von der DNase degradiert
werden konnte. Das Ergebnis wurde in Vektorgenomen/ml (vg/ml) angegeben.

Transfektions-  Verhaltnis Menge Transfektions- vg/ml
methode DNA:Reagenz  Reagenz (bei CaPQ,)"

Lipofectamine* 1,52 x 10™
TransPE[** 2:1 8,9 x 10’
TransPEI 1:2 1,16 x 10™
TransPEl 1:2 9,08 x 10°
TransPEI 1:6 1,54 x 10"
CaPO, 1 ml 2,94 x 10"
CaPO, 2ml 2,82x 10"

Tab. 8: Verschiedene Transfektionsmethoden und damit erhaltene Virustiter
Abkirzungen: CaPQg4: Calcium-Phosphat-Transfektion; vg/ml: Viruspartikel/
Milliliter. # Volumen erhdht, bei gleichbleibender DNA-Menge und gleich-
bleibender CaPO4-Konzentration von 250 mM. *Hersteller: Roche Diagnostics
(Mannheim); **Hersteller: Eurogentec (Seraing, Belgien)

Die héchsten Virustiter konnten mit der CaPQO4-Methode erreicht werden (Tab. 8).
Die Ergebnisse mit TransPEIl waren ahnlich gut, jedoch ist die CaPO4-Transfektion
deutlich kostengunstiger, so dass diese Methode spater bei den fir die Tierversuche
notwendigen umfangreichen Virusproduktionen zum Einsatz kam. Um diese Methode
weiter zu optimieren und méglichst hohe Transfektionsraten zu erzielen, wurden ver-
schiedene 2xHBS-Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten zwischen 6,95 und 7,1
und unterschiedlichen CaCl>-Konzentrationen von 165 — 290 mM im Transfektions-
ansatz getestet (Daten nicht abgebildet). Des Weiteren wurde noch der Einsatz von
Natriumbutyrat auf eine méglicherweise die Transfektionsrate steigernde Wirkung
untersucht. Die héchste Transfektionseffizienz von regelméaBig ca. 70 % erreichten
letztlich Transfektionsansatze die mit 250 mM CaCl, und einem 2xHBS-Puffer mit
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einem pH von 7,05 durchgefiihrt wurden. In spateren Transfektionen konnten unter
diesen Bedingungen teilweise Transfektionsraten von bis zu 90 % erreicht werden.

lodixanol-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation:

Nach Ernte und Lyse der transfizierten Zellen mussten die rekombinanten Viren auf-
gereinigt werden. Dazu wurde die lodixanol-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation
durchgefuhrt. Hierzu wurde durch Zentrifugation zuerst der Zellschrott aus dem Zell-
lysat entfernt. AnschlieBend wurde das virushaltige Zelllysat in ein Polyallomer-Réhr-
chen gegeben und mit verschieden stark verdinnten lodixanollésungen unter-
schichtet (Abb. 16A). Zur Unterscheidung waren die unterschiedlichen lodixanol-
I6sungen teilweise mit Phenolrot gefarbt worden. Da rAAV-Partikel mit den Proteinen
im Zelllysat aggregieren und sich damit die Dichte der Viren andert, enthielt die
oberste (15 %) lodixanolschicht 1 M NaCl, wodurch die loneninteraktionen zwischen
den Makromolekiilen destabilisiert werden sollten. Um die Réhrchen luftblasenfrei
verschlieBen zu kénnen, wurden sie mit PBS-MK aufgefillt.

Nach zweistiindiger Zentrifugation bei 300.000 x g sollten sich die Viruspartikel in der
farblosen 40 %-lodixanolfraktion direkt Uber der 54 %-Fraktion gesammelt haben, die
aus ca. 4 ml besteht. Wie in Abbildung 16B zu sehen ist, war nach der Ultrazentri-
fugation deutlich eine weiBBe Virusbande zu erkennen; direkt dartber lag eine dinne,
feste Schicht aus Zellschrott. Mit Hilfe einer Spritze und Kanile wurde durch die
Wand des Polyallomer-Réhrchens gestochen und méglichst viel der Virusldsung
entnommen. Um die nachfolgende weitere Aufreinigung nicht zu erschweren, musste

sehr genau darauf geachtet werden, méglichst wenig Zelltrimmer mit abzunehmen.

Kontrolle der virushaltigen lodixanollésung aus der Ultrazentrifugation:

Um zu bestatigen, dass die abgenommene Bande aus dem Polyallomer-Réhrchen
nach der Ultrazentrifugation tatsachlich Viruspartikel enthielt, wurde eine Probe ent-
nommen und eine PCR mit den Primern pTEToff-tTA.s und pTEToff-1791.a durch-
gefihrt (s. Kapitel 2.9). Das erwartete 1007 bp groBe Fragment war sowohl in der
Probe als auch in der Positivkontrolle (pAAV-tTA-FIX) zu sehen (Abb. 17). Als
Negativprobe wurde eine Probe aus der Bande entnommen, die direkt Uber der
Virusbande im Polyallomerréhrchen lag. Hier konnte kein 1007 bp groBes Vektor-
DNA-Fragment nachgewiesen werden.
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40 % lodixanol \ } Virusbande

54 % lodixanol

—

Abb. 16: lodixanol-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation der virushaltigen Zell-
lysate. Die Abbildung zeigt ein beladenes PolyallomergefaB vor und nach der
Ultrazentrifugation. A zeigt die Schichtung im PolyallomergefaB vor der Zentri-
fugation. Die 15 %- und 54 %- lodixanollésungen wurden zur Sichtbarma-
chung mit Phenolrot gefarbt. NaCl in der 15 %-lodixanollésung sollte einer
Verklumpung der Viruspartikel entgegen wirken. Uber das virushaltige Zell-
lysat wurde PBS-MK geschichtet, um das Réhrchen aufzufillen und damit luft-
blasenfrei verschlieBen zu kdnnen. B zeigt das PolyallomergefaB nach der
Zentrifugation bei 300.000 x g. Die Viruspartikel haben sich in der 40 %-lodi-
xanolfraktion gesammelt, die als (fast) farblose Bande erkennbar ist (ca. 4 ml).
Direkt dartber befindet sich eine Schicht mit Zelltrimmern und -proteinen. Ab-
kiirzung: PBS-MK: Phosphat gepufferte Salzlésung mit Magnesium u. Kalium

Virusaufreinigung mittels Heparin-Agaroseséule :

Die Viren enthaltende lodixanolfraktion aus der Dichtegradientenzentrifugation wurde
nach Verdinnen mit PBS-MK und Filtration durch 5 pm- und 0,4 um-Spritzenaufsatz-
filter auf eine mit PBS-MK equilibrierte Heparin-Agarosesaule gegeben. Nach dem
Waschen mit PBS-MK wurde mit PBS-MK + 1 M NaCL eluiert, wobei das Eluat in
Fraktionen gesammelt wurde. Um die Eluate zu ermitteln, die Viruspartikel in hohen
Konzentrationen enthielten, wurden Aliquots von 15 pl unter denaturierenden Beding-
ungen gelelektrophoretisch untersucht (Abb. 18). Im SDS-Polyacrylamidgel konnten
nach einer Silberfarbung die denaturierten Huillproteine VP1, VP2 und VP3 des rAAV
mit den Molekulargewichten 87, 73 und 61 kDa identifiziert werden (Pfeile in Abb.
18). Die Fraktionen 4—-9 enthielten relativ viele Viruspartikel, aber auch starke Verun-
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Abb. 17: Kontrolle der Virusbande nach der lodixanol-Dichtegradienten-Ultra-

zentrifugation. Eine 100 pl-Probe der Virusbande wurde nach der Ultrazentri-
fugation mit Proteinase K verdaut und 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Aus
dem gewonnenen Uberstand wurden 4 pl fir eine PCR unter Verwendung der
Primer pTEToff-tTA.s und pTEToff-1791.a eingesetzt. Die erwartete GroBe
des Fragments betragt 1007 bp. Bahn 3 mit der Probe zeigt die erwartete
Bande bei ca. 1 kb. Bahn 1 zeigt die Positivkontrolle (mit Plasmid pAAV-FIX-
tTA als template); in Bahn 2 wurde als Negativkontrolle eine Probe eingesetzt,
die der roten Fraktion Uber der Zellschrottschicht enthommen worden war.
Abkirzungen: bp: Basenpaare; M: DNA-GroBenstandard

kDa
250—
150—

100—

11 12 13 14

«—87

«—73

+—61

Abb. 18: Silberfarbung der in den Eluatfraktionen vorhandenen Proteine. 20 ml

Eluat der Heparinagaroseséule wurden in 1 ml-Fraktionen gesammelt. Mit 15
ul-Aliquots wurden SDS-PAGE und Silberfarbung durchgeftihrt. Bahnen 1 - 14
Eluatfraktionen 1 - 14 (je 1 ml); Pfeile: markieren die Hbéhe, auf der die
Capsidproteine VP1, VP2 und VP3 laufen. Abklrzungen: kDa: Kilodalton; M:
Molekulargewichtsmarker

reinigungen durch andere Proteine. Die Eluatfraktionen, die am meisten Viruspartikel

enthielten, wurden gepoolt und mittels Centricons aufkonzentriert.

Um den Prozess der Virusaufreinigung zu kontrollieren, wurden Proben an unter-

schiedlichen Punkten des Aufreinigungsprozesses entnommen, auf ein SDS-Gel auf-
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getragen und anschlieBend mittels Silberfarbung sichtbar gemacht (Abb. 19). Die
Bahn 1 der Abbildung 19A zeigt eine Probe vor dem Auftragen auf die Heparinsaule.
Neben den Capsidprotein-Banden sind viele weitere kontaminierende Banden sicht-
bar. In Bahn 2 der Abbildung 19A wurde eine Probe der Heparinagarose (mit etwas
PBS-MK-Puffer) aufgetragen, nachdem die Saule eluiert worden war. Hier zeigte
sich, dass auch nach der Elution noch sehr viele Viruspartikel an der S&ulenmatrix
hafteten. In der Bahn 3 desselben Bildes ist eine Probe der mit Centricons
aufkonzentrierten Eluate zu sehen. Hier sind die Virusproteinbanden trotz der
Aufkonzentrierung auBerst schwach sichtbar — die Ausbeute war also sehr gering. In
Abbildung 19B ist in Bahn 1 die Probe einer weiteren mit Centricons auf-
konzentrierten Viruspraparation zu sehen. Hier ist die Ausbeute offensichtlich héher,
aber es sind auch relativ starke Kontaminationen mit weiteren Proteinen zu sehen. In
den Bahnen 2 und 3 aus Abbildung 19B sind Proben von zwei aufeinander folgenden

Waschgangen (nach Auftragen der Virusfraktionen auf die Saule) zu sehen.

3 kDa
' 250 —
150 —

100 —
75—

<+«—87

73 50—
+—61

=4 25 —

15—

Abb. 19: Analyse von Proben unterschiedlicher Schritte der Virusaufreinigung
uber die Heparinagarosesaule mittels SDS-PAGE und Silberfarbung. Mit
15 pl-Aliquots verschiedener Proben wurden SDS-PAGE und Silberfarbung
durchgefiihrt. A zeigt eine Probe der virushaltigen lodixanolfraktion aus der
Dichtegradientenzentrifugation (Bahn 1), eine Probe der Heparinagarose nach
der Elution (Bahn 2) und eine Probe des aufkonzentrierten Eluats (Bahn 3). B:
Bahn 1: Probe des aufkonzentriertes Eluats (einer anderen Praparation als in
A); die Bahnen 2 und 3 zeigen Proben von zwei nacheinander durchgefiihrten
Waschvorgangen der beladenen Heparinagarosesaule. Schwarze Pfeile: Lauf-
héhe der drei Capsidproteine VP1, VP2 und VP3 mit Angabe des Molekular-
gewichts; weiBBe Pfeile: VP1-, VP2- und VP3-Bande. Abkirzungen: kDa: Kilo-
dalton; M: Molekulargewichtsstandard
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Beide zeigen relativ wenige Proteinbanden im Vergleich zum Ausgangsmaterial
(Abb. 19A, Bahn 1). Uber die unterschiedlichen Ergebnisse des Aufreinigungs-
prozesses kann zusammengefasst gesagt werden, dass (i) die Heparinsdule die
Proteinkontamination der Viruspréaparation nur in sehr geringem MaBe verringerte, (ii)
die Heparinsaule die Viruspartikel zwar band, diese jedoch anschlieBend nur
teilweise eluiert werden konnten, so dass es zu einer relativ schlechten Ausbeute
kam und (iii) die Aufkonzentrierung der Eluatfraktionen mittels Centricons nochmals
zu einer Reduktion der Viruspartikel um bis zu 90 % fihrte (Daten nicht dargestellt).

Als Konsequenz dieser Ergebnisse wurde an Stelle der Aufreinigung mittels der
Heparinsdule und Konzentrierung mittels Centricons eine Ultrafiltration mit Vivaspin-
20-Rdhrchen (Sartorius) etabliert. Abbildung 20 zeigt in Bahn 1 eine Probe aus einer
Viruspraparation, die mit Vivaspin-20 aufkonzentriert wurde. In Bahn 2 ist eine Probe
aufgetragen, die dem Durchfluss dieses Konzentrierungsprozesses entnommen wor-
den war. Es ist offensichtlich, dass diese Methode keinerlei Proteinkontaminationen
aus der Praparation entfernt. Ziel dieser Filtration war jedoch auch nur die Konzent-
rierung der rekombinanten Viren. Auf diese Weise hergestellte Viruspraparationen
kénnen problemlos in praklinischen Versuchen mit Mausen eingesetzt werden (per-

kDa M 1 2
150 —
100— = — g7

<+— 61
50 — W=

37— -

25— |

Abb. 20: Silberfarbung der SDS-PAGE von Proben der Viruskonzentrierung mit
Vivaspin 20-Roéhrchen. Die Viren aus der Dichtegradienten-Ultrazentrifuga-
tion wurden in Vivaspin 20-Réhrchen (MWCO 100.000) konzentriert. Mit 15
ml-Aliquots wurden SDS-PAGE und anschlieBend Silberfarbung durchgefiihrt.
Bahn 1: Probe der konzentrierten Viruspraparation; Bahn 2: Durchfluss der Vi-
vaspin 20-Zentrifugation; Pfeile: Laufhéhe der drei Capsidproteine VP1, VP2
und VP3 mit Angabe des Molekulargewichts. Abkirzungen: kDa: Kilodalton;
M: Molekulargewichtsstandard; MWCO: molecular weight cut-off
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s6nliche Mitteilung H. Fechner, Benjamin Franklin Hospital, Berlin). Mit dieser Metho-
de konnte unter Umgehung der Heparinsaule die maximale Ausbeute der Viren-pra-
parationen um einen Faktor von weit tiber 100 gesteigert werden (von 6 x 10'° vg/ml
mit der Heparin-Agaroseséule auf bis zu 8 x 10'? vg/ml mit den Vivaspin-Réhrchen).

3.3. Expression von hFIX mittels eines regulierbaren rekom-
binanten Vektors auf Basis des AAV

3.3.1. Herunterregulierbare Expression von humanem FIX in vitro

Um zu testen, ob der Vektor rAAV2-FIX-tTA die Fahigkeit hat, Zellen zur Expression
von humanem FIX zu bringen, und ob diese Expression abgeschaltet werden kann,
wurden HepG2-Zellen transduziert. Es wurden parallel zwei Versuchsreihen durch-
gefihrt. In der einen wurden die Zellen nach Transduktion ganz normal im Stan-
dardmedium inkubiert; diese Zellen sollten somit, wenn die Transduktion erfolgreich
verlief, hFIX produzieren und in das Medium sezernieren. Im zweiten Ansatz wurden
die Zellen nach der Transduktion 48 h mit 10 ng/ul Doxycyclin (Dox) im Medium inku-
biert. Hiermit sollte untersucht werden, ob Dox die Expression des therapeutischen
Gens hFIX inhibieren kann. Im Mediumiberstand wurde das humane FIX-Antigen
(hFIX:Ag) mittels ELISA bestimmt.

