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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Mit der Entwicklung der rekombinanten DNA Technologie wurden auch in der Medizin
grofle Fortschritte gemacht. Durch diese Methoden wurde es moglich, die molekularen
Ursachen von vielen Erkrankungen zu kldren. Viele dieser Verfahren werden derzeit benutzt
oder diskutiert, um Nukleinsduren in Zellen eines Rezipienten, Spenders oder artifiziellen
Systemen einzuschleusen, um Erkrankungen zu diagnostizieren, zu lindern oder zu heilen.
Die Techniken zum Transfer von Genen wurden unter anderem mit der Absicht entwickelt,
Patienten mit monogenen Erbleiden durch Ubertragung intakter Gensequenzen in die
entsprechenden Korperzellen, eine kausale, effiziente, spezifische und nebenwirkungsarme
Behandlung zu ermdglichen (Baum und Ostertag, 1994). Das Fortschreiten der Forschung in
der molekularen Genetik, flihrte zu der Erkenntnis, da die Gentherapie auch neue
Therapiemoglichkeiten fiir multifaktorielle Erkrankungen wie Hypertonie, Herzerkrankungen,

Autoimmunerkrankungen und Infektionskrankheiten bietet.

1. 1. Gentherapie

Die Gentherapie ist eine vielversprechende neue Methode zur Behandlung genetischer,
metabolischer und neurologischer Erkrankungen, sowie Krebs und AIDS. Das primére Ziel
der Gentherapie ist es, ein spezifisches Gen in eine bestimmte Zelle einzuschleusen und es
dort so zu exprimieren, da3 ein therapeutischer Effekt erzielt wird (Klimatcheva et al., 1999).
Die in den letzten zwei Jahrzehnten entwickelten Strategien werden in virale und nicht virale
Methoden unterschieden. Der erste klinische Gentransfer zur Behandlung von Adenosin
Desaminase (ADA), einer genetischen Erkrankung, wurde im September 1990 gestartet
(Anderson, 1992). Seit dieser Zeit sind eine ganze Reihe von klinischen Studien weltweit
hinzu gekommen, die sich hinsichtlich der verwendeten Werkzeuge, der zu therapierenden
Erkrankungen, der transferierten Gene und der Wege der Verabreichung unterscheiden. Nach
Amerika (310 registrierte Studien, Stand 25. Mai 2000) gehort Europa mit 97 erfafiten Studien
zu den in der Entwicklung von gentherapeutischen Protokollen aktivsten Kontinenten. In

Deutschland werden 2,1 % der weltweit verdffentlichten Studien durchgefiihrt

(http://www.wiley.com/wileychi/genmed, Stand 25. Mai 2000). Von den registrierten

klinischen Versuchen beinhalten rund 66 % die Therapie von Krebs, etwa 13 % der Studien

widmen sich monogenetischen Erkrankungen, 9 % sind Markerstudien zur Erprobung von
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Funktionalitdit und Effekten neuer Methoden und circa 8 % der klinischen Protokolle

beinhalten die Behandlung von Infektionskrankheiten (http:/www.wiley.com/wileychi |
/genmed, Stand 25. Mai 2000). In nachstehender Tabelle sind einige monogenetische

Erkrankungen, die derzeit in Gentherapie-Studien untersucht werden, aufgelistet.

Tab. 1-1: Erkrankungen die auf einen monogenetischen Defekt zuriickzufiihren und derzeit in

Gentherapieversuchen —untersucht werden (http://www.wiley.com/wileychi/genmed|

Stand 25. Mai 2000). (SCID — ,,severe combined immunodeficiency “; ADA — Adenosin-

Desaminase)
Krankheit Defektes Genprodukt Betroffener Zelltyp
Schwere kombinierte Immundefizienz Adenonsin-Desaminase Lvmphozvten
(ADA-SCID), (X-linked SCID) ve Zytokin-Rezeptor ymphozy
Chronische Granulomatose (CGD) Flayozytochrom b, NADPH- Neutrophile
Oxidase Granulozyten
Zystische Fibrose (Mucoviszidose) Transmembranregulator Atemwege
Familidre Hypercholesterindmie LDL-Rezeptor Hepatozyten
Morbus Gaucher Glucocerebrosidase Makrophagen
Héamophilie A/B Faktor VIII / IX Hepatozyten
Mucopolysaccharidose B-Glucuronidase Mesenchymale und

neuronale Zellen

Leukozyten-Adhésions Defizienz

CD8 B

Monozyten

Purine Nukleosid-Phosphorylase

Purine Nukleosid-Phosphorylase

T- und B-Zellen

Defizienz

Rund 68 % der registrierten Studien befinden sich in der klinischen Phase I, dal heif3it die
Therapeutika werden nur einem kleinem Patientenkollektiv (bis 20 Personen) verabreicht. In
dieser Phase werden erstmals die Sicherheit, der Dosierungsrahmen und eventuell auftretende
Nebeneffekte untersucht. Etwa 23 % der Studien liegen in einem Bereich zwischen klinische
Phase I und II. Phase II bedeutet eine erweiterte Erprobung (100 — 300 Patienten) der zu
testenden Behandlungsmethode, um die Effizienz und Sicherheit eingehender zu priifen. Etwa
9 % der Studien sind in der klinischen Phase II und nur 0,5 % in der klinischen Phase III. In
dieser Phase wird eine grof8e Gruppe (1000 — 3000 Personen) hinsichtlich der Effektivitit,
Nebenwirkungen und im Vergleich mit herkdmmlichen Methoden untersucht. Dartiber hinaus
werden die Informationen gesammelt, die eine sichere Anwendung der zu testenden Substanz

oder Behandlung erlaubt. Die oben erwihnte Definition in klinische Phasen beziehen sich auf

Angaben der FDA (Food and Drug Administration, USA; |http://clinicaltrials.gov/)}
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Die Verabreichung genetischen Materials erfolgt hauptséchlich intratumoral, intravends oder
ex vivo im Rahmen einer Knochenmarktransplantation. Als Therapeutika werden Gene mittels
Vektoren in die entsprechenden Zellen eingebracht. Die am hdufigsten verwendeten Gene
sind Zytokine, Antigene, Suizidgene, Marker, Tumorsupressoren, Rezeptoren und intakte
Genkopien bei monogenetischen Defekten. Bei den behandelten Zellen handelt es sich in
82 % der registrierten Studien um autologes Material, wihren rund 7 % allogen sind. Seltener

werden syngene oder xenogene Zellen als Zielzellen eingesetzt

(http://www.wiley.com/wileychi/genmed, Stand 25. Mai 2000).

Um therapeutische Gene in einen Organismus einzubringen, werden sie meist in Vektoren
integriert. Diese Vektoren werden dann mit nicht viralen oder viralen Methoden in Zellen

oder Gewebe eingebracht. Bei den klinischen Studien liberwiegen die viralen Methoden (etwa

70 %) vor den nicht viralen Methoden (http://www.wiley.com/wileychi/genmed, Stand 25.

Mai 2000). Lentivirale Vektoren, wie die in dieser Arbeit verwendeten, sind derzeit noch
nicht Gegenstand von klinischen Studien. Im folgenden werden zunichst die nicht viralen
Methoden und anschlieBende die gebrduchlichsten viralen Techniken erldutert. Daran
anschlieend werden die Lentiviren sowie die daraus abgeleiteten Vektoren eingehender

vorgestellt.

1. 1. 1. Nicht virale Methoden der Gentherapie

Der Erfolg der Gentherapie ist abhiingig von der Entwicklung von Vektoren oder Vehikeln,
die selektiv und effizient Gene in Zielzellen einschleusen konnen, ohne toxische Effekte
hervorzurufen. Virale Vektoren konnen Zellen mit hoher Effizienz transduzieren. Aber im
Hinblick auf Sicherheitsaspekte bei der Verwendung von Viren im Menschen, sind nicht
virale System eine attraktive Alternative. Die Vorteile solcher nicht viralen Vektoren sind die
Einfachheit der Anwendung und Produktion, sowie das geminderte Risiko einer spezifischen
Immunantwort auf Fremdinformationen. In viralen Vektoren sind teilweise noch genetische
Informationen fiir virale Proteine vorhanden, die eine immunologische Reaktion auslosen
konnen. Diese Sequenzen sind hdufig essentiell fiir die Replikation und Infektiositdt des
Viruses. Die Gefahr, durch das Transgen eine immunologische Reaktion zu verursachen, ist
jedoch bei beiden Vektortypen gegeben. Eine Reihe von verschiedenen Systemen sind

entwickelt und im Hinblick auf die Transduktionseffizienz optimiert worden.
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Die einfachste Anwendung eines nicht viralen Systems, ist die direkte Applikation von
nackter Plasmid-DNA. Diese Methode wurde zu einer neuen Klasse von Therapeutika, den
sogenannten DNA-Vakzinen entwickelt (Ulmer, 1993). Diese Vakzine beinhalten Plasmide,
die z. B. fiir ein virales Antigen kodieren und durch die Expression dieses Fremdproteins eine
gewlinschte antivirale Immunantwort hervorrufen. Sie werden hauptsidchlich zur Impfung von
Tieren verwendet. Eine weitere Anwendung ist die gezielte Expression von pharmakologisch
aktiven Molekiilen wie Erythropoetin oder Leptin (Li und Huang, 2000). Ein anderer aktiver
Forschungsbereich sind die ,,Tumor-Vakzine*“ (Condon et al., 1996). Eine
Antitumorimmunitit kann erreicht werden durch die Verwendung von inhibitorischen Genen
oder von Genen, deren Sequenz Zytokine kodieren. Um die Transduktionseffizienz zu
erhbhen wurden physikalische Methoden wie ,,Gene-Gun“ (Yang et al., 1990) und
Elektroporation (Rols M. P. et al., 1998) entwickelt. Mit letzterer Methode konnte nach
intramuskuldrer Injektion in vivo beeindruckende Ergebnisse erzielt werden (Rizzuto et al.,

1999).

Wihrend eine Injektion mit nackter DNA direkt in Gewebe moglich ist, werden fiir andere
Formen der Verabreichung Vektoren oder Vehikel zum Transport bendtigt. Darunter sind
auch kationische Lipide oder Polymersysteme, mit denen die DNA komplexiert wird. Diese
werden zwar auch in klinischen Studien angewandt, sind jedoch bislang im Hinblick auf die
Effizienz den viralen Systemen unterlegen. Die Ineffizienz beruht mitunter auf der relativ
geringen Dauer der Genexpression. Der limitierende Faktor ist hier der Transport in den
Zellkern, weshalb in letzter Zeit unter anderem NLS-Sequenzen (,,nuclear localization
signal®) in die Vektoren eingebaut werden (Subramanian et al., 1999). Eine neuere Strategie
ist die Anwendung von chiméren RNA/DNA Nukleotiden, die gezielt durch Rekrutierung des
endogenen DNA-Reparaturmechanismus die Genomsequenz verdandern (Cole-Strauss et al.,
1996). Der nicht virale Gentransfer steht erst am Anfang seiner Entwicklung. Damit die
Effizienz dieser Systeme gesteigert werden kann, miissen die zelluldren und in vivo Barrieren

des Transfers besser untersucht werden.

Die nicht viralen Vektorsystem eignen sich unter anderem fiir lokale und transiente Therapien
wie beispielsweise in Tumoren. Mit diesen Vehikeln konnen auch pharmakologisch aktive
Substanzen oder Antigene exprimiert werden, die dann eine gezielte immunologische
Reaktion hervorrufen. Fiir eine langfristig Expression des Transgens, wie sie beispielsweise
fiir eine Therapie von angeborenen Gendefekten erforderlich ist, sind derzeit virale Vektoren

den nicht-viralen Systemen {iberlegen.
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1. 1. 2. Virale Vektorsysteme

Die nicht viralen Vektorsysteme sind noch nicht so weit erforscht und entwickelt, dal} sie
virale Vektoren ersetzen konnen. Jedes virale Vektorsysteme ist charakterisiert durch eine
Reihe gegebener Eigenschaften, die die Verwendung in der Gentherapie beeinflussen. So ist
fiir bestimmte Krankheiten eine lang andauernde beziehungsweise lebenslange Expression
einer kleinen Anzahl von Zielzellen ausreichend, wie beispielsweise bei genetischen
Defekten. Andererseits kann auch eine hohe, jedoch transiente Expression erforderlich sein,
wie es bei Infektionskrankheiten oder Inhibition von Tumorwachstum der Fall ist. Es gibt
auch Bereiche in der Gentherapie, die auf eine zuverldssige Regulation der Expression
hinarbeitet. Dies ist bei der Behandlung von Diabetes, die abhingig ist von der
Glucosekonzentration im Blut, und bei Andmien, bei der die Himatokritwerte entscheidend
sind, der Fall. Im nachfolgenden werden die wichtigsten viralen Vektoren kurz vorgestellt.
Auf die lentiviralen Vektoren, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wird im anschlie3enden

Kapitel ausfiihrlich eingegangen.

1. 1. 2. 1. Adenoviren (AV)

Adenoviren sind groBe DNA-Viren ohne Hiillmembran und mit einem doppelstringigem
linearem Genom von bis zu 37 kb (Modrow und Falke, 1997). Aufgrund spezifischer
Eigenschaften sind sie zu populidren Werkzeugen der Gentherapie geworden. Diese Viren
konnen eine grofle Auswahl an teilenden und ruhenden Zellen infizieren und leicht mit einem
hohen Titer gewonnen werden. Aullerdem sind die Typen von Viren, die zur Konstruktion
von Vektoren verwendet werden, gut charakterisiert und konnen bis zu 37 kb genetisches
Material aufnehmen. Da Adenoviren nur selten in das Wirtsgenom integrieren, eignen sie sich
fiir Anwendungen, die eine transiente Expression erfordern (Harui et al., 1999). Als Hybride
von Adeno-/Retroviren oder Adeno-/Adeno-assoziierte Viren kann eine Integration erreicht

werden, um eine Langzeitexpression zu erzielen (Recchia et al., 1999; Lieber et al., 1999).

Im natiirlichen Lebenszyklus der Adenoviren gelangt das Genom, nach Eintritt in die Zelle
und der durch virale Proteine vermittelten Lyse der Endosomen, in den Zellkern (Kay et al.,
2001). Dort werden episomal zunidchst die frithen (,,early”) Gene transkribiert, die fiir
regulatorische Peptide (E1-4) kodieren. Erst spéater werden die Strukturproteine (L1-5), fiir
das Capsid und das Nukleocapsid abgelesen (sieche Abb. 1-1) (Modrow und Falke, 1997). In
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den Vektoren der ersten Generation wurden Expressionskassetten als Substitute in die El
und/oder E3 Region eingefiigt. Die Produkte der E1 Region sind essentiell fiir die
Virusvermehrung und miissen deshalb in transjﬂ durch Helfersysteme zugefiigt werden. Die
von der E3 Region kodierten Produkte interagieren mit dem Abwehrmechanismus des Wirtes,
sind aber fiir die virale Replikation nicht notwendig. In den Vektoren der zweiten Generation
wurden dann auch Deletionen in den Genen der Region E2 und E4 eingefiihrt und damit die
Klonierungskapazitidt erhoht. Mit dieser Art Vektoren wurden auch klinische Studien
durchgefiihrt, die zum Tod eines Patienten fiihrten (Hollon, 2000). Dabei wurde eine sehr
hohe Anzahl Partikel pro Kilogramm Korpergewicht eines E1/E4 deletierten Adenovirus
appliziert, die letztendlich zu einem multiplen Organversagen fiihrte. Die neueste
Entwicklung sind Vektoren, die nur noch die ITR (,inverted terminal repeat™) und das
Verpackungssignal v (,,psi®) enthalten. Trotz der aufwendigen Produktion der Viren
(Danthinne und Imperiale, 2000), konnen Titer von 10" Partikel pro ml erreicht werden(Kay
et al., 2001). Damit ist dieses System in Bezug auf den Titer am effektivsten. Die hohe
Antigenitit des adenoviralen Virion und die Toxizitdt der enthaltenen Pentonproteine bleiben
trotz der sehr fortgeschrittenen Entwicklung als Komplikationsfaktoren erhalten (Costantini et

al., 2000).

El E2 E3 E4

e <
Genomstruktur Klonierungskapazitit

—

ITR L1L2L3L4L5 ITR

1. Generation + 8,2 kb
und bis
2. Generation S e N + 14 kb

AE1+ AE2b + AE2a+ AE 3+ AE 4

LHgutted Vektor >IE 4 +37kb

Abb. 1-1: Genomorganisation von Adenoviren und Struktur von Vektoren der ersten und zweiten

Generation, sowie , ausgerdumten” Vektoren. Oben ist die native Struktur des Viruses
dargestellt mit den als Pfeil dargestellten frithen (E1-4) wund spdten (LI-5)
Transkriptionseinheiten. Fiir die Vektoren der ersten und zweiten Generation sind die Orte der
Deletionen angegeben. Mehrfach deletierte é gutted”) Vektoren enthalten keine Strukturgene

mehr, sondern nur regulatorische, cis-aktive=Sequenzen. (Nach Costantini et al., 2000).

' Trans-aktiv — bedeutet, dal das Genprodukte (Proteine) auf DNA-Regionen wirkt, die nicht
unbedingt dem DNA-Molekil entsprechen, aus denen sie hervorgegangen sind.

? Cis-aktiv — Sequenz-Bereich, der nur auf dem gleichen DNA-Molekil wirksam ist
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1. 1. 2. 2. Adeno-assoziierte Viren (AAYV)

Die adeno-assoziierten Viren (AAV) wurden als Kontamination einer Adenoviren Priparation
entdeckt. Die AAV bestehen aus einem nicht-pathogenen, kleinen Virion, das ein
Einzelstrang DNA-Genom enthélt (Costantini et al., 2000). Das virale Genom umfalit zwei
Gene (sieche Abb. 1-2), die jeweils mehrere Polypeptide hervorbringen: rep wird benétigt fiir
die virale Replikation, wéhrend cap fiir die Strukturproteine kodiert (Kay et al., 2001). Diese
beiden Gene werden flankiert von viralen ITRs, die eine Lange von 145 Nukleotiden haben.
Jeder Partikel enthilt ein Plus- oder Minusstrang Genom. Die Klonierungskapazitidt von AAV

liegt bei rund 5 kb, welches die grofite Limitierung dieser Vektoren darstellt.

5¢ 3¢ Abb.  1-2:  Struktur eines  adeno-
Rep 78 I

Rep 68 I
Rep 52 [ Proteine fiir die Replikation (Rep)

Rep 40 | und Hiille (VP) werden von den
ITRs flankiert. Die ITRs sind in

Kombination mit Produkten der

assoziierten Virus. Die viralen

[ VP
o VP2 rep-Region verantwortlich fiir die
1 VP3 ortspezifische  Integration.  Die
Genpro-dukte sind ‘arbi
ITR ITR P farbig

dargestellt (nach Brenner, 1995).

Das Wildtyp-Virus hat bei Prisenz von rep die Mdglichkeit in eine spezifische Region von
Chromosom 19 zu integrieren. Diese Eigenschaft geht mit der Entfernung von rep verloren
(Kay et al., 2001). Zur Produktion von AAV Vektoren werden separate Plasmide mit der
therapeutischen Genkassette, den rep/cap-Genen verwendet und Helfer-Adenoviren oder ein
drittes Plasmid mit den essentiellen adenoviralen Genen zugegeben (Matsushita et al., 1998;
Xiao et al., 1998). Die Produktion von grolen Mengen an Virus ist sehr laborintensiv, wird
jedoch durch die jiingsten Fortschritte in der Entwicklung von Verpackungszellinien und
chromatographischen Reinigungsverfahren zunehmend vereinfacht (Hauswirth et al., 2000;

Clark et al., 1999).

Fir AAV-Vektoren konnte eine Transduktion von Zellen zum einen durch episomale
Transgen-Expression und zum anderen durch zufillige chromosomale Integration
nachgewiesen werden (Kay et al., 2001). Seit dem die Vektoren keine viralen kodierenden
Sequenzen mehr enthalten, konnten toxische oder entziindliche Reaktion nicht mehr

beobachtet werden, mit Ausnahme der Generierung von neutralisierenden Antikorpern, die
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moglicherweise eine Readministration limitieren. Durch in vivo Verabreichung konnten die
Vektoren in verschiedene Organe (z. B. ZNS, Leber, Lunge und Muskel) transferiert werden
und es konnte eine Transduktion von nicht-teilenden Zellen nachgewiesen werden (Kay et al.,
2001). Derzeit werden AAV in klinischen Versuchen zur Behandlung von zystischer Fibrose,
Héamophilie und Muskeldystrophien erprobt, bei denen sich frilhe Anzeichen fiir den
Gentransfer und die Expression des Faktor IX abzeichnen (Kay et al., 2001). Diese Vektoren
sind fir die Behandlung verschiedener Krankheiten sehr niitzlich und es werden sehr

wahrscheinlich neue klinische Versuche folgen.

1. 1. 2. 3. Herpes-simplex Viren (HSV)

Herpesviren sind neurotrophe Viren, die in der natiirlichen Infektion eine Vorliebe fiir
Neuronen des peripheren Nervensystems zeigen (Fink et al.,, 2000). Das Herpes-simplex
Virus Typ-1 (HSV) ist ein weitverbreiteter, human pathogener Virus, der primér
Erkéltungsbeschwerden auslost, aber gelegentlich auch Enzephalitis und andere
lebensbedrohliche Zusténde bei geschwichtem Immunsystem hervorrufen kann. Das mit einer
Hiillmembran umgebene Virus enthélt ein 152 kb umfassendes doppelstringiges DNA-
Genom, daB fiir insgesamt 84 Gene kodiert (Costantini et al., 2000). Bei einer natiirlichen
Infektion wird nach Eintritt in die Zelle das Capsid zum Kern transportiert und hier die DNA
durch die Kernporen in den Nukleus transportiert (Fink et al., 2000). Die virale DNA
verbleibt dort in zirkulédrer, episomaler Form, wird repliziert und geht in eine Latenz {iber oder

wird je nach Zusammensetzung degradiert (Costantini et al., 2000).

Aufgrund ihrer Eigenschaft, nach einer primir Infektion in einem Zustand der Latenz zu
persistieren, wurden zwei Typen von Vektoren, die rekombinanten Virusvektoren (HSV-RV)
und die Amplikonvektoren (HSV-AV), entwickelt. Die HSV-RV enthalten das volle virale
Genom, dal} in einem oder mehreren Genen mutiert wurde. Damit wird die Toxizitét
herabgesetzt und gleichzeitig Raum fiir Transgene von etwa 30 kb geschaffen. Die
replikationsdefekten Viren sind so konstruiert, dal sie minimale Toxizitdt zeigen. Dafiir
wurden an mehreren Stellen frithe Gene, die fiir transaktivierende Faktoren kodieren, und
andere virale Gene eliminiert (Krisky et al., 1998). Die Anwendung dieser HSV-RV ist bis
jetzt jedoch eingeschriankt aufgrund der fehlenden Erfahrung in Patienten, Schwierigkeiten

beziiglich der lang andauernden Expression in bestimmten Geweben, wie beispielsweise im
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Gehirn, und des Vektor-Targeting, da die Anheftung an und der Eintritt in die Zelle ein sehr

komplexer Vorgang ist.

Die HSV-AYV sind eine Alternative zu den rekombinanten, replikationsdefekten Vektoren.
Diese ungefdhr 15 kb grof3en Vehikel bestehen aus einem Plasmid das minimal einen HSV ori
(,,origin of replication®) und ein Verpackungssignal pac enthélt. Das Standard Amplikon-
System bendtigt Funktionen von Helfer-HSV, um Partikel produzieren und Vektor-
Konkatamere in Geno ml dnge verpacken zu konnen. Der Vektor kann frei von Helfer HSV
verpackt werden durch die Kotransfektion von HSV-Genomen mit deletierten pac Signalen
unter Verwendung von Cosmiden oder BAC-Plasmiden (,,bacterial artificial chromosoms®).
Das System ist zwar nahezu frei von Helferviren, aber solange die Vektoren und die
Hilfsplasmide gleiche Sequenzen tragen, besteht immer die Maoglichkeit durch

Rekombination replikationskompetente Viren zu erzeugen (Kay et al., 2001).

Eine Reihe von HSV-Vektoren wurden schon erfolgreich im Tiermodell zur Behandlung von
Krebs, PNS-Erkrankungen, verschiedenen Hirnerkrankungen, Spinal-Nerv-Verletzung und

Schmerzbehandlungen eingesetzt (Kay et al., 2001). Derzeit ist nur ein Protokoll in der

klinischen Phase registriert (http://www.wiley.com/wileychi/genmed] Stand 25. Mai 2000).

Die Ergebnisse der Tierversuche werden jedoch zu weiteren klinischen Untersuchungen

fithren. Jedoch muf3 der Vektor und das Produktionssystem noch weiter verbessert werden.

1. 1. 2. 4. Retrovirale Vektoren

Die allgemein als retrovirale Vektoren bezeichneten Gentransfer-Vehikel leiten sich von der
Unterfamilie der Onkoretroviren ab. Die Familie der Retroviren umfalt jedoch neben den
Onkoretroviren noch zwei weitere Unterfamilien, die Lentiviren und die Spumaviren. Spricht
man im Zusammenhang mit Gentherapie von Retroviren, sind Onkoretroviren gemeint,

wéhrend Vektoren mit lentiviralem Ursprung als Lentiviren bezeichnet werden.

Retroviren sind mit einer Lipidmembran umhiillte Partikel, die ein Homodimer einer linearen,
einzelstrangigen RNA mit positiv Orientierung als Genom von 7 — 11 kb enthalten. Nach dem
Eintritt in die Zelle wird das RNA-Genom revers transkribiert zu einer doppelstrangigen

DNA, die in das Zellchromatin integrieren kann. Das Genom besteht aus den Genen gag, pol
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und env, die fiir die Strukturproteine, Nukleinsdure Polymerase/Integrase und die
Oberflichen-Glycoproteine kodieren. Flankiert werden diese Informationen von den
sogenannten LTRs (,,Jong terminal repeat®). Die LTRs und benachbarte Sequenzen sind cis-
aktive Regionen, die wichtige Funktionen der viralen Expression, Verpackung, reversen
Transkription und Integration in das Wirtsgenom beinhalten. Fiir Vektoren werden die viralen
Gene durch exogene DNA ersetzt. Die fiir eine effektive Produktion, reverse Transkription
und Integration notwendigen viralen Proteine werden von separaten Konstrukten exprimiert.
Diese konnen cotransfiziert oder durch sogenannte Verpackungszellinien bereit gestellt
werden. In diesen Zellinien sind die zur Produktion infektidser Partikel notwendigen

Plasmide stabil integriert worden (Coffin et al., 1996).

Retrovirale Vektoren gehoren derzeit zu den effizientesten Werkzeuge, um Gene in Sdugetier-
zellen einzubringen. Aus diesem Grund ist unter anderem dieser Typ von Vektor auch in den
ersten klinischen Untersuchungen zur Behandlung von angeborenen genetisch bedingten
Erkrankungen (Blaese et al., 1990, Anderson, 1995) und Krebs (Rosenberg et al., 1990,
Osanto et al., 1993, Nabel et al., 1996) angewendet worden. Die gebrduchlichsten retroviralen
Vektoren basieren auf dem amphotrophen Moloney murinen Leukdmie Virus (MLV)
(Romano et al., 1999). Aufgrund ihrer Eigenschaften, wie zum Beispiel das grofle
Wirtsspektrum des amphotrophen MLV, die Moglichkeit der Produktion in relativ hohen
Titern (10° — 107 infektiose Einheiten / ml ) und die lang anhaltende Transgen-Expression
nach Integration in das Wirtsgenom, sind diese Vektoren besonders geeignet fiir die in vitro

Zelltransduktion.
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1. 2. Lentiviren

Die Lentiviren sind eine von drei Unterfamilien der Retroviridae. Neben den Lentiviren
unterscheidet man noch in Onkoretroviren und Spumaviren. In jeder der Subfamilien gibt es
Vertreter, die humane Zellen infizieren konnen und teilweise ein breites Spektrum an
pathogenem Potential aufweisen. Dieses Spektrum reicht von keiner Erkrankung
(Spumaviren) iiber Krebs (HTLV) bis hin zu Immundefizienzen (HIV) und neurologischen
Defekten (HIV, HTLV). Lentiviren sind prinzipiell immer assoziiert mit chronischen
Erkrankungen des Immunsystems und des zentralen Nervensystems (Tang et al., 1999;

Modrow und Falke, 1997).

Der grobe Partikelaufbau, die grundlegende Genomorganisation und die Féhigkeit das
einzelstringige RNA-Genom in doppelstringige DNA umzuschreiben und diese in das
Genom der infizierten Zelle zu integrieren, sind bei verschiedenen Vertretern der Retroviren
dhnlich. Die Biologie der Retroviren wird deshalb im folgenden am Beispiel des Lentivirus

HIV-1 beschrieben.

1. 2. 1. Morphologie der Lentiviren

Die infektiosen Partikel der Retroviren haben einen Durchmesser von etwa 100 nm und einen
sehr dhnlichen Aufbau. Die das Capsid umgebende Hiillmembran, die auch ,.Envelope®
genannt wird, leitet sich von der Plasmamembran einer Zelle ab. In dieser Hiillmembran
eingebettet ist das Transmembranprotein gp41, das extern nicht kovalent assoziiert ist mit
dem Glycoprotein gp120. Mit der Innenseite der Hiillmembran sind die Matrixproteine p17
iiber aminoterminal angefiigte Myristinsdurereste verbunden. Im Inneren des Viruspartikel
befindet sich das Viruscapsid, das auch als ,,Core* bezeichnet wird und je nach Virustyp eine
ikosaedrische oder konische Form aufweist. Das Capsid der Lentiviren ist konisch und besteht
aus dem Capsidprotein p24. Im ,,Core” befinden sich zwei lineare einzelstringige RNA-
Genome, die nicht miteinander verbunden sind. Die RNA wird vom Nukleocapsidprotein p7
komplexiert. Sogenannte Linkproteine (p6) bilden die Verbindung vom ,,Core* zur Hiille. Im
Capsid befinden sich aufler dem Virusgenom noch die Enzymmolekiile Reverse Transkriptase

(RT), Integrase und Protease (Modrow und Falke, 1997).
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Abb. 1-3: Aufbau eines Retroviruspartikel am Beispiel des humanen Immundefizienzvirus Typ 1

(HIV-1). Erlduterungen siehe obigen Text. (Nach Darnell, Lodish und Baltimore, 1994).

1. 2. 2. Genomaufbau des HIV-1

Das Genom der Retroviren besteht aus einzelstringiger RNA mit einer 5’ Cap-Struktur und

einer 3" Polyadenylierung, den Charakteristika einer eukaryontischen mRNA. Je nach

Virustyp hat das Genom eine Linge von etwa 7 kb (MLV), 9,2 kb (HIV) oder 12 kb (HSRV,

humanes Spumaretrovirus). Die Strukturgene gag, pol/ und env sind allen Retroviren

gemeinsam. Lentiviren besitzen dariiber hinaus eine Fiille von regulatorischen (tat, rev) und

akzessorischen (vif, vpr, vpu, nef) Genen. (Modrow und Falke, 1997)
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A. RNA-Genom des infektiosen Viruspartikel

tRNA

Spleil- Spleil’-
donor (SD) akzeptor (SA)

B. Integrierte Provirus-DNA

+«—LTR— «—LTR—

—{U3] RJU5[PB| ¥ [PPJU3TR JU5 }—
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genom Spleil3- Spleil3- genom
donor (SD) akzeptor (SA)
C. Genomaufbau des humanen Immundefizienzvirus at
rev
LR s pol P T g R
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Abb. 1-4: Genomorganisation der humanen Retroviren. A) Allgemeines Schema des RNA-Genom von
Retroviren. B) Allgemeine Darstellung der integrierten Provirus-DNA von Retroviren. C)
Genomaufbau des HIV-1. (Aus und nach Modrow und Falke, 1997).

Das gag-Gen wird ungespleiflit translatiert und erst nachtrdglich in Matrixprotein,
Capsidprotein und Nukleocapsidprotein sowie diverse zusitzliche Polypeptide gespalten. Das
Matrixprotein p17 ist essentiell fiir den Viruszusammenbau und die Infektion nicht-teilender
Zellen (Gallay et al., 1995 & 1996). Das Capsidprotein p24 bildet den hydrophoben ,,Core*
und ist wichtig fiir die Assemblierung und die Reifung des Viruses. Das Nukleocapsidprotein
p7 komplexiert stochiometrisch die RNA und bleibt im Virion eng mit ihr assoziiert. Die
Funktion der kleinen, zusdtzlichen Polypeptide ist weitgehend unbekannt (Klimatcheva,

1999).

Die fiir die Virusreplikation notwendigen Enzyme Reverse Transkriptase, Protease und
Integrase werden vom pol/-Gen codiert. Die Protease schneidet wéhrend der Virusreifung die

als Polyproteine translatierten Produkte der pol- und gag-Gene in ihre Bestandteile. Die
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Reverse Transkriptase enthilt die drei verschiedenen Aktivititen einer RNA-abhingigen
DNA-Polymerase, einer DNA-abhéngigen DNA-Polymerase und die einer RNase (RNaseH).
Die als Endonuclease und Ligase aktive Integrase gewéhrleistet eine Integration in das

Wirtsgenom (Modrow und Falke, 1997; Coffin, Hughes und Varmus 1997).

Fir die Bindung an und den Eintritt in die Wirtszelle ist das vom env-Gen codierte
Glycoprotein gpl160 notwendig. Dieses wird beim Zusammenbau in die transmembrane
Komponente gp41l, die eine Fusion des Partikel mit der Zellmembran des Wirtes
gewihrleistet, und gp120, die spezifisch zelluldre Rezeptoren bindet, zerlegt (Klimatcheva,

1999).

Die nach der viralen Integration als erstes exprimierten Gene sind die regulatorisch
wirksamen tat, rev und das akzessorische nef (Klimatcheva, 1999). Die ersten beiden sind
essentiell. Der von rev (,,regulator of viral expression®) codierte Regulator der Expression von
viralen Proteinen, das Rev-Protein, interagiert mit einer als RRE (,,rev responsive element)
bezeichneten, regulatorisch wirksamen RNA-Sequenz. Diese hat eine ausgeprigte
Sekundérstruktur. Durch Bindung des Adapterproteins wird die RNA in einer ungespleiiten
beziehungsweise einfach gespleifiten Form fiir einen Export aus dem Kern in das Zytosol
markiert. Der Regulator enthélt auch sogenannte NES Sequenzen (,,nuclear export signal®),
die eine Wechselwirkung mit den Kernporen erlauben (Berchtshold et al., 1995; Dillon et al.,
1990; Le et al., 1990; Olson et al., 1991). Der Export ungespleifiter mRNA ist Voraussetzung
fiir die Translation der Strukturgene gag, pol und env, sowie der Produktion von RNA-
Genomen fiir die neu entstehenden Viruspartikel (Klimatcheva et al., 1999). Die Erh6hung
der Transkription erfolgt durch 7at (,,transactivator of transcription*) hauptséchlich auf Ebene
der Elongation. Durch Bindung von 7at an TAR (,transcriptional activator responsive
element®), wie RRE eine RNA Sekundirstruktur, kdnnen weitere, zelluldre Proteine an die
integrierte virale DNA gebunden werden. Dieser Komplex induziert die Phosphorylierung
und damit die Aktivierung zelluldrer Polymerasell, was zur Steigerung der Transkriptionsrate

fithrt.

Die akzessorischen Proteine Vif, Vpr, Vpu und Nef sind fiir die Virusreplikation in vitro nicht

essentiell.
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Die Infektiositdt der Virionen in primdren T-Zellen und nicht permissiven Zellinien wird
durch Vif (,,viral infectivity factor®) gesteigert. Dieser Faktor ist membranassoziiert und

colokalisert mit dem Gag-Protein.

Vpr (,,viral protein R*) agiert als schwacher Transaktivator (Ogawa et al., 1989; Cohen et al.,
1995). Nachgewiesen wurde auch eine Beteiligung an der Infektion ruhender Zellen, da dieses
Protein sogenannte NLS Sequenzen aufweist (Brukinsky et al. 1997). Diese ermdglichen den
aktiven Transfer des Priintegrationskomplexes (PIC, ,,preintegration complex*‘) aus DNA und
Proteinen in den Kern. Ferner wurde im Zusammenhang mit diesem Protein eine Blockierung

des Zellzykluses in der G2-Phase und Apoptose beobachtet (He et al., 1995; Poon, 1998).

Das Protein Vpu (,,viral protein unique*) wird nur von HIV-1 codiert. Dieses Polypeptid
fordert die Degradierung von CD4-Oberflichenmolekiilen (,,cluster of differentiation*)im
endoplasmatischen Reticulum und fordert dadurch den Transport der Env-Proteine an die
Zellmembran. AuBlerdem bewirkt es die Abnahme von MHC-I (,,major histocompatibility
complex*) Molekiilen auf der Oberflache der Zellen, und verhindert somit eine Erkennung

durch zytotoxische T-Zellen (Klimbait et al., 1990; Géttlicher et al., 1989).

Das vierte akzessorische Protein Nef (,,negativ factor) fiihrt ebenfalls zur Degradierung der
CD4-Molekiile und der Abnahme von MHC-I Molekiilen auf der Zelloberfliche. Dadurch
wird die Infektiositdt der viralen Partikel auf Ebene der proviralen DNA-Synthese gefordert
(Klimatcheva et al., 1999).

Diese komplexen codierenden Regionen werden 5° und 3¢ flankiert von regulatorisch, cis-
aktiven Sequenzen, die fiir die reverse Transkription und Integration wichtig sind. Die
sogenannte R-Region liegt am 5° Ende nach der Cap-Struktur und am 3° Ende vor dem
polyA-Schwanz. Diese Region markiert 5° den Start der mRNA. An die R-Region schlief3t
sich die U5-Region an, die wichtige Sequenzen fiir die Integration enthilt. Darauf folgend
kommt der PB-Bereich (,,primer binding®), der an der Initiierung der Minusstrang Synthese
beteiligt ist. Zwischen der PB-Sequenz und dem gag Start befindet sich die ,,Leader*-
Sequenz. Diese enthdlt eine SpleiBdonor-Stelle (SD), sowie die ‘Y-Region, die ein
Verpackungssignal fiir ungespleilite Genomkopien in neue Partikel ist. Am 3 Ende befindet
sich eine U3-Region, die Promotoren und cis-aktive Elemente flir den integrierten Provirus
enthélt. Dieser Region vorgeschaltet ist der Polypurintrakt, welcher fiir die Plusstrang-

Synthese notwendig ist. In 3¢ Richtung hinter der U3-Region befindet sich nochmals die R-
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Region, der der polyA-Schwanz folgt. Nach der reversen Transkription wird das virale
Genom als doppelstrangige DNA integriert. In diesem Provirus flankieren die Genen die
sogenannte LTRs, die sich aus der Sequenzfolge von U5-R-U3 zusammensetzen (Modrow

und Falke, 1997).

