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Haufig verwendete Abkiirzungen

Ad5 humanes Adenovirus Serotyp 5

APS Ammoniumpersulfat

CIP ycalf intestine phosphatase“ (alkalische Kélberdarm-Phosphatase)

CMV Cytomegalovirus ,,immediate early* Promotor

CPE cytopathischer Effekt

DNase Desoxyribonuclease

dNTPs Desoxyribonukleotide

DS »dyad symmetry element® Element des EBV-oriP

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

EBNA-1 ,Epstein-Barr virus nuclear antigen 1¢

EBV Epstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendinitriloessigsédure

EGFP senhanced green fluorescent protein® (modifiziertes, griin
fluoreszierendes Protein aus Aequorea victoria)

FCS Jfetal calf serum“ (fétales Kélberserum)

FR family of repeats” Element des EBV-oriP

HC-Ad-Vektor adenoviraler Vektor mit hoher DNA-Kapazitét

iu./ip. yinfectious units/particles* (infektiose Partikel)

MOI wmultiplicity of infection“ (hier: Zahl infektioser Partikel/Zelle)

oriP Replikationsursprung aus EBV

pfu »plaque-forming units“ (Plaque-bildende Einheiten)

RPE retinales Pigmentepithel

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

ssDNA einzelstrangige DNA

TBS Tris-gepufferte Saline, synonym mit Tris-Saline

TEMED N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

ZNS Zentralnervensystem
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1 Einleitung

1.1 Gentransfer und Gentherapie

Somatische Gentherapie hat das Ziel, Erkrankungen durch das Einbringen neuen geneti-
schen Materials in Korperzellen zu behandeln [1]. Dahinter steht im einfachsten Falle die
Idee, dass die Funktion eines defekten Gens als Ursache fiir eine bestimmte Erkrankung
durch Hinzufiigen des gesunden, wildtypischen Allels wieder hergestellt werden kann.
Dariiber hinaus kann das eingebrachte genetische Material auch zur Zerstorung von Tu-
morzellen, zum Auslésen einer Immunreaktion gegen bestimmte Zellen oder zum Schutz
vor Pathogenen eingesetzt werden. Schliellich erméglicht der Transfer genetischen Mate-
rials in Korperzellen auch eine Markierung dieser Zellen, die zu diagnostischen Zwecken
eingesetzt werden kann.

Das Einbringen genetischen Materials in Koérperzellen erfordert sogenannte Vektoren.
Dies sind Transportvehikel, die das genetische Material in Form von DNA oder RNA auf
physikalischem, chemischem oder biologischem Weg in die Zielzellen einschleusen.

Um genetisches Material auf biologischem Weg in Zellen einzubringen, sind sogenannte
virale Vektoren besonders geeignet. Diese viralen Vektoren basieren in der Regel auf
rekombinanten Viren unterschiedlichen Typs und werden von allen Systemen bislang mit
Abstand am haufigsten zu Gentransferzwecken eingesetzt. Unter den viralen Vektoren
sind besonders die retro-, adeno- und adeno-assoziierten viralen Systeme hervorzuheben
[2].

Der Einsatz von Gentransfervektoren ist derzeit noch mit einer Reihe von Problemen
verbunden. So kénnen unerwiinschte toxische oder immunogene Nebenwirkungen auftre-
ten. Auch die Persistenz des eingebrachten genetischen Materials in den Zielzellen und
seine dauerhafte Wirkung sind nicht immer gewiéhrleistet.

Die vorliegende Arbeit behandelt einen speziellen Typ adenoviraler Vektoren, die soge-
nannten Vektoren mit hoher DNA-Kapazitiat (HC-Ad-Vektoren) und gliedert sich in drei
Teile.

Im ersten Teil wird zunéichst eine Methode zur Charakterisierung von HC-Ad-Vektor-
praparationen entwickelt. HC-Ad-Vektorpriaparationen bestehen produktionsbedingt aus
infektiosen Partikeln, nicht-infektiosen Partikeln und Helferviruspartikeln. Sowohl fiir
die experimentelle Laborarbeit als auch fiir einen klinischen Einsatz ist die genaue Be-
stimmung dieser drei Kenngtfien von HC-Ad-Vektorpriaparationen unabdingbar. Bislang
existieren hierfiir aber keine verldsslichen Methoden.



1 Einleitung

Im zweiten Teil wird die Eignung dieses Vektortyps zur Langzeitexpression im retinalen
Pigmentepithel gepriift. Das retinale Pigmentepithel besteht iiberwiegend aus ruhenden,
postmitotischen Zellen und kann von einer Reihe verschiedener Erkrankungen betroffen
sein. Gentransfervektoren, die eine langzeitige Expression des in dieses Gewebe einge-
brachten genetischen Materials erlauben, kénnten zur Entwicklung neuer Therapiefor-
men fithren.

Im dritten Teil wird schliefflich eine Fortentwicklung des HC-Ad-Vektorsystems vorge-
nommen, die stabile Transgenexpression auch in proliferierenden Geweben ermdoglicht.
Da eine Vielzahl therapeutisch relevanter Gewebe eine natiirliche Proliferationsrate auf-
weist, wird hierdurch die Zahl der moglichen Einsatzgebiete fiir HC-Ad-Vektor-basierte
Systeme stark erweitert.

Fiir das tiefere Verstdndnis des eingesetzten Vektortyps werden im Folgenden die bevor-
zugten Eigenschaften adenoviraler Vektoren anhand der Biologie des Adenovirus heraus-
gearbeitet, verschiedene adenovirale Vektorsysteme vorgestellt und verglichen und das
Konzept der mit dieser Arbeit geschaffenen Neuentwicklungen beschrieben.

1.2 Adenoviren

1.2.1 Die Struktur des Adenovirus

Das Adenovirus besteht aus einem ikosaedrischen Proteinkapsid mit einem Durchmesser
von 70-100 nm. Dieses Kapsid setzt sich primér aus Hexon-, Penton- und Fiberprotei-
nen zusammen und beherbergt ein einzelnes, doppelstringiges DNA-Molekiil mit einer
GroBe von ungefihr 36000 bp [3]. Das Hexonprotein bildet in Form von 240 Homotri-
meren die 20 Fldchen des Kapsids. Die Proteine VI, VIII und IX assoziieren mit Hexon
und stabilisieren die Kapsidstruktur. Die zwolf Scheitelpunkte des Kapsids bestehen aus
Homopentameren des Pentonproteins und je einem Fibertrimer. Die Fibertrimere bil-
den stangendhnliche Strukturen, die nach auflen gerichtet sind. Das DNA-Molekiil im
Inneren des Kapsids ist um das Histon-&dhnliche Protein VII gewickelt. Die 5’-Enden der
beiden DNA-Stringe sind kovalent mit dem Terminalen Protein verkniipft.

1.2.2 Die genomische Organisation des Adenovirus

Das doppelstriangige DNA-Genom des Adenovirus wird in 100 gleich grofie Einheiten,
sogenannte ,map units* (mu) eingeteilt. Auf der Basis von Transkriptionsanalysen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion wurde das Genom zudem in friihe (,early
E“) und spéte (,late L“) Regionen eingeteilt [3]. Diese Einteilung ergibt sich aus dem
Zeitpunkt der Expression der einzelnen Regionen des Genoms relativ zum Start der
DNA-Replikation. Zu den frithen Genen, die vor dem Start der Replikation exprimiert
werden, zéhlen die vier unabhéngigen Regionen des Genoms E1, E2, E3, E4. E1 besteht
aus E1A und E1B. Die Genprodukte der E1A-Region sind essenziell fiir die Expression
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1 Einleitung

aller anderen viralen Gene [3]. Dieses Gen ist das erste, das bereits unmittelbar nach
Infektion exprimiert wird. Ungefihr sechs Stunden spéter startet die Replikation des
viralen Genoms und die spiten Regionen werden exprimiert. Deren Expression wird im
wesentlichen durch den ,major late“ Promotor (MLP) gesteuert und liefert die Kapsid-
komponenten, die fiir die Assemblierung von Virionen erforderlich sind [3].

Die Enden des adenoviralen Genoms bestehen aus invertierten Sequenzwiederholungen,
den sogenannten ITRs (,inverted terminal repeats®). Diese beinhalten den adenoviralen
Replikationsursprung. Das jeweilige 5’-Ende der beiden DNA-Stringe ist kovalent mit
Terminalem Protein verbunden. Dieses dient wihrend der unidirektionalen Replikation
als Primer [3].

An den linken ITR grenzt eine als Verpackungssignal U bezeichnete DNA-Sequenz. Fiir
die Verpackung der Genome in Kapside ist diese Sequenz essenziell [3].

1.3 Adenoviren als Gentransfervektoren

1.3.1 Voraussetzungen

Adenoviren bieten eine Reihe wichtiger Voraussetzungen fiir den Einsatz als Gentrans-
fervektoren [2][4]. Die Serotypen 2 und 5 sind nahezu vollsténdig charakterisiert, nicht
assoziiert mit schweren Erkrankungen und es ist keine Onkogenitét bekannt. Sie infizieren
eine grofle Anzahl ruhender und sich teilender Zellen unterschiedlichen Typs. Exempla-
risch sind hier Fibroblasten, Hepatozyten und Neurone zu nennen. Die Infektion erfolgt
primér iiber den sogenannten Coxsackie- und Adenovirusrezeptor (CAR) und eine In-
teraktion mit avy 93- ay Bs-Integrinen der Zelloberfliche [5]. Das lineare, doppelstringige
DNA-Genom liegt nach Infektion episomal vor und integriert nur mit niedrigen Raten ins
Genom der Wirtszelle [3]. Schliefllich sind die Virionen relativ stabil und das Genom wird
nur mit niedrigen Raten rearrangiert, so dass es ist mit rekombinanten DNA-Techniken
leicht zu manipulieren ist.

1.3.2 Erst- und Zweitgenerationsvektoren

Die Idee zur Deletion von Regionen des Adenovirusgenoms, die fiir die adenovirale Repli-
kation essenziell sind, und der Einsatz von Produktionszellen, die die deletierten Funk-
tionen in trans bereitstellen, fithrte zur Entwicklung der ersten rekombinanten, repli-
kationsdefizienten Gentransfervektoren auf adenoviraler Basis. Da die Genprodukte der
E1-Region essenziell fiir die Replikation der Viren sind, wurden zunéchst Deletionen der
E1A- und E1B-Region vorgenommen [6]. Mithilfe der 293-Zelllinie konnten aus diesen
teildeletierten Genomen replikationsdefiziente adenovirale Vektoren hergestellt werden.
Die 293-Zelllinie ist durch Transformation humaner embryonaler Zellen, vermutlich neu-
ronalen Ursprungs [7], mit sonifizierter Adenovirus-DNA entstanden und beinhaltet ein
grofles Fragment des linken Endes von Ad5. Dieses Fragment besteht aus den linken 11
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map units von Ad5, das heifit unter anderem aus dem linken ITR, dem Verpackungssignal
und den E1A- und E1B-Regionen [§][9]. Die fiir die adenovirale Replikation essenziel-
len Funktionen koénnen also durch die Zelllinie in trans bereitgestellt werden. So lassen
sich mit diesen Zellen replikationsdefiziente adenovirale Vektoren in hohem Titer pro-
duzieren [6]. Die Deletionen in der EI-Region dieses Vektortyps erlauben zudem das
Einbringen von Transgenen in das Vektorgenom. Allerdings ist der verfiighare Platz auf
ca. 4,5 kB begrenzt. Daher wurden weitere Deletionen im Adenovirusgenom vorgenom-
men. An erster Stelle sind hier Deletionen in der E3-Region zu nennen. Diese Region
ist fiir die Produktion der Vektoren in vitro nicht essenziell, so dass Vektoren mit dieser
zusétzlichen Deletion ebenfalls in 293-Zellen produziert werden kénnen und eine Auf-
nahmekapazitit von 8 kB fiir Transgene besitzen [10]. Vektoren mit Deletionen in der
E1- und E3-Region werden als Erstgenerationsvektoren bezeichnet.

Als problematisch hat sich die grofle Sequenziiberlappung zwischen den in die 293-
Zelllinie integrierten Ad5-Sequenzen und den produzierten E1/E3-deletierten Vekto-
ren erwiesen. Auf Grund dieser Uberlappungen kann es wihrend der Vektorproduktion
zu homologer Rekombination zwischen der Vektor-DNA und der chromosomalen DNA
der Zelllinie kommen, bei der replikationskompetente Adenoviren entstehen. Diese un-
erwiinschten replikationskompetenten Virionen kontaminieren die Vektorpréparationen
und kénnen durch einen Wachstumsvorteil sehr schnell sogar bis zu 100% einer Vektor-
praparation ausmachen [11]. Daher wurden verschiedene weitere Produktionszelllinien
entwickelt, bei denen es keinen Uberlappungsbereich zwischen den Vektorsequenzen und
der Zelllinie gibt, so dass die Entstehung replikationskompetenter Viren durch homologe
Rekombination ausgeschlossen ist [12][13].

Nach Transduktion mit Erstgenerationsvektoren ist in vielen Zellen eine schwache Ex-
pression der auf dem Vektor verbliebenen viralen Gene feststellbar, die trotz der Deletion
der E1-Region auftritt [14][I5]. Die Griinde hierfiir sind unklar, wahrscheinlich sind E1-
dhnliche, zelleigene Funktionen verantwortlich. Die so synthetisierten viralen Proteine
iiben eine toxische Wirkung auf die betroffenen Zellen aus [16]. Bei Einsatz von Erst-
generationsvektoren in vivo kommt es meist zu einem Anstieg der Transgenexpression
wihrend der ersten sieben Tage nach Administration des Vektors. Diese Transgenex-
pression sinkt allerdings nach 2-4 Wochen auf nicht nachweisbare Niveaus ab. Lediglich
in einem stark immunprivilegierten Organ wie dem Gehirn, ist Transgenexpression auch
iiber einen ldngeren Zeitraum zu beobachten [I7][18]. In vielen Fillen geht das Absin-
ken der Transgenexpression mit einer starken Infiltration zytotoxischer T-Lymphozyten
einher [19][20], so dass davon ausgegangen werden kann, dass die transduzierten Zellen,
moglicherweise auf Grund der Expression viraler Proteine, in relativ kurzer Zeit durch
das Immunsystem eliminiert werden.

Um die Toxizizitdt und Immunogenitit der Vektoren zu reduzieren und eine grofiere
Aufnahmekapazitit fiir Transgene zu schaffen, wurden sogenannte Zweitgenerationsvek-
toren entwickelt. Diese tragen zusétzlich zu den E1/E3-Deletionen weitere Deletionen in
der E2- oder E4-Region und werden in Zelllinien produziert, die diese Regionen trans-
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komplementieren [21]. Uber die Auswirkungen dieser zusitzlichen Deletionen auf die
Immunogenitéit der Vektoren herrscht bislang keine endgiiltige Klarheit. In einigen Stu-
dien wurde mit diesem Vektortyp aber eine reduzierte Immunogenitéit und verldngerte
Transgenexpression beobachtet [15].

1.3.3 Adenovirale Vektoren mit hoher DNA-Kapazitét

Fiir eine Vielzahl potenzieller gentherapeutischer Anwendungen ist eine lange Expres-
sion des eingebrachten Transgens bei gleichzeitig moglichst niedriger Toxizitdt und Im-
munogenitdt der Vektoren unabdingbar. Die Toxizitdt und Immunogenitit adenoviraler
Vektoren der ersten und zweiten Generation lassen eine erfolgreiche gentherapeutische
Anwendung unwahrscheinlich erscheinen. Ebenso bedeutend ist das Risiko moglicher In-
teraktionen zwischen adenoviralen Funktionen und den Funktionen anderer Viren, die
in den transduzierten Zellen vorhanden sein oder nachtréglich erworben werden kon-
nen [22]. Die Wirkung solcher Interaktionen ist schwer vorhersagbar und es muss davon
ausgegangen werden, dass sie ein bedeutendes Risiko darstellen.

Daher wurde konsequent die Weiterentwicklung adenoviraler Vektoren betrieben. Das
Ziel war ein Vektor, der keine kodierenden viralen Sequenzen mehr besitzen und somit
die Probleme, die sich aus der Expression adenoviraler Funktionen in der Zielzelle erge-
ben, nicht mehr aufweisen sollte. Die Entwicklung fithrte tiber einige Zwischenschritte
[23] zu den sogenannten Vektoren mit hoher DNA-Kapazitit (,,High-Capacity adeno-
viral vectors®, HC-Ad-Vektoren)[22]. Diese HC-Ad-Vektoren besitzen keine kodierenden
viralen Gene mehr. Dies ist moglich, da lediglich die ITRs und das Verpackungssignal
in cis fiir die Propagation und Verpackung von DNA in adenoviralen Systemen erfor-
derlich sind [24][3]. Die Effizienz der Verpackung solcher DNA-Molekiile ist am hochsten
bei Molekiilen mit einer Grofle von 28-36 kB [25]. Um diese Grole zu erreichen, kann
humane, intronische Fiill-DNA in die Vektoren eingebaut werden. In der vorliegenden
Arbeit werden zu diesem Zweck eine 20 kB grofe, intronische Region aus dem humanen
HPRT-Lokus (HUMHPRTB, Map-Positionen 1777-21729) sowie eine 6,5 kB grofe, in-
tronische Region aus dem C346-Kosmid (HUMDXS455A, Map-Positionen 10205-16750)
verwendet.

Das bislang wahrscheinlich effizienteste und in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Sys-
tem zur Produktion der Vektoren arbeitet mit einem Helfervirus. Dieses Helfervirus
AdLCS8cluc ist ein E1/E3-deletiertes Adenovirus, das in El-transkomplementierenden
Zellen replizieren und die fiir die Vektorproduktion notwendigen Faktoren in trans bereit-
stellen kann, so dass die oben beschriebenen HC-Ad-Vektormolekiile repliziert und ver-
packt werden [26]. Um zu verhindern, dass die Helfervirusgenome selbst verpackt werden,
ist das Verpackungssignal ¥ des Helfervirusgenomes durch loxP-Rekombinationssequen-
zen, den Erkennungssequenzen fiir die cre-Rekombinase des Baktriophagen PI, flankiert.
Die Produktionszellen fiir die HC-Ad-Vektoren synthetisieren stabil diese Rekombina-
se, so dass das Verpackungssignal mit hoher Effizienz (99%) aus dem Helfervirusgenom
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exzidiert wird und die Genome nicht in Kapside verpackt werden kénnen. Als Produkti-
onszellen dienten in der vorliegenden Arbeit 293-cre66-Zellen, eine 293-basierte Zelllinie,
die stabil das Gen fiir die cre-Rekombinase exprimiert (Schiedner, unpublished). Die Ex-
zision der Verpackungssignale der Helfervirusgenome gelingt nicht zu 100%, so dass mit
diesem Produktionssystem immer einige Virionen entstehen, die das Helfervirusgenom
tragen. Das Helfervirusgenom ist 36 kB grofl. Werden fiir die Vektoren geringfiigig kleine-
re Genomgréflen gewiihlt, so besitzen deren Virionen eine geringere Dichte als die Helfer-
virionen und kénnen von diesen mittels CsCl-Dichtegradientenzentrifugation abgetrennt
werden. Auf diese Weise kann die Helferviruskontamination in HC-Ad-Vektorpraparation
auf bis zu 0,1% reduziert werden.

Ein wesentlicher Vorteil von HC-Ad-Vektoren gegeniiber Erst- und Zweitgenerationsvek-
toren ist die groffe Aufnahmekapazitéit fiir Transgene von bis zu 35 kB. Diese erméoglicht
den Einsatz mehrerer Expressionskassetten auf einem Vektor, den Einsatz regulierba-
rer Systeme zur Transgenexpression oder sogar die Verwendung vollstdndiger Genloci.
Schiedner et al (1998) konnten einen Vektor erzeugen, der den vollstéindigen humanen
ap-Antitrypsin-Genlokus besitzt [16]. Fiir diesen Vektor konnte eine gewebsspezifische
Regulation der Expression des a;-Antrypsingens in Zellkultur und in vivo nachgewiesen
werden. Nach Schwanzveneninjektion von 2-10'° Virionen dieses Vektors in immunkom-
petente C57BL/6J-Miuse konnte eine gewebsspezifische und stabile Expression sogar
tiber mehr als ein Jahr gezeigt werden. Die Anwendung hoher Dosen des Vektors fiihrte
zu Serumspiegeln von ai-Antitrypsin, die fiir den Menschen als suprapysiologisch ange-
sehen werden konnen. Dariiber hinaus ist besonders bemerkenswert, dass auch bei hohen
Vektordosen keine Leberschédden zu beobachten waren. In Gewebsanalysen konnte auch
keine Infiltration cytotoxischer T-Zellen nachgewiesen werden. Die Anwendung gleicher
Mengen eines Erstgenerationsvektors, der eine durch den murinen Phosphoglyceratkina-
sepromotor (PGK) gesteuerte Expressionskassette fiir die humane «a1-Antitrpysin cDNA
besa}, fiihrte hingegen zu histologisch nachweisbaren Leberschiden und signifikant er-
hohten Serumspiegeln von Leberenzymen.

Die verbesserte Expression und stark reduzierte Lebertoxizitéit wurden in unabhingigen
Experimenten mit zwei weiteren HC-Ad-Vektor bestétigt, die eine Expressionskasset-
te fiir die murine Leptin-cDNA beziehungsweise fiir die murine Erythropoietin-cDNA
trugen [27][28].

Auch im Skelettmuskel und im ZNS konnte in mehreren Studien eine verbesserte und
andauernde Transgenexpression bei Einsatz von HC-Ad-Vektoren gezeigt werden [29]
[30] [31] [32].

Der erfolgreiche Einsatz eines regulierbaren Systems zur Expression von Transgenen mit
einem HC-Ad-Vektor wurde durch Burcin et al gezeigt [33].
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1.4 Teil I - Titration von HC-Ad-Vektoren

1.4.1 Die zu bestimmenden Parameter und die Notwendigkeit ihrer
Bestimmung

Die Dosis, mit der adenovirale Gentransfervektoren in therapeutischen Modellen ein-
gesetzt werden kénnen, wird neben der Suszeptibilitdt des Zielgewebes im Wesentlichen
durch drei Faktoren bestimmt. Erstens ist der Bereich zwischen therapeutisch wirksamen
und bereits toxischen Vektordosen sehr schmal [34]. Zweitens ist die prinzipielle Anwen-
dung niedriger Vektordosen auf Grund der Existenz von Schwellenwerteffekten fragwiir-
dig [35]. Drittens fithren steigende Dosen adenoviraler Vektoren zu einem nicht-linearen
Anstieg der Transgenexpression im Zielgewebe [34][36]. Um also mit der Vektordosis
verbundene, unerwartete Ereignisse in klinischen Studien ausschlieen zu kénnen, ist die
genaue Bestimmung des Titers adenoviraler Vektorpréaparationen essenziell.

Da HC-Ad-Vektoren wie beschrieben in El-transformierten Zelllinien in Gegenwart ei-
nes El-deletierten Helfervirus produziert und tiber CsCl-Dichtegradientenzentrifugation
gereinigt werden, bestehen HC-Ad-Vektorpriaparationen aus (1) infektiosen HC-Ad-Vek-
torpartikeln, (2) nicht-infektiosen HC-Ad-Vektorpartikeln und (3) kontaminierenden Hel-
ferviruspartikeln. Eine vollstéindige Charakterisierung von HC-Ad-Vektorpriaparationen
fiir den Einsatz in klinischen Studien muss daher die Bestimmung aller drei Parameter
umfassen.

1.4.2 Bestimmung des infektiosen Titers

Der infektiose Titer von E1-deletierten Erstgenerationsvektoren wird iiblicherweise mit-
tels Plaque-Assay oder Ermittlung der ,tissue culture infective dose* TCID50 bestimmt
[37], wobei man sich die produktive Infektion der Vektoren von EI-transformierten Zell-
linien zu Nutze macht. Da HC-Ad-Vektoren keine viralen Gene besitzen, sind derarti-
ge Assays zur Titerbestimmung nicht moglich. Die Bestimmung des infektiosen Titers
erfolgte bislang indirekt iiber den Einsatz von Reportergenen wie EGFP oder 3-gal.
Fiir die Mehrheit therapeutisch einzusetzender Vektoren ist die Présenz von Expressi-
onskassetten fiir Reportergene aber nicht wiinschenswert, da von den gebrauchlichsten
Reporterproteinen -gal und EGFP bekannt ist, dass sie toxisch und immunogen wir-
ken konnen [38][39][40]. Der infektiose Titer von HC-Ad-Vektoren, die fiir sezernierte
Proteine wie Erythropoietin oder Interferon a-2 kodieren, wurde bislang bestimmt, in-
dem Zellen mit steigenden Mengen der Vektoren infiziert und anschlieflend die Menge
des sezernierten Proteins (zum Teil in indirekten Assays) bestimmt wurde [41]. Diese
Menge wurde dann verglichen mit der Menge Protein, die bei Expression durch einen
entsprechenden Erstgenerationsvektor in der gleichen Zelllinie gefunden wurde. Da von
dem Erstgenerationsvektor Titer in Form von plaque-forming-units (pfu) bekannt waren,
wurde anhand der Proteinmengen auf den infektiosen Titer der HC-Ad-Vektoren riick-
gerechnet. Tatséchlich ist dieses Verfahren sehr aufwéndig und nicht zuletzt auf Grund
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unterschiedlicher Expressionskinetiken von HC-Ad- und Erstgenerationsvektoren fehler-
trachtig. Dartiber hinaus sind derartige funktionelle Assays nicht immer durchfiihrbar.
Zur Bestimmung des infektiosen Titers von HC-Ad-Vektorpriaparationen existierte zu
Beginn dieser Arbeit kein einheitliches und verlissliches Verfahren.

1.4.3 Bestimmung der Gesamtpartikelzahl

Die Bestimmung der Gesamtpartikelzahlen adenoviraler Vektorpriparationen erfolgt in
der Regel mit physikalischen Methoden [42]. Hierzu werden die Partikel lysiert und die
Absorption der Lysate bei 260 nm gemessen. Mittels verschiedenen, empirisch ermittelten
Extinktionskoeffizienten wird dann aus der Absorption die Partikelzahl errechnet. Auf
Grund der parallelen Existenz unterschiedlicher Extinktionskoeffizienten und moglicher
Schwankungen durch Protein- oder DNA-Kontaminationen der Vektorpréiparationen lie-
fert dieses Verfahren allerdings nur schwer standardisierbare Werte [43].

1.4.4 Bestimmung der Helferviruskontamination

Helferviruskontaminationen von HC-Ad-Vektorpréiparationen werden tiblicherweise mit-
tels Plaque-Assays bestimmt [16]. Hierbei wird eine EI-transkomplementierende Zelllinie
mit Aliquots der HC-Ad-Vektorpriaparation infiziert. Da sich das E1-deletierte Helfervi-
rus in diesen Zellen produktiv vermehren kann, kommt es zur Ausbildung von Plaques,
deren Zahl vom Anteil der Helferviruspartikel in der Vektorpriparation abhingt. Die
Ergebnisse von Plaque-Assays zeigen jedoch schon bei der Titration von Erstgenerati-
onsvektoren starke Schwankungen bei nur minimaler Verdnderung der Ausgangsbedin-
gungen und werden als unzuverlissig angesehen [43].

1.4.5 Entwicklung eines Assays zur vollstindigen Charakterisierung
von HC-Ad-Vektorpriparationen

Die beschriebenen Umstédnde bedingten das erste Ziel der vorliegenden Arbeit, die Ent-
wicklung eines standardisierbaren, DN A-basierten und Reportergen-unabhéngigen Ver-
fahrens zur Bestimmung der infektiosen Titer, der Gesamtpartikelzahlen und der Hel-
ferviruskontamination von HC-Ad-Vektorpraparationen mit einheitlicher Methodik. Die
Entwicklung dieses Verfahrens war eine wesentliche Voraussetzung fiir die Teile II und
III dieser Arbeit, da dort entweder Vektordosis-abhéngige Effekte in vivo (Teil II) oder
der von genauen Kopienzahlen abhingige Vergleich verschiedener HC-Ad-Vektoren in
vitro (Teil III) durchgefiihrt werden mussten, aber keine adéquaten Titrationsmethoden
zur Verfiigung standen.
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1.5 Teil II - Stabile Transgenexpression iiber lange
Zeitraume in ruhendem Gewebe - das retinale
Pigmentepithel als Paradigma

1.5.1 Das retinale Pigmentepithel und die altersabhingige
Makuladegeneration

Das retinale Pigmentepithel (RPE) spielt fiir den Stoffwechsel von Retinol und bei der
Phagocytose von Fotorezeptoren eine wesentliche Rolle. Die ruhenden oder sich nur lang-
sam teilenden Zellen des retinalen Pigmentepithels produzieren eine Reihe trophischer,
anti-oxidativer und anti-angiogenetischer Faktoren, die fiir Integritdt und Funktion der
Retina von hoher Bedeutung sind [44]. Einige erworbene und erbliche Erkrankungen
betreffen das retinale Pigmentepithel. So werden verschiedene Formen der Retinitis pig-
mentosa durch Mutationen in Genen verursacht, die ausschliefilich im RPE exprimiert
werden [45][46][47]. Auch bei der Bestschen Krankheit ist das RPE betroffen [48]. Be-
sonders bedeutsam ist die altersabhingige Makuladegeneration (ARMD). Sie ist in In-
dustrieléndern die hiufigste Ursache fiir Erblindung im Alter [49] und es existieren keine
verlasslichen Therapieformen. Es werden zwei Formen der ARMD unterschieden - die
trockene und die feuchte Form. Im Friihstadium der trockenen Form kommt es zunéchst
zur Ablagerung membranoser Bestandteile in Form sogenannter Drusen unter der Retina.
Diese Drusen sind in erster Linie die Konsequenz von Phagozytosedefekten des retina-
len Pigmentepithels. Mit fortschreitender Ablagerung der Drusen kommt es zunéchst
zur Atrophie und schliellich zur Degeneration der Sinneszellen der Makula. Das zentra-
le Sehen verschlechtert sich erheblich. Die feuchte Form der ARMD ist charakterisiert
durch subretinale Gefiafineubildungen, wahrscheinlich als Reaktion auf die Ablagerung
der Drusen. Es kann zu Blutungen aus den neu gebildeten Geféfien kommen, die eine ra-
sche Degeneration der Retina bewirken. Die Therapiemdglichkeiten fiir die ARMD sind
sehr begrenzt. Mittels Laserbehandlung kann versucht werden, die subretinal gebilde-
ten Geféafle zu verdden. Allerdings ist eine regelméflige Wiederholung der Behandlung
notwendig, da die der Krankheit zu Grunde liegenden Ursachen nicht beseitigt werden.
Neuere Ansitze beinhalten die autologe, subretinale Transplantation von Zellen des Iris-
pigmentepithels (IPE). IPE-Zellen besitzen denselben embryonalen Ursprung wie RPE-
Zellen und sind diesen anatomisch und funktional sehr dhnlich [50][51][52]. Allerdings
bringt eine solche Transplantation keinen anhaltenden Therapieerfolg. Dies kénnte auf
fehlende Expression eines oder mehrerer bislang unbekannter Faktoren zuriickzufiithren
sein, die wichtiger Bestandteil der Funktion eines intakten RPEs sind.

1.5.2 Gentransfervektoren als alternative Therapieform

Die durch Gentransfervektoren vermittelte Expression protektiver Gene konnte einen
alternativen Behandlungsansatz fiir Erkrankungen des RPE wie die ARMD darstellen.
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Einer der vielversprechenden protektiven Faktoren ist der ,pigment epithelium derived
factor“ (PEDF), da er anti-angiogenetische und neurotrophe Wirkung im Auge besitzt
[53][54][55]. Der dauerhaft erfolgreiche Einsatz dieses Faktors setzt aber eine dauerhafte
Expression durch den verwendeten Gentransfervektor voraus.

1.5.3 Evaluierung der Eignung von HC-Ad-Vektoren zur Vermittlung
dauerhafter Transgenexpression im RPE

Es wurde bereits gezeigt, dass Ad5-basierte Erstgenerationsvektoren das RPE selektiv
und effizient transduzieren, wenn sie subretinal injiziert werden [56][57]. Aber die Expres-
sion von Reportergenen oder therapeutischen Genen im RPE, die durch Erstgenerations-
vektoren vermittelt wurde, war nicht stabil. Spétestens zwolf Wochen nach Transdukti-
on konnte keine Transgenexpression mehr festgestellt werden. Dies wurde auf zellulére
Immunreaktionen gegen die Erstgenerationsvektoren oder die exprimierten Transgene
interpretiert. Die niedrige Toxizitdt und Immunogentitéit von HC-Ad-Vektoren und de-
ren langanhaltende Expression in ruhenden oder sich langsam teilenden Geweben lassen
daher diesen Vektortyp ideal fiir den Gentransfer ins RPE erscheinen.

Das zweite Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in einer Evaluierung der Eignung von
HC-Ad-Vektoren zur Vermittlung dauerhafter Transgenexpression im RPE, einem Pa-
radigma fiir postmitotische, ruhende Gewebe, die die Basis fiir mogliche therapeutische
Ansitze darstellt.

1.6 Teil III - Konstruktion eines HC-Ad-Vektorsystems
zur stabilen Transgenexpression in proliferierenden
Geweben

1.6.1 Allgemeine Problematik

Die durch HC-Ad-Vektoren in Zielzellen eingeschleuste DNA liegt episomal vor. Die Vek-
torgenome konnen in den Zielzellen nicht replizieren und gehen daher bei Zellteilungen
sukzessive verloren. Eine wiederholte Vektorgabe ist auf Grund der zu erwartenden hu-
moralen Immunantwort gegen die Virionen in den meisten Féllen wahrscheinlich nicht
erfolgversprechend.

Tatséchlich besitzen, mit Ausnahme einiger weniger postmitotischer Zellen wie Neuronen
oder die Zellen des RPE, die meisten Zelltypen eine natiirliche Teilungsrate. Unter die-
sen gibt es eine Vielzahl von Zellen, die potenzielle Ziele fiir gentherapeutische Ansétze
darstellen. Beispielhaft fiir Zellen mit einer natiirlichen Teilungsrate und charakterisier-
tem genetischem Defekt sei hier das Lungenepithel genannt. Die zystische Fibrose ist
eine genetische Erkrankung, die dieses Gewebe betrifft und mit Gentransfervektoren,
die das gesunde CFTR-Gen tragen, behandelt werden koénnte. Die hohe Teilungsrate
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Tabelle 1.1: Beispiele fiir Gewebe mit einer natiirlichen Teilungs-
rate, die potenzielle Ziele fiir Gentherapievektoren sind (modifi-
ziert nach [58]).

Zelltyp Beispiel potenzielle Anwendung
Differenzierte Zellen mit Geféaflendothel Tumorangiogenese
proliferativer Kapazitét
T-Zellen AIDS, Immuntherapie bei
Krebs
Hepatozyten Hamophilie, Stoffwechsel-
erkrankungen
Regenerierende Gewebe  Blutgefiafie nach Restenose
Operationen
Stammzellen Héamatopoetische Zellen Adenosin-Deaminase-
Defizienz
Neoplastische Zellen Tumore Melanom

des erkrankten Lungenepithels wiirde jedoch zu einem baldigen Verlust der episomalen
HC-Ad-Vektorgenome fithren. Tabelle S. [19| zeigt weitere Beispiele [58].

Die Entwicklung von HC-Ad-Gentransfervektoren, deren Genome in proliferierenden Zel-
len erhalten blieben, wiirde einen bedeutenden Fortschritt darstellen und die Zahl der
moglichen Anwendungsbereiche fiir HC-Ad-Vektoren stark erweitern. Daher bestand das
dritte Ziel der vorliegenden Arbeit in der Entwicklung eines HC-Ad-Vektorsystems, das
die stabile Transgenexpression auch in proliferierenden Geweben ermdglicht. Im Folgen-
den werden die hierzu gewéhlten Strategien beschrieben.

1.6.2 Integrierende Hybridvektoren

Eine Moglichkeit, das durch HC-Ad-Vektoren in Zellen eingeschleuste genetische Ma-
terial auch in proliferierenden Geweben zu erhalten, stellt die Konstruktion adeno-
retroviraler Hybridvektoren dar [59]. Derartige Vektoren nutzen retrovirale Integrasen
zur stabilen Integration des eingebrachten genetischen Materials in die Chromosomen
der Zielzelle. Diese ist allerdings mit einer Vielzahl von Nachteilen verbunden. Die re-
trovirale Integration erfolgt an zufilligen Orten und erzeugt so in jeder Zelle eine andere
insertionelle Mutation. Dadurch kann es zu unerwiinschter Aktivierung oder Deakti-
vierung essenzieller Gene der Zielzelle kommen. Dariiber hinaus ist die Expression des
integrierten Transgens von Ort und Umgebung der Integrationsstelle abhingig [60] [61].
Bislang ist auch {iber die Immunogenitét solcher Hybridvektoren nichts bekannt.

Das hohe Risiko der insertionellen Mutagenese bei Anwendung retroviraler Gentrans-
fervektoren wurde vor kurzem in einer klinischen Studie zur Behandlung von SCID-X1
deutlich [62]. SCID-X1 ist eine erbliche Krankheit, bei der es zu einer Blockade der Diffe-

19



1 Einleitung

renzierung von T- und NK-Zellen (natiirlichen Killerzellen) kommt. Die Ursache liegt in
Mutationen einer Zytokinrezeptor-Untereinheit, die fiir die Weiterleitung von Differenzie-
rungssignalen in lymphoiden Vorlduferzellen verantwortlich ist. In der klinischen Studie
wurden Patienten CD347-Zellen entnommen und mit einem retroviralen Vektor, der fiir
den korrekten Rezeptor kodierte, ex vivo transduziert. Die {iberwiegende Mehrheit der
Patienten besafi Monate nach Riickgabe der transduzierten Zellen eine normale Anzahl
funktionsfahiger T- und NK-Zellen. In diesem Fall konnte also durch einen Gentrans-
fervektor eine vollsténdige Korrektur des Phédnotyps mit den entsprechenden klinischen
Vorteilen erzielt werden. Drei Jahre nach Applikation der Vektoren wurde aber bei einem
der Patienten eine Leukdmie-dhnliche Erkrankung diagnostiziert. Molekulare Analysen
ergaben, dass die betroffenen T-Zellen klonalen Ursprungs waren und in diesen Zellen
der Retrovirusvektor in ein Protoonkogen auf Chromosom 11 integriert, dieses aktiviert
und so wahrscheinlich zum Auslésen der Leukémie beigetragen hatte [63]. Auch wenn
derzeit noch nicht eindeutig klar ist, ob und welche zuséitzlichen Ereignisse fiir das Aus-
brechen der Leukémie in diesem Fall verantwortlich waren, so scheint doch die zufillige
insertionelle Mutation durch den retroviralen Vektor zumindest ein mitbestimmender
Faktor zu sein. Es ist davon auszugehen, dass HC-Ad-Hybridvektoren, die retrovirale
Integrasen zur zufilligen Integration der Genome verwenden, ein &hnliches Risikopoten-
tial aufweisen. Daher erscheint es sinnvoll, episomal replizierende HC-Ad-Vektoren zu
entwickeln, die nicht in das Genom der Zielzellen integrieren.