Die Transduktion in Abwesenheit von Dox flhrte zu einer Expression von 23,8 pg
hFIX/Zelle/ml Medium, wahrend die Dox-Zugabe zum Medium eine hFIX-Expression
zur Folge hatte, die weniger als ein Viertel betrug: 5,12 pg hFIX/Zelle/ml Medium
(Abb. 21). Unbehandelte Kontrollzellen zeigten fast gar keine Expression (0,45 pg
hFIX/Zelle/ml Medium). Diese Ergebnisse belegen die Funktionalitdt des rekombi-
nanten Virus in vitro und die Herunterregulierbarkeit der Transgenexpression durch

Dox-Zugabe.
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Abb. 21: Herunterregulierbare Expression von humanem FIX in HepG2-Zellen.
1,5 x 10° HepG2-Zellen wurden mit 1 x 10* vg (rAAV2-FIX-tTA)/Zelle
transduziert und ohne bzw. mit 10 ng/ul Dox 48 h inkubiert. Die Werte sind
Durchschnittswerte von jeweils zwei Zellkulturschalen, bei denen nach 48 h
die hFIX-Antigenkonzentration (hFIX:Ag) im Mediumilberstand mittels ELISA
bestimmt wurde (s. Kapitel 2.11.1). Die Kontrollzellen wurden nicht infiziert
und ohne Dox inkubiert. Abklrzung: Dox: Doxycyclin; Kontr.: Kontrolle

3.3.2. Gewebespezifische Expression von hFIX in vitro

Um die Leberspezifitat des im rAAV2-FIX-tTA verwendeten haat-Promotors zu unter-
suchen, wurden auBer HepG2-Zellen auch nicht aus der Leber stammende humane
embryonale Nierenzellen (HEK293-Zellen) transduziert. Beide Zelllinien wurden mit
jeweils 1 x 10* vg/Zelle transduziert. Nach 48 h und 96 h wurde Mediumiberstand
zur hFIX:AG-Bestimmung abgenommen. Auch hier wurden Zellen parallel ohne oder
mit 10 ng/pl Dox inkubiert. Abbildung 22 zeigt, dass die Transduktion von HEK293-
Zellen mit dem rekombinanten Virus zu einer sehr geringen hFIX-Expression fiihrte,
unabhangig davon, ob der Promotor durch Dox-Zugabe inhibiert wurde oder nicht.
Bei den Leberzellen dagegen flhrte die Transduktion mit dem Vektor zu einer deut-
lichen hFIX-Expression, die, wie in Kapitel 3.2.1 schon gezeigt, durch Dox deutlich
reduziert werden konnte — in diesem Fall auf ein Funftel. In den HEK293-Zellen lag
die hFIX-Expression unabhéangig von Dox ungeféhr so hoch wie bei Leberzellen, in

denen die Expression durch Dox-Zugabe inhibiert wurde.
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Abb. 22: Gewebespezifische Expression von hFIX in vitro. HepG2- und HEK293-
Zellen wurden mit 1 x 10* vg (rAAV2-FIX-tTA)/Zelle transduziert und ohne
bzw. mit 10 ng/ul Doxycyclin inkubiert. Die Werte sind Durchschnittswerte von
jeweils einer (infizierte Zellen) bzw. zwei (Kontrollzellen) Zellkulturschalen, bei
denen nach 48 und 96 h die hFIX-Antigen-Konzentration (hFIX:Ag) im Medi-
umuberstand mittels ELISA bestimmt wurde. Kontrollzellen wurden nicht infi-
ziert und mit bzw. ohne Dox inkubiert. Abkirzung: Dox: Doxycyclin; Kontr.:
Kontrolle; vg: DNase-resistente Vektorgenome; rAAV: rekombinantes Adeno-
assoziiertes Virus

3.3.3. Expression von humanem FIX in vivo

Nachdem das virale Gentransfersystem rAAV2-FIX-tTA erfolgreich in vitro getestet
worden war und sowohl die Leberspezifitdt als auch die Herunterregulierbarkeit
belegt werden konnte, sollte dieser Vektor, sowie ein pseudotypisiertes Konstrukt mit
der identischen Expressionskassette (rAAV6-FIX-tTA) in vivo an Mausen getestet
werden.

Dazu wurden SCID- und C57BL/6-M&usen zwischen 3,6 x 10" und 1 x 10'? Vektor-
genome (vg) intravends Uber die Schwanzvene injiziert. Im Abstand von einigen
Tagen oder Wochen wurde regelmaBig bis zu drei Monate lang ca. 200 pl Blut fir die
Bestimmung der FIX-Aktivitdt und -Antigenkonzentration (FIX:Ag-) abgenommen.
Durch Mischen mit 3,2 % Natrium-Citrat im Verhéltnis 1:9 wurde die Blutgerinnung
unterbunden. Da die hFIX-Aktivitadt nicht von der Maus-FIX- (mFIX-) Aktivitat unter-

schieden werden kann, wurde immer auch von unbehandelten Mausen sowie von
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Kontrollmausen Blut untersucht, denen an Stelle des Vektors NaCl oder PBS-MK
gleichen Volumens injiziert worden war.

In einem ersten Vorversuch wurde 2 SCID-Mausen 3,6 x 10'° vg AAV2-FIX-tTA
intravends Uber die Schwanzvene verabreicht. Nach bereits 4 Tagen war bei einem
Tier ein Anstieg der FIX-Aktivitat von knapp Uber 50 % auf 90 % zu beobachten
(Abb. 23, Maus 2). Der hiéchste Wert von 185 % wurde nach 7 Tagen gemessen
(Abb. 23, Maus 1), allerdings sank die Aktivitat wieder sehr schnell ab. Eine
Kontrollmaus hatte in einer Blutprobe am Tag 14 ebenfalls eine erhdhte FIX-Aktivitat
(101,6%). Fir Messungen der FIX:Ag erwies sich der ELISA als nicht sensitiv genug.
Nachdem dieser Vorversuch gezeigt hatte, dass der Vektor rAAV2-FIX-iTA
anscheinend eine hFIX-Expression ermdglicht, sollten Versuche mit einer gréBeren
Anzahl Individuen durchgefihrt werden, um statistische Signifikanz zu erreichen. Um

sicherzustellen, dass keine Antikérper gegen das hFIX-Transgen entwickelt werden,
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Abb. 23: FIX-Aktivitat in vivo nach Infektion mit rAAV2-FIX-tTA. 2 SCID-Mausen
wurden 3,6 x 10" vg rAAV2-FIX-tTA intravends injiziert und retroorbital ca.
160 pl Blut abgenommen. Im Plasma wurde die FIX-Aktivitat in % gemessen.
Die blaue und violette Kurve zeigen die Werte der Versuchsmause, die gelbe
die Werte der mit NaCl anstatt Vektor behandelten Kontrollimaus. Abkulrzung:
K-Maus: Kontrollmaus; rAAV: rekombinantes Adenoassoziiertes Virus
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und somit den Nachweis der FIX-Expression in vivo Uber einen langeren Zeitraum zu
erm@glichen, wurden SCID-Mause verwendet. Eine Expression Uber mehrere
Wochen war wichtig, da (i) rAAV2 mit einer relativ langsamen Kinetik Transgene
exprimiert und das Maximum der hFIX-Expression erst etwa sechs Wochen nach
Injektion des Vektors zu erwarten war und (ii) da die wiederholte An- und Ab-
schaltung der Transgenexpression mittels Doxicyclin-Zufutterung bzw. —Entzug
nachgewiesen werden sollte. Ein Versuchsreihe mit sieben Mausen, denen ca. 1 x
10" vg verabreicht wurden (2 x 220 ul innerhalb von 24 h) und zwei Kontrollm&usen
scheiterte an einer zu spat entdeckten bakteriellen Kontamination der injiziierten
Viruspraparation. Funf der sieben Tiere starben innerhalb von 30 Stunden daran. Die
zwei Uberlebenden Exemplare zeigten nach 15 Tagen keinerlei gesteigerte hFIX-
Aktivitat.

Far die nachste Versuchsreihe wurde der mittlerweile fertiggestellte pseudotypisierte
Vektor rAAV6-FIX-tTA verwendet. Dieser Vektor hat unter anderem den Vorteil, dass
er mit hdéherer Ausbeute gewonnen werden kann als rAAV2. Es wurden nun finf
SCID-Méause mit 1 x 10" vg des rAAV6-FIX-tTA behandelt (80 pl Volumen). Parallel
dazu wurden zwei Kontrollmause mit PBS-MK-Lésung behandelt. Die FIX-Aktivitats-
messungen der gewonnenen Plasmaproben zeigten, dass die FIX-Aktivitat der zwei
Kontrolltiere sowie der vektorinfizierten Mause erheblich schwankten. Wahrend die
Kontrollmause Aktivitdten zwischen 16 % und 71 % aufwiesen, lagen die der Ver-
suchsmause zwischen 24 % und 94 %. Erwdhnenswert ist hier besonders, dass die
FIX-Aktivitatswerte nicht nur zwischen den Tieren schwankten, sondern auch jeweils
bei einem Individuum, bei dem Blut zu unterschiedlichen Zeitpunkten abgenommen
wurde. Zwei vektorbehandelten Mausen wurde Uber das Trinkwasser Dox (200
ug/ml) verabreicht, um zu sehen, ob — trotz schwankender FIX-Aktivitdt — eine ab-
nehmende Tendenz zu beobachten sein wiirde. Nach dreitadgiger Dox-Verabreichung
Uber das Trinkwasser wurde erneut Blut abgenommen und der FIX-Aktivitatswert be-
stimmt. Wéhrend dieser bei einem Tier ungeféhr gleich blieb (47 %, 55 %), sank die
FIX-Aktivitat bei dem Zweiten von 84 % auf 45 %. Diese Werte lagen jedoch noch
innerhalb der Bandbreite der gemessenen FIX-Aktivitdten der vektorbehandelten und
nicht Dox ausgesetzten Tiere (24 - 94 %), so dass nicht zwingend auf eine Wirkung
des Dox geschlossen werden kann.

Da bekannt ist, dass die Transgenexpression bei verschiedenen Mausstammen sehr

unterschiedlich ausfallen kann, wurde die néchste Versuchsreihe an dem immun-
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kompetenten C57BL/6-Stamm durchgefihrt. Wieder wurden zwei Kontrolltiere ein-
gesetzt und finf Mause mit 1 x 10" vg infiziert (100 pl). Auch hier schwankten die
FIX-Aktivitdten der Tiere wieder relativ stark. Die Werte der Kontrolltiere lagen zwi-
schen 52 % und 96 %, die der mit rAAV6-FIX-tTA infizierten Tiere zwischen 40 %
und 152 %.

Fir die nachste Versuchsserie wurde die Vektordosis auf bis zu 1x 10'? vg (220 pl)
gesteigert (4,5 x 10" vg — 1 x 10" vg). Wieder wurden Tiere des C57BL/6-Stamms
verwendet (5 Versuchs-, 2 Kontrolltiere) und wieder waren die FIX-Werte sehr
schwankend: in den Kontrolltieren zwischen 46 % und 67 % und in den infizierten
Tieren zwischen 54 % und 86 %.

Zusammenfassend muss gesagt werden, dass in den verschiedenen Versuchsreihen
bei Vektordosen von 1 x 10" bis 1 x 10" vg weder in SCID- noch C57BL/6-Mausen
eine klare FIX-Aktivitatssteigerungen in den einzelnen Tieren nachgewiesen werden
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Abb. 24: FIX-Aktivitatsteigerung in Mausen nach Behandlung mit auf AAV2 bzw
AAV6 basierenden Vektoren. SCID- und C57BL/6-Mausen wurde rAAV2-
FIX-tTA bzw. rAAV6-FIX-tTA intravends injiziert und 4 bis 46 Tage nach Infek-
tion Blut retroorbital abgenommen. Im Plasma wurde die FIX-Aktivitat in %
gemessen. Die statistische Auswertung zeigt Durchschnittswerte von SCID-
Mausen, die Vektoren auf rAAV2-Basis (n=5) bzw. als Kontrolle PBS-MK (n=2)
verabreicht bekommen hatten (blaue Balken) sowie C57BL/6-Mausen die mit
auf rAAV2 (n=2) bzw. rAAV6 (n=10) basierenden Vektoren, oder. NaCl bzw.
PBS-MK als Kontrolle (n=7 bzw. n=4) behandelt worden waren (violette bzw.
gelbe Balken). Abkirzungen: NaCl: Natriumchlorid; PBS: Phosphat gepufferte
Salzlésung; rAAV: rekombinantes Adenoassoziiertes Virus
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konnte. Die Verwendung des rAAV6 an Stelle des rAAV2 flihrte nicht zu besseren
Ergebnissen: die Werte bei den einzelnen Tieren, sowohl den Kontroll- als auch den
Versuchstieren, schwankten innerhalb einer Gruppe und von Blutabnahme zu Blut-
abnahme zu stark, als dass eindeutige Ergebnisse auszumachen gewesen waren.
Eine statistische Auswertung der FIX-Aktivitatswerte zeigte jedoch in allen Versuchs-
reihen eine signifikante Steigerung der durchschnittlichen Aktivitat durch die Verab-
reichung sowohl des Vektors rAAV2-FIX-tTA als auch des Vektors rAAV6-FIX-tTA in
beiden Maustypen (Abb. 24). Bei SCID-Mausen, die mit dem Vektor rAAV2-FIX-tTA
behandelt wurden (n = 5), lag die FIX-Aktivitdt durchschnittlich bei 50,2 %, wahrend
sei bei den Kontrollmdusen (n = 2) bei nur 36 % Aktivitat lag. Dies entspricht einer
Steigerung um ca. 40 % (p < 0,021). Bei C57BL/6-Mausen, die mit rAAV2-FIX-tTA
behandelt worden waren (n = 2), lag die durchschnittliche Fix-Aktivitat bei 114 %,
wahrend sie bei den Kontrolltieren (n = 7) bei 65,7 % lag. Hier war somit eine Steige-
rung der durchschnittlichen Aktivitdt um Uber 73 % zu beobachten (p < 0,033). Die
rAAV6-FIX-tTA-behandelten Mause (n = 10) zeigten eine FIX-Aktivitat von 81,4 %,
verglichen mit 60,2 % bei den Kontrolltieren (n = 4), was einem Anstieg um Gber 35
% bedeutet (p < 0,013).

FIX:Ag-Konzentrationen im Mausplasma konnten mittels ELISA nicht gemessen wer-
den, da sie aufgrund der supprimierenden Wirkung des Mausplasmas unter der Sen-

sitivitatsgrenze lagen.

3.4. Molekulargenetische Aufarbeitung der hFIX-Expressions-

versuche in vivo

3.4.1. Nachweis von Vektor-DNA in der Leber rAAV6-transduzierter C57 BL/6-

Mause

Die Ergebnisse der hFIX-Messungen nach der intravendsen Verabreichung der
Vektoren flhrten Uberraschenderweise nicht zu direkt erkennbaren Aktivitatsstei-
gerungen. Da die Anstiege nur statistisch nachweisbar waren, sollte nun molekular-
genetisch untersucht werden, in wie weit die Transduktion der Leber erfolgreich war
und ob Vektorgenome auBer im Zielgewebe auch in anderen Organen und Geweben

nachweisbar waren.
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Um die Transduktion und die Streuung des Vektors rAAV6-FIX-tTA zu untersuchen,
wurden flnf Tiere (C57BL/6-Mause) acht bis neun Wochen nach der Infektion mit 4 x
10" vg (n = 1) oder 1 x 10" vg (n = 4) getdtet und Herz, Lunge, Leber, Nieren, Milz
sowie eine Muskelgewebeprobe enthommen. Mit aus diesen Geweben extrahierter
DNA wurden mit den Primern CMV480.s und FIX2220Xbal.a PCRs durchgeflhrt (s.
Kapitel 2.9), die spezifisch nur hFIX-DNA aus dem Vektor nachweisen. Der Primer
CMV480.s bindet an den in Mausen nicht vorkommenden Cytomegali-Virus (CMV)-
Promotor, der im Vektor dem hFIX-Gen vorgeschaltet ist. Der zweite Primer bindet im

Abb. 25: Vektor-DNA ausschlieBlich in der Leber nachweisbar. Gesamt-DNA aus
verschiedenen Geweben von C57BL/6-Mausen wurde isoliert und mit den
Primern CMV480.s und FIX-2220Xbal.a eine PCR durchgeflhrt, die spezifisch
ein hFIX-Fragment aus der Vektor-DNA amplifiziert. A zeigt exemplarisch das
Ergebnis aus einer mit dem Vektor rAAV6-FIX-tTA transduzierten Maus (Tier
Nr. 3). Das 1,5 kb groBe Fragment war nur in der Leber nachweisbar (Pfeil). B
zeigt exemplarisch das Ergebnis einer Kontrollmaus (Tier Nr. 2), der statt
Vektorpartikel NaCl injiziert worden war. Es war kein PCR-Produkt nachweis-
bar. Abklrzungen: kb: Kilobasenpaare
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hFIX-Gen, so dass bei Vorhandensein von Vektorgenomen in den DNA-Proben ein
1,5 kb groBes PCR-Produkt amplifiziert werden kann. In Abbildung 25 ist zu sehen,
dass dies nur bei aus der Leber stammenden Proben der Fall war. Proben aus Herz,
Lunge, Milz, Niere und Muskel waren negativ. Als Negativkontrolle wurde die DNA
aus Organen verwendet, die vdllig unbehandelten Mausen entnommen worden
waren oder aus Mausen stammten, die an Stelle des Vektors NaCl bzw. PBS-MK
injiziert bekommen hatten. Mit dieser Methode konnte, wie Abbildung 25 belegt,

gezeigt werden, dass der Vektor — wie erwartet - nur die Leber infiziert.