1. 2. 3. Replikationszyklus der Lentiviren

Die Replikation der Lentiviren beginnt mit der Anbindung eines parentalen Virus an
definierte Rezeptoren auf einer fiir den Virus empfinglichen Zelle. Die Wechselwirkung der
Rezeptoren mit Teilen der viralen Hiillproteinen fiihrt zur Verschmelzung der Virushiille mit
der Zellmembran und dem Eintritt des ,,Core* in das Zytoplasma. In der folgenden reversen
Transkription entsteht eine doppelstrangige DNA Kopie des Virusgenoms. Diese Kopie wird
in den Zellkern transportiert und integriert dort in die chromosomale DNA. Das entstandene
Provirus wird dann durch die zelluldire DNA-abhingigen RNA Polymerase II transkribiert. In
Folge der Transkription entstehen zundchst nur gespleilte mRNA-Produkte, die im
Zytoplasma translatiert werden. Diese regulatorisch wirksamen Peptide konnen dann wieder
in den Zellkern gelangen, wo sie eine verstirkte Transkription und eine Bildung ungespleif3ter
und einfach gespleiiter mRNA Produkte bewirken. Diese dienen nach dem Transport in das
Zytoplasma zur Transkription der mRNA der Strukturproteine und der akzessorischen
Proteine. Die viralen Proteine und die als neue Virusgenome dienenden Kopien ungespleifiter
mRNA lagern sich zusammen und gelangen an die Zellmembran. Hier werden unreife
Partikel durch Ausknospung freigesetzt. Danach entstehen infektiose Partikel durch Reifung
(Coftin, Hughes und Varmus, 1997).

Der schematische Ablauf des lentiviralen Replikationszyklus ist in Abbildung 1-5 dargestellt.

In den folgenden Abschnitten werden die Einzelschritte der Replikation von HIV-1 erldutert.
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Abb. 1-5: Lentiviraler Replikationszyklus. (Aus Coffin, Hughes und Varmus, 1997)

1. 2. 3. 1. Anbindung und Eintritt in die Zelle

Die Bindung an die Zielzelle erfolgt iiber die Wechselwirkung der viralen Hiillproteine mit
spezifischen Rezeptoren auf der Zellmembran, die das Ziel fiir den Virus definieren. In
Primaten infizieren Lentiviren Helfer-T-Lymphozyten, Makrophagen, Mikroglia, dendritische
und Langerhanszellen durch Interaktion mit CD4-Rezeptoren und einem von mehreren
Chemokinrezeptoren. Am héufigsten wurden Wechselwirkungen mit den CCRS- und
CXCR4-Rezeptoren beobachtet (Zaitseva et al., 1997; Bell, 1998). CD4 ist der primére
Rezeptor fiir den Eintritt in die Zelle, aber es wird noch ein sekundédrer Rezeptor bendtigt

(Dalgleish et al., 1984). Durch diesen Corezeptor ist ein Tropismus der Viren gegeben. Dieser
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duBert sich beispielsweise durch die priferentielle Infektion von T-Lymphozyten (T-trop),
wenn der Rezeptor fiir C-C Chemokine (CCRS5) involviert ist, oder die bevorzugte Infektion
von Makrophagen/Monozyten (M-trop), wenn der CXC-Chemokinrezeptor (CXCR4)
beteiligt ist (Tang et al., 1999). Das extern liegende Hiillprotein gpl20 und das
transmembrane gp41 bilden oligomere Strukturen. Die Interaktion von CD4 mit gpl120
bewirkt bei diesem eine Konformationsdnderung, bei der eine Bindungsstelle flir einen
Chemokinrezeptor generiert wird (Trkola et al., 1996; Wu, 1996). Hierbei ist die
hypervariable Region V3 die Schliisselstelle fiir die Bindung und Selektion des
Chemokinrezeptors (Tizzuto, 1998). Die durch diese Wechselwirkungen bedingten
Konformationsdnderungen fithren auch zur Demaskierung der Ektodoméne von gp41. Dieser
Vorgang fiihrt dann unwiderruflich zur Verschmelzung von Virushiille und Zellmembran. Die

Folge ist dann die Freisetzung des ,,Core* in das Zytoplasma.

1. 2. 3. 2. Reverse Transkription

Die reverse Transkription beginnt, wenn das Virus-“Core* in das Zytoplasma entlassen wird.
Durch eine komplexe Reihe von Schritten wird mittels Reverser Transkriptase (RT) eine

lineare doppelstringige virale DNA generiert.

Der erste Schritt, die Minusstrang-DNA Synthese, wird durch Benutzen einer als Primer-
RNA bezeichneten tRNA initiiert, die mit ihrem 3° Ende an die Primer-Bindungsstelle (PBS)
am 5’ Ende des Virusgenoms bindet. Die Minusstrang-DNA Synthese lduft bis zum 5° Ende
des viralen RNA-Genoms. Das entstandene DNA-Intermediat hat eine Lange von 100 — 150
bp und wird auch als Minusstrang ,,strong stop” DNA (-sssDNA) bezeichnet. Dann wird
durch die RNaseH Aktivitit der RT die RNA des Hybridstiickes aus RNA und —sssDNA
degradiert. Der nidchste Schritt ist der Erststrang-Transfer, bei dem die —sssDNA an das 3°
Ende des RNA-Genom gebunden wird. Die Bindung erfolgt an die komplementédre R-Region,
die sich an beiden Enden befindet. Nach dem Transfer erfolgt die Vollendung der
Minusstrang-Synthese, die mit dem Abbau der viralen RNA-Vorlage durch die RnaseH-
Aktivitdt einher geht. Dieser Abbau ist jedoch nicht vollstindig. Das RNA-Genom enthilt
einen kurzen Polypurintrakt (PPT) der resistent gegen die RNaseH ist. Diese Stelle dient das
als Start fiir die Plusstrang-DNA-Synthese. Vom PPT ausgehend wird zunichst die als
Plusstrang strong stop DNA (+sssDNA) hergestellt. Sie umfaf3t die U3, R und U5 Region der
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5¢ LTR sowie die PBS des entstehenden Provirus. Durch die RNaseH werden die noch
verbliebenen RNA-Fragmente der Primer-RNA und des PPT abgebaut. Die Anheftung der

komplementdren Primer-Bindungsstellen der —sssDNA an die der +sssDNA wird als

Zweitstrang Transfer bezeichnet.

komplettiert, indem jeder Strang als entsprechende Vorlage fiir den anderen Strang dient

(Coffin, Hughes und Varmus, 1997). Diese Vorginge sind in Abbildung 1-6 schematisch

dargestellt.

J%tRNA

AAA 8
R U5 PBS PPT U3 R
DNA
& _/% l synthesis
< AAA
R U5 PBS PPT U3 R
RNase H
0O
o0 R, Us _/%
oS - AAA
KO
SN \/‘ PBS PPT U3 R
First strand

transfer

o /3

PBS

PPT U3 R AAA

DNA synthesis
RNase H

lPPT U3 R U5 /%

PBS

PPT

DNA synthesis

RNase H
PBS PPT U3 R U5
PBS PPT U3 R U5
RNase H
933 PPT U3 R U5
Second strand Usi "R USIPES
transfer
5 PBS
@ N
&
N e PB
S
£

l

DNA synthesis

Uus R U5 PPT U3 R Lg
3 R U5, PBS PPT U3 R U5|

LTR
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1. 2. 3. 4. Integration

Die Integration von Retroviren im allgemeinen wird in vitro durch einen grof3en
Nukleoproteinkomplex, der als Prdintegrationskomplex (PIC) bezeichnet wird, vermittelt.
Retroviren, die nicht zu den Lentiviren zéhlen, brauchen die mit einer Zellteilung verbundene
Auflosung der Kernmembran, um in Kernkompartimente vorzudringen. Lentiviren kdnnen
aktiv unter Energieverbrauch in den Kern eingeschleust werden. Der HIV-1-PIC umfal3t eine
stark kondensierte Form der viralen Nukleinsdure und einige virale Proteine (Matrixprotein,
RT, Integrase und Vpr) (Bukrinsky et al., 1997; Gallay et al., 1996 &1995). Capsid und
Nukleocapsid dissoziieren wihrend des als ,uncoating” bezeichneten Prozesses im
Zytoplasma. Der Kernimport wird durch die mit NLS (,,nuclear localization site*)
abgekiirzten Signalsequenzen vermittelt, die Bestandteil des Matrixproteins, der Integrase und
des Vpr-Protein sind. Diese Sequenzen konnen mit Proteinen der Kernporen wechselwirken

und bedienen sich somit der zelluldren Importmaschinerie (Klimatcheva et al., 1999).

Dartiber hinaus sind noch cis-aktive Sequenzen bekannt, die eine Rolle beim Import der
revers transkribierten Virus-DNA eine Rolle spielen. Charneau et al. (1994) fanden heraus,
daf} es bei dem komplexen Vorgang der reversen Transkription an einer zentralen Kopie des
Polypurintraktes (cPPT) zu einer weiteren Initiation und Termination bei der Plusstrang-
Synthese kommt bei der ein Plusstrang Uberhang entsteht, der zentrale DNA ,,flap®. Dieser
agiert als eine cis-Determinante bei dem Import von HIV-1-DNA in den Kern. Die virale
lineare DNA von Wildtypviren wird vollstindig in den Kern importiert, wo sie in das
Wirtsgenom integriert oder zirkularisiert vorliegt. Im Gegensatz dazu wird mutierte virale
DNA, welcher der ,,flap* infolge von Mutationen im cPPT fehlt, in den infizierten Zellen als
nicht integrierte lineare DNA in Nachbarschaft zur Kernmembran akkumuliert. Dieser
Importdefekt kann durch Reinsertion der korrekten Sequenz wieder behoben werden und fiihrt
so in HIV-1 Vektoren zu einer Steigerung der Transduktionseffizienz, die dem Wildtypvirus

entspricht (Zennou et al., 2000).

Im Zellkern beginnt dann die Integration durch die virale Integrase. Diese entfernt an den 3°
Enden zwei Nukleotide, so da3 3 freie OH-Gruppen und 5°¢ iiberstechende Enden entstehen.
Im néchsten Integrase-katalysierten Schritt wird die zellulire DNA an willkiirlichen Stellen
geschnitten. Hierbei entstehen an gegeniiberliegenden Strangen 5°¢ iiberstehende Enden, die je
nach Virustyp vier bis sechs Basen umfassen. Die 3° Enden des Virusgenoms werden dann

durch das virale Enzym mit 5° Enden der zelluliren DNA verbunden. Im Anschlu3 werden
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die 5¢ iiberstehenden, viralen Enden entfernt, die einzelstringigen Uberginge durch das
zelluldre Reparatursystem aufgefiillt und durch die Ligase zu Doppelstringen geschlossen.
Nachdem das Provirus integriert ist, kann mit der Transkription und Synthese viraler Proteine

begonnen werden (Modrow und Falke, 1997; Coffin, Hughes und Varmus, 1997).

1. 2. 3. 5. Transkription und virale Proteinsynthese

Zu den friihen Transkripten zéhlen die durch zweifaches Spleilen entstandenen Proteine 7at,
Rev und Nef. Die Akkumulation von Tat und Rev fiihrt zur Entstehung der spiteren
Transkripte. Tat fihrt als Transaktivator zu einer gesteigerten Transkriptionsrate, wéahrend
Rev zu einer Anhdufung von einfach- und ungespleifiten RNAs im Zytosol fiihrt (Klimatcheva
et al,, 1999). Das Resultat ist die Translation von Strukturproteinen und akzessorischen
Polypeptiden. Ungespleilite RNA-Kopien dienen als neue Virusgenome. Diese lagern sich mit
Proteinkomponenten zusammen und werden an die Zytoplasmamembran transportiert. Die
Hiillproteine entstehen im endoplasmatischen Reticulum, wihrend die {ibrigen Proteine an
freien Ribosomen entstehen. An der Membran kommt es dann zum Zusammenbau und der

Freisetzung neuer Viruspartikel (Modrow und Falke, 1997).

1. 2. 3. 6. Virusassemblierung und Freisetzung

Die translatierten Produkte der Gene gag und gag-pol werden aminoterminal myristiliert und
durch zelluldre Faktoren an die Zellmembran transportiert. Hier findet die Morphogenese der
neuen Viruspartikel statt. Die Nukleocapsidproteine interagieren mit der im Virusgenom
enthaltenen Signalsequenz ¥ und markieren sie so fiir die Verpackung. Durch den Kontakt
mit der RNA stiilpen sich Membranteile aus und bilden Vesikel, die sich abschniiren. Das
leicht saure Milieu in den unreifen Partikeln sorgt fiir eine optimale Aktivitéit der Protease, die
sich zunédchst autokatalytisch aus dem Polyprotein herausschneidet. Darauf folgt die
Prozessierung der anderen Vorlduferproteine. Gleichzeitig finden Umlagerungen statt, die
eine Ausbildung des konischen Capsids erlauben. Am Ende der Reifung entstehen die

fertigen, infektiosen Partikel (Modrow und Falke, 1997).
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1. 2. 4. Lentivirale Vektoren
1. 2. 4. 1. Anwendung lentiviraler Vektoren

Fiir die Anwendung von lentiviralen Vektoren im Rahmen einer Gentherapie bei humanen
Erkrankungen gibt es vielfiltige Moglichkeiten. Zum einem ist bei der Verwendung von
pseudotypisierten Partikeln das Wirtsspektrum nahezu unbegrenzt. Zum anderen sind ruhende
Zellen hiufig relevante Ziele der Gentherapie, die nur durch lentivirale Vektoren transduzier@
werden konnen. Dariiber hinaus wird die Stabilitdt des Transgens durch die chromosomale
Integration gewéhrleistet. Lentivirale Vektoren bieten fiir eine Fiille von genetisch bedingten
metabolischen Erkrankungen, viralen Infekten und Krebs eine Moglichkeit der Behandlung.
So konnen beispielsweise angeborene genetische Defekte wie zystische Fibrose, klassische
Phenylketonurie und Morbus Gaucher durch lentivirale Vektoren therapiert werden, da es sich
hier um Einzelgendefekte handelt (Klimatcheva et al., 1999). Ein HIV-1 basierendes
Konstrukt wurde bereits erfolgreich zur Behandlung von zystischer Fibrose im Tiermodell
getestet (Goldmann et al., 1997). Bei bestimmten Typen von Krebserkrankungen konnten
lentivirale Partikel hilfreich sein, da es Tumorzellen gibt, die aufgrund von Hypoxie oder
fehlender Vaskularisierung eine beschrinkte oder gar keine Proliferation zeigen. Es wurden
auch Gentherapieversuche vorgeschlagen, die Antisense-RNA, Ribozyme und transdominante

Proteine gegen HIV-Replikation beinhalten.

In der nachstehenden Tabelle sind Beispiele fiir Gentherapien mittels Lentiviren aufgelistet.

® Transduktion — auch Infektion. Einbringen von Fremd-DNA, beispielsweise mit Retroviren, die durch
Integration ins Chromosom praktisch zu einer Persistenz fiihrt.
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Tabelle 1-2: Fehlfunktionen und lentivirale Vektoren, Ziele und Werkzeuge fiir die Gentherapie
(Klimatcheva et al., 1999). (SCID — "severe combined immunodeficiency", CGD — "chronic

granulomatous disease"”, SIV — "simian immunodeficiency virus", FIV — "feline

immunodeficiency virus").

Funktionsstorung Zielzelle Basis des verwendeten | Ref.
lentiviralen Vektors
I. Angeboren
Zystische Fibrose Atemwegsepithelien Humane Zellen: HIV-1 1
Retinitis pigmentosa Retinale Humane Zellen: HIV-1 2
Photorezeptorzellen
Hématopoetische Stérungen: Vorlédufer der roten Humane Zellen: HIV-1, [3,4,5
Sichelzellandmie, B-Thalassamie; Blutzellen, HIV-1/HIV-2, HIV-2, 6,7,8
lysosomale Speicherstorung: Makrophagen, HIV-1/SIV, FIV 9,13
Mucopolysaccharidose; SCID; Lymphozyten
CGD
Morbus Gaucher Knochenmarkzellen, Humane Zellen: HIV- 3,6,7
Makrophagen 1/HIV-2, HIV-1/S1V,
FIV
Familidre Hypercholesterindmie Leberzellen Rattenzellen: HIV-1 10
II. Erworben
HIV-Infektion Meist T-Lymphozyten Humane Zellen: HIV- 3,6,7
und Makrophagen 1/HIV-2, HIV-1/SIV,
FIV
Neurodegenerative Erkrankungen | Hirngewebe, Neuronen, | Nagerzellen: HIV-1, 3,
(Alzheimer, Parkinson) Gliazellen HIV-1/SIV; Humane 11,12,
Zelle: FIV 7
Kardiovaskuldre Erkrankungen Endothelzellen, Humane Zellen: HIV-1 12
Herzmuskelzellen
Krebs Krebszellen Verschiedene Vektoren |s. o.
verschiedener Gewebe (s.0.)
(Leber, Hirn)
1. Goldman M. J., Lee P. S., Yang J. S. und Wilson J. M. ; 1997
2. Miyoshi H., Takahaschi M., Gage F. H. und Verma I. M.; 1997
3. White S. M. et al.; 1999
4. Akkina R. K., Walton R. M:, Chen M. L., Li Q. X., Planelles V. und Chen L. S.; 1996
5. Poeschla E. M., Gilbert J., Li X., Huang S., Ho A. und Wong-Staal F.; 1998
6. Corbeau P., Kraus G. und Wong-Staal F.; 1998
7. Poeschla E. M., Wong-Staal F. und Looney D. J.; 1998
8. Sutton R. E., Wu H. T., Rigg R., Bohnlein E. und Brown P. O.; 1998
9. Johnston J. und Power C.; 1999

10. Kafri T., Blomer U., Peterson D. A., Gage F. H. und Verma I. M.; 1997

11. Naldini L. et al.; 1996
12. Mochizuki H. et al.; 1998
13. Saulnier S. O. et al., 2000




1. Einleitung 24

1. 2. 4. 2. Entwicklung HIV-1 basierender Vektoren

Vektoren, die sich vom humanen Immundefizienz Virus Typ 1 (HIV-1) ableiten, wurden
urspriinglich nicht fiir die Gentherapie, sondern fiir Studien iiber die Infektiositdt dieser
Partikel entwickelt (Page et al., 1990; Landau et al., 1991). Bei diesen ersten Vektoren wurde
die env-Region weitrdumig deletiert, und an diese Stelle ein Transgen eingebaut.
Unterschiedlichste Env-Proteine wurden dann zur Pseudotypisierung cotransﬁziertE! In
nachfolgenden Experimenten (Bamerine et al.,, 1994; Planelles, 1995) wurden 2
Plasmidsysteme zum Studium des viralen Wirtsspektrums benutzt, und in diesem
Zusammenhang die biologischen Konsequenzen auf die HIV-1 Integration untersucht.
Buchschacher und Panganiban (1992) entwickelten ein 2 Plasmidsystem, in dem erstmals die
genetische Information des Viruses aufgeteilt wurde. Das Verpackungskonstrukt war in der
Env-Region deletiert, wihrend das Transgenkonstrukt alle notwendigen, cis-aktiven
Sequenzen enthielt. Eine Losung fiir das generelle Problem der Gentherapie, der geringe Titer
an Viruspartikeln, wurde durch die Pseudotypisierung mit Protein G des Vesikular-Stomatitis-
Virus (VSV-G) gefunden (Akkina et al., 1996; Reiser et al., 1996). Dieses Glycoprotein
ermdglicht den Eintritt in die Zielzelle mittels rezeptorvermittelter Endozytose. Die mit VSV-
G pseudotypisierten Viren sind so stabil, daB3 sie eine Konzentrierung zum Beispiel mittels

Ultrazentrifugation erlauben (Roberts et al., 1999).

Mit dem fortschreitenden Wissen {iber die Rolle von cis- und trans-aktiven Sequenzen wurde
die zweite Generation von HIV-basierenden Vektoren konstruiert, mit dem Ziel, Vehikel fiir
den Gentransfer zu schaffen (Parolin et al., 1994). Parolin und Kollegen (1994) entwickelten
dazu ein Verpackungssystem, bei dem die Strukturgene auf zwei Plasmide aufgeteilt wurden.
Auf dem ersten Verpackungskonstrukt befanden sich die Gene gag, pol, tat und vif unter der
Kontrolle eines CMV-Promotors (Cytomegalievirus), wahrend das zweite Konstrukt fiir Env
und Rev codierte, ebenfalls durch einen CMV-Promotor angetriecben wurde. In beiden
Plasmiden wurde das Verpackungssignal W deletiert und die 3° LTR durch die
Polyadenylierungssequenz des Simian Virus 40 (SV40) ersetzt. Der Transfervektor fiir das
Transgen enthielt alle cis-aktiven Sequenzen, die fiir eine effiziente Transduktion notwendig
waren. Der Resistenzmarker Neomycin Phosphotransferase (neoR) stand unter der Kontrolle
einer LTR des ecotrophen Maus Leukidmie Virus (MLV). Naldini et al. (1996) entwickelten
ein dhnliches System, das drei Konstrukte verwendet: (1) Verpackungskonstrukt, (2)

,Envelope“-Konstrukt, (3) Transfervektor.

* Transfektion — Transfer nackter DNA in Zellen. (Modrow und Falke, 1997)
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Abb. 1-7: Schema des 3-Plasmid Systems von Naldini et al. (1996).
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Mit Hilfe dieser Vektoren konnten wachstumsarretierte Zellen, mit Ausnahme von ruhenden
T-Zellen, erfolgreich infiziert werden, wobei die MLV pseudotypisierter Viren eine
signifikant niedrigere Effizienz bei der Transduktion zeigten. Kafti et al. (1994) entwickelten
diese Konstrukte weiter. Aus dem Verpackungsplasmid wurden die Informationen fiir Vpr
und Vif entfernt, wiahrend im Transfervektor das griine Fluoreszenzprotein (GFP) als ein

neues Markergen verwendet wurde.

Auch eine Reihe von anderen Arbeitsgruppen (Zuffrey et al., 1997; Uchida et al., 1998;
Mochizuki et al., 1998) entdeckten pseudotypisierte HIV-1 Vektoren als Werkzeuge fiir den
Gentransfer. Eine Anwendung in der Gentherapie ist jedoch immer verkniipft mit der Frage
nach der Sicherheit. Kim und Mitarbeiter (1998) untersuchten vor diesem Hintergrund die
Notwendigkeit der akzessorischen Proteine Tat, Vif, Vpr, Vpu und Nef fiir die effiziente
Produktion von Viruspartikeln. Sie konnten belegen, daf3 bis auf 7at alle anderen Proteine, die
hiufig auch mit Pathologien verbunden sind, fiir die in vitro Produktion von Viren nicht
notwendig sind. Auch Tat ist nicht essentiell, wenn man die U3 Region der 5 LTR durch
einen konstitutiv aktiven Promotor ersetzt. Trotz der weitreichenden Deletionen blieben die
Partikel fiir teilende und nicht teilende Zellen infektios. Ende 1998 stellten Dull und Zuftferey
eine sogenannte dritte Generation von Vektoren vor. Die Systeme der zweiten Generation
beschriankten das Verpackungskonstrukt auf die Gene von gag, pol, tat und rev. In der
Folgegeneration wurden selbst-inaktivierende Transgenvektoren entwickelt. Bei diesen
Vektoren wurde die U3 Region der 3° LTR deletiert, womit im revers transkribierten Provirus
keine Promotor- und ,,Enhancer“-Strukturen mehr enthalten sind. Das bedeutet, dal nach
erfolgreicher Integration nur ein Minimum viraler Strukturen transkribiert und translatiert
wird, ndmlich das durch einen internen Promotor getriebenen Transgen, sowie die folgenden
viralen Sequenzen bis zum polyA-Signal. Somit koénnen die Moglichkeiten einer
Immunantwort weiter reduziert werden. In der 5° LTR wurden Teilstiicke der U3 Region
durch dhnliche Sequenzen aus dem CMV oder dem Rous Sarkoma Virus (RSV) ersetzt.

Wobei die Variante mit den RSV-Sequenzen die hoheren Titer erreichte. Das somit neu
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geschaffene Transfervehikel war damit auch unabhingig von 7at. Denn dieses bendtigt fiir
seine Aktivitdit das in der U3 Region enthaltene TAR-Element, da nun deletiert war.
Zufferey et al. (1999) konnten dann durch Einbau des postranskriptionell regulierend
wirkenden Element des Waldmurmeltier-Hepatitis-Virus (WPRE) eine Erhohung der
Expression von lentiviral eingefiihrten Transgenen zeigen. Das WPRE ist eine RNA-Sequenz
mit ausgepragter Sekundérstruktur, die den Export von einfach- und ungespleiliter Provirus-
RNA in das Zytosol fordert. Dabei ist dieses Element im Gegensatz zum lentiviralen RRE
nicht auf ein Adapterprotein (Rev) angewiesen, sondern kann direkt mit der zelluldren
Exportmaschinerie wechselwirken. Dabei konnte Zufferey (1999) zeigen, dall dieses
Elemente seine Wirkung am besten in cis-Position, hinter dem iiber einen internen Promotor

getriebenen Transgen entfaltet.

Die oben beschriecbenen Erkenntnisse sind in die Entwicklung eines lentiviralen
Vektorsystems fiir die Gentherapie der chronischen Granulomatose mit eingeflossen. Dem
Bestreben groftmoglicher Sicherheit wurde auf vielfaltige Art und Weise Rechnung getragen.
Die Notwendigkeit von mehrfachen korrekten Rekombinationsereignissen reduziert die
Moglichkeit der Generierung replikationskompetenter Viren. Durch Eliminierung der
akzessorischen Proteine wurde das eventuelle Auftreten pathologischer Effekte vermieden.
Um die Gefahr einer immunologischen Reaktion durch virale Sequenzen zu reduzieren,
wurden die viralen Promotor- und ,,Enhancer“-Sequenzen entfernt. Das Transgen wird nur
durch den internen Promotor angetrieben. Die Gefahr der Aktivierung von Onkogenen durch
Insertionsmutagenese bleibt trotzdem bestehen. Moderne Vektorsysteme enthalten nur die
notwendigen Sequenzen fiir eine effiziente Produktion und Integration von Viruspartikeln.
Diese konnen nur einmal eine Zelle infizieren und in die chromosomale DNA integrieren. Die

essentiellen Informationen fiir die Generierung von Nachkommen wurden eliminiert.

Diese Entwicklungen waren stets mit Kritik begleitet worden, da das natiirliche humane
Immundefizienz Virus in der Regel einen tddlichen Krankheitsverlauf nach sich zieht. Aus
diesem Grund sind eine Reihe von anderen Systemen entwickelten worden. So wurden auch
Vektoren, basierend auf dem weniger pathogenen HIV-2, entwickelt (Poeschla et al., 1998).
Durch sogenannte RNA-Pseudotypen soll das Risiko von homologer Rekombination
verringert werden. Hierbei wird heterologe RNA in retrovirale Partikel verpackt (Rizv et al.,
1993; Embretson et al., 1987; Corbeau et al., 1998; White et al., 1999; Marthas et al., 1990 &
1993). Auch das feline Immundefizienz Virus (FIV) dient als Grundlage fiir einen Vektor, da
es als Nichtprimaten Virus ein geringes pathogenes Potential fiir den Menschen trigt. Aber
auch andere Nichtprimaten Viren, wie CAEV (,,caprine arthritis encephalitis virus®) (Mselli-
Lakhal et al., 1998) oder EIAV (,,equine infectious anemia virus®) (Mitchell et al., 1998),

werden fiir die Entwicklung von Transgenvektoren verwendet.
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1. 2. 5. Verpackungszellinien fiir lentivirale Vektoren

Neben den lentiviralen Vektoren sind auch Verpackungszellinien zu einem wichtigen
Werkzeug des Gentransfers in eukaryontischen Zellen geworden. Sie sind unverzichtbar fiir
die Entwicklung von humanen Gentherapieprotokollen, da transiente Transfektionen nur
schwer den stringenten Standards fiir klinische Versuche zu unterwerfen sind. Dazu birgt die
transiente Kotransfektion eine erhohte Wahrscheinlichkeit der Rekombination unter den
eingesetzten Plasmiden, wodurch auch die biologische Sicherheit durch fortschrittliches

Vektordesign beeintrachtigt wird (Farson et al., 2001).

Es wurden eine Reihe von Versuchen unternommen, stabile Verpackungszellinien fiir HIV
abgeleitete Vektoren zu generieren. Hierbei wurden auch zunehmend induzierbare
regulatorische Elemente eingesetzt, um die Expression von toxischen Komponenten zu
limitieren (Carrol et al., 1994; Yu et al., 1996; Srinivasakumar et al., 1997; Kaul et al., 1998;
Kafri et al., 1999). Durch diese Studien, die nicht zu einer Zellinie mit befriedigender
Vektorpartikel-Produktion, Stabilitit und biologischer Sicherheit fiihrten, konnten jedoch
verschiedene Methoden zur Generierung einer Verpackungszellinien verglichen werden
(Farson et al., 2001). Die aufgezeigten Ansidtze fiihrten zu effizienteren und sichereren
Verpackungszellinien, die zusammen mit der fortschreitenden Optimierung im Vektordesign
ein weiterer Schritt in Richtung einer moglichen Anwendung fiir humane Gentherapie-

Protokolle bedeuten.

Einige Proteine, die fiir die Assemblierung von lentiviralen Vektoren notwendig sind, wirken
toxisch auf die Zellen in denen sie iiberexprimiert werden. Dazu gehdren VSV-G (Burns et
al., 1993), HIV-1 Vpr (Bartz et al., 1996), Tat (Li et al., 1995), Rev (Miyazaki et al., 1995)
und Protease (Konvalinka et al., 1995). Um eine sichere und effiziente Produktion an
Vektorpartikeln zu ermdglichen, wurde in den neuesten Verpackungszellinien die Expression
der Verpackungs- und Hiillproteine unter die Kontrolle eines tetracyclinabhiingigen Systems
gestellt. Dieses System wurde von Gossen und Bujard 1995 entwickelt. Hierbei handelt es
sich um ein klassisches Operon-Modell. In Anwesenheit von Tetracyclin oder eines Derivates
kann der Repressor an den Operator binden und es findet keine Expression des zu
regulierenden Gens statt. Wird dem Medium diese Komponente entzogen gibt der Repressor

den Operator frei und das gewliinschte Gen kann abgelesen, also exprimiert werden.

Eine der jlingsten Verpackungszellinien , Lentikar2.54, wurde von Farson und Mitarbeitern

(2001) entwickelt. Um diese Zellinie zu generieren, wurde ein Verpackungskonstrukt, das die
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Sequenzen der HIV-1 gag-pol, tat und rev Gene enthilt, stabil in 293G Zellen (Ory et al.,
1996) integriert. 293G Zellen exprimieren einen chiméren, tetracyclinabhingigen
Transaktivator und exprimieren somit tetracyclinabhéngig VSV-G. Die Expression der HIV-1
Gene des Verpackungskonstrukts werden ebenfalls iiber Tetracyclin kontrolliert. Werden die
Zellen also in Gegenwart von Tetracyclin oder eines Derivates kultiviert, wird die Expression
der HIV-1 und der VSV abgeleiteten Proteine unterdriickt. Durch transiente Transfektion
eines Transgenvektors wurden Zellklone fiir die Produktion lentiviraler Vektoren generiert.
Die mehrfache Infektion von Lentikar2.54 Zellen fiihrte zu virusproduzierenden Zellklonen,
die im Titer und in der Transduktionseffizienz vergleichbar oder besser waren, als bei der

Generierung von Viruspartikeln mittels transienter Transfektion.

Eine weitere Zellinie zur stabilen Produktion von lentiviralen Vektoren haben Xu et al. (2001)
entwickelt. Sie generierten eine stabile Zellinie, die Tetracyclin-reguliert hohe Titer von
selbst-inaktivierenden (SIN) lentiviralen Vektoren produziert. Die Vorgehensweise zur
Herstellung der Verpackungszellinie SODk1 war dhnlich wie bei Lentikat2.54. Auch hier sind
ein Hiillproteinkonstrukt und ein Verpackungskonstrukt zundchst so umkonstruiert worden,
daf3 die fiir die Produktion von Viruspartikeln relevanten Informationen tetracyclinabhingig
exprimiert wurden. Zur Generierung von Zellklonen, die dauerhaft SIN Vektor Partikel
produzieren, muflten diese umkonstruiert werden. Bei den urspriinglich entwickelten SIN-
Vektoren (Zuffrey et al., 1998) wurden die Promotor/“Enhancer“-Sequenzen aus der 3° LTR
deletiert. Das flihrte nach dem einmaligem Zyklus von Transkription, Translation und reverser
Transkription dazu, da das integrierte Provirus keine viralen Promotorsequenzen mehr
enthielt. Die Expression des Transgens wurde durch einen internen Promotor getrieben. Bei
der Herstellung eines Produktionsklons muf3 dieser Zyklus jedoch zweimal durchlaufen
werden. Zunichst wird die Verpackungszellinie transient transfiziert und anschlieBend die
Zielzelle mit dem Vektorpartikel infiziert. Ohne eine Promotorsequenz in der 3 LTR kénnen
jedoch keine Vektorgenome fiir die Viruspartikel gebildet werden. Deshalb ersetzten Xu und
seine Mitarbeiter (2001) die viralen Promotor/Enhancer Strukturen im Transgenvektor durch
ein ,tet-responsive” Element in die 3° LTR. Nach einmaligem Durchlauf des Zyklus
Transkription, Translation und reverse Transkription enthdlt das Provirus nun in der 5° LTR
einen tetracyclinabhéngigen Promotor. Da die Zielzellen jedoch nicht den essentiellen
tetracyclinabhéngigen Transaktivator exprimieren, kann das Transgen nur abgelesen werden,
wenn es iiber einen internen Promotor verfligt. Somit werden 5° vom internen Promotor

liegende Sequenzen nicht mehr abgelesen.
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1. 2. 6. Die humanen himatopoetischen Stammzellen als Zielzellen einer lentiviralen

somatischen Gentherapie

Die Anforderungen, die an eine erfolgreiche Gentherapie am Menschen zu stellen sind,
umfassen mehrere Punkte. Neben einem effizienten und sicheren Gentransfersystem miissen
auch geeignete Zielzellen zur Verfligung stehen. Diese Zellen miissen fiir eine in vitro
Gentherapie dem Korper entnehmbar, in vitro kultivierbar und modifizierbar sowie
funktionsfahig wieder retransplantierbar sein. Nach erfolgtem Gentransfer und
Retransplantation sollten diese Zellen das eingefiihrte Gen an die Nachkommen weitergeben
und der Erfolg der Gentherapie im Idealfall lebenslang anhalten. Diese Voraussetzungen
werden von Zellen aus dem Knochenmark erfiillt (Koch-Brandt, 1993).

Unter den Zellen im Knochenmark gibt es eine sehr kleine Population, die eine Schliisselrolle
in der Aufrechterhaltung der Blutzellbildung (Himatopoese) spielt. Diese Subpopulation ist
aus hdmatopoetischen Stammzellen (HSC) zusammengesetzt, die die einzigartige Fahigkeit
zur Selbsterneuerung und Differenzierung besitzen. Dies gewihrleistet eine lebenslange
kontinuierliche Bildung von Blutzellen aller hdmatopoetischer Linien. Aufgrund dieser
Eigenschaften sind diese Zellen ein ideales Ziel fiir die Gentherapie von angeborenen und
erworbenen Erkrankungen des hidmatopoetischen System, wie Chronische Granulomatose
(CGD) oder dem erworbenen Immundefizienz-Syndrom (AIDS) (Nakauchi, 1998). Die
pluripotente himatopoetische Stammzelle und die aus ihr hervorgehenden Zelttypen sind in
Abbildung 1-8 dargestellt.

Die Entwicklung von Gentherapie-Strategien zur Korrektur von hdmatopoetischen und
genetischen Defekten wird durch den bislang ineffizienten Gentransfer in HSCs mit Vektoren
erschwert, die sich aus Onkoretroviren ableiten (Woods, 2000). Diese Viren kdnnen nur
integrieren, wenn sich die Zellen teilen, da sie die Kernmembran nicht passieren kénnen. Fiir
lentivirale Vektoren konnte jedoch gezeigt werden, da3 sie ruhende hdmatopoetische Stamm-
und Vorlduferzellen transduzieren konnen (Sutton, 1999; Uchida, 1998). Auch die langfristige
Ansiedlung und Repopulierung von transduzierten CD34-Zellen in subletal bestrahlten
NOD/SCID (,,nonobese diabetic*) Méusen konnte mit Lentiviren gezeigt werden (Miyoshi,
1999). Es konnte weiterhin gezeigt werden, da3 auch pluripotente Stammzellen transduziert
werden, die zu einer langfristigen Expression fahig sind. Woods und seine Mitarbeiter (2000)
konnten transduzierte humane CD34'-Zellen in NOD/SCID Miusen als Zweitempfinger
nachweisen. Diese Maéuse wurden mit Stammzellen aus dem Knochenmark von
Erstempfangern behandelt, also bestrahlten Maiusen, denen humane, transduzierte HSCs

retransplantiert wurden.
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1. 3. Chronische Granulomatose

Die chronische Granulomatose (CGD — ,,chronic granulomatous disease ) ist eine angeborene
Storung in der Abwehr von eindringenden Mikroorganismen. Dieser genetische Defekt
betrifft Zellen des hamatopoetischen Systems, weshalb diese Erkrankung ein gutes Modell fiir
eine Gentherapie mit HSCs als Zielzellen ist. Eine gestorte Produktion an antimikrobiell
wirksamen Oxid-Verbindungen fiihrt zu haufig auftretenden und teilweise lebensbedrohlichen
Bakterien- und Pilzinfektionen (Curnutte, 1993). Kennzeichnend fiir alle Formen von CGD ist
die fehlende Superoxid-Produktion in Phagozyten, jedoch sind die genetischen Ursachen und
die Pathologie des Defektes sehr heterogen. Dieses Immundefizienz-Syndrom tritt mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1 : 250.000 auf und betrifft zu zwei Drittel Jungen (Roos et al., 1996).
Weibliche Triger der X-chromosomal gebundenen CGD zeigen nur wenige oder gar keine
Symptome, obwohl sie in Einzelfdllen nur fiinf bis zehn Prozent der Anzahl Oxidase-positiver
Neutrophilen aufweisen. Dies ist ein Hinweis darauf, da3 eine lang andauernde Korrektur des
Defektes durch Einbringen einer funktionellen Genkopie in einen kleinen Teil der Phagozyten
einen erheblichen klinischen Nutzen haben konnte. Die fiir die Krankheit charakteristischen
Infektionen betreffen Organe wie Lunge, Magen-Darm-Trakt, Haut und die in unmittelbarer
Nachbarschaft befindlichen Lymphknoten. Die Infektionen konnen sich auch auf Leber,
Knochen und Nieren ausbreiten (Curnutte, 1993). Die ersten Symptome von CGD treten
hiufig schon wihrend dem ersten Lebensjahr auf, und erkrankte Patienten haben eine

reduzierte Lebenserwartung (Curnutte und Babior, 1987).