1.6.3 Episomal replizierende HC-Ad-Vektoren
Problematik linearer HC-Ad-Vektorgenome

Ein hypothetischer HC-Ad-Vektor, dessen lineares Genom episomal in der Zelle vorlige
und synchron zum Zellzyklus replizieren koénnte, bediirfte eines besonderen Mechanis-
mus zur korrekten Replikation der freien Enden seines Genoms. Fiir die Replikation
eukaryotischer Chromosomen existiert mit dem Telomer/Telomerase-System ein effizi-
entes System zum Schutz der Enden der Chromosomen. Freie DNA-Enden, die bei der
Replikation nicht geschiitzt werden, verkiirzen sich. Die Verkiirzung episomaler, linearer
HC-Ad-Vektorgenome, die zu therapeutischen Zwecken in Zellen eingebracht werden,
ist auf Grund des moglichen Verlustes kodierender Sequenzen nicht wiinschenswert. Ei-
ne elegante Moglichkeit, das Problem der freien DNA-Enden von HC-Ad-Vektoren zu
umgehen, kénnte die Zirkularisierung der HC-Ad-Vektorgenome nach Transduktion der
Zielzelle darstellen. Verschiedene Rekombinasesysteme sind fiir den Zweck der Zirkula-
risierung linearer HC-Ad-Vektorgenome nach Transduktion der Zielzellen denkbar. Hier
sind das Vertebraten-Rekombinase-System Rag-1/Rag-2 oder die Rekombinasesysteme
cre/loxP und FLP/Frt der A\-Rekombinasefamilie zu nennen.
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1 Einleitung

Rekombinase-vermittelte Zirkularisierung der HC-Ad-Vektorgenome

Die Wahl eines geeigneten Rekombinasesystems ist durch das Produktionssytem fiir HC-
Ad-Vektoren limitiert. Das Produktionssystem, das zur Erzeugung der in dieser Ar-
beit vorgestellten HC-Ad-Vektoren diente, basiert wie beschrieben auf dem cre/loxP-
Rekombinasesystem [26]. Die cre-Rekombinase wird stabil von den Produktionszellen
synthetisiert, so dass keine HC-Ad-Vektoren produziert werden kénnen, deren Genom
loxP-Sequenzen triagt. Diese wiirden bereits wihrend der Produktion rekombiniert. Da-
her kommen als Rekombinationssysteme zur Zirkularisierung von HC-Ad-Vektoren dieses
Typs nur das Rag-1/Rag-2- oder das FLP /Frt-System in Frage.

Das Rag-1/Rag-2-Rekombinasesystem Die Gene fiir die Antigen-bindenden Pro-
teine des Immunsystems von Vertebraten werden wiahrend der Differenzierung der lym-
phoiden Immunzellen aus verschiedenen DNA-Segmenten (V, D, J) iiber somatische
Rekombination zusammengesetzt [64][65][66]. Diese sogenannte V(D)J-Rekombination
ist auf Vorldufer-B- und T-Zellen beschrankt und wird durch die Rekombinasen Rag-1
und Rag-2 [67][68] in Zusammenspiel mit einigen ubiquitdren Proteinen wie der DNA-
abhiingigen Proteinkinase, Ku86 und DNA-Ligase IV vermittelt [69][70][71][72][73]. Die
Erkennungssequenzen fiir die Rekombinasen werden als ,,recombination signal sequences®
RSS bezeichnet und bestehen aus einem palindromischen Heptamer und einem A/T-
reichen Nonamer, die durch eine unspezifische Sequenz von 23 oder 12 bp Lénge, dem
sogenannten ,,Spacer”, verbunden sind. Zwei Gensegmente, die durch RSS flankiert sind,
werden nur dann rekombiniert, wenn die Spacer der beiden RSS unterschiedliche Lénge
besitzen (12/23 bp-Regel) [74]. Die Rekombination zweier Gensegmente kann in Ab-
héngigkeit von der relativen Orientierung der RSS zueinander unter Deletion des DNA-
Fragmentes zwischen den RSS erfolgen, wobei aus diesem ein zirkuldres Nebenprodukt
entsteht. Diese zirkuldren DNA-Molekiile konnten in zahlreichen Studien nachgewiesen
werden [75][76][77]. Hesse et al konnten 1987 erstmals zeigen, dass auch extrachromoso-
male DNA-Substrate in Form von Plasmiden, die die entsprechenden RSS tragen, durch
Rag-1/Rag-2 in Prid-B-Zellen rekombiniert werden kénnen. Die Rekombination erfolgt
somit unabhéngig von einem speziellen chromosomalen Kontext [78]. Weitere Studien ha-
ben gezeigt, dass Plasmide mit einem entsprechenden Paar RSS in vitro in Kernextrakten
von 293-, CHO- und HeLa-Zellen rekombiniert werden, wenn die Zellextrakte mit gerei-
nigtem Rag-1- und Rag-2-Protein versetzt werden [79][80][81]. Die zelluldre Regulation
der V(D)J-Rekombination ist Gegenstand intensiver Forschung. Das Rearrangement von
V-, D- und J-Gensegmenten ist direkt mit deren transkriptioneller Aktivitdt korreliert
[82]. Des Weiteren ist das Rearrangement innerhalb des Zellzyklus reguliert und tritt nur
wéihrend der Gi-Phase auf. Diese Regulation erfolgt wahrscheinlich durch posttranskrip-
tionelle Regulation der Proteinstabilitit von Rag-2 iiber differenzielle Phosphorylierung
[83][84].
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1 Einleitung

Die vorgestellten Arbeiten zeigen, dass es prinzipiell moglich sein kénnte, ein HC-Ad-
Vektorsystem zu entwickeln, bei dem die HC-Ad-Vektorgenome durch die Rekombinasen
Rag-1/Rag-2 zirkularisiert werden. Hierzu miissten in einem ersten Ansatz zwei Vekto-
ren fiir die Expression von Rag-1/Rag-2 und ein Vektor mit einem entsprechenden Paar
RSS konstruiert werden. Ein wesentlicher Vorteil des Rag-1/Rag-2-Rekombinasesystems
zur Zirkularisierung von HC-Ad-Vektorgenomen nach Transduktion der Zielzelle bestiin-
de darin, dass fiir diesen Schritt kdrpereigene Proteine eingesetzt werden koénnten. Dies
konnte das Risiko toxischer oder immunogener Nebenwirkungen verringern, die mogli-
cherweise mit korperfremden Rekombinasen zu erwarten wiren. Allerdings ist die Ef-
fizienz der Rekombination extrachromosomaler Plasmidsubstrate in den Arbeiten von
Hesse et al sehr niedrig (0,1-5%) und auch iiber die genaue Regulation der V(D)J-
Rekombination ist nur sehr wenig bekannt. Daher erschien es vorteilhaft, ein weiteres
Rekombinationssystem zur Zirkularisierung der HC-Ad-Vektorgenome zu verwenden.

Das FLP/Frt-Rekombinationssystem Dieses Rekombinationssystem gehort wie
das cre/loxP-System zur Familie der A\-Rekombinasen und ist in einer Reihe von Hefe-
Stéammen vorhanden. Dort wird es kodiert durch das sogenannte 2-pm-Plasmid. Fiir
eine Rekombination sind in cis die Erkennungssequenzen Frt und in trans die FLP-
Rekombinase erforderlich [85][86]. Die Voraussetzungen fiir eine Rekombinationsreak-
tion sind sehr einfach und gut charakterisiert. Die Erkennungssequenzen Frt fiir die
FLP-Rekombinase bestehen aus einer Reihe von drei 13 bp langen Sequenzwiederho-
lungen [87]. Die zweite und dritte Wiederholung sind relativ zueinander invertiert und
durch eine 8 bp lange Sequenz (,Spacer”) voneinander getrennt. Die FLP-Rekombinase
bindet an alle drei Sequenzwiederholungen und schneidet die DNA an den Grenzen der
Spacer-Sequenz. Sie wird {iber das 3’-Phosphat kovalent an den Spacer gebunden, an
dessen 5’-Ende dann eine freie Hydroxylgruppe vorliegt. Liegen auf einem DNA-Molekiil
zwei Frt-Sequenzen in paralleler Orientierung vor, so wird das zwischen ihnen befindliche
DNA-Segment exzidiert und zirkularisiert. Das FLP /Frt-System wird bereits dhnlich wie
das cre/loxP-System zur gezielten Manipulation genetischen Materials in verschiedenen
Systemen eingesetzt [88]. Daher kann davon ausgegangen werden, dass es sich auch fiir
eine Zirkularisierung von HC-Ad-Vektoren nach Transduktion der Zielzelle eignet. Die
FLP-Rekombinase ist allerdings relativ thermolabil und hat bereits bei 37°C eine kurze
Halbwertszeit. Zu Beginn der Erstellung dieser Arbeit wurde eine temperaturoptimier-
te Variante der FLP-Rekombinase publiziert, die durch PCR-basierte Mutagenese und
Genshuffling gefunden werden konnte. Diese zeichnet sich durch eine hohere Stabilitét
bei 37°C aus und ist daher besonders geeignet fiir den Einsatz in Zellsystemen oder
Organen bei dieser Temperatur [88][89].
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1 Einleitung

Fahigkeit der zirkularisierten HC-Ad-Vektorgenome zur autonomen
Replikation

Das oriP/EBNA-1-System Das episomale Vorliegen zirkuldrer DNA-Molekiile um-
geht nicht nur die Schwierigkeiten der Replikation freier DNA-Enden, sondern erlaubt
dariiber hinaus den Einsatz von Replikationssystemen, die zirkuldre DN A-Molekiile vor-
aussetzen. An erster Stelle ist hier das oriP/EBNA-1-Replikationssystem zu nennen.
Dieses stammt aus dem Epstein-Barr-Virus (EBV). EBV ist ein humanes Herpesvirus,
das eine lebenslange, latente Infektion von B-Lymphozyten verursacht [3]. Wihrend der
Latenz liegt das EBV-Genom in den betroffenen Zellen episomal in nukleosomalen Ar-
rays vor [90]. Es ist in der Lage, als extrachromosomaler DNA-Zirkel zu replizieren [91].
Das EBV-Protein EBNA-1 ist hierbei assoziiert mit Metaphase-Chromosomen und auch
die viralen Genome liegen assoziiert mit den Chromosomen vor, sind aber nicht kovalent
an diese gebunden [92]. Der EBV-Replikationsursprung oriP und EBNA-1 sind zur Kon-
struktion von Plasmiden erforderlich, die autonom in humanen Zellen replizieren kénnen
[93][94]. Der oriP besteht aus zwei Teilen, den sogenannten ,,dyad symmetrie* DS- und
wfamily of repeats“ FR-Elementen [95]. EBNA-1 bindet an Sequenzwiederholungen in
jedem der Elemente. In direkter Nachbarschaft zum DS-Element befindet sich der Ort
der Initiation der Replikation [96]. Das DS-Element ist essenziell fiir eine effiziente Re-
plikation [95]. Das FR-Element vermittelt in Zusammenspiel mit EBNA-1 eine nukleére
Retention der DNA [95]. Des Weiteren ist es in vielen Zellen neben DS fiir eine effi-
ziente Replikation mitverantwortlich und beherbergt einen transkriptionellen Aktivator
[97]. Dariiber hinaus sind einige zelluldre Proteine bekannt, die fiir ein Funktionieren
des oriP/EBNA-1-Replikationssystems eine Rolle spielen [98]. Ein groSer Vorteil von
oriP /EBNA-1-basierten Vektoren ist, dass ihre Replikation Zellzyklus-kontrolliert einmal
pro Zyklus erfolgt [94]. Dadurch sind negative Seiteneffekte, die durch eine Amplifikati-
on der Vektor-DNA in der Zielzelle auftreten kénnten, ausgeschlossen. Allerdings ist mit
EBNA-1 ein virales Protein essenziell fiir die Replikation und Retention der Vektoren.
Daher sind toxische oder immunogene Wirkungen nicht auszuschlieen. Erste Studien
zeigen aber, dass EBNA-1 keine onkogene Wirkung hat und auch nicht immunogen zu
sein scheint [99]. Dariiber hinaus besitzt EBNA-1 Eigenschaften, die es fiir das zellulére
Immunsystem unsichtbar machen, und koénnte sogar die Zielzellen vor einer Immunreak-
tion schiitzen, die durch ein anderes Transgen ausgelost werden kann [100].

Die Anwendung von Replikationsurspriingen aus Siugern Auch wenn die zu
erwartenden Probleme durch Expression von EBNA-1 zur Replikation der Vektoren
wahrscheinlich gering sind, wére es moglicherweise vorteilhaft, einen Vektor zu kon-
struieren, der statt eines viralen Replikationsmechanismus die Fahigkeit der Zielzelle
zur Replikation ihres Genoms nutzt. Die Replikation eukaryotischer Zellgenome ist ein
strikt kontrollierter Vorgang, der einmal pro Zellzyklus auftritt. Sie startet an mehreren
tausend Replikationsurspriingen, die iiber das Genom verteilt sind. Die Sequenzen der
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1 Einleitung

Replikationsurspriinge und die in trans erforderlichen Proteine konnten fiir S. cerevi-
siae in den letzten Jahren charakterisiert werden. Im Gegensatz dazu erwies sich die
Charakterisierung der Replikationsurspriinge in Sédugerzellen als wesentlich schwieriger.
Bis heute konnten nur 20 Replikationsurspriinge in Sdugerzellen gefunden werden, von
denen aber nur eine Minderheit genau charakterisiert wurde [I0I]. Zu den gut charakte-
risierten zéhlen die Replikationsurspriinge im Lamin-B2- und (-Globin-Lokus humaner
Zellen sowie ein Replikationsursprung in Nachbarschaft zum Dihydrofolatreduktasegen
in Hamsterzellen [I0I]. Zur Charakterisierung der Sequenzeigenschaften von Replikati-
onsurspriingen in Saugerzellen existiert daher nur sehr wenig Datenmaterial. Verschiede-
ne Arbeiten suggerieren sogar, dass Plasmide mit zufélligen humanen DNA-Sequenzen
in der Lage sind, autonom zu replizieren, wenn die humanen DNA-Fragmente grofier
als 20 kB sind [102][I03][104]. Auf dieser Basis wurden Plasmidvektoren mit groflen
humanen DNA-Fragmenten konstruiert. Die Replikation wurde hier durch vermutete
Replikationsurspriinge in den humanen DNA-Fragmenten initiiert. Zur regelgerechten
Segregation der replizierten Genome der Vektoren wurden EBNA-1 und das FR-Element
des EBV-oriP eingesetzt. Diese Plasmidvektoren sind auch in der Lage, in Nagerzellen
zu replizieren, in denen das oriP/EBNA-1-System nicht funktioniert [105]. Auf Grund
dieser Datenlage erschien es sinnvoll, moglichst grofie Teile der HC-Ad-Vektoren mit hu-
maner Fiill-DNA {iber eines der genannten Rekombinasesysteme zu zirkularisieren und
parallel zum oriP /EBNA-1-Replikationssystem einen der gut charakterisierten humanen
Replikationsurspriinge zur Replikation der Vektorgenome einzusetzen. Hierfiir wurde der
Replikationsursprung aus dem humanen Lamin-B2-Genlokus gewihlt [106]. Dies ist der
von allen bekannten am umfassendsten charakterisierte Replikationsursprung [107][108].
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2 Zielsetzung

HC-Ad-Vektoren transduzieren eine Vielzahl ruhender und proliferierender Zellen un-
terschiedlichen Ursprungs und sind relativ leicht in hohen Titern produzierbar. Sie sind
auf Grund ihrer groflen Aufnahmekapazitét fiir Transgene, der geringen Toxizitdt und
der geringen Immunogenitit gegeniiber anderen Vektorsystemen fiir gentherapeutische
Zwecke zu bevorzugen.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war eine Bestimmung der drei wesentlichen Kenngro-
Ben von HC-Ad-Vektorpriaparationen, ndmlich der Zahl der infektitsen Partikel, der Zahl
der nicht-infektiosen Partikel und der Zahl der Helferviruspartikel nur eingeschrinkt iiber
fehlerbehaftete funktionelle und physikalische Assays moglich. HC-Ad-Vektoren kénnen
nicht in Plaque-Assays titriert werden, da sie keine viralen Gene besitzen, die einen
produktiven Infektionszyklus erlauben. Auch Reportergen-Assays zur Titration sind ab-
héngig vom Vorhandensein einer entsprechenden Expressionskassette und zeigen starke
Variabilitéit zwischen verschiedenen Zelllinien.

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit bestand daher in der Entwicklung eines standar-
disierbaren, DN A-basierten und Reportergen-unabhéngigen Assays, der eine verlédssliche
Bestimmung der drei Kenngrofien von HC-Ad-Vektorpriaparationen mit einheitlicher Me-
thodik ermoglicht (Teil I). Dieser sogenannte ,,Slotblot“-Assay sollte die Grundlage bilden
fiir die Vektordosis-abhéingigen und Kopienzahl-orientierten Experimente in Teil IT und
IIT dieser Arbeit. Insbesondere der in Teil III durchzufithrende Vergleich verschiedener
HC-Ad-Vektoren, die nicht mit funktionellen Assays titriert werden kénnen, machte die
Entwicklung dieser Methode erforderlich.

In den Teilen IT und III der vorliegenden Arbeit sollte die Fahigkeit von HC-Ad-Vektoren,
langzeitige Transgenexpression zu vermitteln, evaluiert werden. Hierbei ist zu unterschei-
den zwischen postmitotischen, ruhenden Zellen und proliferierenden Geweben, die unter-
schiedliche Strategien zur Vermittlung einer langzeitigen Transgenexpression erfordern.
Fiir ruhende Zellen kann davon ausgegangen werden, dass HC-Ad-Vektorgenome kei-
ne Befdhigung zur Replikation besitzen miissen, um episomal in den Zellen erhalten zu
bleiben. Diese Hypothese sollte am Beispiel des retinalen Pigmentepithels (RPE), einem
Paradigma fiir ruhende Zellen und zugleich einem potenziellen gentherapeutischen Ziel-
gewebe, tiberpriift werden (Teil II). Mithilfe des in Teil I entwickelten Assays sollte die
fiir eine effiziente und spezifische Transduktion notwendige HC-Ad-Vektordosis in vivo
bestimmt werden. Hierauf aufbauend sollte, ebenfalls in vivo, der zeitliche Verlauf der
Transgenexpression nach Transduktion des retinalen Pigmentepithels ermittelt werden.
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2 Zielsetzung

Diese Experimente sollten die Grundlage fiir einen moglichen therapeutischen Einsatz
von HC-Ad-Vektoren im retinalen Pigmentepithel bilden.

Im Gegensatz zu ruhenden Geweben wie dem RPE ist davon auszugehen, dass HC-Ad-
Vektorgenome in proliferierenden Zellen verloren gehen, da sie keine Mechanismen zur
Replikation und regelgerechten Verteilung der replizierten Genome auf die Tochterzellen
besitzen. Da eine Vielzahl von gentherapeutisch relevanten Geweben nicht wie das RPE
aus postmitotischen Zellen besteht, sondern eine natiirliche Proliferationsrate aufweist,
bestand das dritte Ziel der Arbeit in der Entwicklung und Uberpriifung von Strategien,
die den episomalen Erhalt von HC-Ad-Vektorgenomen auch in proliferierenden Geweben
ermoglichen kénnen (Teil I1T). Ein episomaler Erhalt der Vektoren ist einer Integration
in das Wirtsgenom der Zielzelle vorzuziehen, da hierbei ein deutlich geringeres Risiko
fiir eine nachteilige insertionelle Mutagenese besteht.

Die Genome der HC-Ad-Vektoren sollten nach Transduktion der Zielzellen {iber eine
DNA-Rekombinase zirkularisiert werden, um die Probleme zu umgehen, die sich bei
der Replikation freier DNA-Enden ergeben koénnen. Hierzu sollten die Rekombinase-
systeme Rag-1/Rag-2 und FLP/Frt auf ihre Eignung zur Zirkularisierung der HC-Ad-
Vektorgenome getestet werden. Als Replikationssysteme fiir die gebildeten Zirkel sollten
das oriP/EBNA-1-System aus Epstein-Barr-Virus (EBV) sowie ein gut charakterisier-
ter humaner Replikationsursprung aus dem Lamin-B2-Genlokus eingesetzt werden. Die
F#higkeit der so modifizierten HC-Ad-Vektorgenome zur Replikation sollte sowohl iiber
DNA-basierte Southern- als auch iiber Transgenexpression-abhingige, durchflusscyto-
metrische Assays in stark proliferierenden Tumorzelllinien getestet werden. Zudem sollte
ein moglicher Einfluss der eingesetzten Vektormengen auf die Effizienz der Replikation
gepriift werden. Die Titer der verschiedenen HC-Ad-Vektoren mussten hierfiir iiber den
in Teil I entwickelten Assay bestimmt werden, da keine anderen verldsslichen Assays
verfiighar waren.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien und Geréite

3.1.1 Materialien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern im Text nicht anders angegeben, mit dem
Reinheitsgrad p.a. von AppliChem (Darmstadt) bezogen.

Bakterienmedien und -agar wurden in Pulverform bei Invitrogen (Karlsruhe) erworben.
Die verwendeten DNA-modifizierenden Enzyme stammten von der Firma New England
Biolabs (Frankfurt).

Oligodesoxyribonukleotide wurden von Invitrogen (Karlsruhe) synthetisiert.

Der Anti-EBNA1-Hybridomiiberstand war ein Geschenk von Prof. W. Hammerschmidt
(Miinchen). Der Peroxidase-gekoppelte Ziege-anti-Ratte-IgG wurde von Calbiochem be-
zogen.

Zellkulturmedien und Medienzusétze wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Ge-
fafle fiir die Zellkultur sowie Eppendorf-Reaktionsgefiafie und Falcon-Rohrchen stammten
von Renner (Dannstadt-Schauernheim).

Rundbodenrshrchen (5 ml) fiir durchflusscytometrische Messungen wurden von Becton-
Dickinson (Heidelberg) bezogen.

3.1.2 Gerite

Die Hersteller und Typen der methodenspezifischen Geréte sind in der Beschreibung der
jeweiligen Methode aufgelistet. Dariiber hinaus wurden eingesetzt: ein Autoklav Tutt-
nauer 3870 EL (Systec, Wettenberg), Heizblocke Select (VWR, Darmstadt), Inkubatoren
Binder BD-115 fiir Agarkulturen von F.coli , Inkubationen von DNA-modifizierenden
Enzymreaktionen, zum Backen von Membranen und zur Sterilisation von Glaspipetten
(VWR, Darmstadt), ein pH-Meter WTW pH526 (VWR, Darmstadt), das Reinstwasser-
system EASYPure UV /UF (Werner, Leverkusen), sterile Werkbénke CleanAir CAIRev4
(Mahl, Kaarst), die Tischzentrifugen biofuge fresco (Heraeus, Hanau), 5417C (Eppen-
dorf, Hamburg) und Sigma 6K15 (Sigma, Osterode), Wasserbiader 1225 (VWR, Darm-
stadt) sowie Zellkulturinkubatoren mit Isolation und COs-Begasung (Forma Scientific,
Marietta, Ohio, USA).
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3.2 Arbeiten mit Bakterienkulturen

3.2.1 Flissigkulturen von E.col:

E.coli wurde in Luria Broth Base Medium unter Zusatz von Selektionsantibiotikum kul-
tiviert. Fiir kleinvolumige Kulturen (1,5 ml) wurden 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifle,
fiir grofivolumige Kulturen (200 ml) 500-ml-Erlenmeyerkolben verwendet. Die Kulturen
wurden in einem Inkubator mit Schiittelvorrichtung (New Brunswick Scientific, Niirtin-
gen) bei 250-300 rpm und 37°C kultiviert. Als Selektionsantibiotikum wurden Ampicillin
in einer Endkonzentration von 100 pg/ml oder Kanamycin in einer Endkonzentration
von 50 ug/ml eingesetzt. Das Animpfen der Fliissigkulturen erfolgte durch Uberfiihren
eines einzelnen Klones von einer Agarplatte.

3.2.2 Festkulturen von FE.col:

Zur Selektion einzelner Klone wurden 10-cm-Kulturschalen (Greiner, Pleidelsheim) mit
je 20 ml Luria Broth Agar plus Selektionsantibiotikum verwendet. Die Konzentrationen
der Selektionsantibiotika entsprachen denen der Fliissigkulturen (s. Abschnitt S.

28).

3.2.3 Transformation von FE.col:z
Transformation von Plasmid-DNA

Zur Transformation von Plasmid-DNA wurden je 20 pl ultrakompetente XIL.2-blue-
Bakterien (Stratagene, Heidelberg) auf Eis aufgetaut, in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsge-
faBen mit 0,5 ul 2-Mercaptoethanol (1,42 M) sowie 10-1000 ng Plasmid-DNA versetzt und
5 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde fiir 45 s ein Hitzeschock bei 42°C in einem
Wasserbad durchgefiihrt und nach zweiminiitiger Abkiihlung auf Eis die Transforma-
tionsansétze mittels Verdiinnungsausstrichen auf Agarplatten mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum ausgebracht. Die Agarplatte wurde 12-16 h bei 37°C inkubiert.

Transformation von DNA aus Ligationsreaktionen

Zur Transformation von DNA aus Ligationsreaktionen (s. Abschnitt S. wur-
den je 50 ul ultrakompetente XL2-blue-Bakterien (Stratagene, Heidelberg) auf Eis auf-
getaut, in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefilen mit 0,5 pul 2-Mercaptoethanol (1,42 M)
versetzt und 10 min auf Eis inkubiert. Es wurden je 2 ul Ligationsreaktionsgemisch zu-
gegeben und weitere 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde fiir 45 s ein Hitzeschock bei
42°C in einem Wasserbad durchgefiihrt, die Transformationsansétze mit je 300 ul SOC-
Medium (Invitrogen, Karlsruhe) ohne Selektionsantibiotikum versetzt und 45-60 min bei
37°C inkubiert. Im Anschluss hieran erfolgte der Ausstrich der Transformationsanséitze
auf Agarplatten mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum.
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3.2.4 Plasmidisolierung aus E.col:
Plasmidisolierung im kleinen Mafistab

Die Plasmidisolierung im kleinen Mafistab wurde zur Gewinnung von Plasmiden aus
Klonen, die aus der Transformation von DNA aus Ligationsreaktionen hervorgegan-
gen waren, eingesetzt (s. Abschnitt S. . FEinzelne Klone wurden in 1,5-ml-
Fliissigkulturen iiberfithrt und 12-16 h im Schiittelinkubator inkubiert (s. Abschnitt
S. . Die Kulturen wurden in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (20000xg, 45 s,
RT), der Mediumiiberstand abgesaugt und die Niederschlige in je 200 pul TELT-Puffer re-
suspendiert. Mit einer Injektionsnadel wurden die Deckel der Eppendorf-Reaktionsgefifie
durchstochen und die Bakteriensuspensionen in einem Heizblock bei 96°C 3 min gekocht.
Anschliefilend wurden die Lysate 5 min auf Eis gekiihlt und dann zentrifugiert (20000xg,
10 min, RT). Die Uberstéinde wurden in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifie transferiert
und mit 100 pl Isopropanol gemischt. Zur Prazipitation der Plasmid-DNA erfolgte eine
erneute Zentrifugation (20000xg, 10 min, RT). Die Uberstiinde wurden abgesaugt und
zu den Niederschldgen wurden je 100 ul 70% Ethanol pipettiert. Es wurde wieder zentri-
fugiert (20000xg, 5 min, RT), der Uberstand abgesaugt, die Niederschlige bei RT 5-10
min luftgetrocknet und in 25 pl TE (s. Abschnitt S. resuspendiert.

TELT:
50 mM Tris (pH 8,5), 60 mM EDTA, 2,5 M LiCl, 0,4% Triton X-100,
1 Spatelspitze Lysozym

Plasmidisolierung im groflen Maf3stab

Die Plasmidisolierung im groflen Mafistab wurde zur Gewinnung grofler Mengen Plasmid-
DNA aus Klonen, die aus der Transformation von Plasmid-DNA hervorgegangen waren,
eingesetzt (s. Abschnitt S. . Finzelne Klone wurden in 200-ml-Fliissigkulturen
iiberfithrt und 12-16 h im Schiittelinkubator inkubiert (s. Abschnitt S. [28). Die
Kulturen wurden in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (6000xg, 15 min, 4°C ) und der
Mediumiiberstand verworfen. Fiir die Plasmidisolierung wurden kommerzielle Maxiprep-
Kits (Qiagen, Hilden) eingesetzt. Die alkalische Lyse und die Reinigung der DNA mittels
der mitgelieferten Anionenaustauschersdulen wurde geméfl Herstellerangaben durchge-
fithrt. Nach Elution der Plasmid-DNA in 50-ml-Falcon-Réhrchen wurde diese mit 0,6
Volumen Isopropanol versetzt und 1 h bei -20°C inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifuga-
tion in einer Tischzentrifuge mit Ausschwingrotor (5000xg, 30 min, 4°C, Rotor: 12325,
Sigma, Osterode). Der Uberstand wurde verworfen, der Niederschlag in 300 pl TE resus-
pendiert, in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefife iiberfithrt und einer Ethanolprizipitation
unterzogen. Abschlieflend wurde der Niederschlag in 200-500 pl TE (s. Abschnitt
S. resuspendiert.
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3.3 Arbeiten mit Desoxyribonukleinsduren

3.3.1 Aufbewahrung von DNA-LGsungen

Plasmid-DNA mit einer Grofie von iiber 8 kB wurde in TE-Puffer (pH 8,5) bei 4°C
aufbewahrt. Kleinere Plasmid-DNA wurde in TE-Puffer (pH 7,5) wahlweise bei 4°C oder
bei -20°C gelagert. Genomische DNA aus eukaryotischen Zellen wurde in TE-Puffer (pH
8,5) bei -20°C aufbewahrt. Vektorfragmente und Insertfragmente fiir Ligationsreaktionen
(s. Abschnitt S. wurden in 10 mM Tris (pH 8,5) ohne Zusatz von EDTA
bei 4°C gelagert. Einzelstringige Oligodesoxyribonukleotide wurden in HoO bei -20°C
aufbewahrt.

TE-Puffer:
10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5 oder pH 8,5 mit HCI eingestellt

3.3.2 Bestimmung von DN A-Konzentrationen

Die Konzentration ¢ von DNA in wéssrigen Losungen wurde mit einem Spektralpho-
tometer (Amersham-Pharmacia, Freiburg) bestimmt. Folgender Zusammenhang wurde
gemifl dem Lambert-Beerschen Gesetz zum Errechnen der Konzentration aus der ge-
messenen Extinktion F bei einer Wellenlénge von 260 nm verwendet:

¢(dsDNA)[ng/pl]= Eas0 -V - 50,

wobei V' den Verdiinnungsfaktor in der Messkiivette darstellt. Bei einem Verhéltnis der
Extinktionen bei 260 nm und 280 nm von gzgg = 1,7 — 2,0 wurde die Préparation als
proteinfrei betrachtet. Zur Bestimmung der Konzentration einzelstrangiger Oligodesoxy-

ribonukleotide wurde

c(ssDNA)[ng/pl]= Eag0 - V - 40,

zu Grunde gelegt.

3.3.3 Préazipitation von DNA aus wéssrigen Losungen
Ethanolprézipitation

Zur Prézipitation von DNA aus wéssriger Losung mit Ethanol wurde diese mit 0,1 Vo-
lumen Natriumacetatlosung (3 M, pH 5,2) gemischt und 2-2,5 Volumen Ethanol (100%)
zugesetzt. Nach griindlicher Durchmischung wurde in einer Tischzentrifuge zentrifugiert
(20000xg, 5-30 min, 4°C) und der Uberstand abgesaugt. Der Niederschlag wurde mit
70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (20000xg, 10 min 4°C). Der Uberstand
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wurde verworfen, der Niederschlag 5-10 min bei RT luftgetrocknet und in TE resuspen-
diert. Vektor- und Insertfragmente fiir Ligationsreaktionen (s. Abschnitt [3.3.10} S.
wurden in 10 mM Tris (pH 8,5) gelost.

Isopropanolprizipitation

Zur Prézipitation mit Isopropanol wurde die wéssrige DNA-L6sung mit 0,5-0,7 Volumen
Isopropanol versetzt und gemischt. AnschlieBend wurde zentrifugiert (20000xg, 5-30 min,
4°C oder RT), der Uberstand verworfen, der Niederschlag mit 70% Ethanol gewaschen,
zentrifugiert (20000xg, 10 min, 4°C) und vor Resuspendierung in TE 5-10 min bei RT
luftgetrocknet.

3.3.4 Restriktionsverdau von DNA

Fiir den Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden die vom Hersteller
der jeweiligen Enzyme empfohlenen Puffer und Temperaturen verwendet. Verdaue bei
37°C wurden in einem Inkubator, Verdaue iiber 37°C in einem Heizblock durchgefiihrt.
Verdaue derselben DNA mit mehreren Enzymen wurden grundsétzlich nacheinander
durchgefiihrt. In diesem Fall wurde zwischen zwei Verdauen eine Ethanolpréizipitation

vorgenommen (s. Abschnitt S. B0).

Analytische Restriktionsverdaue

Die Standardvolumina fiir analytische Restriktionsverdaue betrugen 10 ul oder 20 pl
mit 1-5 U Enzym. Analytische Restriktionsverdaue wurden in Mikrotiterplatten (Nunc,
Wiesbaden) durchgefiihrt.

Préaparative Restriktionsverdaue

Praparative Restriktionsverdaue erfolgten in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefidfien in 100
pul Gesamtvolumen mit maximal 20 pg DNA. Enzymmenge und Verdauzeit wurden so
aufeinander abgestimmt, dass maximal 10-facher Uberverdau erfolgte. Sollten keine wei-
teren enzymatischen Modifikationen der DNA aus préparativen Restriktionsverdauen
erfolgen, so wurde diese entweder einer Agarosegelelektrophorese (s. Abschnitt
S[32)) sowie anschlieBender Gelextraktion (s. Abschnitt S. oder einer Phenol-

extraktion (s. Abschnitt S. unterzogen.

3.3.5 Phenolextraktion von DNA-L6sungen

Zur Inaktivierung und Entfernung unerwiinschter Proteine aus wéssrigen DNA-Losungen
wurden Phenolextraktionen durchgefiihrt. Hierzu wurde das Volumen der wéssrigen
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DNA-Losung mit TE (pH 8,5) in einem Eppendorf-Reaktionsgefafi auf 200-500 pl einge-
stellt und ein gleiches Volumen TE-dquilibriertes Phenol zugegeben (Invitrogen, Karls-
ruhe). Die Phasengrenzfliche zwischen wissriger und organischer Phase wurde durch
starkes Schiitteln (1 min) vergroflert und das Gemisch zentrifugiert (20000xg, 5 min,
RT). Die wissrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefafl iiberfiithrt und
mit einem gleichen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Es wurde er-
neut stark geschiittelt (1 min), zentrifugiert (20000xg, 5 min, RT) und abschliefiend die
wissrige Phase in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefil iiberfithrt und einer Ethanolpré-

zipitation unterzogen (s. Abschnitt [3.3.3] S. [30).

3.3.6 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur analytischen sowie praparativen Trennung von
DNA-Fragmenten eingesetzt. Sie erfolgte in horizontalen Elektrophoresekammern mit 50
ml oder 150 ml Gelvolumen und 12 ecm Laufstrecke (Hoefer, San Francisco, USA). Als
Gel- und Laufpuffer wurde TBE verwendet. Die Agarosekonzentration der Gele betrug
applikationsabhingig 0,6-2,0%. Die Agarose wurde durch Kochen in einer Mikrowelle in
TBE gelost, nach kurzem Abkiihlen mit 0,5 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml, Roth, Karls-
ruhe) pro 50 ml Gelvolumen versetzt und in eine Gelkammer gegossen. Auf Ethidiumbro-
mid wurde verzichtet, wenn die DNA nach der Elektrophorese auf eine Nylonmembran
transferiert werden sollte.

Zur Elektrophorese wurden die DNA-Proben mit 0,1 Volumen 10-fach Ladepuffer ver-
setzt und in die Geltaschen pipettiert. Es wurde eine Spannung von 4-8 V/cm Gellén-
ge angelegt. Die DNA-Fragmente wurden nach der elektrophoretischen Trennung auf
einem UV-Transilluminator (Intas, Gottingen) bei 312 nm durch die Fluoreszenz des
Ethidiumbromids sichtbar gemacht. Fiir praparative Gele wurde zur Visualisierung ein
DarkReader (MoBiTec, Gottingen) verwendet, um die Bildung von Thymindimeren zu
vermeiden.

TBE:
90 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA, pH 8,0
Probenpuffer (10-fach):
60 mM EDTA, 10% Glycerol, 1 Spatelspitze Bromphenolblau

3.3.7 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Agarosestiickchen mit den gewiinschten DNA-Fragmenten wurden auf einem DarkReader
mit sterilen Skalpellen aus den Agarosegelen geschnitten, in maximal 400 mg schwere
Stiicke geteilt und diese in 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifle tiberfithrt. Die Extraktion
der DNA aus den Agarosestiicken erfolgte mithilfe des ,Qiagen Gel Extraction Kits“
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben unter Zusatz von 10 pl Natriumacetat (3 M, pH
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5,2) pro 400 mg Agarose sowie Einbeziehung der optionalen Waschschritte. Abschlieflend
wurde eine Ethanolprazipitation durchgefiihrt (s. Abschnitt S. 30).

3.3.8 Erzeugung glatter Enden aus 5-Uberhingen

Die Erzeugung glatter Enden aus 5’-Uberhingen in priparativen Restriktionsverdau-
en erfolgte mittels Klenow-Enzym. Zu den pridparativen Restriktionsverdauen wurden
dNTPs (Endkonzentration je dNTP: 33 pM) und Klenow-Polymerase (1 U/pug DNA)
pipettiert. Die Reaktion wurde bei 30°C in einem Heizblock fiir 20 min durchgefiihrt.
Zum Abbrechen der Reaktion wurden 10 ul EDTA (0,5 M, pH 8,5) zugefiigt und eine
Phenolextraktion durchgefiihrt (s. Abschnitt S. BI).

3.3.9 Dephosphorylierung des 5’-Endes von DN A-Fragmenten

Vor Ligationen wurde eine Dephosphorylierung der 5’-Enden des Vektorfragmentes (De-
finition s. Abschnitt S. vorgenommen, um eine Selbstligation zu verhindern.
Die Dephosphorylierung erfolgte nach Moglichkeit direkt im praparativen Restriktions-
verdau (s. Abschnitt S. oder in 100 ul eines beliebigen Restriktionsverdau-
puffers in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefafien durch Zugabe von 1,5 U alkalischer K&l-
berdarmphosphatase (CIP) pro 10 pg DNA und Inkubation bei 37°C fiir eine Stunde.
Abschliefilend wurden 10 ul EDTA (0,5 M, pH 8,0) zugesetzt und eine Phenolextraktion

durchgefiihrt (s. Abschnitt S. 31).

3.3.10 Ligationen

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mithilfe von T4-DNA-Ligase in dem zugeho-
rigen Puffer in einem Gesamtvolumen von 10 ul in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifien.
Im Folgenden werden das grofite DNA-Fragment einer Ligationsreaktion als Vektorfrag-
ment und die kleineren DNA-Fragmente als Insertfragmente bezeichnet.

Vektor- und Insertfragmente wurden zur Trennung koh#siver Enden sowie zur Auflésung
moglicher Supersekundérstrukturen 5 min bei 42°C in einem Heizblock inkubiert und
anschlieend auf Eis gekiihlt. Pro Ligationsreaktion wurden 100 ng Vektorfragment mit
gegebenenfalls dephosphorylierten 5’-Enden und Insertfragment in molaren Verhéltnis-
sen von 1:2, 1:5 und 1:10 eingesetzt.

Als Kontrollen dienten Selbstligationen sowohl von Vektor- als auch von Insertfragment.
Die Ligation erfolgte mindestens 2 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden Trans-
formationen in XL2-blue-Bakterien (Stratagene, Heidelberg) durchgefiihrt (s. Abschnitt

523, 5. ).
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3.3.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von dsDNA erfolgte nach dem Prinzip des ,Cycle Sequencing“mit
BigDye-Terminatoren und AmpliTaq DNA Polymerase (PE Biosystems, Weiterstadt)
und wurde vom Servicelabor des ZMMK als Auftragsarbeit durchgefiihrt.

3.3.12 Polymerase-Kettenreaktion
Konstruktion von Primern fiir die Polymerase-Kettenreaktion

Die Konstruktion von Primern fiir die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte von Hand. Die
Mindestldnge betrug 18 Desoxyribonukleotide, die Mindestschmelztemperatur 55°C. Die
Schmelztemperatur T;,, wurde mit der Formel

Tn[°Cl=(A+T)-2)+ ((G+ C)-4)

berechnet, wobei A die Summe der Adeninbasen, T' die Summe der Thyminbasen, C' die
Summe der Cytosinbasen und G die Summe der Guaninbasen des Oligodesoxyribonu-
kleotides bezeichnen.