3.4.2. Quantifizierung der Vektorgenomkopien in unterschiedlichen Organen
und Geweben rAAV6-transduzierter C57BL/6-Mause

Mittels einer quantitativen PCR (gPCR) wurde in den verschiedenen Organen der
getdteten C57BL/6-Mause die Anzahl der rAAV-Genomkopien pro Zelle ermittelt.
Damit sollte die Lebertransduktionseffizienz des Vektors ermittelt werden und —
sensitiver als es mit der vorher durchgefiihrten einfachen PCR mdglich war — dessen
Streuung in andere Organe genauer untersucht werden.
Die absoluten Werte, die bei der Messung der hFIX-PCR anfielen, gaben allerdings
nur Auskunft Gber die Anzahl der Vektorgenome in der jeweiligen Probe. Um zu
ermitteln, wie viele Vektorgenome auf jedes diploide Genom, also auf jede Zelle des
jeweiligen Organs/Gewebes kamen, wurde eine weitere qQPCR mit Primern durch-
gefihrt, die ein Fragment des PBDG- Gens amplifizieren. Da von PBDG keine
Pseudogene existieren, konnte somit mittels der beiden qPCRs errechnet werden,
wie viele Vektorgenome durchschnittlich in jeder Zelle vorlagen.
Die funf Mause, die Uber die Schwanzvene den Vektor intravends verabreicht
bekommen hatten, hatten zwischen 0,418 (Tier mit der geringsten Vektordosis) und
5,382 Vektorgenomkopien/diploidem Leberzellgenom (Tab. 9). Die Anzahl bei den
beiden Kontrollmdusen lag bei bzw. nahezu bei null.
In der Tabelle 10 sind jeweils die Durchschnittswerte der Kopienanzahl von Vektor-
genomen fiir die verschiedenen Organe aufgeflhrt. In der Leber waren durchschnitt
lich 2,396 (+/- 2,166) Vektorgenom pro Zelle zu finden, wahrend in Niere, Milz, Lunge
und im Muskelgewebe die Anzahl kaum héher war, als die in den Organen der Kon-
trolltiere. Nur im Herz waren immerhin noch 0,326 (+/- 0,338) Vektorgenomkopien
pro Zelle zu finden.
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Leber
Maus 1 (Kontrolle) 0,002
Maus 2 (Kontrolle) 0,000
Maus 3 (rAAV) 1,808
Maus 4 (rAAV) 5,382
Maus 5 (rAAV) 0,528
Maus 6 (rAAV) 3,846
Maus 7 (rAAV) 0,418

Tab. 9: AAV-Vektorgenomkopien pro diploidem Leberzellgenom. rAAV-Genome
wurden in der Leber von mit dem Vektor rAAV6-FIX-tTA behandelten Mausen
sowie Kontrolltieren (jeweils C57BL/6-Mause) mittels qPCR detektiert (s.
Kapitel 2.14.3). Gezeigt ist jeweils die relative Anzahl von Genomkopien/Zelle.

Leber Niere Milz Lunge Herz Muskel
rAAV-

2,396 0,017 0,010 0,008 0,326 0,015
infizierte

+/-2,166 +/-0,015 +/-0,014 +/-0,002 +/-0,338 +/-0,015
Mause
Kontroll- 0,001 0,002 0,000 0,000 0,034 0.015
mause +/- 0,002 +/-0,003 +/-0,000 +/-0,001 +/-0,046 ’

Tab. 10: AAV-Vektorgenomkopien pro Zelle in verschiedenen Organen. rAAV-
Genome wurden in mehreren Organen von mit rAAV6-FIX-tTA transduzierten
C57BL/6- und Kontrollmdusen (NaCl) mittels qPCR detektiert (s. Kapitel
2.14.3). Angegeben sind die Durchschnittswerte von funf vektorbehandelten
bzw. zwei Kontrollmdusen in Form von Genomkopien pro Zelle, inklusive
Standardabweichung. Muskelgewebeproben lagen nur aus vier infizierten
Mausen und einer Kontrollmaus vor. Abkirzung: rAAV: rekombinantes Adeno-

assoziertes Virus
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3.4.3. Nachweis der Transkription der Transgene hFIX und tTA in der Leber
von mit rAAV6-FIX-tTA behandelten C57BL/6-Mausen

Um die Transkription der Transgene nach der Transduktion mit rAAV6-FIX-tTA nach-
zuweisen und sicherzustellen, dass nicht eine verminderte tTA-Transkription fir die
schlecht erkennbare FIX-Aktivitatssteigerung verantwortlich ist, wurde Gesamt-RNA
aus den Lebern transduzierter Mause (C57BL/6) sowie von Kontrollmausen isoliert.
Als Kontrollen fungierten sowohl unbehandelte Tiere als auch Mause, denen an
Stelle des Vektors NaCl verabreicht worden war. Es wurden ausschlieBlich Proben
aus der Leber untersucht, da in den anderen Organen — wenn Uberhaupt - nur mini-
male Vektormengen detektiert worden waren und da, wegen des leberspezifischen
Promotors, in den anderen Organen keine Transkription zu erwarten war.

Mit den RNA-Proben wurde eine reverse Transkription (RT) durchgefihrt und an-
schlieBend die cDNA dazu verwendet, die verschiedenen Transkripte mittels PCR zu
amplifizieren und im Gel sichtbar zu machen. In den Proben, die aus Lebern der mit
dem Vektor behandelten Mause stammten, konnte sowohl die mRNA-Synthese des
therapeutischen Transgens hFIX als auch die des regulatorischen Transgens tTA
nachgewiesen werden (Abb. 26). Die Abbildungen 26A und 26B zeigen, dass in allen
getesteten Leberproben der mit rAAV6-FIX-tTA behandelten Mause hFIX- und tTA-
mRNA vorhanden war (Bahnen 3 - 7), nicht jedoch in denen der Kontrollmuse
(Bahnen 1 und 2). Um sicherzustellen, dass die PCR-Produkte wirklich auf cDNA
und somit reversen Transkripten der mRNA basierten und nicht auf Vektor-DNA-
Kontaminationen der Gesamt-RNA, wurden auch PCRs aus Kontrollansatzen durch-
gefuhrt, die parallel zur reversen Transkription, aber ohne reverse Transkriptase,
angesetzt worden waren. Bei diesen Proben kann in der rt-Reaktion nur dann ein
Produkt amplifiziert werden, wenn Vektor-DNA als Template vorliegt. Die Abbildung
26C zeigt das Gel mit dem Ergebnis einer solchen Kontrollreaktion fiir das Transgen
tTA. Dort sind keine Banden zu sehen, so dass die Proben offensichtlich frei von
Vektor-DNA waren. Als Positivkontrolle und zum Vergleich wurde auch auf das
housekeeping-Gen GAPDH hin getestet (Abb. 26D). Dieses Gen wird dauerhaft ex-
primiert und sollte somit in jeder RT-Reaktion mit anschlieBender PCR nachweisbar
sein. Sowohl die RNA-Proben von behandelten Tieren als auch die von Kontroll-

mausen waren wie erwartet positiv.
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Abb. 26: Nachweis der Transkription der Transgene hFIX und tTA. Aus Gesamt-
RNA-Proben, die den Lebern von mit rAAV6-FIX-tTA behandelten C57BL/6-Mausen
(n =5; A - D jeweils Bahnen 3 - 7) sowie Kontrollmdusen (n = 2; A - D jeweils
Bahnen 1 und 2) entnommen worden waren, wurde von den Transgenen hFIX und
tTA in einer reversen Transkription cDNA hergestellt, diese in PCRs amplifiziert und
im Agarosegel sichtbar gemacht. Kontrollmduse sind unbehandelte Tiere (A - D
jeweils Bahn 1) oder wurden mit NaCl an Stelle des viralen Vektors (A - D jeweils
Bahn 2) behandelt. Alle Primersequenzen sind in Kapitel 2.9 aufgefihrt.

In A ist der Nachweis der hFIX-Transkription dargestellt. Es wurden die Primer FIX-
FW und FIX-653.a eingesetzt, die ein 182 bp langes Fragment aus der hFIX-cDNA
erzeugen. Bahnen 1 und 2: Proben aus Kontrollmausen; Bahnen 3 — 7: Proben aus
mit rAAV6-FIX-tTA transduzierten Mausen; Bahn 8: Negativkontrolle der rT-Reaktion
ohne Template.

In B ist der Nachweis der tTA-Transkription dargestellt. Es wurden die Primer tTA-
824.s und tTA-Rev.a eingesetzt, die ein 177 bp langes Fragment aus der tTA-cDNA
erzeugen. Bahnen 1 und 2: Proben aus Kontrollm&usen; Bahnen 3 — 7: Proben aus
mit rAAV6-FIX-tTA transduzierten Mausen; Bahn 8: Negativkontrolle der rT-Reaktion
ohne Template; Bahn 9: PCR-Positivkontrolle mit Vektor-DNA als Template.

C zeigt den Nachweis, dass die RNA-Proben nicht mit Vektor-DNA kontaminiert wa-
ren. Bei der reversen Transkription wurde keine reverse Transkriptase eingesetzt. Es
wurden die Primer tTA824.s und tTA-Rev.a verwendet, die ein 138 bp langes Frag-
ment aus der tTA-cDNA erzeugen. Bahnen 1 und 2: Kontrollmausproben; Bahnen 3
— 7: Proben aus mit rAAV6-FIX-tTA transduzierten Mausen; Bahn 8: PCR-Negativ-
kontrolle ohne Template; Bahn 9: PCR-Positivkontrolle mit Vektor-DNA als Template.
D: Nachweis der Transkription des GAPDH, um als Vergleich zu den Transgenen die
Banden eines konstant exprimierten houskeeping-Gens darzustellen. Es wurden die
Primer mGAPDH682.s und mGAPDH826.a eingesetzt, die ein 144 bp langes Frag-
ment aus der GAPDH-cDNA erzeugen. Bahnen 1 und 2: Proben aus Kontroll-
mausen; Bahnen 3 — 7: Proben aus mit rAAV6-FIX-tTA transduzierten Mausen; Bahn
8: Negativkontrolle der rT-Reaktion ohne Template.

Die Pfeile deuten auf die Laufhéhe der PCR-Produkte, zusatzlich angegeben ist die
genau Basenpaarlange. Abkirzungen: bp: Basenpaare; GAPDH: Glycerin-aldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase; hFIX: humaner Faktor IX; M: DNA-GréBenstandard;
NaCl: Natriumchlorid; Neg.Kontrolle: Negativkontrolle; Pos.Kontrolle: Positivkontrolle;
rAAV6: rekombinantes Adenoassoziiertes Virus Typ 6; Rkt.: Reaktion; rT: reverse
Transkription; tTA: Tetracyclin-kontrolliertes Transaktivatorprotein
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Abb. 25: (Fortsetzung)
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4. Diskussion

In den vergangenen 15 Jahren wurde sehr intensiv an der Gentherapie der Hamo-
philie gearbeitet und zahlreiche Strategien sind bisher in vitro und in vivo in Tier-
versuchen und in klinischen Studien evaluiert worden. Mit Vektoren auf Basis des
Adenoassoziierten Virus sind bisher sehr unterschiedliche FIX-Antigen-Level in den
verschiedenen Tiermodellen erreicht worden. Sie reichten von wenigen ng/ml bis hin
zu 130 pg/ml, was einem FIX-Level von 2600 % (Miao et al., 2000b) entspricht.
Solche superphysiologischen Werte stellen ein zuklinftiges Problem dar, da es sich
gezeigt hat, dass beim Menschen schon FIX-Aktivitatsspiegel von 129 U/dl — also nur
29 % Uber dem normalen Wert - das Risiko fur eine tiefe Venenthrombose um den
Faktor zwei bis drei erhdhen (van Hylckama Vlieg et al., 2000). Auch Weltermann et
al. (2003) stellten ein deutlich erhdhtes Risiko bei FIX-Aktivitatsspiegeln von tber 138
U/dl fest.

Um dieses Risiko flr gentherapeutisch behandelte Hamophilie B-Patienten zu mini-
mieren, sollte die FIX-Expression mdglichst schnell und effektiv gedrosselt/reguliert
werden kénnen. Ein Ziel dieser Arbeit war es deshalb, einen Vektor zu konstruieren,
dessen Genexpression regulierbar ist.

4.1. Konstruktion eines rekombinanten Vektorplasmides auf
Basis des Adenoassoziierten Virus

Bei der Planung des Vektors mussten einige grundlegende Uberlegungen angestellt
werden: so galt es, ein Zielorgan auszuwahlen, zu entscheiden, welcher AAV-Sero-
typ verwendet werden sollte, wie der Vektor aufgebaut sein sollte, welches Regula-
tionssystem der Vektor zu enthalten habe und wie er verabreicht werden sollte.

4.1.1. Zielorgan und Verabreichungsweg

Als Zielorgan wurde die Leber gewahlt, da sie gegeniber den fir die gentherapeu-
tische hFIX-Expression ebenfalls haufig genutzten Muskeln einige Vorteile aufweist.

Dazu gehoért, dass sich in mehreren Mausstdammen (C57BL/6, Balb/c, Fv129) gezeigt
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hat, dass intramuskulare Injektionen — im Gegensatz zu lebergerichteter Verab-
reichung des Vektors — die Gefahr einer Antikérperbildung gegen das exprimierte
FIX-Transgen erhdhen (Fields et al., 2000; Snyder et al., 1999; Herzog et al.,1997;
Nathwani et al., 2001; Ge et al., 2001). Zwar bildeten auch nach lebergerichteten
rAAV-Verabreichungen einige Mausstamme Inhibitoren, jedoch wurde bei héheren
FIX-Expressionsspiegeln Toleranz induziert (Mingozzi et al., 2003) oder die Inhibi-
toren lagen nur transient vor (Arruda et al., 2004a). Weitere Vorteile der Leber als
Zielorgan sind die korrekt und vollstandig stattfindende posttranslationale Modifika-
tion des Proteins sowie bessere hFIX-Expressionsraten.

Als Verabreichungsweg bot sich die intravendse Schwanzveneninjektion an, da sie
im Vergleich zur intrahepatischen Verabreichung unkompliziert und fir die Tiere gut
vertraglich ist. AuBerdem ermdglicht diese Technik relativ gute Lebertransduktions-
raten bei geringer Streuung in andere Organe sowie gute Transgenexpressionsraten.
Fields et al. (2000) berichteten, dass nach derVerabreichung des Vektors Uber die
Schwanzvene Expressionslevel erreicht wurden, die erstaunlich nahe an denen
lagen, die nach intrahepatischer Verabreichung direkt in die Pfortader erzielt wurden
(60 - 80 %).

4.1.2. Serotyp

AAV2

Eine weitere Frage, die es zu beantworten galt, war die des zu verwendenden AAV-
Serotyps. Wir entschieden uns aus Grinden, die im Folgenden kurz dargelegt
werden sollen, fir die Serotypen AAV2 und AAV6.

In den meisten frilheren Gentherapiestudien mit rekombinanten Adenoassoziierten
Viren, wurde Vektoren auf Basis des Serotyps 2 verwendet, da dieser als erster
intensiv untersucht worden war und Uber ihn am meisten bekannt ist (Samulski et al.,
1999): unter anderem seine bevorzugte Integrationsstelle AAVS1 auf Chromosom 19
(Balagué et al., 1997; Young et al., 2000b), seine Bindung an den Zelloberflachen-
rezeptor Heparansulfat-Proteoglucan (HSPG) (Summerford & Samulski, 1998) sowie
an die Korezeptoren o,ps-Integrin (Summerford et al, 1999) und humaner
Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor 1 (FGFR1) (Qing et al., 1999). Als diese
Arbeit begonnen wurde, galt der AAV2-Serotyp als sehr vielversprechend, da er in
verschiedenen Tiermodellen (Maus, Ratte, Hund, nichthumane Primaten) bereits
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gute Ergebnisse geliefert hatte (Flannery et al., 1997; Lewin et al., 1998; Greelish et
al.,1999; Stedman et al., 2000; Herzog et al., 1999; Chao et al., 1999; Snyder et al.,
1999; Wang et al., 2000; Mount et al., 2002; Nathwani et al., 2002) und auch schon
in klinischen Studien eingesetzt worden war, und sich dabei bewéahrt hatte (Wagner
et al., 1998; Kay et al., 2000; Manno et al., 2003; Arruda et al., 2002). Hinzu kam,
dass zu Beginn dieser Arbeit nur wenige alternative Serotypen zur Verfligung stan-
den und Uber diese auch noch relativ wenig bekannt war.

Zwei Nachteile von rAAV2-Vektoren bei der in vivo-Verwendung sind jedoch — im
Vergleich zu adenoviralen Vektorsystemen oder auch aus heutiger Sicht im Vergleich
zu anderen AAV-Serotypen (AAVS, Sarkar et al., 2004; Nakai et al., 2005) — (i) die
relativ niedrige Transduktionsrate der Leberzellen, da nur ein begrenzter Anteil der
Hepatozyten empféanglich fir eine AAV2-Infektion ist (Miao et al., 2000a) und (ii) die
weite Verbreitung neutralisierende Antikérper gegen AAV2 in der Bevdlkerung (je
nach Alter und Wohnort 35 % — 80 % der Bevdlkerung; Chirmule et al., 1999; Erles et
al., 1999; Moskalenko et al., 2000; Gao et al., 2002). Besonders der zweite Punkt
wirde eventuell dazu flhren, dass der Gentransfer mittels rAAV2 bei einer ganzen
Reihe von Patienten ineffektiv sein kénnte. Die Ursache der Antikérperentwicklung
gegen AAV2 dlrfte in der Praexposition zum Virus liegen, da AAV2 den Menschen —
im Gegensatz zum Tier — auf nattirliche Weise oft schon in der Kindheit infiziert. Eine
nach Beginn der vorliegenden Arbeit durchgefliihrte klinische Studie fihrte zu dem
Schluss, dass diese praexistierenden Antikérper gegen AAV2 mdglicherweise die
Transduktion nach intravendser Verabreichung blockieren und den Output des Gen-
transfers verhindern (High et al., 2004a). Gegen die meisten anderen Serotypen
dagegen sind nur selten neutralisierende Antikérper in menschlichen Populationen
zu finden (Gao et al., 2002; Xiao et al., 1999; Hildinger et al., 2001).