1. 3. 1. Klinische und biochemische Aspekte der chronischen Granulomatose

Werden phagozytierende Leukozyten (Eosinophile, Neutrophile, Monozyten und
Makrophagen) &ulleren Reizen, wie opsonisierten Partikeln oder weiteren loslichen
Substanzen ausgesetzt, so steigt der Sauerstoffverbrauch um das 4 — 100fache, je nach
Stimulus und MeBmethode (Smith und Curnutte, 1991; Curnutte und Barbior, 1987). Dieser
als ,,respiratory burst bezeichnete Vorgang wird von dem Flavoenzym NADPH-Oxidase
katalysiert. Dieses Enzym iibertrigt Elektronen von NADPH (Nictotinamid-adenin-

dinukleotid-phosphat, reduzierte Form) auf molekularen Sauerstoff (siche Reaktion 1).

NADPH+20, —> NADP* +20; + H* [1]
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Die gebildeten Sauerstoffradikale reagieren spontan oder katalysiert durch das Enzym

Superoxid-Dismutase zu Wasserstoffperoxid (siche Reaktion 2).
20, +2H"—— H,0, + 0, [2]

Das Superoxid kann durch Myeloperoxidase, welche in Neutrophilen vorkommt, zu
hypochloriger Sdure umgesetzt werden. Alle drei der hauptsidchlich generierten Oxid-
Verbindungen — O,, H;O, und HOCI — werden zur Abtétung von Mikroorganismen
verwendet. Der Ablauf der Phagozytose, Degranulation und der Bildung von

Sauerstoffradikalen ist schematisch in Abbildung 1-9 dargestellt.

Neutrophil

extrazellular

Plasm atm embran

/ Phagosom

5
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Granul at NADFH-
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intrazellular u. a Myeloperoxidasen

Abb. 1-9: Schematische Darstellung von Phagozytose, Degranulation und Sauerstoffradikalbildung
(nach Roos, 1991). Die von IgG-Antikorpern und Komplementfragmenten erkannten
Mikroorganismen binden an spezifische Rezeptoren der Plasmamembran von Phagozyten. Die
Anheftung induziert die Phagozytose und fiihrt zur Fusion von intrazelluldren Granula mit der
Membran. Aufierdem wird die NADPH-Oxidase aktiviert, was zur Bildung von
Sauerstoffradikalen und Wasserstoffperoxid fiihrt. Die in den Granula unter anderem enthaltene
Myeloperoxidase katalysiert die Umsetzung zu hypochloriger Sdure. Alle drei Oxidationsmittel
fiihren zur Abtotung von Mikroorganismen. (Weiter Erldiuterungen siehe 1. 3. 2. ff).
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Die spezifische Immunabwehr entwickelt sich in CGD-Patienten normal und auch die Anzahl
der Zellen fiir die unspezifische Immunabwehr (phagozytierende Leukozyten) ist unauffallig.
Ebenso verlduft die Freisetzung von antimikrobiell wirksamen Proteinen aus zelluldren
Granula normal (Babior und Curnutte, 1987). Die biochemische Ursache der CGD ist die
Unfahigkeit, reaktiven Sauerstoff im Phagosom zu bilden, was auf einen genetischen Defekt

der in terminal differenzierten Phagozyten gebildeten NADPH-Oxidase zuriickzufiihren ist.

1. 3. 2. NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidasen sind eine Gruppe von Plasmamembran-assoziierten Enzymen, die in
einer Reihe von Zellen mesodermalen Ursprungs zu finden sind. Am eingehendsten ist die
Leukozyten NADPH-Oxidase untersucht worden, die in Phagozyten und B-Lymphozyten zu
finden ist (Babior, 1999). Dieses Enzym nimmt Elektronen von NADPH an der zytosolischen
Seite auf und gibt sie an molekularen Sauerstoff an der AuBenseite der Membran, entweder
aullerhalb der Zelle oder in ein Phagosom, ab. Das gebildete Sauerstoffradikal wird zu
weiteren antimikrobiell wirksame Substanzen (H,0,, HOCI usw.) umgesetzt oder wirkt direkt
auf eingedrungene Mikroorganismen. In ruhenden Phagozyten sind die Komponenten der
Oxidase in membranstindige Untereinheiten und zytosolische Bestandteile unterteilt. Die
Aktivierung erfolgt durch Bindung von zum Beispiel opsonisierten Mikroorganismen an
Zelloberflachen-Rezeptoren, die zur Assemblierung des Komplexes fiihren (sieche Abb.
1.3.-1). Den enzymatisch aktiven Teil bildet ein Heterodimer aus zwei integralen
Membranproteinen, das Zytochrom bssg. Dieses befindet sich in der ruhenden Zelle in
spezifischen Granula und sekretorischen Vesikeln, die bei einer Aktivierung mit der
Plasmamembran fusionieren. Zur gleichen Zeit kommt es zur Translokation der zytosolischen
Komponenten an die Membran, und die enzymatische Aktivitdt wird induziert (Roos et al.,

1996).
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1. 3. 2. 1. Die Komponenten der Leukozyten NADPH-Oxidase

Forschungen iiber einen Zeitraum von 40 Jahren haben gezeigt, da3 die Leukozytenoxidase
finf Komponenten umfafit: p40P"™ (,phagocyte oxidase®), p47°™™*, p67°"* p22P"** ynd
gp91P"* Im ruhenden Zustand der Zelle liegen p40P" p47™"* und p67°"** als Komplex im
Zytosol vor, wihrend p22P" und gp91P"™* in Membranen von sekretorischen Vesikeln und
spezifischen Granula lokalisiert sind. Dort liegen sie als heterodimeres Flavohdmprotein vor,
das als Zytochrom bssg bekannt ist. Diese Verteilung der Komponenten auf unterschiedliche

zelluldre Kompartimente sorgt dafiir, dal die NADPH-Oxidase in ruhenden Zellen inaktiv ist.

Zytochrom bssg ist die membrangebundene Komponente der NADPH-Oxidase. Sie besteht
aus jeweils einer Untereinheit gp91”™* und p22™* (Wallach und Segal, 1996) und enthilt
dariiber hinaus ein FAD und zwei Himgruppen (Nisimoto et al., 1995). In seiner reduzierten
Form zeigt dieser Komplex einen charakteristischen ,,Peak® bei einer Wellenldinge von
558 nm, anhand dessen man ein Gehalt von 2 — 5 pmol Zytochrom bssg pro 10° Neutrophilen
ermittelt hat (Borregaard et al., 1983). Der reduzierte Komplex hat ein sehr niedriges
Redoxpotential von — 245 mV und erlaubt deshalb die direkte Reduktion von Sauerstoff zu

phox 1ot Jokalisiert auf dem kurzen Arm des X-

Superoxid. Die groflere Untereinheit gp91
Chromosoms. Bei 65 % der CGD Patienten ist dieses Gen mutiert, weshalb diese Form X-
Chromosom gebundene CGD beziehungsweise X-CGD genannt wird. Die kleinere, nicht
kovalent gebundene Untereinheit, das p22P", ist autosomal auf Chromosom 16 kodiert.
Weiterhin konnte eine nicht essentielle Komponente, das RaplA, identifiziert werden. Dieses
kleine (22 kD) Guaninnukleotide bindende Protein (G-Protein) gehort zur Ras-Familie. Es
reguliert, wie Ras, die Zellproliferation und agiert als ein Antagonist der Ras-abhdngigen
Transformation (Zhang et al., 1992). Gabig et al. (1995) schlugen ein Modell vor, in dem
RaplA eine Funktion als eine Art finaler Aktivierungs-Schalter ausiibt, die eine direkte
physikalische Wechselwirkung mit dem Flavozytochrom beinhaltet. Maly et al. (1994)
konnten zeigen, dafl Phorbol-induzierte Superoxidproduktion inhibiert wird, wenn RaplA in
der GTP-gebundenen oder GDP-gebundenen Konformation blockiert wird. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, das Rapl/A4 durch Hydrolyse von GTP beziehungsweise der
Umsetzung von GDP (Guanidin-Diphosphat) in GTP (Guanidin-Triphosphat) auch eine

Veranderung in der Oxidase von Phase 1 zu 2 beziehungsweise umgekehrt bewirkt (Babior,

1999). Jedoch ist der Ablauf dieser Vorgidnge noch weitgehend unbekannt.
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Die im Zytosol als Komplex vorliegenden Komponenten der NADPH-Oxidase umfassen
p477% p67"* und p40P"™, sowie das Guaninnukleotid bindende Protein Rac2. Die
Untereinheit p47°" ist hauptsichlich fiir den Transport des Komplexes vom Zytosol an die
Membran wihrend der Aktivierung der Oxidase verantwortlich. Ohne diese Untereinheit, die
vor dem Transport mehrfach phosphoryliert wird, kann p67°™* sowie p40P" nicht an die
Membran transportiert werden. Die Untereinheit p67°"* ist fiir die Aktivitit essentiell. Dieses
Protein fordert den Elektronentransport zum FAD (Flavin-adenin-dinukleotid) im Zytochrom
bsss in Abwesenheit von p47°" (Cross und Curnutte, 1995). Ob diese Untereinheit in
Anwesenheit von p47™ die Elektronen an die Hamgruppen leitet, die von dort auf den
Sauerstoff iibertragen werden, ist umstritten (Babior, 1999). Es konnte jedoch festgestellt
werden, daB p67°™™ eine katalytisch essentielle Bindestelle fir NADPH enthilt (Smith et al.,
1996). Eine solche Bindestelle ist auch in Zytochrom bssg nachgewiesen worden (Doussiere et
al., 1993; Ravel und Lederer, 1993). Die Beziehung zwischen diesen Bindestellen ist bislang
noch nicht untersucht. Die p40°™* Untereinheit ist fiir die Aktivitit der NADPH-Oxidase
nicht essentiell. Die Funktion dieses Proteins ist noch nicht einwandfrei gekléart.
Untersuchungen an diesem Protein zeigten einerseits einen inhibitorischen Effekt auf die
Superoxidproduktion (Sathyamoorthy M. et al., 1997), anderseits wurden auch Hinweise auf
einen stimulatorischen Effekt gefunden (Tsunawaki et al., 1996). Eine weitere fiir die
Aktivitdt der Oxidase notwendige Komponente ist Rac2. Dieses hauptsdchlich im Zytosol von
ruhenden Neutrophilen zu findende Protein ist Mitglied der Rho-Familie, die fiir ihre Funktion
in der Regulation des Zytoskeletts bekannt ist. Wahrend der Aktivierung der NADPH-
Oxidase bindet Rac2 GTP und wandert zusammen mit dem zytosolischen Komplex des

Enzyms an die Plasmamembran (Babior, 1999).

Neben den genannten Proteinkomponenten, von denen die membrangebundene Komponente

RaplA und die zytosolische Komponente p40°™*

als nicht zwingend notwendig erachtet
werden, sind fiir die Aktivierung noch Proteinkinasen wie GTP/GDP und Mg*" essentiell.
Auflerdem sind Bestandteile des Zytoskeletts fiir die Assemblierung des Enzymkomplexes
notwendig. Der Aktivierungsmechanismus des Multikomponenten-Komplexes umfalit eine

ganze Reihe von Vorgéingen, die im Detail noch nicht ganz geklart sind.
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1. 3. 2. 2. Aktivierung der NADPH-Oxidase

Werden ruhende Phagozyten einem Stimulus ausgesetzt, wird die zytosolische Komponente
p47°™* stark phosphoryliert. Darauf folgt die Migration des gesamten zytosolischen
Komplexes (p47°", p67°"*, p40P"* und Rac2) zur Membran, wo er mit Zytochrom bssg zur
aktiven NADPH-Oxidase assoziiert (siche Abb. 1-10). Die assemblierte Oxidase ist nun in der
Lage, FElektronen auf molekularen Sauerstoff zu {bertragen. Dies ist durch die
elektronentransportierenden Gruppen Flavin und der Himgruppen mdglich. Diese Variante
des Elektronenflusses ist jedoch nicht unumstritten (Babior, 1999). Fiir die Aktivierung sind
auBerdem die niedermolekularen Nukleotid-bindenden Proteine RaplA und Rac2 notwendig
(siehe Kap. 1. 3. 2. 1.). Wahrend der Phagozytose stiilpt sich die Plasmamembran ein und
bildet die Wand des phagozytierenden Vesikels (Phagosom). Nach Fusion mit sekretorischen
Vesikeln beziehungsweise spezifischen Granula setzt die Leukozyten Oxidase dann die
produzierten O,- Radikale oder deren Folgeprodukte in das Lumen des Phagosoms frei. Der
internalisierte Mikroorganismus ist dann einer letalen Losung von dtzenden Oxidationsmitteln

ausgesetzt.

ruhend aktiviert

RaplA Rapl A

OH
D
OH

Abb. 1-10: Aktivierung der leukozytiren NADPH-Oxidase. In ruhenden Zellen sind die Untereinheiten
auf Zytosol (p47", p67°"*, p40"" und Rac2) und Membran (gp91”"™, p22"" und RaplA)
verteilt. Rac2 und RaplA sind niedermolekulare Guanin-bindende Proteine, die auch
Funktionen in anderen Prozessen tibernehmen neben der Oxidase-Aktivierung. Die anderen fiinf
Proteine sind die Kernbestandteile des Enzyms. Werden die Zellen aktiviert, wird p47"™

mehrfach phosphoryliert und die zytosolischen Komponenten wandern zur Membran, wo sie mit

Zytochrom bssg zur aktiven Oxidase assemblieren (Babior, 1999).

Der Aktivierungsmechanismus der NADPH-Oxidase umfaf3t eine ganze Reihe von Prozessen.

Die Phosphorylierung ist ein essenticlles Element in der Aktivierung des Enzyms. p47°™*
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wird wéhrend der Aktivierung an acht bis neun Serin-Resten am C-Terminus phosphoryliert.
Durch gezielte Mutagenese konnten strategisch wichtige Phosphorylierungsstellen gefunden
werden. Sie fithrte unter anderem zum fast vollstindigen Verlust der Aktivitdt (S379) oder
indirekt zur Inaktivierung durch Unterbinden einer vollstindigen Phosphorylierung
(S359/S370) (Faust et al., 1995; El Benna et al., 1996). Eine Phosphataufnahme von p67°"
konnte von El Benna et al. (1997) nachgewiesen werden. Ein weiterer Proze3 zur Aktivierung
ist die Interaktion mit dem Zytoskelett. Obwohl diese Wechselwirkungen noch weitgehend
unbekannt sind, konnten Hinweise auf eine Beteiligung bei der Aktivierung gefunden werden.
So wurden in aktivierten Neutrophilen die O, produzierende Aktivitit sowie die
Komponenten des Enzyms im duf3eren Bereich des Zytoskeletts nachgewiesen (Nauseff et al.,
1991). Zu dem =zeigten Zellen, die an Oberflichen adhérierten — einem Proze an dem
Integrine beteiligt sind und bei dem es zu weitreichenden Anderungen des Zytoskeletts
kommt - einen anderen zeitlichen Verlauf der Superoxidproduktion als suspendierte Zellen
(Babior, 1999). Die Translokation der zytosolischen Komponenten findet nur in der
Anwesenheit von p47"™* statt. Eine Wechselwirkung mit dem Zytoskelett konnte ebenso
nachgewiesen werden, wie die Stimulus-abhingige Translokation von Rac2 (Clark, 1999).
Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Aktivierung sind die Protein-Protein Wechselwirkungen,
allen voran die zwischen SH3-Dominen der Proteine des zytosolischen Komplexes (p47°"*
und p67°" besitzen jeweils 2 und p40°™* eine SH3-Domine) und Prolin-reicher Regionen.
Diese Interaktionen variieren im ruhenden und aktivierten Zustand des Enzyms. Der
Aktivierungsprozel3 beinhaltet auch den Wechsel von GTP und GDP durch die Proteine Rac?2
und RaplA. Ist die Aktivierung erfolgt und die Oxidase assembliert, kommt es zum
ElektronenfluB von NADPH {iiber FAD zu den Hémzentren und abschlieBend auf den
molekularen Sauerstoff. Die Produktion von O, fiihrt durch die Umsetzung von NADPH
auch zu einer Anhdufung von Protonen. In diesem Zusammenhang wurde beobachtet, daf3 die
Aktivierung auch mit der Offnung eines Kanals assoziiert ist, durch den die Protonen die
Zelle verlassen konnen, bevor das Enzym wieder deaktiviert wird (Henderson, 1987, 1988;

Nanda, 1993, 1994; Schrenzel, 1998).
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1. 3. 2. 3. Behandlungsstrategien der chronischen Granulomatose

Die gegenwirtige Behandlung von CGD-Patienten beruht auf einer kombinierten
antibakteriellen und fungiziden Prophylaxe (Fischer et al., 1993). Eine jiingere
Behandlungsmethode beinhaltet die Gabe von rekombinantem humanen Interferon-y, um
Infektionen zu unterbinden. Die Langzeitwirkung dieser Methode ist jedoch noch unklar
(Weening et al., 1995). In einigen wenigen Fillen wurde eine Behandlung durchgefiihrt, bei
der HLA-identisches Knochenmark transplantiert wurde. Diese Behandlung ist fiir CGD-
Patienten jedoch aufgrund des Infektionsrisikos gefahrlicher als fiir Patienten mit anderen
genetischen Defekten (Seger und Ezekowitz, 1994). Nicht zuletzt wegen des
lebensbedrohlichen Charakters der Erkrankung ist sie ein Modell zur Entwicklung von
Gentherapie-Ansitzen. Weitere Griinde sind auch das die genetischen Ursachen definiert sind,
Knochenmark oder peripheres Blut ein leicht zugéngliches Ziel fiir eine ex vivo Gentherapie
sind und das alternativen Heilmethoden fehlen. Es konnten gesunde X-CGD-Tréger gefunden
werden, die einen kleinen Anteil normaler Neutrophilen hatten (Roos et al., 1986). Im
transgenen Tiermodell geniigte in einigen Fillen die Rekonstitution von 5 — 8 % der
Superoxid generierenden Aktivitit, um den Abwehrmechanismus gegen Mikroorganismen
wieder herzustellen (Bjorgvinsdottir et al., 1997). Diese Experiment legen nahe, da3 nur eine
Teilkorrektur von gp91°™* defizienten Zellen ausreicht, um eine normale Phagozytenfunktion

in Patienten zu erreichen.

In einer Reihe von Studien konnte die partielle Korrektur des CGD-Phinotyps durch
retrovirale Transduktion von hdmatopoetischen Stammzellen von Patienten mit Defekten in
gp91PM** p22Ph* ynd p47°"°* erreicht werden (Sekhsaria et al., 1993; Li et al., 1994; Zentilin
et al., 1996, 1998; Becker et al., 1998; Nunoi und Ishibashi, 1999). Weltweit sind derzeit 3
klinische Studien zur Gentherapie von CGD registriert (Human Gene Therapie, 2000).
Malech und Mitarbeiter starteten 1995 die erste klinische Gentherapiestudie. In dieser
phox

Untersuchung wurden autologe CD34'-Zellen ex vivo retroviral mit intakten p4

Genkopien transduziert (Malech et al., 1997).

Fir die Erprobung von Gentherapiekonzepten wurden verschiedene in vitro Systeme
entwickelt. Neben der Immortalisierung von B-Lymphozyten durch Epstein-Barr Viren
(EBV), die aus CGD-Patientenmaterial generiert wurden (Thrasher et al., 1992 und 1995;
Chanock et al., 1992; Maly et al., 1993, Porter et al., 1993; Volpp und Lin, 1993; Sokolic et



1. Einleitung 39

al., 1996, Zentilin et al., 1996), wurden auch eine humane promyeloide Zellinie (X-CGD
PLB-985) durch homologe Rekombination und transgene X-CGD-Maiuse entwickelt (Zhen et
al., 1993; Pollock et al., 1995). All diese Systeme wurden zur Quantifizierung der
funktionellen Rekonstitution der Superoxid-Radikal Bildung verwendet. Ein Vergleich der
erreichten Korrekturen in verschiedenen Studien ist schwierig, da unterschiedliche Vektoren,
Titer und Infektionsprotokolle zugrunde liegen. Allgemein besteht bei retroviralen Vektoren
das Problem, daB fiir einen effizienten Gentransfer die h@matopoetischen Stammzellen
prastimuliert werden miissen. Dies fiihrt nicht nur zu einer Zellteilung, die fiir eine Integration
des Provirus essentiell ist, sondern auch zur Differenzierung der Zellen in vorgegebene
Entwicklungsrichtungen. Damit verlieren die Zellen ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
Pluripotenz (Evans et al., 1999). Eine Strategie dieses zu umgehen, ist die Verwendung von

alternativen viralen Vektoren wie beispielsweise lentiviralen Vehikeln.
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1. 4. Ziel der Arbeit

Aufgrund ihrer Fahigkeit sich selbst zu erneuern und in jeglichen Zelltyp des Blut- und
Immunsystems differenzieren zu konnen, sind hdmatopoetische Stammzellen ein wichtiges
Ziel der Gentherapie. Viele Erkrankungen, die das himatopoetische System betreffen, konnen
moglicherweise behandelt werden, indem therapeutische Gene stabil in Stammzellen
exprimiert werden. Fiir einen Gentransfer mittels muriner retroviraler Vektoren ist eine
Zellteilung fiir die Integration in das Wirtsgenom notwendig, die durch die Stimulation mit
Zytokinen herbeigefiihrt werden muf3. Mit einer Proliferation der Zellen beginnt jedoch auch
eine Differenzierung in bestimmte Blutzelltypen, was zu einer Abnahme der langfristigen
Repopulierungsfahigkeit fithrt (Amado und Chen, 1999). Fiir lentivirale Vektoren konnte
gezeigt werden, dal3 eine ex vivo Stimulation von HSCs fiir einen effizienten Gentransfer in
sehr frithe Stammzellen nicht notwendig ist und so zu einer besseren Rekonstitution von

Knochenmark einer NOD/SCID Maus beitragt (Miyoshi et al., 1999; Scherr et al., 2002).

Die chronische Granulomatose ist eine genetisch bedingte Erkrankung, bei der Zellen des
hédmatopoetischen Systems betroffen sind. Deshalb ist dieser Defekt ein gutes Modell fiir die
Entwicklung einer Gentherapie mit HSC als Zielzellen. Bei dieser Erkrankung kommt es
wegen einer gestorten Aktivitdt der Phagozyten-NADPH Oxidase zwar zur Phagozytose, aber
die eingedrungenen Pilze und Bakterien konnen nicht abgetotet werden. Ursache hierflir ist
die meist vollstindig fehlende Produktion von aktivierten Sauerstoffmolekiilen und deren
Derivate in den phagozytierenden Vakuolen. Zwei Drittel der Fille von CGD ist auf einen
Defekt des auf dem X-Chromosom kodierten Glycoprotein gp91P"™ (X-linked CGD - X-
CGD) zuriickzufiihren. Dieses Protein ist die groere Untereinheit von Flavozytochrom bssg,
einem membranstindigen Heterodimer, welches das Redoxzentrum der Oxidase bildet

(Dinauer et al., 1999).

Ziel dieser Arbeit ist es, auf Basis eines etablierten retroviralen Gentransfer-Protokolls fiir
CD34"-Zellen ein Transduktions-protokoll fiir lentivirale Vektoren zu etablieren (Dissertation
Schilz, 1998; Dissertation KnoeB3, 1999). Dies soll im Weiteren als Grundlage dienen, einen
ctablierten retroviralen Ansatz zum Transfer eines intakten gp91”™™ Gens (Dissertation

Becker, 1998) in einem lentiviralen Kontext zu untersuchen.
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Hierzu werden im ersten Teil der Arbeit zundchst Vektoren mit griinem Fluoreszenzprotein
(EGFP) als Marker und starken internen CMV-Promotoren konstruiert. Durch transiente
Kotransfektion von drei Plasmiden (Transgenvektor, Verpackungs- und Envelopekonstrukt)
in eine humane embryonale Nierenzellinie (293T) werden Viruspartikel generiert, die in das
Zellkulturmedium abgesondert werden. Die Partikel werden mit unterschiedlichen Methoden
konzentriert und ihre Fihigkeit, humane himatopoetische Stammzellen (CD34'-Zellen)

effizient zu transduzieren, getestet.

Im zweiten Teil der Arbeit werden lentivirale Vektoren konstruiert, die das gp91°"*-Gen als
therapeutisches Gen enthalten. Diese Vektoren werden dann hinsichtlich ihrer Fahigkeit
untersucht, die NADPH-Oxidase Aktivitdt in der Modellzellinie X-CGD PLB-985 (Zhen et
al., 1993) zu rekonstituieren. Bei dieser Zellinie ist das gp91”"*-Gen von PLB-985
Wildtypzellen (Tucker et al., 1987) durch homologe Rekombination unterbrochen. Diese
humane myeloische Leukédmiezellinie kann nach Induktion mit Dimethylformamid (DMF) zu
funktionellen Granulozyten und Makrophagen ausdifferenzieren. Nach Stimulation der
ausgereiften Wildtyp- beziehungsweise transduzierten defekten Zellen kann dann eine

Rekonstitution des Enzymkomplexes durch Sauerstoffradikalbildung nachgewiesen werden.
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2. Materialien

2. 1. Gerite

Gerit

Agarosegel-Dokumentationssystem
Autoklav

Bakterieninkubator

Brutschrank, CO,-begast
Elektrophoresekammern

FACScan Gerit

Feinwaage R160P-D1
Fluoreszenzmikroskop Eclipse
Kiihlzentrifuge 2K 15
Kiihlzentrifuge Modell J2-21

(Rotor JA10 und JA20)
Lichtmikroskop

Luminometer

Mikrowellenherd

Milli-Q-Anlage

Peristaltikpumpe

pH-Meter

Photometer ELISA-Reader SpectraMax
Pipettierhilfe

Vakuumtrockner, Speed Vac
Spektral-Photometer Modell DU-64
Sterilbank Modell LaminAir HLB 2448
Sterilfilter 0,4 pm Millex GV
Sterilfilter, Stericup (0,45um; 0,22 pm)
Thermocycler GeneAmp
Tischzentrifuge

Transilluminator

Ultrazentrifuge Modell L8-80M
(Rotoren:VTi50, VTi80, SW28)
Vakuumpumpe

Vortex

Waage

Wasserbédder

Zellkulturflaschen
Zellkulturinkubator

Hersteller/Vertrieb

UVP tiber Herolab, BioRad
Integra Bioscience

Heraeus Instruments
Heraeus CO, Auto Zero
BioRad, BRL

Becton Dickinson
Sartorius

Nikon

Sigma

Beckman

Leica

Berthold

Sharp

Millipore

Watson & Marlow
Knick

Molecular Dynamics
Hirschmann
Bachofer

Beckman

Heraeus Instruments
Millipore

Millipore

Perkin Elmer
Eppendorf

UVP

Beckman

Bachofer

Bender & Hobein AG
Sartorius

GFL

Greiner, Falcon
Heraeus Instruments
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2. 2. Chemikalien

Chemikalie

Acrylamidlésung (Rotiphorese)
Agarose

APS (Ammoniumperoxidsulfat)
Ampicillin

AZT (Azidothymidin)

BSA (Bovines Serum Albumin)
Butanol, p. a.

Cisiumchlorid (CsCl)

Chloroquine

Zytochrom ¢

DMF (Dimethylformamid)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTP (Desoxynukleotid-5’-triphosphat)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)
Ethanol, p. a.

Ethidiumbromid

Formaldehyd (37 %)

Glycerin

HSA (Humanserum-Albumin)

HBSS (Hank’s gepufferte Salzlosung)

HEPES (Hydroxyethylpiperazinethansulfonsiure)

Isoamylalkohol

Isopropanol

Luminol

Lysozym

Methanol, p. a.

Mineralol

MOPS (Morpholinopropansulfonsdure))
SDS (Natriumdodecylsulfat)
Natriumhydroxid

Phenol

PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate)
PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)
Polybrene

Sucrose

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris-Base (Trisaminomethan)

Tris-HCI

Triton-X-100

Hersteller/Vertrieb

Roth

Applied Biosystem
Merck

Boehringer Mannheim
Roth

Serva

Roth

Roth

Sigma-Aldrich

Sigma

Sigma-Aldrich

Serva

Pharmacia

Merck

Roth

Roth

Roth

Roth
Blutspendedienst Hessen
Gibco BRL/Life Technologies
Roth

Roth

Roth

Fluka

Serva

Roth
Sigma-Aldrich
Biomed

Serva

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Merck

Merck

Serva
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2. 3. Material zur Klonierung und biochemische Nachweise

2.3. 1. Enzyme

Enzyme

CIP (Phosphatase, alkalische)
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase |
Restriktionsendonukleasen

RNase A

T4-DNA-Ligase

Tag-Polymerase

Peroxidase (aus Meerrettich), POD
Zytochrome ¢ Reduktase

2. 3. 2. Ausgangsvektoren und Plasmide

Yektor

pSIN2-CMV-LacZ
pEGFP-N1
pHR’RRL-PGK-GFP-SIN
pHR’CMV-GFP-WPRE
pIRES2-EGFP
pSIN2-CMV-gp91phox

2. 3. 3. Bakterienstimme (Escherichia coli)

Hersteller/Vertrieb

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Sigma-Aldrich

New England Biolabs
Perkin Elmer

Sigma

Sigma

Quelle

Romain Zufferey, Universitiat Genf
Clontech

Romain Zufferey, Universitiat Genf
Didier Trono, Universitidt Genf
Clontech

Sandra Wasser, Kinderspital Ziirich

Stamm Genotyp

DH5a F 080dlacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 deoR recAl hsdR17(x., my') phoA
supE44 A-thi-1 gyrA96relAl

HB101 F mcrB  mrr hsdS20 (rg, mp’) recAl3 supE44 arald galK2
lacY 1proA2rps1.20 (Sm"), xyl5l-leu mtll

XL1-blue RecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB lacl'"ZAM15
Tnl0 (tet")], Stratagene

Stbl-2 F mcrA A(mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl endAl lon gyrA96 thi-1 supE44

relAl X' A(lac-proAB)
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2. 3. 4. Kits und Séulen

Kit / Séule

Kit zur Plasmidisolierung
DNAZzol (genomischer DNA)
Vivaspinl5 (100.000 kDa)
Fractoflow (TMA-Séaule)
QIAEX, Gelelutionskit

NAP 10 & NAP 25

2. 4. Material fiir die Zellkultur

2.4. 1. Medien und Zusitze

Medium / Zusatz

Chloroquine

DMEM

FCS (Fotales Kélberserum)
L-Glutamin

McCoy's 5 A Medium

Myelocult H5100 Medium

PBS (phosphate buffered saline)
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
Polybrene

Protaminsulfat

RetroNectin (Fibronektin CH-296)
RPMI 1640 Medium

X-VIVO 10 Medium

IMDM

HSA (humanes Serumalbumin)

2. 4. 2. Zytokine

Zytokin

IL-3

IL-6
rh-Flt3-L
rh-G-CSF
rh-GM-CSF
rh-SCF
rh-TPO
rh-EPO

Hersteller / Vertrieb

Genomed, QIAGEN

Gibco BRL/Life Technologies
Vivascience

Merck

QIAGEN

Pharmacia

Hersteller / Vertrieb

Sigma

Gibco BRL/Life Technologies
Sigma-Aldrich

Gibco BRL/Life Technologies
Gibco BRL/Life Technologies
Stem Cell Technologies
BioWhittaker

Gibco BRL/Life Technologies
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Takara

Gibco BRL/Life Technologies
BioWhittaker

BioWhittaker
Blutspendedienst Hessen

Hersteller / Vertrieb

R&D System
R&D System
R&D System
R&D System
R&D System
R&D System
R&D System
R&D System
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2. 4. 3. Antikorper

Antikorper

CD34 PC5 konjugiert
Maus IgG PC5 konjugiert
gp91P"* unkonjugiert

Ratte anti-Maus IgG1

2.4. 4. Zellinien

Hersteller/Vertrieb

Beckman-Coulter
Beckman-Coulter
Gorlach, Univeristit Frankfurt

Nemet, Universitit Budapest

2.4. 4. 1. Adhirente Zellen

Beckton Dickinson

Zellinie Zelltyp Referenz

293 Humane embryonale Nierenzellen, Graham et al., 1977
adenoviral transformiert

293T Humane embryonale Nierenzellen, stabil DuBridge et al., 1987
transformiert mit groBem T-Antigen des
SV40-Virus

PG13iMgSLAS Infizierte ,,Producer-Zellen murinen Miller et al., 1991

Ursprungs

PG13iMgSLAS, Dissertation H.

Knoef3, 1999
2. 4. 4. 2. Suspensionszellen
Zellinie Zelltyp Referenz
TF-1 Humane erythroide Leukdmiezellinie Kitamura et al., (1989)
PLB-985 Humane akute Leukdmiezellinie Tucker et al., 1987
X-CGD  PLB-985|PLB-985,  gp91™™*  Gen  mittels|Zhen et al., 1993
(Klon 3-3) homologer Rekombination unterbrochen

CD34"-Zellen

primar aus Nabelschnurblut,
Knochenmark, peripherem Blut frisch
isoliert

Uniklinik
Héamatologie;

Frankfurt,

Abt.

MH Hannover, Abt. Himatologie,

Kasumi

Humane akute

Leukidmiezellinie

myeloide

Asou et al., 1991
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3. Methoden

3. 1. Molekularbiologische Arbeitsmethoden

3. 1. 1. Kultivierung von Escherichia coli

LB-Medium: 1 % (w/v) Caseinhydrolysat
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl

Die zur Vermehrung von Plasmid-DNA benutzten Bakterien werden in LB-Medium kultiviert
(nach Sambrook et al., 1989 verdndert). Bei Bakterien, die durch Plasmid-Transformation
eine Ampicillinresistenz erhalten, wird dem Medium 50 pg/ml Ampicillin zugegeben. Die
Kultivierung erfolgt in einem 37 °C Schiittelinkubator. Frisch transformierte Zellen werden
auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten (LB-Medium mit 1,2 % (w/v) Agar-Agar) ausplattiert
und im 37 °C Brutschrank kultiviert.

3. 1. 2. Herstellung kompetenter Zellen nach der CaCl,-Methode

CM-1,pH 5.8: 100 mM RbCl
50 mM MnCl,
30 mM KOAc
10 mM CaCl,
15 % Glycerin

Der pH-Wert wird mit 0,2 M Essigsdure eingestellt. Die Losung wird sterilfiltriert und bei 4

°C gelagert.

CM-2: 10 mM MOPS, pH 7,0
10 mM RbCl
75 mM CacCl,

15 % Glycerin

Diese Losung wird ohne MOPS-Puffer hergestellt und autoklaviert. Der hitzelabile MOPS-

Puffer wird steril filtriert und nachtraglich zugesetzt.
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Die Herstellung kompetenter Zellen mit CaCl, erfolgt nach einer modifizierten Methode nach
Hanahan (1983). In einem 1 Liter-Kolben werden 200 ml LB-Medium mit 400 ul einer
Vorkultur eines E.coli Stammes (HB101, XL-1blue oder Stbl2) angeimpft und bis zu einer
ODssonm von 0,5 wachsen gelassen. Die Kultur wird zu je 50 ml auf entsprechende Réhrchen
aufgeteilt und zentrifugiert (5 min., 5000 x g, 20 °C). Danach wird das {iberstehende Medium
dekantiert. Die auf Eis gestellten Sedimente werden in je 15 ml kaltem CM-1 aufgenommen.
Anschlieffend wird die Suspension 1,5 Stunden auf Eis inkubiert, dabei wird sie ab und zu
vorsichtig geschiittelt. Im folgenden werden die permeabilisierten Zellen erneut zentrifugiert
(5 min., 5000 x g, 4 °C) und der Uberstand dekantiert. Die auf Eis stehenden Sedimente
werden in je 2 ml eiskaltem CM-2 aufgenommen. Ziigig wird dann die Suspension aliquotiert

und in fliissigem Stickstoff gefroren. Die weitere Lagerung erfolgt dann bei — 80 °C.