Durchfiihrung

Polymerase-Kettenreaktionen wurden in 50 pl Gesamtvolumen im PCR-Automat Uno
IT (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Die Konzentration jedes Desoxyribonukleotides
betrug 200 uM, die jedes Primers 300 nM. Zu analytischen Zwecken sowie zur Prépara-
tion von Ausgangsmaterial fiir DNA-Sonden wurde Taq-DNA-Polymerase (Invitrogen,
Karlsruhe) und der zugehorige Puffer unter Zusatz 1,5 mM MgCly (Endkonzentrati-
on) verwendet. Fiir priparative Polymerase-Kettenreaktionen zur anschliefenden Klo-
nierung des entstandenen Fragmentes wurde Pfu-Polymerase (Stratagene, Heidelberg)
in dem mitgelieferten Puffer eingesetzt. Bei PCR mit genomischer DNA wurden 1-2 pg,
bei PCR mit Plasmid-DNA 1-10 ng eingesetzt. Die initiale Denaturierung erfolgte im-
mer fiir 5 min bei 96°C. Die Annealing-Temperatur wurde 5°C unterhalb der errechneten
Schmelztemperatur der eingesetzten Oligodesoxyribonukleotide angesetzt. Bei pripara-
tiver PCR wurde iiber 25, ansonsten iiber 30 Zyklen amplifiziert.

Aufarbeitung von PCR-Reaktionen

Praparative Polymerase-Kettenreaktionen wurden mit dem ,PCR Purification Kit“(Qia-
gen, Hilden) gemifl Herstellerangaben gereinigt und anschliefend eine Ethanolprizipita-
tion durchgefiihrt. Polymerase-Kettenreaktionen zur Préaparation von DNA-Sonden, die
mit Plasmid als Template durchgefiithrt worden waren, wurden zusétzlich einer pripara-
tiven Agarosegelelektrophorese (s. Abschnitt S. mit anschliefender Extraktion
des Fragmentes (s. Abschnitt S. unterzogen.
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3.3.13 Southern-Transfer von Nukleinsduren auf Membranen

Fiir den gravitationsunterstiitzten, alkalischen Kapillartransfer von DNA aus Agaro-
segelen auf Hybridisierungsmembranen wurde ein Transferaufbau in Abwandlung von
Southern [I09] gemdfl Chomczynski verwendet [I10]. Als Hybridisierungsmembranen
dienten positiv geladene Nylonmembranen (Pall, Dreieich).

Depurinierung und Denaturierung

Vor dem Transfer wurden die DNA-Agarosegele 2x15 min bei Raumtemperatur in Depu-
rinierungslésung (0,25 M HCI) geschwenkt. Dann wurde 20 min in Denaturierungslésung
(0,4 M NaOH) inkubiert und das Gel in den Transferaufbau integriert.

Transfer, Neutralisation und Fixierung

Der Transfer erfolgte in 0,4 M NaOH fiir 3-12 h. Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurde die
Membran zur Neutralisierung iiberschiissiger Natronlauge 2x5 min in 2xSSC geschwenkt.
Abschlielend wurde die Membran 30 min bei 120°C in einem Inkubator gebacken.

2xSSC:
0,3 M NaCl, 30 mM Natriumcitrat, pH 7,0

3.3.14 Detektion immobilisierter Nukleinsduren auf Nylonmebranen

Alle Inkubationen von Nylonmembranen mit Prahybridisierungs-, Hybridisierungs- und
Waschlosungen wurden in 200-ml-Glasréhren (Biometra, Géttingen) in einem temperier-
ten Rotationsinkubator (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Puffer und Waschlésungen
wurden vor ihrer Verwendung in einem Wasserbad temperiert. Die Hybridisierung er-
folgte in Abwandlung nach [111].

Prahybridisierung

Die Priéhybridisierung erfolgte in Priahybridisierungspuffer fiir 2 h bei 45°C-68°C. Es
wurden 20 ml Prihybridisierungspuffer pro 150 cm? Membran eingesetzt.

Prahybridisierungspuffer:
0,3 M NaCl, 30 mM Natriumcitrat, pH 7,0
0,5 mg/ml Heringssperma-DNA, 10% Dextransulfat
0,5% Magermilchpulver (fettreduziert), 1% SDS
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Hybridisierung mit DNA-Sonden

Im Anschluss an die Priahybridisierung erfolgte die Hybridisierung mit 32P-markierten
einzelstriangigen DNA-Sonden. Diese wurden unmittelbar vor der Verwendung 2 min in
einem Wasserbad gekocht, weitere 2 min auf Eis gekiihlt und direkt in den Prahybridi-
sierungspuffer pipettiert. Die Hybridisierung erfolgte 12-18 h bei 68°C im Rotationsin-
kubator. Nach der Hybridisierung wurde die Nylonmembran 2x10 min mit Waschpuffer
1 und 2x10 min mit Waschpuffer 2 bei 68°C gewaschen. Abschliefend wurde die Mem-
bran luftgetrocknet und in Klarsichttiiten (Kapak-Scotch, Minneapolis, USA) verpackt.
Zur Visualisierung der Signale wurden entweder Rontgenfilme (Amersham-Pharmacia,
Freiburg) oder eine Phosphorimagerplatte (Amersham-Pharmacia, Freiburg) in den ent-
sprechenden Expositionskassetten aufgelegt.

Waschpuffer 1:
0,3 M NaCl, 30 mM Natriumcitrat, pH 7,0
0,1% SDS

Waschpuffer 2:
15 mM NaCl, 1,5 mM Natriumcitrat, pH 7,0
0,1% SDS

Herstellung 3?P-markierter DNA-Sonden

Die Herstellung 3?P-markierter DNA-Sonden aus den entsprechenden DNA-Schablonen
erfolgte mittels Klenow-Polymerase und Heptadesoxyribonukleotiden mit zufilliger Se-
quenz. 200 ng der DNA-Schablone wurden in einem Gesamtvolumen von 10 pl HyO 5
min in einem Wasserbad gekocht und 3 min auf Eis gekiihlt. Die Klenowreaktion wurde
mithilfe des DNA-Labeling-Kits RediPrime (Amersham-Pharmacia, Freiburg) nach Her-
stellerangaben unter Zusatz von 32P-markiertem dCTP (5 uCi) durchgefiihrt. Zur Reini-
gung der Sonden iiber ein Molekularsieb wurden Sephadex G-50 Sdulen (Roche, Mann-
heim) eingesetzt. Alternativ wurde das DNA-Labeling-Kit RediPrime II (Amersham-
Pharmacia, Freiburg) eingesetzt, das nach dem gleichen Prinzip funktioniert, allerdings
eine Reinigung der Sonde eriibrigt.

3.4 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

3.4.1 Zellkulturmedien

Als Zellkulturmedien wurden Pulvermedien der Firma Invitrogen (Karlsruhe) eingesetzt.
Diese wurden nach Herstellerangaben in HoO gel6st, mit den entsprechenden Mengen
Bikarbonat versetzt, steril filtriert und bei 4°C gelagert. Vor der Verwendung wurde
fotales Kélberserum (Endkonzentration 10%) sowie Penicillin-G/Streptomycinsulfat/L-
Glutamin (Endkonzentrationen: 100 U/ml, 100 pg/ml, 292 pg/ml) zugesetzt.
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Tabelle 3.1: Verwendete Zellen, zugehorige Medien und Teilungs-
raten beim Passagieren.

Zelllinie Medium Teilungsrate
293-HEK MEM 1:5

HeLa MEM 1:5-1:8
HepG2 a-MEM  1:6

Hepal-6 a-MEM  1:6

A549 MEM 1:7-1:8
Hela-EBNA1 oa-MEM  1:3

293-cre66 a-MEM  1:5-1:6
N52E6 a-MEM  1:5

3.4.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Alle eukaryotischen Zellen wurden bei 37°C und 5% CO5 kultiviert. Je nach Prolifera-
tionsgeschwindigkeit wurden die Zellen zweimal pro Woche passagiert, indem mit PBS
gewaschen wurde, die Zellen 2-10 min mit Trypsin-EDTA-L6sung (Invitrogen, Karlsru-
he) von der Kulturschale gelost und ein Aliquot auf neue Kulturschalen iiberfithrt und
mit frischem Medium versetzt wurde. Tabelle S. |37 gibt einen Uberblick iiber die
verwendeten Zellen, das zugehorige Medium und die Teilungsrate beim Passagieren.

PBS:
137 mM NaCl, 2,7 mM KC1
14 mM NaoHPOy, 1,76 mM KH;POy4, pH 7,4

3.4.3 Gefrierkulturen eukaryotischer Zellen

Zum Einfrieren eukaryotischer Zellen wurden diese zweimal mit PBS gewaschen, mit
Trypsin-EDTA-Losung vom Kulturgefafl gelost und in 3,6 ml Einfriermix resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde zu gleichen Teilen auf zwei 2-ml-Kryorshrchen (Nunc, Wies-
baden) verteilt und 15 min bei RT stehen gelassen. Die Kryorshrchen wurden dann
iiber Nacht in einem Isopropanolbad auf -80°C gekiihlt und anschliefend in fliissigem
Stickstoff gelagert. Zur Reaktivierung eingefrorener Zellen wurden diese bei 37°C ziigig
aufgetaut, der Inhalt eines Kryorohrchens auf eine 15-cm-Zellkulturschale plattiert und
unter tiglichem Mediumwechsel bis zur Konfluenz gezogen.

Einfriermix:

90% FCS, 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim)
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3.4.4 Transfektion eukaryotischer Zellen

Die Transfektion eukaryotischer Zellen erfolgte durch Ca-PO4-DNA-Komplexe [112]. Am
Vorabend der Transfektion wurden 1-3 - 10% zu transfizierende Zellen auf einer 6-cm-Kul-
turschale ausgesit. Am néchsten Tag wurden 6-8 pg der zu transfizierenden DNA in 176
pl HoO mit 24 pl CaCle-Losung (2 M) versetzt und gut gemischt. Diese Losung wurde
unter starkem Mischen (Fuge-Vortex, Biosan, Riga, Lettland) langsam zu 200 ul HEBS-
Puffer (2-fach), vorbereitet in einem 15-ml-Falconréhrchen, getropft. Anschlieflend er-
folgte eine Inkubation bei 37°C fiir 30 min. Wahrend der Inkubationszeit wurden die
zu transfizierenden Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 ml frischem Medium versetzt.
Hierzu wurden die Ca-PO4-DNA-Komplexe getropft und 4-12 h unter normalen Zellkul-
turbedingungen inkubiert. AbschlieBend wurde das Mediumvolumen auf 6 ml ergénzt.

HEBS-Puffer (2-fach):
50 mM HEPES, 280 mM NaCl, 1,5 mM NaoHPO,, pH 7,13

3.4.5 Priaparation von DNA aus eukaryotischen Zellen
Priparation mittels ,,QiaAmp DNA Mini Kit¢

Die Priiparation genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen (1-4-10° Zellen in 200 ul
PBS) mittels ,QiaAmp DNA Mini Kit* (Qiagen, Hilden) erfolgte geméfl Herstelleranga-
ben. Im Anschluss an die Elution von der Sdule wurde die DNA einer Ethanolfillung
unterzogen (s. Abschnitt S. und in 10-50 ul TE resuspendiert.

Priparation mittels Phenolextraktion

Zur Priparation genomischer DNA mittels Phenolextraktion wurde die Zellsuspensi-
on (1-4-10% Zellen in 500 pl PBS) mit je 0,1 Volumen Proteinase K (5 mg/ml), SDS
(10%) und EDTA (250 mM) versetzt und {iber Nacht bei 37°C inkubiert. Abschlieend
wurde eine Phenolextraktion mit anschliefender Ethanolprézipitation durchgefiihrt (s.
Abschnitt S. und die DNA in 10-50 ul TE resuspendiert.

3.4.6 Durchflusscytometrie mit eukaryotischen Zellen

Die Durchflusscytometrie von eukaryotischen Zellen zum Nachweis der Expression des
yenhanced green fluorescent protein“ EGFP erfolgte mit dem Durchflusscytometer FACS-
Calibur der Firma Becton-Dickinson (Heidelberg). Die zu analysierenden Zellen wur-
den mit PBS gewaschen, kurz trypsiniert (2 ml Trypsin-EDTA /10-cm-Kulturschale),
das Trypsin abgesaugt, die Zellen durch Klopfen von den Kulturschalen gelost und in
PBS/2% FCS/20 mM EDTA in einer Dichte von 0,5-2- 10% Zellen/ml resuspendiert und
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im Durchflusscytometer mit hoher Flussrate vermessen. Die Analyse der Messungen er-
folgte mit der Software CellQuest (Becton-Dickinson, Heidelberg).

3.4.7 Nachweis von 3-Galactosidase in Zellen

Zum Nachweis von -Galactosidase in eukaryotischen Zellen wurden diese mit PBS gewa-
schen, fiir 3 Minuten mit 0,5% Glutaraldehyd in PBS fixiert, zweimal mit PBS gewaschen
und iiber Nacht bei 37°C in Féarbelosung inkubiert. Die Anzahl an blau gefirbten Zellen
wurde unter einem Lichtmikroskop bestimmt.

Farbelosung:
77 mM NasHPO,, 23 mM NaHoPO,
1,3 mM MgCIQ, 3 MM KgFe(CN)G, 3 mM K4F€(CN)6
4% Bluogal in Dimethylformamid (Dianova, Hamburg)

3.5 Arbeiten mit adenoviralen Vektoren

3.5.1 Verwendete Produktionszelllinien

Zur Produktion von Helferviren des Typs AdLC8cluc wurde die N52E6-Zelllinie verwen-
det [13]. Zur helfervirusabhéingigen Produktion von HC-Ad-Vektoren wurde die Zelllinie
293-cre66 (Schiedner, unpublished) eingesetzt. Die Kultivierung dieser Zelllinien erfolgte
unter den in Abschnitt S. [37] angegebenen Bedingungen.

3.5.2 Aufbewahrung von Adenovirus

Gereinigte Adenoviren wurden in TBS mit 10% Glycerol bei -80°C gelagert. Rohlysate
(s. Abschnitt S.[40) wurden ohne Glycerolzusatz ebenfalls bei -80°C gelagert.

TBS:
25 mM Tris, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4

3.5.3 Infektion eukaryotischer Zellen mit Adenovirus

Infektionen eukaryotischer Zellen mit gereinigtem Adenovirus oder Virus aus Rohlysaten
von Zellen erfolgten in reduzierten Volumina des entsprechenden Kulturmediums fiir 2-
16 h bei 37°C und 5% CO,. Danach wurde auf das Standardvolumen aufgefiillt. Tabelle
S. [0] zeigt die verwendeten Volumina. Bei Infektion mit Rohlysaten wurden diese
nicht durch Zentrifugation von Zelltriimmern befreit.
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Tabelle 3.2: Verwendete Medienvolumina zur Infektion und
Standardvolumina, auf die nach der Infektion aufgefiillt wurde.

Fliche des Volumen bei der Standard-

Kulturgefifles Infektion volumen
2 cm? 300 pl 1 ml

57 cm? 2 ml 6 ml

157 cm? 6 ml 15 ml

350 cm? 12 ml 30 ml

3.5.4 Erzeugung von Rohlysaten aus infizierten Produktionszellen

Zum Freisetzen von Adenovirus aus den Produktionszellen wurden diese durch Spiilen
mit einer Pipette und leichtes Klopfen vollstéindig von den Kulturgeféfien geldst, zentri-
fugiert (400xg, 10 min) und in 1 ml (fiir 2- 10% Zellen), 2 ml (fiir 2-4 - 107 Zellen) oder 4
ml (fiir 2-4-108 Zellen) TBS resuspendiert. Die Zellen in der Suspension wurden durch
dreimaliges Einfrieren/Auftauen in Nyq, und einem Wasserbad (37°C) aufgebrochen.
Rohlysate wurden nach Moglichkeit unmittelbar vor ihrer Verwendung erzeugt.

3.5.5 Erzeugung von Helferviren

Die Erzeugung von Helferviren des Typs AdLC8cluc [26] erfolgte mithilfe einer gerei-
nigten Stammlosung dieses Virus. Es wurden zwei 15-cm-Kulturschalen mit je 2-107
Zellen mit 5 MOI AdLCS8cluc infiziert. MOI bezeichnet die ,multiplicity of infection®,
also die Zahl infektitser Virionen, die pro Zelle verwendet wird. Nach Auftreten eines
vollen CPEs (nach ca. 48 h) wurde Rohlysat erzeugt. Der Titer des Rohlysates wurde
abgeschitzt, indem je 2-10% N52E6-Zellen in 6-cm-Kulturschalen mit steigenden Men-
gen des Lysates infiziert wurden. Die Menge Rohlysat, bei der die infizierten Zellen nach
48 h einen vollen CPE zeigten, wurde auf 2-10® Zellen hochgerechnet und eben diese
Menge zur Infektion von 10 15-cm-Kulturschalen mit je 2- 107 N52E6-Zellen verwendet.
48 h nach der Infektion wurden die Zellen geerntet, Rohlysat erzeugt und das Virus per
CsCl-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt.

3.5.6 Dichtegradientenzentrifugation von Rohlysaten

Adenoviren wurden zu hohen Titern mittels CsCl-Dichtegradientenzentrifugation aus
Rohlysaten von 2-4-10% Produktionszellen gereinigt. Die Rohlysate wurden zur Ab-
trennung von Zelltriimmern zentrifugiert (400xg, 10 min), der Uberstand in ein 50-ml-
Falcon-Rohrchen iiberfithrt und mit TBS auf 20 ml aufgefiillt. Nach Zusatz von 10 g CsCl
(Roche, Mannheim) wurde die Losung zu gleichen Teilen auf zwei Ultrazentrifugations-
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rohrchen des Typs UltraClear (Beckmann, Miinchen) verteilt und im Ausschwingrotor
SW-41Ti (Beckmann, Miinchen) in der Ultrazentrifuge L7-65 des gleichen Herstellers ul-
trazentrifugiert (176000xg, 20 h, 4°C). Die Ultrazentrifuge wurde bis 800 rpm gebremst
und dann ohne Bremse auslaufen gelassen. Mit einer Injektionsnadel (20G, 0,9 mm)
wurden die Virusbanden in je maximal 2 ml Volumen in Kaniilen (Omnifix, Braun,
Melsungen) abgezogen, vereinigt und nach Auffiillen mit einer CsCl/TBS-Losung (5g
CsCl/10ml) erneut ultrazentrifugiert (176000xg, 20 h, 4°C). Bremsen der Zentrifuge
und Abziehen der Virusbande erfolgten analog zur ersten Ultrazentrifugation.

Viren, die nicht fiir einen Einsatz in vivo vorgesehen waren, wurden nur einmal ultra-
zentrifugiert.

3.5.7 Entsalzung der Viren nach Dichtegradientenzentrifugation

Unmittelbar nach Abziehen der Virusbanden aus CsCl-Gradienten wurden die CsCl-
haltigen Virussuspensionen iiber ein Molekularsieb entsalzt. Hierzu wurden PD-10-S&u-
len (Amersham-Pharmacia, Freiburg) mit 5x5 ml TBS &quilibriert, das Volumen der
Virussuspension mit TBS auf 2,5 ml eingestellt und diese auf die Séule aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit 5 ml TBS, wobei 1-ml-Fraktionen gesammelt wurden. Die virushal-
tigen Eluatfraktionen 2 und 3 wurden vereinigt, mit 0,22 ml Glycerol (100%) versetzt,
aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.

3.5.8 Erzeugung von HC-Ad-Vektoren in seriellen Amplifikationen

HC-Ad-Vektoren wurden durch Transfektion der zu Grunde liegenden DNA und Infek-
tion mit Helfervirus erzeugt. Die in diesem Schritt entstandene, zunéchst sehr geringe
Menge infektitsen Vektors wurde schrittweise vergréfert, indem wiederholt Produktions-
zellen mit Rohlysaten des Vektors und mit gereinigtem Helfervirus koinfiziert wurden
(serielle Amplifikationen).

Zur Transfektion wurde die dem HC-Ad-Vektor zu Grunde liegende Plasmid-DNA durch
praparativen Verdau (s. Abschnitt S. mit der Restriktionsendonuklease Pmel
linearisiert, um die Ad5-ITRs freizusetzen. Der Verdau wurde mittels Phenolextraktion
gereinigt (s. Abschnitt S. BI). 6-8 ug der gereinigten DNA wurden abends in
2-10° 293-cre66-Zellen transfiziert (s. Abschnitt S. . Am néchsten Tag erfolgte
eine Infektion mit 5 MOI Helfervirus AdLC8cluc. Nach 48 h, d.h. bei Auftreten eines
vollstdndigen CPEs wurde Rohlysat aus den Zellen erzeugt (s. Abschnitt S. .
Dieses Lysat mit sehr geringen Vektormengen wurde als Ausgangsmaterial fiir serielle
Amplifikationen eingesetzt. Tabelle S. 2] zeigt die in den einzelnen Amplifikationen
verwendeten Zell-, Lysat- und Helfervirusmengen.

Fiir die Erzeugung der Vektoren, die das oriP/EBNA-1-Replikationssystem beinhalte-
ten, wurde eine Abwandlung des Standardprotokolls vorgenommen. Hierzu wurden die
Produktionszellen grundsétzlich zuerst mit Helfervirus infiziert. Erst 4-6 h nach dieser
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Tabelle 3.3: Serielle Amplifikationen von HC-Ad-Vektoren.

Amplifikation Nr. Zellzahl infiziert mit Koinfektion mit

Helfervirus
1 2-10° 1/2 Lysatmenge aus 5 MOI
Transfektion
2 2-10°  1/2 Lysatmenge aus 5 MOI
Amplifikation 1
3 2-107 volle Lysatmenge 5 MOI
aus Amplifikation 2
4 2-107 1/2 Lysatmenge aus 5 MOI
Amplifikation 3
5 4-107 volle Lysatmenge 5 MOI

aus Amplifikation 4

Infektion wurde die Transfektion mit Vektor-Plasmid beziehungsweise die Infektion mit
Rohlysat durchgefiihrt. Dies sollte eine Replikation der HC-Ad-Vektorgenome erlauben,
bevor signifikante Mengen EBNA-1 synthetisiert werden, da vermutet wird, dass die Pra-
senz von EBNA-1 die adenovirale Replikation von Vektoren inhibiert, die oriP besitzen
[113]. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion bzw. Infektion mit Rohlysat geerntet.

3.5.9 Erzeugung von HC-Ad-Vektoren mit hohem Titer

Zur Erzeugung von HC-Ad-Vektoren mit hohem Titer wurden 2-4 - 10% 293-cre66 Zellen
mit der vollen Lysatmenge aus der seriellen Amplifikation Nr.5 sowie 5 MOI Helfervirus
AdLCS8cluc koinfiziert. Nach 48 h wurde Rohlysat erzeugt (s. Abschnitt S.
und der Vektor iiber CsCl-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt (s. Abschnitt
S. [i0).

Alternativ wurden 2-4 - 108 293-cre66-Zellen mit 10 MOI gereinigtem HC-Ad-Vektor und
5 MOI Helfervirus AdLC8cluc koinfiziert.

3.5.10 Praparation von DNA aus gereinigten Adenoviren

Zur Préaparation von DNA aus gereinigten Adenoviren wurde das ,,QiaAmp DNA Mini
Kit“ (Qiagen, Hilden) eingesetzt. Es wurden 100 ul der Virussuspension (entsprechend
1-108-1-107 infektiosen Partikeln) mit 100 ul PBS und 20 pl der mitgelieferten Pro-
teinase K versetzt und dann nach Herstellerangaben verfahren. Nach Elution der DNA
von der Sdule wurde diese einer Ethanolfdllung unterzogen (s. Abschnitt S.
und in 10-20 pl TE resuspendiert. Zur Analyse der Integritit wurde die DNA mit geeig-
neten Restriktionsenzymen geschnitten und einer analytischen Agarosegelelektrophorese

unterzogen (s. Abschnitt S.[32).
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3.5.11 Plaque-Assay zur Titerbestimmung von
Erstgenerationsvektoren

Zur Titerbestimmung von Erstgenerationsvektoren sowie zur Bestimmung der Helfervi-
ruskontamination von HC-Ad-Vektorpriaparationen mittels Plaque-Assay in Abwandlung
nach [37] wurden je 2-10% N52E6- oder 293-Zellen in 6-cm-Kulturschalen mit verschie-
denen Verdiinnungen der Vektorpridparation infiziert. Nach 24 h wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit einem Agaroseoverlay iiberschich-
tet. Nach 10-15 Tagen wurden die entstandenen Plaques lichtmikroskopisch kontrolliert
und gezéhlt. Aus der Zahl der Plaques wurde fiir jede Verdiinnung der entsprechende
Vektortiter errechnet.

Agaroseoverlay:
MEM-Medium, 0,5% Agarose (Seakem GTG, Maine, USA)
0,5% Penicillin/Streptomycin, 0,05% Hefeextrakt, 5% FCS

3.5.12 Titrierung von HC-Ad-Vektoren

Die im Folgenden vorgestellten Methoden zur Titrierung von HC-Ad-Vektoren wurden
im Rahmen dieser Arbeit entwickelt.

Bestimmung des infektiésen Titers

Zur Bestimmung des infektiosen Titers von HC-Ad-Vektoren wurden HeLa- oder A549-
Zellen in 24-Loch-Zellkulturschalen in einer Dichte von 1-10°/Vertiefung ausgesit. Am
darauf folgenden Tag wurden die Zellen jeweils in Doppelbestimmung mit 2 ul, 10 ul
und 20 pl einer 1:10 - 1:50 Verdiinnung des zu titrierenden Vektors in einem Mediumvo-
lumen von 300 pl infiziert (s. Tabelle S.[0) und iiber Nacht bei 37°C unter 5% COq
inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen und mit 200
ul PBS/5 mM EDTA pro Vertiefung iiberschichtet. Nach Inkubation fiir 10-15 min bei
37°C wurden die Zellen durch mehrfaches Spiilen mit einer Pipette vollstéindig von dem
Kulturgefafl gelost und in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifle iiberfithrt. Zur Erstellung
eines Standards wurden 10 Vertiefungen mit nicht-infizierten Zellen auf gleiche Weise
behandelt und nach Uberfithren in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifie mit geeignetem
Plasmidstandard versetzt (5 Konzentrationsstufen mit 1-10% bis 1-10% Kopien jeweils
in Doppelbestimmung). Unmittelbar darauf wurden alle Zellen zur Lyse und Denatu-
rierung der DNA mit 200 pl 0,8 N NaOH versetzt, kraftig gemischt und 20-30 min bei
Raumtemperatur lysiert. Die Lysate wurden erneut kriftig gemischt und jeweils 300 pl
in einer Slotblotapparatur (Hoefer, San Francisco, USA) mit einer Vakuumpumpe auf
eine positiv geladene Nylonmembran (Pall, Freiburg), dquilibriert in 0,4 N NaOH, ge-
blottet. Die Membran wurde zur Neutralisation iiberschiissiger NaOH in SSC (2-fach)
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geschwenkt und 20-30 min bei 120°C in einem Inkubator gebacken. Prahybridisierung,
Hybridisierung und Waschen erfolgten wie in Abschnitt S. angegeben. Als
Sonde diente ein PCR-Produkt des linken adenoviralen ITRs (bp 1-440). Dieses wur-
de wie beschrieben mit 3?P markiert (s. Abschnitt S. . Die Quantifizierung
der Signale erfolgte mittels Phosphorimager und der Software ImageQuaNT (Molecu-
lar Dynamics, Freiburg). Zur Berechnung der Titer wurde fiir den Plasmidstandard eine
Geradengleichung bestimmt. Der Korrelationskoeffizient wurde mit Microsoft-Excel (Mi-
crosoft, Miinchen) errechnet.

Bestimmung der Gesamtpartikelzahl mittels Slotblot

Zur Bestimmung der Gesamtpartikelzahl mittels Slotblot wurden in Doppelbestimmung
je 2 ul, 10 ul und 20 pl einer 1:300 - 1:1500 Verdiinnung des zu titrierenden Vektors in
200 pl PBS/5 mM EDTA in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifie pipettiert und zur Lyse
der Partikel und Denaturierung der DNA je 200 pul 0,8 N NaOH zugegeben. Zur Erstel-
lung eines Standards wurden in Doppelbestimmmung 5 Konzentrationsstufen (s.o.) eines
geeigneten Plasmids in 200 pul PBS/5 mM EDTA in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefiafien
erstellt und mit je 200 ul 0,8 N NaOH versetzt. Vektor sowie Standard wurden stark
gemischt und 20-30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 300 pul jeder Losung wurden in
einer Slotblotapparatur (Hoefer, San Francisco, USA) mit einer Vakuumpumpe auf eine
positiv geladene Nylonmembran (Pall, Freiburg), dquilibriert in 0,4 N NaOH, geblottet.
Das weitere Vorgehen entsprach dem im Abschnitt iiber die Bestimmung des infektiosen
Titers beschriebenen.

Bestimmung der Helferviruskontamination mittels Slotblot

Zur Bestimmung der Helferviruskontamination einer gereinigten HC-Ad-Vektor-Pripa-
ration wurden je 2 ul, 10 ul und 20 ul des zu titrierenden Vektors unverdiinnt oder 1:20
verdiinnt (in TBS) eingesetzt und wie zur Bestimmung der Totalpartikelzahl verfahren.
Als Sonde wurde ein 32P markiertes PCR-Produkt der Fiber-Region von Ad5 (bp 31042-
32390) eingesetzt. Als Standard-Plasmid diente pVB5 [114].

3.6 Arbeiten mit Proteinen

3.6.1 Totalproteinpréaparation aus Zellen

Zur Totalproteinpriparation aus adhirenten eukaryotischen Zellen wurden diese zweimal
mit PBS gewaschen, mit PBS/5 mM EDTA bedeckt (1 ml in einer 6-cm-Kulturschale)
und 5-15 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden durch mehrfaches Spiilen mit einer
Pipette vollstdndig von der Kulturschale gelost, die Suspension in ein 1,5-ml-Eppendorf-
Reaktionsgefif iiberfiihrt und zentrifugiert (300xg, 5 min). AnschlieBend wurden die
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Zellen in 100 pl SDS-Ladepuffer (2-fach) resuspendiert und 10 min bei 96°C in einem
Heizblock gekocht. Nach Abkiihlen wurde die Suspension zentrifugiert (20000xg, 10 min)
und der Uberstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefif iiberfithrt. Diese Totalprote-
insuspension wurde bei -20°C gelagert und unmittelbar vor der SDS-PAGE erneut 5 min
bei 96°C in einem Heizblock gekocht.

SDS-Ladepuffer (2-fach):
20% Glycerol(v/v), 0,7 M 2-Mercaptoethanol, 4% SDS (w/v),
125 mM Tris pH 7,0
1 Spatelspitze Bromphenolblau

3.6.2 SDS-PAGE

Zur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) von Proteinen wurden 10-12%
Polyacrylamidgele verwendet. Die Gele wurden in Gieapparaturen der Firma Bio-Rad
(Miinchen) hergestellt.

Die Proteinproben (s. Abschnitt S.[44)) wurden 5 min bei 96°C in einem Heizblock
denaturiert und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Elektrophoresekammern der
Firma Bio-Rad (Miinchen) in Laufpuffer (1-fach) bei 4°C in einem Kiihlraum zunéchst
bei 70 V, nach Passage der Lauffront durch das Sammelgel bei 100 V.

Trenngel (10%):
4 ml 40%Acrylamid/0,8% Bisacrylamid,
3,75 ml Tris (1 M pH 8,8), 0,1 ml SDS (10%, w/v),
2 ml Hy0, 0,1 ml APS (10%, w/v), 0,01 ml TEMED

Sammelgel (5%):
0,5 ml 40%Acrylamid/0,8% Bisacrylamid,
0,5 ml Tris (1 M pH 6,8), 0,04 ml SDS (10%, w/v),
2,9 ml H,0, 0,04 ml APS (10%, w/v), 0,005 ml TEMED

Laufpuffer (10-fach):
2 M Glycin, 250 mM Tris, 1% SDS

3.6.3 Western-Transfer auf Nitrocellulosemembranen

Zum Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulosemembranen (Am-
ersham, Freiburg) wurde eine Nasstransferapparatur der Firma Biorad (Miinchen) ein-
gesetzt. Der Transfer erfolgte im Kiihlraum iiber Nacht bei 30 V in Transferpuffer.

Transferpuffer:
25 mM Tris, 150 mM Glycin, 20% Methanol (v/v)
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3.6.4 Immunologischer Proteinnachweis auf Nitrocellulosemembranen

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen wurde das
»ECL-Detection-Kit“ (Amersham, Freiburg) eingesetzt. Hierbei wurde nach Herstelleran-
gaben verfahren. Das Blocken der Membran sowie die Inkubationen mit den Antikérpern
erfolgten unter Zusatz von 5% Milchpulver und 0,1% Tween-20.

3.7 Tierexperimentelle und immunhistologische Arbeiten

Die tierexperimentellen Arbeiten und zugehorige Analysen wurden in Zusammenarbeit
mit U. Schraermeyer und T. Luther (Universitidtsaugenklinik, Labor fiir experimentelle
Ophthalmologie, Universitidt zu K6ln) durchgefiihrt.

3.7.1 Isolierung primérer retinaler Pigmentepithelzellen

Zur Isolierung primérer retinaler Pigmentepithelzellen wurden die Bulbi adulter, pigmen-
tierter Long-Evans-Ratten durch einen 360° Einschnitt an der Ora serrata gedffnet. Die
neurale Retina wurde entfernt, die freigelegte RPE-Zellschicht in Trypsinlosung (0,25%
Trypsin, 0,02% EDTA) getaucht und 20 min bei 37°C inkubiert. Die RPE-Zellen wur-
den vorsichtig mit der sterilisierten Spitze einer Pasteurpipette vom Stroma gelost und
in DMEM-Medium bis zu 90% Konfluenz kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die
Transduktion mit HC-Ad-Vektor.

3.7.2 Subretinale Vektorinjektion

Zwolf Monate alte Wistar-Ratten wurden zunichst mit COy und anschlieffender intra-
peritonealer Injektion von Ketanest (Parke-Davis, Morris Plains, New Jersey, USA) fiir
ungefihr 40 min anéisthesiert. Nach Applikation von Proparacain-Augentropfen wurde
eine laterale Cantothomie durchgefiihrt. Die Bindehaut wurde am Limbus getffnet und
die angrenzende Kammer punktiert. Die Viruspréparationen oder deren Verdiinnungen
in TBS wurden in einem Endvolumen von 0,5 pl unter mikroskopischer Kontrolle in den
subretinalen Raum injiziert.

3.7.3 Scanning Laser Opthalmoskopie (SLO)

Vor der SLO-Analyse wurden die Ratten durch Injektion von Ketanest an#sthesiert.
Nach Applikation mydriatischer Augentropfen erfolgte die Untersuchung mittels SLO
(Rodenstock, Miinchen). Unter Verwendung eines Fluorescein-Blockierungsfilters und
der Anregungswellenldnge von 488 nm wurde die EGFP-Fluoreszenz aufgezeichnet. Ein
Infrarotfilter diente als Test fiir die Spezifitdt der Fluoreszenz. Die Bilder wurden auf
S-VHS aufgezeichnet.
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3.7.4 Entnahme transduzierter Augen

Die Augen wurden enukleiert und iiber Nacht in 4% Paraformaldehyd fixiert. Das vor-
dere Segment und die Linse wurden entfernt und das hintere Segment durch radiale Ein-
schnitte in Richtung des optischen Nervs als ganzes Stiick préipariert. Nach vorsichtigem
Entfernen der neurosensorischen Retina wurde die RPE-Zellschicht unter Anwendung
der entsprechenden Filtersets mikroskopisch analysiert.

3.7.5 Anfertigung von Priparaten fiir die Elektronenmikroskopie

Zur Anfertigung von Priparaten fiir die Elektronenmikroskopie wurden die Augen nach
Entfernung der Hornhéute in 4% Paraformaldehyd, 0,1 M Kakodylatpuffer, 100 mM Sac-
charose (pH 7,4) bei 4°C iiber Nacht fixiert. Fluoreszierende Bereiche der Priaparationen
wurden ausgeschnitten, mit 1% OsQOy, 0,1 M Kakodylatpuffer 3 h fixiert, als Ganzes mit
Uranylacetat gefiirbt, mehrfach in Aceton dehydriert und in Spurr-Harz eingebettet. Es
wurden 0,7 um dicke Schnitte angefertigt, mit Uranylacetat und Bleicitrat gefarbt und
unter einem Elektronenmikroskop (Carl Zeiss 902 A, Jena) betrachtet.

3.7.6 Immunhistochemischer Nachweis von EGFP

Nach Enukleation wurden die Augen in Isopentan eingefroren, Gefrierschnitte angefer-
tigt und diese auf mit 0,05% Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrigern luftgetrocknet.
Die Schnitte wurden in 0,05 M PBS (pH 7,4), 1% Ziegenserum 15 min inkubiert. Es
wurde dreimal mit PBS gewaschen und 30 min in Methanol, 0,3% HsO inkubiert.
Nach mehrfachem Waschen in PBS wurden die Schnitte bei 4 °C iiber Nacht in po-
lyklonalem Antiserum gegen EGFP aus Hase (Dianova, Hamburg) verdiinnt in PBS
(1:200) inkubiert. Anschliefend wurde dreimal mit PBS gewaschen. Der zweite Anti-
korper (Cy3-gekoppelter anti-Hase-IgG) wurde 1:800 in PBS verdiinnt und hierin die
Schnitte 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde dreimal mit PBS gewaschen, die
Schnitte dehydriert und in Entellan eingebettet (EM Science, Darmstadt). Zur Analyse
wurden sowohl EGFP-spezifische Filter, als auch Cy3-spezifische Filter verwendet. Uber-
lagerungen von Fotos desselben Gewebeausschnittes erzeugt mit den beiden Filtersédtzen
wurden per Software erstellt (Openlab). Als Kontrolle dienten Schnitte, die nicht mit
anti-EGFP-Antikorper behandelt wurden.

3.7.7 Immunologische Assays

Die vollstéindigen, Paraformaldehyd-fixierten Retinas wurden viermal fiir 10 min in 0,05
M TBS-Losung gewaschen. Zum Blockieren wurden die Retinas 10 min mit 0,5 M NH4Cl,
0,25% Triton und zweimal 60 min mit 0,5 M TBS, 5% bovines Serumalbumin (Fraktion
V, Sigma, Deisenhofen) inkubiert. Zur Detektion von Makrophagen, Monozyten oder
dendritischen Zellen wurde der Antikérper T3003 (BMA, Augst, Schweiz) eingesetzt. Zur
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Detektion von T-Zellen wurde der Antikérper KiTiR (BMA, Augst, Schweiz) verwendet.
Beide Antikorper wurden 1:50 in TBS verdiinnt und die Retina-Préparate iber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach Waschen in TBS wurde 1 h mit einer 1:800 Verdiinnung eines Cy3-
markierten Ziege-anti-Maus-Antikoérpers (Dianova, Hamburg) gefirbt und die Préparate
mit einem Rhodaminfilter mikroskopisch analysiert.
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4 Ergebnisse - Teil 1

4.1 DNA-basierte Charakterisierung von
HC-Ad-Vektorpraparationen

Eine HC-Ad-Vektorpraparation enthélt nach der Reinigung iiber CsCl-Dichtegradienten
neben infektiosen und nicht-infektitsen HC-Ad-Vektorpartikeln auch Helferviruspartikel.
Zur vollstindigen Charakterisierung von HC-Ad-Vektorpriparationen muss daher (1)
eine Bestimmung der Gesamtpartikelzahl, bestehend aus der Summe infektitser und
nicht-infektioser Partikel, (2) eine Bestimmung des Anteils infektioser Partikel und (3)
eine Bestimmung der Kontamination mit Helferviruspartikeln erfolgen. Bislang existieren
zur Ermittlung dieser drei Parameter nur unzureichende Methoden.

4.1.1 Bestimmung des infektiosen Titers

Zur Bestimmung des infektiosen Titers einer HC-Ad-Vektorpraparation wurde ein DNA-
basierter Assay (,Slotblot“) entwickelt. Ziel dieser Entwicklung war ein leicht standar-
disierbarer Assay, der eine Bestimmung des infektiosen Titers von HC-Ad-Vektoren auf
DNA-Ebene, unabhéngig von der Expression eines Reportergens erlaubt. Dieser Assay
beruht auf Infektion einer Referenzzelllinie mit verschiedenen Volumina der zu testen-
den Vektorpraparation, anschlielender Lyse der Zellen, Immobilisierung der freigesetzten
Vektor-DNA auf einer Nylonmembran und deren Quantifizierung durch Hybridisierung
mit einer vektorspezifischen Sonde sowie Vergleich der Signalintensitéit mit Plasmid-DNA
bekannter Konzentration. Im Folgenden werden zunéchst die technischen Voraussetzun-
gen fiir einen solchen Assay beschrieben, die sich zum Teil aus Vorexperimenten und zum
Teil aus der Literatur ergeben. Es wird ein standardisiertes Protokoll zur Bestimmung
des infektiosen Titers von HC-Ad-Vektorpraparationen priasentiert und an einem Beispiel
demonstriert. Schliellich erfolgt eine experimentelle Bewertung von Reportergen-Assays
und deren Abgrenzung vom Slotblot-Assay.