Zu Beginn dieser Arbeit fiel die Entscheidung fir das AAV2 somit auf Grund folgen-
der Merkmale dieses Serotyps: (i) AAV2 war und ist bis heute der bestuntersuchte
Serotyp, (ii) er galt als sehr risikoarm, (iii) er hatte — trotz geringer Lebertransdukti-
onsraten — in verschiedenen Tiermodellen gute FIX-Expressionsspiegel bewirkt und
er war (iv) far so vielversprechend befunden worden, dass er bereits in klinischen

Studien, d.h. im Menschen, eingesetzt worden war.
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AAV6

Einige neuere Studien besagen, dass pseudotypisierte Vektoren, bei denen die (zwi-
schen den AAV2-ITRs lokalisierte) gentherapeutische Expressionskassette in Cap-
side anderer AAV-Serotypen, z.B. AAV6, verpackt wurden (rAAV2/6, im folgenden
rAAV6 genannt), effizienter die Leber transduzierten als rAAV2 (Gao et al., 2002;
Thomas et al., 2004). Der Grund hierfir sei moglicherweise das schnellere Ent-
packen der AAV-DNA (uncoating, shedding). Hierdurch lagen mehr Einzelstrang-
genome gleichzeitig nackt im Zellkern vor, so dass das annealing von (+)- und (-)-
Strangen besser stattfinden kénnte und die DNA somit stabilisiert wiirde, bevor sie
von der Wirtszelle degradiert werden kénne (Thomas et al., 2004). Mdéglicherweise
erreichen (r)AAV2-Partikel ein bestimmtes nukleares Kompartiment, in dem der Ent-
packungsvorgang stattfinden kénnte, nicht so gut wie der AAV6-Serotyp. Xiao et al.
(2002) stellten Ergebnisse aus Hela-Zellkulturversuchen vor, die tatsachlich darauf
hindeuten, dass ineffizientes trafficking Ursache flr die etwas schlechtere Trans-
duktionsfahigkeit von AAV2 ist.

Den besten Vergleich der auf unterschiedlichen AAV-Serotypen basierenden Vekto-
ren beschrieben Grimm et al. (2003c). Hier waren, im Gegensatz zu anderen Studien
(Zolotukhin et al., 1999; Gao et al., 2002; Auricchio et al., 2001a,b; Kaludov et al.,
2002), alle Vektoren exakt identisch produziert und aufgereinigt worden (CsCI-
Ultrazentrifugation), so dass ein zuverlassiger Vergleich moéglich war. Dabei erwies
sich die Transgenexpressionsrate von Serotyp 6-Vektoren in der Leber als nur
geringflgig besser (1,3 x) als die von rAAV2; es stellte sich aber heraus, dass AAV6
eine deutlich schnellere Kinetik besitzt als AAV2 und damit auf AAV6 basierende
Vektoren schneller héhere Transgenexpressionslevel erreichen (Grimm et al.,
2003c). Wahrend auBerdem die intravendse Verabreichung viraler Vektoren auf
Basis der meisten Serotypen zu niedrigeren hFIX-Werten fihrte als die Verab-
reichung direkt in die Leber (in Einzelféllen bis zu 84 x, bei rAAV2 etwa 3 x [Grimm et
al., 2003c; Mingozzi et al., 2002; Nakai et al., 1999]), war bei rAAV6 bei der relativ
hohen Dosis von 2 x 10'? vg/Maus die intravendse Verabreichung iiber die Schwanz-
vene genau so produktiv wie jene Uber die Portalvene. (Grimm et al., 2003b).

Es wurde festgestellt, dass die Transduktionseffizienz der unterschiedlichen AAV-
Serotypen ferner von der Virusdosis und dem Zeitpunkt der Untersuchung abhangt.

Auch dies erklart die beobachteten Effizienzunterschiede in vielen Studien, da dort
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oft nur eine Dosis und/oder nur ein Abnahmezeitpunkt untersucht worden war
(Rabinowitz et al., 2002).

Aus jungster Zeit gibt es Hinweise, dass auch speziesspezifische Tropismen eine
Rolle spielen. Eine Studien wies deutliche Effizienzvorteile von rAAV6 gegeniber
rAAV2 in der Maus nach, wahrend Unterschiede im Hundemodell nur gering waren
(Jiang et al., 2006). Auch in der Zellkultur hatte sich schon dieser speziesspezifische
Tropismusunterschied gezeigt. Dort waren rAAV1 und rAAV2 in Maus- und mensch-
lichen Pankreaszellen verglichen worden: wahrend Mauszellen von einem rAAV1
effizienter transduziert wurden als von einem rAAV2, war es bei menschlichen Zellen
genau umgekehrt (Zhang et al., 2005).

Ein praktischer Vorteil von rAAV6 im Vergleich zu rAAV2 liegt bei der Praparation der
Vektoren. So werden bei der rAAV2-Produktion nur 10 % der Viruspartikel ins Zell-
kulturmedium entlassen, wahrend es bei der rAAV6-Produktion 40-60% sind. Dies
fOhrt zu einer gut doppelt so hohen Rate an Vektorpartikeln, die bei der Produktion
entstehen (Grimm et al., 2003b).

In Kirze zusammengefasst hat die Verwendung von rAAV6-Vektoren drei Vorteile: (i)
sie zeigen einen guten Lebertropismus, (ii) sie liefern eine gute Ausbeute bei der
Vektorpraparation und (iii) es gibt weniger praexistierende neutralisierende Anti-
kérper in der Bevdlkerung gegen AAV6 als gegen AAV2.

Nachdem die vorliegende Arbeit mit einem Vektor auf AAV2-Basis begonnen worden
war, sich im weiteren Fortgang jedoch die Hinweise in der Literatur verdichteten,
dass AAV6 eine Reihe von Vorteilen besitzt, wurde spater mit einem pseudotypi-
sierten Vektor auf Basis dieses Serotyps weitergearbeitet.

4.1.3. Bestandteile der Expressionskassette

Ein weiteres Problem bei der Verwendung von rAAV (und anderen Vektorsystemen)
ist es, die bestmdgliche Kombination aus Elementen wie Promotoren, Enhancern,
regulatorischen Sequenzen, poly(A)-Sequenzen und zusatzlichen Fragmenten wie
z.B. Introns zu finden, um eine gut funktionierende, effiziente Expressionskassette fur
das therapeutische Gen zu entwickeln. In mehreren Studien hat sich gezeigt, dass
das Vektordesign empirisch erfolgen muss und immer wieder zu unvorhergesehenen
Ergebnissen fuhrt (Nathwani et al., 2001). Die Entwicklung einer optimalen Expressi-
onskassette ist eine der wichtigsten Strategien, um den therapeutischen Index von
rAAV zu steigern.
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In dieser Arbeit wurde daher ein Vektor aus verschiedenen Elementen kombiniert,
die in vorhergehenden Studien in anderen Vektoren jeweils vielversprechende
Ergebnisse geliefert hatten. Dabei musste berlcksichtigt werden, dass die Gr6Be der
Expressionskassette durch die Aufnahmekapazitat der AAV-Capside auf ca. 4,7 kb
beschréankt ist. Als einzige virale Elemente kamen in dem Vektor die inverted terminal
repeats (ITR) vor, da nur diese zwingend in cis vorliegen missen, um den Ablauf des
Lebenszyklus des rAAV zu ermdglichen.

Regulationssystem

Als Expressionsregulationssystem wurde das Tet-System — erstmals von Gossen &
Bujard (1992) beschrieben - unter anderem deshalb gewahlt, weil dessen Bestand-
teile, z.B. das tTA-Gen, im Vergleich zu anderen Regulationssystemen wie etwa dem
durch Rapamycin induzierbaren, klein sind, so dass es sich gut fir einen viralen
Vektor mit geringer Aufnahmekapazitat wie AAV eignet (Baron & Bujard, 2000).
AuBerdem hat das Tet-System den Vorteil einer guten an/aus-Regulation mit einer
guten dosisabhangigen Induzierbarkeit, einer kurzen Reaktionszeit und einer hohen
Spezifitdat (Urlinger et al., 2000). Des Weiteren gibt es keine Interferenzen mit
zellularen Mechanismen, da es aus einem prokaryotischen Organismus stammt.
Somit ist keine endogene Expression in Sdugerzellen mdglich (Gossen et al., 1993).
Mit Tetracyclin (Tet) liegt zudem ein vertraglicher Induktor vor, der auch durch sein
Analogon Doxycyclin (Dox) ersetzt werden kann. Dox ist als Antibiotikum gebrauch-
lich, passiert Zellmembranen und hat keine Nebenwirkungen wie sie die Induktoren
anderer Systeme, z. B. Schwermetallionen, Isopropyl-B-D-thiogalactoside, Hormone
(Corticosteroide, Progesteron-Antagonisten), haben.

Bereits sehr geringe Dosen Dox (im ein- bis zweistelligen Nanogrammbereich)
reichen aus, um die Genexpression zu regulieren (Kringstein et al., 1998; Corti et al.,
1999; Hasan et al., 2001). Die Aktivierung des TRE-Promotors durch Dox ist zudem
dosisabhangig, so dass die Transgenexpression Uber ein breites Fenster an Induk-
torkonzentrationen kontrolliert werden kann (Urlinger et al., 2000).

Es gibt zwei Mdglichkeiten, das Tet-System einzusetzen. Erstens die Verwendung
von zwei Vektoren (Gossen und Bujard, 1992; Rendahl et al., 1998) und zweitens die
Kombination beider Expressionskassetten zu einer einzigen dualen Kassette in nur
einem Vektor (Corti et al., 1999; Dugray et al., 2001; Ogueta et al., 2001; Fitzsimons
et al.,, 2001; Xu et al., 2001; Chtarto et al., 2003). Im ersten Fall enthalten beide
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Vektoren jeweils eine Expressionskassette: entweder die regulierende oder die
therapeutische. Die therapeutische Expressionskassette enthélt das therapeutische
Gen unter der Kontrolle des TRE-Promotors, die regulierende das Transaktivatorgen
(tTA), welches fur das tetracyclinsensible tTA-Protein kodiert, welches unter der Kon-
trolle eines konstitutiven, viralen oder gewebespezifischen Promotors steht (s. Abb.
6). Der Vorteil der Zwei-Vektoren-Variante ist die stringentere an/aus-Regulierung,
auf die im weiteren Verlauf noch genauer eingegangen wird. Flr die vorliegende
Arbeit wurde die Verwendung der dualen Expressionskassette in nur einem Vektor
vorgezogen. Auf diese Weise konnten geringere Mengen rekombinanter Viren verab-
reicht werden, was sowohl die Belastung flr die Tiere verringerte als auch den Zeit-,
Material- und Kostenaufwand flr die Vektorpraparation senkte. Alle transduzierten
Zellen exprimierten nun sowohl das Transgen als auch das Regulatorgen. Die
Zusammenfassung der beiden Expressionskassetten zu einer einzigen dualen Kas-
sette war nur auf Grund der relativ geringen GrdBe des Tet-Systems maoglich. Das
komplette Konstrukt war kleiner als 4,7 kb und konnte somit problemlos in die AAV-
Capside verpackt werden.

Zusammengefasst sprachen somit viele Faktoren fir die Verwendung des Tet-Sys-
tems: (i) es ist relativ klein, was flr die Verwendung im AAV-Vektor, besonders unter
Berlcksichtigung des Gebrauchs einer dualen Expressionskassette, wichtig ist, (ii) es
besitzt eine gute Regulierbarkeit mit einem gut vertraglichen Induktor und (iii) es ist
prokaryotischer Herkunft, wodurch keine Gefahr zellularer Interferenzen besteht.
Nachdem die Wahl auf das Tet-System gefallen war, musste noch zwischen Tet Off-
und Tet On-System gewahlt werden. Hier waren das zu exprimierende therapeu-
tische hFIX-Gen und die zu behandelnde Krankheit, die Hamophilie B, ausschlag-
gebend: da die transduzierten Zellen im Idealfall dauerhaft hFIX exprimieren sollten
und nur im Ausnahmefall, bei zu starker hFIX-Expression, die Aktivitdt des hFIX-
Gens herunterreguliert werden sollte, bot sich das Tet Off-System an. Hier muss Dox
nur verabreicht werden, wenn die Expression inhibiert werden soll, wahrend beim Tet
On-System dauerhaft Dox verabreicht werden muss und erst ein Absetzten des Dox
die Expression des Transgens herunterreguliert. AuBerdem reagiert das Tet Off-
System sensibler und schneller auf geringere Mengen Dox als das Tet On-System
(Mizuguche & Hayakawa, 2002). Ein Organismus nimmt offensichtlich schneller
zugefiihrtes Dox auf, als er nach Beenden der Dox-Gabe (wie beim Tet On-System
notig ware) das noch im Kérper vorhandene Dox véllig abbaut und/oder ausscheidet.
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Promotor

Der Einsatz des Tet Off-Systems bedeutete, dass das hFIX-Gen somit im Vektor
unter der Kontrolle des Tet response elements (TRE) stehen wirde. Nun musste ein
Promotor gewahlt werden, der die tTA-Expression steuern wirde. Die Wahl des
Promotors ist entscheidend flr hohe Expressionslevel und eine dauerhafte
Expression des therapeutischen Gens (Snyder et al., 1999b). Dabei stehen grund-
satzlich mehrere Méglichkeiten zur Verfligung: der Einsatz eines ubiquitdren Promo-
tors aus Saugetieren, der in allen Zellen funktioniert (z. B. elongation factor 1 o-
Promotor), die Verwendung von viralen Promotoren, die oft eine starke Transgen-
expression in allen Zellen bewirken (z.B. CMV-Promotor), oder die eines gewebe-
spezifischen Promotors. Ubiquitare Promotoren wurden unseres Wissens in Gen-
therapieprotokollen so gut wie nie verwendet. Der Grund drfte die relativ schwache
Expression sein, die von ihnen ausgeht. Der oft in Gentherapieprotokollen verwen-
dete CMV-Promotor ermdglicht eine deutlich hdhere Expression als gewebe-
spezifische Promotoren, auch in primadren Hepatocyten in vitro. Er wird aber in der
Leber durch transkriptionelles silencing effizient stillgelegt und vermittelt dort nur eine
geringe Transgenexpression (Ponder et al., 1991; Kay et al.,, 1992; Everett et al.,
2004). Gerade die Leber ist jedoch der natiirliche Syntheseort des FIX und halt somit
die notige zellulare Maschinerie fir die nattrlichen posttranslationalen Modifikationen
des reifen Proteins bereit. Letzteres kénnte mdéglicherweise auch ein Grund daflr
sein, dass die Leber eine bessere Umgebung fir rAAV-vermittelte FIX-Synthese
darstellt als Muskeln (Snyder et al., 1999b).

Da die Interaktion des Promotors und der regulatorischen Elemente mit dem
Transkriptionsapparat der Wirtszelle wichtig fir eine effiziente Transkription ist,
wurde schlieBlich ein gewebespezifischer Promotor eingesetzt. Ein weiterer Grund,
der fir die Wahl eines leberspezifischen Promotors (LSP) sprach, war der Sicher-
heitsaspekt. Die Leberspezifitdt des Promotors beschrankt die Expression des hFIX-
Gens auf das Zielgewebe, so dass durch die in geringem MaBe vorkommende
Streuung des Vektors in andere Organe nicht die Gefahr besteht, dass FIX in ande-
ren Geweben exprimiert wird. Dies war besonders deshalb wichtig, weil der Vektor
systemisch (intravends) Uber die Schwanzvene verabreicht werden sollte (Ge Y,
2001) und somit die Verteilung des Vektors im Organismus nach der Verabreichung
nicht beeinflusst werden konnte.
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Ein weiterer wichtiger Punkt, der fiir die Verwendung eines LSP sprach, war das ge-
ringere Risiko einer Anti-FIX-Antikérperbildung (Inhibitorbildung). Wie die konven-
tionelle Therapie der Hamophilie mit Faktorenkonzentraten beinhalten auch Genthe-
rapieprotokolle das Risiko der Inhibitorbildung. Studien haben jedoch gezeigt, dass
das Risiko verringert werden kann, indem die Expression des Transgens auf Hepato-
zyten beschrankt wird (Follenzi et al., 2004; De Geest et al., 2003; Nathwani et al.,
2001; Mount et al., 2002; Mingozzi et al., 2003; Chuah et al., 2003).

Letztlich fiel die Wahl auf den leberspezifischen Promotor haat. Dieser war bereits in
verschiedenen Vektoren flir den lebergerichteten Gentransfer eingesetzt worden: in
retroviralen Vektoren (Hafenrichter et al,, 1994; Okuyama et al., 1996), in adeno-
viralen Vektoren (Morral et al., 1998; Schiedner et al., 1998; De Geest et al., 2000;
Van Linthout et al., 2002, Srour et al., 2003) und beim Gentransfer mit einem Vektor
auf Basis des HSV1-Virus (Lam et al., 2007) sowie auf Basis des AAV (Lee et al.,
2004). Auf Grund der geringen Aufnahmekapazitat der AAV-Capside (héchstens 4,7
kb) wurde fir diese Arbeit eine 405 bp kurze Version dieses Promotors verwendet,
die — nur um 15 Basenpaare langer - bereits in einem adenoviralen Vektor erfolgreich
eingesetzt werden konnte (Srour et al., 2003). Die 420 bp groBe Version von Srour et
al. konnte in der vorliegenden Arbeit aus klonierungstechnischen Griinden nicht ein-
gesetzt werden, da eine BgllI-Schnittstelle am Anfang des Promotors entfernt wer-
den mubBte.