3. 1. 3. Transformation kompetenter Bakterienzellen

Die kompetenten Bakterienzellen werden auf Eis aufgetaut. Jeweils 50 ul Zellsuspension wird
vorgelegt und mit maximal 10 ul eines Ligationsansatzes beziehungsweise 0,5 — 100 ng
Plasmid-DNA versetzt. Nach kurzem Mischen werden die Ansédtze 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschliefend erfolgt ein Hitzeschock fiir 45 Sekunden bei 42 °C. Die
transformierten Zellen werden erneut 2 Minuten auf Eis inkubiert. Dann werden die Zellen

direkt auf LB-Platten (100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3. 1. 4. Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

3. 1. 4. 1. Mini-Plasmid-Priparation mittels alkalischer Lyse

Puffer 1, pH 8.0 (HCI): 50 mM Tris
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase

Puffer 2: 200 mM NaOH
1,0 % SDS (w/v)
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Puffer 3, pH 5.5 (Essigsdure): 3,0 M KOAc

TE-Puffer, pH 8.0: 10 mM Tris pH 8.0
1 mM EDTA

Die Methode der alkalische Lyse zur Gewinnung von Plasmiden nach Birnboim und Doly
(1979) wurde in einer modifizierten Form durchgefiihrt. Von einer 5 ml Ubernachtkultur
werden 1 — 3 ml sedimentiert (5 min., 4500 x g, 20 °C). Der Uberstand wird dekantiert und
die Zellen in 300 ul Puffer 1 resuspendiert. Der alkalische Aufschlul3 der Zellen erfolgt durch
Zugabe von 300 pl Puffer 2. Die Losung wird vorsichtig gemischt und es erfolgt eine
Sminiitige Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieBend werden 300 ul Puffer 3 zugegeben.
Das entstehende Prizipitat und vorhandene Zelltrimmer werden durch Zentrifugation (20
min., 20000 x g, 4 °C) abgetrennt. Der Uberstand wird in ein frisches GefiB iiberfiihrt. Aus
dem Uberstand wird die Plasmid-DNA durch Zugabe von 630 ul 100 % Isopropanol
(0,7faches Volumen) gefillt und durch Zentrifugation (20 min., 20000 x g, 4 °C) sedimentiert.
Das Prazipitat wird zweimal mit 70 % EtOH gewaschen (5 min., 20000 x g, 4 °C). Der
iiberschiissige Ethanol wird dekantiert und die Gefia3e 5 — 10 Minuten zum Trockenen mit der
Offnung nach unten auf Labortiicher gestellt. Das Prizipitat wird dann entweder 15 min. an
der Luft oder 5 min. unter Vakuum in der Lyophille (SpeedVac) getrocknet. Danach wird die
DNA in 20 — 40 pl H,O oder 1 x TE-Puffer aufgenommen und bei —20 °C gelagert.

3. 1. 4. 2. Maxi-Plasmid-Priparation mittels Ciasiumchlorid-Gradienten

Sucrose-Puffer: 25 % (w/v) Sucrose in 25 mM Tris-HCI, pH 8,0, Puffer sterilfiltriert
Lysozym: 10 mg/ml in 25 mM Tris-HCI, pH 8,0
EDTA: 0,25 M EDTA, pH 8,0
Triton-Lyse-Mix: 0,3 % Triton X-100
0,78 M EDTA

0,15 M Tris-HCI, pH 8,0

Alle Losungen werden bei 4 °C gelagert und verwendet.
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Die Praparation mittels Césiumchlorid-Dichtegradienten (modifiziert nach Haslinger, 1984)

erlaubt die Isolierung grofBer Mengen Plasmid-DNA mit hoher Reinheit.

Eine 500 ml Ubernachtkultur wird in entsprechende Zentrifugenbecher (fiir JA-10 Rotor,
Beckman) gefiillt und zentrifugiert (10 min., 4500 x g, 4 °C). Der Uberstand wird dekantiert
und die Zellen in 10 ml Sucrose-Puffer resuspendiert. Die Suspension wird in kleinere
Zentrifugen-Rohrchen (fiir JA-20 Rotor, Beckman) tiberfiihrt. Fiir die Lyse der Zellen werden
2,5 ml Lysozymlosung zugegeben, gut gemischt und fiinf min. bei 4 °C inkubiert. Zur
Inaktivierung des Enzyms werden 1,3 ml EDTA-L6sung zugegeben, gemischt und noch mal
fiir 15 min. bei 4 °C inkubiert. Nach Zugabe von 10 ml Triton-Lyse-Mix und Mischen wird
der Ansatz 10 min. bei 45 °C inkubiert. Zelltriimmer und chromosomale DNA werden durch
Zentrifugation (20 min., 5600 x g, 4 °C) sedimentiert. Der Uberstand wird vorsichtig in ein 50
ml Réhrchen iiberfiihrt. Pro ml Uberstand wird 1 g Cisiumchlorid zugegeben und bei 40 °C

so lange unter gelegentlichem Mischen erhitzt, bis das Salz sich vollstandig gelost hat.

In der Zwischenzeit werden in Rohrchen (fir VTi 50 Rotor, Beckman) 50 pl
Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml) vorgelegt. Die Cédsiumchlorid-DNA-Losung wird dann
nach Zentrifugation (15 min., 20 °C, 3000 x g) mit einer Pipette abgenommen und in ein
entsprechende Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Mit Mineraldl und einer Casiumchloridlosung
(1 g/ml CsClin 1 x TE) werden die Rohrchen austariert. Die R6hrchen werden verschweif3t

und iiber Nacht zentrifugiert (200.000 x g, 20 °C).

Durch die Dichtegradientenzentrifugation bilden sich zwei Banden. Die obere enthilt
Plasmid-DNA mit Strangbriichen (,,nicked”) und genomische DNA, wihrend die untere
Bande superspiralisierte Plasmid-DNA (,,supercoiled®) enthélt. Die untere Bande wird mit
einer Spritze abgezogen und in ein frisches Rohrchen (fiir VTi80 Rotor, Beckman) {iberfiihrt.
Die Rohrchen werden mit Céasiumchloridlésung (1 g/ ml CsCl in 1 x TE) austariert. Es folgt
die zweite Dichtegradientenzentrifugation iiber Nacht (600.000 x g, 20 °C). Die untere Bande
wird abgezogen und das iiberschiissige, sowie das in der Plasmid-DNA interkalierte
Ethidiumbromid durch mehrmaliges Extrahieren mit n-Butanol entfernt. Das Césiumchlorid
wird durch eine Anionentauschersdule (NAP-25, Pharmacia), wie vom Hersteller angegeben,
abgetrennt. Dann wird die DNA durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaOAc, pH 7,0 und
0,7fachem Volumen 100 % Isopropanol gefillt. Das Prizipitat wird durch Zentrifugation
(20 min., 15000 x g, 4 °C) sedimentiert. Die DNA wird dreimal mit 70 % EtOH gewaschen
(1500 x g, 5 min. , 4 °C). Nach dem Trocknen wird das Plasmid in 0,5 — 1 ml
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1 x TE aufgenommen. Wenn die Quantifizierung im Spektralphotometer einen Quotienten
Asso/Azgo von etwa 1,8 aufweist, ist eine weitere Reinigung nicht notwendig. Ansonsten muf}
die DNA erneut gefdllt (siche 3. 1. 5. 1.) bezichungsweise zunidchst mit PCI
(Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, siehe 3. 1. 5. 2.) extrahiert werden.

3. 1. 4. 3. Maxi-Plasmid-Priparation mit kommerziellen System

Mit einem kommerziellen System (z. B. JetStar 2.0, Genomed; Plasmid Maxiprep Kit,
QIAGEN) kann Plasmid-DNA in grofleren Mengen (0,5 — 1 mg) in kiirzerer Zeit isoliert

werden. Die Préiparation erfolgt nach Handbuch des Herstellers.

3. 1. 5. Aufreinigung, Konzentrierung und Quantifizierung von DNA

3. 1. 5. 1. Prizipitation von DNA

Um DNA aus wisserigen Losungen zu prizipitieren, wird 1/10 Volumen Salz (3,5 M
NaOAC) und 0,7 Volumen 100 % Isopropanol oder alternativ 2,5 Volumen 100 % EtOH
zugegeben. Bei kleinen Fragmenten beziehungsweise geringen Mengen wird die Fillung
durch Zugabe von 1 ul Glykogen (Boehringer) unterstiitzt. Das Préizipitat wird durch
Zentrifugation (15000 x g, 20 min. , 4 °C) sedimentiert. Das Sediment wird zweimal mit 70 %
EtOH gewaschen (15000 x g, 5 min. , 4 °C). Die DNA wird getrocknet und in Wasser oder
TE gelost.

3.1.5. 2. PCI-Extraktion von DNA

Zur Entfernung von Proteinen und anderen Verunreinigungen aus DNA-Losungen, wird das
einfache Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI, 25:24:1) zugegeben und
griindlich gemischt. Durch etwa ein miniitliche Zentrifugation werden die Phasen getrennt
und die obere wisserige Phase in ein frisches Gefal} iiberfiihrt. Um das Phenol zu entfernen,
wird dann noch zweimal mit Chloroform extrahiert. AnschlieBend wird die DNA gefillt,

getrocknet und in Wasser oder TE gelost (siehe 3. 1. 5. 1.).
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3. 1. 5. 3. Quantifizierung von DNA

Mit einem Spektralphotometer konnen Quantitdt und Qualitdt von Nukleinsduren bestimmt
werden. Das Absorptionsmaximum von Nukleotiden liegt bei 260 nm. Die Absorption von
Ao = 1 entspricht 50 pg/ml fiir doppelstrangige DNA, 40 pg/ml fiir RNA und 33 pg/ml fiir
Oligonukleotide. Licht einer Wellenldnge von 280 nm wird auch von Proteinen absorbiert.
Bildet man den Quotienten aus Ajgo/Asgo, sollte dieser bei reiner DNA 1,8 + 0,1 betragen.
Liegt der Quotient tiefer oder hoher, deutet dies auf eine Kontamination hin, die mit einer

PCI-Extraktion oder erneuter DNA-Fallung entfernt wird.

3.1.5. 4. Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Werden DNA-Fragmente im Agarosegel aufgetrennt, konnen diese aus der Gelmatrix wieder
eluiert werden. Dazu wird das entsprechende Fragment mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel
ausgeschnitten. Die Gelelution erfolgt mit dem QIAEX II System (QIAGEN) nach
Herstellerangaben. Hierbei wird die Agarose zunédchst gelost und anschlieBend die
Nukleinsdure an eine Matrix gebunden. Nach mehreren Waschschritten kann die DNA aus der

Matrix eluiert werden.

3. 1. 6. Enzymatische Modifikationen von Nukleinsiure

3. 1. 6. 1. Restriktionsendonukleolytischer Verdau von DNA

Die analytische Restriktion wird in den entsprechenden Puffern des Herstellers unter den
angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Fiir die analytische Restriktion werden 0,5 pg —
2 ug DNA, bei préparativen Restriktionen 2 pg — 10 ng DNA, eingesetzt. Zur Kontrolle wird
der gesamte Ansatz oder ein Aliquot, sowie ein GroBenstandard durch Agarose-
Gelelektrophorese (siehe 3. 1. 6. 5.) aufgetrennt. Fragmente werden wie unter 3. 1. 5. 4.

beschrieben pripariert.
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3. 1. 6. 2. Dephosphorylierung freier DNA-Enden

Um eine Religation von gleichen iiberstehenden (,,sticky ends®) oder glatten (,,blunt ends®)
Enden zu vermeiden, werden 10 — 20 pmol freie DNA-Enden in einem 50 pl Ansatz mit 1/10
Volumen 10x Puffer (vom Hersteller) und 10 U CIP (,,calf intestinal phosphatase®) fiir 1 — 1,5
Stunden bei 37 °C dephosphoryliert. Dabei wird alle halbe Stunden erneut 10 U CIP
zugegeben. AbschlieBend wird das Enzym durch PCI-Extraktion (siehe 3. 1. 5. 2.) abgetrennt.

3. 1. 6. 3. Generierung glatter DNA-Enden (,,blunt end*)

Um DNA-Fragmente mit unterschiedlichen, tiberstehenden Enden ligieren zu kdnnen, miissen
diese entweder durch 5°— 3° Polymeraseaktivitit aufgefiillt, oder durch 3'— 5’
Exonucleaseaktivitit abgebaut werden. Beide Aktivititen besitzt die groBe Untereinheit

(Klenow-Fragment) der DNA-Polymerase | aus Escherichia coli.

Zum Auffiillen von 5" liberstehenden Enden werden zum Restriktionsansatz 10 mM dNTP
und 5 U Klenow-Fragment zugegeben. Der Ansatz wird bei 37 °C 20 — 30 min. inkubiert. Fiir
den Abbau 3’ iiberstehender Enden werden 2 mM dNTP und 5 U Klenow-Fragment zum
Ansatz zugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur 30 min. inkubiert. Die Inaktivierung
des Enzyms erfolgt entweder durch Zugabe von 10 mM EDTA, oder durch Hitzeinaktivierung
10 min. bei 65 °C.

3. 1. 6. 4. Ligation von DNA-Fragmenten

Fragmente mit gleichen iiberstehenden oder glatten Enden konnen durch T4-DNA-Ligase
kovalent verestert werden. Dazu werden 20 ng Vektor-Fragment mit dem 2 - 50fachen
molaren UberschuB an Insert-Fragment in einem 20 — 50 ul Ansatz, der 1/10 Volumen 10x
T4-DNA-Ligase-Puffer (vom Enzymbhersteller) und 400 U T4-DNA-Ligase enthilt, 4 - 24
Stunden bei 16 °C inkubiert. Die so entstandenen modifizierten Plasmide konnen danach wie

unter 3. 1. 3. beschrieben transformiert werden.
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3. 1. 6. 5. Auftrennung von DNA durch Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer: 40 mM Tris, pH 7,8
5 mM NaOAc
5 mM EDTA

6x Auftragspuffer (6x AP): 50 % Glycerin
0,1 % Xylencyanol
0,1 % Bromphenolblau

Durch horizontale Gelelektrophorese konnen die negativ geladenen DNA-Fragmente im
elektrischen Feld (5 — 15 V/cm) aufgetrennt werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit der
Fragmente zur Anode verhdlt sich proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts.
Zum GieBlen des Gels werden, je nach zu trennender FragmentgroBe, 0,8 bis 1,6 % (w/v)
Agarose in TAE-Puffer durch Kochen gelost und nach kurzem Abkiihlen 1 pg/ml
Ethidiumbromid zugegeben. Die DNA-Proben werden mit Auftragspuffer versetzt und in die
Geltaschen pipettiert. Nach der Auftrennung wird das Fragmentierungsmuster auf einem
Transilluminator unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem Polaroidbild oder einem

entsprechenden System dokumentiert.

3. 1. 6. 6. Synthese linearer DNA-Fragmente mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

10x PCR-Puffer: 100 mM Tris-HCI, pH 8,8
500 mM KCl
15 mM MgCl,
0,01 % Gelatine

Mit einer PCR kénnen DNA-Fragmente generiert werden, die entweder das Vorhandensein
spezifischer Sequenzen dokumentieren, oder zur Klonierung weiter verwendet werden konnen

(Saiki et al. 1985; Mullins et al., 1986; Mullis und Faloona, 1987; Saiki et al. 1988).

Eine Standard-PCR wird in einem 50 pl-Ansatz durchgefiihrt. Dieser Ansatz enthdlt PCR-
Puffer (Endkonzentration 1x), 0,4 uM dNTP, jeweils 2 mM zweier gegenldufiger
Oligonukleotidprimer, 39 mM MgCl,, sowie 2,5 U Taq-Polymerase. Als Matrize werden
1 — 10 pg Plasmid-DNA oder 1 pg genomische DNA eingesetzt. Als Negativkontrolle wird
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Wasser statt DNA oder genomische DNA ohne entsprechende Zielsequenz eingesetzt. Die
Positivkontrolle ist Plasmid-DNA mit der gesuchten Zielsequenz. Wenn eine PCR auf
genomische DNA durchgefiihrt wird, wird die Positivkontrolle zusdtzlich mit 1 pg
genomischer DNA ohne Zielsequenz supplementiert. Der Ansatz wird dann in einem
Thermocycler inkubiert. Die Reaktionsbedingungen werden gemill den verwendeten

Reagenzien angepalt.

3. 2. Zellbiologische Arbeitsmethoden
3. 2. 1. Kultivierung von Zellinien

Alle verwendeten Zellinien oder Primérzellen werden in einem Brutschrank bei 37 °C und
5 % CO; kultiviert. Die quantitative Bestimmung vitaler Zellen erfolgt durch Anférben mit
0,2 % Trypanblau. Die Subkultivierung von Zellen erfolgt in der logarithmischen
Wachstumsphase.

Suspensionszellen werden in der Regel in RPMI 1640 mit 10 % FCS (hitzeinaktiviert), 4 mM
L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml  Streptomycin kultiviert. Bei der
Passagierung erfolgt eine Verdiinnung von etwa 1 — 1,5 x 10° Zellen/ml auf 3 — 5 x 10°
Zellen/ml.

Adhidrent wachsende Zellen werden in DMEM-Medium mit den gleichen Zusdtzen wie
RPMI-Medium kultiviert. Eine Passagierung erfolgt wenn der Zellrasen konfluent ist. Die
anhaftenden Zellen werden zunichst ein- bis zweimal mit PBS gewaschen, dann konnen sie
mit Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin, 0,55 mM EDTA, 137 mM NaCl) abgelost und vereinzelt
werden. Wie hoch die Zellen verdiinnt werden, ist abhingig von der Generationszeit. Schnell
wachsende Zellen werden 1:20 - 1:30, langsam wachsende Zellen 1:5 — 1:10 verdiinnt.
Manche Zellinien, wie die als ,,Producer“-Zellen verwendeten 293T-Zellen, benétigen zum
Anhaften Gelatine. Dazu werden die entsprechenden Zellkulturgefie mit 0,1 % Gelatine

mindestens 20 min. beschichtet. Vor der Aussaat wird die tiberschiissige Losung abpipettiert.

Zellen konnen durch Kryokonservierung in fliissigem Stickstoff gelagert werden. Hierzu wird
eine geeignete Anzahl Zellen in Medium mit 20 % FCS und 10 % DMSO zunichst bei —80
°C eingefroren und spéter in fliissigem Stickstoff gelagert. Besonders empfindliche Zellen

konnen in 80 — 90 % FCS und 10 — 20 % DMSO eingefroren werden. Werden so konservierte
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Zellen wieder aufgetaut, werden die auf Trockeneis transportierten Zellen bei 37 °C aufgetaut
und unmittelbar danach in ein R6hrchen mit vorgelegtem Medium {iberfiihrt. Dann werden

die Zellen noch ein- bis zweimal gewaschen und in frischen Medium ausgesit.

3. 2. 2. Transiente Transfektion von eukaryontischen Zellen zur Virusproduktion

2 x HBS (pH 7,0): 55 mM HEPES
275 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO4
2 M CaCl,

0,1 M Chloroquine

Einen Tag vor der Transfektion (Pear et al., modifiziert) werden 4 x 10° Zellen pro 10 cm
Zellkulturschale ausgesit. Fiir die Transfektion wird als erstes das DNA-Prézipitat hergestellt.
Dafiir werden insgesamt 20 - 40 ug DNA mit 61 pl 2 M CaCl, versetzt und auf 500 ul mit
H,O aufgefiillt. Fiir die Produktion von lentiviralen Partikeln mit dem verwendeten System
werden standardméBig 20 pg Transgenvektor, 6,5 pug Verpackungskonstrukt und 3,5 pg
»Envelope“-Konstrukt eingesetzt. Dann wird zu dem Gemisch 500 pl 2 x HBS tropfenweise
zugegeben. Um einen moglichst feinen Calciumphosphat Niederschlag zu erhalten, wird
wiéhrend der Zugabe mit Hilfe eines Elektropipettors stindig Luft in die DNA-Losung
geblasen. AnschlieBend wird Medium mit 1 pl 0,1 M Chloroquine pro ml Medium
vorbereitet. Danach erfolgt ein Mediumwechsel auf den ausgesdten Zellen mit 3 ml
chloroquinehaltigem Medium je 10 cm Zellkulturschale. Das Prizipitat wird zugegeben und
durch vorsichtiges Schwenken verteilt. Werden andere Zellkulturgefa3e als 10 cm Schalen
verwendet, wird der Ansatz proportional zur Wachstumsflache angepal3t. Die Schalen werden
dann 8 — 16 Stunden im Brutschrank inkubiert. Dienen die transfizierten Zellen zur
Virusproduktion, erfolgt erneut ein Mediumwechsel mit 5 ml Medium, das 10 mM
Natriumbutyrat enthdlt. Die Inkubation wird maximal 10 — 12 Stunden fortgesetzt. Dann
werden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und 5 — 6 ml frisches Medium zugegeben. Die
Zellen werden im Anschluf3 weiter kultiviert. Das in den Zellkulturiiberstand sezernierte Virus
kann nun bis zu drei Tage alle 8 — 16 Stunden geerntet werden. Wird das Virus nicht

unmittelbar nach der Ernte verwendet, kann er bei—80 °C gelagert werden.
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3. 2. 3. Methoden zur Konzentrierung lentiviraler Partikel aus Zellkulturiiberstand

Lentiviren, die mit Glycoprotein G aus dem Vesikular-Stomatitis-Virus pseudotypisiert
werden, erhalten dadurch eine so robuste Lipidhiille, daB3 sie durch unterschiedliche Methoden
angereichert werden kdnnen. So kann der mitunter niedrige Titer des Virusiiberstandes erhoht

werden.

3. 2. 3. 1. Ultrafiltration

Retroviren messen zwischen 60 und 90 nm im Durchmesser und kénnen mit herkdmmlichen
Ultrafiltrationseinheiten angereichert werden. Dazu konnen Filtrationseinheiten mit einer
AusschluBgrenze von 50 kDa — 500 kDa genutzt werden. Zundchst wird der
Zellkulturiiberstand 10 Minuten bei 4 °C und 437 x g zentrifugiert. Danach wird der
Uberstand durch einen 0,45 um Sterilfilter filtriert. Der nun zellfreie Virusiiberstand kann nun
in die vorbereiteten Filtrationseinheiten gegeben werden. Die vom Hersteller meist unsteril
gelieferten Ultrafiltrationseinheiten werden mit 70 % EtOH von Keimen befreit. Spuren von
EtOH werden durch zweimaliges Waschen mit sterilem PBS oder H,O entfernt. Die
Parameter der Zentrifugation und das Volumen an Uberstand werden den Angaben des
Herstellers angepalit. Das Konzentrat wird zur Transduktion von Zellen verwendet, oder bei

—80 °C gelagert.

3. 2. 3. 2. Ultrazentrifugation

Fiir die Sedimentierung von Viruspartikeln mittels Ultrazentrifugation ist eine stabile Hiille
essentiell, da sonst die Anreicherung mit einem Verlust der Infektiositdt einhergeht. Der
Zellkulturiiberstand wird zunéchst durch Zentrifugation (5 min., 4 °C, 437 x g) und Filtration
(Millipore, 0,45um) von Zellen und Zelltriimmern befreit. Die Zentrifugenbecher und die
Zentrifugenrdhrchen (fiir SW28-Rotor, Beckman) werden mit 70 % EtOH desinfiziert,
zweimal mit sterilem H,O ausgespiilt und unter der sterilen Werkbank getrocknet. Die
Zentrifugenrohrchen werden dann in die Zentrifugengefale eingesetzt und mit mindestens
35 ml und maximal 39 ml Virusiiberstand befiillt. Alle Gefdle werden auf der Waage auf

maximal £0,02 g austariert, wobei Tara- R6hrchen mit H,O befiillt werden. Die Viruspartikel
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werden durch Zentrifugation (1,5 Stunden, 45.000 x g, 4 °C) sedimentiert. Danach wird der
Uberstand dekantiert und die Réhrchen ein bis zwei min. kopfiiber auf Labortiichern gestellt.
Das Sediment wird in 1/10 bis 1/100 Volumen entsprechend des bendtigten Mediums
aufgenommen. AnschlieBend werden die Viruspartikel eine Stunde bei 37 °C und 200 rpm auf
einem Rundschiittler inkubiert und durch auf- und abpipettieren resuspendiert. Der so
praparierte Virusiiberstand wird dann fiir die Transduktion eingesetzt, oder bei —80 °C

gelagert.

3. 2. 3. 3. Sedimentieren von Viruspartikeln durch ,,Low Speed*“-Zentrifugation

Die zu sedimentierenden Viruspartikel werden, wie unter 3. 2. 3. 2. Beschrieben, von Zellen
und Zelltrimmern befreit. Die Zentrifugenbecher (fiir JA-10 Rotor, Beckman) werden, wie
unter 3. 2. 3. 2. Beschrieben, desinfiziert. Der Zellkulturiiberstand wird in die Becher gefiillt,
austariert und in den JA-10 Rotor eingesetzt. Die Zentrifugation (4.500 x g, 4 °C) erfolgt liber
Nacht. Der Uberstand wird dekantiert und die Becher fiir ein bis zwei min. kopfiiber auf
Labortiicher gestellt. Das Sediment wird in 1/10 — 1/100 Volumen des benétigten Mediums
aufgenommen und 1 Stunde bei 37 °C und 200 rpm auf einem Rundschiittler geldst. Das
konzentrierte Virus kann nun fiir die Transduktion verwendet, oder bei —80 °C gelagert

werden.

3. 2. 3. 4. Anionenaustauschchromatographie

Lentivirale Partikel werden nach der Ausknospung von Wirtszellmembran umhiillt, die
Glycoproteine viralen Ursprungs enthélt und aufgrund der typischen Struktur negativ geladen
ist. Dies macht man sich bei der Anreicherung durch Anionenaustauschchromatographie
zunutze. Der Zellkulturiiberstand wird, wie in 3. 2. 3. 2. Beschrieben, vorbereitet. Die
verwendete Sdule (Fractoflow, Merck) ist eine Hohlfasermembran, an der kovalent TMA-
Ankergruppen gebunden sind. Die Sdule wird unter der Sterilbank mit Pumpenschlduchen
bestiickt, an einem Stativ befestigt und mit Hilfe einer Peristaltikpumpe (Watson & Marlow)
beschickt. Zunichst wird die Siule mit 50 ml PBS gespiilt. AnschlieBend wird der Uberstand
aufgetragen und die Sdule mit 20 ml PBS gewaschen. Die Elution erfolgt mit 2 ml 0,6 M
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NaCl in PBS und 5 ml 2 M NaCl in PBS. Vor der Aufbereitung des Eluates wird die Saule
mit 10 ml 5 M NaCl in PBS und 50 ml 2 M NaCl in PBS mit 20 % EtOH gespiilt. Die Sdule
wird in ausreichendem Volumen der letzten Waschlosung bei 4 °C aufbewahrt. Das Eluat
wird dann in einer Ultrafiltrationseinheit (Vivaspin 15, 100 kDa, Vivascience) entsalzt und
auf ein Volumen von ein bis drei ml eingeengt. Das Konzentrat wird so fiir die Transduktion

von Zellen eingesetzt, oder bei —80 °C gelagert.

3. 2. 4. Transduktion von Zellen mit lentiviralem Virusiiberstand

Ein Marker- oder therapeutisches Gen kann entweder transient durch Transfektion (siehe
3. 2. 2.) oder stabil durch Transduktion (Infektion) mittels eines Virus in eukaryontische
Zellen eingebracht werden. Fiir die Transduktion sind die Vektoren beziehungsweise
Viruspartikel so konstruiert, daB sie die Zielzelle genau einmal infizieren und die neue

Information in das Wirtsgenom integrieren kdnnen.

Bei der Transduktion von adhdrenten Zellen werden 24 Stunden zuvor Zellen ausplattiert. Fiir
die Infektion wird dann das Medium gegen Virusiiberstand ausgetauscht. Um einen Kontakt
von Zelle und Virus zu erleichtern, wird dem viralen Uberstand 4 pg/ml Polybrene
zugegeben. Polybrene ist ein Polykation, welches die Adsorption von DNA an die
Zelloberflache erhoht. Der Ansatz wird dann 8 — 16 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Der Uberstand wird abgezogen und frisches Medium zugegeben. Die Zellen werden

dann bis zur Analyse wie Zellinien weiter kultiviert und gegebenenfalls passagiert.

Suspensionszellen werden in Multi-Lochplatten ausgesdt und mit Virusiiberstand
iiberschichtet, dem 4 upg/ml Protaminsulfat zugesetzt wird. Die Platten werden dann
zentrifugiert (90 min., 32 °C, 1200 x g) und mindestens 2,5 Stunden oder iiber Nacht bei
37 °C und 5 % CO,; inkubiert. Danach folgt ein drei Viertel Mediumwechsel und nach 24
Stunden ein weiterer drei Viertel Mediumwechsel. Bis zur weiteren Bearbeitung der Zellen

werden diese wie Zellinien kultiviert und passagiert.
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3. 2. 5. Methoden zur Titerbestimmung

Um verschiedene Experimente miteinander vergleichen und beurteilen zu konnen, bendtigt
man eine Aussage iiber die produzierte Menge an Virus. Eine Moglichkeit ist, die Anzahl
transgenexprimierender Zellen mit dem eingesetzten Volumen an Virusiiberstand ins
Verhéltnis zu setzen. Dies bezeichnet man auch als biologischen Titer, bei dem die
exprimierenden Klone beziehungsweise Zellen ausgezdhlt werden. Eine weitere schnelle
Methode ist die Bestimmung mittels TagMan-PCR (Perkin-Elmer), bei der die RNA-Kopien
im Uberstand quantifiziert werden. Diese Methode ist quantitativ genauer, gibt aber nicht die
Anzahl infektioser Partikel wieder. Fiir das in dieser Arbeit gewihlte Testsystem war jedoch

das Verhéltnis der RNA-Genomkopienzahl zu infektioser Partikelzahl konstant.

3. 2.5. 1. Endpunktverdiinnung mittels visueller Auswertung

Fiir diesen Test werden 24 Stunden vor dem Ansatz der Titerbestimmung 5x10* Zellen pro
Loch auf einer 24-Lochplatte ausgesdt. Vor der Herstellung der Verdiinnungsreihe wird der
Virusiiberstand zunédchst vorverdiinnt, und zwar 1:10 wenn nicht-konzentrierter und 1:100
wenn konzentriert Uberstand eingesetzt wird. Fiir die Dreifach-Bestimmung und die
Negativkontrolle werden insgesamt 4,5 ml vorverdiinnter Uberstand (supplementiert mit
4 ng/ml Polybrene) benétigt. In jeweils finf 14 ml-Rundbodenr6hrchen werden 4,5 ml
Medium mit 4 pg/ml Polybrene vorgelegt und durch Uberfiihren von jeweils 0,5 ml,
ausgehend von der Vorverdiinnung, eine serielle Verdiinnung angesetzt. Anschliefend wird
von den vorbereiteten Platten das Medium abgezogen und durch je ein ml der Verdiinnungen
ersetzt. Der besseren Ubersicht wegen, werden die gleichen Verdiinnungen in Spalten
(senkrecht) und die unterschiedlichen Verdiinnungen in Reihen (waagerecht) pipettiert. Zur
vierten Reihe wird als Negativkontrolle 150 pg/ml AZT (Azidothymidin) zugesetzt. AZT ist
ein Thymidinanalogon, das die reverse Transkription inhibiert. Die so behandelten Zellen
sollten, sofern kein exprimiertes Protein aus den transfizierten Zellen mit transferiert wurde,
keine Transgen-Expression zeigen. Die Platten werden dann acht Stunden im Brutschrank
inkubiert. Dann erfolgt ein Mediumwechsel. Vier Tage nach Infektion werden die Platten am
Mikroskop ausgewertet und die Vertiefung mit der hochsten Verdiinnung identifiziert, die
noch positive Kolonien enthélt. Die Anzahl der Kolonien multipliziert mit der Verdiinnung

ergibt die infektiosen Einheiten pro ml Virusiiberstand (IU/ml ).
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3. 2. 5. 2. Quantifizierung der viralen RNA mittels TagMan-PCR

Die reverse Transkription des viralen Genoms beinhaltet verschiedene Elongationsschritte
und Spriinge (Coffin et al., 1996). Diese Reaktionen starten mit der Minusstrang cDNA
Synthese an der Primer-Bindungsstelle, an der eine tRNAP™ gebunden ist. Diese initial
gebildete ¢cDNA umfafit die R-U5 Region und fiihrt zu einer sogenannten ,,strong-stop*
Spezies (siche Abb. 1-6). Diese ersten Schritte werden schon im Viruspartikel initiiert, noch
bevor das Virus in eine Zielzelle gelangt (Trono, 1992). An dieser cDNA setzen die
gewihlten Primer an, so dal ohne eine reverse Transkriptionsreaktion direkt eine TagMan-

PCR durchgefiihrt werden kann.

Ein TagMan-PCR Ansatz enthdlt 5 pl 10x TagMan-Puffer, 800 puM dNTP (200
uM/Nukleotid), 200 nM Sonde, 5,5 mM MgCl,, 3 U Taq Gold Polymerase (Perkin-Elmer)
und 900 nM Primer (300 nM je Primer) in einem Gesamtvolumen von 40 pl. Dazu werden
dann 10 pl DNA-Ldsung gegeben. Fiir die Standardreihe wird der verwendete Transgenvektor
als Plasmid so verdiinnt, das 2 bis 2 x 10'° Molekiile in gesamt 10 pl zu jedem Ansatz
pipettiert werden konnen. Der Virusiiberstand wird 1:10, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000
verdiinnt. Fiir alle Verdiinnungen wird HO mit 100 pg/ml Lachssperma-DNA verwendet. Im
Thermocycler erfolgt dann die Reaktion und die Aufzeichnung der Kinetik. Die Daten werden
gleichzeitig von einem Rechner bearbeitet, so dal die Anzahl viraler Genome ermittelt
werden kann. Da ein Viruspartikel zwei RNA-Genomkopien enthélt, entspricht die ermittelte
Kopienzahl, multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor, der Anzahl der Viruspartikel. Beim
Vergleich von Titern, die einerseits mittels Endpunktverdiinnung und andererseits mittels
TagMan-PCR bestimmt wurden, wurde bislang dieses System die Erfahrung gesammelt, daf3
der molekularbiologisch ermittelte Titer durchschnittlich um den Faktor 10 hoher liegt, als der

auf Zellen bestimmte Titer (M. Scherr, miindliche Mitteilung).
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3. 2. 6. DurchfluBizytometrie (FACS, ,,Fluorescence Activated Cell Sorting*)

Mit Hilfe eines Durchflu8zytometers (FACScan, Becton Dickinson) konnen Zellen durch fiinf
verschiedene Parameter charakterisiert werden. Zum einen konnen die GréfBe und die
Granularitit der Zellen physikalisch durch die Streuung von Licht untersucht werden. Zum
anderen kann Fluoreszenz von drei verschiedenen Wellenldngen detektiert werden. Unter
Verwendung von Fluoreszein-gekoppelten Antikorpern beziehungsweise Proteinen kann so
spezifisch die Expression von Transgenprodukten oder beispielsweise
Differenzierungsmarkern nachgewiesen und quantitativ bestimmt werden (Herzenberg, 1978).
Die erhaltenen Daten wurden mit dem vom Gerétehersteller mitgelieferten

Computerprogramm CellQuest (Beckton Dickinson) ausgewertet.

3. 2. 6. 1. Funktionsprinzip des Durchflulzytometers

Durch eine Stahlkapillare wird Einzelzellsuspension in das FACS-Gerdt gesaugt. In einer
Tragerfliissigkeit werden die Zellen einzeln durch eine MeBkapillare geschickt. Dort wird die
Zelle vom Licht eines Argonlaser mit einer Wellenldnge von 488 nm getroffen. Die von den

Zellen verursachte Streuung und Emission wird durch entsprechende Detektoren registriert.

Aufgrund der physikalischen Eigenschaften der Zelle wird das eingestrahlte Licht gestreut.
Das Streulicht hat dabei unterschiedliche qualitative und quantitative Eigenschaften. Im
Kleinwinkelbereich von 3 — 10 ° ist die Streuung des einfallenden Lichtes maximal und gibt
AufschluB3 iber die GroBBe der Zelle (Vorwirtsstreulicht, ,,forward angle light scatter*, FSC).
Ein kleinerer Teil des Lichtes streut seitlich (Seitwartsstreulicht, ,,side angle light scatter®,

SSC) und gibt Informationen iiber die Membranfaltung und die Granularitit der Zelle.

Oberfldchen- oder intrazelluldre Proteine werden mit Fluorochrom-assoziierten Antikérpern
nachgewiesen. Fluorochrome absorbieren Licht einer charakteristischen Wellenldnge, wobei
durch die aufgenommene Energie Elektronen auf ein hdheres Energieniveau angehoben
werden. Beim Riicksprung der Elektronen auf das Ausgangsniveau wird Energie in Form von
Photonen, die als Fluoreszenz detektiert werden konnen, oder Wiarme frei. Das emittierte

Licht ist energiedrmer und deshalb langwelliger.
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Das FACS besitzt einen Argonlaser, der Licht mit einer Wellenldnge von 488 nm abgibt. Je
nach verwendetem Fluorochrom wird dann Licht mit einem unterschiedlichen

Emissionsspektrum frei (siehe nachstehende Tabelle).

Fluorochrom Abkiirzung | Emissionsspektrum | Emissionsmaximum | Mekanal
Fluoreszein-Isothiocyanat FITC 475 — 600 nm 525 nm FI-1
R-Phycoerythrin PE 550 — 650 nm 575 nm F1-2
Phycoerythrin-Cyanin 5.1 PC5 660 — 680 nm 670 nm FI-3
griines Fluoreszenzprotein GFP n. b. 507 nm FI-1

Tabelle 3-1: Auflistung der verwendeten Fluorochrome mit ihren Emissionsspektren und

Emissionsmaxima, sowie des zugehorigen Mefskanals. (n. b. — nicht bekannt).

Manche Fluorochrome, wie zum Beispiel GFP, emittieren sehr intensiv iiber ihr gesamtes
Spektrum und haben deshalb nicht immer ein ausgeprigtes Maximum. Durch die
Uberschneidung der Emissionsbereiche der MeBkanile treten dann im benachbarten
MefBkanal ebenfalls Fluoreszenzen auf, die das MeBergebnis beeinflussen. Deshalb mul3 der
Anteil der Emission in anderen MeBkandlen von dem des zu Messenden abgezogen werden.
Die Subtraktion wird als Fluoreszenzkompensation bezeichnet und kann am Gerét eingestellt

werden.