Technische Voraussetzungen

Referenzzelllinie Als Referenzzelllinien dienten Hela- oder A549-Zellen. Beide Zell-
linien weisen eine hohe Suszeptibilitit fiir Ad5 auf, ermoglichen die Replikation von HC-
Ad-Vektoren nicht und werden zur Charakterisierung von adenoviralen Vektoren der
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ersten Generation eingesetzt [37]. Als Kulturgefd wurden 24-Loch-Kulturschalen mit
einer Zelldichte von 1-10°/Vertiefung gewihlt. Diese Zellzahl erlaubt den Einsatz von
nur geringen Vektormengen bei gleichzeitig verldsslichem Nachweis der intrazelluldren
Vektor-DNA nach Infektion der Referenzzellen.

Infektion der Referenzzellen Die Infektion der Referenzzellen sollte in reduziertem
Volumen erfolgen, um eine moglichst optimale Infektionseffizienz zu erzielen [43]. Dieses
Volumen wurde fiir die verwendeten Kulturgefiie mit einer Fliche von 2 cm? mit 300 pl
bestimmt. In diesem reduzierten Volumen kénnen die Zellen ohne Nachteile fiir die Dauer
der Infektion von 12-16 h verbleiben. Diese Infektionsdauer gewéhrleistet, dass iiber 96%
der infektiosen Partikel einer Vektorpréparation tatséchlich in die Zellen gelangen [43],
andererseits aber eventuelle Verluste durch bereits erfolgte Zellteilungen gering bleiben.

Waschen und Ernte der Zellen Nach Abschluss der Infektion sollten die Zellen gut
gewaschen werden, um nicht-infektioses Virus zu entfernen. Virale Partikel, die nicht-
infektios sind, aber dennoch DNA enthalten, wiirden ansonsten einen scheinbar erh6hten
infektiosen Titer verursachen. Das Waschen erfolgte geméfl Greber [115] mit zweimal 1
ml auf 37°C erwidrmtem PBS fiir 5 min. Greber et al konnten zeigen, dass 80% des an
Zellen gebundenen Virus innerhalb von 20 min internalisiert werden [115]. Die restlichen
Partikel werden wieder ins Medium abgegeben, weshalb sie leicht durch Waschen mit
PBS entfernt werden kénnen [115]. Somit kann davon ausgegegagen werden, dass nach
griindlichem Waschen der Zellen nur ein kleiner Fehler in der Titerbestimmung durch
zellgebundenes, aber nicht internalisiertes Virus entsteht.

Die Zellen konnten leicht durch Inkubation in 200 ul PBS/5 mM EDTA (10 min, 37°C)
von dem Kulturgefif3 abgelost und zur Lyse in 1,5-ml-Eppendorf-Rektionsgefifle iiber-
fithrt werden.

Lyse der infizierten Zellen In Vorexperimenten konnte gezeigt werden, dass die
infizierten Zellen durch Inkubation in 0,4 N NaOH fiir 20 min unter gelegentlichem
starken Mischen auf einfache Weise vollstindig lysiert werden kénnen. Die Kontrolle
der Lyse erfolgte lichtmikroskopisch. Diese Methode bietet zugleich den Vorteil, dass
Zelllyse und Denaturierung der DNA in einem Arbeitsschritt erfolgen. Somit konnte ohne
weiteren Arbeitschritt ein Aliquot des Lysates fiir den Transfer auf die Nylonmembran
verwendet werden. Alternative Lysemethoden wie Sonifizierung oder Lyse der Zellen auf
Membranen erwiesen sich im Vergleich als technisch zu aufwéndig oder unzuverlissig.

Transfer auf Nylonmembranen Der Transfer der Zelllysate und damit der freige-
setzten Vektor-DNA auf Nylonmembranen erfolgte in einer Slotblotapparatur der Firma
Hoefer (San Francisco, USA). Hierbei erwies es sich als vorteilhaft, 50-75% des Lysat-
volumens pro Schlitz zu transferieren, da diese Menge den Durchfluss nicht verstopft,
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Abbildung 4.1: Plasmid-DNA als Standard, aufgetragen mit
Zelllysat von je 1-105 HeLa-Zellen (obere Hilfte) und ohne Zell-
lysat (untere Hilfte). Plasmid-DNA, die ohne Zelllysat aufgetra-
gen wird ergibt stérkere Signale. Standard-Plasmid ist das infek-
tiose Plasmid pVB5 (36 kB, kodierend fiir einen Erstgenerations-
Vektor) [114] in einer Konzentration von 1-10° Kopien/pl. Als
32P_markierte Sonde dienten die linken 440 bp von Ad5.

aber ausreichende Signalintensitéiten liefert. Es erwies sich nach erfolgtem Transfer als
notwendig, die Membran durch Schwenken in 2xSSC zu neutralisieren. Dies verhindert
beim Erhitzen lokale Aufkonzentrierungen von NaOH-Resten, die zu lokaler Hydrolyse
der DNA fiithren kénnen.

Plasmid-DNA als Mengenstandard Der Einsatz von Plasmid-DNA als Standard
hat zwei Voraussetzungen. Erstens muss die genaue Konzentration der verwendeten
DNA-L6sung bekannt sein. Diese wurde fiir mindestens 5 Konzentrationsstufen in Mehr-
fachbestimmungen per Messung der ODogg ermittelt. Zweitens miissen Plasmid-DNA
und aus lysierten Zellen freigesetzte Vektor-DNA unter gleichen Bedingungen auf die
Nylonmembran transferiert werden. Abbildung[4.1] S. 1] zeigt, dass hierfiir das Mischen
der Standard-DNA mit nicht-infizierten Kontrollzellen und deren anschlieBende Lyse in
0,4 N NaOH notwendig sind. Der Transfer von Standard-DNA in 0,4 N NaOH ohne Zell-
lysat lieferte um Faktor 2-5 stérkere Signale, als die gleiche DNA-Menge in Zelllysat (s.
Tabelle S. . Dies ist wahrscheinlich auf eine Verkleinerung der Interaktionsfliche
zwischen DNA und Nylonmembran durch Zellfragmente und/oder eine Abséttigung der
DNA-Bindungskapazitit der Membran durch genomische DNA zuriickzufiihren.

Da die nach der Zelllyse freigesetzte adenovirale DNA linear ist, wurde in weiteren Vor-
experimenten gepriift, ob sich lineare und zirkuldre Standard-DNA in diesem Assay
unterschiedlich verhalten. Hierzu wurde der pBluescript-Anteil der Standardplasmide
pVB5 (infektioses Plasmid, kodierend fiir einen Erstgenerationsvektor) [114] und pFrt-
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Tabelle 4.1: Vergleich der Signalintensitdten bei Auftrag von
Plasmid-DNA mit und ohne Zelllysat. Die mittels Phosphorima-
ger ermittelten Signalintensitéten der Membran in Abbildung
S. [61] wurden fiir jede Konzentrationsstufe gemittelt und zur sta-
tistischen Abschétzung fiir die sich ergebenden Reihen der Korre-
lationskoeffizient bestimmt. Die Signalintensitéiten ohne Zelllysat
liegen um Faktor 2-5 hoher als mit Zelllysat. AU sind willkiirliche
Einheit der Signalintensitidt vom Phosphorimager.

Volumen AU-Mittelwert AU-Mittelwert

ohne Zelllysat mit Zelllysat

10 ul 22603 12318

50 ul 146663 65416

100 pl 404094 147052

200 wl 1053595 232547
Korrelationskoeffizient r 0,990 0,991

#39 (Shuttle-Plasmid fiir einen HC-Ad-Vektor) durch Verdau mit Swal (pVB5) und
Pmel (pFrt#39) entfernt und so freie Ad5-ITR-Enden erzeugt. Abbildung[4.2] S.[53|zeigt
den Einsatz der so behandelten Plasmide als Standard-DNA parallel zu ihren zirkuldren
Gegenstiicken. Die Auswertung der Signalintensitdten am Phosphorimager erbrachte kei-
nen signifikanten Unterschied zwischen zirkulédrem oder linearem Plasmid oder zwischen

pVBb5 und pFrt#39.

‘Wahl einer geeigneten Sonde Fiir den Nachweis der immobilisierten Vektor-DNA
auf den Nylonmembranen sollte eine universelle Sonde gewéihlt werden. Als Grundlage
hierfiir boten sich die linken 440 bp von Ad5 an. Diese sind nicht in den Referenzzelllinien,
aber spezifisch in allen HC-Ad-Vektoren sowie Erstgenerationsvektoren enthalten und
transkriptionell nicht aktiv. Des Weiteren enthélt diese Region den ITR von Ad5 und
hybridisiert somit bei allen Erstgenerations- und HC-Ad-Vektoren auch mit dem rechten
Terminus, was die Sensitivitit des Assays erhoht.

Entwicklung eines standardisierten Protokolls

Auf der Basis der Vorexperimente sowie den statistischen Mafigaben, dass die Titerbe-
stimmung aus 6 Einzelmesspunkten iiber 3 Konzentrationsstufen in Doppelbestimmung
zu erfolgen hat und mindestens 4 Standard-Plasmid-Konzentrationen in Doppelbestim-
mung fiir die Bestimmung einer Standardgeraden zu Grunde zu legen sind, wurde das
nachfolgende Protokoll entwickelt.

HeLa- oder A549-Zellen werden in 24-Loch-Kulturschalen in einer Dichte von 1-10°/Ver-
tiefung ausgesidt. Am darauf folgenden Tag werden die Zellen jeweils in Doppelbestim-

52



4 Ergebnisse - Teil 1
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Abbildung 4.2: Zirkuldre und lineare Plasmid-DNA als Stan-
dard. Die Plasmide pVB5 (36 kB) und pFrt#39 (30 kB) bein-
halten jeweils die linken 440 bp und rechten 200 bp von Ad5.
pVB5 wurde mit Swal linearisiert, pFrt#39 mit Pmel, um die
adenoviralen Enden freizusetzen. Die Konzentrationen betrugen
jeweils 1-10° Kopien/ul. Als 32P-markierte Sonde dienten die lin-
ken 440 bp von Ad5. Die Auswertung der Signalintensitdten am
Phosphorimager erbrachte keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen pFrt#39 und pVB5 in linearer und zirkuldrer Form sowie
untereinander.

mung mit 2 pl, 10 pl und 20 pl einer 1:10 - 1:50 Verdiinnung des zu titrierenden Vektors
in einem Mediumvolumen von 300 ul infiziert und iiber Nacht bei 37°C unter 5% CO»
inkubiert. Danach werden die Zellen zweimal mit je 1 ml auf 37°C vorgewédrmtem PBS
gewaschen und mit 200 ul PBS/5 mM EDTA pro Vertiefung iiberschichtet. Nach Inkuba-
tion fiir 10-15 min bei 37°C werden die Zellen durch mehrfaches Spiilen mit einer Pipette
vollstéandig von dem Kulturgefifl gelost und in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefiafie iiber-
fiihrt. Zur Erstellung eines Standards werden 10 Vertiefungen mit nicht-infizierten Zellen
auf gleiche Weise behandelt und nach Uberfiihren in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifie
mit geeignetem Plasmidstandard versetzt (5 Konzentrationsstufen mit 1-10° bis 1-108
Kopien jeweils in Doppelbestimmung). Unmittelbar darauf werden alle Zellen zur Lyse
und Denaturierung der DNA mit 200 ul 0,8 N NaOH versetzt, kréftig gemischt und 20-30
min bei Raumtemperatur lysiert. Die Lysate werden erneut kréftig gemischt und jeweils
300 pl in einer Slotblotapparatur (Hoefer, San Francisco, USA) mit einer Vakuumpumpe
auf eine positiv geladene Nylonmembran (Pall, Freiburg), #quilibriert in 0,4 N NaOH,
geblottet. Die Membran muss zur Neutralisation iiberschiissiger NaOH in SSC (2-fach)
geschwenkt und schliefflich 20-30 min bei 120°C in einem Inkubator gebacken werden.
Prihybridisierung, Hybridisierung und Waschen erfolgten wie in Abschnitt S.
angegeben. Als universelle Sonde dient ein PCR-Produkt des linken adenoviralen ITRs
(bp 1-440). Dieses wird wie beschrieben mit 3?P markiert (s. Abschnitt S. .
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Abbildung 4.3: Bestimmung des infektiosen Titers von vier un-
terschiedlichen HC-Ad-Vektorpriiparationen (HC-AdV1 bis HC-
AdV4). Die Vektoren wurden 1:20 in TBS verdinnt und die
bezeichneten Volumina fiir die Infektion verwendet. Standard-
Plasmid war pFrt#39. Als Sonde wurden die linken 440 bp von
Ad5 verwendet (3?P-markiert).

Die Quantifizierung der Signale erfolgt mit einem Phosphorimager und der zugehorigen
Software.

Exemplarische Bestimmung des infektiosen Titers

Slotblot fiir infektiése Partikel Abbildung S. 4] zeigt ein typisches Ergebnis
einer Titerbestimmung fiir vier unterschiedliche HC-Ad-Vektoren nach diesem Protokoll.

Standardgerade. Die mittels Phosphorimager quantifizierten Signale der Membran
wurden fiir die exakte Titerbestimmung zu Grunde gelegt. Hierzu wurde zunéichst mithil-
fe der Signale fiir das Standardplasmid auf der Basis der allgemeinen Geradengleichung

y=mx-+b

die Geradengleichung fiir eine Standardgerade erstellt, wobei m die Steigung der Geraden
sowie b den Ordinatenabschnitt bezeichnen. Abbildung[4.4] S. [55] zeigt die zu Abbildung
gehorende Standardgerade und die berechneten Parameter der Geradengleichung.

Titerberechnung Die mit der ermittelten Geradengleichung bestimmten Titer fiir die
gezeigten HC-Ad-Vektoren sind in Tabelle S. b5 wiedergegeben. Die der Titerberech-
nung zu Grunde liegenden Signalintensitéiten lagen alle im Bereich des Standardplasmi-
des. Fiir jede Doppelbestimmung wurde das arithmetische Mittel berechnet.
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Abbildung 4.4: Ermittlung der Geradengleichung der Standard-
geraden. m ist die Steigung, b der Ordinatenabschnitt und r der
Korrelationskoeffizient. AU sind willkiirliche Einheiten fiir die vom
Phosphorimager ermittelte Signalstérke.

Tabelle 4.2: Berechnete Titer der Vektoren HC-AdV1 - HC-Ad-

V4. i.p.: infektiose Partikel

Vektor

Titer

HC-AdV1
HC-AdV2
HC-AdV3
HC-AdV4

1,4+0,2-107 i.p./ul
7,84+1,2-10° ip./ul
6,6 +£0,4-10% i.p./ul
5,54+0,9-10° i.p./ul
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i.p./pl
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Abbildung 4.5: Vergleich des infektiosen Titers bestimmt mit-
tels Slotblot mit HeLa und A549-Zellen. HC-AdGS46 exprimiert
(B-gal, HC-AdFK7 exprimiert EGFP. HC-AdFK3 triagt kein Re-
portergen. Die bestimmten Titer zeigen fiir alle drei Vektoren kei-
ne Unterschiede bei Verwendung von A549 oder HeLa-Zellen. i.p.:
infektiose Partikel

4.1.2 Vergleich zwischen Reportergen-Assays und Slotblot zur
Titerbestimmung

Die Titerbestimmung viraler Vektoren erfolgt h&dufig mithilfe von Reportergenen. Die-
se stellen entweder das Transgen des Vektors dar, oder man macht sich virale Gene
fiir einen Reportergen-Assay zu nutze. Zum Vergleich zwischen einem Reportergen-
Assay zur Titerbestimmung und dem vorgestellten Slotblot-Verfahren wurden ein EGFP-
exprimierender HC-Ad-Vektor (HC-AdFKT7) und ein (-gal exprimierender HC-Ad-Vek-
tor (HC-AdGS46) eingesetzt. Mittels Slotblot wurde zunéchst fiir diese beiden Vektoren
sowie einen weiteren (HC-AdFK3), der kein Reportergen triigt, eine Titerbestimmung
sowohl mit A549- als auch mit HeLa-Zellen durchgefiihrt. Abbildung S. [b6| zeigt die
Ergebnisse der Titerbestimmung als Gegeniiberstellung fiir die beiden Zelllinien. Erwar-
tungsgemif ergeben sich fiir die einzelnen Vektoren unter Verwendung von A549- oder
HeLa-Zellen die gleichen Titer.

Mit den Vektoren HC-AdGS46 und HC-AdFK7 wurde ein Reportergen-Assay durchge-
fiihrt. Hierzu wurden HeLa-, A549- und 293-Zellen in 24-Loch-Kulturschalen in einer
Dichte von 1-10°/Vertiefung ausgesit. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 0,05,
0,1, 0,5, 1 und 5 MOI jeweils in Duplikaten infiziert. Die MOI wurden auf Grundlage der
mit A549-Zellen bestimmten Slotblot-Titer berechnet (s. Abbildung 4.5, S. [56). Nach

o6



4 Ergebnisse - Teil 1

48 h wurden die EGFP-exprimierenden Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop ge-
zéhlt beziehungsweise eine J-gal-Farbung und anschlieBende Zellzdhlung vorgenommen.
In HelLa-Zellen ergab die Farbung zum Nachweis der Expression von 3-gal im Gegensatz
zur homogenen Farbung von A549-Zellen nur schwache blaue Punkte. Dieses Féarbepro-
fil erlaubte keine zuverldssige und reproduzierbare Zahlung der positiven Zellen. Auch
eine mehrfache Wiederholung des Experimentes brachte keine Verbesserung. Auf Grund
der schlechten Reproduzierbarkeit der erhaltenen Daten zeigt Abbildung S. die
Ergebnisse fiir A549 und 293 Zellen. Der mit A549-Zellen per Reportergen-Assay er-
mittelte Titer ist vierfach (HC-AdFK7) bis vierzehnfach (HC-AdGS46) niedriger als der
korrespondierende Slotblot-Titer. Um Sensitivitdtsprobleme bei der manuellen Z#hlung
der positiven Zellen auszuschlieflen, wurden erneut A549-Zellen mit HC-AdFKY7 infiziert
und nach 48 Stunden die Zahl EGFP-exprimierenden Zellen mittels Durchflusscytome-
trie bestimmt. Hierbei wurden im Mittel um Faktor 3,2 weniger positive Zellen ermittelt,
als auf Grund des Slotblot-Titers zu erwarten gewesen wére. Somit scheinen Sensitivi-
tatsschwierigkeiten nur fiir einen kleinen Anteil der Unterschiede zwischen Slotblot- und
Reportergen-basiertem Titer verantwortlich zu sein.

Der mit 293-Zellen per Reportergen-Assay ermittelte Titer ist dreifach (HC-AdFK7) bis
sechsunddreissigfach (HC-AdGS46) hoher als der entsprechende mit A549-Zellen und
Reportergen-Assay ermittelte Titer.

Diese Experimente zeigen deutlich eine starke Variabilitdt der Reportergen-Assays in Ab-
héngigkeit von der verwendeten Zelllinie und dem verwendeten Vektor. In HelLa-Zellen
war ein zuverlissiger Reportergen-Assay im Falle des Vektors HC-AdGS46 nicht durch-
fithrbar. Der Slotblot-Assay hingegen liefert mit den beiden verwendeten Referenzzellli-
nien unabhéngig von einer Reportergen-Expression reproduzierbare Ergebnisse. Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass der vorgestellte Assay sich auch zum Vergleich der
Suszeptibilitit verschiedener Zelltypen fiir Ad5-basierte Vektoren eignet.

4.1.3 Bestimmung der Gesamtpartikelzahl

Praparationen adenoviraler Vektoren enthalten immer einen 5- bis 200-fach hoheren
Anteil nicht-infektioser Partikel als infektiose Partikel. Fiir eine vollsténdige Charak-
terisierung einer Vektorpridparation muss daher das Verhiltnis aus nicht-infektiésen zu
infektiosen Partikeln, die sogenannte inverse Bioaktivitdt, bestimmt werden. Die US-
amerikanische Food and Drug Administration (FDA) definiert als Mindestkriterium fiir
den Einsatz einer adenoviralen Vektorpriaparation in klinischen Studien eine inverse Bio-
aktivitdt von hochstens 30 [116]. Der vorgestellte Slotblot-Assay kann mit leichten Va-
riationen auch zur Bestimmung der Gesamtpartikelzahl und somit zur Bestimmung der
inversen Bioaktivitdt herangezogen werden. Das entwickelte Protokoll basiert darauf,
dass adenovirale Partikel bei pH-Werten grofier 9 instabil sind und die enthaltene DNA
freigesetzt wird [42][117]. Es werden exemplarisch die Ergebnisse der notwendigen Vorex-
perimente gezeigt, ein standardisiertes Protokoll zur Bestimmung der Zahl der Gesamt-

Y



4 Ergebnisse - Teil 1

relativer Titer
4
35 ]
3 I
25 ™| o Slotblot-Titer
(A549)
2 = Reportergen-
Titer (A549)
1,5 1o Reportergen-
Titer (293)
1 I
-
0,5 ]
0 - T
HC-AdFK7 HC-AdGS46

Abbildung 4.6: Vergleich zwischen Reportergen- und Slotblot-
Titern. Der Slotblot-Titer fiir HC-AdFK7 und HC-AdGS46 wurde
mit A549-Zellen bestimmt und gleich 1 gesetzt. Die Titer, die mit
dem jeweiligen Reportergen-Assay mit A549- und 293-Zellen er-
mittelt wurden, sind als relative Titer im Vergleich zum Slotblot-
Titer dargestellt. Der mit A549-Zellen per Reportergen-Assay er-
mittelte Titer ist vierfach (HC-AdFKT) bis vierzehnfach (HC-
AdGS46) niedriger als der korrespondierende Slotblot-Titer. Der
mit 293-Zellen per Reportergen-Assay ermittelte Titer ist drei-
fach (HC-AdFKT) bis sechsunddreissigfach (HC-AdGS46) hoher
als der entsprechende mit A549-Zellen und Reportergen-Assay er-
mittelte Titer.
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partikel eingefiihrt, die mit diesem Protokoll ermittelten Gesamtpartikel-Titer einiger
Vektoren vorgestellt und das Verfahren zu anderen Methoden der Gesamtpartikelbe-
stimmung abgegrenzt.

Vorexperimente

In Vorexperimenten konnte zunéchst gezeigt werden, dass mittels CsCl-Dichtegradient
gereinigte HC-Ad-Vektor-Préparationen nur einen sehr geringen Anteil freier Vektor-
DNA enthalten. Hierzu wurde vor Lyse der Partikel in NaOH ein Verdau mit DNase
I vorgenommen und die so behandelten Partikel parallel zu unbehandelten Partikeln
lysiert und auf eine Nylonmembran transferiert. Die Signalintensitdten bei Verdau mit
DNase I lagen hier bei im Mittel 92%-96% der Intensitidten ohne DNase I-Verdau. Somit
sind die Vektorprédparationen nicht mit fiir den Assay bedeutenden Mengen freier DNA
kontaminiert und die mit dem Verfahren bestimmten Gesamtpartikelzahlen entsprechen
der Zahl vollstindiger, d.h. DNA-enthaltender Partikel.

Standardisiertes Protokoll zur Bestimmung der Gesamtpartikelzahl

Die Vektorpréparationen werden 1:300 bis 1:1500 in TBS verdiinnt. Jeweils in Doppelbe-
stimmung werden 2 pl, 10 pl und 20 pl in ein Gesamtvolumen von je 200 pul PBS/5 mM
EDTA in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefife pipettiert. Fiir den Plasmid-Standard wer-
den in Doppelbestimmung jeweils 1-106-2 - 10% Kopien in mindestens 4 Konzentrations-
stufen in demselben Volumen PBS/5mM EDTA in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefiafien
vorbereitet. Die verdiinnten Vektorpriparationen sowie die Plasmid-Standards werden
mit jeweils 200 pl 0,8 N NaOH versetzt, kriftig gemischt und 20 min bei RT lysiert.
Die Lysate werden erneut kréftig gemischt und jeweils 300 ul in einer Slotblotapparatur
(Hoefer, San Francisco, USA) mit einer Vakuumpumpe auf eine positiv geladene Nylon-
membran (Pall, Freiburg), dquilibriert in 0,4 N NaOH, transferiert. Das weitere Vorgehen
entspricht dem zur Bestimmung infektitser Partikel. Als universelle Sonde eignen sich
auch fiir diesen Assay die linken 440 bp von Ad5.

Exemplarische Bestimmung der Gesampartikelzahl

Tabelle [4.3] S.[60|zeigt ein typisches Ergebnis einer Bestimmung der Gesamtpartikelzahl,
die nach obigem Protokoll erfolgte. Des Weiteren ist die berechnete inverse Bioaktivitét
gezeigt. Diese Daten belegen, dass sich mit dem présentierten Verfahren auf einfache
Art und Weise auch eine Bestimmung der Gesamtpartikelzahlen vornehmen ldsst. Die
berechneten Daten iiber die inverse Bioaktivitdt liegen innerhalb des fiir adenovirale
Vektoren bekannten Bereiches [116].

Das prisentierte Verfahren ist das erste, das die Bestimmung von infektiosem Titer und
die Bestimmung der Gesamtpartikelzahl in einem Arbeitsgang mit der gleichen Methodik
erlaubt.

29



4 Ergebnisse - Teil 1

Tabelle 4.3: Bestimmung von Gesamtpartikel-Titern mittels
Slotblot und Berechnung der inversen Bioaktivitdt. Die inverse
Bioaktivitdt berechnet sich aus dem Verhéltnis Gesamtpartikel zu
infektiosen Partikel einer Vektorprédparation. i.p.: infektiose Par-
tikel; t.p.: Gesamtpartikelzahl

Vektor infekt. Titer Gesamtpartikel-Titer inverse Bioaktivitét
ip./ul t.p./pl

HC-AdFK3 5,3-10° 1,9-108 36

HC-AdFK7 9,6-10° 5,8-107 60

HC-AdGS46 1,5-108 4,7-107 31

HC-AdV5 4,8-107 6,7-108 14

HC-AdV6 1,2-107 1,7-10% 14

Vergleich zwischen physikalischen Methoden und Slotblot zur
Gesamtpartikelzahlbestimmung

Die am haufigsten verwendete physikalische Methode zur Bestimmung von Partikelzahlen
in adenoviralen Vektorpréparationen wurde von Maizel et al. entwickelt [42]. Sie beruht
auf Lyse der Partikel in 0,5% SDS und anschlieender Messung der ODogo. Der fiir die
nachfolgende Berechnung der Partikelzahl aus der ODqgp benétigte Extinktionskoeffizient
¢ wurde rechnerisch zu esgp = 9,09-1071% ml(cm vp)~! bestimmt [42]. Es existieren
parallel mehrere Extinktionskoeffizienten, der genannte ist der am héufigsten eingesetzte.
Zum Vergleich zwischen dieser physikalischen Methode und dem Slotblot-Assay zur Be-
stimmung der Gesamtpartikelzahl wurden Aliquots von HC-Ad-Vektorpriaparationen in
PBS/0,5% SDS bei 37°C 15 min im Wasserbad lysiert und die ODygp bestimmt. Die
Zahl der viralen Partikel/ml wurde gem#fi Lambert-Beer mit exgp = 9,09 - 107! ml(cm
vp)~! zu ODaggg - 1,1-10'2 - F berechnet, wobei F' den Verdiinnungsfaktor darstellt. Ta-
belle S. zeigt die Ergebnisse im Vergleich zu den mittels Slotblot ermittelten
Partikelzahlen. Es wird deutlich, dass die physikalische Bestimmung iiber die ODqgg die
hochsten Werte liefert. Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit Angaben in
der Literatur [43], die zeigen, dass die Partikelzahlen, die mit dieser Methode bestimmt
werden, durchweg die hochsten sind. Die Anwendung eines anderen Extinktionskoeffi-
zienten € = 2,75-107'2 ml(cm vp)~! wiirde bereits dreifach niedrigere Partikelzahlen
ergeben [43].

4.1.4 Bestimmung der Helferviruskontamination

Zusétzlich zu den gewiinschten HC-Ad-Vektorpartikeln enthalten HC-Ad-Vektorprapa-
rationen, die basierend auf dem cre/loxP [26] oder FLPe/Frt-System [I18] erzeugt sind,
auch Helferviruspartikel, die sich im CsCl-Dichtegradienten nicht vollsténdig abtrennen
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Tabelle 4.4: Vergleich zwischen Gesamtpartikelzahlen bestimmt
per ODggp und Slotblot-Assay. Die physikalische Bestimmung lie-
fert die hochsten Partikelzahlen.

Vektor Partikel/ul Partikel/ul Verhiltnis
Slotblot OD260 OD260/SIOtb10t
HC-AdFK3 1,9-10% 1,0-107 5
HC-AdFK7 5,8-107 3,8-108 7
HC-AdGS46 4,7-107 6,0-108 13

lassen. Diese Kontamination sollte sich, ebenso wie die Bestimmung des infektitsen Ti-
ters und der Gesamtpartikelzahl, mittels Slotblot nachweisen lassen. Der Nachweis dieser
Helferviruspartikel gelingt auf einfache Weise mit einer Sonde, die spezifisch fiir Sequen-
zen des Helfervirus ist. So 148t sich die Gesamtzahl der Helferviruspartikel bestimmen
und ihr prozentualer Anteil an der Zahl der Gesamtpartikel errechnen. Hierzu wurde das
folgende standardisierte Protokoll entwickelt.

Standardisiertes Protokoll zur Bestimmung der Helferviruskontamination

Die Vektorpriparationen werden 1:20 in TBS verdiinnt oder unverdiinnt eingesetzt. Je-
weils in Doppelbestimmung werden 2 pl, 10 pl und 20 pl in ein Gesamtvolumen von
je 200 ul PBS/5 mM EDTA in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifie pipettiert. Fiir den
Plasmid-Standard werden in Doppelbestimmung jeweils 1-10°-2-10% Kopien in min-
destens 4 Konzentrationsstufen in demselben Volumen PBS/5mM EDTA in 1,5-ml-
Eppendorf-Reaktionsgefiafien vorbereitet. Die so verdiinnten Vektorpriaparationen sowie
die Plasmid-Standards werden mit jeweils 200 pl 0,8 N NaOH versetzt, kriftig gemischt
und 20 min bei RT lysiert. Die Lysate werden erneut kréftig gemischt und jeweils 300 pul
in einer Slotblotapparatur (Hoefer, San Francisco, USA) mit einer Vakuumpumpe auf
eine positiv geladene Nylonmembran (Pall, Freiburg), dquilibriert in 0,4 N NaOH, trans-
feriert. Das weitere Vorgehen entspricht dem zur Bestimmung infektioser Partikel. Als
Sonde zum Nachweis von Helfervirus-DNA eignet sich eine 1300 bp PCR-Fragment des
Fiber-Gens von Ad5 (bp 31042-32390). Bei der Wahl des Plasmides fiir den Mengenstan-
dard muss ein Plasmid wie pVB5 verwendet werden, dass auch die Ad5-Fibersequenz
beinhaltet [114].

Exemplarische Bestimmung der Helferviruskontamination

Tabelle S. zeigt exemplarisch das Ergebnis der Bestimmung der Helfervirus-
kontamination fiir verschiedene HC-Ad-Vektorpriaparationen. Die mit diesem Verfahren
bestimmte Helferviruskontamination liegt im Bereich von ca. 1%. Fiir HC-AdFK3 sowie
HC-AdFKT7 wurden dariiber hinaus Plaque-Assays zur Bestimmung der Helferviruskon-
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Tabelle 4.5: Exemplarische Bestimmung der Helferviruskontami-

nation.
Vektor Partikelzahl/ul Helfervirus-Partikel/ul Kontamination
Slotblot Slotblot
HC-AdFK3 1,9-10°8 1,3-10° 0,7%
HC-AdFK7 5,8-107 1,1-106 2,0%
HC-AdGS46 4,7-107 9,4-10° 2,0%
HC-AdV5 6,7-108 6,7-106 1,0%

tamination mit 293-Zellen durchgefiihrt. Im Falle von HC-AdFK3 konnten keine Plaques
erhalten werden, im Falle von HC-AdFK?7 wurde so eine Helferviruskontamination von
<0,1% ermitttelt.

4.1.5 Zusammenfassung fiir die Entwicklung des Slotblot- Assays

e Der Slotblot-Assay erlaubt erstmals die Bestimmung der infektitsen Titer von
HC-Ad-Vektorpraparationen auch ohne Einsatz von Reportergenen. Reportergen-
Assays sind fiir die Mehrzahl therapeutisch einzusetzender Vektoren auf Grund von
Toxizitdt und Immunogenitéit nicht wiinschenswert. Indirekte Titerbestimmungen
iiber den Nachweis von sezernierten Proteinen sind nur bei einer kleinen Zahl von
Vektoren verfiigbar und weisen viele mogliche Fehlerquellen auf.

e Der Slotblot-Assay erlaubt eine genaue Bestimmung der Zahl der infektitsen Par-
tikel einer HC-Ad-Vektorpridparation anhand von Kopienzahlen, die nach Infek-
tion einer Refernzzelllinie in den Zellen gefunden werden kénnen. Diese Zahl ist
auf Zellseite ausschlieBlich von der Suszeptibilitéit der verwendeten Zelllinie abhén-
gig. Schwankungen in Reportergen-Assays, die auf Grund unterschiedlicher starker
transkriptioneller Aktivitdt von Promotoren zwischen verschiedenen Zelllinien auf-
treten konnen, spielen keine Rolle. Auch Schwankungen in der Expressionsstéirke
von Vektoren, die alleine durch Orientierung und Lokus der Expressionskassette
verursacht sein kénnen, spielen im Slotblot-Assay keine Rolle.

e Mit derselben Methodik und in einem Arbeitsgang kann mit dem Slotblot-Assay ei-
ne Bestimmung der Gesamtpartikelzahl vorgenommen und die inverse Bioaktivitét
berechnet werden. Der Slotblot-Assay ist physiklischen Methoden vorzuziehen, da
er im Gegensatz zur ODggy unabhéingig von der eingesetzten Reinigungsmethode
verlassliche, DN A-basierte Werte liefert.

e Der Slotblot-Assay erlaubt durch Wahl der geeigneten Sonde eine Bestimmung der
Helferviruskontamination ohne funktionellen (Plaque-) Assay. Auch auf Grund der

62



4 Ergebnisse - Teil 1

iiblicherweise niedrigen Helferviruskontamination der Préaparationen scheinen diese
fehleranfillig und starken Schwankungen ausgesetzt zu sein.

Der Slotblot-Assay kann zum Vergleich der Suszeptibilitdt unterschiedlicher Zell-
linien fiir Ad5 herangezogen werden, ohne dass Fehler auf Grund unterschiedlich
starker Expression von Reportergenen auftreten.

Der Slotblot-Assay ist die Grundlage aller in den nachfolgenden Teilen dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente, da dort HC-Ad-Vektoren Verwendung finden, fiir die
sonst keine addquate Titrationsmethode existiert.

Der Slotblot-Assay kann wahrscheinlich leicht fiir andere Vektorsysteme als HC-
Ad-Vektoren adaptiert werden.
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5.1 DNA-basierte Charakterisierung von
HC-Ad-Vektorpriaparationen

Adenovirale Vektoren mit hoher DNA-Kapazitit werden in E1-transformierten Zelllinien
in Gegenwart von El-deletiertem Helfervirus produziert, das in trans die viralen Gen-
produkte zur Verfiigung stellt, die fiir die Produktion erforderlich sind. Uber cre/loxP
oder FLPe/Frt vermittelte Rekombination wird das Verpackungssignal des Helfervirus
wihrend der Produktion exzidiert, so dass die Helfervirus-Genome nicht verpackt wer-
den konnen. Ein kleiner Teil der Helfervirus-Genome behélt hierbei allerdings das Ver-
packungssignal und wird in Kapside verpackt. Eine HC-Ad-Vektorpréaparation enthélt
darum nach der Reinigung iiber CsCl-Dichtegradienten neben infektiésen und nicht-
infektiosen HC-Ad-Vektorpartikeln auch Helferviruspartikel. Zur vollstdandigen Charak-
terisierung von HC-Ad-Vektorpréparationen muss daher (1) eine Bestimmung der Ge-
samtpartikelzahl, bestehend aus der Summe infektioser und nicht-infektioser Partikel,
(2) eine Bestimmung des Anteils infektioser Partikel und (3) eine Bestimmung der Kon-
tamination mit Helferviruspartikeln erfolgen. Eine solche vollstdndige Charakterisierung
spielt insbesondere fiir klinische Studien eine bedeutende Rolle, da (1) steigende Dosen
adenoviraler Vektoren eine nicht-lineare Steigerung der Transgenexpression bewirken
[34][36], (2) beobachtete Schwellenwert-Effekte die Anwendung niedriger Dosen frag-
wiirdig erscheinen lassen [35] und (3) nur geringe Unterschiede zwischen therapeutisch
wirksamen und bereits toxischen Dosen bestehen [34].

Der hier vorgestellte Assay zur vollstdndigen Charakterisierung von HC-Ad-Vektorpra-
parationen ermoglicht die Erfassung der genannten Parameter zuverléssig und reprodu-
zierbar in einem Arbeitsgang mit den Standardmethoden eines molekularbiologischen
Labors. Auf Grund der leichten Standardisierbarkeit ist erstmals auch die Moglichkeit
zum Vergleich verschiedener Studien in verschiedenen Labors gegeben.

5.1.1 Bestimmung des infektiosen Titers

Der entwickelte Assay beruht auf Infektion einer Referenzzelllinie mit verschiedenen
Volumina der zu testenden Vektorpridparation, anschlieBender Lyse der Zellen, Immo-
bilisierung der freigesetzten Vektor-DNA auf einer Nylonmembran und deren Quan-
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tifizierung durch Hybridisierung mit einer vektorspezifischen Sonde sowie Vergleich der
Signalintensitét mit Plasmid-DNA bekannter Konzentration. Dieses Vorgehen erlaubt ei-
ne zuverlissige Bestimmung des infektitsen Titers unabhéingig von der Expression eines
Reportergens (s. Abbildung S. . Dies bedeutet einen enormen Vorteil, da bei der
Mehrheit therapeutisch einzusetzender Vektoren die Préasenz von Expressionskassetten
fiir Reportergene nicht wiinschenswert ist. Von den gebréduchlichsten Reporterproteinen
[-gal und GFP ist bekannt, dass sie toxisch und immunogen wirken kénnen [39][40].
Der infektiose Titer von HC-Ad-Vektoren, die fiir sezernierte Proteine wie Erythropoie-
tin oder Interferon a-2 kodieren, wurden bislang bestimmt, indem Zellen mit steigenden
Mengen der Vektoren infiziert und anschlieBend die Menge des sezernierten Proteins
(zum Teil in indirekten Assays) bestimmt wurde. Diese Menge wurde dann verglichen
mit der Menge Protein, die bei Expression durch einen entsprechenden Erstgenerations-
vektor in der gleichen Zelllinie gefunden wurde. Da von dem Erstgenerationsvektor Titer
in Form von plaque-forming-units (pfu) bekannt waren, wurde anhand der Proteinmen-
gen auf den infektiosen Titer der HC-Ad-Vektoren riickgerechnet [41]. Tats#chlich ist
dieses Verfahren sehr aufwéindig und nicht zuletzt auf Grund unterschiedlicher Expres-
sionskinetiken von HC-Ad- und Erstgenerationsvektoren fehlertréachtig. Dariiber hinaus
sind derartige funktionelle Assays nicht immer durchfiihrbar.

Das hier présentierte Verfahren zur Titration kann mit Bezug auf eine Referenzzell-
linie auch fiir einen einfachen Vergleich der Suszeptibilitdt unterschiedlicher Zelllinien
fiir einen Vektortyp dienen (s. Abbildung S. . Mit einem Reportergen-Assay ist
dies auf Grund von Unterschieden in der Aktivitéit von Promotoren zur Expression von
Reportergenen in verschiedenen Zelllinien nur sehr eingeschriankt moglich.