Der Promotor wurde fir die vorliegende Arbeit mit einer vierfachen Wiederholung des
Apolipoprotein-Enhancers (apoE.4x) kombiniert, die downstream des Promotors in
den Vektor eingebaut wurde. In einer Studie mit einem adenoviralen Vektor hatte
sich herausgestellt, dass die Transgenexpression (in jenem Fall Apolipoprotein A-l)
signifikant héher war (bis zu 8,9 x), wenn der apoE-Enhancer in einer vierfachen
Wiederholung eingesetzt wurde. Wie wichtig die richtige Promotor-Enhancer-Kombi-
nation ist, zeigten folgende Ergebnisse: wurde diese vierfach wiederholte Enahncer-
sequenz zusammen mit dem apoE-Promotor eingesetzt, war die Steigerung der
Transgenexpression dauerhaft. Wurde dagegen der apoE.4x-Enhancer mit einer
Kombination aus CMV- und apoE-Promotor verwendet, war die Transgenexpression
nur transient (De Geest et al., 2000).

Fir eine 3'-Platzierung des Enhancers entschieden wir uns auf Grund der Ergebnis-
se von Van Linthout et al. (2002). Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass ein haat-

Promotor mit 3 -platziertem apoE.4x-Enhancer im Vergleich zu einem Vektor, der nur
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den haat-Promotor enthielt, eine enorme, allerdings transiente Transgenexpressions-
steigerung herbeifiihrte (140 x am Tag 6). Als langerfristig erfolgreich erwies sich
zwar eine 5’-Platzierung der apoE.4x-Wiederholung, in diesem Fall war die Expres-
sionsrate aber deutlich geringer als bei dem Vektor, der den haat-Promotor ohne
diesen Enhancer enthielt.

Die Kombination eines rAAV mit dem haat-Promotor (schatzungsweise zwischen 400
bp und 500 bp groB) und einem 5°-gelegenen apoE-Enhancer hat sich 2004 zu-
mindest in vitro in HepG2-Zellen als erfolgreich herausgestellt (Lee et al., 2004).
Schuettrumpf et al. (2005) verwendeten erfolgreich einen rAAV2-Vektor, der in vivo
(C57BL/6-Mause) unter Kontrolle eines haat-apoE-Promotor/Enhancer-Komplexes
FIX exprimierte (4 pg/ml FIX:Ag).

4.1.4. Klonierung

Die Klonierung des Vektors war aufBerordentlich aufwendig, da die verschiedenen
Elemente aus unterschiedlichen Plasmiden herausgeschnitten oder —amplifiziert
werden mussten. Ebenso war die Verwendung von Zwischenplasmiden nétig. Einige
sorgféltig geplante Klonierungsschritte funktionierten Uberhaupt nicht, so dass viele
Restriktionsstellen generiert bzw. entfernt oder ganze Fragmente in andere Plasmide
umkloniert werden mussten. So sollte beispielsweise ein groBer Teil der Expres-
sionskassetten im Plasmid pZS2-haat-tTAM2 (s. Appendix) zusammengefligt wer-
den. Nachdem das Fragment apoE.4x einkloniert worden war, sollte im nachsten
Schritt das mit HindIII-Schnittstellen versehene tTA-Gen zwischen die haat-apoE.4x-
und die bgh.p(A)-Sequenz eingebaut werden. Dieser Klonierungsschritt erwies sich
aber als nicht machbar. Erst eine Umklonierung des haat-apoE.4x-bgh-Fragments in
ein anderes Plasmid (pAd5-TRE2-FIX; PCR 1und Ligation 2 in Abb. 7) ermdglichte
schlieBlich den nun véllig problemlosen Einbau des tTA-Gens an der gewlinschten
Stelle in der

richtigen Orientierung. In diesem Plasmid wurden dann auch die weiteren Klonier-
ungsschritte durchgefihrt und die gesamte Expressionskassette zusammenkloniert.
Des Weiteren war urspriinglich geplant gewesen, die beiden AAV-ITRs in zwei letz-
ten Schritten an die beiden Enden der fertigen dualen Expressionskassette zu klonie-
ren, um moglichst wenig Plasmidpréaparationen mit Plasmiden, welche die ITRs ent-
hielten, durchfihren zu missen. Der Grund daftir war die palindromische Sekundar-
struktur (mit hairpin-Bildung), die eine sehr starke Neigung der ITRs zur Rekom-
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bination bewirkt. Es war aber — eben wegen dieser besonderen Struktur — weder
maoglich, die ITRs nach der Isolierung durch Restriktionen in das gewlinschte Plasmid
zu klonieren, noch sie mittels PCR (auch nicht Fragmente mit groBen Uberhdngen 3°
und 5 der ITRs) zu amplifizieren oder sie extern (Eurogentec, Seraing, Belgien)
synthetisieren zu lassen. So blieb nur die Mdglichkeit, die gesamte Expressions-
kassette komplett mittels long distance-PCR zu amplifizieren und in das bereits ITRs
enthaltende pTR-UF5-Plasmid (s. Appendix) einzubauen (s. Abb. 9 und Ligation 6 in
Abb. 10).

Auch die Bglll-Schnittstelle im haat-Promotor erschwerte die Klonierung. Da nach
der long distance-PCR, welche die bendtigten BglII-Schnittstellen generierte, mit die-
sem Restriktionsenzym geschnitten werden musste, um Uberhangende Enden fir die
Ligation zwischen die ITRs zu schaffen, musste diese Schnittstelle unbedingt aus
dem haat-Promotor entfernt werden (s. Abb. 9). Ihr Vorhandensein fiel aber erst nach
mehreren vergeblichen Klonierungsversuchen durch Restriktionen mit Enzymen
unterschiedlicher Hersteller auf.

Die abschlieBende Klonierung der kompletten Restriktionskassette zwischen die
ITRs war auf Grund der oben erwahnten palindromischen Struktur und der dadurch
bedingten Rekombinationsfreudigkeit besonders problematisch. Um die Rekombina-
tionsereignisse auf ein Minimum zu reduzieren, wurde nach Transformation der Bak-
terien die Kultur nicht wie Ublich bei 37° C, sondern bei 32° C inkubiert (Schnepp und
Clark, 2002).

4.1.5. Uberpriifung des fertigen Vektorplasmides

Die komplette Expressionskassette wurde nach Fertigstellung des Vektorplasmides
durchsequenziert, um mogliche Mutationen zu finden. Dazu wurden Primer verwen-
det, von denen aus in sense- oder antisense-Richtung Uberlappende Epressionskas-
settenbereiche sequenziert und anschlieBend Uberprift wurden. So konnte die kom-
plette duale Kassette abgedeckt werden (s. Abb. 13). Die Bereiche der ITRs, die
Haarnadelstrukturen ausbildeten, waren jedoch nicht sequenzierbar, so dass diese
mit Hilfe von Restriktionen und Vergleich des Bandenmusters im Agarosegel auf ihre
Korrektheit Gberprift wurden. Es zeigte sich, dass das Vektorplasmid fehlerfrei vor-
lag.
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4.1.6. Produktion der rekombinanten Viren

Ein besonders kritischer Punkt bei der Herstellung rekombinanter Adenoassoziierter
Viren war die Transfektion der Produktionszellen, da diese einen sehr groBen Ein-
fluss auf die Viruskonzentration (Virustiter) der fertigen Praparation hat.

Bei der Herstellung der rekombinanten Viren in der Zellkultur mussten in den Produk-
tionszellen die fehlenden AAV-Gene rep und cap ebenso wie die adenoviralen
Helfergene bereitgestellt werden. Eine einfache M&glichkeit béte hierbei die Verwen-
dung einer Produktionszelllinie, die stabil die rep- und cap-Gene ins Chromosom
integriert hat. Eine zusatzliche Infektion mit Adenoviren kdnnte die erforderlichen
helferviralen Gene beisteuern. Die Entfernung bzw. Inaktivierung der kontaminie-
renden Helferviren ist jedoch nur unvollstandig méglich oder geht mit einem 50 %-
Verlust der rAAV-Partikelaktivitat einher. Ebenso hat sich gezeigt, dass bei der
Herstellung einer stabilen Produktionszelllinie die Rep-Proteine zytotoxisch wirken
(Saudan et al., 2000; Schmidt et al., 2000).

Alternativ werden die in frans bendtigten Gene oft in Form von zwei Helferplasmiden
bereitgestellt: ein AAV-Plasmid mit den rep- und cap-Genen sowie ein Helfer-
virusplasmid mit den adenoviralen Helfergenen. Diese beiden Plasmide mussen
dann zusammen mit dem konstruierten Vektorplasmid in einer Tripletransfektion in
die Zellen eingebracht werde. Da diese Tripletransfektion jedoch recht ineffizient ist,
wurde das Verpackungsplasmid pDG (Grimm et al., 1998) bzw. pDP6 (Grimm et al.,
2003b) verwendet. Beide enthalten samtliche in trans benétigten Gene (AAV-rep und
-cap, sowie die adenoviralen Gene E2a, E3, E4 und VA). Diese Verpackungs-
plasmide unterscheiden sich in den cap-Genen: wahrend pDG fir AAV2-Capside
kodiert, kodiert pDP6 flr AAV6-Capside. Die Produktionszellen mussten also nur
noch mit dem Vektor- und einem der Verpackungsplasmide kotransfiziert werden.
Beim Vergleich verschiedener Transfektionsmethoden stellte sich die CaPOg4-
Methode als fir die rAAV-Produktion am effektivsten heraus. Obwohl mit anderen
Techniken wie TransPEI oder Lipofectamine hdhere Transfektionsraten in den GFP-
Kontrollen erreicht werden konnten (lGber 90 % im Gegensatz zu durchschnittlich ca.
70 % mit CaPQy), flhrten CaPO4-Transfektionen zu den héchsten Virustitern (s. Tab.
8). Ein zusatzlicher Vorteil ist, dass diese Methode die mit Abstand kostenglnstigste
ist. Da die Transfektionsrate einen entscheidenden Einfluss auf den Virustiter hat,
wurde die CaPQOq-Transfektion unter verschiedenen Bedingungen getestet, so dass
schlieBlich ein optimaler pH-Wert von 7.05 und eine optimale CaCl,-Konzentration
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von 250 mM ermittelt wurden. Da kleinste Abweichungen im fir die Transfektionen
bendtigten 2x HBS-Puffer zu sehr variablen Ergebnissen flihrten, machte das Auf-
brauchen einer Puffercharge trotzdem jeweils neue Austestungen erforderlich, um
von mehreren Pufferansatzen (mit kaum noch beeinflussbaren lonenkonzentrations-
und pH-Unterschieden) den besten herauszusuchen. Nach der Transfektion der
Produktionszellen folgte die Ernte und Aufarbeitung der rekombinanten Viren mittels
lodixanol-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation.

FUr die Praparation der Vektoren auf Basis des rAAV2 (rAAV2-FIX-tTA) wurde zuerst
die weitere Aufreinigung mittels Heparinagarose versucht, da die Capsidproteine
dieses Serotyps an Heparin binden (Summerford & Samulski, 1998). Dazu musste
die virushaltige abgenommene lodixanolphase erst verdinnt werden, da die 40 %-
lodixanollésung recht zahfllssig ist. Nun wurden durch zwei Filter erst Zelltrimmer
und mogliche bakterielle Kontaminationen entfernt (5 und 0.2 um-Filter). Die stark
verdlinnte Viruslésung wurde schlieBlich auf die Heparinagarosesaule gegeben. Das
Verdiinnen stellte sich als sehr wichtig heraus, da die Saule sehr leicht verstopfte.
Durch Waschen mit einem Waschpuffer sollte ein GroBteil kontaminierender Proteine
entfernt werden. Die Abbildungen 17A und B machen deutlich, wie unterschiedlich
konzentriert die verschiedenen Virenpraparationen ausfallen kénnen und wie wenig
effizient bzw. wie verlustreich die Saulenaufreinigung ist. Fir die starken Verluste ist
allerdings auch die auf die Saule folgende Aufkonzentrierung mit Centricons mit-
verantwortlich. In deren Membran blieben namlich bis zu 90 % der von der S&ule
eluierten Viruspartikel zurlick. Insgesamt war somit die Virusaufreinigung mittels der
Heparinagarosesaule sehr ineffizient und nicht zufriedenstellend. Auch andere
Gruppen stellten diesen Mangel der Herapinsaulenaufreinigung bereits fest
(Anderson et al., 2000). Kaludov et al. (2002) zeigten, dass es auBer zu Verlusten
von bis zu 50 % durch die Heparinagarosesaule auch zu einer Ansammlung leerer
Capside kam, die die Infektiositat der Praparation herabsetzte.

Die nicht zufriedenstellenden Ergebnisse der Heparinsaulenaufreinigung flhrten
schlieBlich zu der Entscheidung, diesen Schritt bei der Viruspraparation zu umgehen.
Besonders auch, da ein weiterer, pseudotypisierter Vektor auf Basis des AAV-Sero-
typs 6 untersucht werden sollte (rAAV6-FIX-tTA). Dieser Serotyp bindet nicht an
Heparin (unseres Wissens ist zur Zeit kein Rezeptor fur AAV6 bekannt), so dass oh-
nehin eine Alternative zur Heparinsdule gefunden werden musste. Eine Méglichkeit

ware gewesen, an Stelle der lodixanol-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation zu der
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seit langerer Zeit bekannten Methode der CsCl-Ultrazentrifugation zuriickzukehren
(Matsushita et al., 1998). Dies war jedoch keine sinnvolle Option, da diese Methode
sehr langwierig ist und, wie die Heparinagarosesaule, zu hohen Verlusten fihrt. Da
eine nicht allzu groBe Menge lodixanol in der Virenpréaparation bei in vivo-Versuchen
in Mausen keine nachweisbaren Schaden verursacht (persoénliche Mitteilung, H.
Fechner, Benjamin Franklin Hospital, Berlin), wurde entschieden, die lodixanol-
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation beizubehalten, aber auf die Heparinagarose-
saule zu verzichten und die Virus-lodixanol-Lésung mit Vivaspin 20-Rdéhrchen direkt

aufzukonzentrieren.

Fir die Quantifizierung der Viruspraparationen wurde eine Methode gewahlt, bei der
nicht die Capside quantifiziert werden, sondern die rAAV-Genome, da bei der Her-
stellung der rekombinanten Viren auch leere Viruspartikel anfallen, die bei der
Praparation mitisoliert werden. Aus diesem Grund wurden alle Angaben Uber die
Virusdosis in dieser Arbeit in Vektorgenomen (vg) und nicht Vektorpartikeln (vp)
gemacht. Durch die verschiedenen Modifikationen der Viruspraparation konnte der
Virustiter letztlich von zu Beginn ca. 6 x 10'° auf ca. 8 x 10'? vg/ml gesteigert werden.

4.2. Expression von hFIX in vitro

4.2.1. Abschaltbare Expression von humanem FIX in vitro

Bevor der rAAV2-FIX-tTA-Vektor in Tierversuchen getestet wirde, sollte seine
Funktionalitat in vitro nachgewiesen werden. AuBerdem sollte auf diese Weise eine
Basis geschaffen werden, um spater Vergleiche mit den geplanten in vivo-Studien zu
erméglichen. Die Transduktion von humanen Hepatom- (HepG2-) Zellen mit 1 x 10*
Vektorgenomen (vg)/Zelle des Vektors rAAV2-FIX-tTA flhrte nach einer Inkubations-
zeit von 48 h in Abwesenheit von Dox zu einer Expression von 23,8 pg humanem
FIX/Zelle/ml Medium. Dieser Wert lag noch etwas hdher als die Ergebnisse des
besten von vier untersuchten Vektoren einer Studie von Nathwani et al. (2001). Dort
wurden in HepG2 mit konstitutiven Promotoren zwischen 1 und 21 pg hFIX/Zelle/ml
und mit einem leberspezifischen etwa 6 pg hFIX/Zelle/ml erreicht.

Dass der Vektor abschaltbar war, zeigte die Inkubation von transduzierten Zellen in
mit 10 ng Dox/ml versetztem Medium. Hier zeigte sich auch der Vorteil des Tet Off-
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Systems im Vergleich zum Tet On-System: das System hatte nur eine kurze Reakti-
onszeit bis Dox wirkte und es war nur eine geringe Dox-Konzentration nétig. In der
Zellkultur dauerte es beim Tet On-System sechs Tage, bis nach Doxycyclin-Entzug
der niedrigste Level (3,5 % des Maximums) erreicht war (Haberman et al., 1998). In
der vorliegenden Arbeit dagegen wurde unter Verwendung des Tet Off-Systems die
minimale Transgenexpression nach Dox-Zugabe innerhalb von 48 Stunden erreicht.
Dieses Minimum (5,12 pg/Zelle/ml Medium) lag bei ca. 25 % der maximalen Expres-
sionsrate (Abb. 21). In vitro-Vergleiche in einer Reihe von Zellen mit den beiden
Systemen Tet On und Tet Off in einem adenoviralen Vektor hatten gezeigt, dass sich
das Tet Off-System bereits mit einer Dox-Konzentration von 10 ng/ml, die auch in
diesem Versuch verwendet wurde, komplett herunterregulieren lieB, wahrend zur
Induktion des Tet On-Systems 1000 ng/ml Dox bendétigt wurden (Mizuguche &
Hayakawa, 2002). AuBerdem hatte das Tet Off-System in dieser Studie angeschaltet
zu einer 3 - 25 x héheren Transgenexpression geflhrt als das Tet On-System
(Mizuguche & Hayakawa, 2002).

Kontrollzellen der vorliegenden Arbeit, die nicht mit dem Vektor behandelt worden
waren, zeigten erwartungsgeman keine hFIX-Expression. Der genaue Wert lag bei
0,45 pg hFIX/Zelle/ml Medium, was den Werten der Negativkontrolle des ELISA-Kits
entspricht. Der Vektor rAAV2-FIX-tTA war somit funktional und die hFIX-Expression
lieB sich durch Dox-Zugabe in geringer Konzentration deutlich und schnell reduzie-
ren.