3. 2.6.2. FACS-Markierung

FACS-Wasch: 1% FCS FACS-Fixierer: 1 % Formaldehyd
0,1 % NaN3 in PBS
in PBS

An oder in Zellen kdnnen monoklonale Antikorper an die nachzuweisenden Proteine binden.
Die Antikérper konnen direkt mit Fluorochromen gekoppelt sein, oder ihre spezifische
Bindung mufl in einem weiteren Schritt mit einem konjugierten Zweitantikdrper
nachgewiesen werden. Dienen fluoreszierende Proteine als Marker, wie das griine

Fluoreszenzprotein (GFP), kann diese Fluoreszenz ohne weitere Markierung im FACS
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nachgewiesen werden. Will man neben der Expression von Marker oder Transgen auch
andere Eigenschaften, wie beispielsweise den Differenzierungsgrad einer einzelnen Zelle
detektieren, so kann man mit unterschiedlichen Antikdrpern und Fluorochromen eine Doppel-

in seltenen Féllen auch Dreifachmarkierungen vornehmen.

Fiir die Markierung werden Einzelzellsuspensionen von 2 x 10° bis 1 x 10° Zellen verwendet,
die gegebenenfalls durch Trypsinieren generiert werden. Die Zellen werden zunichst in ein
Polystyrolrohrchen iiberfithrt und mit FACS-Wasch aufgefiillt. Nach Zentrifugation (5 min.,
200 x g, 4 °C) wird der Waschpuffer dekantiert. Dann wird der Erstantikérper gegen das
nachzuweisende Protein in die Zellsuspension gegeben und durch Vortexen griindlich
gemischt. Es folgt eine Inkubation von 20 — 30 Minuten bei 4 °C. Die Zellen werden erneut
mit FACS-Wasch gewaschen. Wenn erforderlich, kann der Zweitantikérper zugegeben
werden, wobei die Durchfiithrung der des Erstantikorpers entspricht. AnschlieBend werden die
Zellen in einer angemessenen Menge (200 — 500 pl ) FACS-Fixierer aufgenommen. Wenn der
Erstantikorper direkt mit dem Fluorochrom konjugiert ist, kann nach dem zweiten Waschen
sofort fixiert werden. Zeigt das nachzuweisende Protein eine Autofluoreszenz, dann kann
direkt nach dem ersten Waschen fixiert werden, sofern kein weiteres Protein in den einzelnen

Zellen nachgewiesen werden soll.

Die Zellen miissen nicht fixiert werden, wenn die Messung unmittelbar nach der Markierung
erfolgt. Sie miissen hierfiir jedoch auf Eis gehalten werden. Werden die Zellen fixiert, konnen

sie maximal eine Woche bei 4 °C gelagert werden.

3.2.7. Arbeitsmethoden mit hiimatologischen CD34"-Stammzellen

3.2.7. 1. Praparation und Kultur von himatopoetischen Stammzellen

Héamatopoetische, CD34 exprimierende Stammzellen konnen aus Knochenmark,
Nabelschnurblut oder peripherem Blut isoliert werden. Knochenmark wird durch Punktion
unter lokaler Anédsthesie aus dem Beckenkammknochen gewonnen. Nabelschnurblut wird
durch eine Drainage aus Plazenta- und Nabelschnurgewebe gewonnen. Fiir gewdhnlich

zirkulieren nur sehr wenige Stammzellen im peripherem Blut, deshalb werden Patienten
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beziehungsweise Spender vorher haufig mobilisiert werden. Dies bedeutet, dal die Anzahl
durch Stimulation mit entsprechenden Wachstumsfaktoren erhoht werden muf. Die

Separation von Stammzellen erfolgt hier aus Leukapheresematerial.

Unabhéngig von welcher Quelle die Stammzellen prépariert werden, miissen zunéchst die
mononukledren Zellen mittels Ficollgradient aus den Antikoagulanzien-haltigen Rohmaterial
isoliert werden. Das Ausgangsmaterial wird 1:3 mit PBS verdiinnt. In eine ausreichende
Anzahl konischer 50 ml-Rohrchen werden jeweils 15 ml steriles Ficoll (6 = 1,077 g/ ml ,
Seromed) vorgelegt. Das Ficoll wird dann vorsichtig mit je 20 ml Zellsuspension
iberschichtet. Dabei sollten sich beide Losung nicht mischen und eine scharfe Phasengrenze
bilden. Der Gradient bildet sich durch Zentrifugation (30 min., 400 x g, 20 °C, ohne
Bremse!), wobei sich Lymphozyten und Monozyten (mononukleédre Zellen) in der Interphase
anreichern, wihrend die Thrombozyten sich am Boden in der Ficollphase befinden. Die
zellhaltige Interphase wird vorsichtig mit einer Pipette abgenommen, in ein frisches R6hrchen
iiberfiihrt und dreimal mit PBS gewaschen (10 min., 500 x g, 20 °C). Anschliefend werden
die Zellen in MACS-Puffer (0,5 % BSA und 2 mM EDTA in PBS) auf 10® Zellen pro 300 pl

Suspension eingestellt.

Die Markierung der Zellen mit CD34-Antikdrpern und magnetischen Beads, sowie die
Separation mit entsprechenden Séulen erfolgt nach Angaben des Herstellers des
kommerziellen Zellseparationskits (CD34 Progenitor Cell Isolation Kit, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach). Nach einer Zellzahlbestimmung wird die Reinheit durchfluBzytometrisch

bestimmt.

Werden die Zellen nicht unmittelbar nach Isolation verwendet, kdnnen sie in einer Losung aus

90 % HSA und 10 % DMSO in fliissigem Stickstoff gelagert werden (siehe auch 3. 2. 1.).

Die Kultivierung der Zellen erfolgt in serumfreiem Medium (X-Vivol0, BioWhittaker),
supplementiert mit 1 % HSA (Blutspendedienst Hessen), 2 mM L-Glutamin
(LifeTechnologies), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (LifeTechnologies).
AulBlerdem erfolgt die Zugabe 100 ng/ml SCF und 100 ng/ml FIt3-Ligand. Dariliber hinaus
werden entweder 20 ng/ml IL-3 und 20 ng/ml IL 6 oder 100 ng/ml TPO zugegeben. Die
Kulturbedingungen sind wie bei anderen Zellen 37 °C und 5 % CO,.



3. Methoden 66

3.2.7.2. Transduktion von CD34"-Zellen

Die Transduktion der CD34'-Zellen wird mit frisch préparierten oder kryokonservierten
Zellen durchgefiihrt. Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen werden ungefdhr 16
Stunden vor der Infektion aufgetaut. Dazu werden in 14 ml-Réhrchen 10 ml RPMI mit 20 %
FCS vorgelegt. Die Zellen werden dann bei 37 °C aufgetaut und in das vorbereitete Medium
iiberfiihrt. Nach Zentrifugation (10 min., 500 x g, 20 °C) wird der Uberstand vorsichtig
abpipettiert und in ein frisches Rohrchen tliberfiihrt. Die Zellen werden erneut mit 10 ml RPMI
mit 20 % FCS gewaschen und dann in X-VivolO (Biowhittaker) mit 1 % HSA, 2 mM
L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin aufgenommen. Es wird eine
Zellzahl von 5x10° bis 1x10° Zellen/ml eingestellt und die Zellsuspension mit Zytokinen
(100 ng/ml SCF, 100 ng/ml Flt3-Ligand, je 20 ng/ml IL-3 und IL-6 alternativ 100 ng/ml TPO)
supplementiert. Dann werden die Zellen 16 Stunden inkubiert (37 °C, 5 % CO,).

Parallel wird die RetroNectin-Beschichtung der 24-Lochplatten fiir die Transduktion
durchgefiihrt. Dafiir wird in die benotigte Anzahl an Vertiefungen der Zellkulturplatte jeweils
I ml [50 pg/ml ] rekombinantes Fibronektinfragment CH-296 (RetroNectin, Takara) gegeben.
Die Platte wird dann 2 Stunden oder iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird
die Losung abgezogen und einmal mit 1 x HBSS gewaschen. Es erfolgt eine Belegung
unspezifischer Bindepldtze mit jeweils 1 ml 2 % BSA (steril) fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Die BSA-Losung wird verworfen und die Locher einmal mit PBS gespiilt.
Bis zur Benutzung wird das PBS auf der Platte belassen und kann so auch mehrere Tage bei 4

°C gelagert werden.

Fiir die Transduktion wird das PBS abgezogen und 1 x 10° bis 2 x 10° Zellen/Kavitit
ausgesdt. Zu den Zellen wird dann Virusiiberstand — beziechungsweise Medium fiir die
Kontrolle — zugesetzt, welcher mit dem entsprechend verwendeten Zytokincocktail und
4 ng/ml Protaminsulfat supplementiert wird. Die Platte wird zentrifugiert (90 min.,
1215 x g, 32 °C) und danach fiir mindestens 2,5 Stunden beziehungsweise liber Nacht bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert. AnschlieBend erfolgt ein drei Viertel Mediumwechsel. Ein Teil
der Zellen wird dann weiter kultiviert, und drei bis vier Tage oder spiter eine FACS-
Markierung durchgefiihrt. Mit dem anderen Teil der Zellen werden unmittelbar nach der
Infektion Differenzierungskulturen in semisoliden Medien (siehe 3. 2. 7. 3.) angesetzt.

Transduzierte Zellen, die fiir einen Rekonstitutionsversuch in NOD/SCID-Maiusen
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vorgesehen sind, werden direkt nach der Infektion verwendet. Der Kultivierungszeitraum

sollte hierbei 36 — 48 Stunden nicht iberschreiten.

3.2.7. 3. Differenzierungskulturen in semisoliden Medien

Die Klonogenitit und Fahigkeit zur Differenzierung von ex vivo manipulierten Zellen kann in
semisoliden Medien wie Methylzellulose oder Agar getestet werden. Die Zellen, die durch
diesen Assay erfallit werden (,,colony forming cells*, CFCs), sind in der Differenzierung
wihrend der Hidmatopoese weiter fortgeschritten als solche, die in einem NOD/SCID-

Mausmodell (SCID ,,repopulating cells®, SRCs) beobachtet werden.

In einem Réhrchen werden 3 ml Methylzellulose (Mehtocult H4431, Stem Cell Technologies)
pro zu untersuchender Zellpopulation vorgelegt. Hierin enthalten sind unter anderem die
Zytokine G-CSF, GM-CSF, IL-3, IL-6, SCF und EPO. Das semisolide Medium wird im
Wasserbad auf 37 °C temperiert. Von den transduzierten Zellen werden jeweils 1500 Zellen
in 300 pl IMDM aufgenommen und zur vorgewédrmten Methylzellulose gegeben. Das
griindliche Durchmischen erfolgt durch Vortexen. AnschlieBend werden die Rohrchen fiir 10
min. bei 37 °C inkubiert. Zum Ausplattieren werden jeweils 1 ml der Suspension pro 35mm-
Zellkulturschale gegeben. Die Schalen werden vorsichtig geschwenkt, bis der Boden
vollstindig benetzt ist. Die Platten werden im Brutschrank inkubiert. Nach acht bis zwolf

Tagen kann der Test mikroskopisch ausgewertet werden.

Alternativ zur Methylzellulose konnen auch Agarkulturen angesetzt werden. Hierzu werden
300 — 600 Zellen in 1 ml Agar (0,35 % Agar, 25 % FCS, 50 ng/ml SCF, 20 ng/ml IL-3,
10 ng/ml G-CSF, 10 ng/ml GM-CSF in McCoy’s Medium) pro Zellkulturschale ausgesit.

Nach 14 Tagen Inkubation im Brutschrank werden die Zellen mikroskopisch ausgewertet.
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3.2.7. 4. FACS-Analyse transduzierter CD34"-Zellen

Um die Effizienz der Transduktion einerseits und den Anteil CD34 " -Zellen zu ermitteln, wird
eine FACS-Analyse durchgefiihrt. Die Transduktionseffizienz kann anhand der Fluoreszenz
im MeBkanal FI-1 (sieche 3. 2. 6. 1.) bestimmt werden, wenn die Zellen mit GFP als
Markergen transduziert wurden. Der Anteil CD34"-Zellen wird durch Markierung mit CD34-
Antikdrpern (CD34 PCS5, Beckman-Coulter) bestimmt. Die Durchfiihrung erfolgt wie unter 3.
2. 6. 2. beschrieben.

3. 2. 8. Analyse von gp91-exprimierenden Zellen

3. 2. 8. 1. Chemilumineszenz-Assay

Die funktionelle Rekonstitution der NADPH-Oxidase kann anhand der Bildung von
0O,-Radikalen untersucht werden (Porter et al., 1992). Im Chemilumineszenz-Assay werden
lentiviral transduzierte X-CGD PLB-985 sowie PLB-985 Wildtypzellen terminal differenziert
und untersucht. Bei der funktionell rekonstituierten NADPH-Oxidase werden O, -Radikale
gebildet, die spontan, oder durch Superoxid-Dismutase katalysiert, zu H,O, umgesetzt
werden. (Curnutte, 1993). Die Basis des Assays ist die Oxidation des Luminols. Dabei
werden durch zelluldre Peroxidasen Elektronen vom H,O, auf Luminol iibertragen. Die
Spezifitit des Tests kann durch Inhibierung der Reaktion mittels Katalase nachgewiesen
werden. Die bei dem Experiment entstehende Chemilumineszenz wird spektralphotometrisch

(Berthold) dokumentiert und als Kinetik dargestellt.

Fiir diesen Test werden die zu untersuchenden Zellen fiinf bis sechs Tage zuvor in Medium
mit 0,5 % DMF ausdifferenziert. Nach einer Zellzahlbestimmung werden 4 x 10° Zellen pro
Ansatz zentrifugiert (5 min., 300 x g, 20 °C), in 1 ml PBS resuspendiert und nochmals
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und die Zellen in 400 pl 10 pM Luminol in
HBSS (Gibco) aufgenommen. In vier Kavitdten einer Luminometer- Platte werden jeweils
100 pl Ansatz iiberfiihrt. Das zur Stimulation der Radikalbildung notwendige PMA und die
fir die Umsetzung des Luminols notwendige Meerrettich-Peroxidase wird in kleinen
Portionen bei —20 °C gelagert. Ein 2 ul Aliquot der PMA-Stammldsung (1 mg/ml in DMSO)
wird erst mit 18 ul DMSO und dann mit 180 ul H,O versetzt und bis zum Test auf Eis
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gehalten. Ein Gefal3 der zu je 100 pl aligoutierten Peroxidase (1 U/ pl ) wird ebenfalls direkt
nach dem Auftauen auf Eis gesetzt. Nachdem die Luminometer-Platte in das Gerét eingesetzt
und dieses fiir die Messung vorbereitet wurde, werden die PMA- und die Peroxidaseldsung
1:5 mit 10uM Luminol in HBSS verdiinnt. Zunédchst werden 10 pl Peroxidase pro Ansatz
ziigig mit einer Multipette (Eppendorf) zugegeben und unmittelbar danach mit 10 ul PMA-
Losung in jeweils zwei der vier Ansdtze die Reaktion induziert. Danach wird sofort die
Messung gestartet. Die Messung und Aufzeichnung der Daten erfolgt durch das

Luminometer.

3. 2. 8. 2. Zytochrom c-Assay

PBSG-Puffer: 0,9 mM CaCl2
0,5 mM MgCl12
7,5 mM Glucose
in PBS

Eine weitere Methode zum quantitativen Nachweis der Superoxidproduktion ist der
Zytochrom c-Assay (nach Mayo und Curnutte, 1990). Hierbei wird der zeitliche Verlauf der
Reduktion von Zytochrom ¢ durch die von den Zellen gebildeten O,-Radikale
spektralphotometrisch verfolgt. Die Spezifitit des Assays fiir Sauerstoffradikale kann durch
Inhibierung der Reduktion mit Superoxid-Dismutase nachgewiesen werden (Volkmann et al.,

1984).

Fiir diesen Test werden die transduzierten promyeloischen Progenitorzellen (PLB-985, X-
CGD PLB-985) fiinf bis sechs Tage zuvor mit 0,5 % DMF im Medium zur
Ausdifferenzierung gebracht. Fiir den Test wird stets eine frisch Stammlésung von 1,5 mM
Zytochrom ¢ (18,57 mg/ml ) in PBSG-Puffer angesetzt. Pro zu untersuchender Probe werden
dann 50 pl der Stammlosung 1:20 mit PBSG verdiinnt. Nach Zellzahlbestimmung werden
4x10° Zellen zentrifugiert (5 min., 500 x g, 20 °C) und mit zwei bis drei ml PBS gewaschen.
Das Zellsediment wird in ein ml Zytochrom ¢ Losung aufgenommen und jeweils 250 ul in 4
Kavitdten einer Mikrotiterplatte iiberfithrt. Ein 2 ul Aliquot einer PMA-Stammldsung
(1 mg/ml in DMSO, Lagerung —20 °C) wird zundchst mit 18 pl DMSO versetzt und dann mit
365 ul H,O verdiinnt. Die Losung wird bis zum Gebrauch auf Eis gelagert. Die bestiickte
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Platte wird in den ELISA-Reader (Spektralphotometer fiir Mikrotiterplatten, SpectraMax,
Molecular Dynamics) eingesetzt. Die gefiillten Kavitdten werden dann zur Ermittlung des
Grundwertes einmal bei 550 nm gemessen. Dann wird ziigig zu jeweils zwei der vier Ansétze
pro Probe 10 pl PMA-L6sung mit einem Multipette (Eppendorf) pipettiert und die Messung
gestartet.

3.2.8.3. FACS-Analyse gp91°"** exprimierender Zellen

Der Anteil gp91”™* exprimierender Zellen wird durchfluBzytometrisch bestimmt. Hierzu
werden die Zellen mit einem Antikorper markiert, der gegen den extrazelluldren Bereich des
Glycoproteins 91 der NADPH-Oxidase gerichtet ist. Die Markierung wird wie unter 3. 2. 6. 2.
beschrieben durchgefiihrt. Abweichend werden die Zellen 40 min. bei Raumtemperatur mit
gp91-Antikorper (Roos et al., 1996) als Nicht-Fluorhochrom konjugiertem Erstantikorper
inkubiert. Der Nachweis des Antikorpers erfolgt wie beschrieben mit dem PE-gekoppelten

Zweitantikorper.

3.2.8. 4. Nachweis der gp91°"**-Expression durch Westernblot-Analyse

Lysepuffer: 1 % Triton X-100
150 mM NacCl
50 mM Tris-HCI, pH 7.4
2 mM EDTA
1 Tablette ,,Complete Protease-Inhibitor* Mix (Boehringer) fiir je 10 ml
0,5 mM PMSF

Zur Uberpriifung der Expression des gp91P"**-Proteins werden jeweils etwa 107 transduzierte
und differenzierte (fiinf bis sechs Tage in Medium mit 0,5 % DMF) X-CGD PLB-985 Zellen
zentrifugiert (5 min., 500 x g, 20 °C) und einmal mit PBS gewaschen. Die Rohrchen werden
fiir ein bis zwei min. kopfiiber auf Labortiicher gestellt. Das Zellsediment wird in einem ml
Lysepuffer aufgenommen und 10 —15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wird erneut
zentrifugiert (5 min., 20.000 x g, 4 °C). Der Uberstand wird in vorgekiihlte GeféBle aliquotiert
und bei—-80 °C gelagert. Die Lysate werden in 5 x Auftragspuffer aufgenommen und nach

erhitzen (5 min., 95 °C) auf ein 8 %iges SDS-Polyacrylamidgel (Maniatis, 1989) aufgetragen
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und die aufgetrennten Proteine anschlieBend auf eine PVDF-Membran (BioRad) geblottet
(Verhoeven et al., 1989). Die Detektion erfolgt mit einem monoklonalem Maus-anti-Human
gp91™ ™ Antikérper (A. Gorlach, Uniklinik Frankfurt). Die spezifische Bindung des
Antikorpers erfolgt mit einem Ratte-anti-Maus Antikorper, der mit Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt ist. Die Banden werden in einer Chemilumineszenzreaktion (ECL ,,Detection
Reagent”, Amersham) durch die Umsetzung von Luminol durch die Peroxidase auf einem

Rontgenfilm sichtbar gemacht.

3. 2. 8. 5. Quantitative Proteinbestimmung

5x Bradford-Losung: 42,5 % (v/v) H3POy4
25 % (v/v) EtOH
0,05 % (w/v) Commassie Brilliant Blue G250

Fiir die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde zunichst eine 1x Bradford-Losung
durch verdiinnen mit H,O hergestellt. Als Eichkurve wurden unterschiedliche Mengen BSA
im Bereich von 0 - 20 ug BSA/ml verwendet. Dafiir wurde zunéchst eine Stammldsung von
100 mg/ml BSA hergestellt und diese 1:100 verdiinnt [1 pg/ul]. Die Proben fiir die Eichkurve

wurden nach folgendem Pipettierschema angesetzt:

ul BSA [1 pg/pl] 0 2 4 6 8 12 16 20
ul Puffer 20 18 16 14 12 8 4 0
Vol. gesamt [pl] 20 20 20 20 20 20 20 20
Gehalt BSA [g/l] 0 2 4 6 8 12 16 20

(Als Puffer zur Verdiinnung wurde der Puffer der unbekannten Proteinlosung verwendet)

Zu den jeweils 20 pul vorgelegte Proteinlosung wurde dann 980 pl 1x Bradford-Losung
zugegeben. Von den Proben mit unbekannten Proteingehalt wurden auch 20 pul in
Reagenzgefill vorgelegt und mit 980 ul 1x Bradford-Losung versetzt. Alle Proben wurden
durch vortexen gemischt und dann jeweils 250 pl einer Probe in zwei Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte pipettiert. Dann erfolgte die Messung in einem Photometer ELISA-Reader
(SpectraMax, Molecular Dynamics) bei 595 nm. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt
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automatisch durch das Spektrometer. Dabei ergab sich die Eichkurve aus einer Auftragung
der Absorption gegen die Konzentration. Die Eichgerade wurde iiber lineare Regression
ermittelt, wonach auch der Proteingehalt der Proben mit unbekannter Proteinkonzentration

berechnet wurden.

3. 2. 8. 6. Semiquantitativer Nachweis der Integration von Transgenen durch PCR

Durch semiquantitative PCR wird die durchschnittliche Anzahl der integrierten
Transgenkopien pro Zelle ermittelt. Aus den transduzierten Zellen wird mit DNAzol (Life
Technologies) nach Herstellerangaben genomische DNA isoliert. Die Mengen werden
spektralphotometrisch bestimmt. Die genomische DNA wird fiir die PCR auf 100 ng/ pl
eingestellt. Die Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion (PCR) erfolgt wie unter
3. 1. 6. 6. beschrieben. Fiir die Reaktion werden 1 ug genomische DNA eingesetzt. Damit die
Stiarke der Banden quantitativ beurteilt werden kann, wird zu 1 pg genomische DNA ohne
Zielsequenz jeweils die Menge an Plasmid mit Zielsequenz eingesetzt, die eins, zwel, fiinf
und zehn Kopien pro Zelle entspricht. Dabei geht man davon aus, dall 1 pg genomische DNA
etwa 150.000 Zellen entspricht. Mit der Formel [g/Kopie x 150.000 = 1 Kopie/Zelle] und mit
dem Néherungswert, das 330 g/mol das Gewicht eines Basenpaares ist, kann man die Menge
an Plasmid-DNA berechnen, die einer Kopie oder mehreren Kopien pro Zelle entspricht. Die
untersuchte Zielsequenz ist ein ungefihr 83 bp umfassendes Fragment des gp91™"**-Gens. Zur
Kontrolle, da3 gleiche Mengen an genomischer DNA verwendet wurden, wird die PCR mit

GAPDH-spezifischen Oligonukleotiden unter gleichen Bedingungen wiederholt.
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4. Ergebnisse

4. 1. Etablierung eines Protokolls fiir die Transduktion himatopoetischer Stammzellen

mit lentiviralem Virusiiberstand

Als Grundlage fiir die Entwicklung einer lentiviralen Gentherapie sollte zundchst ein
Protokoll fiir die Transduktion von CD34"-Zellen entwickelt werden. Dazu wurden zunichst
die Bedingungen der transienten Transfektion hinsichtlich des Titers optimiert. Danach
wurden verschiedene Methoden zur Anreicherung von Viruspartikeln etabliert und auf
Zellinien getestet. Die erfolgreichsten Methoden wurden auf effizienten Gentransfer in

Stammzellen untersucht.

4. 1. 1. Konstruktion der lentiviralen Vektoren pSIN-GFP, pRRL-CMV-GFP-WPRE-
SIN und pRRL-CMV-IRES-GFP-WPRE-SIN

Zur Klonierung des Vektors pSIN-GFP wurde im Konstrukt pSIN2-CMV-LacZ
(freundlicherweise von R. Zuffrey, Genf, zur Verfiigung gestellt) das Markergen LacZ gegen
EGFP (,,enhanced green fluorescent protein‘) ausgetauscht. Dafiir wurde der Vektor mit Kpn
I geoffnet und die 3° iiberstehenden Enden mit T4-DNA-Polymerase (NEB) entfernt.
Gleichzeitig wurde der Vektor pEGFP-N1 (Clontech) mit Not I liniearisiert und die 5°
iiberstehenden Enden durch eine Behandlung mit Klenow-Fragment aufgefiillt. AnschlieBend
wurden beide Plasmide mit BamH I verdaut. Danach erfolgte die Isolierung des etwa 6 kb
groflen Vektors und des etwa 700 bp groen GFP-Fragmentes mittels Gel-Extraktion. Die
Ligation wurde dann in zwei Ansétzen mit 5fachen beziehungsweise 20fachen Uberschuf3 an

GFP-Insert angesetzt.
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pSIN2-CMV-LacZ

X BamH I Kpn I
Wy e
LTR ga RREI CMV LacZ ALTR
sd sa
— pSIN-GFP
BamH I Not I
pEGFP-N1
CMV EGFP
MCS SV40 pA
BamH I A Kpn I/A Not I
kg RRE
LTR m CMV EGFP ALTR pSIN-GFP
sd sa

Abb. 4-1: Klonierungsstrategie fiir den Vektor pSIN-GFP.

Als eine Weiterentwicklung des etablierten Vektors pSIN-GFP sollte ein Vektor konstruiert
werden, der zum einen 7af-unabhingig und zum anderen selbst-inaktivierend ist. Die
Unabhéngigkeit vom Transaktivator 7at erreichte man durch Austausch der Promotor-
Enhancer-Sequenzen in der U3-Region der 3° LTR gegen die entsprechende Region des
Rous-Sarkom Virus (RSV) (Dull et al., 1998). Selbst-inaktivierend wurde der Vektor durch
eine 400 bp groBe Deletion der U3-Region in der 5° LTR, so dal nach der reversen
Transkription keine Promotor-Enhancer-Sequenzen mehr wirksam sind (Zuffrey et al., 1998).
Ein Vektor mit diesen Eigenschaften ist der pPRRL-PGK-GFP-SIN (R. Zuffrey, Genf), der als
Ausgangsvektor diente. Um gute Expressionsraten zu erhalten, wurde die Kassette aus
internem Promotor (PGK) und Markergen (EGFP) durch eine Kassette, die neben dem CMV-
Promotor und EGFP aulerdem noch iiber eine WPRE-Sequenz (,,Woodchuck Hepatitis Virus
posttranscriptional regulatory element®) verfligt, ersetzt. Diese fordert den Transport von
ungespleiBiten Transkripten vom Kern in das Zytosol und fiihrt somit zu einer erhdohten
Expression. Diese Kassette wurde aus dem Vektor pHR'CMV-GFP-WPRE (pCGW)
(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von R. Zuffrey, Genf) mit den
Restriktionsendonukleasen Kpn I und Cla I isoliert und in den Ausgangsvektor iiber die

gleichen Schnittstellen eingebaut.
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pRRL-PGK-GFP-SIN

X Clal Kpnl
b RRE
- R/US|—{ ga || PGK EGFP l..| ALTR
sd sa
—» pCGWS
Clal KpnI
hd RRE
LTR ca L NeY\Y EGFP =»I »»»»»»» ALTR
Sd sa
WPRE
pHR'CMV-GFP-WPRE
Xp Clal Kpn I
¥
R/US|—1 ga RREI CMV EGFP Dvl vvvvvvv ALTR pCGWS
sd sa
WPRE

Abb. 4-2: Schema der Klonierung des Vektors pRRL-CMV-GFP-WPRE-SIN (pCGWS).

Damit verschiedene therapeutische Gene in einem lentiviralen Kontext getestet werden
konnen, wurde der Vektor pCGWS so umstrukturiert, dafl {iber eine multiple
Klonierungsstelle (MCS) ein Gen leicht eingebaut werden kann. Das Markergen EGFP wurde
durch eine Kassette von IRES (,,internal ribosomal entry site®) und EGFP ersetzt. Dies sollte
neben der Expression eines beliebigen Gens auch ein Uberpriifen und Quantifizieren des
Transduktionsvorgangs durch die EGFP-Expression erlauben. Der Ausgangsvektor pCGWS
wurde mit BstB I linearisiert und die iiberstehenden Enden durch Klenow-Behandlung
aufgefiillt. Das zweite Plasmid, pIRES2-EGFP (Clontech), wurde mit Not I gedffnet und
ebenfalls mit Klenow-Fragment behandelt. Danach wurden beide Ansdtze mit der
Restriktionsendonuklease Nde I inkubiert. Vor der Gelextraktion der Fragmente und der
Ligation tiber Nacht wurde der als Vektor dienende pCGWS mit alkalischer Phosphatase
behandelt.
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pCGWS
Nde I BstB 1
b RRE '
Bl e o e i [
Sd sa
WPRE —» pCIGWS
Nde I Not [
|
pIRES2-EGFP CMV EGFP
MCS IRES SV40 pA
Nde I ABstB I/Not [
W |
RRE
R/U5 CMV EGFP = vvvvvvvvvvvvvv ALTR pCIGWS
Sd sa
MCS IRES WPRE

Abb. 4-3: Klonierungsschema des Vektors pRRL-CMV-IRES-GFP-WPRE-SIN (pCIGWS).

4. 1. 2. Entwicklung und Optimierung von Methoden zur Produktion von lentiviralen

Partikeln mit hohem Titer

Um einen moglichst effizienten Gentransfer in CD34"-Zellen zu erzielen, wurden Methoden
zur Aufkonzentrierung von lentiviralen Partikeln getestet und optimiert. So wurden neben der
Optimierung des Titers bei der Produktion von Virusiiberstinden auch physikalische und

chemische Methoden zur Anreicherung der Partikel untersucht.

4. 1. 2. 1. Auswirkung von Natriumbutyrat und unterschiedlicher Mengen Plasmid auf

den Virustiter

Fiir eine Produktion von Viruspartikeln miissen zunichst die erforderlichen drei Plasmide in
293T-Zellen cotransfiziert werden. In diesem Experiment wurde zum einem das
Verpackungskonstrukt pCMVARS8.93 (Zuffrey, Genf) verwendet. Dieses Plasmid enthélt die
HIV-1 Strukturgene gag und pol sowie die Information fiir das regulatorisch wirksame Rev-
Protein. Die Expression dieser Gene durch einen CMV-Promotor reguliert. Zum anderen

werden die Viruspartikel durch Glycoprotein G des VSV pseudotypisiert. Die Information fiir
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dieses Hiillprotein ist auf dem Plasmid pMD.G kodiert. Als drittes Plasmid wurde hier der
Transgenvektor pPCGWS (siehe 4. 1. 1. 2.) eingesetzt.

Fir eine Optimierung der Verhéltnisse der einzelnen Konstrukte (Vektor, Verpackung,
Envelope) wurden verschiedene Mengen an Plasmid-DNA ausgetestet. Dariiber hinaus wurde
die Auswirkung von Natriumbutyrat (NaBut) auf den Titer untersucht. Diese Substanz ist ein
Histon-Deacetylase-Hemmer, der noch eine Reihe anderer Effekte zeigt. Die Akkumulation
von acetylierten Histonen ist fiir eine effiziente Transkription notwendig (Grunstein, 1997).
Dariiber hinaus konnte fiir eine Reihe von Viren ein stimulierender Effekt auf die virale
Genexpression und Replikation nachgewiesen werden (Radsak et al., 1989; Saemundosen et
al., 1980; Ash, 1986). Auch fir HIV-1 konnte eine Aktivierung der LTR gesteuerten
Expression nachgewiesen werden (Bohan et al., 1987). Fiir dieses Experiment wurde, wie
unter 3. 2. 2. erldutert, eine Transfektion durchgefiihrt. Die getesteten Mengenverhéltnisse

sind in nachstehender Tabelle aufgefiihrt.

Tab. 4-1: Verwendete Plasmidmengen zur Optimierung des Virustiters.

Kombination | pg Plasmid ug Plasmid ug Plasmid env- | ug gesamt pro
Transgenvektor | Verpackungskonstrukt Konstrukt Petrischale
A 10 6,5 3,5 20
B 20 13 7 40
C 15 10 5 30
D 10 10 2 22
E 20 20 4 44

Bei der Transfektion wurde ein zweifacher Ansatz des Prizipitates hergestellt und zu gleichen
Teilen auf zwei Petrischalen pipettiert. Der S8stiindigen Transfektion folgte ein
Mediumwechsel, wobei jeweils eine Platte des gleichen Ansatzes zusdtzlich mit NaBut
(Endkonzentration 10 mM) versetzt wurde. Nach Inkubation iiber Nacht erfolgte erneut auf
allen Platten ein Mediumwechsel. Dabei wurde das Volumen des Mediums auf 5 ml reduziert.
AnschlieBend wurde iiber 24 Stunden der Virusiiberstand gesammelt und damit eine

Titerbestimmung angesetzt.

Die Auswertung der Titerbestimmung zeigte, dal in vier von fiinf Kombinationen die Zugabe

von Natriumbutyrat zu einer Erhhung des Titers fiihrte. Am deutlichsten war der Effekt in
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Kombination D, wo der Titer durch Zugabe des Reagenz um das 4,3fache, von
1,0 (= 0,5) x10°® TU/ml auf 4,3 (= 1,2) x10°® TU/ml, gesteigert wurde. Am geringsten fiel die
Erhohung bei Kombination A aus, hier stieg der Titer um das 1,7fache
3,3+2,1 x10° — 5,7+3,1 x10° [U/ml). In der Transfektion mit der Plasmidkombination E
konnte kein Effekt durch Zugabe von NaBut beobachtet werden. Bei der Transfektion ohne
Inkubation in Gegenwart des Histon-Deacetylase-Hemmers konnte mit Kombination A der
héchste Titer erzielt werden (3,3 + 2,1 x10° IU/ml). Die Anzahl infektidser Partikel bei
Transfektion mit Kombination B und E ohne NaBut war gleich (2,3 + 1,2 x10° IU/ml und
2,3 + 0,6 x10° IU/ml). Es konnte jedoch nur bei Kombination B durch die Gabe von Butyrat

eine Steigerung des Titers um etwa das dreifache erzielt werden.

Die graphische Auswertung der Titerbestimmung ist in Abbildung 4-4 dargestellt. Ausgehend
von diesem und anderen Versuchen (nicht gezeigt) wurde die Mengen an Plasmid-DNA der
Kombination B und die Behandlung mit 10 mM NaBut im folgenden fiir alle Transfektionen

verwendet, da diese Kombination in allen Experimenten die besten Resultate lieferte.

1,00E+07

1’00E+O6 | ‘ | ‘ I | I | | I
1,00E+05 - T T T T T T T T T
A- A+ B- B+ C- C+ D- D+ E- E+

DNA-Mengenverhiltnisse +/- NaBut.

Titer (IU/ml)

Abb. 4-4 : Vergleich der erzielten Titer nach Transfektion mit verschiedenen Variationen der Menge
an Plasmid-DNA. Die unterschiedlichen Verhdltnisse der Konstrukte zu einander wurden
Jeweils mit (+) und ohne (-) 10 mM Natriumbutyrat getestet. Der in einer Dreifachbestimmung
durch Endpunktverdiinnung (siehe 3. 2. 5. 1.) auf 293T-Zellen bestimmte Titer ist hier als
Mittelwert dargestellt. Der Fehler ergibt sich aus der Standardabweichung. Die Kombinationen
A bis E entsprechen den in Tab. 4-1 erlduterten Mengen der jeweiligen Komponenten des
verwendeten Plasmidsystems.
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4. 1. 2. 2. Einfluf} unterschiedlicher serumfreier Medien auf den Virustiter

Da fiir die klinische Anwendung die Transduktion von Stammzellen unter serumfreien
Bedingungen stattfinden muf3, wurde ausgetestet, welches Medium sich zur Produktion von
viralen Partikeln eignet. Dazu wurden zum einen DMEM (GIBCO-BRL) und zum anderen X-
VIVO 10 (BioWhittaker) getestet, das speziell zur Kultivierung von Stammzellen unter
serumfreien Bedingungen entwickelt wurde. Darliber hinaus erfolgte der Test von 293G-
Medium (BioWhittaker), welches fiir eine serumfreie Kultur von 293T-Zellen entwickelt
wurde. Fiir diesen Versuch wurden 293T-Zellen ausplattiert, wie unter 3. 2. 2. dargelegt,
transfiziert und mit NaBut inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen und auf jeweils
fiinf Platten eines der oben beschriebenen Medien gegeben. Der Virusiiberstand wurde an drei
aufeinander folgenden Tagen gesammelt, die entsprechenden Uberstinde vereint und der

Virustiter bestimmt.

Aus der graphischen Auswertung (siche Abb. 4-5) wird deutlich, da3 der Titer bei allen drei
Medien drei Tage nach Transfektion deutlich absank. Fiir den Virusiiberstand, der einen
beziehungsweise zwei Tage nach Transfektion gesammelt wurde, ergab sich kein
wesentlicher Unterschied im Titer. Die Anzahl infektioser Partikel des Virusiiberstandes, die
in 293G-Medium gesammelt wurden, war an Tag eins und zwei mit 4,0 (£ 2,7) x10° und 4,7
(+ 1,2) x10° TU/ml am héchsten. Am dritten Tag fiel sie auf etwa ein Drittel (1,3 (+ 0,6) x10°
IU/ml ) ab. Diesen Trend zeigten auch die anderen Medien. So fiel der Titer unter
Verwendung von X-VIVO 10 Medium am dritten Tag um eine Zehnerpotenz auf 3,3 (+ 1,5)
x10* TU/ml ab. Die Produktion von Viruspartikeln ergab fir DMEM bei der ersten und
zweiten Entnahme einen Titer von 2,3 (£ 0,6) x10° IU/ml und 2,7 ( 0,6) x10°> IU/ml . Uber
den gleichen Zeitraum wurde mit X-VIVO 10 Medium 3,7 (+1,5) x10° IU/ml und 2,7 (£ 1,2)
x10° TU/ml erreicht. Da X-VIVO 10 Medium fiir die serumfreie Kultur von Stammzellen
verwendet wird und sich der Titer in diesem Experiment nicht wesentlich von den anderen

Medien unterschied, wurde fiir die folgenden Untersuchungen dieses Medium verwendet.
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Abb. 4-5: Einflu3 serumfreier Medien auf den Titer von an drei aufeinander folgenden Tagen
geernteten Virusiiberstand. Der Titer wurde in Triplikaten auf 293T-Zellen bestimmt und hier

als Mittelwert dargestellt. Der Fehler ergibt sich aus der Standardabweichung.