Fiir die Bestimmung der Zahl der infektiosen Partikel mit einem Plasmidstandard konn-
te gezeigt werden, dass die Struktur des Mengenstandards (zirkuldr oder linear) keinen
Einfluss auf seine Tauglichkeit hat (Abb. S. . Essenziell hingegen ist das Mischen
des Plasmid-Standards mit nicht-infizierten Kontrollzellen und deren anschlieende Lyse
(Abb. S. [51)). Dies liegt wahrscheinlich an einer Verkleinerung der Interaktionsfla-
che zwischen DNA und Nylonmembran durch Zellfragmente und/oder eine Abséttigung
der DNA-Bindungskapazitit der Membran durch genomische DNA. Auch der Plasmid-
typ (infektioses Erstgenerationsvektor-Plasmid oder HC-Ad-Shuttle-Plasmid) spielt kei-
ne Rolle, solange anhand der Gréfle und Konzentration eine richtige Mengenberechnung

erfolgt (Abb. S. [B3).

5.1.2 Vergleich zwischen Reportergen-Assays und Slotblot zur
Titerbestimmung

Zum Vergleich zwischen infektiosen Titern, die mittels Reportergen-Assay oder Slot-
blot mit HeLa oder A549-Zellen ermittelt wurden, kamen zwei Vektoren zum Einsatz,
die fiir die hiufig verwandten Reportergene (-gal (HC-AdGS46) beziehungsweise EGFP
(HC-AdFKT7) kodieren. Der infektigse Titer beider Vektoren wurde zunéchst per Slot-
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blot sowohl mit HeLa als auch mit A549-Zellen bestimmt. Fiir beide Vektoren konn-
ten erwartungsgemif keine Unterschiede zwischen den Titern ermittelt mit HeLa- oder
Ab549-Zellen festgestellt werden (Abb. S. . Die Bestimmung der Titer mittels
Reportgen-Assay hingegen gestaltete sich deutlich schwieriger. Der Nachweis von 3-gal
in HeLa-Zellen lieferte auf Grund sehr schwacher und punktueller Farbung keine repro-
duzierbaren Ergebnisse. Es konnte gezeigt werden, dass die Reportergen-Titer in A549
Zellen vier- (HC-AdFKT) bis vierzehnfach (HC-AdGS46) niedriger sind, als die per Slot-
blot bestimmten (Abb. S.[58)). Diese Diskrepanz kénnte verschiedene Griinde haben.
Zum ersten ist die fiir einen zuverlidssigen Nachweis der Transgenexpression erforderliche
Inkubationsdauer mit 48 h deutlich ldnger, als die fiir den Slotblot-Assay erforderlichen
12-16 h. Es ist davon auszugehen, dass in dieser Zeitspanne einige Zellteilungen statt-
gefunden haben, die zu einem Verlust von Vektorgenomen und damit zum Verlust der
Transgen-Expression gefiihrt haben kénnen. Zweitens ist denkbar, dass einzelne Zellen
von mehr als einem Virion infiziert wurden. Ein solches Ereignis wird vom Slotblot-
Assay richtig erfasst, bei einem Reportergen-Assay hingegen resultiert eine geringere
Zahl Transgen-exprimierender Zellen. Als dritte Moglichkeit wéire denkbar, dass die Ex-
pression der Reportergene in einigen Zellen nach 48 h noch nicht so stark ist, dass eine
Detektion im Fluoreszmikroskop oder mittels Farbung erfolgen kann.

Dariiber hinaus konnte deutlich eine starke Variabilitit der Reportergen-Assays in Ab-
héngigkeit von der verwendeten Zelllinie gezeigt werden. So ist der mit 293-Zellen per
Reportergen-Assay ermittelte Titer dreifach (HC-AdFKT) bis sechsunddreissigfach (HC-
AdGS46) hoher als der entsprechende mit A549-Zellen und Reportergen-Assay ermittelte
Titer. Dies ist wahrscheinlich auf eine Transaktivierung des hCMV-Promotors durch die
adenoviralen E1-Gene zuriickzufithren, die von 293-Zellen exprimiert werden [119]. Zu-
dem besteht in 293-Zellen auf Grund der Helferviruskontamination prinzipiell die Mog-
lichkeit einer Replikation der Vektoren. Diese kdonnte ebenfalls einen scheinbar hGheren
Titer verursachen.

Die Bestimmung des infektiosen Titers iiber den Reportergen-unabhingigen, DNA-ba-
sierten Slotblot-Assay bildet die Grundlage fiir alle weiteren kopienzahlabhéingigen Ex-
perimente, die in den nachfolgenden Teilen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden.

5.1.3 Bestimmung der Gesamtpartikelzahl mittels Slotblot und
Abgrenzung von physikalischen Methoden

Mit dem vorgestellten Assay zur Bestimmung der Gesamtpartikelzahlen kann in einem
Arbeitsgang und mit derselben Methodik, die auch zur Bestimmung der Zahl der in-
fektiosen Partikel angewendet wird, die sogenannte inverse Bioaktivitédt einer HC-Ad-
Vektorpraparation ermittelt werden. Die fiir verschiedene Vektorpraparationen bestimm-
te inverse Bioaktivitét liegt in dem fiir adenovirale Vektoren bekannten Bereich (Tab.
S. [116]. Es konnte durch Verdau mit DNase I gezeigt werden, dass die Vektor-
priaparationen nur mit geringen Mengen freier Vektor-DNA konatminiert sind (s. Ab-
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schnitt S. und somit davon auszugehen ist, dass die bestimmten Kopienzahlen
der Zahl der in Kapside verpackten Vektorgenome entspricht. Eine korrekte Bestim-
mung der inversen Bioaktivitdt ist insbesondere fiir klinische Studien von Bedeutung.
Das US-amerikanische FDA sieht als Richtwert fiir den Einsatz adenoviraler Vektoren
in klinischen Studien eine inverse Bioaktivitéit von hochstens dreissig vor [116].

Die mit dem vorgestellten Assay ermittelten Partikelzahlen liegen um Faktor 10 unter
den per ODgg ermittelten Partikelzahlen (Tab. S. . Die Bestimmung der Zahl der
Gesamtpartikel mittels Lyse und anschlieender Messung der ODogg birgt weitreichende
Probleme. An erster Stelle ist hier der Einsatz unterschiedlicher Extinktionskoeffizienten
zu nennen [43]. Der am héufigsten verwendete Extinktionskoeffizient wurde willkiirlich
aus mehreren vorhandenen Werten gewéhlt und steht bereits seit 1996 zur Diskussion
[43]. Auch im Vergleich mit anderen physikalischen Methoden wie der Elektronenmi-
kroskopie liefert er die mit Abstand hochsten Partikelzahlen. Ein prinzipielles Problem
der Partikelzahlbestimmung mittels ODggo liegt wahrscheinlich in der Kontamination
der Vektorpréparationen mit zelluldren Proteinen. Da von Labor zu Labor unterschied-
liche Zelllinien und auch Zellmengen zur Produktion der Vektoren eingetzt werden, kann
von unterschiedlichen Mengen verschiedenartiger Proteine ausgegangen werden, die die
Vektorpriaparationen kontaminieren. Diese Proteine konnen die ODogg beeinflussen und
somit scheinbar erhohte Partikelzahlen verursachen. Auch die Expression von Transgenen
durch den Vektor bei dessen Produktion, die hiufig von starken, ubiquitdren Promoto-
ren erfolgt, spielt wahrscheinlich eine wesentliche Rolle. So konnte bei a1-Antitrypsin-
synthetisierenden Vektoren nach deren Reinigung {iber CsCl-Dichtegradienten und Ent-
salzung eine starke Kontamination mit a1-Antitrypsin in ELISA-Assays ermittelt werden
(G. Schiedner, personliche Mitteilung). Direkt sichtbar wird die Kontamination sogar bei
EGFP-exprimierenden Vektoren. Hier sind sowohl die Gradienten als auch die gereinig-
ten und entsalzten Vektorpréiparationen bereits ohne Anwendung optischer Filter griin.
Der Effekt ist um so stérker, je hoher der Titer der Vektorprédparation ist. Abbildung
S. zeigt den 2. CsCl-Gradienten einer Préparation von HC-AdFK7. Die grii-
ne Farbung ist auch nach Entsalzen der Vektorpraparation erhalten geblieben. Dies ist
ein deutlicher Hinweis auf zu verbessernde Reinigungsmethoden, auch und gerade um
unerwiinschte Nebeneffekte bei der Anwendung der Vektoren zu vermeiden.

Der Slotblot-Assay zur Bestimmung von Gesamtpartikelzahlen wird nicht durch eventu-
elle Kontaminationen der Vektorpridparation mit Proteinen beeinflusst.

Zur Bestimmung der Gesamtpartikelzahlen adenoviraler Vektorpraparationen wurde ein
PCR-basierter Assay publiziert [120]. Dieser erfordert eine aufwéndige Aufarbeitung
der Vektorpréaparationen vor der eigentlichen Titerbestimmung und zeichnet sich durch
einen hohen instrumentellen Aufwand aus. Der Slotblot-Assay hingegen ist rasch und mit
Standard-Labormethoden durchfiihrbar. Zudem scheint es bislang nicht méglich zu sein,
den infektiosen Titer ebenfalls mittels quantitativer PCR zu bestimmen. Die Griinde
hierfiir sind unklar.
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Abbildung 5.1: Beispiel fiir die Kontamination der CsCl-Dichte-
gradienten mit Protein, das wihrend der Produktion vom Vektor
synthetisiert wird. Gezeigt ist der zweite Gradient einer Prépara-
tion von HC-AdFKY7. Der Vektor enthilt eine Expressionskassette
fir EGFP. Die griine Farbe ist auf EGFP zuriickzufiihren und
blieb auch nach Entsalzung erhalten.

5.1.4 Bestimmung der Helferviruskontamination

Durch Wahl einer helfervirus-spezifischen Sonde kann mit dem vorgestellten Assay leicht
die Zahl der Helferviruspartikel in einer HC-Ad-Vektorpriaparation bestimmt werden
(Tab. S. [62)). Die so ermittelte Herlferviruskontamination ist bis zu zehnfach hé-
her als die bislang bekannten Helferviruskontaminationen [16]. Diese wurden mittels
Plaque-Assays bestimmt, wobei 293-Zellen mit den Vektoren infiziert und mit Agarose
iiberschichtet wurden. Durch die Befdhigung des Helfervirus, in 293-Zellen zu replizie-
ren, konnen infektiose Helferviruspartikel entstehen, die wiederum Nachbarzellen infizie-
ren und schliellich zu lokaler Lyse der Zellen und Plaque-Bildung fithren. Ein solcher
funktioneller Assay ist mit dhnlichen Problemen verbunden wie ein Reportergen-Assay.
Eine Vielzahl unterschiedlicher, sukzessiver Ereignisse ist zur Bildung eines Plaques not-
wendig [43]. Bereits geringe Schwankungen in den Ausgangsbedingungen kénnen daher
unterschiedliche Endergebnisse bewirken [43]. Besonders erschwerend kommt bei Einsatz
eines solchen Plaque-Assays zur Bestimmung der Helferviruskontamination hinzu, dass
die Zellen mit 100-1000 mal mehr Vektor als Helfervirus infiziert werden miissen, um
Plaquebildung zu erméglichen. Es ist vorstellbar, dass diese hohe Vektorlast zu vermin-
derter Plaque-Bildung fiihrt. So konnten mit den Vektoren HC-AdFK3 und HC-AdFK?7,
fiir die im Slotblot-Assay Helferviruskontaminationen von 0,7% (HC-AdFK3) und 2%
(HC-AdFKT7) ermittelt wurden, in einem Plaque-Assay keine (HC-AdFK3) oder nur sehr
wenige (HC-AdFKT7) Plaques mit 293-Zellen erzeugt werden. Der Slotblot-Assay scheint
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im Vergleich zum Plaque-Assay die realistischere, weil von wesentlich weniger Faktoren
abhéngige, Methode zu sein.
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6.1 Stabile Transgenexpression iiber lange Zeitrdume in
ruhendem Gewebe - das retinale Pigmentepithel als
Paradigma

Das retinale Pigmentepithel (RPE) spielt fiir den Stoffwechsel von Retinol und bei der
Phagocytose von Fotorezeptoren eine wesentliche Rolle. Die Zellen des retinalen Pigment-
epithels produzieren eine Reihe trophischer, anti-oxidativer und anti-angiogenetischer
Faktoren, die fiir Integritdt und Funktion der Retina von hoher Bedeutung sind [49].
Die altersabhiingige Makuladegeneration (ARMD) ist ein Beispiel fiir eine das RPE be-
treffende Krankheit. Sie ist in Industrieléindern die hiufigste Ursache fiir Erblindung
im Alter [44] und es existieren keine verlédsslichen Therapieformen. Die durch Gen-
transfervektoren vermittelte Expression protektiver Gene kénnte einen alternativen Be-
handlungsansatz darstellen. Die im Folgenden vorgestellte Arbeit hatte das Ziel, HC-
Ad-Vektoren auf ihre Tauglichkeit zur zeitlich andauernden Transgenexpression in die-
sem Gewebe in vivo zu evaluieren. Die Arbeiten wurden in Kooperation mit T.Luther
und U.Schraermeyer (Universititsaugenklinik, Labor fiir experimentelle Ophthalmologie,
Universitét zu Koln) durchgefiihrt.

6.1.1 Konstruktion eines geeigneten Vektors

Es wurde ein EGFP-exprimierender HC-Ad-Vektor konstruiert (HC-AdFK7). EGFP
schien als Reportergen vorteilhaft auf Grund seiner leichten Nachweisbarkeit in Gewe-
beschnitten, der geringeren Toxizitdt im Vergleich zu beta-gal sowie der Option, die
Transgenexpression mittels Scanning Laser Ophthalmoskopie (SLO) am lebenden Tier
verfolgen zu koénnen.

Das Ausgangsplasmid pFK7 fiir diesen Vektor wurde erzeugt, indem das AAIIT/AAII
Fragment aus pEGFP-NI (Invitrogen, Ort) nach Erzeugung glatter Enden in die Notl
Schnittstelle von pSTK129 kloniert wurde. HC-AdFK7 wurde dann auf die im Kapitel
Material und Methoden beschriebene Weise erzeugt und titriert. Abbildung S.
zeigt die Vektorkarte.
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HC-AdFK?7

ITR W ITR

-{ HPRT (20 kb) hCMV-EGFP-SV40pA 346 §6,5 kbg -

Abbildung 6.1: Der Vektor HC-AdFKT7 besteht von links nach
rechts aus dem linken Terminus von Ad5 (bp 1-440), einem
20 kB DNA-Fragment aus dem humanen HPRT-Lokus (HUM-
HPRTB, Map-Positionen 1777-21729), der Expressionskassette
fir EGFP, einem 6,5 kB DNA-Fragment aus C346 (Lokus:
HUMDXS455A, Map-Positionen 10205-16750) sowie dem rech-
ten Terminus von Ad5 (bp 35818-35935). hCMV: humaner CMV-
Promotor, SV40pA: Polyadenylierungssignal von SV40

Tabelle 6.1: Transduktion von RPE-Zellen mit HC-AdFK7. Ge-
zeigt ist der prozentuale Anteil fluoreszierender Zellen 48 h nach
Transduktion mit HC-AdFK?7.

0 MOI 10 MOI 20 MOI 50 MOI 100 MOI
0% 50% 80% 100% 100%

6.1.2 Transduktion von RPE-Zellen mit HC-AdFK7

Um die prinzipielle Transduzierbarkeit retinaler Pigmentepithelzellen zu zeigen, wur-
den primaére retinale Pigmentepithelzellen aus Long-Evans-Ratten mit steigenden Dosen
von HC-AdFKY7 transduziert. Nach bereits 24 h konnten mittels Fluoreszenzmikroskopie
EGFP-exprimierende Zellen gefunden werden (s. Abb. S. . Tabelle S zeigt
den Anteil EGFP-positiver Zellen, die 48 h nach Transduktion im Fluoreszenzmikroskop
gezahlt werden konnten. Der Nachweis der Expression von EGFP gelang im Fluores-
zenzmikroskop trotz teilweise starker schwarzer Pigmentierung der Zellen. Die Daten
zeigen, dass sich primére retinale Pigmentepithelzellen gut mit Ad5-basierten Vektoren
transduzieren lassen. Die Intensitdt der Fluoreszenz steigerte sich innerhalb der ersten
sieben Tage nach Transduktion und blieb im Beobachtungszeitraum von acht Wochen
nach Transduktion stabil.

6.1.3 Dosisabhingige Transduktionseffizienz in vivo

Zur Evaluierung der fiir eine Transduktion des RPEs in vivo notwendigen Dosis wurden
serielle Verdiinnungen des Vektors HC-AdFK7 in TBS angefertigt und Dosen von 5 - 10
bis 5-10° infektiosen Partikeln/ul subretinal in zwolf Monate alte Wistar-Ratten in
einem Volumen von je 0,5 pl injiziert. Drei Tage nach Transduktion wurden die Tiere
getotet, die Augen enukleiert, Kryoschnitte angefertigt und mikroskopisch analysiert. Die

71



6 Ergebnisse - Teil 11

Abbildung 6.2: RPE-Zellen 24 h nach Transduktion mit 50 MOI
HC-AdFK?7.

Injektion von 5-10° infektiosen Partikeln fiihrte hierbei zu einer nahezu vollstindigen
Transduktion der RPE-Zellschicht (s. Abbildung[6.3p,b, S.[73)). Die Anwendung héherer
Dosen erbrachte keine weitere Steigerung. Die Injektion von 5-10% infektisen Partikeln
fithrte zur Transduktion von ungefihr 50% der Zellen des RPEs (s. Abbildung [6.3,d, S.

73).

6.1.4 Nachweis der Spezifitidt der Fluoreszenz

Um die Spezifitdt der Fluoreszenz auf Proteinebene nachzuweisen, wurde eine Farbung
mit Cy3-gekoppeltem anti-EGFP-Antikorper durchgefithrt und Fotografien desselben
Ausschnitts mit jeweils Cy3- (Anregung: 550 nm, Emission: 570 nm) und EGFP- (Anre-
gung: 471 nm, Emission: 503 nm) spezifischen Filtersitzen angefertigt. Abbildung ,
S. zeigt die Uberlagerung zweier Aufnahmen desselben Ausschnittes mit den bei-
den Filterséitzen. Gelbe und orange Farbung zeigen spezifische Fluoreszenz fiir beide
Wellenlédngen und somit Lokalisierung von Cy3-gekoppeltem anti-EGFP-Antikérper in
Bereichen mit EGFP-Fluoreszenz an.

6.1.5 Nachweis der Langzeitexpression von EGFP mittels
Fluoreszenzmikroskopie in Flatmounts

Sechs Monate nach der Injektion von 5-10° i.u. HC-AdFK7 konnte subretinal EGFP-
Fluoreszenz in Flatmount-Préparationen mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen
werden. Die EGFP-Fluoreszenz trat ausschlielich in Zellen des RPE, nicht aber in ande-
ren Zelltypen auf. Abbildung [6.4h, S. [74] zeigt eine klare Grenze zwischen transduzierten
und nicht-transduzierten Zellen. Einzelne RPE-Zellen sind an ihrer hexagonalen Form er-
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Abbildung 6.3: In vivo Gentransfer in das RPE. a zeigt einen
ungefarbten Cryoschnitt drei Tage nach subretinaler Injektion von
5-10° i.u. HC-AdFK?7, b denselben Ausschnitt unter Fluoreszenz-
licht. ¢ zeigt einen Ausschnitt drei Tage nach Injektion von 5 - 10*
iu. HC-AdFKY7, d denselben Ausschnitt unter Fluoreszenzlicht.
e zeigt die Uberlagerung von EGFP- und Cy3-Fluoreszenz nach
Farbung mit Cy3-gekoppeltem anti-EGFP-Antikorper. Gelb und
orange sind die Bereiche mit spezifischer Fluoreszenz fiir Cy3 und
EGFP. (Analyse: T.Luther und U.Schraermeyer)
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Abbildung 6.4: Fluoreszenzmikroskopische Analysen von Flat-
mount-Priparationen sechs Monate nach Injektion von 5-10° i.u.
HC-AdFKY7. a zeigt fluoreszierende RPE Zellen in der typischen
hexagonalen Gestalt (Pfeil). b zeigt eine weitere Praparation (Fil-
tersets fiir a und b: Anregung: 471 nm, Emission: 503 nm). ¢ zeigt
denselben Ausschnitt wie b mit einem Filterset zum Nachweis von
Lipofuscin-Fluoreszenz (Anregung: 405 nm, Emission: 475 nm).
Die dargestellte griine Fluoreszenz ist somit nicht auf Lipofus-
cin, sondern auf EGFP zuriickzufiihren. (Analyse: T.Luther und
U.Schraermeyer)

kennbar. Abbildung zeigt eine weitere Flatmount-Préparation mit fluoreszierenden
RPR-Zellen sechs Monate nach Injektion von HC-AdFK?7. Derselbe Ausschnitt wurde
unter Verwendung eines anderen Filtersets zum Nachweis von Lipofuscin-Fluoreszenz
fotografiert, wobei keine Fluoreszenz nachgewiesen werden konnte (Abbildung , S.
74). Die in Abbildung gezeigte Fluoreszenz ist somit auf EGFP zuriickzufiihren.

6.1.6 Nachweis der Lanzeitexpression von EGFP mittels Scanning
Laser Ophthalmoskopie am lebenden Tier

Mittels Scanning Laser Ophtalmoskopie gelang es, die Fluoreszenz von EGFP am leben-
den Tier iiber den Beobachtungszzeitraum von sechs Monaten zu verfolgen. Abbildung
S. [75]| zeigt die Aufnahmen desselben Auges desselben Tieres ein, drei und sechs Mo-
nate nach subretinaler Injektion von HC-AdFK7. Die EGFP-Fluoreszenzsignale waren
spezifisch und die Anwendung eines Infrarotfilters zeigte keine Hintergrundfluoreszenz.
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Abbildung 6.5: SLO-Aufnahmen desselben Auges desselben Tie-
res ein (a), drei (b) und sechs (¢) Monate nach subretinaler Injek-
tion von 5 - 10° i.u. HC-AdFK7. Die EGFP-Fluoreszenz bleibt sta-
bil iiber den Beobachtungszeitraum erhalten. Die gezeigte Gruppe
Zellen ist in Abbildung [6.4h, S. [74] als Flatmount-Préparation zu
sehen.

Intensitdt und Ausdehnung der fluoreszierenden Bereiche blieben wihrend des Beobach-
tungszeitraumes weitgehend konstant.

6.1.7 Histologische Analyse der Integritit des Gewebes

Die histologische Analyse der Retinas sechs Monate nach Injektion von HC-AdFK?7 wur-
de mittels Paraffinschnitten des Gewebes vorgenommen. Abbildung S. [70] zeigt die
Architektur der Retina sechs Monate nach Injektion von HC-AdFK7. Es konnten keine
Anzeichen neuroretinaler Schiden gefunden werden. Alle Schichten der Retina waren
nach Ablauf des Beobachtungszeitraumes intakt. Es konnten auch keine infiltrierenden
mononukledren Zellen beobachtet werden.

Mittels Elektronenmikroskopie wurde fiir dieselben Augen wie in den Abbildungen [6.4h,
S.[74 und [6.5k,b,c, S. [75] im Bereich der subretinalen Injektion eine intakte Schnittstelle
zwischen der Photorezeptorschicht und dem RPE gezeigt (s. Abbildung S. . In
den ultrastrukturellen Aufnahmen war eine leichte Verdnderung der Struktur der &u-
Beren Segmente zu beobachten, die der einer kurzzeitigen lokalen Ablosung der Retina
entspricht. Des Weiteren konnte in einigen Zellen des RPE die Akkumulation von Lipo-
fuscin beobachtet werden, die fiir das Alter der Tiere normal ist.
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Abbildung 6.6: Histologische Analyse der Retina sechs Mona-
te nach subretinaler Injektion von HC-AdFK7. Es konnte kei-
ne abnormale Morphologie der verschiedenen Schichten der Re-
tina festgestellt werden. Des Weiteren waren keine infiltrierenden
mononukleiiren Zellen sichtbar. Die Pfeile zeigen auf die RPE-
Zellschicht.(Analyse: T.Luther und U.Schraermeyer)

6.1.8 Immunologische Analyse

Mittels spezifischer Antikérper konnte keine Infiltration von Makrophagen, Monocyten
oder T-Zellen sechs Monate nach subretinaler Injektion von HC-AdFKT7 festgestellt wer-
den. Der Vergleich zwischen Augen nach Injektion von HC-AdFK7 und unbehandelten
Kontrollaugen nach Farbung mit den Antikérpern T3003 und KiTiR zeigte keinen Un-
terschied.
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Abbildung 6.7: Elektronenmikroskopische Aufnahme im Bereich
der RPE-Zellen desselben Auges wie in [6.4h, S. [74] und [6.5h.b,c,
S. Gezeigt ist eine intakte Schnittstelle zwischen RPE und
Photorezeptorschicht. (*) bezeichnet leichte Verdnderungen der
dufleren Segmente (,rod outer segments® ROS), der grofie Pfeil
zeigt auf die Bruchsche Membran, die Pfeilspitzen auf Mikrovilli.
Die kleinen Pfeile zeigen auf die Akkumulation von Lipofuscin
in dunklen Vesikeln in den RPE-Zellen. N ist der Nukleus einer
RPE-Zelle. (Analyse: T.Luther und U.Schraermeyer)
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6.1.9 Zusammenfassung fiir die HC-Ad-vermittelte Langzeitexpression
im RPE

e Priméire retinale Pigmentepithelzellen der Ratte lassen sich in vitro gut mit HC-
Ad-Vektoren transduzieren.

e Die Injektion geringer Dosen (5-10%-5-10° i.u.) des EGFP-exprimierenden Vek-
tors HC-AdFKY7 in den subretinalen Raum von immunkompetenten Wistar-Ratten
fithrte zu einer nahezu vollstdndigen und hochspezifischen Transduktion des retina-
len Pigmentepithels.

e Die Expression von EGFP nach Injektion von HC-AdFK7 wurde in Préparaten
des behandelten Gewebes immunhistochemisch nachgewiesen.

e Die subretinale Injektion von 5-10° i.u. HC-AdFK7 fiihrte zu einer iiber den ge-
samten Beobachtungszeitraum von sechs Monaten stabilen Transgenexpression.
Diese konnte am lebenden Tier mittels Scanning Laser Ophthalmoskopie und in
Préaparaten der behandelten Augen mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen
werden.

e Das behandelte Gewebe zeigte nach Ablauf des Beobachtungszeitraumes keine pa-
thologischen Verdnderungen.

e Es konnte keine Infiltration von Makrophagen, Monozyten oder T-Zellen nachge-
wiesen werden.
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7.1 Stabile Transgenexpression iiber lange Zeitrdume in
ruhendem Gewebe - das retinale Pigmentepithel als
Paradigma

7.1.1 Langzeitexpression im RPE

Die subretinale Injektion bereits geringer Dosen des EGFP-exprimierenden HC-Ad-
Vektors HC-AdFKY7 fithrte zur spezifischen Transduktion der Zellen des retinalen Pig-
mentepithels (RPE) der behandelten Augen. Die Applikation von nur 5-10° infekti-
osen Partikeln ermoglichte eine langzeitige Transgenexpression iiber den Beobachtungs-
zeitraum von sechs Monaten. Dies konnte in entsprechenden Praparationen der Augen
mittels Fluoreszenzmikroskopie und am lebenden Tier mittels Scanning Laser Ophthal-
moskopie (SLO) nachgewiesen werden (s. Abb. S. und Abb. S. [75). Das
behandelte Gewebe war nach Ablauf des Beobachtungszeitraumes morphologisch weit-
gehend unauffillig und es gab keine Hinweise auf lokale Immunreaktionen oder Toxizitét
(s. Abb. S.[76[und Abb. S.[77).

Die beobachteten minimalen morphologischen Veréinderungen (Abb. S. im In-
jektionsbereich entsprechen denen einer kurzzeitigen lokalen Ablésung der Retina. Mog-
licherweise sind hierfiir das Injektionsvolumen oder eine geringe Toxizitét Glycerol, das
als Einfrierschutz fiir die Vektorpriaparation verwendet wird, verantwortlich.

Die langzeitige Expression des Transgenes hat wahrscheinlich zwei Ursachen. Zum einen
besteht das retinale Pigmentepithel aus ruhenden oder nur sehr langsam proliferieren-
den Zellen. Dies schafft eine wesentliche Voraussetzung fiir den Erhalt der episomal
vorliegenden HC-Ad-Vektoren in den transduzierten Zellen. Verluste von Vektorgeno-
men auf Grund von Zellteilungen sind nicht oder nur in kleinem Ausmaf} zu erwarten.
Das RPE ist somit besonders fiir den Einsatz episomaler Gentransfervektoren geeignet.
Diese haben gegeniiber integrierenden Vektorsystemen basierend auf Retro-, Lenti- oder
Adeno-assoziierten Viren den Vorteil, nicht das Risiko einer insertionellen Mutagenese
aufzuweisen.

FEine zweite Moglichkeit, die zum Verlust der Transgenexpression fithren kann, ist die
Eliminierung der transduzierten Zellen durch das Immunsystem. Sowohl die Expression
viraler Proteine als moglicherweise auch die Expression der eingebrachten Transgene
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koénnen zu einer Infiltration von Makrophagen, Monozyten oder T-Zellen fiihren, die dann
die Antigen-exprimierenden Zellen eliminieren. So stehen die hier gezeigten Ergebnisse in
deutlichem Gegensatz zu bisherigen Studien mit E1-deletierten Erstgenerationsvektoren.
Deren Applikation fiihrte zu einer Expression des Transgenes iiber einen Zeitraum von
hochstens zwolf Wochen [56][57]. Dies ging mit einer Imunreaktion gegen virale oder
transgene Proteine einher, die zur Eliminierung der transduzierten RPE-Zellen fiihrte.
Diese Immunreaktion trat trotz des immunprivilegierten Status des subretinalen Raumes
auf.

Die in dieser Arbeit gezeigte Transgenexpression iiber einen Zeitraum von mindestens
sechs Monaten und das Ausbleiben immunologischer Reaktionen sind starke Hinweise fiir
den moglichen Einsatz von HC-Ad-Vektoren im RPE zu therapeutischen Zwecken. Die
Ergebnisse sind ein weiterer Beleg fiir die stark reduzierte Immunogenitat und Toxizitat
von HC-Ad-Vektoren im Vergleich mit adenoviralen Vektoren der ersten und zweiten Ge-
neration. Dies steht in Einklang mit Studien im Skelettmuskel [29][30], in Hepatozyten
[16][27] sowie im zentralen Nervensystem [32], wo ebenfalls die reduzierte Immunoge-
nitdt und Toxizitdt des HC-Ad-Vektorsystems gezeigt wurde. Im Skelettmuskel fiithrte
jedoch auch die Expression von $-gal durch einen HC-Ad-Vektor zu einer Immunreakti-
on mit anschliefendem Verlust der Transgenexpression [121]. Untersuchungen, bei denen
die Expression von (-gal im Striatum immunkompetenter Ratten erfolgte, zeigten eine
langzeitige Genexpression sowohl mit Erstgenerations- als auch mit HC-Ad-Vektoren
[32]. Nach einer zweiten, diesmal subkutanen Gabe eines Erstgenerationsvektors kam
es allerdings zu einem Verlust der Transgenexpression im Striatum, sofern diese durch
einen Erstgenerationsvektor erfolgte. Dieser Effekt trat bei HC-Ad-Vektoren nicht auf.
Das zeigt, dass im zentralen Nervensystem, einem #hnlich immunprivilegierten Organ
wie dem Auge, die Expression viraler Gene eine wesentliche Rolle beim Verlust der
Ad-Vektor-vermittelten Transgenexpression spielt. Das Risiko, auf Grund von Sekun-
dérinfektionen die Transgenexpression zu verlieren, ist somit bei der Anwendung von
HC-Ad-Vektoren geringer als bei Erstgenerationsvektoren.

Auch die Ergebnisse verschiedener Studien mit unterschiedlichen Transgenen, die durch
Erstgenerationsvektoren im RPE exprimiert wurden, haben gezeigt, dass die Expression
viraler Gene fiir den Verlust der Transgenexpression verantwortlich ist [122][123]. Trotz
des immunprivilegierten Status des subretinalen Raumes scheint der Schutz nicht voll-
stdndig, um die immunologische Eliminierug der durch Erstgenerationsvektoren trans-
duzierten Zellen zu verhindern. Die hier vorgestellten Ergebnisse deuten daraufhin, dass
durch die Verwendung von HC-Ad-Vektoren diese Probleme geltst werden kénnen.

7.1.2 Moglichkeiten zur Expression therapeutisch wirksamer Gene im
RPE

Diese Arbeit zeigt erstmals die HC-Ad-Vektor-vermittelte langzeitige Transgenexpressi-
on im retinalen Pigmentepithel. Dieses Gewebe ist am Metabolsimus von Retinol und an
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der Phagozytose des dufleren Segments von Photorezeptoren beteiligt. RPE-Zellen syn-
thetisieren eine Reihe trophischer, antiangionenetischer und antioxidativer Substanzen
und sind von einer Reihe bedeutender genetischer Erkrankungen betroffen. Exempla-
risch seien hier verschiedene Formen der Retinitis pigmentosa und die altersabhéngige
Makuladegeneration (ARMD) genannt. Letztere ist eine weit verbreitete multifaktoriel-
le Erkrankung. In Industrielindern ist die ARMD sogar die hiufigste Ursache fiir Er-
blindung im Alter [44]. Sie ist unter anderem gekennzeichnet durch exzessive choroidale
Neovaskularisation und es existieren derzeit keine verlésslichen Therapieformen. Die hier
gezeigte langzeitige Transgenexpression mittels eines HC-Ad-Vektors ist die Grundlage
fiir die Entwicklung neuer Therapieformen auf gentherapeutischer Basis. Ein mogliches
Ziel konnte hierbei die HC-Ad-Vektor-vermittelte Expression antiangiogenetischer Fak-
toren sein, die die choroidale Neovaskularisation inhibieren sollen. Basierend auf den hier
gezeigten Ergebnissen ist es uns in weiterfithrenden Studien tatséchlich gelungen, durch
HC-Ad-Vektor-vermittelte Expression von pigment epithelium derived factor (PEDF)
eine deutliche Inhibierung der choroidalen Neovaskularisation in verschiedenen Tiermo-
dellen fiir ARMD zu erzielen [124]. Dies stellt ein vollig neues Konzept zur Behandlung
dieser Erkrankung dar.

Die fiir eine effiziente Transduktion des RPE notwendigen Dosen sind sehr gering. Zusétz-
lich zu den aus immunologischer Sicht {iberlegenen Eigenschaften von HC-Ad-Vektoren
verringert sich hierdurch sowie durch die hochspezifische Transduktion des RPEs noch-
mals das Risiko unerwiinschter Nebeneffekte. Fiir die Entwicklung weiterfithrender the-
rapeutischer Konzepte wird wahrscheinlich auch die grofle Aufnahmekapazitét fiir Trans-
gene von bis zu 36 kB, die HC-Ad-Vektoren auszeichnet, eine bedeutende Rolle spielen
konnen. Erst diese erméglicht die Anwendung mehrerer Expressionskassetten auf einem
Vektor oder den Einsatz von Systemen mit extern regulierbarer Transgenexpression [33].
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8.1 Konstruktion eines HC-Ad-Vektorsystems zur stabilen
Transgenexpression in proliferierenden Geweben

8.1.1 Rekombinase-vermittelte Zirkularisierung von HC-Ad-Vektoren

Freie DNA-Enden, die bei der Replikation nicht durch einen besonderen Mechanismus
wie beispielsweise dem Telomer/Telomerase-System geschiitzt werden, verkiirzen sich.
Die Verkiirzung episomaler, linearer HC-Ad-Vektorgenome, die zu therapeutischen Zwe-
cken in Zellen eingebracht werden, ist unter anderem auf Grund des moglichen Ver-
lustes kodierender Sequenzen nicht wiinschenswert. Eine elegante M6glichkeit, das Pro-
blem der freien DNA-Enden von HC-Ad-Vektoren zu umgehen, kénnte die Zirkularisie-
rung der HC-Ad-Vektorgenome nach Transduktion der Zielzelle darstellen. Eine solche
Zirkularisierung erméglicht zudem den Einsatz des vielversprechenden oriP/EBNA-1-
Replikationssystems, das eine kontrollierte Replikation synchron zum Zellzyklus erlaubt
und zirkuldre DNA-Molekiile voraussetzt [125]. Verschiedene Rekombinasesysteme sind
fiir den Zweck der Zirkularisierung linearer HC-Ad-Vektorgenome nach Transduktion der
Zielzellen denkbar. Hier sind das Vertebraten-Rekombinase-System Rag-1/Rag-2 oder
die Rekombinasesysteme cre/loxP und FLP/Frt der A-Rekombinasefamilie zu nennen.
Die Wahl eines geeigneten Rekombinasesystems ist durch das Produktionssytem fiir
HC-Ad-Vektoren limitiert. Das Produktionssystem, das zur Erzeugung der in dieser Ar-
beit vorgestellten HC-Ad-Vektoren diente, basiert auf dem cre/loxP-Rekombinasesystem
[26]. Die von den Produktionszellen synthetisierte cre-Rekombinase exzidiert hierbei das
durch loxP-Sequenzen flankierte Verpackungssignal der Helfervirusgenome, die die Mehr-
heit der zur Produktion der Vektoren notwendigen Faktoren in trans bereitstellen. Die
Exzision des Verpackungssignales der Helfervirusgenome verhindert effizient, dass diese
in Kapside verpackt werden. Daher trégt die iiberwiegende Mehrzahl der Virionen ei-
ner HC-Ad-Vektorpriaparation das gewiinschte HC-Ad-Vektorgenom. Die Synthese der
cre-Rekombinase in den Produktionszellen bedeutet aber, dass keine HC-Ad-Vektoren
produziert werden kénnen, deren Genom loxP-Sequenzen trigt, da diese bereits wéh-
rend der Produktion rekombiniert wiirden. Somit kommen als Rekombinationssysteme
zur Zirkularisierung von HC-Ad-Vektoren dieses Typs nur das Rag-1/Rag-2- oder das
FLP /Frt-System in Frage.
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Das Rag-1/Rag-2-System

Zunichst wurde versucht, ein Rekombinationssystem zur Zirkularisierung von HC-Ad-
Vektoren auf Basis der Rekombinasen Rag-1/Rag-2 zu etablieren. Dieses Rekombinase-
system bote gegeniiber anderen den Vorteil, dass kérpereigene Rekombinasen zu Zirku-
larisierung von HC-Ad-Vektoren eingesetzt werden kénnten, bei deren Expression wahr-
scheinlich keine immunogenen oder toxischen Nebenwirkungen zu erwarten wéren. Es
wurde ein HC-Ad-Vektor zur Expression von Rag-1, ein weiterer HC-Ad-Vektor zur
Expression von Rag-2 sowie verschiedene HC-Ad-Vektoren mit den entsprechenden Re-
kombinationssequenzen (RSS) erzeugt. Alle Versuche, mit diesem System eine effiziente
Zirkularisierung der HC-Ad-Vektoren zu erzielen, scheiterten jedoch. Aus diesem Grund
wird hier auf eine detaillierte Darstellung verzichtet.

Das FLP /Frt-System
Klonierung der Vektoren

Um das FLP/Frt-System auf seine Eignung zur Zirkularisierung von HC-Ad-Vektorge-
nomen zu testen, wurde ein binéres Vektorsystem entwickelt. Ein Vektor sollte hierbei
das Gen fiir die FLP-Rekombinase exprimieren. Ein zweiter Vektor sollte Sequenzen
tragen, die eine Exzision und Zirkularisierung eines moglichst groffen DNA-Fragmentes
aus diesem Vektor durch die FLP-Rekombinase erlauben.