In dieser Arbeit konnte — wie auch bei anderen Studien mit transient transfizierten
Zellen (Habermann et al., 1998) — die An- und Abschaltbarkeit mit Doxycyclin in der
Zellkultur auf Grund der starken Zellproliferation nicht Gber einen langeren Zeitraum
untersucht werden. Eine Lésung dieses Problems ware die Herstellung einer stabilen
Zelllinie gewesen. Da aber die Ubertragbarkeit von Zellkulturergebnisse auf in vivo-
Studien nicht gegeben ist (Arruda et al., 2004a) und in vitro-Versuche einen hohen
Zeit- und Kostenaufwand bedeuten (Zellkulturversuche verbrauchen mit allen
Kontrollansatzen relativ groBe Mengen rekombinanter Viren, da die Ansatze nicht zu
wenige Zellen enthalten dirfen, um gut mittels ELISA detektierbare hFIX-Mengen zu
erzeugen), wurde far die vorliegende Arbeit darauf verzichtet.

Die im abgeschalteten Zustand immer noch erkennbare hFIX-Expression kann mit
dem fir das Tet-System bekannten Phanomen der ,Durchlassigkeit® (leakyness)

erklart werden. Verantwortlich hierflir kbnnen die ITRs sein, die Enhancer und Pro-
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motorkontrollelemente enthalten (Flotte et al, 1993a, Haberman et al, 2000).
Waéhrend bei Retroviren diese Bereiche der den AAV-ITRs entsprechenden LTRs
(long terminal repeats) deletiert werden kénnen (Hofmann et al.,, 1992; Unsinger et
al., 2001), fuhrt dies bei den AAV-ITRs zu replikations- und verpackungsdefizienten
Konstrukten (Habermann et al., 2000). Bei Vektoren mit dualen Expressions-
kassetten, welche die regulatorische tTA- ebenso wie die therapeutische hFIX-
Kassette gemeinsam enthalten, kénnten auch Interferenzen zwischen dem Tet
response element TRE und dem die tTA-Expression steuernden Promotor fiir die
vorhandene schwache hFIX-Restexpression verantwortlich sein.

Die etwas hdhere Durchlassigkeit des Tet Off-Systems im aus-Zustand kann zwar
problematisch werden, wenn toxische Gene verwendet werden (z.B. bei der Gen-
therapie von Krebs), sollte im Falle der in dieser Arbeit anvisierten hFIX-Expression
fir die Behandlung der Hamophilie B aber keine negativen Einflisse haben. Die Ab-
schaltung des Expressionssystems braucht hier nicht die véllige Einstellung der
Transgenexpression zu bewirken, sondern soll nur superphysiologische FIX-Kon-
zentrationen verhindern.

Falls nétig bestehen jedoch Méglichkeiten diese Durchlassigkeit zu minimieren. Als
wirkungsvoll hierbei erwies sich die raumliche Trennung der beiden Expressions-
kassetten und damit der beiden Promotoren durch Verwendung von zwei unter-
schiedlichen Vektoren (McGee Sanftner et al., 2001). Dadurch kann es nicht zu Inter-
ferenzen zwischen dem TRE-Promotor und dem haat-Promoter, der zur Trans-
aktivatorproteinexpression (tTA) genutzt wird, kommen. Von Nachteil ist jedoch die
erforderliche Kotransduktion der Zielzellen mit zwei Plasmiden, da nicht anzunehmen
ist, das der Transaktivator zwischen den Zellen diffundiert. Dies fUhrt dazu, dass die
Belastung des Organismus durch die doppelte Vektordosis erheblich gréBer wird.
Weitere Moglichkeiten, die Expressionskassetten flr Aktivator- und Transgen in
einem Vektor zu kombinieren und gleichzeitig die Durchlédssigkeit zu minimieren,
waren (i) die Verwendung eines bidirektionalen Promotors (Chtarto et al., 2003), der
fir die Expression von Transgen und Regulator zustandig und in der Mitte zwischen
den Expressionskassetten lokalisiert ist — dadurch ware gewahrleistet, dass dieser
bidirektionale Promotor die gréBtmobgliche Entfernung zu den ITRs hat — und (ii) der
Einbau beider Elemente in gegensatzliche Richtungen, so dass beide Promotoren

die groBtmdgliche Entfernung zueinander haben. Mdglicherweise kénnte namlich die
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basale Expression auch vom Abstand der beiden Promotoren und deren Orien-
tierung zueinander abhangen (Baron & Bujard, 2000).

Bei der Austestung von drei rAAV mit dualen Expressionskassetten, in denen die
beiden Promotoren des Regulator- und des Transgens in allen mdglichen Varianten
zueinander kombiniert worden waren, zeigten sich sehr unterschiedliche Hinter-
grundexpressionen. Diese variierten zwischen 2,13 % und 36,67 %. Im ersten Fall
hatten die Promotoren den gréBtméglichen Abstand zueinander gehabt — sie lagen
jeweils direkt an den ITRs, von diesen weg- und einander zugewandt (Entfernung der
Promotoren voneinander >3 kb), im zweiten Fall hatten die Promotoren den
geringstmdglichen Abstand zueinander — hier lagen beide in der Mitte, zwischen den
Expressionskassetten und waren voneinander weg- und den ITRs zugewandt (Ent-
fernung der Promotoren voneinander schatzungsweise ~ 0,3 kb) (Jiang et al., 2004).
Die mit 20 - 25 % zwar innerhalb dieses Rahmens liegende aber relativ hohe Hinter-
grundexpression des rAAV2-FIX-tTA-Vektors der vorliegenden Arbeit lag somit
wahrscheinlich daran, dass die Promotoren einen Abstand von nur ca. 2,2 kb von-
einander hatten. Der TRE-Promotor war am 5°ITR lokalisiert, der haat-Promotor in
der Mitte des Vektors hinter der therapeutischen Expressionskassette; zudem hatten
beide Promotoren dieselbe Orientierung (s. Abb. 11 und 15).

Noch eine Variante, mit der die Regulation der Transgenexpression prazisiert werden
kénnte, ist der Einbau von stuffer regions (Corti et al., 1999) oder eines insulaters
zwischen die Expressionskassetten (Urlinger et al., 2000; Baron & Bujard, 2000;
Fitzsimons et al., 2001). Diese Optionen konnten jedoch in dieser Arbeit auf Grund
der bereits ausgeschoépften Aufnahmekapazitat des Vektors nicht in Betracht gezo-
gen werden.

Die Verwendung eines selbstregulatorischen Vektors, bei dem nicht nur die Expres-
sion des therapeutischen Gens, sondern auch die des tTA-Gens selbst von einem
TRE-Promotor kontrolliert wurde (Haberman et al., 1998), hatte den Nachteil, dass
wahrscheinlich die zu hohe tTA-Expression toxisch war (Gallia et al., 1998). Im nicht
inhibierten Zustand flhrt eine positive Rickkopplungsschleife (tTA aktiviert seine
eigene Expression) zu einem relativ hohen tTA-Spiegel in der Zelle. Die im tTA-
Protein enthaltene VP16-Region steht jedoch im Verdacht toxische Nebenwirkungen
zu verursachen (Gossen und Bujard, 1992). Tatsachlich beobachteten Gallia et al.

(1998) morphologische Veranderungen, eine Abnahme der Wachstumsrate und
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Veranderungen im Zellzyklus in Zellen (HJC-15), die mit einem selbstregulatorischen

Vektor transduziert worden waren.

4.2.2. Leberzellspezifische Expression von humanem FIX in vitro

Parallele Transduktionsansitze vonHepG2- und HEK293-Zellen mit erneut 1 x 10*
rAAV2-FIX-tTA vg/Zelle zeigten, dass die haat-apoE.4x-Promotor-Enhancer-Kombi-
nation wie erwartet leberzellspezifisch die hFIX-Expression steuerte. Bei den HepG2-
Zellen lag die Expression nach Inhibierung durch 10 ng Doxycyclin/ml Medium bei
ca. 20 %. In den HEK293-Zellen war kaum ein Unterschied bei der Expression in
ohne oder mit Dox inkubierten Zellen zu sehen. Hier lag die hFIX:Ag-Konzentration
jeweils in etwa auf H6he des Levels der inhibierten Leberzellen HepG2. Diese basale
Expression I&sst sich in allen drei Fallen durch die oben erlauterte Durchléssigkeit

des Tet-Systems erklaren.

4.3. Expression von hFIX in vivo

Nach den erfolgreichen Tests des rAAV2-FIX-tTA in vitro sollten dieser und der
pseudotypisierte Vektor rAAV6-FIX-tTA in vivo getestet werden, da positive Ergeb-
nisse aus der Zellkultur nicht ohne weiteres auf in vivo-Versuche Ubertragen werden
kénnen (Arruda et al., 2004a). Hierfir wurden zwei verschiedene Mausstamme ver-
wendet, weibliche SCID- und C57/BL6-Mause. SCID-Mause wurden eingesetzt, da
zu Beginn die Sorge bestand, dass eine Inhibitorenbildung in immunkompetenten
Tieren — wie bereits bei C57BL/6- und Hamophilie B-Mausen sowie bei Hund gezeigt
— nur eine relativ kurze FIX-Aktivitatssteigerung erlauben wirde (Herzog et al., 1997,
1999; Fields et al., 2000; Herzog & Dobrzynski, 2004). Dies sollte jedoch verhindert
werden, da (i) nach der Transduktion der Zellen mehrere Wochen bis zur maximalen
Expression vergehen und (ii) das wiederholte Ab- und Anschalten der hFIX-
Expression Uber einen langeren Zeitraum untersucht werden sollte. Es hatte sich
namlich bereits gezeigt, dass auch nach lebergerichteter Verabreichung von rAAV
einige immunkompetente Mausstamme Inhibitoren bildeten und in diesen Fallen nur
durch transiente Immunsuppression zum Zeitpunkt der Vektorverabreichung oder
durch hohe Expressionslevel Toleranz induzierbar war (Mingozzi et al., 2003). AuBer-
dem zeigten Wang et al. (1999), dass unterschiedliche Mausstamme das Transgen
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FIX unterschiedlich stark exprimierten. So konnten in C57BL/6-Tieren cFIX-
Expressionslevel von 70 %, in 129Sv-Mausen aber nur von 20 % erzielt werden.
Nachdem in der vorliegenden Arbeit in einem ersten Vorversuch zwei SCID-M&use
mit 3,6 x 10'% vg AAV2-FIX-tTA behandelt worden waren und es aussah, als ob der
Vektor einen Effekt verursachte (s. Abb. 23), wurden drei Versuchsreihen mit SCID-
und C57BL/6-Mausen durchgefihrt, denen entweder der rAAV2- oder der rAAV6-
Vektor intravends Uber die Schwanzvene verabreicht wurde (s. Kapitel 3.3.3).

Es stellte sich jedoch als groBes Problem heraus, dass samtliche Tiere im Gegensatz
zu friheren Messungen der Arbeitsgruppe (Srour et al., 2003) keine konstanten
Grundwerte der FIX-Aktivitat zeigten, obwohl die FIX-Aktivitatstests ohne die gering-
sten Anderungen — weder in der Durchfilhrung noch bei den verwendeten Materi-
alien — im selben Routinelabor durchgefiihrt worden waren. Wahrend die Grundwerte
der FIX-Aktivitat bei den Mausen von Srour et al., (2003) konstant bei ca. 100 %
gelegen hatten, schwankten sie — bei beiden fir diese Arbeit verwendeten Maus-
stdmmen — zwischen 21,2 % und 101,6 %. Hierbei ist besonders hervorzuheben,
dass sich nicht nur die Werte verschiedener Individuen unterschieden, sondern dass
die Werte auch von Blutabnahme zu Blutabnahme bei den einzelnen Tieren
schwankten. Ebenfalls ein sehr breites Spektrum bei dem FIX-Level zeigte sich
konsequenterweise bei den mit Vektoren behandelten Mausen. Hier lag der
niedrigste Wert bei 23,7 % (rAAV2) bzw. 40,8 % (rAAV6) und der hdchste bei 165,2
% bzw. 152 % (s. Kapitel 3.3.3). Der Grund fir diese starken Schwankungen kdnnte
in der Methode der Blutabnahme liegen. Diese wurde retroorbital durchgefiihrt und
kébnnte zu einer sofortigen Gerinnungsaktivierung geftihrt haben, wodurch die
gemessenen Werte verfalscht wirden. Da die Technik der retroorbitalen Blut-
abnahme sehr viel Geschick und Routine erfordert und sich bei manchen Tieren die
Blutabnahme recht schwierig gestaltete, musste die Prozedur bei mehren Tieren
innerhalb einiger Minuten bis zu dreimal vorgenommen werden, um gentigend Blut
zu bekommen. Durch Vernarbung des Gewebes hinter dem Auge nach mehrmaligem
Verletzen wurde die Blutabnahme zudem mit jedem weiterem Abnahmetermin
schwieriger. Bei den Blutabnahmen flr die Studie von Srour et al., (2003) schien dies
jedoch keinen Effekt gehabt zu haben.

Da die FIX-Aktivitatsspiegel stark schwankten, war es unwahrscheinlich, dass ein
Wirkung von Dox nachzuweisen sein wirde. Zwei Mausen wurde jedoch versuchs-
weise Dox verabreicht. Bei einem Tier sank daraufhin die FIX-Aktivitat stark ab, aber
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die Messwerte vor und nach der Dox-Verabreichung lagen beide innerhalb der Streu-
breite der FIX-Aktivitdtswerte der Kontrolltiere (s. Kapitel 3.3.3). Bei dem zweiten Tier
war keine nennenswerte Anderung zu beobachten. In beiden Fallen konnte eine
Wirkung des Dox somit weder eindeutig bewiesen noch ausgeschlossen werden.
Eine statistische Auswertung aller drei Versuchsreihen ergab, dass die infizierten
Tiere im Durchschnitt signifikant h6here FIX-Level aufwiesen als die Kontrolltiere: die
mit rAAV2 infizierten SCID-Mause hatten eine um knapp 40 % (p < 0,021), die
C57BL/6-Mause einen um Uber 70 % erhdhte FIX-Aktivitat (p < 0,033). Bei den mit
rAAV6 infizierten C57BL/6-Mausen lag der Anstieg bei tiber 35 % (p < 0,013).
Insgesamt waren aber auch diese Aktivitatssteigerungen relativ gering, obwohl die
Zellkulturversuchsergebnisse sich wie bereits erwahnt — gerade im Vergleich mit der
Literatur (Nathwani et al., 2001) — als sehr vielversprechend gezeigt hatten. Der Ver-
gleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit denen der Literatur ist nicht ganz
einfach, da in den meisten Studien nur der FIX:Ag-Spiegel und nicht die FIX-Aktivitat
gemessen worden war. Prinzipiell ist es jedoch zur Beurteilung des Erfolges einer
Gentherapie wesentlich sinnvoller, die Aktivitdt des FIX zu messen, da eine hohe
FIX:Ag-Konzentration im Blut alleine keinerlei Vorteile fir den Patienten erbringt,
wenn der Gerinnungsfaktor nicht aktiv ist. Eine Unstimmigkeit zwischen der Hbéhe
des FIX:Ag und der FIX-Aktivitat im Blut von Mausen wurde schon in einer anderen
Studie unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen (Srour et al., 2003). Hier konnte gezeigt
werden, dass im Mausplasma deutlich héhere FIX-Aktivitaten gemessen werden (1,5
— 4 x) als die hFIX:Ag-Konzentrationen eigentlich erwarten lassen wirden. Der Grund
ist, dass die hFIX-Werte, die mit dem ELISA gemessen werden, im Mausplasma
supprimiert werden (Smith et al., 1993). Dieses Ergebnis erklart, warum in der
vorliegenden Arbeit trotz teilweiser Steigerung der FIX-Aktivitat keine hFIX:Ag-Kon-

zentrationen im Mausplasma ermittelt werden konnten.

Vektoren und Expressionskassetten, die in der Gentherapie eingesetzt werden, mis-
sen selbstverstandlich auch vor praklinischen Studien mittels Zellkulturversuchen auf
ihre Sicherheit, Effizienz und Kinetik hin untersucht werden. Auch in dieser Arbeit
zeigte sich jedoch, dass in vitro-Studien keine zuverlassigen Voraussagen einer FIX-
Transgenexpression in Tieren erlauben. In vorangegangenen Studien hatte sich dies
bei verschiedenen Vektorsystemen (retroviralen [Hafenrichter et al., 1994; Rettinger
et al.,, 1994]; AAV [Loeb et al., 1999; Miao et al., 2000b; Harding et al., 2004]) und mit
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verschiedenen Zelltypen (primaren Fibroblasten [Palmer et al., 1991; Scharfman et
al., 1991]) bereits gezeigt. Wahrend meist die in vitro-Versuche bessere Transgen-
expressionslevel zeigten als in vivo-Studien (Palmer et al., 1991; Scharfman et al.,
1991), trat auch der umgekehrte Fall auf: Miao et al. (2000b) untersuchten im AAV-
Vektorsystem den Einfluss verschiedener cis-regulatorischer Sequenzen auf die
Transgenexpression (FIX) in vitro (in Hepatocyten) und in vivo (in der Mausleber)
nach intravenéser und intrahepatischer Verabreichung. Wahrend diese Elemente in
vitro nur zu einer anderthalb bis zweifach gesteigerten Expression fuhrten, bewirkte
die beste Kombination (haat-Promotor, apoE locus controle region, intron A von
hFIX) in vivo eine 65 x Steigerung. Es kam bei Effektivitatsstudien verschiedener
AAV-Serotypen sogar zu kontraren Ergebnissen in Zellkulturversuchen und in vivo-
Untersuchungen: in unterschiedlichen Zelltypen in vitro erwies sich beispielsweise
die FIX-Expression mit AAV2-Vektoren als 2 — 4 x héher als mit rAAV1. Arruda et al.
(2004a) stellten jedoch den umgekehrten Fall fest, wo in vivo sowohl im kleinen
(immundefiziente Maus) als auch groBen Tiermodell (Ha&mophilie B-Hund) bessere
Resultate erzielt wurden als in vitro: in der Maus erreichten rAAV1- und rAAV6-Vek-
toren 10 — 20 x héhere und im Hund sogar 50 x héhere hFIX-Expressionswerte als
ein rAAV2 (Arruda et al., 2004a).