4. 1. 2. 3. Konzentrierung infektioser Viruspartikel durch Ultrazentrifugation

Um moglichst hohe Virustiter zu erzielen, wurde zunichst die Ultrazentrifugation als
Moglichkeit zur Anreicherung von Viruspartikeln getestet. Daflir wurde Virusiiberstand
(pCGWS, pCMVARS.93 und pMD.G) von insgesamt zehn Petrischalen gesammelt. Da in
diesem Experiment TF1-Zellen infiziert werden sollten, wurde der Uberstand in RPMI
Medium gesammelt. Die Partikel von jeweils sechs Petrischalen (£ 30 ml ) wurden durch
Ultrazentrifugation (120 min., 75.000 x g, 4 °C) sedimentiert und in 3 ml RPMI
aufgenommen. Der Uberstand von vier Zellkulturschalen wurde nicht konzentriert. Je 5x10°
TF1-Zellen wurden in 3 ml Virusiiberstand, konzentriert oder nicht-konzentriert,
aufgenommen. Die Zellen wurden dann zentrifugiert (90 min., 1215 x g, 32 °C) und
anschliefend 150 min. im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte ein kompletter
Mediumwechsel. Parallel dazu wurde auch eine Titerbestimmung (siehe 3. 2. 5. 1.) auf 293T-
Zellen angesetzt. Fiinf Tage nach der Transduktion wurden die Zellen im

Fluoreszenzmikroskop untersucht und eine FACS-Analyse durchgefiihrt.
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Die Auswertung der Titerbestimmung zeigte, daB der Titer von 4x10° auf 4x10° infektiose
Einheiten pro ml (IU/ml ) erhéht werden konnte. Das entspricht dem theoretisch moglichen
Konzentrierungsfaktor von 10, der sich aus der Volumenreduktion (30 ml — 3 ml ) ergibt.
Die Kontrolle der transduzierten TF1-Zellen im Fluoreszenzmikroskop ergab eine deutliche
Zunahme an GFP exprimierenden Zellen (siche Abb. 4-6). Diese optische Auswertung wurde
durch die FACS-Analyse (siche Abb. 4-7) bestitigt. Hier konnte bei 79 % der Zellen, die mit
nicht konzentriertem Virusiiberstand infiziert wurden, eine GFP Expression nachgewiesen
werden. Fiir die mit konzentriertem Virus transduzierten TF1-Zellen konnte eine Transgen-
Expression in 99 % der Zellen detektiert werden. Der Anteil von 2 % positiver Zellen in der
Negativkontrolle ist ein Artefakt, der durch Verschleppung positiver Zellen bei der Fixierung

verursacht wurde.
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Abb. 4-6: Fluoreszenzkontrolle der transduzierten TFI-Zellen. Die Zellen wurden mit nicht
konzentriertem (A) und konzentriertem Virusiiberstand (B) transduziert. Die Infektionsdauer
betrug vier Stunden. Die Dokumentation der Kontrollen wurde fiinf Tage nach Transduktion

vorgenommen.
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Abb. 4-7: Die FACS-Analyse der transduzierten TFI1-Zellen wurde fiinf Tage nach Transduktion
durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden nicht transduzierte, aber ansonsten gleich behandelte,
Zellen verwendet. Die Bezeichnung Ausgangsmaterial steht fiir Zellen, die mit nicht
konzentriertem Virusiiberstand behandelt wurden. Die TF1-Zellen, die mit konzentriertem Virus

transduziert wurden, sind in dem Diagramm mit dem Titel Ultrazentrifugation gezeigt.

4. 1. 2. 4. Anreicherung von Viruspartikeln mit Anionenaustauschchromatographie

Als Alternative zur Konzentrierung des Viruses mit Ultrazentrifugation wurde ein
Anionenaustauschverfahren getestet. Hierbei wurde eine Hohlfaser-Sdule (Fractoflow®,
Merck) mit TMA Ankergruppen verwendet. Dafiir wurden 293T-Zellen in 15 subkonfluent
bewachsenen Zellkulturflaschen (T175, Greiner) mit pCGWS, pCMVARS8.93 und pMD.G
transfiziert. Die Zellen wurden fiir neun Stunden mit dem Kalziumphosphatprézipitat
inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS folgte eine Inkubation in 15 ml DMEM in
Gegenwart von 10 mM Natriumbutyrat iiber Nacht. Nach einem Mediumwechsel auf 12 ml
DMEM wurde an drei aufeinander folgenden Tagen Virus geerntet und direkt eine
Chromatographie durchgefiihrt. Dafiir wurden die Uberstinde vereint, zentrifugiert (5 min.,
1500 rpm, 4 °C) und filtriert (Stericup 0,45 um, Millipore). Ein kleiner Teil wurde fiir die
Titerbestimmung abgenommen. Das Eluat wurde dann mit einer Ultrafiltrationseinheit
(Vivaspin 15, 100 kDa, Vivascience) (siche 3. 2. 3. 1.) durch Waschen mit Medium entsalzt
und weiter aufkonzentriert. Mit dem nicht-konzentrierten und konzentrierten Virusiiberstand
wurde eine Titerbestimmung auf 293T-Zellen angesetzt. Eine vierte Konzentrierung wurde

auch mit 180 ml eines zwischenzeitlich bei —80 °C gelagerten Virusiiberstandes durchgefiihrt.

Die graphische Auswertung (Abb. 4-8) zeigt, daf in allen Versuchen eine Anreicherung der

viralen Partikel mit Fractoflow® gelungen ist. Die mit der anschlieBenden Ultrafiltration
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verbundene Volumenreduktion fiihrte jedoch zu keiner wesentlichen Steigerung des Titers.
Wie in den vorangegangenen Experimenten war auch diesmal eine Abnahme der infektidsen
Partikelzahl nach der ersten beziehungsweise zweiten Ernte zu beobachten. Uber alle
Versuche betrachtet, konnte die Partikelzahl pro ml bezogen auf den Titer vor der
Konzentrierung um das 7- bis 23fache durch Fractoflow® und um das 5- bis 33fache nach
Ultrafiltration gesteigert werden. Die Ausbeuten lagen zwischen 43 % und 125 % nach der

Anionenaustauschchromatographie und zwischen 8 % und 56 % nach der Ultrafiltration.

1,0E+07
1 M vorher
[ Eluat
O Konzentrat
= L,0E+06 1
g ]
o)
=
o
p=
-
1,0E+05 ;
1,0E+04 -
1. Ernte 2. Emte 3. Ernte Lagerung -80 °C
Virusiiberstand

Abb. 4-8: Vergleich der Fraktionen Ausgangsmaterial (vorher), nach Fractoflow® (Eluat) und nach
Ultrafiltration (Konzentrat) aus vier unabhdngigen Experimenten. Die Titerbestimmung erfolgte
auf 293T-Zellen in Triplikaten. Der Fehler ergibt sich aus der Standardabweichung.
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Tab. 4-2: Auswertung der Titerbestimmung von 4 Versuchen. Der Titer wurde vor und nach

Fractoflow® Anreicherung, sowie nach Entsalzen (Vivaspin 15, 100 kDa) bestimmt. Die
Bestimmung des Titers erfolgte auf 293T-Zellen in Triplikaten. Der Fehler errechnet sich aus
der Standardabweichung. Der Konzentrierungsfaktor errechnet sich aus dem Quotienten des
Eluates Konzentrates dividiert durch den Titer des

Titers des beziehungsweise

Ausgangsmateriales. (KF — Konzentrierungsfaktor).

Fraktion Titer [IU/ml] KF Vol. [ml] % Partikel [IU] Ausbeute [%]
1. Ernte

Ausgangsmaterial 73+4,6 x10° 1,0 180 1,3+0,8 x10® 100

Fractoflow Eluat 57+3,8x10° 7.8 10 57+3,.8x10 43

Vivaspin Konzentrat 5,7+ 0,6 x10° 7,8 7 4,0+ 0,4 x10’ 30
2. Ernte

Ausgangsmaterial 87+23 x10* 1,0 180 1,6 £0,4 x10’ 100

Fractoflow Eluat 6,3 +3,5x10° 7,2 10 6,3 +3,5x10° 39

Vivaspin Konzentrat 1,240,7 x10° 14 3 3,6+2,1x10° 23
3. Ernte

Ausgangsmaterial 4,0 +1,7 x10* 1,0 180 7,2+ 3,1 x10° 100

Fractoflow Eluat 9,0+ 1,7 x10° 22,5 10 9,0+1,7x10° 125

Vivaspin Konzentrat 1,3+0,6 x10° 32,5 3 3,9+ 1,8 x10° 56

Lagerung bei —80 °C

Ausgangsmaterial 2,0+ 1,7 x10° 1,0 180 3,6+3,1x10 100

Fractoflow Eluat 1,7+ 0,6 x10° 8,5 10 1,7+ 0,6 x10’ 46

Vivaspin Konzentrat 1,0 +0x10° 5 3 3,0£0x10° 8

4. 1. 2. 5. Vergleich von Ultrazentrifugation, Fractoflow® und Ultrafiltration als

Methoden zur Anreicherung von Viruspartikeln

Da die Anreicherung von Viruspartikeln mit Fractoflow® mit einem Verlust bezogen auf die

Gesamtpartikelzahl verbunden ist, wurde diese Methode in einem Experiment direkt mit der

Ultrazentrifugation verglichen. Zusitzlich wurde als Alternative die Konzentrierung groBerer

Volumina (60 ml max. Fiillhéhe) an Uberstand mit Ultrafiltration (JumboSep, 100 kDa, Pall-

Gelman) getestet.

retroviralem Virusiiberstand angewendet (H. KnoeB, personliche Mitteilung).

Diese Methode wurde bereits erfolgreich zur Anreicherung von
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Fiir diese Untersuchung wurden 15 Zellkulturflaschen (T175, Greiner) mit ausgesiten 293T-
Zellen transfiziert (8§ Stunden) und in Gegenwart von Natriumbutyrat (10mM) iiber Nacht
inkubiert. Nach einmaligen Waschen mit PBS erfolgte ein Mediumwechsel. AnschlieSend
wurde der Virusiiberstand an drei aufeinander folgenden Tagen gesammelt und bei —80 °C
gelagert. Die insgesamt 540 ml Virusiiberstand wurden vereint, zentrifugiert (5 min., 437 x g
4 °C) und filtriert (0,45 pum). Ein Teil des nicht-konzentrierten Virusiiberstandes wurde
abgenommen und bei 4 °C gelagert. Fiir jede Konzentrierungsmethode wurden 180 ml
Uberstand verwendet. Fiir die Ultrazentrifugation wurde der Virusiiberstand auf fiinf
Rohrchen verteilt und zentrifugiert (90 min., 45.000 x g, 4 °C). Danach wurde der Uberstand
dekantiert und das Sediment in je 7 ml PBS aufgenommen. Die resuspendierten Viruspartikel
wurden vereint und ein zweites Mal zentrifugiert. Das zweite Sediment wurde in 2 ml RPMI
aufgenommen. Die Anionenaustauschchromatographie wurde wie im vorigen Abschnitt
(siehe 4. 1. 2. 4.) beschrieben durchgefiihrt und mit Vivaspin 15 (100 kDa) entsalzt und auf 2
ml eingeengt. Die Ultrafiltration wurde mit dem JumboSep-System (Pall-Gelman, 100 kDa)
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das Konzentrat (15 ml ) wurde anschlieend mit
einer kleineren Ultrafiltrationseinheit (vivaspinl5, 100 kDa) auf 2 ml eingeengt. Mit den
erhaltenen konzentrierten Viruslosungen wurden anschlieBend eine Titerbestimmung und eine

Infektion von TF1-Zellen durchgefiihrt.

Die graphische Auswertung (Abb. 4-9) zeigt, daB3 durch Fractoflow® die hochste Steigerung
des Virustiters erreicht wurde. Mit Ultrazentrifugation konnte ebenfalls die Viruspartikelzahl
pro ml erhoht werden, durch die Ultrafiltration dagegen konnte keine Anreicherung von
Viruspartikeln beobachtet werden. Die in Tabelle 4-3 zusammengefaliten Ergebnisse der
Titerbestimmungen zeigten, daB der Titer des geernteten Uberstandes 4,7 + 1,2 x10° [IU/ml]
enthielt und durch Chromatographie um etwa das 11fache gesteigert (5,3 + 3,5 x10” [IU/ml])
werden konnte. Die Ausbeute war mit 13 % vergleichsweise niedrig (siehe 4. 1. 2. 4.). Durch
Ultrazentrifugation wurde eine 3,5fache Erhdhung auf 1,7 + 0,6 x10” [IU/ml] erreicht, bei
einer Ausbeute von 4 %. Mit Ultrafiltration konnte gar keine Zunahme der Partikel pro
Volumen beobachtet werden. Diese Resultate spiegelten sich auch in der
fluoreszenzmikroskopischen Kontrolle der infizierten TF1-Zellen wieder (siche Abb. 4-10).
Hier zeigten die Zellen, die mit Virusiiberstand nach Fractoflow® infiziert wurden, die
deutlichste Transduktionseffizienz (geschitzt >70 %). Zellen, die mit Uberstand vor
Konzentrierung und nach Ultrafiltration behandelt wurden, zeigten einen geringen Anteil an

GFP exprimierenden Zellen (geschitzt <5 %). Die TF1-Zellen, die mit Uberstand nach
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Ultrazentrifugation transduziert wurden,

Abschitzung des Anteiles an exprimierender Zellen nicht zulieB3.

zeigten eine diffuse Fluoreszenz,

die eine

1,00E+08

1,00E+07

Virustiter [IU/ml]

1,00E+06

Ausgangmaterial

Ultrazentrifugation

Fraktoflow

Jumbosep

Unterschiedlich aufgearbeitete Virusiiberstinde

Abb. 4-9: Vergleich des Virustiters des geernteten Virusiiberstandes mit Uberstinden, die
unterschiedlich aufkonzentriert wurden. Der Titer wurde auf 293T-Zellen in Triplikaten

bestimmt (£ Standardabweichung). Die Auswertung erfolgte vier Tage nach Transduktion.

Tab. 4-3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Titerbestimmung auf 293T-Zellen (Triplikate +
Standardabweichung). (KF — Konzentrierungsfaktor).

Titer [IU/ml] KF Vol. [ml] | X Partikel [IU] | Ausbeute [%0]
Ausgangsmaterial 47+12x10° 1,0 180 8,5+22x10° 100
Ultrazentrifugation 1,7+0,6 x 107 3,5 2 33+1,2x10 4
Fractoflow® 53+3,5x 10’ 11,3 2 1,1 £0,7 x10° 13
JumboSep 50+2,7x10° 1,1 2 1,0+ 0,5 x10’ 1
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Vor Konzentrierung

Ultrazentrifugation

Fractoflow

Jumbosep

ko

Abb. 4-10: Fluoreszenzmikroskop-Kontrolle von TFI-Zellen, jeweils 10° Zellen wurden mit 1 ml
konzentriertem beziehungsweise unkonzentriertem Virus vier Stunden infiziert. Die Aufnahmen

wurden drei Tage nach Transduktion gemacht.
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4. 1. 2. 6. Einflufl von Medienkomponenten auf die Konzentrierung von Virusiiberstand

Bei den vorangegangenen Experimenten wurde festgestellt, dal bei der Anreicherung von
Viruspartikeln mittels Fractoflow® und anschlieBender Ultrafiltration das Konzentrat
mitunter eine viskosere Konsistenz annahm und Anreicherung von Phenolrot zeigte. Bei der
Titererhohung durch Ultrazentrifugation zeigte das Sediment teilweise mikroskopisch
sichtbare Riickstdnde. Deshalb wurde im folgenden Versuch untersucht, ob Phenolrot, FCS
beziehungsweise HSA einen EinfluB auf die Anreicherung von Viruspartikeln durch
Ultrazentrifugation oder Anionenaustauschchromatographie haben. Getestet wurden
Phenolrot-freies X-VIVO 10 Medium mit (A) und ohne (B) 2 % HSA, sowie Phenolrot-
haltiges DMEM mit (C) und ohne (D) 2 % FCS.

Dafiir wurden auf acht 500 cm*-Zellkulturplatten (Falcon) ausplattierte 293T-Zellen wie im
vorigem Abschnitt beschrieben transfiziert und mit NaBut (10 mM) behandelt. Nach Waschen
mit PBS wurde auf jeweils zwei Platten je 50 ml eines Mediums der oben beschriebenen
Varianten (A - D) gegeben. Nach 24 Stunden wurde der erste Virusiiberstand gesammelt,
entsprechend vereint, zentrifugiert und filtriert (sieche 4. 1. 2. 5.). Mit diesem konditioniertem
Medium wurde dann, wie unter 4. 1. 2. 4. erldutert, eine Konzentrierung iiber
Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt. Nach weiteren 24 Stunden wurde erneut
Uberstand gesammelt und mit diesem eine Ultrazentrifugation (siehe 4. 1. 2. 3.) durchgefiihrt.
Von den nicht-konzentrierten und konzentrierten Virusiiberstinden wurde anschlieend eine

Titerbestimmung auf 293T-Zellen angesetzt.

Bei der Durchfilhrung des Versuches konnte kein Unterschied bei der Handhabung oder
Konsistenz des VSV-G pseudotypisierten Viruses beobachtet werden. Der Titer des
geernteten Uberstandes war mit 1,5 + 0,5x10° (1. Ernte) beziehungsweise 5,7 + 1,5x10° IU/ml
(2. Ernte) eine log-Stufe geringer als im vorangegangenen Experiment. Wie aus den
Abbildungen 4-11 und 4-12 hervorgeht, wurde mit allen Medien eine Anreicherung von
infektiosen Viruspartikeln erreicht. Das Medium D zeigte in beiden Experimenten die
geringste Steigerung der Anzahl infektioser Partikel pro ml . In den Tabellen 4-4 und 4-5 sind
die Ergebnisse der Titerbestimmungen zusammengefalit. Im ersten Experiment (Fractoflow®)
zeigten die Medien mit HSA beziehungsweise FCS (A beziehungsweise C) die hdchsten
Konzentrierungsfaktoren (21 beziehungsweise 17) und Ausbeuten (63 % beziehungsweise 52
%). Bei der zweiten Ernte (Ultrazentrifugation) wurde fiir X-VIVO 10 ohne HSA der hochste
Konzentrierungsfaktor (25) und die hochste Ausbeute (74 %) gefunden. Da in diesen

Experimenten kein wesentlicher EinfluB von HSA beziehungsweise FCS oder Phenolrot
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beobachtet werden konnte, wurde Medium A mit Hinblick auf spitere Stammzellversuche

weiter verwendet.

1,00E+07 1 T

1,00E+06 A

Virustiter [IU/ml]

1 ,00E+05 j T T T T T T T

AVFF ANFF BVFF BNFF CVFF CNFF DVFF DNFF

In verschiedenen Medien geernteter Virusiiberstinde

Abb.4-11: Vergleich der Titer vor und nach Fractoflow® Aufkonzentrierung von Virus, der in
unterschiedlichen Medien gesammelt wurde. (X-VIVO 10: A — mit 2 % HSA, B — ohne HSA;
DMEM: C —mit 2 % FCS, D — ohne FCS; VFF — vor Fractoflow®, NFF — nach Fractoflow®).
Der Titer wurde in Triplikaten auf 293T-Zellen getestet.

Tab. 4-4: Auswertung der Titerbestimmung auf 2931-Zellen (Triplikate). Die Ausbeute bezieht sich auf
die Gesamtzahl der Partikel vor und nach Konzentrierung. Der Konzentrierungsfaktor ist der
Quotient der Titer nach und vor Anreicherung. (X-VIVO 10: A — mit 2 % HSA, B — ohne HSA;
DMEM: C—mit 2 % FCS, D — ohne FCS; VFF — vor Fractoflow®, NFF — nach Fractoflow®).
Die Ausbeute bezieht sich dabei auf die Gesamtmenge an infektiosen Partikeln nach dem
Aufkonzentrierungsschritt in Bezug auf die urspriinglich vorhandene Gesamtpartikelzahl. (KF —

Konzentrierungsfaktor).

Titer KF Volumen Partikel total Ausbeute
[TU/ml] [ml] [1U] [%]
A VFF 1,5+0,5x10° 1 100 1,5+ 0,5 x10’ 100
A NFF 3,1 +1,6x10° 20,9 3 9,4+ 4,8 x10° 63
B VFF 4,0+2,7x10° 1 100 4,0+2,7x10’ 100
B NFF 52+2,5x10° 13,1 3 1,6 + 0,8 x10’ 39
C VFF 42 +2.4x10° 1 100 42 +2.4x10 100
C NFF 7,3 3,1 x10° 17,3 3 2,2+0,9x10’ 52
D VFF 3,4+0,7x10° 1 100 3,4+0,7x10 100
D NFF 1,340,6 x10° 3,8 3 3,9+ 1,8 x10° 11
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In verschiedenen Medien geernteter Virusiiberstinde

Abb. 4-12: Darstellung der Titer vor und nach Ultrazentrifugation von Uberstand der in
unterschiedlichen Medien gesammelt wurde (X-VIVO 10: A — mit 2 % HSA, B — ohne HSA,
DMEM: C — mit 2 % FCS, D — ohne FCS;, VUZ — vor Ultrazentrifugation, NUZ — nach
Ultrazentrifugation). Der Titer wurde in Triplikaten auf 293T-Zellen getestet.

Tab. 4-5: Auswertung der Titerbestimmung auf 293T-Zellen (Triplikate). Die Ausbeute bezieht sich auf
die Gesamtzahl der Partikel. Der Konzentrierungsfaktor ist der Quotient der entsprechenden
Titer. (X-VIVO 10: A — mit 2 % HSA, B — ohne HSA; DMEM.: C — mit 2 % FCS, D — ohne FCS;
VUZ — vor Ultrazentrifugation, NUZ — nach Ultrazentrifugation). (KF —
Konzentrierungsfaktor).

Titer KF Volumen Partikel total Ausbeute

[TU/ml] [ml] [1U] [%0]
AVUZ 5,7+1,5x10° 1 100 57+1,5x10 100
ANUZ 7,3 +0,5 x10° 12,9 3 2,2+ 1,5x107 39
B VUZ 3,440,5x10° 1 100 3,4+0,5x10 100
B NUZ 8,3+ 1,5x10° 24,5 3 2,5+0,5x10’ 74
CVUZ 53+1,2x10° 1 100 53+1,2x10 100
C NUZ 6,3 +2,3x10° 11,9 3 1,9+ 0,7 x107 36
D VUZ 23+0,6x 10° 1 100 2,3+0,6x10 100
D NUZ 2,5+0,9x10° 10,7 3 7,5+2,7x10° 32
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4. 1. 2.7. Austestung weiterer Varianten der Viruskonzentrierung

Um alternative und weniger aufwendige Verfahren als die Anionenaustauschchromatographie
zu finden, wurde die Ultrazentrifugation in Kombination mit unterschiedlichen
Reususpensionspuffern, die Konzentrierung durch Prézipitation und die Sedimentierung bei

niedriger Geschwindigkeit (,,Low Speed‘‘-Zentrifugation) getestet.

Als eine Variation der Ultrazentrifugation wurde zum einen die Dauer und zum anderen die
Geschwindigkeit der Zentrifugation herabgesetzt. Fiir dieses Experiment wurden insgesamt
90 ml Virusiiberstand, in diesem Fall mit pCIGWS (siehe 4. 1. 1. 3.) als Transgenvektor, in
gleichen Volumina auf drei R6hrchen aufgeteilt. Nach Zentrifugation (60 min., 19.000 rpm, 4
°C) wurden die Proben dekantiert und in 300 pl Puffer je Rohrchen aufgenommen. Puffer A
war PBS, als Puffer B diente NTE Puffer (100 mM NaCl; 10 mM Tris pH 7,4; 1 mM EDTA)
und fiir Puffer C wurde NTE Puffer mit 0,01 % Tween-20 verwendet. Die Resuspension

erfolgt 60 min. auf einem Rundschiittler (200 rpm.) bei Raumtemperatur.

Es wurde auch eine neue Methode zur Konzentrierung tetestet, die Koprézipitation von
Viruspartikeln mit Kalziumphosphat (Morling und Russel, 1995). Fiir die Prézipitation der
Viruspartikel wurden 45 ml Virusiiberstand mit 2 M NaOH auf pH 7,7 eingestellt. Danach
wurde mit 1 M CaCl, eine Endkonzentration von 60 mM eingestellt. Nach einer Inkubation
von 30 min. bei 37 °C wurde das Prézipitat sedimentiert (5 min., 3000 x g, 4 °C). Der
Uberstand wurde anschlieBend dekantiert und das Sediment in 900 ul 100 mM EDTA durch
schiitteln auf dem Rundschiittler gelst (60 min., 200 rpm., 37 °C).

Die dritte Variante war die ,Low Speed“-Zentrifugation. Hierflr wurden 90 ml
Virusiiberstand in drei Rohrchen aufgeteilt, 5 ml PBS zugegeben und iiber Nacht (16
Stunden) zentrifugiert (1000 x g, 4 °C). Nach dem Dekantieren wurden die Proben in jeweils
300 ul X-VIVO 10 Medium aufgenommen.

Um die so konzentrierten Proben auf Infektiositit zu testen, wurden jeweils 10° TF1-
beziehungsweise PLB-985-Zellen pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte in einem Volumen von
900 pl beziehungsweise 800 pl Medium ausgesit. Dazu wurden jeweils 100 pl (1:10)
beziehungsweise 200 ul (1:5) des konzentrierten Virusiiberstandes zugegeben. Die Infektion
wurde dann wie unter 3. 2. 4. beschrieben fortgesetzt. Fiinf Tag nach der Infektion wurde eine

FACS-Analyse durchgefiihrt und die Zellen im Fluoreszenzmikroskop untersucht.
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Die FACS-Analyse ergab fiir die Virusiiberstinde, die mit ,,Low Speed* zentrifugiert wurden,
die hochsten Transduktionsraten mit 90 % und 85 % in TF1-Zellen, die mit 1:5
beziehungsweise 1:10 verdiinntem Virus transduziert wurden. Bei den gleich behandelten
PLB-985-Zellen betrug der Anteil GFP exprimierender Zellen 87 % und 85 %, wenn sie mit
1:5 beziehungsweise 1:10 verdiinnten Viruspartikeln behandelt wurden. Die Zellen, die mit
ultrazentrifugiertem Virusiiberstand transduziert wurden, zeigten durchschnittlich gleiche
Transduktionsraten und nur geringe Unterschiede zwischen den zum Resuspendieren
verwendeten Puffern. Bei den durch Féllung sedimentierten Viruspartikeln war in TF1-Zellen
keine Transduktion und im Fall der PLB-985-Zellen keine représentative Anzahl lebender
Zellen (ca. 2 %) mehr zu detektieren. Die Ergebnisse der FACS-Analyse sind in Tab. 4-6
aufgefiihrt. Eine separate Titerbestimmung wurde nicht vorgenommen. Aus den FACS-Daten
konnte kein aussagekriftiger Titer bestimmt werden, da hierfiir in diesem Experiment hdhere

Verdiinnungen des Viruses notwendig gewesen wéren (S. Stein, personliche Mitteilung).

Tab.4-6.: Zusammenfassung der FACS-Analyse. Die TF1-Zellen und die PLB-985-Zellen wurden mit
Virusiiberstand transduziert, der auf unterschiedliche Weise konzentriert beziehungsweise
resuspendiert wurde. Die FACS-Messung wurde am Tag fiinf durchgefiihrt. (UZ —
Ultrazentrifugation, ,,Low Speed*“ — Zentrifugation bei niedriger Geschwindigkeit; Vorher -

Ausgangsmaterial).

TF1 GFP positiv | GFP positiv |[PLB-985 GFP positiv | GFP positiv
[“0] [“o] [“0] [“0]
1:5 1:10 1:5 1:10

Vorher 25 16 Vorher 17 11

UZ PBS 89 88 UZ PBS 95 93

UZ NTE 90 84 UZ NTE 94 92

UZ NTE™"*" 88 83 UZ NTE™"*" 96 94

Féllung 0,8 0,6 Féllung 91 90

(davon 2 % vital) | (davon 2 % vital)
Low Speed 90 85 Low Speed 87 85

Diese Ergebnisse konnten bei der mikroskopischen Auswertung in dieser Deutlichkeit nicht
bestétigt werden. Die transduzierten TF1-Zellen zeigten zwar eine deutliche Transduktion im
Mikroskop (siche Abb. 4-15), aber nicht in dem Umfang, wie sie durch die FACS-Analyse
bestimmt wurde (siche Abb. 4-13 und 4-14).
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Abb. 4-13: Graphische Darstellungen der FACS-Analyse der TF1-Zellen. Die Zellen wurden fiinf Tage
nach Transduktion im FACS analysiert. (UZ - Ultrazentrifugation).
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Abb. 4-14: Graphische Darstellungen der FACS-Analyse der PLB-985-Zellen. Die Zellen wurden fiinf
Tage nach Transduktion im FACS analysiert. (UZ - Ultrazentrifugation).
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Abb. 4-15: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von transduzierten TF1- und PLB-985-Zellen.
(PLB-985-Zellen transduziert mit ultrazentrifugiertem Virusiiberstand in NTE gelést, A —1:5, B
— 1:10; TF1-Zellen transduziert mit Partikeln, die bei niedriger Geschwindigkeit sedimentiert
wurden, C— 1:10, D — 1:5; TF1-Zellen transduziert mit gefillten Viruspartikeln, E— 1:5).
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4. 1. 3. Transduktion von CD34"-Zellen mit konzentriertem Virusiiberstand

Die Stammzellen des hamatopoetischen Systems sind ruhende Zellen, das heif3t, sie teilen sich
in vitro praktisch nur nach Zugabe definierter Wachstumsfaktoren. Bei den bisher géngigen
retroviralen Vektoren war man auf eine Zellteilung angewiesen, damit die virale DNA im
Wirtsgenom integrieren und so dauerhaft das Transgen exprimieren kann. Mit der Zellteilung
geht jedoch eine Differenzierung der Stammzellen einher, die zu einem zunehmenden Verlust
an Pluripotenz und in Folge dessen zu einer verminderten Repopulierungsfahigkeit fiihrt. Der
Préintegrationskomplex eines Lentivirus kann in einem aktiven Prozel in den Zellkern
vordringen, ohne auf den Zusammenbruch der Kernmembran angewiesen zu sein. Es konnte
bereits gezeigt werden, dall lentivirale Vektoren ruhende Zellen transduzieren konnen
(Naldini, 1996). Um einen moglichst effizienten Gentransfer in hidmatopoetischen
Stammzellen zu erzielen, wurden CD34 -Zellen mit lentiviralen Uberstand transduziert, der

nach den in den vorigen Kapitel aufgefiihrten Methoden angereichert wurde.

4. 1. 3. 1. Transduktion von himatopoetischen Stammzellen mit ultrazentrifugiertem

Virusiiberstand

Nach erfolgreicher Transduktion der promyeloischen Zellinie TF1 sollte getestet werden, ob
ein durch Ultrazentrifugation praparierter Virusiiberstand fiir eine effiziente Transduktion von
Stammzellen geeignet ist. Dafiir wurden etwa 8x10° CD34"-Zellen aus peripherem Blut nach
Lagerung in fliissigem Stickstoff aufgetaut und in zwei gleich grofle Portionen geteilt, wobei
jede in 2 ml X-VIVO 10 Medium aufgenommen wurde. Der eine Teil der Zellen wurde ohne,
der andere Teil mit Zytokinen (SCF [100 ng / ml ], FIt3-L [100 ng / ml ], IL-6 [10 ng / ml ],
IL-3 [10 ng / ml ]) iiber Nacht inkubiert. Der Virusiiberstand - in diesem Fall war pCGWS
(siehe 4. 1. 1.) der Transgenvektor - wurde nach der in Abschnitt (4. 1. 2. 3.) beschriebenen
Methode pripariert. Der Titer des Virusiiberstandes betrug 1x10” IU/ml . Die Stammzellen
wurden dann in einer Zellzahl von 2x10° Zellen pro Vertiefung auf einer Retronectin (Takara)
beschichteten Platte ausgesit. Zu jeweils einem Aliquot der CD34"-Zellen mit und ohne
Vorbehandlung durch Zytokine wurden dann 1 ml Virusiiberstand zugegeben. Dies entspricht
einer MOI von 50 (MOI — ,multiplicity of infection“, [IU/Zelle]), was besagt, da} 50
Viruspartikel pro Zelle im Ansatz vorhanden sind. Die Ansidtze der entsprechenden

Negativkontrolle (mit und ohne Zytokine) wurden nur mit Medium supplementiert. Zu allen
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Ansidtzen wurde 4 pg/ml Protaminsulfat dazugegeben. Die Zellen wurden auch in der
folgenden Inkubation von 18 Stunden entweder mit oder ohne Zytokine kultiviert. Innerhalb
dieses Zeitraums wurde eine Zentrifugation (90 min., 1215 x g, 32 °C) mit anschlieBender
Inkubation (150 min., 37 °C, 5 % CO,) und ein Halbmediumwechsel durchgefiihrt, bevor die
Zellen weiter kultiviert wurden. Danach wurden alle Zellen in Gegenwart von Zytokinen
kultiviert. Drei Tage nach Transduktion erfolgte die Fixierung eines Teils der Zellen fiir die
FACS-Analyse. Einen Tag spéter wurden dariiber hinaus Agarkulturen mit 250, 500 und 750
Zellen pro Schale angesetzt (siche 3. 2. 7. 3.).

Im Fluoreszenzmikroskop waren nur vereinzelt GFP exprimierende Zellen zu beobachten
(siche Abbildung 4-17), wobei die Transduktionseffizienz auf unter 5 % geschédtzt wurde. Die
FACS-Analyse (siche Abbildung 4-16) ergab 64 % Markergen exprimierende Zellen bei
Inkubation ohne Zytokine, und 61 % GFP-Expression fiir die Zellen, die stindig in Gegenwart
von Zytokinen inkubiert wurden. Die Auswertung des Kolonie-Assays (siche Tabelle 4-7)
ergab durchschnittlich 20 % GFP exprimierende Zellen, wobei die geringe Gesamtkoloniezahl

nicht auBler Acht gelassen werden sollte.

Tab. 4-7: Zusammenfassung der Auswertung des Kolonie-Assays. (Transd. — Transduziert, [+] — mit Zytokine, [-
] - ohne Zytokine). Die Anzahl der Kolonien bezieht sich auf die jeweilige Gesamtzahl der gezdihlten
Kolonien, der Anteil an GFP positiven Kolonien steht in Klammern dahinter. Die Klonogenitdt, die den
Anteil populierender Zellen angibt und der Anteil GFP exprimierender Zellen ist jeweils der Mittelwert

der Dreifach-Bestimmung.

Anzahl an Kolonien pro Klonogenitit GFP positive
250 500 750 [%] Kolonien [%]
ausgesite Zellen
Transd. - 4 (1) 16 (1) 18 (2) 24+0,8 14
Transd. + 3(1) 26 (3) 6 (1) 24124 21
Kontrolle - 9(0) 16 (0) 22 (0) 3210,3 0
Kontrolle + 9(0) 12 (0) 18 (0) 2,8+0,7 0
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" Kontrolle (-Zytokine) . Transduziert (-Zytokine)
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Abb. 4-16: Dot-Blot Darstellung der FACS-Analyse der transduzierten CD34 -Zellen drei Tage nach
Transduktion mit lentiviralen Vektoren. Ein Teil der Zellen wurde fiir etwa 40 Stunden ohne Zytokine

kultiviert. Der andere Teil der Zellen wurde seit Beginn der Kultivierung mit Zytokinen supplementiert.

Abb. 4-17: Exemplarisch dargestellt ist die Aufnahme einer GFP positiven Kolonie der Agar-Kultur,
die aus einer CD34"-Zellen hervorgegangen ist. Das Bild wurde 13 Tage nach Ausplattieren

aufgenommen.
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4. 1. 3. 2. Transduktion von CD34"-Zellen mit konzentriertem Virusiiberstand nach

Anionenaustauschchromatographie

Da sich in den vorangegangenen Experimenten zeigte, da Konzentrierung durch
Anionenaustauschchromatographie eine hohere beziehungsweise vergleichbare Anreicherung
von Viruspartikeln erlaubte als die der Ultrazentrifugation, sollte die Transduktionseffizienz
eines solch priparierten Uberstandes auf CD34"-Zellen getestet werden. Dafiir wurden bei —
80 °C gelagerte Stammzellen aus Knochenmark aufgetaut, gewaschen und die Zellzahl
bestimmt. Die 8x10° Zellen wurden zu je 4x10° Zellen aufgeteilt und in jeweils 2 ml X-VIVO
10 Medium aufgenommen. Die eine Hélfte wurde mit Zytokinen supplementiert (SCF
[100ng /ml], F1t3-L [100 ng/ml], IL-3 [20 ng/ml], IL-6 [20 ng/ml]). AnschlieBend wurden die
Zellen vier Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Partikel eines bei —80 °C gelagerten
Virusiiberstandes wurden dann wie in dem unter 4. 1. 2. 4. beschriebenen Experiment durch
Anionenaustauschchromatographie konzentriert, durch Ultrafiltration (Vivaspin 15, 100 kDa)
entsalzt und weiter eingeengt. Ein kleiner Teil des Uberstandes wurde vor und nach der
Konzentrierung entnommen und damit eine Titerbestimmung auf 293T-Zellen durchgefiihrt.
Die mit und ohne Zytokine priinkubierten CD34'-Zellen wurden dann auf je drei
Vertiefungen einer 24-Lochplatte pro Aliquot aufgeteilt. In jeweils ein Loch pro Ansatz
wurde 1,5 ml konzentrierter Virusiiberstand gegeben, in ein zweites dann jeweils 1,5 ml des
1:10 verdiinnten Virus und in die Kontrolle wurde entsprechend 1,5 ml Medium gefiillt. Der
Teil der Zellen, der zuvor schon in Gegenwart von Zytokinen inkubiert wurde, wurde
weiterhin mit Zytokinen supplementiert. Nach Zentrifugation (90 min., 2500 rpm, 32 °C)
wurden die Zellen fiir 150 min. inkubiert und ein Halbmediumwechsel durchgefiihrt. Dann
folgte eine Inkubation iiber Nacht und ein weiterer Austausch der Hilfte des Mediums.
Hierbei wurden alle Zellen mit Zytokinen supplementiert. Nach sieben Tagen erfolgte neben

der Kontrolle im Fluoreszenzmikroskop auch eine FACS-Analyse.