Zunichst wurde HC-AdFLPwt erzeugt. Dies ist ein Vektor, der das Wildtyp-Gen der
FLP-Rekombinase aus Hefe exprimiert. Zu Beginn dieser Arbeit wurde eine verbesserte,
da temperaturoptimierte FLPe-Rekombinase publiziert [89][88]. So konnte ein weiterer
HC-Ad-Vektor konstruiert werden (HC-AdFLPe), der diese verbesserte FLP-Rekom-
binase (FLPe) exprimiert. Des Weiteren wurde ein HC-Ad-Vektor konstruiert, der Frt-
Rekombinationssequenzen in paralleler Orientierung trigt (HC-AdFrt#39). Diese sollten
die FLP-vermittelte Exzision und Zirkularisierung des zwischen den Frt-Rekombinations-
stellen befindlichen DNA-Fragmentes erlauben. Dieser Vektor sowie die spéater von ihm
abgeleiteten Vektoren stellen das Substrat fiir die FLP-Rekombinase dar und werden
daher im Folgenden als Substratvektoren bezeichnet. Zunéchst sei die Klonierung der
den Vektoren zu Grunde liegenden Plasmide beschrieben. Abbildung S. [85] zeigt das
Ausgangsplasmid pSTK129 sowie die Karten der HC-Ad-Vektoren .

PAdFLPwt Zunichst wurde die FLPwt-cDNA zusammen mit einem artefiziellen In-
tron aus pOG44 (Invitrogen) mit den Primern flpseq (5’-CTGGCTAACTAGGGTACCC-
AC-3’) und flprev (5-ACATGAGAGGATCCGCATAGTG-3’) mittels PCR amplifiziert.
Das 1700 bp groBe PCR-Produkt wurde mit Kpnl/BamHI geschnitten. Das Plasmid
pCEP4 (Invitrogen, Karlsruhe) wurde ebenfalls mit Kpnl/BamHI geschnitten und das
PCR-Produkt unter Erzeugung von pCEP-FLPwt in diese Schnittstellen kloniert. Mittels
Sall-Verdau konnte die entstandene Expressionskassette mit humanem CMV-Promotor

83



8 Ergebnisse - Teil 11T

und SV40-Polyadenylierungssignal (hCMV-FLPwt-pA) aus pCEP-FLPwt isoliert wer-
den. Das Fragment wurde mit glatten Enden versehen und in die EcoRV-Schnittstelle
von pSTK129, einem Shuttle-Plasmid fiir HC-Ad-Vektoren, kloniert.

pAdFLPe Die FLPe-Sequenz wurde zusammen mit dem Promotor PCAGS durch
Verdau mit Sall/Pacl aus dem Plasmid pCAGS-FLPe (Geschenk von Francis Stewart,
Heidelberg) isoliert. An das Pacl-Ende dieses Fragments wurde ein Adapter, erzeugt
aus den Oligodesoxyribonukleotiden adaptl (5-TAACGACACGG-3’) und adapt2 (5-
GATCCCGTGTCGTTAAT-3), ligiert. Der Adapter besitzt eine BamHI-Schnittstelle.
Das entstandene Fragment konnte daher mit BamHI nachgeschnitten und unter Erzeu-
gung von pCEP-FLPe in die BamHI/Xhol-Schnittstellen von pCEP4 (Invitrogen) klo-
niert werden. Das 3500 bp grofie PCAGS-FLPe-SV40pA-Fragment wurde durch Verdau
von pCEP-FLPe mit Notl/Sall isoliert, mit glatten Enden versehen und in die EcoRV-
Schnittstelle von pSTK129 kloniert.

pFrt#39 Zur Erzeugung von pFrt#39, einem Plasmid mit Frt-Rekombinationssequen-
zen fiir die FLP-Rekombinase, wurden diese Frt-Rekombinationssequenzen mithilfe der
Oligodesoxyribonukleotide frtseq (5’-GGAGAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTC-
TCTAGAAAGTATAGGAACTTCAAGC-3’) und frtrev (5-GCTTGAAGTTCCTAT-
ACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTTCTCC-3’) erzeugt und in
die Srfl- und die Kpn2I-Schnittstelle des Plasmides pSTK129 in paralleler Orientierung
kloniert. Die Distanz zwischen den beiden Frt-Stellen betriagt in pFrt#39 22 kB. Das
DNA-Segment zwischen den Frt-Stellen enthilt eine singuldre Notl- und eine singulére
Swal-Schnittstelle. Dies erlaubt die Aufnahme von Transgenen, die auch auf einem exzi-
dierten Zirkel erhalten bleiben. Diese Schnittstellen wurden zur Erzeugung verschiedener
Derivate von pFRT#39 genutzt, die spéter beschrieben werden.
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Abbildung 8.1: HC-Ad-Vektoren zum Testen der Effizienz

des FLP/Frt-Rekombinasesystems. Die Vektoren basieren auf
pSTK129, einem Shuttle-Plasmid zur Erzeugung von HC-Ad-
Vektoren, das seinerseits auf pBluescript (Stratagene, Heidelberg)
beruht. pBluescript ist durch die mit Schrigstrichen unterbroche-
nen Linien links und rechts der ITRs angedeutet. HC-AdFLPwt
exprimiert die Wildtyp-Variante der FLP-Rekombinase aus Hefe,
HC-AdFLPe eine temperaturoptimierte Variante dieser Rekombi-
nase. HC-AdFrt#39 trigt zwei Frt-Rekombinationssequenzen in
paralleler Orientierung und kann daher durch FLP rekombiniert
werden. Hierbei entstehen 22 kB grofle, zirkuldre DNA-Molekiile.
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Assay zur Ermittlung der Rekombinationseffizienz

Das DNA-Fragment zwischen den Frt-Rekombinationsstellen des Vektors HC-AdFrt#39
sollte bei Kotransduktion dieses Vektors mit den Vektoren HC-AdFLPwt oder HC-
AdFLPe durch die FLP-Rekombinase exzidiert und zirkularisiert werden. Der Nachweis
der Rekombination und die Quantifizierung ihrer Effizienz kann am besten in einem
Southern-Transferexperiment und nachfolgender Analyse der Bandenintensitéiten in ei-
nem Phosphorimager durchgefiihrt werden. Daher wurde ein Assay entwickelt, der auf
Kotransduktion der Zellen mit den Vektoren HC-AdFrt#39 und HC-AdFLPwt oder
HC-AdFLPe, Priaparation der genomischen DNA aus diesen Zellen, Verdau der DNA
mit einem geeigneten Restriktionsenzym, Trennung der Fragmente in einem Agarosegel
und Transfer der DNA auf eine Nylonmembran beruht. Als Restriktionsenzym wurde
HindIII gewahlt. Ein 600 bp langes DNA Fragment aus der intronischen HPRT-Region
der Vektoren wurde per PCR aus dem Plasmid pFrt#39 mit den Primern probeseq
(5-TGTGATGCCTGCCCCAGTAT-3’) und proberev (5-TTCTTAGCTCAAGTGCG-
TCCA-3) amplifiziert und diente zur Generierung einer 3?P-markierten Sonde, die zum
Nachweis der DNA-Fragmente auf den Nylonmembranen eingesetzt wurde. Abbildung
S. zeigt eine schematische Darstellung der Rekombination von HC-AdFrt#39
durch die FLP-Rekombinase und den Nachweis der entsprechenden DNA-Fragmente.
Nach Verdau mit HindIII kann mit der HPRT-Sonde ein 2200 bp groies DNA-Fragment,
das diagnostisch fiir die rekombinierte, zirkuldre Form von HC-AdFrt#39 ist, nachge-
wiesen werden. Nicht-rekombinierte, lineare HC-AdFrt#39-Genome werden mit dieser
Sonde durch ein 3300 bp groBes Fragment nachgewiesen. Ein Vergleich der Bandenin-
tensitdten bei 2200 bp und 3300 bp erlaubt die Quantifizierung der Rekombinationsef-
fizienz. Der Vektor HC-AdFLPe, der wie die anderen Vektoren auf pSTK129 basiert,
enthélt ebenfalls den der Sonde entsprechenden intronischen HPRT-Bereich und kann
daher durch eine Bande bei 6800 bp nachgewiesen werden. Der Nachweis des Vektors
HC-AdFLPwt erfolgt iiber ein 4500 bp grofles DNA-Fragment. Bei diesem Assay ist
zu beachten, dass die aus humanen Zellen préparierte genomische DNA ebenfalls das
durch die gezeigte Sonde nachgewiesene HPRT-Fragment enthilt. Dieses besitzt nach
Restriktion mit HindIII eine Gréfle von 6800 bp.
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Abbildung 8.2: Schematische Darstellung der Rekombination
von HC-AdFrt#39 durch FLP. Nach Restriktion mit HindIII
entsteht ein 2200 bp Fragment, das diagnostisch fiir die re-
kombinierte, zirkuldre Form von HC-AdFrt#39 ist. Diagnostisch
fiir nicht-rekombinierten, linearen HC-AdFrt#39 ist ein 3300 bp
Fragment. Fiir den Vektor HC-AdFLPe ist ein 6800 bp Frag-
ment diagnostisch. Diese Fragmente koénnen in einem Southern-
Transferexperiment mit der gezeigten HPRT-Sonde nachgewiesen
werden. Nicht gezeigt ist HC-AdFLPwt, der durch ein 4500 bp
grofles Fragment nachgewiesen werden kann.
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Vergleich der Effizienz der Rekombinasen FLPwt und FLPe

Zunichst wurde die Effizienz der Rekombination durch FLPwt gepriift. Hierzu wurden
je 2-10° A549-Zellen mit 100 MOI HC-AdFrt#39, 100 MOI HC-AdFLPwt sowie 100
MOI beider Vektoren gemeinsam transduziert. 48 h nach der Transduktion wurden die
Zellen geerntet und genomische DNA prépariert. Diese wurde in der oben beschriebenen
Weise einem Southern-Transfer unterzogen. Abbildung S. 89| zeigt das Ergebnis. Bei
Kotransduktion mit HC-AdFLPwt werden ca. 10% der HC-AdFrt#39-Genome rekombi-
niert (diagnostische Bande bei 2200 bp). Diese Effizienz konnte auch in HeLa-, HepG2-,
293- und Hepal-6-Zellen bestitigt werden (Daten nicht gezeigt).

Die Effizienz der Rekombination von HC-AdFrt#39 durch die temperaturoptimierte Re-
kombinase FLPe wurde im direkten Vergleich mit FLPwt mittels Kotransduktion von je
2108 A549-Zellen mit 20 MOI HC-AdFrt#39 und 5 MOI HC-AdFLPe oder 10 MOI HC-
AdFLPwt ermittelt. 48 h nach Transduktion erfolgte die Ernte der Zellen und die Pré-
paration der genomischen DNA. Abbildung S. zeigt das Ergebnis des Southern-
transfers, der mit diesen DNAs durchgefiihrt wurde. Bei Einsatz niedriger Mengen des
Vektors HC-AdFLPwt kann keine FLP-vermittelte Rekombination von HC-AdFrt#39
nachgewiesen werden. HC-AdFLPe hingegen fiihrt zu FLPe-vermittelter Zirkularisierung
von 60-70% der HC-AdFrt#39-Genome.

In einem weiteren Experiment wurde eine eventuelle Abhéngigkeit der Rekombinations-
effizienz von den Mengenverhéltnissen zwischen HC-AdFLPe und HC-AdFrt#39 gepriift.
Hierzu wurden A549-Zellen mit konstant 10 MOI HC-AdFLPe und steigenden Mengen
HC-AdFrt#39 koinifiziert. 48 h nach Transduktion wurden die transduzierten Zellen ge-
erntet, die genomische DNA prépariert und dem beschriebenen Southern-Assay unterzo-
gen. Abbildung S.[90] zeigt das Ergebnis. In jedem der gezeigten Mengenverhéltnisse
werden 60-70% der HC-AdFrt#39-Genome zirkularisert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Rekombinasen FLPe und FLPwt zur Erzeugung grofler
Zirkel aus HC-AdFrt#39 geeignet sind. FLPe zeigt hierbei eine um Faktor sechs bis
sieben hohere Efiizienz. Daher wurde in den nachfolgend gezeigten Experimenten zur
Replikation der Zirkel ausschlieSlich HC-AdFLPe in der gleichen Menge wie der jeweilige
Substratvektor eingesetzt.
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Abbildung 8.3: Rekombinationseffizienz durch FLPwt in A549-
Zellen. Die Zellen wurden mit 100 MOI der bezeichneten Vektoren
transduziert und nach 48 h die genomische DNA pripariert. Die
Bande bei 2200 bp ist diagnostisch fiir die rekombinierte, zirkulére
Form von HC-Adrt#39. Die Bande bei 3300 bp entspricht nicht-
rekombiniertem HC-AdFrt#39. Das HindIII-Fragment bei 4500
bp entspricht HC-AdFLPwt. Die Banden mit der Gréfle von 6800
bp entsprechen dem zelleigenen HPRT-Fragment. P ist pFrt#39,
das zuvor mit Pmel/HindIII verdaut wurde. 10% der Genome
von HC-AdFrt#39 werden bei Kotransduktion mit HC-AdFLPwt
rekombiniert.

89



8 Ergebnisse - Teil 11T

6800 bp— g

4500 bp— 4
3300 bp— |

2200 bp— M

Abbildung 8.4: Vergleich der Rekombinationseffizienz von FL-
Pwt und FLPe. Die Zellen wurden mit 20 MOI HC-AdFrt#39
und 5 MOI HC-AdFLPe oder 10 MOI HC-AdFLPwt kotransdu-
ziert. 48 h nach Transduktion wurde die genomische DNA prapa-
riert. Die Fragmentgrofien bedeuten: 2200 bp: rekombinierte HC-
AdFrt#39-Genome, 3300 bp: nicht-rekombinierte HC-AdFrt#39-
Genome, 4500 bp: HC-AdFLPwt, 6800 bp: HC-AdFLPe und zel-
luldres HPRT-Fragment. Bei Transduktion mit niedrigen Mengen
HC-AdFLPwt ist keine Rekombination von HC-AdFrt#39 nach-
weisbar. Bei Kotransduktion mit HC-AdFLPe hingegen werden
60-70% der HC-AdFrt#39-Genome rekombiniert.

005 1 510 50100
MOI HC-AdFrt#39

Abbildung 8.5: Abhingigkeit der Rekombinationseffizienz von
dem Mengenverhiltnis HC-AdFLPe/HC-AdFrt#39. In allen ge-
zeigten Mengenverhiltnissen werden 60-70% der HC-Ad-Vektor-
genome durch FLPe zirkularisert (diagnostische Bande bei 2200

bp).
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8.1.2 Replizierende HC-Ad-Vektoren unter Selektionsbedingungen
Klonierung der Vektoren

Um die Fahigkeit von HC-Ad-Vektoren zur Replikation unter Selektionsbedingungen
in stark replizierenden Tumorzelllinien zu testen, wurden auf der Basis von pFrt#39
verschiedene Plasmide erzeugt, die zusétzlich zu den Frt-Rekombinationsstellen fiir die
FLP-Rekombinase weitere Eigenschaften besitzen, die eine Replikation und regelge-
rechte Segregation in humanen Zellen erlauben sollten. Hierfiir wurde zum einen das
oriP/EBNA-1-System aus EBV [125] und zum anderen der gut charakterisierte humane
Replikationsursprung aus dem Lamin-B2-Gen gewahlt [106][107]. Aus diesen Plasmi-
den wurden die entsprechenden HC-Ad-Vektoren erzeugt. Abbildung S. 92| zeigt die
HC-Ad-Vektorkarten. Auch diese Vektoren werden im Folgenden als ,,Substratvektoren®
bezeichnet. Sie tragen diese Bezeichnung, da sie in den beschriebenen Assays als Sub-
strat fiir die FLPe-Rekombinase dienen, die aus den linearen HC-Ad-Vektoren bis zu 28
kB grofie DNA-Fragmente exizidiert und zirkularisiert, um das Problem einer korrek-
ten Replikation freier DNA-Enden zu umgehen. Im Folgenden wird die Klonierung der
Plasmide beschrieben.

pHyg22 pHyg22 beinhaltet neben den Frt-Sequenzen zusétzlich eine Expressionskas-
sette fiir ein Hygromycinresistenz-EGFP-Fusionsprotein. Diese 3000 bp grofie Expressi-
onskassette (hCMV-Promotor, SV40-Polyadenylierungssignal) wurde durch Verdau mit
Clal/Bglll aus pHyg-EGFP (Clontech, Heidelberg) isoliert, mit glatten Enden versehen
und in die ebenfalls mit glatten Enden versehen NotI-Schnittstelle von pFrt#39 (s. Abb.

S. kloniert.

pHygLam pHyglLam basiert auf pHyg22 und beinhaltet zusétzlich ein 1200 bp grofies
Fragment, das den humanen Replikationsursprung des Lamin-B2-Genlokus beinhaltet.
Dieser wurde aus genomischer DNA der humanen N52E6-Zelllinie durch PCR, mit den
Primern Humlam1 (5-AGACTGATTTAAATCAGACGCCACCCAGCCCTGG-3’) und
Humlam2 (5-AGACTGATTTAAATCGGAGCCGAAGCCGCCCTC-3’) amplifiziert.
An ihrem 5-Ende tragen diese Primer jeweils eine Swal-Schnittstelle. Das PCR-Produkt
wurde mit Swal verdaut und in die Swal-Schnittstelle von pHyg22 kloniert. Zur Kontrolle
wurde das Fragment nach der Klonierung sequenziert.

pHygEBNA pHygEBNA basiert ebenfalls auf pHyg22. Es beinhaltet zusétzlich eine
Expressionskassette fiir EBNA-1 sowie den Replikationsursprung oriP. Die durch den
SRa-Promotor gesteuerte Expressionskassette fiir EBNA-1 wurde zusammen mit oriP
durch Verdau des Plasmides p2747-1 (Geschenk von W. Hammerschmidt, Miinchen) mit
Pvull isoliert, mit glatten Enden versehen und in die Swal-Schnittstelle von pHyg22
kloniert.
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Abbildung 8.6: HC-Ad-Vektoren zum Testen der Replikation
in stark proliferierenden Tumorzelllinien. HC-AdFrt#39 ist der
Basisvektor. Er enthélt zwei Frt-Erkennungssequenzen in paralle-
ler Orientierung. Das DNA-Segment zwischen den Frt-Sequenzen
kann durch die FLP-Rekombinase exzidiert und zirkularisiert wer-
den. Die Groflen der exzidierbaren Fragmente sind unter jedem
Vektor angegeben. HC-AdHyg22 synthetisiert ein Fusionsprote-
in aus Hygromycin-Resistenz und EGFP. HC-AdHygLam enthélt
zusétzlich ein 1,2 kB Fragment des humanen LaminB2-Lokus, das
als Replikationsursprung beschrieben ist. HC-AdHygEBNA ent-
hélt den EBV-oriP und eine durch den SRa-Promotor gesteuerte
Expressionskassette fiir EBNA-1.
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Assay zur Kontrolle der Replikationsfihigkeit

Die Fahigkeit der Vektoren zur Replikation und regelgerechten Segregation der replizier-
ten Genome wurde in den stark proliferierenden Tumorzelllinien A549 und HeLa getestet.
Hierzu wurden in Doppelbestimmung je 2-10° Zellen mit 20 MOI des entsprechenden
Substratvektors und 20 MOI HC-AdFLPe kotransduziert. 36 h nach Transduktion wurde
das Medium gegen frisches, das mit 200 pg/ml Hygromycin versetzt war, ausgetauscht.
Die Zellen wurden zum ersten Mal vier Tage nach Transduktion in einem Verhiltnis
von 1:5 passagiert. Zur Aufrechterhaltung stringenter Selektionsbedingungen wurde alle
2 Tage das Medium gewechselt und die Zellen zweimal pro Woche im Verhéltnis 1:5
passagiert. Bei jeder Passage wurden 2/5 der Zellen bei 300xg 5 min zentrifugiert, in 200
ul PBS/50 mM EDTA resuspendiert und bei -80°C eingefroren. 60 Tage nach der Trans-
duktion wurde die Selektion abgesetzt und die Zellen in Medium ohne Antibiotikum
weiter kultiviert. Die Passageraten &nderten sich hierbei nicht.

Von ausgewéhlten Zeitpunkten wurde genomische DNA der eingefrorenen Zellaliquots
pripariert, mit HindIII verdaut, nach Fragmenttrennung in einem 0,8% Agarosegel einem
Southern-Transfer unterzogen und die Membran mit der ?P-markierten HPRT-Sonde
hybridisiert. Der verwendete Assay ist derselbe, wie der zur Ermittlung der Rekombinati-
onseffizienz von FLPe und FLPwt (s. Abb. S.[87). Die mit der HPRT-Sonde nachzu-
weisenden diagnostischen Fragmente unterscheiden sich fiir die verschiedenen Substrat-
vektoren nicht von denen fiir HC-AdFrt#39. Bei Kotransduktionen von HC-AdFLPe
mit einem Substratvektor ist ein direkter Vergleich des Erhalts zweier unterschiedlicher
Vektoren in denselben Zellen moglich. Die Bandenintensitdten wurden mittels Phospho-
rimager bestimmt und zur Kopienzahlberechnung herangezogen.

Abbildung[8.7] S.[94]zeigt das Ergebnis des Transfers der DN As aus dem oben beschriebe-
nen Experiment. Alle Vektoren liegen vier Tage nach Kotransduktion mit HC-AdFLPe
zu 60-70% in der zirkuldren Form vor, wie ein Vergleich der Bandenintensititen bei
3300 bp (diagnostisch fiir die lineare Form) und 2200 bp (diagnostisch fiir die zirkulé-
re Form) zeigt. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Experimenten zur Analyse der
Rekombinationseffizienz. Die lineare Form der Vektoren HC-AdHyg22, HC-AdHyglLam
und HC-AdHygEBNA kann bereits 12 Tage nach Transduktion nicht mehr nachgewiesen
werden (3300 bp-Bande). Gleiches gilt fiir die zirkuldre Form der Vektoren HC-AdHyg22
und HC-AdHygLam (2200 bp-Bande). Sowohl in HeLa- als auch in A549-Zellen ist fiir
die zirkuldre Form des Vektors HC-AdHygEBNA (2200 bp-Bande) zunéchst eine Redu-
zierung der Kopienzahl von 10-12 Kopien pro Zelle an Tag 4 nach Transduktion auf 3-4
Kopien pro Zelle an Tag 12 nach Transduktion zu verzeichnen. Diese zirkuldre Form ist
sowohl in HeLa als auch in A549-Zellen noch 30 Tage nach Transduktion nachweisbar. In
HeLa-Zellen erfolgt eine weitere Reduzierung der Kopienzahl auf 1-2 Kopien pro Zelle an
Tag 30. In A549-Zellen sind bis Tag 30 stabil 3-4 Kopien pro Zelle nachweisbar (diagnos-
tische Bande bei 2200 bp). Die Bande bei 6800 bp entsteht aus Uberlagerung der Signale
der linearen Form von HC-AdFLPe, mit dem zur Zirkularisierung der Substratvekto-
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Abbildung 8.7: Fihigkeit der Vektoren HC-AdHyg22, HC-AdHygLam und
HC-AdHygEBNA zur Replikation in den Tumorzelllinien HeLa (linke Hilfte)
und A549 (rechte Hilfte). Die lineare Form aller Vektoren (diagnostische Bande
bei 3300 bp) ist 12 Tage nach Transduktion nicht mehr nachweisbar. Die zirku-
ldre Form (diagnostische Bande bei 2200 bp) der Vektoren HC-AdHyg22 und
HC-AdHygLam ist ebenfalls 12 Tage nach Transduktion in HeLa und A549-
Zellen nicht mehr nachweisbar. Die zirkuldre Form von HC-AdHygEBNA hin-
gegen repliziert in HeLa- und A549-Zellen und ist 30 Tage nach Transduktion
mit 1-2 Kopien (HeLa) bzw. 3-4 Kopien (A549) pro Zelle nachweisbar. Die
Bande bei 6800 bp ensteht durch Uberlagerung der diagnostischen Bande fiir
die lineare Form von HC-AdFLPe, mit dem kotransduziert wurde, und dem
zelleigenen HPRT-Fragment. Auch der lineare Vektor HC-AdFLPe ist nach 12
Tagen nicht mehr nachzuweisen. Die Signale des zelleigenen HPRT-Fragmentes
der jeweiligen Zelllinie 26 und 30 Tage nach Transduktion wurden zur Berech-
nung der Kopienzahlen herangezogen.

ren kotransduziert wurde, und dem zelleigenen HPRT-Fragment. Die lineare Form von
HC-AdFLPe ist analog zu den linearen Formen der anderen Vektoren nach 12 Tagen
nicht mehr nachweisbar. Die Signale des zelleigenen HPRT-Fragmentes der jeweiligen
Zelllinie 26 und 30 Tage nach Transduktion wurden zur Berechnung der Kopienzahlen
herangezogen.

Es wurde ein weiterer Southern-Transfer mit DNA aus HeLa- und A549-Zellen zu spéite-
ren Zeitpunkten nach Kotransduktion mit HC-AdHygEBNA und HC-AdFLPe durchge-
fithrt. Dieser beinhaltete auch Zeitpunkte nach Absetzen der Selektion (Tag 65 und 75,
d.h. 5 und 15 Tage nach Absetzen der Selektion). Als Kopienzahlkontrolle diente DNA
aus nicht-transduzierten HeLa- bzw. A549-Zellen. Abbildung [8:8] S. [05] zeigt das Ergeb-
nis. Die zirkulére Form von HC-AdHygEBNA ist in HeLa-Zellen bis Tag 40 nachweisbar.
Zwischen Tag 26 und Tag 40 nimmt die Kopienzahl von ca. 2 auf ca. 0,5 Kopien pro
Zelle ab. In A549-Zellen bleibt die zirkuldre Form von HC-AdHygEBNA hingegen iiber
den gesamten Beobachtungszeitraum von 75 Tagen in einer konstanten Kopienzahl von
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Abbildung 8.8: Southern-Transfer von DNA aus HeLa- (lin-
ke Hilfte) und A549-Zellen (rechte Hilfte) zu spiiten Zeitpunk-
ten nach Kotransduktion mit HC-AdHygEBNA und HC-AdFLPe.
(+) bedeutet, dass die Zellen unter Selektion mit Hygromycin kul-
tiviert wurden. Die Selektion wurde am Tag 60 nach Transduk-
tion abgesetzt. (-) bedeutet, dass die Zellen zum entsprechenden
Zeitpunkt ohne Hygromycin kultiviert wurden. (K) sind nicht-
transduzierte Kontrollzellen des jeweiligen Typs. Die Bande bei
6800 bp entspricht dem zelleigenen HPRT-Fragment und wurde
zur Berechnung der Kopienzahl verwendet. Die zirkuldre Form
von HC-AdHygEBNA (diagnostische Bande bei 2200 bp) ist bis
Tag 40 nach Transduktion in HeLa-Zellen mit abnehmenden Ko-
pienzahlen nachweisbar (ca. 0,5 Kopien pro Zelle an Tag 40). In
Ab549-Zellen ist die zirkuldre Form von HC-AdHygEBNA mit ei-
ner konstanten Kopienzahl von 2-3 Kopien pro Zelle bis Tag 75
nachweisbar. Das Absetzen der Selektion an Tag 60 hatte keinen
Einfluss auf den Erhalt einer konstanten Kopienzahl.

2-3 Kopien pro Zelle erhalten. Auch das Absetzen der Selektion an Tag 60 hatte keinen
Einfluss den Erhalt dieser Kopienzahl.

Teilzusammenfassung

Die Experimente zeigen, dass die durch FLPe rekombinierte, zirkuldre Form des Vektors
HC-AdHygEBNA unter Selektionsbedingungen in den stark proliferierenden Tumorzell-
linien A549 und HeLa erhalten bleibt. Da dies weder fiir die lineare Form dieses Vektors
noch fiir die Vektoren HC-AdHyg22 und HC-AdHyglLam zutrifft, kann davon ausgegan-
gen werden, dass diese zirkuldre Form mithilfe des oriP/EBNA-1-Replikationssystemes
in den Zellen repliziert. Der humane Replikationsursprung aus dem Lamin-B2-Genlokus
fithrte nicht zur Bildung stabiler Replikons.
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Weitere Beobachtungen

Die Vektoren HC-AdHyg22, HC-AdHygLam und HC-AdHygEBNA synthetisieren ein
Fusionsprotein aus Hygromycin-Resistenz und EGFP (s. Abb . Die entsprechende
Expressionskassette wurde urspriinglich gewéhlt, um parallel zu den Assays zur Kopien-
zahlbestimmung ein Verfolgen der Transgenexpression mittels durchflusscytometrischer
Messungen zu erméglichen. In verschiedenen Versuchen wurde jedoch auch bei Einsatz
sehr hoher Kopienzahlen (20-100 Kopien pro Zelle) festgestellt, dass nur ein kleiner Anteil
der transduzierten Zellen EGFP-spezifische Fluoreszenz zeigte. Diese Expressionskasset-
te schien daher ungeeignet fiir das Verfolgen der Transgenexpression, insbesondere bei
Vorliegen niedriger Kopienzahlen.

Nach Transduktion mit mehr als 20 MOI des Vektors HC-AdHygEBNA wurde eine Ver-
langsamung des Zellwachstums um bis zu Faktor 2 sowohl bei A549- als auch bei HeLa-
Zellen festgestellt, wenn die Zellen ohne Hygromycin kultiviert wurden. Dies konnte
nach Transduktion mit den Vektoren HC-AdHyg22 und HC-AdHygLam nicht beobach-
tet werden. Es wurde daher vermutet, dass diese Verlangsamung des Zellwachstums mit
der starken Uberexpression von EBNA-1 durch den SRa-Promotor zusammen hiingen
konnte.

Auf Grund dieser Beobachtungen wurde ein weiterer Satz an Vektoren konstruiert, die
zum einen ein Verfolgen der Transgenexpression erlauben und zum anderen geringere
EBNA-1-Expression aufweisen sollten. Hierbei wurde auf die Option zur Selektion ver-
zichtet.
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8.1.3 Replikation von HC-Ad-Vektoren ohne Selektion
Klonierung der Vektoren

Die unter Selektion gemachten Beobachtungen fiithrten zur Konstruktion weiterer HC-
Ad-Vektoren. Diese basieren ebenfalls auf pFrt#39 und erlauben daher die Exzision
grofler Zirkel durch die FLPe-Rekombinase. Auch die Anwendung des beschriebenen
Southerntransfer-Assays ist ohne Modifikation mit diesen Vektoren moglich. Im Folgen-
den ist die Klonierung der verschiedenen Vektorplasmide beschrieben. Abbildung 3.9} S.
zeigt die entsprechenden HC-Ad-Vektorkarten.

pPSVGFP pSVGFP beinhaltet neben den Frt-Sequenzen eine Expressionskassette fiir
EGFP. Diese 1200 bp grofie Expressionskassette (hCMV-Promotor, SV40-Polyadenylie-
rungssignal) wurde durch Verdau mit AfIII/AfIIII aus pEGFP-NI (Clontech) isoliert,
mit glatten Enden versehen und in die ebenfalls mit glatten Enden versehene Notl-
Schnittstelle von pFrt#39 kloniert.

pSVLam pSVLam basiert auf pPSVGFP und beinhaltet zusétzlich ein 1200 bp grofles
Fragment, das den humanen Replikationsursprung des Lamin-B2-Genlokus beinhaltet.
Dieser wurde aus genomischer DNA der N52E6-Zelllinie durch PCR, amplifiziert (s.
pHygLam). Das PCR-Produkt wurde mit Swal verdaut, in die Swal-Schnittstelle von
PSVGEFP kloniert und anschlieBend sequenziert.

pSVEBNAs pSVEBNAs basiert ebenfalls auf pSVGFP. Es beinhaltet zusétzlich eine
Expressionskassette fiir EBNA-1 sowie den Replikationsursprung oriP. Die durch den
SRa-Promotor gesteuerte Expressionskassette fir EBNA-1 wurde zusammen mit oriP
durch Verdau des Plasmides p2747-1 (Geschenk von W. Hammerschmidt, Miinchen) mit
Pvull isoliert, mit glatten Enden versehen und in die Swal-Schnittstelle von pSVGFP
kloniert.

pPSVEBNAsSAFR pSVEBNASAFR basiert ebenfalls auf pPSVGFP. Es beinhaltet die-
selbe Expressionskassette fiir EBNA-1 wie pSVEBNAs, allerdings wurde der family of
repeats (FR) des oriP deletiert. Der FR ist im oriP/EBNA-1-Replikationssystem fiir ei-
ne regelgerechte Verteilung der replizierten Genome auf die Tochterzellen verantwortlich.
Zunéchst wurde der FR in p2747-1 durch Verdau mit HindIII und MIul entfernt. Nach
Erzeugung glatter Enden wurde das Plasmid religiert und die Expressionskassette fiir
EBNA-1 zusammen mit dem teildeletierten oriP durch Verdau mit Pvull isoliert. Nach
Erzeugung glatter Enden wurde das Fragment in die Swal-Schnittstelle von pSVGFP
kloniert.
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pSVEBNAw pSVEBNAw basiert ebenfalls auf pSVGFP. Es beinhaltet das EBNA-
1-Gen aus dem EBV-Stamm B95-8 sowie den Replikationsursprung oriP. Die Expressi-
onskassette fiir EBNA-1 wurde zusammen mit oriP durch Verdau des Plasmides pCEP4
(Invitrogen) mit Sall und Clal isoliert, mit glatten Enden versehen und in die Swal-
Schnittstelle von pSVGFP kloniert.
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Abbildung 8.9: HC-Ad-Vektoren ohne Selektionsoption. Die ge-
zeigten Vektoren basieren auf pFrt#39 (s. Abb. S. . HC-
AdSVGFP synthetisiert EGFP. HC-AdSVLam enthélt zusétz-
lich ein 1,2 kB Fragment des humanen LaminB2-Lokus, das als
Replikationsursprung beschrieben ist. HC-AdSVEBNAs enthélt
den EBV-oriP und eine durch den SRa-Promotor gesteuerte Ex-
pressionskassette fiir EBNA-1. HC-AASVEBNASAFR entspricht
HC-AdSVEBNAS, besitzt aber kein family of repeats-Element
(FR). HC-AdSVEBNAw enthélt das EBNA-1-Gen aus dem EBV-
Stamm B95-8.
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Abbildung 8.10: Nachweis von EBNA-1 in 293-Zellen, die mit
den entsprechenden Vektoren transduziert wurden. Die Transduk-
tion mit den Vektoren, die EBNA-1 unter Kontrolle des SRa-
Promotors exprimieren, fiithrt zu stirkerer Synthese von EBNA-1
als die Transduktion mit HC-AdASVEBNAw. Die untere Zahlen-
reihe gibt die fiir die Transduktion eingesetzten Vektormengen an.
K ist Totalprotein aus nicht-transduzierten Zellen.

Nachweis der Expression von EBNA-1

Zum Nachweis der Expression von EBNA-1 durch die entsprechenden HC-Ad-Vektoren
und zum Vergleich der Expressionsstirke zwischen den Vektoren wurden je 2-10% 293-
Zellen mit 10 MOI HC-AdSVEBNAs, HC-AASVEBNAsSAFR, HC-AdHygEBNA und
HC-AdSVEBNAw transduziert. Zusétzlich wurde dieselbe Zellzahl mit 30 MOI HC-
AdSVEBNAw transduziert. Als Kontrolle dienten nicht-transduzierte 293-Zellen. 48 h
nach Transduktion wurden die Zellen geerntet und eine Totalproteinprédparation vor-
genommen. Gleich groflie Aliquots der Proteinpriparationen wurden einer SDS-PAGE
und anschlieffend einem Western-Transfer unterzogen. Der Nachweis von EBNA-1 auf
der Nitrocellulosemembran erfolgte mittels anti-EBNA-1-Hybridomiiberstand (Geschenk
von W. Hammerschmidt, Miinchen) und einem Peroxidase-gekoppelten Sekundéranti-
korper. Abbildung S. zeigt das Ergebnis des immunchemischen Nachweises.
Nach Transduktion mit den Vektoren HC-AdSVEBNAs, HC-AASVEBNAsSAFR und
HC-AdHygEBNA wird deutlich mehr EBNA-1 synthetisiert als nach Transduktion mit
HC-AdSVEBNAw.
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Assays zum Verfolgen der EGFP-Expression und Kontrolle der
Replikationsfihigkeit

Die Substratvektoren HC-AdSVGFP, HC-AdSVLam und
HC-AdSVEBNAw

Verlustkinetik in A549 und HeLa-Zellen Zur Kontrolle der Replikationsfahigkeit
sowie zum Verfolgen der Transgenexpression iiber die Dauer des Experimentes wurden
in Doppelbestimmung je 2 - 106 HeLa und A549-Zellen mit 100 MOI des entsprechenden
Substratvektors sowie der gleichen Menge HC-AdFLPe kotransduziert. Des Weiteren
wurden in Doppelbestimmung je 2-10° HeLa und A549-Zellen nur mit den jeweiligen
Substratvektoren transduziert. Als Kontrolle dienten nicht-transduzierte Zellen. Die Zel-
len wurden vier Tage nach Transduktion in einem Verh&ltnis von 1:8 passagiert. Fortan
wurden die Zellen zweimal pro Woche 1:8 passagiert. Bei jeder Passage wurde 1/4 der
Zellen bei 300xg 5 min zentrifugiert, in 200 ul PBS/50 mM EDTA resuspendiert und
bei -80°C eingefroren. Zusétzlich wurde 1/8 der Zellen mittels Durchflusscytometrie hin-
sichtlich der Expression von EGFP untersucht.

Der zeitliche Verlauf der Expression war unabhéingig von einer Kotransduktion mit HC-
AdFLPe. Abbildung S. zeigt diesen Verlauf nach Kotransduktion mit HC-
AdFLPe fiir den jeweiligen Substratvektor in beiden Zelllinien. Nach 15-20 Tagen war
in allen Fillen keine Expression von EGFP mehr nachweisbar.

Von ausgewihlten Zeitpunkten wurde aus den eingefrorenen Zellen genomische DNA
priapariert, mit HindIII verdaut und nach Fragmenttrennung in einem 0,8% Agarosegel
einem Southern-Transfer unterzogen. Der Assay ist derselbe wie in Abschnitt S.
beschrieben.

Abbildung S[103| zeigt den Transfer mit genomischer DNA, die aus A549-Zellen
prapariert wurde. Aus dem Vergleich der Bandenintensitéten bei 2200 bp (diagnostisch
fiir die zirkulére Form) und 3300 bp (diagnostisch fiir die lineare Form) kann bei Kotrans-
duktion mit 100 MOI HC-AdFLPe eine Rekombinationseffizienz von 60-80% ermittelt
werden. Unabhéngig von der Rekombination durch FLPe kommt es bei allen Substrat-
vektoren zu einem starken initialen Verlust, so dass an Tag 4 nach Transduktion nur
noch 10-15 Kopien des jeweiligen Vektors vorliegen. Im weiteren zeitlichen Verlauf gehen
die Genome sukzessive verloren, an Tag 16 nach Transduktion sind weder zirkulédre noch
lineare Vektoren nachweisbar. Der Verlust von HC-AdSVEBNAw scheint sowohl fiir die
lineare als auch fiir die zirkuldre Form moglicherweise geringfiigig langsamer zu verlaufen,
als der der Vektoren HC-AdASVGFP und HC-AdSVLam. Der Vergleich der Bandenin-
tensitéten bei 6800 bp (diagnostisch fiir das zelleigene HPRT-Fragment und den Vektor
HC-AdFLPe) zwischen nicht-transduzierten Kontrollzellen und mit HC-AdFLPe trans-
duzierten Zellen zeigt, dass dieser Vektor bereits nach 9 Tagen nicht mehr nachweisbar
ist.
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Abbildung 8.11: Zeitlicher Verlauf der Expression von EGFP
nach Kotransduktion von A549- (obere Hilfte) und HeLa-Zellen
(untere Hilfte) mit 100 MOI des jeweiligen Substratvektors und
100 MOI HC-AdFLPe. Nach 15-20 Tagen war keine Expression
von EGFP mehr nachweisbar.
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Abbildung 8.12: Southern-Transfer mit genomischer DNA aus A549-Zellen.
Die Zellen wurde mit 100 MOI des jeweiligen Substratvektors transduziert.
Bei Kotransduktion mit derselben Menge HC-AdFLPe ist eine Rekombinati-
onseffizienz von 60-80% feststellbar (Vergleich der Bandenintensitéit bei 3300
bp fiir die lineare und 2200 bp fiir die zirkulire Form. Bei allen Substrat-
vektoren kommt es unabhiingig von der Kotransduktion mit HC-AdFLPe zu
einem starken initialen Verlust, so dass an Tag 4 nach Transduktion nur noch
10-15 Kopien des jeweiligen Vektors vorliegen. Im weiteren zeitlichen Verlauf
gehen diese Kopien verloren, an Tag 16 nach Transduktion sind weder zirku-
lare noch lineare Vektoren nachweisbar. Der Verlust von HC-AdSVEBNAw
scheint moglicherweise geringfiigig langsamer zu verlaufen als der der Vektoren
HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam. Auch HC-AdFLPe ist nach 9 Tagen nicht
mehr nachweisbar.
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Verlustkinetik in HeLa-EBNA1-Zellen Auf gleiche Weise wie in A549 und HeLa-
Zellen wurde die Verlustkinetik der Vektoren HC-AdSVGFP, HC-AdSVLam und HC-
AdSVEBNAw in EBNA-1-exprimierenden HeLa-Zellen (HeLa-EBNA1) ermittelt. HeLa-
EBNAI1-Zellen wachsen langsamer als A549- und HeLa-Zellen. Daher wurden diese Zellen
erstmalig 4 Tage nach Transduktion und dann zweimal pro Woche in einem Verhéltnis
von 1:3 passagiert. Abbildung S. zeigt den zeitlichen Verlauf der Transgenex-
pression. Nach Transduktion mit den Vektoren HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam ist
nach 20 Tagen unabhingig von einer Kotransduktion mit HC-AdFLPe keine EGFP-
Expression mehr feststellbar. Ohne Kotransduktion mit HC-AdFLPe kommt es mit dem
Vektor HC-AASVEBNAw zun#chst zu einem deutlichen Verlust der EGFP-Expression.
Ab Tag 20 nach Transduktion ist der Verlust abgeschwécht, so dass am Ende des Beob-
achtungszeitraumes von 110 Tagen noch 5% der Zellen EGFP exprimieren. Bei Kotrans-
duktion von HC-AASVEBNAw und HC-AdFLPe ist iiber den Beobachtungszeitraum
ein langsamer, linearer Verlust der Transgenexpression zu beobachten. An Tag 110 nach
Transduktion exprimieren noch iiber 10% der Zellen EGFP.