Grinde flr die teilweise erheblichen Differenzen zwischen in vitro- und in vivo-
Ergebnissen durften Unterschiede zwischen proliferierende Hepatocyten in der Zell-
kultur und ruhenden Hepatocyten in vivo sein. Beide haben eine unterschiedliche
Zusammensetzung aktiver Transkriptionsfaktoren, die erstens zu unterschiedlichen
Transkriptionsraten fihrt und zweitens dazu, dass Gene jeweils unterschiedlich
posttranskriptional reguliert werden (Isom et al., 1987). Bisher existiert unseres Wis-
sens kein Zellkulturmodell, das die Genexpression von Hepatocyten in vivo gut ge-
nug simuliert. Auch weiterhin werden somit Tierversuche im Anschluss an die Zell-

kultur unumgénglich bleiben.

Obwohl fur diese Arbeit der Vektor aus bewdahrten und in verschiedenen Studien
erfolgreich eingesetzten Elementen bestand, unterstreichen die Ergebnisse die
weiterhin herrschende Unvorhersehbarkeit und die empirische Natur des Vektor-
designs.

Die Wahl des Promotors ist entscheidend flr hohe Expressionslevel und eine dauer-
hafte Expression (Snyder et al., 1999). Varianten verschiedener Lange des in der
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vorliegenden Arbeit verwendeten haat-Promotors wurden bereits in einer Reihe von
Vektorsystemen fir den lebergerichteten Gentransfer eingesetzt: in retroviralen
(Hafenrichter et al., 1994; Okuyama et al., 1996), in adenoviralen (Morral et al, 1998;
Schiedner et al.,, 1998; De Geest et al., 2000; Van Linthout et al.,, 2002) und beim
Gentransfer mit einem Vektor auf Basis des HSV1-Virus (Lam et al., 2007) oder des
AAV (Lee et al., 2004). Im Vergleich mit anderen leberspezifischen Promotoren
erwies sich eine 1,5 kb lange Version des haat-Promotors zusammen mit der
dahintergeschalteten apoE(4x)-Sequenz als Uberlegen (Van Linthout et al., 2002).
Die Verwendung eines so langen Promotors war auf Grund der sehr beschrankten
Aufnahmekapazitat des AAV-Vektors aber nicht mdglich. Stattdessen wurde ein
haat-Promotor von 405 bp Lange mit einer nachfolgenden vierfachen Wiederholung
des apoE-Enhancers eingesetzt. Diese Kombination lieferte in der Zellkultur sehr
gute Ergebnisse (s. Abb. 21 und 22).

Es ist méglich, dass bei der Kirzung des Promotors von urspringlich 1500 bp auf
knapp Uber 400 bp Bereiche entfernt wurden, die fir eine in vivo-Expression wichtig
sind. Andererseits hatte ein fast identischer, nur um 15 Basenpaare langerer Promo-
tor im adenoviralen Umfeld bereits sein Potential zur Transgenexpression sowohl in
vitro als auch in vivo gezeigt (Srour et al., 2003). Dieser minimale Langenunterschied
von wenigen Basenpaaren sollte keinen negativen Effekt haben, da haat-Promotoren
unterschiedlichster LAngen — von 420 bp (Srour et al., 2003) bis 1,5 kb (vollstandige
Lange des Promotors; Van Linthout et al., 2002) — problemlos in anderen Studien
funktioniert hatten. Ein AAV-Vektor mit einem ca. 450 bp langen haat-Promotor und
einem apoE(4x)-Enhancer — allerdings 5° des Promotors — erzielte in Hamophilie B-
Hunden sehr gute Ergebnisse (5 % bis 12 % cFIX-Level [nach 8 x 10" - 3,4 x 10'?
vg/kg]; Mount et al., 2002).

Letztlich ist jedoch nicht véllig auszuschlieBen, dass die minimale Kirzung um 15 bp
— von 420 bp (haat-Promotor der Studie von Srour et al., 2003) auf 405 bp (haat-
Promotor der vorliegenden Studie) — die Potenz des Vektors gesenkt hat. Die Ver-
wendung eines noch kirzeren haat-Promotors von weniger als 400 bp Lange flhrte
namlich (in einem retroviralen Vektor) in vitro ebenfalls zu einer recht guten Expres-
sion des Transgens, in vivo aber nur zu 1 % der in vitro-Ergebnisse (Hafenrichter et
al., 1994).
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Ein Grund kénnte sein, dass Promotoren in verschiedenen viralen Vektorsystemen
unterschiedlich effizient sein kénnen (Sandig et al., 1996) und dies in unserem Fall
(haat-Promotor, apoE.4x-Enhancer, AAV-Vektor) auch eingetreten ist.

Prinzipiell scheint es so zu sein, dass im adenoviralen Vektor bestimmte Elemente
der Expressionskassette, wie z.B. der haat-Promotor, grundsatzlich eine bessere
Funktionalitat aufweisen als im AAV-Vektor. Es ist zu vermuten, dass hierbei auch
die restlichen viralen Sequenzen eine Rolle spielen, die eine Expression viraler Gene
im adenoviralen Vektor ermdglichen. Diese viralen Elemente kénnten mit der Trans-
genexpression interferieren. Im von viralen Genen komplett befreiten rAAV dagegen
ist dies nicht méglich.

Auch folgende Studien zeigen, zu welch unvorhersehbaren Ergebnissen die Promo-
torauswahl fihrten kann:

Sandig et al. (1996) stellten fest, dass ein leberspezifischer Promotor (leberspezifi-
sches regulatorische Elemente des HBV) in auf AAV basierenden Vektoren bei
Experimenten in Hepatocyten schlechter als in adenoviralen Vektoren abschnitt.
Ebenfalls in rAAV zeigte sich, dass eine CMV-Promotor/Enhancer-Kombination, die
in der Leber eigentlich effizient hatte stiligelegt werden sollen (Ponder et al., 1991;
Kay et al., 1992; Everett et al., 2004), sehr effizient die FIX-Expression in der Leber
ermdglichte (Daly et al.,1999).

Zusammengefasst kommen fir die nicht zufriedenstellende in vivo-FIX-Expression in
der vorliegenden Arbeit einer oder mehrere der folgenden Faktoren in Betracht, die
alle die Promotorwahl betreffen: (i) der Promotor war mit 405 bp flr eine in vivo-Ex-
pression des Transgens mdglicherweise zu kurz, (ii) die apoE.4x-Enhancer-Sequenz
konnte eventuell mit dem kurzen Promotor nicht richtig interagieren oder (iii) die
gewahlte Kombination aus dem sehr kurzen Promotor und dem Enhancer funktioniert
grundsatzlich nicht besonders gut in auf Adenoassoziierten Viren basierenden Vek-
toren.

Die Ergebnisse zeigen, dass an dem Promotorproblem weiter gearbeitet werden
muss und dass gute Resultate die durch Promotoren in vitro verursacht werden, nicht
ohne weiteres auch in vivo zu erreichen sind. Stattdessen muss die Funktionalitat
und Effizienz von Promotoren fir das jeweilige Vektorsystem (retro-, adenoviral,
HSV- oder AAV-basiert) ebenso wie fir jede Tierspezies einzeln untersucht werden.

Dies qilt nattrlich auch fir den Einsatz im Menschen.
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4.4. Molekulargenetik

Im vorausgehenden Kapitel wurde die Transgenexpression erdrtert. Nachdem die
Aktivitat des exprimierten Transges hFIX aber in vivo nicht den Erwartungen ent-
sprochen hatte, wurde im Verlauf der Studie auch die Transduktionsrate der Leber-
zellen untersucht. Die Transduktionsrate gibt an, wie viele (rekombinante) Viren
durchschnittlich in eine Zelle eingedrungen sind. Im Falle des (r)AAV wird sie in
Vektorgenomen pro Zelle angegeben. Wie die Expressionsrate des Transgens ist
auch die Transduktionsrate der Zellen mit dem Vektor von den im vorigen Kapitel
diskutierten Faktoren abhangig.

Die molekulargenetische Untersuchung von Leber, Lunge, Niere, Milz, Herz und
Muskelgewebe aus finf mit dem rAAV6-FIX-tTA infizierten C57BL/6-Mausen zeigte,
dass die Transduktion der Leber durchaus erfolgreich war. Acht bis neun Wochen
nach der intravendsen Verabreichung des Vektors konnte dieser mit einer PCR in
den Lebern aller untersuchten infizierten Tiere nachgewiesen werden. Proben aus
Milz, Niere, Lunge, Muskel und Herz dagegen waren negativ.

Flar den Nachweis wurden Primer verwendet, die spezifisch das hFIX-Gen (Abb. 25)
des Vektors bzw. das tTA-Gens (nicht dargestellt) amplifizieren. Die Spezifitat far
Vektorsequenzen wurde bei der hFIX-Amplifikation durch den sense-Primer sicher-
gestellt, der an den viralen Cytomegali-Virus (CMV)-Promotor bindet. Das prokaryo-
tische tTA-Gen kommt in der Maus nicht vor, so dass es wie erwartet ausschlieBlich
in transduzierten Tieren nachweisbar war. Die Negativkontrollen mit Kontrolimausen
bestéatigten die Spezifitat.

Mittels einer quantitativen real time-PCR wurde anschlieBend die Anzahl der Vektor-
genomkopien in den einzelnen Organen der verschiedenen Tiere ermittelt. Diese lag
zwischen 0,418 (Vektordosis ~ 4 x 10" vg) und 5,382 (Vektrodosis ~ 1 x 10'? vg)
Vektorgenomkopien/diploidem Leberzellgenom (s. Tab. 9). Durchschnittlich waren
2,396 (+/- 2,166) Vektorgenome pro Zelle zu finden (s. Tab. 10). Verglichen mit den
rAAV6-Ergebnissen einer Studie von Thomas et al. (2004) ist dieser Wert ausge-
sprochen gut: in jener Studie fanden sich 0,9 Vektorkopien/Leberzelle. Allerdings war
den Versuchstieren eine wesentlich niedrigere Vektordosis (1 x 10" vg) nicht intra-
vends, sondern intrahepatisch verabreicht worden und die Messung schon drei Tage
nach Infektion der Mause erfolgt. Bei dieser Studie spielten somit Faktoren mit
gegensatzlicher Wirkung eine Rolle: die intrahepatische Verabreichung lie eine
héhere, die geringe Vektordosis dagegen eher eine niedrigere Transduktionsrate
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erwarten. In derselben Studie von Thomas et al. (2004) wurde nach Injektion von 3 x
10" vg rAAV6 (Transgen cFVIIl) in Hamophilie A-M&use eine Transduktionsrate
erreicht, die mit 5,78 (+/- 2,29) Kopien/Zelle etwas Uber der in der vorliegenden
Arbeit erreichten lag. Bei einer Dose von 6 x 10" vg stieg sie sogar auf 14,97 (+/-
6,57) Kopien/Zelle.

Grimm et al. (2003c) hatten die Auswirkung der unterschiedlichen Verabreichungs-
wege der rAAV auf die Vektorgenomkopienzahl verglichen: eine Dosis von 2 x 10"
vg fUhrte nach intravenéser Verabreichung bei einem rAAV2 zu 0,057 (+/- 0,023) und
bei dem entsprechenden rAAV6 zu 0,112 (+/- 0,036) Vektorgenomen/Zelle. Die
Portalveneninjektion dagegen erhdhte diese Werte jeweils um den Faktor 9. Grund-
satzlich zeigte sich bei diesem Versuch, dass rAAV6 — unabhangig von der Verab-
reichungsmethode — hier zu einer héheren Kopienzahl in den Zellen flhrte als
rAAV2. In einer weiteren Studie mit einem Vektor auf AAV2-Basis zeigte die Verab-
reichungsroute keinen Unterschied in Bezug auf die Vektorgenomkopienzahl/Leber-
zelle: Portalvenen- und Schwanzveneninjektion (jeweils 3 x 10" vg) filhrten beide je-
weils zu 1,3 Kopien/Leberzelle (Harding et al., 2004). Die Arbeiten verschiedener
Gruppen kommen somit bei der Frage, ob die Verabreichungsmethode Einfluss auf
die Transduktionsrate hat, zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Trotz der fur die vorliegenden Arbeit intravendsen Verabreichung des AAV6-Vektors
Uber die Schwanzvene wurden in Milz, Niere, Lunge und Muskel kaum mehr Kopien
detektiert als in den Kontrolltieren, so dass die Streuung in diese Organe nahezu bei
Null zu liegen scheint. Obwohl die Analyse der Proben aus den Herzen mittels PCR
und Agarosegel keine Banden zeigte (Abb. 25), konnte mittels quantitativer PCR eine
Vektorgenomkopienzahl von 0,326 (+/- 0,338) Kopien/Herzzelle nachgewiesen
werden. Dies entspricht etwa 13 % des Wertes der Leber. Wie in der vorliegenden
Arbeit waren bei Grimm et al. (2003c) in den meisten Geweben sehr geringe, aber
noch detektierbare rAAV6-Vektormengen vorhanden. Bei dem rAAV2-Vektor aber
stellten Grimm und Kollegen fest, dass der Wert in der Milz fast genauso hoch wie in
der Leber war. Harding et al. (2004) fanden nur nach intrahepatischer rAAV2-
Verabreichung erhdéhte Mengen von Vektorgenome in der Milz (< 0,1) nicht aber
nach intravenéser. In Herz und Lunge waren weniger als 5 % der in der Leber
gefundenen Vektorkopien zu detektieren. Festzustellen bleibt also, dass eine
gewisse minimale Streuung sowohl bei rAAV2 als auch bei rAAV6 vorzukommen
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scheint, was die Verwendung gewebespezifischer Promotoren durchaus nicht neben-
sachlich erscheinen lasst

In der einzigen uns bekannten Studie, in welcher vergleichbar hohe Vektordosen ver-
wendet wurden wie in der vorliegenden Arbeit und in der auch Angaben Uber die
Vektorgenomkopienanzahl pro Zelle gemacht wurden, wurde ein rAAV2-Vektor mit
einem rAAV1-Vektor verglichen und cFIX als Transgen verwendet. Hier zeigte sich,
wie unterschiedlich die Transduktionsraten verschiedener AAV-Serotypen sein kén-
nen. Die Dosen von 2 x 10", 1 x 10" und 4 x 10" vg filhrten bei rAAV2 zu 0,4, 3
und 15, bei rAAV1 dagegen zu 14,5, 20 und 33 Vektorgenomkopien pro Zelle
(Arruda et al, 2004a).

Es ist zu beachten, dass der Vergleich der molekulargenetischen Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit mit denen anderer Studien nur sehr bedingt méglich ist. In sehr
vielen Studien wurde nur die Konzentration des Transgenproduktes im Blut bestimmt,
nicht jedoch die Vektorgenomkopienzahl pro Zelle. Die Studien, in denen dieser
Punkt doch untersucht worden war und in denen Angaben darliber gemacht worden
sind, hatten jeweils unterschiedliche AAV-Serotypen (AAV1 — AAVS8, doppel- bzw.
einzelstrangig), Transgene (hFIX, cFIX, cFVIIl, mFVIIl, GFP, etc.), Vektordosen (1 x
10" — 4 x 10'? vg), Verabreichungswege (intramuskular, intravends, intrahepatisch),
Zielgewebe (Muskel, Leber) und Versuchstiere verwendet (Maus [SCID, FVIII-KO,
C57BL/6, etc.], Hund) (Harding et al., 2004; Sarkar et al., 2003; 2004; Wang et al.,
2003; Snyder et al., 1997a; Grimm et al., 2003b; Mount et al., 2002; Scallan et al.,
2003; Nakai et al., 2001; Arruda et al., 2004a; Nathwani et al., 2001; Thomas et al.,
2004; Jiang et al., 2006). Dazu kommen noch die unterschiedlichen Aufreinigungs-
methoden bei der Praparation der Vektoren (CsCl-Zentrifugation, Heparinséaule,
Filtration) sowie der jeweilige Zeitpunkt der Blutabnahme — beides Faktoren, die
ebenfalls Einfluss auf die Ergebnisse einer Studie haben.

Da sich im Verlauf der vorliegenden Arbeit herausgestellt hat, dass die Trans-
duktionsrate im Vergleich zu Literaturdaten durchaus gut, die FIX-Aktivitat jedoch
weit hinter den Erwartungen zurlickgeblieben war, soll im Folgenden der Zusammen-
hang zwischen Transduktionsrate und Expression des Transgens diskutiert werden.