Die Titerbestimmung des eingesetzten Virusiiberstandes ergab einen Titer von 2,3x10° [U/ml
vor und 4,7x10" IU/ml nach der Konzentrierung. Bei der fluoreszenzmikroskopischen
Auswertung zeigte sich, daf} sich die Transduktionseffizienz gegeniiber dem Versuch mit
Ultrazentrifugation auf schitzungsweise 10 — 20 % erhoht hatte (siche Abb. 4-19). Bei dieser
optischen Auswertung konnte fiir die Zellen, die in Gegenwart von Zytokinen kultiviert
wurden, eine hohere Transduktionseffizienz beobachtet werden (siche Abb. 4-19). Dies
bestitigte sich nicht in der anschlieBenden FACS-Analyse. Hier wurden 19 % GFP

exprimierende Zellen ohne Zytokine und 14 % mit Zytokine gemessen, wenn konzentriertes
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Virus verwendet wurde. Wie in Abbildung 4-19 dokumentiert, bewirkt die Gabe von
Zytokinen moglicherweise eine Verschiebung des Fluoreszenzsignals der positiven Zellen zu
hoheren Intensitdten. In diesem Experiment konnte wie im Experiment 4. 1. 2. 7. festgestellt
werden, daB3 die mikroskopisch ermittelte Zunahme an GFP-exprimierenden Zellen im
Zusammenhang mit einer  Verschiebung des  FACS-Signals zu  hoheren

Fluoreszenzintensitéten steht (FL-1 > 100).

Transd. (-Zytok.) 1/10

. Kontrolle (-Zytok.) , [Transd. (-Zytok.)

b
o

Abb. 4-18: Graphische Darstellung der FACS-Analyse der transduzierten CD34 -Zellen. In der
oberen Reihe sind die Dot-Blots der Zellen aufgefiihrt, die ohne Zytokine kultiviert wurden. In
der Reihe darunter die entsprechenden Abbildungen der Zellen, die bereits nach dem Auftauen
in Gegenwart von Zytokinen kultiviert wurden. Die FACS-Analyse erfolgte sieben Tage nach
Transduktion.
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Abb. 4-19: Fluoreszenzaufnahmen der mit konzentriertem und verdiinntem Virusiiberstand infizierten
CD34"-Zellen sieben Tage nach Transduktion. (A — Ohne Zytokingabe bei Prdinkubation und
Infektion, Virus 1:10 verdiinnt, B — wie A, aber Virus konzentriert; C — mit Zytokinen behandelt,

Virus 1:10 verdiinnt, D — wie C, aber konzentriertes Virus).
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4. 1. 3. 3. Transduktion von himatopoetischen Vorliduferzellen mit konzentriertem

Virusiiberstand nach ,,Low Speed*“-Zentrifugation

Die Konzentration durch ,Low Speed“-Zentrifugation iiber Nacht erwies sich als eine
Alternative zu den bereits getesteten Methoden. Auch in diesem Fall wurde die Fahigkeit des
so priparierten Virus, CD34"-Zellen effizient zu transduzieren, getestet. Dafiir wurden
Stammzellen aus peripheren Blut, die in fliissigem Stickstoff gelagert waren, schonend
aufgetaut. Nach dem Waschen wurden sie in 2 ml X-VIVO 10 Medium aufgenommen und
mit Zytokinen supplementiert (SCF [100 ng/ml], F1t3-L [100 ng/ml], TPO [100 ng/ml]). Dann
folgte die Inkubation iiber Nacht im Brutschrank. Parallel dazu wurden 120 ml eines bei
—80 °C gelagerten Virustliberstandes, der mit pCGWS als Transgenvektor generiert wurde,
wie im Abschnitt 4. 1. 2. 7. beschrieben {liber Nacht zentrifugiert (16 Stunden, 1000 x g, 4 °C)
und in 3 ml X-VIVO 10 Medium resuspendiert (2 Stunden, 200 rpm, Raumtemperatur).
Zusatzlich wurden die resuspendierten Partikel filtriert (0,45 pum Filter) um eventuell
vorhandene Verunreinigungen zu entfernen. Von dem Uberstand wurden Aliquots vor
Zentrifugation, nach Zentrifugation und nach 0,45 um Filtration fiir eine Titerbestimmung auf
293T-Zellen eingesetzt. Nach der Zentrifugation wurde parallel zur Resuspension des Viruses
eine Zellzahlbestimmung durchgefiihrt. Jeweils 1,2 x 10° CD34"-Zellen wurden in die
Vertiefungen einer 24-Lochplatte ausgesit. In jeweils vier Locher wurden dann 0,5 ml
konzentrierte Partikel gegeben, zwei Kavitdten wurden als Kontrolle nur mit Medium gefiillt.
Alle Ansédtze wurden mit Zytokinen und 4 pg/ml Protaminsulfat versetzt. Die Infektion
erfolgte dann durch Zentrifugation (90 min., 1215 x g, 32 °C) und 150 min. Inkubation bei
37 °C. Bei zwei Ansdtzen wurde dann der Virusiiberstand nochmals gegen frischen
Virusiiberstand ausgetauscht bevor die Inkubation iiber Nacht fortgesetzt wurde. Fiir einen
Methylzellulose Assay wurden dann pro Ansatz in Triplikaten 1000 Zellen pro Petrischale
(35mm, Greiner) ausgesit. Anschlieend erfolgte ein Austausch von % des Mediums und eine
Fortsetzung der Kultur fiir zwei Tage. Die Zellen wurden gewaschen und eine
Differenzierungskultur angelegt. Dafiir wurden die HSC in Myelocult Medium (Stem Cell
Technologies) aufgenommen und mit Hydrocortison [1 uM], SCF [50 ng/ml] sowie G-CSF
[10 ng/ml] supplementiert. Fiinf Tage nach Infektion wurde eine fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung und weitere neun Tage spdter eine FACS-Analyse der Zellen durchgefiihrt. Fiir
die FACS-Analyse wurden die Zellen mit CD33-Antikérper markiert. CD33 ist ein

transmembranes Glycoprotein, das auf Monozyten und Granulozyten sowie deren Vorldufer
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présent ist, jedoch nicht auf sehr frithen Vorlduferzellen. Am darauf folgenden Tag wurde der

Kolonie-Assay ausgewertet.

Die Titerbestimmung ergab fiir Virusiiberstand vor Zentrifugation 3 x 10* IU/ml, nach
Zentrifugation erhohte sich der Titer auf 5,3 x 10° IU/ml. Die zusitzliche Filtration fithrte zu
einer Abnahme der Partikelzahl auf 3 x 10° IU/ml. Damit ergibt sich fiir dieses
Transduktionsexperiment nur eine MOI von 1,25. Dies ist gemessen an den vorherigen
CD34"-Versuchen (MOI 50 bei Ultrazentrifugation und MOI = 500 bei Fractoflow®) extrem
gering. Bei den HSCs wurde schon nach der Priainkubation eine schlechter Zustand der Zellen
festgestellt. So wurden in der Zellzahlbestimmung von den 2x10° eingefrorenen Zellen,
lediglich 1,2x10° lebende Zellen detektiert. Im Fluoreszenzmikroskop wurde eine hohe GFP-
Expression beobachtet, wobei jedoch eine Vielzahl der exprimierenden Zellen tot war (siche
Abb. 4-19). In der FACS-Analyse wurden durchschnittlich 80 - 90 % CD33 exprimierende
Zellen gemessen. Von den einmal transduzierten Zellen zeigten rund 10 % eine GFP-
Expression. Nach zweimaliger Transduktion betrug der Anteil GFP-positiver Zellen 14 %.
Die Daten sind in einer Dot-Blot Auftragung in Abb. 4-21 dargestellt. Im Kolonie-Assay
erwiesen sich durchschnittlich 10 % der Zellen als klonogen. In diesem Assay zeigten 10 %
der einmal und 14 % der zweimal infizierten koloniebildenden Zellen eine Expression von
GFP. Die Ergebnisse des klonalen Assays in semisolidem Medium sind in Tabelle 4-8

zusammengefalit.

Tab. 4-8: Auswertung des Methylzellulose-Assays. Die Gesamtkoloniezahl umfaf3t alle bei Durchlicht
gezihlten Kolonien (Mittelwert der Dreifachbestimmung + Standardabweichung). Die
Klonogenitdt errechnet sich aus der Anzahl der gebildeten Kolonien in Relation zu den
ausgesdten Zellen (1000 Zellen/Petrischale). Die Transduktionseffizienz ist der prozentuale

Anteil positiver Kolonien an der Gesamtzahl der Kolonien.

Koloniezahl Positive Klonogenitdt | Transduktionseffizienz
gesamt Kolonien [%] [%]
Kontrolle 96+ 11 0 9,6 0
1 x infiziert 113+33 11+£7 11,3 9,7
2 x infiziert 118 +23 17+6 11,8 14,4
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1x transduziert
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Abb. 4-20: Aufnahmen der einmal (obere Reihe) beziehungsweise zweimal (untere Reihe)
transduzierten CD34"-Zellen. Die Bilder wurden fiinf Tage nach Transduktion angefertigt. Die
Stammzellen wurden iiber Nacht in zytokinhaltigem Medium prdinkubiert. Nach zwei Tagen
wurde von den Zellen eine Differenzierungskultur angelegt.
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Abb. 4-21: Dot-Blot Darstellung der FACS-Ergebnisse der transduzierten Zellen. Aufgetragen ist das
Fluoreszenzsignal der CD33-Markierung gegen die Fluoreszenz, die von GFP hervorgerufen
wird. Die Auswertung der Quadranten ist in der jeweiligen Abbildung oben links in Prozent
angegeben. Die FACS-Analyse erfolgte 14 Tage nach Transduktion.
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4. 1. 3. 4. Vergleich verschiedener Methoden zur Konzentrierung von Viruspartikeln in

Bezug auf die Transduktionseffizienz von CD34"-Zellen

Nach der Etablierung verschiedener Methoden zur Konzentrierung von Virus, sollte in
parallel durchgefiihrten Experimenten direkt miteinander verglichen werden, ob diese
Methoden qualitative und quantitative Unterschiede in Bezug auf die Transduktionseffizienz

von CD34"-Zellen zeigen.

Fiir die Untersuchung wurden fiinf subkonfluente Zellkulturflaschen (T175, Greiner) mit
ausplattierten 293T-Zellen transfiziert und dreimal Virusiiberstand innerhalb von 48 Stunden
gesammelt. Nach Abtrennung von Zellen und Zelltriimmern wurden die insgesamt 300 ml
Uberstand in drei Portionen zu je 100 ml aufgeteilt. Die Anteile wurden dann mittels ,,Low
Speed‘‘-Zentrifugation, Ultrazentrifugation oder Fractoflow® auf 1,5 ml konzentriert. Die aus
peripherem Blut stammenden CD34'-Zellen wurden am Abend vor der Transduktion in
Kultur genommen und auf eine Zellzahl von 10° Zellen / ml eingestellt. Am folgenden Tag
wurden die Zellen in einer Zellzahl von 10° Zellen pro Kavitit in einer mit Retronectin
(Takara) beschichteten 24-Lochplatte in einem geringen Volumen ausgesit. Dazu wurde in
jeweils eine Vertiefung 500 pl konzentriertes Virus, nicht-konzentriertes Virus und Medium
fiir die Kontrolle zugegeben. Die Platte wurde zundchst zentrifugiert (90 min., 2500 rpm, 32
°C) und dann tiber Nacht in Gegenwart des Viruses inkubiert (37 °C, 5 % CO,). Parallel dazu
wurden TF1 zur Kontrolle ebenfalls mit 0,5 ml Uberstand infiziert und sowohl eine
Titerbestimmung auf 293 T angesetzt als auch der Titer mittels TagMan-PCR bestimmt. Einen
Tag spiter wurden % des Mediums ausgetauscht. Da die CD34"-Zellen in keinem guten
Zustand waren, wurde am darauf folgenden Tag ein kompletter Wechsel des Mediums
vorgenommen. Nach fiinf Tagen wurde die Titerbestimmung ausgezéhlt und zwei Tage spéter

eine FACS Analyse der transduzierten Zellen durchgefiihrt.

Die Titerbestimmung auf 293T-Zellen ergab fiir den mittels ,,Low Speed“ konzentrierten
Virusiiberstand den héchsten Titer mit 5,0 + 0,7 x10° TU/ml . Mit Ultrazentrifugation wurde
ein Wert von 3,8 + 1,2 x10® IU/ml und mit Fractoflow® einer von 7,3 + 3,9 x10’ TU/ml
ermittelt. Der Titer, der iiber TagMan-PCR bestimmt wird, mif3t die Anzahl der RNA-Genom
Kopien im Uberstand und ermittelt somit eine quantitative Anzahl der produzierten Partikel.
Im Gegensatz dazu, gibt der auf Zellen bestimmte Titer die Anzahl der infektiosen Partikel
und somit den ,,biologischen* Titer wieder. Die hochsten Titer, die {iber TagMan-PCR

ermittelt wurden, enthielten jeweils 2,0 = 0,1 beziehungsweise 2,0 £ 0,5 x10° Partikel/ml
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(P/ml) und wurden mittels Ultrazentrifugation beziehungsweise Fractoflow® konzentriert.
Fiir die Anreicherung von Partikeln mittels ,,Low Speed“-Zentrifugation wurden 1,6 £ 0,3
x10° P/ml detektiert. Die Ergebnisse der Titerbestimmung sind in nachstehender Tabelle

zusammengefalit.

Tab. 4-9: Ergebnisse der Titerbestimmungen auf 293T-Zellen (biologischer Titer) und mittels
TagMan-PCR (quantitativer Titer). Der biologische Titer (IU/m) wurde in Duplikaten, der
quantitative Titer (Partikel/ml) in Triplikaten bestimmt. Der Fehler ergibt sich aus der
Standardabweichung. (KF — Konzentrierungsfaktor).

Zellpopulation Titer KF Y Partikel Ausbeute
[IU/ml] bzw. [P/ml] [IU] [%]
Biologischer Titer
Vor Konzentrierung 9,3+2,5x 10° 1 9,3+2,5x10° 100
,.Low Speed* Zent. 50+0,7x 10° 54 7,5+ 1,1x10° 81
Ultrazentrifugation 3,8+12x10° 41 5,7+ 1,8x10° 61
Fractoflow® 7,3+3,9x 10’ 8 1,1 £0,6 x10* 12
Quantitativer Titer
Vor Konzentrierung 71+1,7x 10 1 7,1£1,7x10° 100
,,Low Speed” Zent. 1,6 +0,3 x 10° 23 2,4+0,5x10° 34
Ultrazentrifugation 2,0+0,1x10° 28 3,0+£0,3x10° 42
Fractoflow® 2,0£0,5x 10° 28 3,0+ 0,8 x10 42

In der FACS-Analyse zeigte sich, daB 25 % der CD34'-Zellen, die mit unkonzentriertem
Virusiiberstand transduziert wurden, GFP exprimierten. Bei Zellen, die mit Fractoflow®
konzentriertem Uberstand infiziert wurden, konnte ein Anteil von 21 % GFP positiver Zellen
bestimmt werden. In der FACS-Messung zeigten 85 % der Zellen, die mit zentrifugiertem
(,Low Speed“-Zentrifugation) Virusiiberstand infiziert wurden und 97 % der mit
ultrazentrifugiertem Uberstand behandelten Zellen, eine GFP-Expression. Diese Ergebnisse
korrelieren nicht mit der optischen Auswertung im Fluoreszenzmikroskop, bei der eine starke,
teilweise diffuse Fluoreszenz beobachtet wurde. Die Daten der FACS-Analyse der
transduzierten CD34 -Zellen sind in Abb. 4-22 dargestellt. Die FACS-Analyse der TF1-
Zellen hingegen entsprach den Erwartungen nach optischer Auswertung im
Fluoreszenzmikroskop. Hier zeigten 91 — 97 % der transduzierten Zellen eine GFP-

Expression. Die entsprechenden Daten sind in Abbildung 4-23 dargestellt.
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Abb. 4-22: Dot-Blot Darstellung transduzierter CD34"-Zellen. Die FACS-Analyse wurde sieben Tage
nach Transduktion durchgefiihrt.
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Abb. 4-23: Dot-Blot Darstellung transduzierterTF I-Zellen. Die FACS-Analyse wurde sieben Tage
nach Transduktion durchgefiihrt.

Im Gegensatz zur FACS-Analyse konnte im Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden, daf3

sich die CD34'-Stammzellen mit nicht-konzentriertem und mittels Fractoflow®
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konzentriertem Virusiiberstand am Besten transduzieren lieBen. Die Zellen, die mit durch
,»Low Speed“-Zentrifugation sedimentierten Viruspartikeln transduziert wurden, zeigten die
optisch schlechteste Transduktionseffizienz. Auffdllig war hier das Auftreten einer
Hintergrundfluoreszenz, die keine scharfen Konturen einer Zelle besal3, sondern ein diffuses
Erscheinungsbild zeigte. Das gleiche Phdanomen trat auch bei den mit ultrazentrifugierten
Uberstand transduzierten Stammzellen auf, wenngleich hier die Hintergrundfluoreszenz etwas
andere Konturen zeigte. Die optische Auswertung im Fluoreszenzmikroskop ist in Abbildung
4-24 dargestellt. Die zur Kontrolle transduzierten TF1-Zellen zeigten zu tiber 95 %
(Schatzwert) eine GFP-Expression. Aufgrund des sehr hohen Titers vor der Konzentrierung
ist bei den Zellen, die mit dem urspriinglich geernteten Virusiiberstand transduziert wurden,
ein sehr effizienter Gentransfer erfolgt. Deshalb ist der Effekt der Konzentrierung bei den
Zellen, die mit angereicherten Partikeln infiziert wurden, nicht so deutlich. Die transduzierten

TF1-Zellen sind in Abbildung 4-25 dargestellt.
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4-24: Fluoreszenzmikroskopische Kontrolle der mit konzentriertem und unkonzentriertem
Virusiiberstand transduzierten CD34 -Zellen. Die Aufnahmen wurden fiinf Tage nach

Transduktion angefertigt. (A — Virusiiberstand vor der Konzentrierung, B — Zentrifugation, C —
Ultrazentrifugation, D — Fractoflow®).
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Abb. 4-25: Fluoreszenzmikroskopische Kontrolle der mit konzentriertem und unkonzentriertem

Virusiiberstand transduzierten TF1-Zellen. Die Aufnahmen wurden fiinf Tage nach Infektion der

B — Zentrifugation, C —

Zellen angefertigt. (A — Virusiiberstand vor der Konzentrierung,

Ultrazentrifugation, D — Fractoflow®).
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Das Auftreten der diffusen Fluoreszenz in den zentrifugierten und ultrazentrifugierten
Uberstinden war AnlaB, die Zellen mikroskopisch niher zu untersuchen. Bei stirkerer
Vergroflerung zeigten die Konzentrate der durch Zentrifugation sedimentierten Partikel
Riickstinde unbekannter Zusammensetzung (Abb. 4-26), wihrend bei dem mittels
Fractoflow® angereichertem Virus keine Kontaminationen detektiert werden konnten. Durch
»Low Speed“-Zentrifugation bildeten sich grobere, eher flichige Partikel, wihrend durch
Ultrazentrifugation feinere, eher kornige Partikel zuriickblieben. Im Zusammenhang damit

wurde auch eine Hintergrundfluoreszenz beobachtet.

A B C

Abb. 4-26: Mikroskopische Aufnahmen der durch Konzentrierung hervorgerufenen Verunreinigungen
im Virusiiberstand. Aufgenommen in 40facher Vergrioferung fiinf Tage nach Transduktion der
CD34"-Zellen. (A — ,,Low Speed “-Zentrifugation, B — Ultrazentrifugation, C — Fractoflow®).

Zellen sind mit Pfeilen gekennzeichnet, die Riickstinde durch Kreise hervorgehoben.
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4. 2. Rekonstitution der NADPH-Oxidase Aktivitit durch Transduktion mit

lentiviralen gp91°"**-Vektoren

Die chronische Granulomatose (CGD) ist ein angeborener Defekt der phagozytierenden
Leukozyten, durch den die membran-assoziierte NADPH-Oxidase gar keine beziehungsweise
eine nicht ausreichende Menge antimikrobiell wirksamer Superoxide produzieren kann (Zhen
et al., 1993). Die Folge ist eine erhohte Anfélligkeit der Patienten fiir bakterielle Infekte und
Pilzerkrankungen. In 65 % der CGD-Erkrankungen ist die auf dem X-Chromosom kodierte
gp91P"**_Untereinheit von Mutationen betroffen (X-CGD). Betroffene Patienten erleiden
wiederholt lebensbedrohliche Infektionen wund haben eine drastisch reduzierte

Lebenserwartung (Curnutte, 1993).

Der fiir eine substitutionelle Gentherapie geeignete Vektor sollte das therapeutische Gen {iber
einen langen Zeitraum, idealerweise ein Leben lang, exprimieren. Dariiber hinaus sollte die
Integration des Transgens mit einer hohen Rekonstitutionsrate funktioneller NADPH-Oxidase
verbunden sein. Aulerdem muf} das Vektorsystem Viruspartikel produzieren, die frithe, noch
pluripotente Stammzellen mit der groBtmoglichen Effizienz infizieren konnen. Unter
Berticksichtigung dieser Kriterien wurden im zweiten Teil der Arbeit verschiedene Vektoren

konstruiert und getestet.

X-CGD PLB-985-Zellen sind ein in vitro Modell der X-chromosomalen chronischen
Granulomatose. Hierfiir wurde via homologe Rekombination in PLB-985, eine humane
promyeloische Zellinie, das gp91™™™ Gen gezielt ausgeschaltet (Zhen et al., 1993). Dariiber
hinaus konnen die Zellen durch Kultivierung fiir fiinf bis sechs Tage in Medium mit 0,5 %

DMF unter anderem zu Granulozyten ausdifferenziert werden.

Fiir die molekularbiologischen Untersuchungen und die funktionellen Assays wurden jeweils
10° X-CGD PLB-985-Zellen mit 20fach konzentriertem Virusiiberstand und 4pg/ml
Protaminsulfat transduziert. Nach einem Mediumwechsel wurden die Zellen expandiert und
fiir die Assays eine entsprechende Zellzahl durch Gabe von 0,5 % DMF ausdifferenziert. Mit
den ausdifferenzierten Granulozyten konnten dann die Rekonstitutionsexperimente, die
FACS-Messung und die Westernblot Analyse durchgefiihrt werden. Fiir den Nachweis der
Integration wurde aus nicht-differenzierten Zellen genomische DNA isoliert und mittels PCR

mit gp91°"* Oligos untersucht.
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4. 2. 1. Konstruktion der lentiviralen Vektoren pSIN2-CMV-gp91 und pSIN2-CMV-
gp91-WPRE

Zunichst wurde der Vektor pCgp91IGWS konstruiert. Hierfiir wurde das gp91P"*-Gen aus
dem Vektor MgSLAS (siehe Abb. 4-27) mittels PCR amplifiziert, wobei die als Primer
eingesetzten Oligonukleotide mit einer 3¢ liegenden Xho I - und einer 5° liegenden BamH 1
Schnittstelle ausgestattet wurden. Das PCR-Produkt konnte somit iiber diese
Restriktionsschnittstellen in den pCIGWS Vektor (siche Abschnitt 4. 1. 1.) in die multiple
Klonierungsstelle (MCS) zwischen den CMV-Promotor und der IRES (,,internal ribosomal
entry site”) eingebaut werden. Erste Tests mit diesem Vektor zeigten jedoch nur eine
unregelmiflige GFP-Expression, und es konnte auch in funktionellen Untersuchungen keine
Rekonstitution beobachtet werden. Eine Integration der viralen DNA konnte jedoch
nachgewiesen werden. Aufgrund der schlechten Ergebnisse der Vorversuche wurde der

parallel dazu entwickelte Vektor pSIN2-CMV-gp91 weiter verwendet und modifiziert.

LTR gp91°hex ALNGFR LTR

[ [ SFFV
MSCV o sa

pMgSLAS
Abb. 4-27: Darstellung des retroviralen Vektors MgSLAS.

Ausgehend vom lentiviralen Vektor pSIN2-CMV-LacZ (R. Zuffrey, Universitidt Genf) wurde
das Markergen lacZ tiber Restriktionsendonuklease-Verdau mit BamH I und Kpn I entfernt.
Dafiir wurde das therapeutische Gen gp91°"* iiber die gleichen Schnittstellen eingebaut (S.
Wasser, Kinderspital Ziirich). Das etwa 1750 bp umfassende Gen wurde mittels PCR aus dem
Plasmid MgSLAS (S. Becker, GSH Frankfurt a. M.) amplifiziert, wobei 5° eine BamH I

Schnittstelle und 3¢ eine Kpn I Schnittstelle generiert wurde.

Clal BamH I KpnI

k4 RRE

ga
! H saI

LTR CMV gp91Phex ALTR pSIN2-CMV-gp91Ph*

Abb. 4-28: Konstruktion des pSIN2-CMV-gp91°"* Vektors.
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In das pSIN2-CMV-gp91°"* Konstrukt wurde zusitzlich die Sequenz fir WPRE (vgl. 4. 1.
1.) eingebaut. Hierdurch sollte die Expression erhoht und somit auch die Rekonstitutionsrate
der NADPH-Oxidase gesteigert werden. Dazu wurde der Vektor zunichst mit Kpn I ge6ffnet
und die iiberstehenden Enden mit T4-DNA-Polymerase abgebaut. Parallel dazu wurde aus
dem pCGWS Vektor mit EcoR I die etwa 600 bp grole WPRE-Sequenz herausgeschnitten
und die tliberstehenden Enden durch Behandlung mit Klenow-Fragment aufgefiillt. Das so

behandelte Fragment wurde iiber Gelelution gereinigt und in einer Ligation eingesetzt.

Clal BamHI FcﬂRl I Kpnl
v
LTR | ga | RRE I emy gp9 1P l..{ ALTR
d sa

S
pSIN2-CMV-gp9 1P WPRE

pSIN2-CMV-gp9 1P

EcoR 1 EcoR 1

L] wpre |
X Clal BamHI F,can T EcoR 1
¥ RRE
LTR ga H CMV gp91™* L I WPRE ALTR
sd sa

pSIN2-CMV-gp91""*-WPRE

Abb.4-29: Konstruktion des pSIN2-CMV-gp91""**-WPRE Vektors (pCMV-gp91-WPRE).

Beide Konstrukte wurden in der myeloischen Modellzellinie X-CGD PLB-985 getestet.
Neben den funktionellen Analysen wurde auch die Expression im FACS, die Integration iiber
PCR auf genomischer DNA und das Protein immunologisch nachgewiesen. Dariiber hinaus
wurden Zellen mit retroviralem Virusiiberstand einer etablierten ,,Producer“-Zellinie

transduziert.

Der lentivirale Virusiiberstand wurde, wie unter 3. 2. 2. beschrieben produziert. Der
retrovirale Virusiiberstand wurde mit Hilfe der ,,Producer*“-Zellinie PG13iMgSLAS (generiert
von H. Knoef3, GSH Frankfurt a. M.) hergestellt. Diese Zellinie ist mit drei Konstrukten stabil
transformiert. Zum einen enthilt sie das MgSLAS Konstrukt als integriertes Provirus und zum
anderen die Informationen fiir gag und pol des MoMuLV sowie das env-Gen des GALV
(,,gibbon ape leukemia virus“). Von einer subkonfluenten Kultur wurde nach

Medienreduktion Virusiiberstand gesammelt. Die gesammelten retroviralen und lentiviralen
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Uberstinde wurden mit Hilfe von Vivaspinl5 Ultrafiltrationseinheiten (Vivascience, 100 kDa
Ausschlu3grenze) auf etwa 1/10 bis 1/20 des Ausgangsvolumens konzentriert und die
Infektion wie unter 3. 2. 4. beschrieben durchgefiihrt. Nach Expansion der Zellen wurde ein
Teil der Zellen in Medium mit 0,5 % DMF fiir fiinf bis sechs Tage ausdifferenziert.
AnschlieBend wurden die funktionellen Assays, die FACS-Markierung und mit die Lysate fiir
den immunologischen Nachweis im Westernblot am gleichen Tag und der gleichen
Population durchgefiihrt. Der semiquantitative Nachweis der Integration des Provirus durch
PCR-Analyse erfolgte mit genomischer DNA, die aus nicht differenzierten Zellen isoliert

wurde.

4. 2. 2. Semiquantitativer Integrationsnachweis des gp91°"**-Transgens

Mit der semiquantitativen Integrationsanalyse soll die erfolgreiche Integration der viralen

phox in der transduzierten

cDNA nachgewiesen und die relative Anzahl an Genkopien von gp91
Mischpopulation der Zellen abgeschitzt werden. Hierfiir wurde genomische DNA aus nicht
differenzierten Zellen isoliert. Die PCR erfolgte wie unter 3. 2. 8. 5. beschrieben (Primerpaar
R12P6MgSLAS). Die genomische DNA wurde zuvor auf eine Konzentration von 100 ng/ pul
eingestellt, diese wurde spektralphotometrisch iiberpriift. Als Vergleichsstandard wurde
Plasmid-DNA des pSIN2-CMV-gp91P"*-WPRE-Vektors so verdiinnt eingesetzt, daB sie
einer, zwei und fiinf Kopien pro Zelle entsprach (siehe 3. 2. 8. 5.). Der Standard wurde mit 1
ng genomischer DNA aus 293T-Zellen supplementiert. Zusétzlich wurden 10 pg Plasmid
ohne Zusatz von genomischer DNA als Positivkontrolle fiir die PCR verwendet. Auf einem
1 %igem Agarosegel wurde dann ein Fiinftel des Ansatzes aufgetragen. Zur Kontrolle wurde
ein identischer PCR-Ansatz mit der gleichen Menge an genomischer DNA untersucht, in dem
ein Fragment des GAPDH-Gens als Zielsequenz amplifiziert wurde. GAPDH wird
standardmdflig in solchen semiquantitativen Analysen als Zielsequenz zur Normierung
herangezogen, weil es zu den sogenannten ,,house-keeping* Genen gehort, die in jeder Zelle

unabhingig vom Zelltyp exprimiert werden.

Bei der semiquantitativen Analyse konnte in der genomischen DNA fiir nicht transduzierte X-
CGD PLB-985 und PLB-985 Wildtyp-Zellen keine gp91°"**-Bande im Elektrophoresegel
nachgewiesen werden (siche Abb. 4-30 Spur 1 und 2). Der PCR-Ansatz mit genomischer
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DNA aus retroviral (MgSLAS) transduzierten Zellen zeigte eine schwache Bande, die in der
Intensitét vergleichbar war mit der Bande des Standards, die einer Integration pro Zelle in der
Gesamtpopulation entsprach (Abb. 4-30 Spur 3). Die Intensitidt der Banden der lentiviral
(pSIN2-CMV-gp91P"**, pSIN2-CMV-gp91""*WPRE) transduzierten Zellen war gleich
beziehungsweise hoher, als die des Standards fiir fiinf Kopien (Abb. 4-30 Spur 4 und 5).
Rechts neben den Proben wurden die Kontrollen aufgetragen. Der GAPDH-Standard zeigte,

daB gleiche Mengen an genomischer DNA eingesetzt wurden.

Proben Kopien pro Zelle Kontrollen

1 2 3 4 5 Ix 2x 5x + H,O

gp91phex PCR

GAPDH Standard
A

Proben:
bp 1 - PLB 985
2 - X-CGD PLB 985
1000 — 3 - MgSLAS
= 4 - pSIN2-CMV-gp9 1phox
400 — 5 - pSIN2-CMV-gp9 1phox-WPRE

Abb.4-30: Semiquantitative PCR-Analyse mit genomischer DNA aus transduzierten Zellen und den
entsprechenden Kontrollpopulationen. Fiir die PCR wurde von jeder Probe 1 ug genomische
DNA eingesetzt. Der Mengen-Standard wurde mit 1 ug genomischer DNA aus 293T-Zellen
versetzt. Die Amplifikation umfafite 30 Zyklen. Der GAPDH-Standard entstand unter gleichen
Bedingungen. (1. PLB-985, 2. X-CGD PLB-985, 3. MgSLAS, 4. CMV-gp91”"™, 5. CMV-
gp91""*-WPRE).
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4. 2. 3. Westernblot Analyse der Expression des gp91°"**-Proteins

In der Westernblot Analyse sollte untersucht werden, ob die unterschiedliche Anzahl an
Kopien integrierter, viraler cDNA (siche 4. 2. 2.) im Wirtsgenom auch auf Ebene der
Expression Auswirkungen zeigt. Fiir Hinweise auf die Expressionsstirke wurden von
transduzierten Zellen sowie den entsprechenden Kontrollen nach sechs Tagen
Differenzierungskultur Lysate hergestellt (siche 3. 2. 8. 4.). Dafiir wurden 5x10° bis 1x10’
Zellen verwendet, die aus einer Population ausdifferenzierter Zellen stammten, mit der
sowohl der Westernblot als auch die FACS-Analyse und die funktionellen Assays
durchgefiihrt wurden. Die Gesamtmenge an Protein wurde in einem Bradford-Test (siche 3. 8.
2. 4.) bestimmt. Auf ein 10 %iges SDS-Polyacrylamidgel wurden dann 40 pg Gesamtprotein
pro Probe aufgetragen und anschlieBend auf eine PVDF-Membran geblottet (3. 8. 2. 4.). Fiir
den immunlogischen Nachweis (3. 8. 2. 4.) wurde ein 1:1000 verdiinnter monoklonaler

1 phox

Antikorper gegen humanes gp9 verwendet (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von

A. Gorlach, Universitétsklinik Frankfurt).

Im Westernblot konnte fiir die X-CGD PLB-985-Zellen erwartungsgeméal keine Expression
der gp91P"*-Untereinheit nachgewiesen werden (sieche Abb. 4-31 Spur 1). Bei den PLB-985
Wildtyp-Zellen hingegen konnte der fiir den verwendeten Antikorper charakteristische diffuse
Bande iiber einen Bereich von etwa 75 bis etwa 91 kDa (Roos et al., 1996) sowie eine Bande
des Proteins um 56 kDa (A. Gorlach, personliche Mitteilung) detektiert werden (siche Abb. 4-
31 Spur 2). Die MgSLAS transduzierten Zellen zeigten insgesamt schwéchere Banden (sieche
Abb. 4-31 Spur 3) als die Wildtyp-Zellen. Das stirkste Signal wurde bei den lentiviral
transduzierten Zellen erhalten (sieche Abb. 4-31 Spur 4 und 5). Die Intensitéit des Signals war
hier um ein vielfaches stirker als die der Wildtyp-Zellen. Die Bande um 56 kDa zeigte bei
dem WPRE-Konstrukt die geringste Intensitdt (Abb. 4-31 Spur 5).
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kDa

175 —

83 — gp91phox

62 —
< 56kD

47,5 —

325 —

Abb. 4-31: Westernblot der transduzierten Zellen, sowie der X-CGD PLB-985 (Negativkontrolle) und
der PLB-985 Wildtyp-Zellen (Positivkontrolle). Aufgetragen wurde eine Menge von 40 ug
Protein pro Spur. Die Proteinmenge wurde in einem Bradford-Test bestimmt. Der
immunologische Nachweis erfolgte mit einem 1:1000 verdiinnten monoklonalen Antikorper
(etwa 300 ug/ml). (1. X-CGD PLB-985, 2. PLB-985 Wildtypzellen; X-CGD PLB-985
transduziert mit 3. MgSLAS, 4. CMV-gp91”"*, 5. CMV-gp91""**-WPRE).
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4. 2. 4. Analyse der Expression mittels FACS

Um die in den molekularbiologischen Untersuchungen erhaltenen Daten genauer zu

charakterisieren, wurde der Anteil an gp91°™*

exprimierenden Zellen durch FACS-Analyse
ermittelt. Zwei unabhédngig voneinander generierte Populationen von transduzierten Zellen
wurden zundchst fiir fiinf Tage ausdifferenziert. Dabei wurden in einem Experiment X-CGD-
PLB Zellen mit Virusiiberstand behandelt, der zum einen mit pSIN2-CMV-gp91°"* und zum
anderen mit pSIN2-CMV-gp91P"*WPRE als Transgenvektor generiert wurde (Transduktion
A). In einem zweiten, unabhingigen Experiment wurde neben den oben beschriebenen
lentiviralen Virusiiberstand auch retroviraler Virusiiberstand fiir die Infektionen der X-CGD
Modellzellinie verwendet (Transduktion B). Mit den ausdifferenzierten Populationen der
Transduktion A und B wurden dann die Lysate fiir den Westernblot (siche 4. 2. 3.) hergestellt
und die FACS-Analyse sowie die funktionellen Assays durchgefiihrt. Fiir die
durchfluBBzytometrische Messung wurden die Zellen zundchst mit Maus-Antikorper markiert,
der gegen ein Epitop im extrazelluliren Bereich der gp91P"* Untereinheit gerichtet ist
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von K. Nemet, Ungarn). Als Zweitantikdrper wurde
ein PE-konjugierter Ratte-Anti-Maus-Antikorper verwendet. Die Markierung erfolgte wie

unter 3. 2. 6. 2. beschrieben.