Auch hier wurde von ausgewihlten Zeitpunkten genomische DNA aus den eingefrorenen
Zellen prépariert, mit HindIIT verdaut und nach Fragmenttrennung in einem 0,8% Aga-
rosegel einem Southern-Transfer unterzogen. Abbildung SI[106] zeigt das Ergebnis
des Transfers. Der Vergleich der Bandenintensitédten bei 2200 bp (zirkuldre Form) und
3300 bp (lineare Form) ergibt fiir alle Vektoren eine Rekombinationseffizienz von 60-80%
bei Kotransduktion mit HC-AdFLPe. Unabhéingig von einer Kotransduktion mit HC-
AdFLPe kommt es bei allen Vektoren zu einem starken initialen Verlust, so dass an Tag 4
nach Transduktion nur noch 20-25 Kopien des jeweiligen Vektors nachzuweisen sind. Die
Vektoren HC-AdSVLam und HC-AdSVGFP gehen sowohl in der linearen als auch in der
zirkuldren Form im weiteren zeitlichen Verlauf rasch verloren und sind nach Tag 15 nicht
mehr nachweisbar. Die zirkuldre Form von HC-AdSVEBNAw ist hingegen bis Tag 60
nach Transduktion nachweisbar. Die Kopienzahlen betragen an Tag 15 nach Transdukti-
on 12 Kopien/Zelle, an Tag 24 11 Kopien/Zelle, an Tag 35 9 Kopien/Zelle und an Tag 60
7 Kopien/Zelle. Dies entspricht fiir den Zeitraum zwischen Tag 24 und 60 nach Transduk-
tion einem Erhalt von ca. 98% der Genome pro Verdopplung der Zellpopulation und steht
in Ubereinstimmung mit den Literaturwerten fiir oriP/EBNA-1-Plasmidsysteme [126].
Auch ohne Kotransduktion mit HC-AdFLPe bleibt der Vektor in niedrigen Kopienzahlen
bis Tag 60 nach Transduktion mit 0,5-1 Kopie/Zelle nachweisbar. Die diagnostische Ban-
de fiir HC-AdASVEBNAw ohne Kotransduktion mit HC-AdFLPe liegt bei 3300 bp. Ab
Tag 24 scheint die nachgewiesene Bande moglicherweise geringfiigig grofier zu sein. Der
Vektor HC-AdFLPe geht, ebenso wie die Vektoren HC-AdSVLam und HC-AdSVGFP
innerhalb der ersten 15-20 Tage verloren, wie ein Vergleich der Bandenintensitéten bei
6800 bp mit nicht-transduzierten Kontrollzellen zeigt.
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Abbildung 8.13: Zeitlicher Verlauf der Transgenexpression in
HeLa-EBNA1-Zellen. Mit und ohne Kotransduktion mit HC-
AdFLPe ist fiir die Vektoren HC-AdASVGFP und HC-AdSVLam
nach 20 Tagen keine EGFP-Expression mehr feststellbar. Die Ex-
pression von HC-AdASVEBNAw stabilisert sich ohne Kotransduk-
tion nach initialen Verlusten auf niedrigem Niveau. Mit Kotrans-
duktion von HC-AdFLPe ist eine langsame, lineare Abnahme der
Expression zu beobachten.
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Abbildung 8.14: Southern-Transfer mit DNA aus HeLa-EBNA1-Zellen. Die
Zellen wurden mit 100 MOI des jeweiligen Substratvektors transduziert (-
FLPe). Bei Kotransduktion mit derselben Menge HC-AdFLPe (+FLPe) ist
eine Rekombinationseffizienz von 60-80% feststellbar (Vergleich der Banden-
intensitéit bei 3300 bp fiir die lineare und 2200 bp fiir die zirkulidre Form).
Bei allen Substratvektoren kommt es unabhéngig von der Kotransduktion mit
HC-AdFLPe zu einem starken initialen Verlust, so dass an Tag 4 nach Trans-
duktion nur noch 20-25 Kopien des jeweiligen Vektors vorliegen. Die Vektoren
HC-AdSVLam und HC-AdSVGFP gehen im weiteren zeitlichen Verlauf rasch
verloren und sind nach Tag 15 nicht mehr nachweisbar. Fiir HC-AdSVEBNAw
ist bei Kotransduktion mit HC-AdFLPe ein langsamer linearer Verlust zu ver-
zeichnen (12 Kopien an Tag 15, 7 Kopien an Tag 60). Dieser entspricht einem
Erhalt von ca. 98% der Vektorgenome pro Verdopplung der Zellpopulation. Oh-
ne Kotransduktion mit HC-AdFLPe bleiben deutlich weniger Kopien erhalten
(2-3 Kopien/Zelle an Tag 15, 0,5-1 Kopie/Zelle an Tag 60). Des Weiteren scheint
die erhaltenen Kopien eine geringfiigig groflere diagnostische Bande als 3300
bp auszuzeichnen. K ist DNA aus nicht-transduzierten HeLa-EBNA1-Zellen.
Der Vektor HC-AdFLPe geht, ebenso wie die Vektoren HC-AdSVLam und
HC-AdSVGFP innerhalb der ersten 15-20 Tage verloren, wie ein Vergleich der
Bandenintensitidten bei 6800 bp mit nicht-transduzierten Kontrollzellen zeigt.
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Abbildung 8.15: Genomische DNA aus Hela-EBNA1-Zellen ko-
inifiziert mit je 100 MOI HC-AdSVEBNAw und HC-AdFLPe zu
spaten Zeitpunkten nach Transduktion. Die zirkuldre Form von
HC-AdSVEBNAw bleibt iiber den gesamten Beobachtungszeit-
raum von 122 Tagen erhalten. An diesem Tag liegt noch ca. 1
Kopie pro Zelle vor.

Es wurde ein weiterer Southern-Transfer mit DNA aus mit HC-AASVEBNAw und
HC-AdFLPe kotransduzierten HeLa-EBNA1-Zellen zu spéteren Zeitpunkten als Tag 60
durchgefithrt. Abbildung [8.15] S. zeigt das Ergebnis dieses Transfers. Die zirkulére
Form von HC-AdASVEBNAw (diagnostische Bande bei 2200 bp) ist bis Tag 122 nach
Transduktion nachweisbar. Analog zu Abb. S. ist eine langsame, lineare Ab-
nahme der Kopienzahl von ca. 6 Kopien/Zelle an Tag 64 auf ca. 1-2 Kopien/Zelle an
Tag 122 zu beobachten. Hier bestéitigt sich ein Erhalt von 96-98% der Vektorgenome pro
Verdopplung der Zellpopulation.

Um eine eventuelle Abhingigkeit des Erhalts der zirkuldren Form von HC-AASVEBNAw
von der initial eingesetzten Vektormenge zu {iberpriifen, wurden in Doppelbestimmung je
2.10° HeLa-EBNA1-Zellen mit nur 20 MOI HC-AdSVEBNAw und 20 MOI HC-AdFLPe
kotransduziert und die Expression von EGFP wie bereits beschrieben verfolgt. Abbildung
8.16] S.[108| zeigt den Verlauf der EGFP-Expression wihrend des Beobachtungszeitrau-
mes von 4 Wochen. Auch bei Einsatz von nur 20 MOI des Vektors HC-AdASVEBNAw
ist bei Kotransduktion mit HC-AdFLPe eine langsame, lineare Abnahme der Trans-
genexpression im Beobachtungszeitrum festzustellen. An Tag 28 nach der Transduktion
exprimieren noch ca. 60% der Zellen EGFP. Bei Transduktion mit 100 MOI sind es zum
gleichen Zeitpunkt 70% (s. Abb. S. [105). Auch die genomische DNA der Zellen
aus diesem Experiment wurde in einem Southern-Transfer analysiert. Abbildung [8:17]
S. zeigt diesen Transfer. Die zirkuldre Form von HC-AASVEBNAw bleibt auch nach
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Hela-EBNA1-Zellen

—a— 20 MOI HC-AdSVEBNAw + 20 MOI HC-AdFLPe —=— Hintergrund

o 120
i
E 100 ._.—.\\-
& = 80
N -\.\l-
3
EM 40
2
™ 20
R 0 -— ‘
0 5 10 15 20 25 30

Tage nach Transduktion

Abbildung 8.16: Zeitlicher Verlauf der EGFP-Expression in
HeLa-EBNAI1-Zellen nach Kotransduktion mit 20 MOI HC-Ad-
SVEBNAw und HC-AdFLPe. Die Expression zeigt eine langsame
lineare Abnahme im Beobachtungszeitraum von 4 Wochen.

Transduktion mit nur 20 MOI in HeLa-EBNA1-Zellen erhalten. Dies steht in Uberein-
stimmung mit den Expressionsdaten (s. Abb. S. [L0§).

108



8 Ergebnisse - Teil 11T

HC-AdSVEBNAw K

6300 bp —

3300 bp —

2200 bp —

4 11 14 21 28 Tage nach Transduktion

Abbildung 8.17: Southern-Transfer mit DNA aus HeLa-EB-
NA1-Zellen nach Kotransduktion mit 20 MOI HC-AdFLPe und 20
MOI HC-AdSVEBNAw. Die zirkulidre Form dieses Vektors bleibt
iiber den Beobachtungszeitraum von 28 Tagen erhalten. Dies kor-
reliert mit den Expressionsdaten (s. Abb. S.[108). K ist DNA
aus nicht-transduzierten HeLa-EBNA1-Zellen.
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Die Substratvektoren HC-AdSVEBNAs und HC-AdSVEBNAsSAFR

Verlustkinetik in A549- und HeLa-Zellen Die Verlustkinetik der Vektoren HC-
AdSVEBNAs und HC-AASVEBNASAFR wurde ebenfalls auf die beschriebene Weise in
A549- und HeLa-Zellen ermittelt. Je 2 - 10% HeLa- und A549-Zellen wurden in Doppelbe-
stimmung mit 100 MOI des entsprechenden Substratvektors und 100 MOI HC-AdFLPe
kotransduziert. Als Kontrolle dienten nicht-transduzierte Zellen. Die Zellen zeigten dhn-
lich wie nach Transduktion mit HC-AdHygEBNA auch nach Transduktion mit diesen
stark EBNA-I1-exprimierenden Vektoren ein verlangsamtes Wachstum und wurden erst-
malig vier Tage nach Transduktion und im Folgenden zweimal pro Woche 1:5 passagiert.
Abbildung S. zeigt den Verlauf der Expression von EGFP. In beiden Zelllinien
zeigt der Vektor HC-AdASVEBNAS, der einen vollsténdigen oriP besitzt, geringfiigig 14n-
gere Expression als der Vektor HC-AdASVEBNASAFR. Nach 15 Tagen (A549-Zellen) be-
ziehungsweise 21 Tagen (HeLa-Zellen) kann in keinem der Fille noch EGFP-Expression
nachgewiesen werden.

Von ausgewdhlten Zeitpunkten wurde aus den eingefrorenen Hela-Zellen genomische
DNA prépariert und nach Restriktion mit HindIII und Fragmenttrennung in einem 0,8%
Agarosegel einem Southern-Transfer unterzogen. Abbildung[8.19] S.[I12]zeigt das Ergeb-
nis des Transfers. Beide Vektoren werden durch FLPe mit der typischen Effizienz von 70%
rekombiniert. HC-AdFLPe ist bereits 9 Tage nach Transduktion nicht mehr nachweisbar
(diagnostische Bande bei 6800 bp im Vergleich mit nicht-transduzierten Kontrollzellen).
Die Vektoren HC-AdSVEBNAs und HC-AdSVEBNASAFR bleiben lénger erhalten als
HC-AdFLPe. Der ldngste Erhalt ist fiir HC-AASVEBNASs festzustellen. Dieser bleibt
mindestens 7 Tage langer erhalten als HC-AdEBNASAFR, der einen teildeletierten oriP
besitzt.

Der zeitliche Verlauf der Transgenexpression wurde zusétzlich bei Einsatz niedriger Vek-
tormengen ermittelt. Hierzu wurden je 2 - 10° HeLa- oder A549-Zellen mit je 20 MOI des
jeweiligen Substratvektors und 20 MOI HC-AdFLPe in Doppelbestimmung kotransdu-
ziert. Auch hier war ein verlangsamtes Wachstum der Zellen nach Transduktion festzu-
stellen, so dass diese erstmalig 4 Tage nach Transduktion und dann zweimal pro Woche
1:5 passagiert wurden. Abbildung S. zeigt den Verlauf der Transgenexpressi-
on. Dieser entspricht weitgehend dem Verlauf der Transgenexpression bei Einsatz von
100 MOI dieser Vektoren. In beiden Zelllinien exprimiert HC-AASVEBNAs EGFP iiber
einen ldngeren Zeitraum als HC-AASVEBNASAFR.
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Abbildung 8.18: Verlauf der EGFP-Expression in HelLa- und
A549-Zellen nach Kotransduktion mit 100 MOI HC-AdFLPe und
100 MOI des jeweiligen Substratvektors. Sowohl in HeLa- als
auch in A549-Zellen sinkt die Expression nach Transduktion mit
dem Vektor HC-AASVEBNASAFR geringfiigig schneller als nach
Transduktion mit HC-AdSVEBNAS, der einen vollstandigen oriP
besitzt. Nach 15 Tagen (A549-Zellen) und 21 Tagen (HeLa-Zellen)
ist keine Expression mehr nachweisbar.
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HC-AdSVEBNAs HC-AdSVEBNAs K
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Abbildung 8.19: Southern-Transfer mit DNA aus HeLa-Zellen.
Die Zellen wurde mit 100 MOI des jeweiligen Substratvektors
und 100 MOI HC-AdFLPe transduziert. K ist DNA aus nicht-
transduzierten HeLa-Zellen. HC-AdFLPe ist bereits 9 Tage nach
Transduktion nicht mehr nachweisbar (diagnostische Bande bei
6800 bp). Die zirkulidre Form von HC-AdSVEBNAs ist mindes-
tens 7 Tage ldnger nachweisbar, als die zirkuldre Form von HC-
AdSVEBNASAFR (diagnostische Banden bei 2200 bp). Dies kor-
reliert mit den Expressionsdaten. Beide Substratvektoren bleiben
linger erhalten als der Vektor HC-AdFLPe.
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Abbildung 8.20: Zeitlicher Verlauf der Transgenexpression bei
Einsatz von nur 20 MOI der Vektoren HC-AdSVEBNAs und
HC-AdEBNASAFR in HeLa- und Ab549-Zellen bei Kotransduk-
tion mit HC-AdFLPe. Der Verlauf entspricht dem, der bei Ein-
satz von 100 MOI beobachtet wurde (s. Abb. S. [111). HC-
AdEBNAs exprimiert EGFP {iber einen lidngeren Zeitraum als
HC-AdSVEBNASAFR.
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Verlustkinetik in HeLa-EBNA1-Zellen Auf gleiche Weise wie in A549- und HeLa-
Zellen wurde die Verlustkinetik der Substratvektoren HC-AdSVEBNAs und HC-AdSV-
EBNASAFR nach Transduktion mit 20 MOI des jeweiligen Vektors und Kotransdukti-
on mit derselben Menge HC-AdFLPe in EBNA-I1-exprimierenden HeLa-Zellen (HeLa-
EBNA1) ermittelt. Auch diese Zellen zeigten nach Transduktion mit diesen stark EBNA-
1-exprimierenden Vektoren ein verlangsamtes Wachstum und wurde erstmalig vier Tage
nach Transduktion und im Anschluss zweimal wochentlich in einem Verhéltnis von 1:2
passagiert. Abbildung S. zeigt den zeitlichen Verlauf der EGFP-Expression bei
Einsatz von 20 MOI. Nach Transduktion der Zellen mit HC-AdSVEBNAs kann bis Tag
25 nach Transduktion die Expression von EGFP nachgewiesen werden, bei Transduktion
mit HC-AASVEBNASAFR hingegen nur bis Tag 18 nach Transduktion. Dieses Ergebnis
war iliberraschend, da bereits fiir den Vektor HC-AASVEBNAw, der nur schwache Ex-
pression von EBNA-1 zeigt, der Erhalt in HeLa-EBNA1-Zellen bewiesen werden konnte
(s. Abb. S. [106). Daher wurde das gleiche Experiment zusitzlich mit dem Vek-
tor HC-AdHygEBNA durchgefiihrt. Dieser beinhaltet dieselbe Expressionskassette und
denselben oriP wie HC-AASVEBNAs und kann unter Selektionsbedingungen sowohl in
HeLa- als auch in A549-Zellen effizient replizieren (s. Abschnitt S. . Allerdings
wurde auf Grund der schwachen Expression von EGFP durch diesen Vektor auf eine Auf-
zeichnung des zeitlichen Verlaufs der Transgenexpression verzichtet. Statt dessen wurde
zu ausgewéhlten Zeitpunkten genomische DNA aus den transduzierten Zellen pripa-
riert, mit HindIII verdaut und nach Fragmenttrennung in einem 0,8% Agarosegel einem
Southern-Transfer unterzogen. Ebenso wurde mit préparierter DNA aus dem entspre-
chenden Experiment mit den Vektoren HC-AdASVEBNAs und HC-AdSVEBNAsAFR
verfahren. Abbildung S. zeigt das Ergebnis des Transfers. Sowohl der Vektor
HC-AdHygEBNA, fiir den unter Selektionsbedingungen und nach Absetzen der Selekti-
on ein stabiler Erhalt gezeigt werden konnte (s. Abb. S. , als auch die Vektoren
HC-AdSVEBNAs und HC-AdSVEBNASAFR gehen im Beobachtungszeitraum verloren.
HC-AdSVEBNASs, der einen vollstédndigen oriP besitzt, bleibt geringfiigig ldnger erhal-
ten als HC-AASVEBNASAFR. Dies korreliert mit dem zeitlichen Verlauf der EGFP-
Expression (s. Abb. S. und bestitigt die in HeLa- und A549-Zellen gemachte

Beobachtung (s. Abb. S. [112]).
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Abbildung 8.21: Zeitlicher Verlauf der Transgenexpression der
Vektoren HC-AdSVEBNAs und HC-AdEBNASAFR in HeLa-
EBNA1-Zellen nach Transduktion mit 20 MOI und Kotrans-
duktion mit 20 MOI HC-AdFLPe. Nach Transduktion mit HC-
AdSVEBNAs kann bis Tag 25 nach Transduktion die Expressi-
on von EGFP nachgewiesen werden, bei Transduktion mit HC-
AdSVEBNASAFR hingegen nur bis Tag 18 nach Transduktion.

HC-AdSVEBNAs HC-AdSVEBNAs HC-AdHygEBNA
-AFR
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2200 bp—

4 11 14 21 28 4 11 14 21 28 4 11 14 21 28 Tage nach
Transduktion

Abbildung 8.22: Southern-Transfer von DNA aus HeLa-EB-
NA1-Zellen nach Transduktion mit 20 MOI der Vektoren HC-
AdSVEBNAs, HC-AdSVEBNASAFR und HC-AdHygEBNA. Al-
le Vektoren gehen im Beobachtungszeitraum verloren. HC-Ad-
SVEBNAs und HC-AdHygEBNA bleiben geringfiigig linger er-
halten als HC-AASVEBNASAFR.
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Teilzusammenfassung

Die bislang dargestellten Ergebnisse zeigen, dass der Vektor HC-AASVEBNAw im Ge-
gensatz zu den Vektoren HC-AdSVGFP und HC-AdSCLam mit und ohne Zirkulari-
sierung durch FLPe in HeLa-EBNA1-Zellen replizieren kann. 96-98% der durch FLPe
zirkularisierten Genome dieses Vektors bleiben bei einer Verdopplung der Zellpopula-
tion in jeder Zelle erhalten. Dies entspricht einer Replikation synchron zum Zellzyklus
und steht in Ubereinstimmung mit entsprechenden Literaturwerten fiir oriP/EBNA-1-
basierte Plasmidsysteme. In A549- und HeLa-Zellen hingegen bleibt die zirkuldre Form
dieses Vektors nur geringfiigig ldnger erhalten, als die lineare oder zirkuldre Form der
Vektoren HC-AdASVGFP und HC-AdSVLam. Die Verwendung des als Replikationsur-
sprung beschriebenen Fragmentes aus dem humanen Lamin-B2-Genlokus erméglicht die
Ausbildung stabiler Replikons auch ohne Selektionsbedingungen nicht.

Die zirkuldre Form des Vektors HC-AASVEBNAs bleibt in HeLa-, A549- und HeLa-
EBNA-Zellen ldnger erhalten als die zirkuldre Form des Vektors HC-AdSVEBNAsAFR,
der einen teildeletierten oriP besitzt. Die zirkuldre Form dieser beiden Vektoren bleibt
langer erhalten als ihre jeweilige lineare Form und als der lineare Vektor HC-AdFLPe.
Dies ist ein Hinweis auf Replikation von zumindest einem Teil der Molekiile der zirku-
laren Formen von HC-AdASVEBNAs und HC-AdSVEBNAs mithilfe des oriP/EBNA-1-
Replikationssystems. Der schnellere Verlust der zirkuldren Form von HC-AdSVEBNAs-
AFR ist wahrscheinlich auf eine gegeniiber HC-AdSVEBNASs beeintrichtigte nukleére
Retention und Regulation der Verteilung der replizierten DNA-Molekiile auf die Toch-
terzellen zuriickzufiihren.

In HeLa-EBNA1-Zellen geht der Vektor HC-AdASVEBNASs im Vergleich zu HC-AdSVEB-
NAw, der eine schwache Expressionskassette fiir EBNA-1 besitzt, relativ schnell verloren.
Ein Kontrollexperiment mit HC-AdHygEBNA, der die gleiche EBNA-1-Expressionskas-
sette besitzt wie HC-AdASVEBNAs und unter Selektionsbedingungen in HeLa- und A549-
Zellen effizient repliziert, konnte zeigen, dass dieser Vektor in HeLa-EBNA1-Zellen mit
der gleichen Geschwindigkeit verloren geht, wie HC-AdSVEBNAs.

Bereits mit HC-AdHygEBNA konnte nach Transduktion der Zellen mit 20 MOI eine
deutliche Verlangsamung des Zellwachstums festgestellt werden. Diese wurde auch mit
den Vektoren HC-AdASVEBNAs und HC-AdSVEBNASAFR, die die gleiche Expressions-
kassette fiir EBNA-1 besitzen, festgestellt. Keiner der anderen vorgestellten Substrat-
vektoren, auch nicht HC-AdSVEBNAw, zeigte diesen Effekt.
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8.1.4 Modell zur mathematischen Beschreibung der
Erhaltungs-Effizienz

Der zeitliche Verlauf der EGFP-Expression zeigt fiir alle Vektoren einen Bereich linearen
Verlustes. Dieser geht einher mit einem entsprechenden linearen Verlust der Kopienzah-
len. Auf diesen Beobachtungen aufbauend wurde eine einfache mathematische Beschrei-
bung der Erhaltungseffizienz entwickelt. Grundlage dieser Beschreibung sind die ermittel-
ten Fluoreszenzdaten in Abhéngigkeit der Zeit nach Transduktion. Zunéchst wurden fiir
die einzelnen Zeitpunkte anhand der regelméssigen Passageraten die bis dahin erfolgten
Verdopplungen der Zellpopulationen berechnet. Dies erfolgte geméaf

Inz
dy = ny - 2>

wobei d; die Zahl der Verdopplungen zum Zeitpunkt ¢, n; die Anzahl der zum jeweiligen
Zeitpunkt ¢ erfolgten Passagen und x den Kehrwert der fiir die jeweilige Zelllinie verwen-
deten Passagerate darstellen. Auf diese Weise konnte der Verlauf der Transgenexpression
in Abhéngigkeit von den erfolgten Verdopplungen der Zellpopulation dargestellt werden.
Da die Proliferationsgeschwindigkeit direkten Einfluss auf den Verlust nicht oder nur in
geringem Ausmaf} replizierender Vektoren hat, und somit den Verlust der Transgenex-
pression beeinflusst, erlaubt diese Darstellung den direkten Vergleich zwischen verschie-
denen Zelllinien mit unterschiedlichen Proliferationsgeschwindigkeiten. Fiir den linearen
Bereich des Verlusts der EGFP-Expression wurde anhand der allgemeinen Geradenglei-
chung die Steigung m der zugehorigen Geraden ermittelt. Als Erhaltungswert M wurde
das negative Reziproke dieser Steigung multipliziert mit 100 definiert:

M = —L1.100

Mithilfe dieser Technik wurde ein Teil der vorgstellten Fluoreszenzdaten analysiert. Hier-
bei wurde darauf geachtet, dass die ermittelten linearen Bereiche aus mindestens 4 Mess-
punkten bestanden und der Korrelationskoeffizient der entsprechenden Geraden mindes-
tens 0,98 betrug. Die Darstellung der M-Werte erlaubt sowohl die Quantifizierung als
auch den direkten Vergleich der Erhaltungseffizienz der Vektoren in Zelllinien mit un-
terschiedlichen Proliferationsgeschwindigkeiten. Bereits geringe Unterschiede in der Er-
haltungseffizienz, die bei der Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Transgenexpression
nicht sichtbar sind, sollten so erfasst werden kénnen.

M-Werte der Substratvektoren HC-AdSVGFP, HC-AdSVLam und HC-Ad-
SVEBNAw Anhand der Fluoreszenzdaten aus Abbildung S. wurden die M-
Werte fiir die Vektoren HC-AdSVGFP, HC-AdSVLam und HC-AdSVEBNAe in A549-
und HeLa-Zellen bei Kotransduktion mit HC-AdFLPe berechnet. Abbildung[8.23] S.
zeigt das Ergebnis. Die Vektoren HC-AASVGFP und HC-AdSVLam weisen in beiden
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M-Werte in A549 und Hela-Zellen
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Abbildung 8.23: Vergleich der M-Werte in A549- und HeLa-
Zellen nach Kotransduktion mit 100 MOI HC-AdFLPe und der-
selben Menge Substratvektor. Die M-Werte fiir jeden einzelnen
Substratvektor sind in beiden Zelllinien bei Kotransduktion mit
HC-AdFLPe nahezu gleich. Die M-Werte fiir HC-AASVEBNAw
sind gegeniiber denen fiir HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam leicht
erhoht.

Zelllinien den gleichen M-Wert auf. Der M-Wert fiir den Vektor HC-AdASVEBNAw ist
gegeniiber diesen leicht erhoht und ebenfalls in beiden Zelllinien gleich.

Die M-Werte der Vektoren HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam in HeLa-EBNA1-Zellen
zeigt Abbildung [8.24h, S. Diese M-Werte liegen zwischen 5 und 6. Es konnte bei
dieser Analyse ein geringer Unterschied zwischen den M-Werten mit und ohne Kotrans-
duktion mit HC-AdFLPe zu Gunsten der zirkuldren Vektoren ermittelt werden. Aller-
dings hat die Zirkularisierung dieser Vektoren durch die FLPe-Rekombinase nur geringe
Auswirkung auf ihren Erhalt in HeLa-EBNA1-Zellen.

Des Weiteren wurden die M-Werte fiir den Vektor HC-AASVEBNAw bei Einsatz von
100 MOI mit und ohne Kotransduktion mit HC-AdFLPe errechnet und mit den ent-
sprechenden M-Werten fiir die Vektoren HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam verglichen.
Abbildung [8.24p, S. zeigt, dass die M-Werte fiir HC-AASVEBNAw sowohl mit, als
auch ohne Kotransduktion mit HC-AdFLPe deutlich hoher liegen, als die entsprechen-
den M-Werte fiir HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam. Der M-Wert fiir HC-AdSVEBNAw
ist bei Kotransduktion mit HC-AdFLPe um Faktor 10, ohne Kotransduktion mit HC-
AdFLPe um Faktor 26 hoher als fiir die Vektoren HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam.
Um eine eventuelle Abhéngigkeit des M-Wertes von der initial eingesetzten Vektormenge
zu iiberpriifen, wurden die M-Werte fiir den Vektor HC-AdSVEBNAw in HeLa-EBNA1-
Zellen nach Transduktion mit 20 und 100 MOI bei Kotransduktion mit derselben Menge
HC-AdFLPe errechnet und verglichen (s. Abb. S.[121)). Der M-Wert nach Transduk-
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Tabelle 8.1: M-Werte fiir stark EBNA-1-exprimierende Substrat-

vektoren.
HeLa HelLa A549 A549
100 MOI 20 MOI 100 MOI 20 MOI
HC-AdSVEBNAs 8,5 8,9 6,5 6,4
HC-AdSVEBNASAFR 6,5 6,6 4,7 5,0

tion mit 100 MOI HC-AdSVEBNAw ist um Faktor 1,6 hoher, als der bei Transduktion
mit 20 MOI. Die Effizienz des Erhalts des Vektors HC-AASVEBNAw zeigt daher eine
Abhéngigkeit von der initial eingesetzten Vektormenge.

M-Werte der Vektoren HC-AdSVEBNAs und HC-AdSVEBNAsSAFR Die M-
Werte fiir die Vektoren HC-AdSVEBNAs und HC-AdSVEBNASAFR in den verschiede-
nen Zelllinien sind in Tabelle S. zusammengefasst. Der Vektor HC-AdSVEBNAs
weist in allen Zelllinien einen hoheren M-Wert auf, als der Vektor HC-AdSVEBNASAFR.
Dies steht in Ubereinstimmung mit den Daten aus den Southern-Transferexperimenten
(s. Abb. S.[115). Hier ist keine deutliche Abhéngigkeit des M-Wertes von der initia-
len Vektormenge festzustellen. Der M-Wert fiir HC-AdSVEBNAs nach Transduktion von
HeLa-Zellen mit 100 MOI und Koinfekton mit derselben Menge HC-AdFLPe entspricht
dem des Vektors HC-AASVEBNAw und liegt iiber dem der Vektoren HC-AdSVGFP

und HC-AdSVLam (s. Abb[8.23] S. [118).
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Abbildung 8.24: (a) Vergleich der M-Werte der Vektoren HC-
AdSVGFP und HC-AdSVLam nach Transduktion von HeLa-
EBNA1-Zellen mit 100 MOI. Es ist nur ein geringer Unter-
schied zwischen den M-Werten mit und ohne Kotransduktion
mit HC-AdFLPe zu verzeichnen. (b) Vergleich der M-Werte zwi-
schen HC-AdASVEBNAw und HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam.
Bei Kotransduktion mit HC-AdFLPe ist der M-Wert fiir HC-
AdSVEBNAw um Faktor 10, ohne Kotransduktion mit HC-
AdFLPe um Faktor 26 hoher als fiir HC-AdASVGFP und HC-
AdSVLam (jeweils 100 MOI).
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Abhangigkeit des M-Wertes von der
initialen Vektormenge in HeLa-EBNA1-
Zellen
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Abbildung 8.25: Abhéngigkeit des M-Wertes von der initialen
Vektormenge. Verglichen sind die M-Werte fiir HC-AASVEBNAw
nach Kotransduktion von HeLa-EBNA1-Zellen mit 20 und 100
MOI sowie der entsprechenden Menge HC-AdFLPe. Bei Trans-
duktion mit 100 MOI ist der M-Wert um Faktor 1,6 hoher als bei
Transduktion mit 20 MOI.
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8.1.5 Molekulare Analyse der Erhaltungsform von HC-AdSVEBNAw

In Abschnitt S. 07 wurde beschrieben, dass der Vektor HC-AdASVEBNAw, der
eine Expressionskassette fiir EBNA-1 und den Replikationsursprung oriP besitzt, auch
ohne Kotransduktion mit HC-AdFLPe, also ohne Zirkularisierung durch FLPe in HeLa-
EBNAI1-Zellen erhalten bleibt. Dies wurde sowohl in Southern-Transferexperimenten
(s. Abb. S. als auch durch Aufzeichnung des zeitlichen Verlaufs der Trans-
genexpression durch diesen Vektor gezeigt (s. Abb. S. . Der M-Wert ist mit
140 der ho6chste ermittelte und liegt um Faktor 3 {iber dem M-Wert fiir die durch
FLPe-rekombinierte Form von HC-AdSVEBNAw (s. Abb. S.[120). Im Southern-
Transferexperiment wurde festgestellt, dass die Form des Vektors, die ohne Rekombinati-
on durch FLPe erhalten bleibt, eine geringfiigig groflere diagnostische Bande aufweist, als
fiir die lineare Form dieses Vektors zu erwarten wire (s. Abb. S.[106). Dies kénnte
durch eine Zirkularisierung des Vektors unter Erhalt der ITRs erkldrt werden. Abbil-
dung S. zeigt, dass durch eine solche Zirkularisierung auf Grund der HindIII-
Schnittstelle am rechten ITR des Vektors eine um 200 bp gréflere diagnostische Bande
im Southern-Transfer nachweisbar wére. Um diese Theorie einer spontanen Selbstzir-
kularisierung unter Erhalt der ITRs des Vektors zu iiberpriifen, wurde eine molekulare
Analyse der in HeLa-EBNA-1-Zellen ohne Kotransduktion mit HC-AdFLPe replizieren-
den Molekiile von HC-AdSVEBNAw vorgenommen. Geméf den Southern-Transferdaten
wiirden 1-3% der initial in die Zellen eingebrachten Vektorgenome spontan zirkularisiert.

Nachweis der spontanen Selbstzirkularisierung durch PCR

Die spontane Selbstzirkularisierung von HC-AdSVEBNAw sollte eindeutig mittels PCR
nachgewiesen werden kénnen. Hierzu wurden die Primer bigcircseq (5-AGATACGAGC-
ATGGATTCTTGG-3’) und bigcircrev (5’-CCACCTTCTCTTCCCACACG-3’) verwen-
det. Abbildung [8:26], S. zeigt das Prinzip der PCR. Die Primer binden jeweils kurz
vor dem linken beziehungsweise rechten ITR des Vektors. Ein PCR-Produkt kann nur bei
Vorliegen von zirkuldren DNA-Molekiilen gebildet werden, die die ITRs enthalten. Das in
einem solchen Fall erwartete PCR-Produkt besitzt eine Grofie von 974 bp. Die PCR wur-
de mit je 1 pg der genomischen DNA aus HeLa-EBNA1-Zellen 15, 24, und 35 Tage nach
Transduktion mit 100 MOI HC-AdSVEBNAw durchgefiihrt. Ebenso wurde je 1 ug geno-
mische DNA aus HeLLa-EBNA1-Zellen 15 und 24 Tage nach Transduktion mit 100 MOI
HC-AdSVLam oder HC-AdASVGFP eingesetzt. Sollten auch diese Vektoren spontan zir-
kularisieren, wire ebenfalls ein 974 bp PCR-Produkt zu erwarten. Als Kontrollen dienten
1 pg genomische DNA aus nicht-transduzierten HeLa-EBNA1-Zellen, Wasser und 1 ng
pFrt#39. Fiir dieses Plasmid ist ein PCR-Produkt in einer Gréfie von 3900 bp zu erwar-
ten, da es zwischen den adenoviralen ITRs 3000 bp pBluescript-Sequenzen beinhaltet.
Abbildung S. zeigt das Ergebnis der PCR. Sowohl nach Transduktion von
HeLa-EBNA1-Zellen mit HC-AASVEBNAw als auch mit den Vektoren HC-AdSVLam

122



8 Ergebnisse - Teil 11T

HC-AdSVEBNAw

/ bigcircrev
ITR ¥ P-EBNA-1-pA  oriP hCMV-EGFP-pA TR
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bigcircseq 7
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Abbildung 8.26: Schematische Darstellung der PCR zum Nach-
weis spontan gebildeter Zirkel von HC-AASVEBNAw. Die Pri-
mer bigcircrev und bigcircseq ergeben nur dann ein PCR-Produkt,
wenn zirkulire DNA-Molekiile vorliegen.

und HC-AdSVGFP ist ein PCR-Produkt der erwarteten Gréfle nachzuweisen. Spontan
gebildete Zirkel von HC-AdASVEBNAw sind noch mindestens 35 Tage nach Transdukti-
on nachweisbar. Die Menge des PCR-Produktes nach Transduktion mit diesem Vektor
ist grofler als die Mengen der PCR-Produkte nach Transduktion mit den gleichen Men-
gen HC-AdSVLam oder HC-AdSVGFP. Diese Daten sind weitere starke Hinweise fiir
die Fahigkeit der Vektoren zur spontanen Selbstzirkularisierung und einen Erhalt der
zirkuldren Form von HC-AASVEBNAw durch das oriP /EBNA-1-Replikatonssystem.

Charakterisierung der spontan gebildeten Zirkel

Sequenzierung des PCR-Produktes Zunichst wurde das PCR-Produkt, das mit
genomischer DNA 24 Tage nach Transduktion mit HC-AdSVEBNAw erhalten wurde,
gereinigt. Anschlieend wurde eine Sequenzierung mit den Primern bigcircseq und bigcir-
crev vorgenommen. Diese Sequenzierung erbrachte jedoch nur bis 2 Basenpaare vor den
Anfang des linken ITR (bigcircrev) und 1 Basenpaar vor das Ende des rechten ITR (big-
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HC-AdSV-  HC-AdSV- HC-AdSV-
EBNAw Lam GFP
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Abbildung 8.27: PCR zum Nachweis spontan gebildeter Zirkel
von HC-AdSVEBNAw. K ist das Ergebnis der PCR-~Reaktion mit
DNA aus nicht-transduzierten Zellen, H das Ergebnis mit Wasser
und P das Ergebnis mit dem Kontrollplasmid pFrt#39. Die Zahlen
iiber den Gelspuren geben in Tagen den Zeitpunkt an, zu dem nach
Transduktion der Zellen die genomische DNA prépariert wurde.

circseq) eindeutig lesbare Signale. Der Ubergang von ITR zu ITR konnte nicht eindeutig
sequenziert werden. Dies wurde als Hinweis auf ein Gemisch unterschiedlicher Sequenzen
gewertet, das daraus resultieren kénnte, dass die Zirkel nicht einheitlich gebildet werden.