Es gibt Studienergebnisse, die gegen einen Zusammenhang von Transduktion und
Transgenexpression sprechen. Nach intrahepatischer Injektion von je 1 x 10" vg der
AAV-Serotypen 2, 6 bzw. 8 in C57BL/6-Méause fanden sich am 3. Tag 5,8 AAV2-
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Vektorkopien, 0.9 AAV6-Vektorkopien und 4,03 AAV8-Vektorkopien pro Zelle.
Gleichzeitig war aber der hFIX-Plasmaspiegel mit dem AAV6-Vektor 5 x héher als mit
dem AAV2-Vektor und mit AAV8 sogar 54 x hoher als mit rAAV2 (Thomas et al.,
2004). Die Vektorgenomkopienzahl/Zelle korrelierte in diesem Fall also nicht mit der
Transgenexpression.

Ganz anders sah es bei einer anderen Studie aus, bei der cFVIIl als Transgen in
mehreren pseudotypisierten AAV-Vektoren Hamophilie A-Mausen ebenfalls intra-
hepatisch verabreicht worden waren (Jiang et al., 2006). Hier zeigte sich bei den
Mausversuchen ein Zusammenhang zwischen der FVIII-Aktivitdt und dem verwen-
deten Serotyp ebenso wie zwischen der Aktivitdt und den unterschiedlich hohen
Vektorgenomkopienzahlen/Zelle.

FOr einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der Vektorgenomkopien pro Zelle
und der Transgenexpressionsrate sprechen auch die Studienergebnisse von Grimm
et al. (2003c) und Gao et al. (2002): Grimm et al. haben wie bereits erwdhnt —
unseres Wissens bisher als einzige — eine Reihe von AAV-Serotypen unter exakt
gleich bleibenden Bedingungen getestet (identische Expressionskassette, gleiche
Aufreinigungsmethode der Viruspartikel fir alle Serotypen) und sowohl eine Kor-
relation zwischen der Anzahl der Vektorgenomkopien pro Zelle und dem Transgen-
expressionsspiegel (hFIX) als auch nur sehr geringe Effizienzunterschiede zwischen
den Serotypen 2 und 6 feststellen kdnnen. Bei Gao et al. (2002) war ebenfalls eine
Zusammenhang zwischen Transduktionsrate und Expression festzustellen: Gao et al
(2002) stellten mit rAAV2 ein deutlich niedrigere Transgenexpression und ebenso
eine deutlich schlechtere Transduktionsrate fest als mit pseudotypisierten Vektoren.
Bei Grimm et al., 2003 jedoch hatte, wie bereits erwahnt, der Serotyp 2 in Bezug auf
diese beiden Parameter nicht wesentlich schlechter abgeschnitten als andere Sero-
typen, und es waren auch wesentlich mehr Vektorgenomkopien pro Leberzelle infi-
zierter Mause gefunden worden, als bei Gao et al.. Der Grund dirfte sein, dass in der
Studie von Gao et al. der AAV2-Vektor mit einer anderen Methode aufgereinigt
worden war als die restlichen pseudotypisierten Vektoren. Die wahrscheinlich da-
durch bedingte schlechtere Transduktionsfahigkeit des AAV2-Vektors fuhrte offen-
sichtlich zu einer niedrigeren Transgenexpression.

Die Frage, ob Transgenexpression und Transduktionsrate miteinander in Zusam-
menhang stehen, wirft auch eine Studie von Nathwani et al. (2002) auf. Dort zeigte

sich im Blut von Rhesusaffen eine nur doppelt so hohe hFIX:Ag-Konzentration wie
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bei Mausen, obwohl bei den Affen 40 Vektorgenomkopien/Zelle und bei den Mausen
nur 0,65 Kopien/Zelle messbar waren. Es scheint also Faktoren zu geben, die bei
sehr hoher Kopienzahl/Zelle die hFIX-Produktion limitieren. Die Messungen dieser
Studie sind allerdings nicht ohne weiteres miteinander vergleichbar, da fir die Unter-
suchungen in Mausen und Affen unterschiedliche Antikérper verwendet wurden, um
hFIX zu binden, und verschiedene Methoden angewandt wurden, um den Hinter-
grund zu reduzieren. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass dies alleine den groBen
Unterschied um den Faktor 60 erklart.

Ein Grund fUr eine in einigen Studien nicht nachweisbare Korrelation zwischen Ex-
pressionslevel und Vektorgenomkopienzahl pro Zelle kénnte die Bildung von Anti-
hFIX-Antikdrpern (Inhibitoren) sein (Jiang et al., 2006). Durch diese wird das hFIX-
Protein neutralisiert und aus der Blutbahn entfernt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass gerade die interessante Frage der
Korrelation von Vektorgenomkopien pro Zelle (Transduktionseffizienz) und Transgen-
expressionslevel, d.h. ob hohe Transduktionsraten auch hohe Transgenexpressions-
level nach sich ziehen, noch nicht endgultig geklart ist und dass es winschenswert
ware, weitere Studien so zu koordinieren, damit sie besser miteinander vergleichbar

wirden.

Da trotz der guten Transduktionsrate in vivo in der vorliegenden Arbeit die hFIX-
Expression nur in vitro gut war, in vivo Expression und Aktivitdt relativ gering
geblieben sind, sollte auch die Transkription der beiden Transgene, dem therapeu-
tischen hFIX und dem regulatorischen tTA, untersucht werden.

Durch den Anstieg der Durchschnittswerte der FIX-Aktivitat in den behandelten Mau-
sen war zu erwarten, dass eine Transkription beider Transgene stattgefunden hatte.
Dies bestatigte sich bei der Untersuchung von Gesamt-RNA, die aus der Leber der
behandelten Tiere isoliert wurden (Abb. 26 A und B). Es wurden nur Leberproben
untersucht, da die anderen untersuchten Organe — wenn {berhaupt — nur sehr ge-
ringe Mengen Vektor enthielten und zudem ein leberspezifischer Promotor einge-

setzt worden war.
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4.5. Ausblick

Neben den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Serotypen 2 und 6 gibt es einige
weitere vielversprechende Serotypen, die in Zukunft weiter intensiv untersucht
werden sollten. So haben sich in den letzten Jahren die Hinweise verdichtet, dass
der seit wenigen Jahren bekannte Serotyp AAV8, ganz besonders effizient Hepato-
cyten transduziert (Gao et al., 2002; Nakai et al., 2005), u. a. auch deshalb, weil
seine DNA in der Zelle besonders schnell freigesetzt wird (uncoating) (Thomas et al.,
2004). Auch ein pseudotypisierter Vektor mit AAV5-Capsid erreichte sehr schnell
hohe Expressionswerte (Maximum nach 7 Tagen). Verantwortlich hierflir kbnnte das
durch das zlgige uncoating effizienter stattfindende annealing von (+)- und (-)-
Strang in Maus-Hepatozyten sein (Nakai et al, 2001). Allerdings kam es zu einem
schnellen Abfallen der Genexpression nach dem Héhepunkt.

Eine Mdoglichkeit, die Transgenexpression in Zukunft zu steigern, scheint auch im
Einsatz von ITRs des AAV-Serotyps 5 zu liegen. Diese ITRs, die eine Homologie von
nur 60 % zum AAV2-ITR aufweisen (alle anderen bekannten AAV-ITRs sind zu 90 %
den AAV2-ITRs homolog), konnten bei muskelgerichtetem Vektortransfer eine Trans-
genexpressionssteigerung um das 2 - 3 x gegenuber Vektoren mit AAV2-ITRs bewir-
ken (Hildinger et al., 2001). (Bisher konnte dies aber nicht bei lebergerichteter Verab-
reichung der rekombinanten Viren gezeigt werden [Davidoff et al., 2005]). Weiteres
Potential, die Transgenexpression zu erhdéhen, scheint darin zu liegen, posttrans-
skriptionale regulatorische Elemente wie das woodchuck hepatitis virus posttrans-
scriptional regulatory element (WPRE) in die 3" untranslatierte Region des Transgens
einzufligen. Dabei waren bereits gesteigerte mMRNA-Spiegel des Transgens und eine
Translationseffizienzsteigerung zu beobachten (Virella-Lowell et al., 2005; Lipshutz et
al., 2003). Allerdings ist dieses Element mit 600 bp fir den in rAAV knapp bemes-
senen Raum sehr groB. Mdglicherweise kdnnte auch der Einbau von Introns die
Expressionseffizienz positiv beeinflussen, da SpleiBen die Menge cytoplasmatischer
MRNA stark steigern kann.

Ein ebenfalls interessanter, wenig erforschter Punkt ist die Rolle des Geschlechts in
Bezug auf die Transduktionseffizienz. Eine Studie ermittelte nach intrahepatischer
Verabreichung von Vektoren auf AAV2- und AAV5-Basis eine 5 — 13 x héhere Gen-
expression in mannlichen Mausen im Vergleich zu weiblichen. Hierfir kbnnten még-

licherwiese Androgene verantwortlich sein (Davidoff et al., 2003).
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Die préaklinischen Untersuchungen haben bisher gezeigt, dass Expressionskassetten
nur durch Versuch und Irrtum weiter verbessert werden kdnnen. Ein Zusammen-
flgen von einzelnen Elementen, die in unterschiedlichen Vektoren sehr gut funktio-
nieren, flhrt nicht automatisch zu einem besonders guten Expressionsvektor. Offen-
bar brauchen die verschiedenen Elemente jeweils ein bestimmtes Umfeld und funkti-
onieren nur in bestimmten Kombinationen wirklich gut. Ein weiterer Punkt, an dem
intensiv gearbeitet wird, ist die Frage des zu verwendenden AAV-Serotyps — egal ob
zur einmaligen, besonders wirkungsvollen Behandlung oder ob zum Zwecke einer
wiederholten Behandlung mit verschiedenen Serotypen. Fir die Verwendung alter-
nativer Serotypen an Stelle von AAV2 spricht nicht nur eine mdglicherweise héhere
Expression der Transgene bzw. eine bessere therapeutische Effizienz, sondern auch
die Moglichkeit, den in der Bevdlkerung vorkommenden praexistierende Anit-AAV2-

Antikérpern zu entgehen.
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5. Zusammenfassung

Die Hamophilie B ist eine Blutgerinnungsstérung, die aus einer Faktor IX-Defizienz
resultiert. H&mophile kénnen inzwischen dank der Substitutionstherapie mit humanen
Faktor IX-Konzentraten ein anndhernd normales Leben fihren. Dennoch stellt die
Gentherapie eine interessante Alternative zur klassischen Therapie dar, die in
Tierversuchen bereits zu lang anhaltenden und teilweise extrem hohen Faktor IX-
Expressionsspiegeln, die bei einem Vielfachen (2600 %) des normalen Levels lagen,
geflhrt hat.

Val Hylckama Vlieg et al. (2000) stellten jedoch fest, dass beim Menschen eine
relativ geringe Erhdhung des humanen Faktor IX-Spiegels (Steigerung um >29 %
gegenuber dem normalen Wert) das Risiko einer tiefen Beinvenenthrombose um das
zwei- bis dreifache steigert. FUr zuklnftige gentherapeutische Studien am Menschen
ist es somit wichtig, Protokolle zu schaffen, die effizient und zuverldssig die Herunter-
regulierung zu hoher Expressionsraten erméglichen, um die humane Faktor IX-
Aktivitat im therapeutischen Fenster zu halten. Aus diesem Grund sollte ein Vektor-
system entwickelt werden, das eine einfache und schnelle Regulation der Gen-

expression erlaubte.

Um die Regulation der humanen Faktor IX-Expression zu ermdglichen, wurde das
Tet OFF-System in einem auf dem Adenoassoziierten Virus (AAV) basierendem
Vektor eingesetzt. Hierflir waren zwei Expressionskassetten notwendig. Eine thera-
peutische Kassette, die das humane Faktor IX-Gen unter der Kontrolle eines TRE-
Promotors enthielt und eine regulatorische, welche durch die Synthese eines Trans-
aktivatorproteins die Expression des humanen Faktor IX-Gens initierte. Um die
Transgenexpression auf das Zielorgan zu beschranken, stand die regulatorische
Expressionskassette unter der Kontrolle eines leberspezifischen Promotors (haat-
Promotor, apoE.4x-Enhancer). Somit sollte das Transaktivatorprotein nur in den
Leberzellen synthetisiert werden, dort an den TRE-Promotor binden und dadurch die
humane Faktor IX-Produktion bewirken. Die Zugabe von Doxycyclin sollte eine
Komplexbildung von Transaktivator und Doxycyclin bewirken, wodurch die Trans-
aktivatorbindung an den TRE-Promotors verhindert werden sollte. Hierdurch sollte
die humane Faktor IX-Expression eingestellt werden.
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5 Zusammenfassung

Da eine hohe Dosis rekombinanter Viren den Organismus des Patienten belasten
wilrde und zu unerwiinschten Nebenwirkungen fihren kénnte, wurden beide Expres-
sionskassetten (regulatorische und therapeutische) zu einer einzigen, dualen Kasset-
te kombiniert und in nur einen AAV-Vektor verpackt. Auf Grund der sehr begrenzten
Kapazitat von Vektoren auf AAV-Basis wurde als leberspezifischer Promotor eine
Kombination eines kurzen haat-Promotors mit einer vierfachen Wiederholung der
apoE-Enhancer-Sequenz verwendet.

Im Anschluss an die Konstruktion der dualen Expressionskassette wurde diese zwi-
schen AAV2-ITRs kloniert und die rekombinanten Viren in einer Produktionszelllinie
hergestellt. Nach Dichtegradienten-Zentrifugation, Aufreinigung und Konzentrierung
der rekombinanten AAV mit einer anhand der Literatur etablierten Methode, wurden
die Virusgenome mittels einer quantitativen real time-PCR quantifiziert und in vitro-
sowie in vivo-Studien durchgefihrt.

Die Expressionsstudien in vitro zeigten, dass die Transgenexpression nur leber-
spezifisch in HepG2-Zellen stattfand, nicht jedoch in einer anderen (HEK293-) Zell-
linie. Durch Hinzuftigen von Doxycyclin konnte die durch das rekombinante AAV ver-
mittelte humane Faktor IX-Expression in HepG2-Zellen innerhalb von 48 Stunden auf
ein Minimum reduziert werden. Die Infektion von immundefizienten SCID- und im-
munkompetenten C57BL/6-Mausen flhrte zu einer durchschnittlich signifikant héhe-
ren Faktor IX-Aktivitat, die jedoch hinter den Erwartungen zuriickblieb. Die Wirkung
von Doxycyclin konnte auf Grund stark schwankender Blutwerte der Tiere nicht nach-
gewiesen werden. Molekulargenetische Untersuchungen mittels quantitativer real
time-PCR zeigten jedoch eine gute Lebertransduktion — es befanden sich jeweils
mehrere rekombinante AAV-Genome innerhalb einer Leberzelle — sowie eine geringe
bis kaum nachweisbare Streuung in andere untersuchte Organe und Gewebe. Auf
mRNA-Ebene konnte mittels reverser Transkription und anschlieBender PCR die
Transkription des regulatorischen tTA-Gens und des humanen Faktor IX-Gens nach-
gewiesen werden. Auf Grund der Ergebnisse kann vermutete werden, dass die Kom-
bination des verkirzten haat-Promotors mit der vierfachen Wieder-holung des apoE-
Enhancers fir die geringe humane Faktor IX-Aktivitat im Blut Mausen verantwortlich

war.
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7. Appendix

Plasmid pDG: MMTV-LTR

E4 f rep/cap

pDG
21846 bp

\%VA
A
S~

E2A

Das Verpackungsplasmid pDG2 enthalt die adenoviralen Gene VA, E2A, E3 und E4,
sowie die Gene rep und cap des AAV2-Serotyps.

Plasmid pDP6:
AmpR rep2
E4
pDP6 cap6
21846 bp
E2A %
VA

Das Verpackungsplasmid pDP& enthalt die adenoviralen Gene VA, E2A, E3 und E4,
sowie die Gene rep des AAV2- und cap des AAV6-Serotyps.
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Plasmid pTR-UF5:

f1+origin TR
E — é CMV-Promotor
SV40 SD, SA
Y 4

AmpR_ [/

] /"

|

‘ ‘w" pTR-UF5

| | 6253 bp

¥ /\

SV40 poly (A)

% PYF 441 Enhancer

Col E1 ori HSV-tk
TR bgh poly (A)

Plasmid pCl-neo:

Intron

\CMV I.E. Enhancer/Promoter
« )

S(\:lso ly (A)
Ampr 40 po
P pCI-neo \’J Poy

5472 bp

— f1ori

SV40 Enhancer/Early Promoter

Synthetic poly (A)
neo
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Plasmid pTet-Off:

Psvao 7 ﬁ Pemy

Neo’ tetR TA
VP16
AD
pTet-Off
7,4 kb SV40 poly(A)

%Col E1 ori

Amp'

Plasmid pAD5.TRE2-hFIX:

Ad5-5°1TR

l:{;. ;TRE-CMVmin

Amp' \%

PADS.TREZ-hFIX hFIX cDNA

Col E1 ori
bgh poly (A)
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Plasmid pZS2-haat.r1tTA:

Ad5 5°ITR

Ié haat-Promotor

rTA

pZS2-haat.rtTA }/bgh poly (A)
7093 bp

r
Amp Ad5 5788-6103

Ori \5

Plasmid pEGFP-C1:

I:)CMV
pUC ori , /\

EGFP
HSVTK poly (A) —4 PEGFP-C1
) 4731bp
/\ MCS
Kan/neo’ SV40 poly (A)
f1 ori
SV40 ori Bact p
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Plasmid pUC19-apoE.4x:

lacZo

haat-Promotor

pUC19-apoE.4x
Ampf 2918 bp

&(

ori
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