Restriktionsanalyse des PCR-Produktes Da bei der Bildung grofler Zirkel, die
ein Aneinanderfiigen der ITRs des Vektors beinhaltet, neue Palindrome entstehen, wur-
de eine Restriktionsanalyse des PCR-Produktes durchgefiihrt. Diese Restriktionsanalyse
sollte bei Auftreten eines nur partiellen Verdaus des PCR-Produktes auch einen Hinweis
auf ein vorliegendes Gemisch von Molekiilen mit verschiedenen Sequenzen liefern kénnen.
Bei der Wahl der Restriktionsenzyme wurden zwei Félle mit unterschiedlichen Sequenzen
zu Grunde gelegt. Fall 1 setzte das vollstéindige Vorhandensein beider I'TRs voraus. In
diesem Fall entstiinde eine neue BfrBI-Schnittstelle und das 974 bp PCR-Produkt wiirde
in ein 623 bp und ein 351 bp Fragment gespalten. Fall 2 setzt voraus, dass den gebildeten
Zirkeln das jeweils terminale Basenpaar beider ITRs fehlt. In diesem Fall entstiinde eine
neue EcoRV-Schnittstelle und das PCR-Produkt wiirde in ein 174 bp, ein 343 bp und
ein 455 bp Fragment gespalten. Sollte keine zusétzliche EcoRV-Schnittstelle vorhanden
sein, wird das PCR-Produkt in ein 174 bp und ein 800 bp grofles Fragment gespalten.
Eine Restriktion mit HinfT wiirde fiir beide Félle ein 13 bp, ein 86 bp, ein 247 bp und ein
628 bp Fragment liefern. In Tabelle [8.2] S. sind die verschiedenen Fille zusammen-
gefasst. Abbildung S. zeigt das Ergebnis der Restriktionsanalyse. Der Verdau
des PCR-Produktes mit BfrBI ergibt eine starke Bande bei 974 bp und zwei schwache
Banden bei 623 und 351 bp. Dieser partielle Verdau deutet darauf hin, dass ein kleiner
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Tabelle 8.2: Fallunterscheidung fiir die Restriktionsanalyse der
PCR-Produkte der aus HC-AASVEBNAw ohne FLPe entstande-

nen zirkuldren DNA-Molekiile.

BfrBI EcoRV  Hinfl

beide ITRs vollstéindig 623 bp 800 bp 628 bp
351 bp 174 bp 247 bp

86 bp

13 bp

terminales bp beider 972 bp 455 bp 627 bp
ITRs fehlt 343 bp 247 bp

174 bp 85 bp

13 bp

Teil der Molekiile vollstdndige I'TRs besitzt. Der Verdau mit EcoRV liefert zwei Frag-
mente mit den Groflen 800 und 174 bp. Zusétzlich entstehen aber auch ein 343 und ein
455 bp Fragment. Diese kénnen nur entstehen, wenn einem Teil der Molekiile die termi-
nalen Basenpaare beider ITRs fehlen. Nach Restriktion mit HinfI entstehen Fragmente
mit den Groflen 628 und 247 bp. Unter der Annahme, dass die zusétzlich erwarteten,
kleineren Fragmente mit 86 und 13 bp Groéfle auf Grund zu geringer Mengen nicht mehr
nachzuweisen sind, ist dies ein weiterer Beweis fiir die Bildung grofler Zirkel iiber die
ITRs des Vektors. Diese Zirkel werden offensichtlich nicht einheitlich gebildet, sondern
es entsteht ein Gemisch unterschiedlicher Molekiile mit leichten Sequenzvariationen an

den Enden der ITRs.
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EcoRV
Hinfl
unverdaut
BfrBI
EcoRV
Hinfl
unverdaut
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Q

1000 bp ——
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800 bp ——
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Abbildung 8.28: Restriktionsanalyse des PCR-Produktes der
aus HC-AASVEBNAw spontan gebildeten Zirkel. Die linke Hélfte
der Abbildung stellt das Originalfoto des zur Trennung der Frag-
mente eingesetzten 2% Agarosegels dar, die rechte Hilfte ist ei-
ne Negativdarstellung desselben Bildes, in der die entscheidenden
DNA-Fragmente mit Pfeilen markiert sind. Mit allen drei Enzy-
men konnen die erwarteten Fragmente in geringer Menge nachge-
wiesen werden.
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Zusammenfassung

Das FLP/Frt-Rekombinasesystem eignet sich zur Exzision und Zirkularisierung 22-
28 kB grofler DNA-Fragmente aus HC-Ad-Vektorgenomen. Mit der temperaturop-
timierten Rekombinase FLPe kann hierbei eine Rekombinationsrate von 60-80%
erzielt werden. Die Zirkularisierung erméglicht die Anwendung des oriP/EBNA-
1-Replikationssystems zur Replikation der zirkuldren HC-Ad-Vektorgenome syn-
chron zum Zellzyklus.

Der Vektor HC-AdHygEBNA kann nach FLPe-vermittelter Zirkularisierung in den
stark proliferierenden humanen Tumorzelllinien A549 und HeLa unter Selektions-
bedingungen mithilfe des oriP /EBNA-1-Replikationssystems synchron zum Zellzy-
klus replizieren. Nach Transduktion der Zellen mit 20 MOI waren in HeLa-Zellen
bis nach Tag 40, in A549-Zellen bis an das Ende des Beobachtungszeitraumes
von 75 Tagen die zirkularisierten HC-AdHygEBNA-Genome nachweisbar. In A549-
Zellen blieb der Vektor auch nach Absetzen der Selektion erhalten.

Der Vektor HC-AdHygLam, der einen humanen Replikationsursprung aus dem
Lamin-B2-Genlokus enthilt, bildet unter Selektionsbedingungen keine stabilen Re-
plikons aus.

Alle gezeigten Vektoren, die das oriP/EBNA-1-System enthalten, kénnen nach
FLPe-vermittelter Zirkularisierung in den Zelllinien A549, HeL.a und HeLa-EBNA1
ohne Selektion replizieren. Besonders effizient funktioniert die Replikation des Vek-
tors HC-AASVEBNA in HeLa-EBNA1-Zellen, der noch 122 Tage nach Transduk-
tion der Zellen nachweisbar ist.

Die Anwendung des humanen Replikationsursprungs aus dem Lamin-B2-Genlokus
erlaubt auch ohne Selektion die Ausbildung stabiler Replikons nicht.

Die Effizienz der Replikation der oriP/EBNA-1-enthaltenden Vektoren ohne Selek-
tion zeigt eine Abhéingigkeit von der verwendeten Expressionskassette fiir EBNA-
1. Die Anwendung des starken SRa-Promotors zur Expression von EBNA-1 fiithrt
hierbei zu einer niedrigeren Effizienz der Replikation und dariiber hinaus zu einer
deutlichen Verlangsamung des Zellwachstums.

Es wurde ein einfaches mathematisches Modell zur quantitativen Beschreibung der
Erhaltung der Transgenexpression episomal replizierender HC-Ad-Vektoren entwi-
ckelt. Dieses erlaubt einen direkten Vergleich der Erhaltungseffizienz von Vektoren
in unterschiedlich schnell proliferierenden Zellen und kann bereits geringe Unter-
schiede deutlich machen.

Am Beispiel der Vektoren HC-AdSVEBNAw, HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam
konnte gezeigt werden, dass HC-Ad-Vektoren auch ohne Mitwirkung einer extern
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eingebrachten Rekombinase in geringen Mengen (1-3% der eingebrachten Geno-
me) spontan zirkularisieren kénnen, wobei die ITRs der Vektoren erhalten blei-
ben. Enthalten diese Zirkel das oriP /EBNA-1-Replikationssystem, kénnen sie mit
hoher Effizienz synchron zum Zellzyklus replizieren. Die gezeigten Experimente
liefern Hinweise auf die molekulare Struktur der spontan gebildeten Zirkel. Es ist
davon auszugehen, dass es nicht zu einer exakten Ligation der vollstdndigen ITRs
kommt. Vielmehr entsteht auf Grund des Verlustes einzelner Basenpaare ein Ge-
misch von Molekiilen mit unterschiedlicher Sequenz. Zwei dieser Spezies, Molekiile
mit vollstdndigen ITRs und Molekiile, denen die terminalen Basenpaare der ITRs
fehlen, konnten mittels Restriktionsanalyse nachgewiesen werden.
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9.1 Konstruktion eines HC-Ad-Vektorsystems zur stabilen
Transgenexpression in proliferierenden Geweben

9.1.1 Rekombinase-vermittelte Zirkularisierung von
HC-Ad-Vektorgenomen

Durch HC-Ad-Vektor-vermittelte Expression der FLP-Rekombinase aus Hefe gelingt es,
in humanen Zelllinien 22-28 kB groie DNA-Fragmente aus HC-Ad-Vektoren zu exzidie-
ren und zirkularisieren. Bei Anwendung der FLPe-Rekombinase betréigt die Rekombi-
nationsrate 60-80%. Edukt und Produkt zeigen beziiglich der Erkennungssequenzen fiir
die FLP-Rekombinase keinen Unterschied; es gibt es eine Hin- und eine Riickreaktion.
Dies ist wahrscheinlich ein Grund dafiir, dass die die Rekombinationseffizienz nicht hoher
ist. Zusétzlich konnte die Grofle der zu exzidierenden Fragmente einen Einfluss auf die
Effizienz der Rekombination haben. Die Effizienz des FLP /Frt-Systems zur Exzision des
Verpackungssignales der Helfervirusgenome in einem alternativen Produktionssystems
fiir HC-Ad-Vektoren [118], bei der lediglich einige hundert Basenpaare exzidiert werden,
liegt deutlich hoher. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass die Grofle der
zu exzidierenden Fragmente Einfluss auf die Rekombinationseffizienz hat. Die Mehrheit
der in eine Zelle eingebrachten HC-Ad-Vektorgenome wird allerdings auch in dem hier
vorgestellten System rekombiniert.

9.1.2 Replizierende HC-Ad-Vektoren unter Selektionsbedingungen

Mit HC-AdHygEBNA konnte ein Vektor entwickelt werden, der nach Zirkularisierung
durch FLPe in den stark proliferierenden humanen Tumorzelllinien A549 und HeLa un-
ter Selektionsbedingungen mithilfe des oriP /EBNA-1-Systems repliziert. Hierbei ist die
Effizienz in A549-Zellen hoher als in HeLa-Zellen. Es wurden bereits zelluldre Faktoren
publiziert, die neben oriP/EBNA-1 fiir eine effiziente Replikation von oriP/EBNA-1-
basierten Plasmidsystemen notwendig sind [98]. Hierzu zé&hlen unter anderem der ,telo-
meric repeat binding factor 2“ TRF2, das mit diesem interagierende Protein hRapl, die
Telomer-assoziierte Poly(ADP-ribose)-Polymerase sowie das p32/Tat-assoziierte Prote-
in [I27][128]. Es ist denkbar, dass diese Faktoren nicht in allen Zelllinien im gleichen
Ausmass vorhanden sind. Dies kénnte die unterschiedliche Effizienz der Replikation in
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den beiden Zelllinien erklaren. Bemerkenswert ist, dass die durch FLPe zirkularisier-
ten Genome von HC-AdHygEBNA auch nach Absetzen der Selektion in A549-Zellen
erhalten bleiben. Unter Selektion scheinen sich stabile Replikons zu bilden, die auch
nach Absetzen der Selektion erhalten bleiben. Dieses Phénomen konnte auch fiir ei-
nige oriP/EBNA-1-basierte Plasmidsysteme beobachtet werden [129]. Dieser Umstand
ermoglicht eventuell eine Anwendung des Systems in einer ex vivo Gentherapie. Hierbei
wiirden den Patienten Zellen entnommen, in vitro mit einem solchen oriP/EBNA-1 ba-
sierten Vektorsystem transduziert und nach Selektion und klonaler Analyse die Zellen
dem Patienten zuriickgegeben, die das therapeutische Gen von einem stabilen Replikon
exprimieren. Fin Vorteil eines solchen Ansatzes liegt darin, dass wihrend der Zeit der
Selektion der FLPe-exprimierende Vektor verloren geht und somit kein therapeutisch
unerwiinschtes Neoantigen mit moéglicherweise toxischen Wirkungen im Patienten expri-
miert werden muss. Des Weiteren konnte das Risiko moglicher Nebenwirkungen durch
eine genaue genetische Analyse der transduzierten Zellen vor ihrer Riickgabe in den
Patienten reduziert werden.

Die Literatur beschreibt fiir oriP /EBNA-1-basierte Plasmidsysteme unter Selektionsbe-
dingungen den effizienten Erhalt von 2-10 Kopien der Replikons [125]. Das hier gezeigte
System liegt beziiglich der Kopienzahlen an der unteren Grenze dieses Bereichs. Auf
Grund der beobachteten Beeintrachtigung des Zellwachstums nach Transduktion mit
HC-AdHygEBNA ohne Selektion kann davon ausgegangen werden, dass die starke Uber-
expression von EBNA-1 durch den SRa-Promotor negative Konsequenzen fiir die Zellen
hat. Da ein Zusammenhang zwischen der Menge an synthetisiertem EBNA-1 und der
Kopienzahl des Vektors besteht, scheint es wahrscheinlich, dass die Zellen negativen Kon-
sequenzen durch EBNA-1 dadurch entgegenwirken, dass sie die EBNA-1-exprimierenden
Replikons nur in der minimal nétigen Kopienzahl erhalten. Dies kénnte erkldren, warum
relativ wenige Kopien des Vektors HC-AdHygEBNA erhalten bleiben. Bislang existie-
ren keine Studien iiber eine Wechselbeziehung zwischen der Menge an synthetisiertem
EBNA-1 und der Zahl der etablierten, stabilen Replikons.

Wihrend der Arbeiten an diesem System wurde von Tan et al ein dhnliches, auf Erst-
generationsvektoren basiertes System publiziert [I13]. Dieses System arbeitet mit der
cre-Rekombinase zur Exzision und Zirkularisierung eines oriP /EBNA-1 tragenden DNA-
Fragmentes aus einem Erstgenerationsvektor. Der erzeugte Zirkel ist hierbei mit 7 kB
relativ klein und bietet auf Grund der Limitierung des Erstgenerationsvektors nicht
ausreichend Platz fiir ein weiteres Transgen. Die Replikation dieser Zirkel wurde un-
ter Selektionsbedingungen in einer Osteosarkom-Zelllinie aus Hunden nachgewiesen. Es
konnte eine mit dem hier vorgestellten System vergleichbare Effizienz der Replikation
festgestellt werden. Allerdings wurde keine Analyse iiber den Erhalt der Replikons nach
Absetzen der Selektion vorgenommen. Zudem wurden keine menschlichen Zelllinien ver-
wendet. Ein weiterer, wichtiger Unterschied zwischen dem hier vorgestellten System und
der Arbeit von Tan liegt in der Strategie zur Expression von EBNA-1. Tan et al konnten
zeigen, dass es nicht moglich ist, Erstgenerationsvektoren zu erzeugen, die konstitutiv
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EBNA-1 exprimieren. Daher wurde ein Vektor konstruiert, bei dem die EBNA-1-cDNA
erst durch die Rekombination des Vektors in der Zielzelle stromaufwérts von dem zuge-
horigen Promotor platziert wurde. Es wurde postuliert, dass die Prisenz von EBNA-1 die
Replikation von oriP-tragenden, adenoviralen Vektoren in den Produktionszellen hemmt.
Um dieses Problem in der vorliegenden Arbeit zu umgehen, wurde eine leichte Abwand-
lung des Protokolls zur seriellen Amplifikation der Vektoren vorgenommen, bei der die
Infektion der Produktionszellen mit Helfervirus immer 4-6 h vor der Infektion mit vek-
torhaltigen Rohlysaten erfolgte. Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, dass die
adenovirale Replikation bereits erfolgt war, bevor signifikante Mengen EBNA-1 in den
Produktionszellen synthetisiert wurden. Mit dieser Strategie gelang es problemlos, kon-
stitutiv EBNA-1-exprimierende HC-Ad-Vektoren mit hohen Titern zu erzeugen. Eine
detaillierte Charakterisierung dieser Strategie wurde bislang nicht vorgenommen.

9.1.3 Replikation von HC-Ad-Vektoren ohne Selektion

Alle gezeigten Vektoren, die das oriP/EBNA-1-System enthalten, kénnen nach FLPe-
vermittelter Zirkularisierung in den Zelllinien A549, HeLa und HeLa-EBNAT1 ohne Se-
lektion replizieren. Die Replikation der durch FLPe zirkularisierten Genome der Vekto-
ren HC-AdSVEBNAs und HC-AdHygEBNA ist aber ohne Selektion wenig effizient. Dies
steht in Ubereinstimmung mit der Literatur, die fiir oriP/EBNA-1-basierte Plasmidsys-
teme die Notwendigkeit von Selektion zur Ausblidung stabiler oriP-Replikons beschreibt
[130]. Es wird davon ausgegangen, dass nur ein kleiner Teil der initial in die Zellen einge-
brachten Replikons einen stabilen Status erhilt. Die Ursachen fiir die Ausbildung dieses
stabilen Status sind unbekannt. Hierbei wird ein seltenes, epigenetisches Ereignis vermu-
tet [130]. Leight et al konnten zeigen, dass auch bei die Transfektion von oriP-Plasmiden
in Zellklone, die bereits stabile oriP-Replikons tragen, die neu transfizierten Plasmide
verloren gehen und vermuten einen Mechanismus, bei dem die Chromatinstruktur der
Plasmide deren Erhaltungseffizienz beeinflusst.

Es gibt deutliche Hinweise, dass auch die DNA des Epstein-Barr-Virus nicht per se
stabile Replikons bildet. Reisman und Sugden konnten zeigen, dass nach Infektion der
EBV-positiven Lymphoblasten-Zelllinie TG8 mit dem EBV-Stamm B95-8, 85% der su-
perinfizierten B95-8-DNA innerhalb von 7 Tagen verloren ging. In normalen TG8-Zellen
konnen EBNA-Proteine nicht detektiert werden. 2 Tage nach Superinfektion der Zellli-
nie mit B95-8 waren in 60% der Zellen EBNA-Proteine nachweisbar. 10-15 Tage nach
Infektion lielen sich EBNA-Proteine nur noch in 1% der Zellen nachweisen [131]. Yang
et al infizierten die EBV-negative Burkitt-Lymphom-Zelllinie mit dem rekombinanten
Akata-Stamm von EBV, der ein Neomycin-Resistenzgen trigt. Auch hierbei entwickelte
sich nur 1% der infizierten Zellen zu Neomycin-resistenten, EBV-positiven Klonen [132].
Auch die Infektion von 15 verschiedenen, epithelialen Zelllinien mit diesem rekombinan-
ten Stamm fiithrte unter Selektionsbedingungen zur Ausbildung stabiler Klone bei im
Durchschnitt nur 4% der infizierten Zellen [133].
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Der Vektor HC-AASVEBNASAFR ist in der Lage, ohne Selektion in A549-, HeLa- und
HeLa-EBNA1-Zellen zu replizieren. Allerdings ist durch die Deletion des FR die regel-
gerechte Verteilung der replizierten Genome auf die Tochterzellen beeintréchtigt. Dies
erklirt den schlechteren Erhalt dieses Vektors im Vergleich zu HC-AdSVEBNAs und HC-
AdHygEBNA, die die gleiche Expressionskassette fiir EBNA-1, aber einen vollsténdigen
oriP besitzen.

Nach Transduktion gleich welcher Zelllinie mit 20 MOI der Vektoren HC-AdSVEBNAs
und HC-AdSCEBNASAFR, die beide eine durch den SRa-Promotor gesteuerte Expres-
sionskassette fiir EBNA-1 besitzen, ist ein deutlich verlangsamtes Wachstum der Zellen
zu beobachten. Dieses verlangsamte Zellwachstum konnte auch mit HC-AdHygEBNA,
der die gleiche Expressionskassette besitzt, nicht aber mit einem der anderen Substrat-
vektoren beobachtet werden. Dies lisst vermuten, dass die starke Uberexpression von
EBNA-1 negative Auswirkungen auf das Zellwachstum hat. Dies konnte fiir die Expe-
rimente mit diesen Vektoren, die ohne Selektion durchgefiihrt wurden, bedeuten, dass
Zellen mit weniger oder sogar keinen Kopien des Vektors einen Wachstumsvorteil besit-
zen und die Zellen iiberwachsen werden, in denen sich stabile Replikons gebildet haben.
Fiir den relativ schlechten Erhalt des Vektors HC-AASVEBNASs in den Zelllinien A549,
HeLa und HeLa-EBNAT1 sind daher wahrscheinlich zwei Faktoren verantwortlich. Zum
einen bildet nur ein kleiner Teil der zirkularisierten Vektorgenome stabile Replikons und
zum anderen haben Zellen, in denen sich diese Replikons nicht ausbilden, einen Wachs-
tumsvorteil.

Hervorzuheben ist die hohe Effizienz der Replikation des Vektors HC-AASVEBNAw oh-
ne Selektion in HeLa-EBNA1-Zellen, dessen durch FLPe zirkularisierte Form noch 122
Tage nach Transduktion in den Zellen nachweisbar ist. Dieser Vektor zeigt eine Erhal-
tungseffizienz von 96-98% der Genome pro Verdopplung der Zellpopulation. Dies steht in
Ubereinstimmung mit Literaturwerten fiir oriP/EBNA-1 basierte Plasmidsysteme unter
Selektionsbedingungen. Im Vergleich zu HC-AdSVEBNAs ist die Expression von EBNA-
1 durch diesen Vektor nur schwach und es konnte auch bei hohen Vektordosen von 100
MOI keine Verlangsamung des Zellwachstums festgestellt werden. Dies scheint eine Aus-
bildung stabiler Repikons in HeLa-EBNA1-Zellen zu ermdglichen. Allerdings ist hierbei
zu beobachten, dass bei Transduktion mit 100 MOI dieses Vektors nur ca. 10 stabile
Replikons gebildet werden. Auch hier scheint also die Beschreibung der Literatur fiir
oriP/EBNA-1 basierte Plasmidsysteme auf das HC-Ad-Vektorsystem iibertragbar zu
sein.

9.1.4 Modell zur mathematischen Beschreibung der
Erhaltungseffizienz

Es konnte ein Modell zur mathematischen Beschreibung der Erhaltungseffizienz der HC-
Ad-Vektoren in replizierenden Zelllinien anhand des zeitlichen Verlaufs der Transgen-
expression von diesen Vektoren entwickelt werden. Dieses Modell erlaubt den direkten,
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quantitativen Vergleich der Erhaltungseffizienz der Vektoren in Zellen mit unterschiedli-
chen Proliferationsgeschwindigkeiten. Die tibersichtliche Darstellbarkeit der ermittelten
M-Werte erlaubt es, auch kleine Unterschiede direkt sichtbar zu machen. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die ermittelten M-Werte, die auf den Daten der zeitlichen Verldufe
der Transgenexpression basieren, mit den Daten aus den Southertransfer-Assays korre-
lieren. Besonders augenscheinlich wird der Nutzen des Modells beim Vergleich der Vek-
toren HC-AASVEBNAw, HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam. Hier ist beim Vergleich der
M-Werte ein geringer Unterschied der Erhaltungseffizienz zu Gunsten des Vektors HC-
AdSVEBNAw sichtbar, der sich nur schwer aus der Darstellung des zeitlichen Verlaufs
der Transgenexpression ablesen lidsst. Ebenso deutlich wird der Unterschied in der Er-
haltungseffizienz zwischen der durch FLPe-rekombinierten und der nicht-rekombinierten
Form des Vektors HC-AASVEBNAw in HeLa-EBNA1-Zellen.

Der theoretische M-Wert ohne Replikation, aber mit regelgerechter Verteilung der Vek-
torgenome auf die Tochterzellen betragt M=2. Alle hier ermittelten M-Werte liegen iiber
diesem theoretischen Wert. Dies konnte durch eine ungeregelte Replikation der Vektoren
erklart werden. Fiir humane DNA-Fragmente wurde gezeigt, dass sie bei einer Gro-
Be von iiber 20 kB in der Lage sind, autonom zu replizieren [102][103][104]. Dies wird
darauf zuriickgefiihrt, dass humane DNA-Molekiile dieser Grofle statistisch betrachtet
eine Sequenz besitzen konnen, die zumindest Replikationsursprung-ahnliche Aktivitét
zeigt. Allerdings ist kein Mechanismus vorhanden, der die regelgerechte Segregation der
replizierten Molekiile auf die Tochterzellen erlaubt. Daher liegen die M-Werte fiir die
Vektoren, die kein oriP/EBNA-1-Systembesitzen, das eine regelgerechte Segregation er-
laubt, unter denen der Vektoren mit diesem System. Interessanterweise entspricht der
M-Wert fiir den Vektor HC-AdASVEBNASAFR in HeLa-Zellen dem M-Wert der Vekto-
ren HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam in diesen Zellen. Dies kann als weiterer Hinweis
auf Replikation der Vektoren HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam gewertet werden. Die
Identifikation eines mit einem solchen Vektorsystem anwendbaren, nicht-viralen Mecha-
nismus zur nukledren Retention und regelgerechten Segregation der replizierten Vektor-
genome auf die Tochterzellen wiirde einen Idealfall darstellen. Moglicherweise kénnte die
Einbringung von sogenannten ,matrix attachment regions* MARs in die Vektor-DNA
eine Wirkung in diese Richtung ausiiben [134].

9.1.5 Molekulare Analyse der Erhaltungsform von HC-AdSVEBNAw

Am Beispiel der Vektoren HC-AASVEBNAw, HC-AdSVGFP und HC-AdSVLam konnte
gezeigt werden, dass HC-Ad-Vektoren auch ohne Mitwirkung einer extern eingebrach-
ten Rekombinase in geringen Mengen spontan zirkularisieren kénnen, wobei die ITRs der
Vektoren erhalten bleiben. Enthalten diese Zirkel das oriP /EBNA-1-Replikationssystem,
konnen sie mit hoher Effizienz synchron zum Zellzyklus replizieren, wie ein Vergleich der
M-Werte zwischen der durch FLPe zirkularisierten und der nicht-rekombinierten Form

des Vektors HC-AdASVEBNAw in HeLLa-EBNA1-Zellen zeigt. Diese Zirkularisierung, die
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ca. 1-3% der in die Zelle eingebrachten Vektorgenome betrifft, konnte in mehrfacher Hin-
sicht von grofler Bedeutung sein. So kénnte sie zum einen ein mitbestimmender Faktor
fiir die Stabilitdt der HC-Ad-Vektor-vermittelten Transgenexpression in ruhenden Gewe-
ben sein. Es ist bislang nicht geklért, auf welche Weise die Enden der linear vorliegenden
Vektoren vor exonukelolytischer Aktivitit geschiitzt werden. Unter der Annahme, dass
das Terminale Protein, das kovalent mit den Vektorenden verkniipft ist, verloren geht,
muss ein besonderer Schutz vor exonukleolytischer Degradation existieren. Moglicher-
weise stellt die spontane Selbstzirkularisierung der Vektoren genau diesen Schutz dar.
Die beobachteten Sequenzvariationen an den Enden der ITRs in den gebildeten Zir-
keln koénnten darauf zuriickzufiihren sein, dass nach Verlust des Terminalen Proteins vor
der Zirkularisierung der Vektoren bereits exonukleolytische Degradation stattgefunden
hat. Des Weiteren konnte diese Beobachtung der spontanen Selbstzirkularisierung zur
Entwicklung neuer Strategien bei der Konstruktion HC-Ad-Vektor-basierter stabiler Re-
plikons von Bedeutung sein. So kénnte hierbei in ex vivo Gentherapieanséitzen, die den
Finsatz grofler Vektormengen erlauben, moéglicherweise auf eine Rekombinase-vermittelte
Zirkularisierung der Vektoren verzichtet werden. Dies konnte die moglichen Nebenwir-
kungen fiir die behandelten Zellen reduzieren, die durch Expression einer Rekombinase
verursacht werden konnen.

Besonders bemerkenswert ist auch die grofie Effizienz der Erhaltung dieser Zirkel, wenn
sie das oriP/EBNA-1-Replikationssystem besitzen. Die Effizienz der Erhaltung ist um
Faktor 1,6 hoher als die der FLPe-vermittelten Replikons. Dies kénnte zwei Ursachen
haben. Zum einen konnte der Groflenunterschied der Zirkel von 6 kB eine Rolle spielen.
Eventuell sind in den spontan gebildeten Zirkeln Sequenzen enthalten, die eine genaue-
re Verteilung der replizierten Genome auf die Tochterzellen erlauben. Des Weiteren ist
denkbar, dass die Zirkel sequenzbedingt Strukturen enthalten, die replikationsunterstiit-
zend wirken. Besonders die aneinandergefiigten ITRs konnten hierbei eine Rolle spielen.
Eventuell lassen sich hier die DNA-Striange wihrend der Replikation leichter voneinander
16sen.

Eine spontane Zirkularisierung adenoviraler DNA wurde bereits vor 20 Jahren beschrie-
ben [135]. Ruben et al konnten nach Infektion mit Ad5 kovalent geschlossene Zirkel von
Ad5-DNA in verschiedenen Ratten-Zelllinien und HeLa-Zellen nachweisen. Der Nach-
weis, dass es sich hierbei um zirkuliare DNA-Molekiile und nicht um Konkatemere han-
delt, wurde iiber *H-Thymidin-Markierung in den Zellen, Extraktion der DNA und an-
schliefender Dichtegradientenzentrifugation mit Fraktionierung des Gradienten gefiihrt.
Es wurde postuliert, dass das Terminale Protein oder sein Vorldufer méglicherweise eine
Strangbruch-schlieflende, enzymatische Aktivitit besitzen konnte, die zur Bildung der
DNA-Zirkel fithrt [136]. Eventuell wird diese Funktion aber auch von zelluldren Protei-
nen iibernommen und das Terminale Protein ist nur beteiligt, indem es die ITR-Enden
zueinander bringt. Diese Eigenschaft ist bereits bekannt [136].

Insgesamt ist festzuhalten, dass es auf Grund der gezeigten Daten wahrscheinlich er-
scheint, ein HC-Ad-Vektor-basiertes, therapeutisches System fiir episomale und stabile
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Transgenexpression in proliferierenden Zellen auf der Basis der vorgestellten HC-Ad-
Vektoren mit dem oriP/EBNA-1-System zu entwickeln, das in einer ex vivo-Strategie
Anwendung finden kann. Nach Transduktion, Selektion und klonaler Analyse von Pa-
tientenzellen in vitro kénnten hierbei die erfolgreich transduzierten Zellen mit stabilen,
episomalen Replikons dem Patienten zuriickgegeben werden. Mit einem solchen System
konnten die bedeutenden Risiken einer insertionellen Mutagenese, die bei der Anwen-
dung von Retrovirus-basierten Vektorsystemen auftritt, reduziert werden. Gleichzeitig
konnten alle Vorteile, die HC-Ad-Vektorsysteme auszeichnen, genutzt werden.
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10 Zusammenfassung

Adenovirale Vektoren mit hoher DNA-Kapazitét (HC-Ad-Vektoren) transduzieren eine
Vielzahl ruhender und proliferierender Zellen unterschiedlichen Ursprungs und sind rela-
tiv leicht in hohen Titern produzierbar. Sie sind auf Grund ihrer groflen Aufnahmekapa-
zitdt fiir Transgene, der geringen Toxizitédt und der geringen Immunogentiéit gegeniiber
anderen Vektorsystemen fiir gentherapeutische Zwecke zu bevorzugen. Die vorliegen-
de Arbeit behandelt verschiedene Strategien zur HC-Ad-Vektor-vermittelten Langzeit-
expression von Transgenen und besteht aus drei aufeinander aufbauenden Teilen. Da
HC-Ad-Vektoren keine viralen Gene besitzen, kénnen sie nicht iiber Plaque-Assays ti-
triert werden. In Teil I musste daher zunéchst ein mit konventionellen Labormethoden
durchfiihrbarer, leicht standardisierbarer, DNA-basierter und Reportergen-unabhéngiger
Assay zur Bestimmung der drei Kenngrofien von HC-Ad-Vektorpréiparationen, ndmlich
der Zahl der infektiosen Partikel, der Zahl der nicht-infektitsen Partikel und der Zahl
der Helferviruspartikel entwickelt werden.

Mit dem vorgestellten Assay konnen diese drei Kenngroflen erstmals mit einheitlicher
Methodik verlédsslich bestimmt werden. Dies war erforderlich fiir die Teile IT und III
der Arbeit, da das Testen verschiedener Strategien zur Langzeitexpression den Titer-
abhéngigen Vergleich verschiedener HC-Ad-Vektorpraparationen beinhaltet. Dariiber-
hinaus hat der Assay grofle Bedeutung fiir klinische Anwendungen, bei denen die Vek-
tordosis eine entscheidende Rolle zur Vermeidung unerwiinschter Nebenwirkungen spielt.
Da die linearen HC-Ad-Vektorgenome nach der Transduktion der Zielzellen episomal
vorliegen, muss bei der Entwicklung von Strategien zur Langzeitexpression von Transge-
nen durch diesen Vektortyp zwischen postmitotischen, ruhenden Geweben einerseits und
proliferierenden Geweben andererseits unterschieden werden. Als Paradigma fiir post-
mitotische, ruhende Gewebe wurde das retinale Pigmentepithel (RPE) gewihlt. Dieses
Gewebe ist gentherapeutisch relevant, da es von einer Reihe von Erkrankungen betroffen
sein kann, fiir die Gentransfervektoren mit langzeitiger Transgenexpression neue Behand-
lungsmoglichkeiten erdffnen kénnen. In Teil II dieser Arbeit wurde ein HC-Ad-Vektor
entwickelt, der eine stabile Transgenexpression im RPE in vivo iiber den gesamten Beob-
achtungszeitraum von sechs Monaten vermittelte. Es gab keine Hinweise auf eine durch
diesen Vektor induzierte Toxizitat oder Immunogenitdt im RPE. Dies stellte wahrschein-
lich die Grundlage fiir die Langzeitexpression dar. Zudem waren nur sehr niedrige Vek-
tordosen fiir eine effiziente und spezifische Transduktion des RPEs erforderlich. Diese
Vektordosen wurden mithilfe des in Teil 1 entwickelten Assays bestimmt. Die Ergeb-
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nisse bilden die Grundlage fiir weiterfithrende Arbeiten zur HC-Ad-Vektor-vermittelten
Langzeitexpression therapeutischer Transgene in Modellen zur altersabhéngigen Maku-
ladegeneration.

Im Gegensatz zu ruhenden Geweben wie dem RPE gehen episomale HC-Ad-Vektor-
genome in proliferierenden Zellen trotz ihrer reduzierten Toxizitdt und Immunogenitéit
verloren, da sie keine besonderen Mechanismen zur Replikation und regelgerechten Segre-
gation der replizierten Genome auf die Tochterzellen besitzen. Eine Vielzahl von genthe-
rapeutisch relevanten Geweben besitzt aber eine natiirliche Proliferationsrate. In Teil 111
der Arbeit wurde daher auf der Basis von HC-Ad-Vektoren ein System entwickelt, das ei-
ne Langzeitexpression von Transgenen auch in proliferierenden Zellen ermoglicht. Als Pa-
radigma fiir proliferierende Gewebe wurden stark replizierende Tumorzelllinien gew#hlt.
Die linearen Genome der HC-Ad-Vektoren wurden nach Transduktion der Zielzellen iiber
die DNA-Rekombinase FLP mit hoher Effizienz zirkularisiert, um die Probleme zu um-
gehen, die sich bei der Replikation freier DNA-Enden ergeben konnen. Zur Replikation
der zirkularisierten Genome und deren regelgerechter Verteilung auf die Tochterzellen
wurde das oriP/EBNA-1-Replikationssystem aus Epstein-Barr-Virus (EBV) eingesetzt,
das eine Replikation synchron zum Zellzyklus erlaubt. In Southern-Assays konnte gezeigt
werden, dass in schnell proliferierenden Tumorzelllinien bis zu 98% der Vektorgenome pro
Zellzyklus repliziert wurden. Dies wurde bestétigt durch ein Verfolgen der Transgenex-
pression in durchflusscytometrischen Messungen. Auf der Basis dieser Messungen wurde
schliellich ein einfaches mathematisches Modell entwickelt, das die Quantifizierung und
den Vergleich der Erhaltungseffizienz unterschiedlicher Vektorgenome in Zelllinien mit
unterschiedlicher Proliferationsgeschwindigkeit erlaubt. Des Weiteren wurde entdeckt,
dass die HC-Ad-Vektorgenome in geringem Ausmafl nach Transduktion der Zielzelle oh-
ne Mitwirkung einer Rekombinase spontan zirkularisierten, und dass die so gebildeten
Zirkel, wenn sie das oriP /EBNA-1-Replikationssystem trugen, mit der héchsten Effizienz
replizierten.

Die Rahmenbedingungen, die eine Replikation von zirkularisierten HC-Ad-Vektorgeno-
men in schnell proliferierenden Tumorzellen mithilfe des oriP/EBNA-1-Systems erlau-
ben, wurden genau charakterisiert und deuten darauf hin, dass das entwickelte HC-Ad-
Vektorsystem in naher Zukunft mit geringen Anpassungen in ex vivo Gentherapieansit-
zen einsetzbar ist.
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11 Abstract

High-capacity adenoviral vectors (HC-Ad-vectors) can transduce a significant number of
resting and proliferating cells of different origin and can be produced to high titers. They
feature a high capacity for the uptake of foreign transgenes and low toxicity as well as low
immunogenicity and are, therefore, favourable among other gene transfer systems. This
thesis deals with different strategies to mediate long-term transgene expression by HC-
Ad-vectors. HC-Ad-vectors do not contain any viral genes and conventional plaque-assays
for titration cannot be performed. Therefore, it was first necessary to set up a DNA-
based and reporter gene-independent assay to determine the three important parameters
of HC-Ad-vector preparations, namely the number of infectious particles, the number of
non-infectious particles and the number of helpervirus particles (part I). This assay allows
for accurate determination of these parameters by standard laboratory methods and was
required for parts II and III of the thesis, because testing strategies to mediate long-term
transgene expression involves the comparison of different HC-Ad-vector preparations in
a titer-dependent manner. Furthermore, the assay will be of significance for clinical
applications of HC-Ad-vectors to avoid dose-related unexpected adverse events.

To develop different strategies to mediate long-term transgene expression by episomal
HC-Ad-vectors, one has to distinguish between postmitotic, resting cells and prolifera-
ting tissues. As a paradigm for resting cells, the retinal pigment epithelium (RPE) was
chosen. This tissue can be affected by several diseases, and gene transfer vectors, that
mediate long-term transgene expression could lead to the establishment of new therapeu-
tic strategies. In part II of this thesis an HC-Ad-vector was developed, which mediates
stable transgene expression for at least six month in vivo in the RPE. There was no
evidence for toxicity or immunogenicity after transduction of the RPE. This very like-
ly contributes to the long-term expression of the transgene. It was demonstrated, that
very low vector dosis are necessary for efficient and specific transduction of the RPE in
vivo. The vector dosis were determined by the assay developed in part I of the thesis.
These results are the basis for further experiments with HC-Ad-vectors mediating long-
term expression of therapeutic transgenes in the RPE to address age-related macular
degeneration (ARMD), a significant disease of the RPE.

In contrast to resting tissues like the RPE, episomal HC-Ad-vectors are lost in prolife-
rating cells despite their low toxicity and immunogenicity, because they do not possess
distinct mechanisms for replication and segregation of replicated genomes to daughter
cells. However, a significant number of tissues relevant for gene therapy has a natural tur-
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nover. Therefore, in part 111 of this thesis an HC-Ad-vector-based system was developed,
that allows for long-term transgene expression in proliferating cells. As a paradigm for
the latter, fast proliferating tumor cell lines were chosen. After transduction, the linear
HC-Ad-vector genomes were circularised with high-efficiency by the DNA-recombinase
FLP to circumvent problems that could arise from replication of free ends of DNA. The
oriP/EBNA-1 replication system derived from Epstein Barr virus (EBV) was used to
allow for replication of the circular DNA once per cell cycle. In fast proliferating tumor
cells up to 98% of the circularised genomes were replicated and segregated to daughter
cells as could be shown by Southern-assays. This was confirmed by monitoring transgene
expression in flow cytometry experiments. In addition, the latter was used to establish a
simple mathematical model for quantitative description and comparison of the mainte-
nance of different vector genomes in cell lines with different proliferation rates. Finally, it
was discovered that a small number of HC-Ad-vector genomes was able to spontaneously
circularise after transduction of target cells without any DNA recombinase. These circles
could replicate with the highest efficiency when they harboured the oriP /EBNA-1 rep-
lication system.

The conditions that allow for oriP/EBNA-1-dependent replication of circularised HC-
Ad-vector genomes in proliferating tumor cell lines were characterised in detail. It is
possible that after minor modifications this system will be suitable for ex vivo gene
therapeutic approaches in the near future.
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