Die FACS-Analyse der Zellen aus Transduktion A ergab, dal 34 % der mit pSIN2-CMV-
gp91™™* und 32 % der mit pSIN2-CMV-gp91P"*-WPRE infizierten Zellen gp91P"™
exprimierten. Fiir die X-CGD PLB-985-Zellen konnte keine Expression nachgewiesen
werden. Die PLB-985 Wildtyp-Zellen zeigten 91 % Expression der NADPH-Oxidase
Untereinheit. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-32 graphisch dargestellt.

In der Negativkontrolle (nicht transduzierte X-CGD PLB) von Transduktion B konnte keine
Expression von gp91°"* detektiert werden. Im Gegensatz dazu exprimierten 68 % der Zellen
der Positivkontrolle (PLB-985 Wildtyp-Zellen) gp91°™*. Fiir die transduzierten X-CGD PLB-
985-Zellen wurden unterschiedliche Expressionsraten gemessen. So exprimierten 30 % der
retroviral transduzierten (MgSLAS) Zellen gp91™™, wohingegen 20 % (CMV-gp91P"®)
bezichungsweise 14 % (CMV-gp91""*-WPRE) der mit lentiviralem Uberstand behandelten
Zellen die Expression des Transgens zeigten. In Abbildung 4-32 sind die Ergebnisse als Dot-
Blot Graphik dargestellt. Dabei wurden wie bei Transduktion A die Fluoreszenzintensitdten

des ersten (FL1) und des zweiten (FL2) MefB3kanals gegeneinander aufgetragen.
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Abb. 4-32: FACS-Analyse der gp91”"™-exprimierenden Zellen der Transduktionen A und B. Die X-

CGD PLB-985-Zellen wurden mit

Uberstinden

infiziert, die mit

unterschiedlichen

Transgenvektoren generiert wurden. Nach Expansion der transduzierten Zellen wurden diese in
Medium mit 0,5 % DMF ausdifferenziert. fiinf Tage spdter wurde die FACS-Markierung

angesetzt.
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4. 2. 5. Funktionelle Rekonstitution der NADPH-Oxidase Aktivitit

Mit Hilfe der X-CGD PLB-985 Modellzellinie  (Zhen et al., 1993) sollte die
Rekonstitutionsfahigkeit der NADPH-Oxidase nach Transduktion eines intakten gp91P"*-
Gens in Zellen dieser Zellinie getestet werden. Dazu wurden unterschiedliche virale
Konstrukte verwendet (sieche 4. 2. 1.). Nach erfolgter Transduktion muliten die Zellen zu
Granulozyten ausdifferenziert werden. Dann konnte die funktionelle Rekonstitution des
Enzymkomplexes nach Stimulation mit PMA durch Nachweis von Sauerstoffradikalbildung

verfolgt werden.

Fiir die Rekonstitutionsversuche wurden jeweils 10° X-CGD PLB-985- Zellen mit 20fach
konzentriertem Virusiiberstand und 4 pg/ml Protaminsulfat transduziert. Hierbei dienten die
nicht transduzierten X-CGD PLB-985 als Negativ- und die PLB-985 Wildtyp-Zellen als
Positivkontrolle. Dafiir wurden die Transduktionsansidtze zunéchst zentrifugiert (90 min.,
1215 x g, 32 °C) und anschlieBend fiir 2,5 Stunden beziehungsweise iiber Nacht inkubiert.
Nach einem Mediumwechsel wurden die Zellen expandiert und fiir den Assay eine
entsprechende Zellzahl durch Gabe von 0,5 % DMF zur Differenzierung gebracht. Mit den
ausdifferenzierten Zellen konnten neben den molekularbiologischen Untersuchungen auch die

funktionellen Analysen durchgefiihrt werden.

4. 2.5. 1. Chemilumineszenz-Assay der lentiviral transduzierten Modellzellinie

Die NADPH-Oxidase als ein Multi-Komponenten System ist in der Lage, molekularen

Sauerstoff in das freie Superoxid-Anion Radikal O,” umzusetzen, gemél der Gleichung:
NADPH+20, — NADP" +H" +20," (Porter, 1992)

Phagozytierende Zellen erkennen und antworten auf eine ganze Reihe von Stimuli
einschlieBlich opsonisierter Mikroorganismen, chemotaktischer Peptide, Immunkomplexen
und ungesittigter Fettsduren (Mayo, 1990). Werden die Zellen beispielsweise mit PMA
stimuliert, kommt es zur Bildung der Sauerstoffradikale, die mit zugesetztem Luminol
reagieren. Die in dieser Reaktion frei werdende Energie wird in Form von Chemilumineszenz
abgegeben, die mit einem Luminometer gemessen werden kann. Diese Methode ist sensitiver

als vergleichsweise die Umsetzung von Zytochrom c.
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Der Test wurde, wie unter 3. 2. 8. 1. beschriecben mit den Zellpopulationen der
Transduktionen A und B (siehe 4. 2. 4.) durchgefiihrt. Die Proben der Transduktion A wurden
in einer Vierfach-, die Proben der Transduktion B in einer Doppelbestimmung gemessen.
Eingesetzt wurden PLB-985 Wildtyp-Zellen als Positivkontrolle, untransduzierte X-CGD
PLB-985-Zellen als Negativkontrolle sowie mit pSIN2-CMV-gp91P"™ Vektor und pSIN2-
CMV-gp9 1P WPRE Vektor transduzierte Zellen. AuBerdem wurden die Zellen untersucht,

die in Transduktion B mit dem retroviralen Konstrukt MgSLLAS transduziert wurden.

Die nicht transduzierten X-CGD PLB-985-Zellen zeigten in der Untersuchung der Zellen der
Transduktion A keine NADPH-Oxidase Aktivitit. Der fir PLB-985 Wildtyp-Zellen
gemessene Maximalwert an relativen Lichteinheiten (RLU) der Chemilumineszenzreaktion
wurde fiir die Berechnung der relativen Enzymaktivitdt gleich 100 % gesetzt. Fiir die mit
pSIN2-CMV-gp91P"*  transduzierten Zellen konnte eine Aktivitit von 81 % der
Wildtypzellen gemessen werden. Die Zellpopulation, die mit dem pSIN2-CMV-gp91Ph**-
WPRE Konstrukt transduziert wurde, erreichte 94 % der Aktivitdt der Wildtyp-Zellen. Die

Werte dieser Untersuchung sind in Tabelle 4-10 zusammengefal3t.

Auch in der Messung der Proben von Transduktion B konnte keine Aktivitdt des
Multienzymkomplexes fiir X-CGD PLB-985 Zellen beobachtet werden. Bei der Messung der
mit pSIN2-CMV-gp91°"* transduzierten Zellen konnte eine relative NADPH-Oxidase
Aktivitit von 67 % gemessen werden. Die mit MgSLAS infizierten Zellen erreichten 75 % der
Aktivitdt der Wildtyp-Zellen. Die beste Rekonstitution erreichten die Zellen mit dem pSIN2-
CMV-gp91phox-WPRE Konstrukt. Hier konnte eine relative Aktivitdt von 89 % beobachtet

werden. Die Ergebnisse des Chemilumineszenz Assays sind in Tabelle 4-11 aufgefiihrt.

Vergleicht man die beiden unabhéngig voneinander durchgefiihrten Transduktionen, so erhélt
man in den luminometrischen Messungen fiir die jeweilige Probe (PLB-985 wt, pSIN2-CMV-
gp91™"* pSIN2-CMV-gp91phox-WPRE) schr dhnliche Werte. Auch die aus der maximalen
Chemilumineszenz errechneten relativen Aktivititen zeigen nur geringe Abweichung, die im

Rahmen der Ungenauigkeit der MeBmethode liegen.
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Tab. 4-10: NADPH-Oxidase Aktivitdt der Zellen von Transduktion A. Die Zellen wurden nach
Infektion expandiert und anschliefend fiir 5 Tage in Medium mit 0,5 % DMF ausdifferenziert.
Die in Prozent angegebene relative Aktivitdt des Enzyms bezieht sich auf den jeweils hochsten
gemessenen Wert der Chemilumineszenz. Der erreichte Maximalwert ist der Mittelwert der

vierfachen Bestimmung und ist zusammen mit seiner Standardabweichung angegeben.

Zellinie Erreichter Maximalwert Relative NADPH-Oxidase
[RLU] Aktivitét [%]
PLB-985 wt 102.639 +27.625 100
pSIN2-CMV-gp9 1Pt 82.926 £ 17.890 81
pSIN2-CMV-gp91P"*-WPRE 96.654 + 7.827 94

Tab. 4-11: Die Oxidase Aktivitit von Zellen der Transduktion B. Die Zellpopulationen wurden nach
Expansion in einer ausreichenden Zellzahl fiir fiinf Tage unter 0,5 % DMF ausdifferenziert. Die
relative Aktivitit bezieht sich auf den erreichten Maximalwert der Chemilumineszenz. Hier
aufgefiihrt ist der Mittelwert der Doppelbestimmungen, sowie die Standardabweichung als

Fehler.
Zellinie Erreichter Maximalwert Relative NADPH-Oxidase
[RLU] Aktivitét [%]
PLB-985 wt 128.440 + 650 100
MgSLAS 96.250 + 224 75
pSIN2-CMV-gp91Pho* 85.990 +9.196 67
pSIN2-CMV-gp91P"* WPRE 114.068 + 20.749 89

Die graphische Darstellung der Kinetik der Transduktion A in Abbildung 4-33 zeigt, dal3 die
Wildtyp-Zellen und die pSIN2-CMV-gp91°"* transduzierten Zellen ihren Maximalwert der
Chemilumineszenz nach etwa vier Minuten erreichten, wihrend die Zellen, die mit dem
pSIN2-CMV-gp91P"*-WPRE Konstrukt infiziert waren, rund fiinf Minuten brauchten, um ihr
Maximum zu erreichen. Nach etwa 12 Minuten war die Aktivitdten aller Proben auf < 50 %
des Maximalwertes gesunken. Danach sanken die Werte langsamer, erreichten jedoch bis zum
Schlu der Messung nach 25 Minuten nicht mehr die Ausgangswerte zum Zeitpunkt 0,

unmittelbar nach Stimulation mit PMA.

In der kinetischen Messung der Transduktion B (siche Abb. 4-34) erreichten die PLB-985
Wildtyp-Zellen ihr Maximum nach etwa fiinf Minuten. Die mit dem WPRE-Konstrukt
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transduzierten Zellen benétigten die gleiche Zeit. Die beiden anderen Zellpopulationen, mit
MgSLAS und mit pSIN2-CMV-gp91™"™* brauchten mehr als sechs Minuten, bis sie ihren
Maximalwert der Chemilumineszenz und somit den maximalen Substratumsatz erreichten.
Alle Proben erreichten nach etwa 15 Minuten ein Minimum, wobei nur noch Aktivititen von
<46 % gemessen wurden. Danach stieg die Chemilumineszenz wieder geringfiigig an, zeigte

jedoch bei Beenden der Messung nach 25 Minuten wieder eine sinkende Tendenz.

Der Vergleich der Kinetiken beider Messungen zeigte einen sehr dhnlichen Verlauf. Der
Zeitpunkt, an dem das Maximum erreicht wurde unterscheidet sich nicht wesentlich
voneinander. Bei der Messung der Zellen von Transduktion B wurde ein Minimum nach 15
Minuten erreicht, welches bei der Messung der Proben von Versuch A nicht deutlich
ausgepragt war. Der Bereich, um den die Werte nach etwa 12 —15 Minuten bis zum Ende der

Messung schwankten, war jedoch in beiden Féllen in etwa gleich.

120000
—e— PLB-985 wt

100000 - o —&— X-CGD PLB-985
5 \\ CMV-gp91phox
- 80000 - CMV-gp91phox-WPRE
N
g 60000
8
=
g 40000
=
]

20000 -

0+
0 5 10 15 20 25

Zeit [min.]

Abb. 4-33: Kinetik der Superoxidproduktion der Zellen der Transduktion A nach sechs Tagen
Differenzierungskultur.  Nicht transduzierte X-CGD  PLB-985 Zellen dienten als
Negativkontrolle beziehungsweise PLB-985 Wildtyp-Zellen (PLB-985 wt) als Positivkontrolle.
Die Aufnahme der Kinetik begann unmittelbar nach Zugabe von PMA.
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Abb. 4-34: Darstellung der Kinetiken der PMA induzierten Superoxid-Produktion der transduzierten
X-CGD PLB-985-Zellen des Versuches B, im Vergleich mit der Wildtyp-Kontrolle
beziehungsweise nicht transduzierten Zellen als Negativkontrolle. Die Messung erfolgte fiinf
Tage nach Differenzierung in DMF-haltigen Medium.

4. 2. 5. 2. Untersuchung transduzierter Zellen im Zytochrom c-Assay

Einer der iiblichen Assays, bei denen die Bildung von O, quantitativ erfat wird, ist der
Zytochrom c-Assay (Mayo und Curnutte, 1990). Grundlage dieses Tests ist die Umsetzung

von Ferro-Zytochrom ¢, welches durch die gebildeten Radikale zu Ferri-Zytochrom ¢

reduziert wird.

oxid.Cytochromc¢ (Fe** )+0,  ——red.Cytochrom ¢ (Fe*")+0,

(Mayo und Curnutte, 1990)

Diese Reaktion kann bei 550 nm spektralphotometrisch mit einem ELISA-Reader verfolgt
werden. Mit dieser Methode erhdlt man eine Aussage iiber die Geschwindigkeit und die
kumulativ gebildete Menge an Superoxid-Radikalen bis zum quantitativen Umsatz des

Substrates (Mayo und Curnutte, 1990).
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Der Versuch wurde, wie unter 3. 2. 8. 2. beschrieben, als Vierfachbestimmung fiir
Transduktion A und als Doppelbestimmung fiir Transduktion B ( siehe 4. 2. 4.) durchgefiihrt
und die Rekonstitutionsrate als relative NADPH-Oxidase Aktivitit durch den Via.-Wert
ermittelt. Dieser Wert stellt die hochste Geschwindigkeit des Substratumsatzes im
Reaktionsansatz durch die gebildeten Superoxid Radikale zwischen einer definierten Anzahl
von MeBpunkten dar. Dabei ist maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vim.x) proportional zur
vorhandenen Enzymmenge. Der Wert V. entspricht der groiten Steigung einer Auftragung
der Anderung der Menge an gebildetem O, gegen die Zeit. Hierbei wurden bei der
Berechnung jeweils sechs MeBpunkte beriicksichtigt. Mit der Annahme, dal reduziertes
Zytochrom ¢ und die produzierte Menge O, in einem dquimolaren Verhiltnis zueinander
stehen, errechnet sich die Menge an gebildetem O, aus der Absorption des letzten
MeBpunktes dividiert durch die Steigung einer Eichgerade. Fiir diese Standardkurve werden
iiber einen Bereich von 20 bis 120 uM unterschiedliche Konzentrationen an Zytochrom c¢

eingesetzt, quantitativ mit Peroxidase umgesetzt und die Absorption bei 550 nm gemessen.

Um die Féhigkeit der Rekonstitution der NADPH-Oxidase Aktivitit in den transduzierten
Zellen zu testen, wurden die Zellen fiir sechs Tage in Gegenwart von 0,5 % DMF kultiviert.
Die so zu Granulozyten differenzierten Zellen wurden dann mit einer Zellzahl von 10°
Zellen/Ansatz in einer Vierfach- beziehungsweise Doppelbestimmung im Zytochrom c-Assay
eingesetzt. Parallel dazu wurden auch PLB-985 Wildtyp-Zellen als Positiv- und X-CGD PLB-

985 als Negativkontrolle ausdifferenziert und im Assay untersucht.

Die Probenauswertung der Messung von Transduktion A zeigte, da3 die mit pSIN2-CMV-
gp91°"* transduzierten Zellen 49 % der NADPH-Oxidase Aktivitit in Relation zu PLB-985
Wildtyp-Zellen erreichten. Die mit pSIN2-CMV-gp91P™*WPRE transduzierten Zellen
konnten 74 % der Aktivitdit von Wildtyp-Zellen rekonstituieren. Sowohl die PLB-985
Wildtyp-Zellen als auch die Zellen mit WPRE-Sequenz zeigten nach 25 Minuten keine
weitere Steigerung der kumulativen O, -Produktion. Die Zellen, die mit dem Konstrukt einer
Kassette aus internem Promotor und Transgen transduziert wurden, konnten nur 79 % des

zugesetzten Zytochrom c reduzieren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4-12 aufgefiihrt.

In der Messung von Transduktion B wurde die geringste Rekonstitution von 43 % der
Aktivitdt in Relation zu Wildtyp-Zellen bei den retroviral transduzierten Zellen beobachtet.
Die lentiviral infizierten Zellen erreichten 77 % (pSIN2-CMV-gp91phox) und 84 %
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(pSIN2CMV-gp91phox-WPRE) der NADPH-Oxidase Aktivitdt von PLB-985 Zellen. Alle im
Test verwendeten Zellen, ausgenommen der Negativkontrolle, konnten 95 — 99 % des im
Reaktionsansatzes vorhandenen Zytochrom ¢ umsetzen. Die Daten sind in Tabelle 4-13

zusammengefalit.

Beim Vergleich der beiden Messungen fillt auf, dal bei den Zellen der Transduktion B
anndhernd doppelt so hohe V,,-Werte gemessen wurden, als bei Transduktion A. Auch die
relativen Aktivititen des Enzymkomplexes lagen in diesem Versuch hoher. Hier wurde eine
10 — 28 % hohere Umsatzrate fiir das rekonstituierte Enzym beobachtet. Aulerdem war auch
die Menge an kumulativ produzierten Sauerstoffradikalen auf die gesamte Messung betrachtet

beim zweiten Versuch hoher.

Tab. 4-12: Vergleich von V., kumulativ produzierter Menge O, und der relativen Aktivitit der
NADPH-Oxidase (bezogen auf V,...) nach Ausdifferenzierung der transduzierten X-CGD PLB-
985-Zellen fiir fiinf Tage. Die Werte wurden fiir Zellen der Transduktion A gemessen. Die Werte
wurden aus den Mittelwerten einer Vierfach-Bestimmung berechnet.

Zellinie V max kum. O,"-Produktion Rel. Aktivitat
[umol O,7/min./10°Zellen] | [pmol O,725min./10°Zellen] %]
PLB-985 wt 8,1+0,1 76,9+ 8,6 100
pSIN2-CMV-gp9 17" 40+0,1 60,9 + 3,0 49
pSIN2-CMV-gp91™"*-WPRE 6,0+0,1 77,1 £8.,8 74

Tab. 4-13: Vergleich der Daten von Transduktion B aus der Messung der Zytochrom ¢ Reduktion von
retroviral und lentiviral transduzierten Zellen mit Wildtyp-Zellen. Die Zellen wurden vor dem
Test fiinf Tage unter 0,5 % DMF gehalten. Die relative Aktivitdt leitet sich aus V.. ab. Die
Werte wurden aus den Mittelwerten einer Doppelbestimmung berechnet.

Zellinie V max kum. O, -Produktion Rel. Aktivitit
[nmol O,/min./10°Zellen] | [nmol O,/25min./10°Zellen] (7]
PLB-985 wt 14,5+0,1 94,1£2,1 100
pMgSLAS 6,31+0,1 89,2 +4,1 43
pSIN2-CMV-gp9 17 11,1402 94,0 £ 0,4 77
pSIN2-CMV-gp91™"**-WPRE 122+0,2 89,2 +3,7 84
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Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Reaktion von Transduktion A (siche Abb. 4-35), so
wurde bei dieser Messung ein geringeres Rekonstitutionsvermdgen des pSIN2-CMV-gp9 17
Konstruktes beobachtet. Der lentivirale Vektor mit WPRE-Sequenz zeigte einen dhnlichen
Kurvenverlauf wie die Wildtyp-Zellen, jedoch erfolgten die Anstiege der Kurve zu spiteren
Zeitpunkten. So erreichte die Positivkontrolle nach etwa zehn Minuten erst ihre maximale
Umsatzgeschwindigkeit (Vm.x). Die lentiviral transduzierten Zellen bendtigten elf
beziehungsweise zwdolf Minuten bis sie diesen Punkt erreichten. Bis das gesamte, im Ansatz
befindliche Zytochrom ¢ umgesetzt war, vergingen rund 24 Minuten. Die Zellen, die mit dem
Vektor ohne WPRE transduziert wurden, konnten bis zum Ende der Messung nicht das

gesamte Substrat umsetzen.

Im Assay der Transduktion B zeigten die lentiviral transduzierten Zellen einen dhnlichen
Kurvenverlauf wie die Wildtyp PLB-985-Zellen (siche Abb. 4-36). In dieser Messung
verliefen die Kurven der beiden Konstrukte fast identisch, wobei das Konstrukt mit dem
WPR-Element eine steilere Kurve und somit auch die hoheren Umsatzgeschwindigkeiten
aufwies. Die retroviral transduzierten Zellen zeigten einen sehr langsamen Anstieg und
bendtigten 25 Minuten um 95 % des Substrates umzusetzen. Die lentiviralen Konstrukte

brauchten dafiir nur dreizehn Minuten und die Positivkontrolle nur zehn Minuten.

Der Vergleich beider Untersuchungen zeigt, dal der zweite Assay (Transduktion B)
wesentlich effizienter in Bezug auf die Reaktionsgeschwindigkeit war und damit der Zeitraum
bis zum Erreichen des Maximums kiirzer war. Ausnahme bildeten hier nur die retroviral
transduzierten Zellen. In der zweiten Bestimmung vergingen fiir alle Proben betrachtet, rund
sieben Minuten bis zum Erreichen von Vi,,,, wihrend im ersten Test bis zu diesem Zeitpunkt

rund elf Minuten vergingen.
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Abb. 4-35: Vergleich der Kinetik der PMA induzierten Superoxid-Produktion bei PLB-985-Zellen
sowie nicht-transduzierten und transduzierten X-CGD PLB-985-Zellen im Zytochrom c-Assay
nach fiinf Tagen Differenzierungskultur. Der Assay wurde als Vierfach-Bestimmung
durchgefiihrt. Hier dargestellt sind die Werte der Transduktion A.
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Abb. 4-36: Kinetik der Superoxid-Produktion der unterschiedlich transduzierten X-CGD PLB-985 im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen (Transduktion B). Die Zellen wurden fiinf Tage mit 0,5 % DMF
nausdifferenziert. Die Messung erfolgte als Doppelbestimmung.
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5. Diskussion

Die Gentherapie erdffnet neue Mdglichkeiten, genetisch bedingte, angeborene oder erworbene
Krankheiten zu therapieren. In den letzten Jahren wurden verschiedene Gentransfer-Systeme
entwickelt, die jedoch hiufig bestimmte Kriterien nicht erfiillen. Nicht virale Methoden
erwiesen sich als ineffizient und bieten nur eine transiente Expression. Adenovirale Vektoren
erlauben zwar einen effizienten Gentransfer, aber auch bei diesem System ist die Produktion
von intaktem Protein nur transient moglich, da dieser Vektor-Typ nicht in das Wirtsgenom
integriert wird. Dariiber hinaus konnen immunologische Reaktionen auftreten, weil geringe
Mengen an viralen Proteinen exprimiert werden. Vektoren, die auf Basis eines Onkoretrovirus
entwickelt wurden, wie zum Beispiel dem MoMuLV (Moloney murine leukemia virus),
integrieren das Transgen in das Genom der Zielzellen ohne virale Gene mit zu {ibertragen.
Diese Eigenschaften sind fiir eine fortdauernde Expression des Transgens unabdingbar.
Jedoch wurde fiir diese Vektoren hédufig auch ein Abschalten des ilibertragenen Gens nach
Reimplantation in vivo beobachtet. Auerdem ist eine effiziente Integration des Transgens mit
onkoretroviralen Vektoren nur moglich, wenn die Zielzellen sich innerhalb weniger Stunden
teilen. Deshalb ist ihre Anwendung bei ruhenden beziehungsweise nicht-teilenden Zellen wie

Leberzellen, Muskelzellen, Neuronen und himatopoetischen Stammzellen nicht moglich.

Lentiviren gehdren wie Onkoretroviren zur Familie der Retroviren. Deshalb besitzen
Vektoren, die sich aus Lentiviren ableiten die gleichen Eigenschaften. Sie konnen stabil in das
Genom der Zielzelle integrieren und so eine langfristige Expression des Transgens bewirken.
Die Integration des Provirus in das Genom der Zielzelle birgt die Gefahr einer
Insertionsmutagenese, die zur Aktivierung eines Onkogens fiihren kann. Aber auch im Vektor
vorhandene Promotoren und regulatorische Sequenzen konnten zur unerwiinschten
Expression zelluldrer Gene fiihren. Fiir human-klinische Versuche mit Retroviren wurde dies
bisher nicht beschrieben. Bunting et al. (1998) berichteten jedoch iiber Mduse, die nach
Behandlung mit ex vivo expandierten humanen transduzierten Stammzellen ein
myeloproliferatives Syndrom zeigten. Dies fiihrten sie jedoch nicht auf den retroviralen
Vektor oder eine Insertionsmutagenese zuriick, sondern auf die Expression des Transgens
MDR-1 im Zusammenhang mit der ex vivo Expansion der Stammzellen. Da lentivirale
Vektoren keine viralen Gene mehr enthalten, wird die Gefahr einer immunologischen
Reaktion durch Expression viraler Proteine reduziert. Der Transfer des Vektors in die

Zielzelle kann jedoch immunogen wirken. Die lentiviralen Vektoren verfiigen dariiber hinaus
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iiber eine grofBe Klonierungskapazitit, die fiir die meisten klinischen Anwendungen
ausreichend ist. Lentivirale Vektoren besitzen im Gegensatz zu onkoretroviralen Vektoren
jedoch einen groBen Vorteil: sie konnen nicht-teilende Zellen transduzieren. Das macht diese
Vektoren besonders attraktiv fiir genetische Modifikationen von Geweben wie Hirn, Muskel,

Leber, Lunge und das hdmatopoetische System.

Aufgrund dieser besonderen Eigenschaften wurde in den letzten Jahren sehr intensiv an der
Entwicklung lentiviraler Vektorsysteme gearbeitet. Ziel war es, Viruspartikel zu produzieren,
die einen effizienten Gentransfer und eine lang andauernde, wenn nicht gar lebenslange
Expression des Transgens gewdhrleisten. Andererseits miissen die Vektoren und die
Virusproduktion als solche eine groBtmogliche Sicherheit in Bezug auf Pathologie und
Immunologie bieten, um den stringenten Bedingungen fiir eine klinische Anwendung zu
genligen. Die Gefahr replikationskompetente Viren wéhrend der Produktion durch
Rekombination zu generieren, wurde durch Einflihrung des 3-Plasmid-Expressionssystems
reduziert. Eine der jiingsten Generationen von Vektoren umfafit vier Plasmide. Das
Verpackungskonstrukt enthélt alle Strukturgene, die fiir die effiziente Produktion und
Integration des Virus notwendig sind. In weiter entwickelten Versionen blieben die Gene gag
und pol im Verpackungskonstrukt enthalten, das Gen fiir das regulatorisch wirkende rev
wurde in ein separates Plasmid integriert (Dull et al., 1998). Die viralen Partikel sind
pseudotypisiert mit Hiillproteinen anderer Viren. In den meisten Féllen wird hierfiir das
Glycoprotein G des Vesikular Stomatitis Virus (VSV-G) verwendet. Der Transgenvektor
enthdlt nur noch die essentiellen cis-aktiven Sequenzen und das Transgen, das hdufig iiber

einen internen Promotor getrieben wird.

Humane himatopoetische Stammzellen (HSC) sind ein wichtiges Ziel fiir die Gentherapie von
angeborenen oder erworbenen genetischen Erkrankungen des Blutsystems. Denn diese Zellen
haben die Fiahigkeit das gesamte hidmatopoetische System zu regenerieren. Das heif3t, sie sind
nicht nur in der Lage sich selbst zu erneuern, sondern sie konnen dariiber hinaus auch in alle
Typen von Blutzellen ausdifferenzieren. Aber auch die Differenzierung in nicht-
hidmatopoetische Gewebe zeigt die hohe Plastizitit von Stammzellen (Mertelsmann, 2000).
Die bisher angewandten retroviralen Transduktionsmethoden in klinischen Studien mit
hamatopoetischen Zellen hatten bislang eine zu geringe Effizienz, um einen therapeutischen
Effekt zu erzielen. Kiirzlich gelang es jedoch der Arbeitsgruppe um Fischer (2000), SCID-
Patienten erfolgreich mit einem retroviralen Vektor zu therapieren. Dies war unter anderem

auf die verbesserten Kulturbedingungen zuriickzufiihren. Ausschlaggebend war jedoch, das
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die Transgen-Expression zu einem selektiven Vorteil der transduzierten Zellen fiihrte.
Lentiviren haben den Vorteil, daB3 sie - im Gegensatz zu retroviralen Vektoren - keine
Stimulation der Proliferation bendtigen, um ruhende Zellen zu transduzieren. Somit kann die
mit der Proliferation verbundene Differenzierung, die zum  Verlust der
Repopulierungsfahigkeit fiihrt, umgangen werden. In den letzten zwei Jahren konnte
mehrfach eine erfolgreiche Transduktion von unstimulierten CD34"-Zellen mit lentiviralen
Vektoren nachgewiesen werden (Sutton et al., 1998; Uchida et al., 1998; Miyoshi et al., 1999;
Case et al., 1999; Guenechea et al., 2000; Scherr et al., 2002).

Ein Modell zur Entwicklung einer somatischen ex vivo Gentherapie in hdmatopoetischen
Stammzellen ist die chronische Granulomatose (CGD). Die Krankheit beruht auf der
genetisch bedingten Fehlfunktion der NADPH-Oxidase und ist mit wiederkehrenden,
schweren und lebenslang auftretenden Infektionen verbunden. Eindringende
Mikroorganismen wie Pilze und Bakterien werden aufgenommen, konnen jedoch in den
phagozytierenden Vakuolen nicht abgetdtet werden, da keine Sauerstoffradikale,
Wasserstoffperoxid oder Folgeprodukte gebildet werden. Die Oxidase ist ein aktivierbarer
Enzymkomplex, der Hauptbestandteil des antimikrobiellen Systems der phagozytierenden
Zellen (Eosinophile, Neutrophile, Monozyten) ist. In etwa zwei Drittel der Fille beruht diese
Erkrankung auf einem Defekt des X-chromosomalen Gens fiir die gp91°™* Untereinheit (X-
CGD). Dieses Protein ist die groBere Untereinheit des Flavozytochroms bssg, einem in der
Membran eingebetteten Heterodimer, welches das Redoxzentrum der Oxidase bildet. Weil
CGD die Zellen des hdmatopoetischen Systems betrifft, wurde es exemplarisch zur

Entwicklung von Protokollen fiir den Gentransfer in HSCs ausgewéhlt.

Basierend auf den Arbeiten zur Optimierung der Transduktion von hdmatopoetischen
Stammzellen (Dissertation H. KnoeB, 1999) und der Entwicklung einer somatischen
Gentherapie fiir die x-chromosomal gebundene chronische Granulomatose (Dissertation S.
Becker, 1998), wurde in dieser Arbeit die Produktion von lentiviralen Partikeln optimiert, die
Fihigkeit CD34 -Zellen effizient zu transduzieren getestet und funktionelle Untersuchungen
zur Anwendbarkeit dieser Vektoren fiir eine Gentherapie von X-CGD durchgefiihrt. Die

Diskussion der vorliegenden Arbeit unterteilt sich in folgende Abschnitte:

e Entwicklung eines lentiviralen Gentransfer-Protokolls fiir CD34 -Zellen
e Rekonstitution der NADPH-Oxidase Aktivitit mittels lentiviraler Vektoren in X-CGD
PLB-985-Zellen.
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5. 1. Entwicklung eines lentiviralen Transduktionsprotokolls fiir CD34"-Zellen

Ausgehend von den Arbeiten von H. Knoell und A. Schilz ( Dissertation H. Knoel3, 1999;
Dissertation A. Schilz, 1998, Schilz et al., 1998) sollte ein Transduktionsprotokoll fiir CD34"-
Zellen entwickelt werden. Zum einen wurde durch Einsatz von lentiviralen Vektoren die
Kulturzeit ex vivo bei der Transduktion deutlich verkiirzt, um die maximale
Repopulierungskapazitit der HSCs zu erhalten. Zum anderen sollte so die
Transduktionseffizienz verbessert werden. Dafiir wurden zunéchst bereits entwickelte
Vektoren (Zuffrey et al., 1998) modifiziert und anschlieend die Methoden zur Generierung
und Anreicherung der Viruspartikel optimiert. Nach Austesten von Uberstinden in Zellinien

wurden die Transduktionsbedingungen fiir CD34"-Zellen untersucht.

5. 1. 1. Konstruktion lentiviraler Vektoren

Die ersten, urspriinglich fiir Untersuchungen der Infektiositit von HIV-1 benutzten
lentiviralen Vektoren (Page et al., 1990; Landau et al., 1991), fiihrten zur Entwicklung von
Vehikeln, die zum Gentransfer genutzt wurden (Parolin et al., 1994). Durch die
Pseudotypisierung mit dem Glycoprotein G des Vesikular Stomatitis Virus (VSV-G) konnten
die lentiviralen Partikel durch Ultrazentrifugation konzentriert und das Wirtsspektrum
erweitert werden (Reiser et al., 1996). Die Arbeitsgruppe um Luigi Naldini (Science, 1996)
entwickelte ein Expressions-System, das drei Plasmide umfafit. Das Verpackungskonstrukt
enthielt die Gene gag und pol, sowie die Informationen fiir essentielle regulatorisch wirksame
Proteine. Das Hiillprotein-Plasmid enthielt ein entsprechendes Gen aus MLV (Maus
Leukdmie Virus) oder VSV-G. Der Transgenvektor umfafite die essentiellen cis aktiven
Sequenzen und ein Markergen. Die akzessorischen Proteine vif, vpr, vpu und nef sind fiir eine
effiziente Virusproduktion und Transduktion nicht notwendig (Kim et al ., 1998), deshalb
wurden diese Sequenzen eliminiert. Auch der Transaktivator tat konnte aus dem
Verpackungskonstrukt eliminiert werden, nachdem die Promotor/Enhancer-Region (U5) in
der 5° LTR des Transgenvektors durch einen konstitutiv aktiven Promotor ersetzt wurde (Dull
et al.,, 1998). Es konnte gezeigt werden, daB3 die hauptsdchlich an der Polyadenylierung
beteiligten Sequenzen stromaufwirts der R-Region liegen (DeZazzo et al., 1991; Valsamakis

et al.,, 1991, 1992), was zur Entwicklung von selbst-inaktivierenden (SIN) lentiviralen
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Vektoren fiihrte (Zuffrey et al.. 1998). Eine 400 bp gro3e Deletion in der U3-Region der 3°
LTR fiihrt nach reverser Transkription zu einer proviralen DNA, die keine viralen Promotor-
oder Enhancersequenzen mehr aufweist. Das bedeutet, da3 nach Integration die Transkription

nur noch uber den internen Promotor initiiert wird.

Da fiir lentivirale Vektoren gezeigt wurde, dal} sie ruhende Zellen transduzieren konnen und
dariiber hinaus eine andauernde Expression zeigen (Naldini et al., 1996), wurden in der
vorliegenden Arbeit solche Vehikel fiir die Transduktion von HSCs verwendet. Der pSIN2-
CMV-LacZ (R. Zufferey, Genf) ist ein selbst-inaktivierender Vektor und wurde als
Ausgangsvektor verwendet. Fiir die ersten Experimente wurde zundchst LacZ als Markergen
durch GFP ausgetauscht. Der Vorteil von GFP ist, daB es ohne zusétzliche Farbung oder
Antikorper-Markierung im Fluoreszenzmikroskop oder im FACS nachweisbar ist. Damit ist
die Analyse von Transfektions- und Transduktionseffizienz schneller und einfacher
durchzufiihren. Im Gegensatz zur LacZ-Fiarbung, die erst nach der Virusernte durchgefiihrt
werden kann, 146t die Expression von GFP schon wéhrend der Virusproduktion Riickschliisse
auf die Transfektionseffizienz zu. Um die Vektoren in Bezug auf biologische Sicherheit und
Expression zu verbessern, wurde der pCGWS-Vektor konstruiert. Als Grundlage diente der
pRRL-PGK-GFP-SIN Vektor. Bei diesem Vektor wurde die Promoter/Enhancer-Region im
US-Bereich der 5° LTR durch eine vergleichbare Region aus Rous Sarkom Virus ersetzt. Mit
der Entfernung der U5-Sequenzen von HIV wurde auch die Erkennungssequenz fiir den
Transaktivator tat eliminiert. Der Vektor war somit taz-unabhingig, weshalb diese Sequenz
im Verpackungskonstrukt ebenfalls eliminiert wurde. Ausgehend von diesem Vektor wurde
der pCGWS-Vektor konstruiert, indem zunédchst der interne PGK-Promotor gegen einen
CMV-Promotor ausgetauscht und zwischen dem Markergen und der 3° LTR die Sequenz des
WPRE eingefiigt wurde. Der CMV-Promotor wurde eingebaut, um den Titer zu erhéhen. Dull
et al. (1998) konnten zeigen, daBl ein Vektor mit internem CMV-Promotor mehr RNA-
Transkripte in transfizierten und transduzierten Zellen enthielt, als ein Vektor mit dem PGK-
Promotor. Ein UberschuB8 an Vektor-RNA in den partikelproduzierenden Zellen scheint ein
limitierender Faktor zu sein. Der quantitative Partikelausstof3 variiert mit der Art des Vektors
und dem verwendeten internen Promotor (Dull et al, 1998). Soriano et al. (1991) konnten
zeigen, dal3 die Aktivitdt von verschiedenen internen Promotoren abhingig von der Sequenz
und nicht von der transkriptionellen Aktivitét einer LTR abhdngig ist. Tatséchlich konnte mit
dem CMV-Promotor ein erhohter Titer beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Der Einbau

der Sequenz fiir WPRE sollte die Expression des Transgens steigern. Tatsdchlich wurde auch
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eine deutlich hohere Fluoreszenzintensitdt beobachtet. Zuffrey et al. (1999) zeigten, dal} diese
Steigerung der Expression in Zusammenhang mit einer Akkumulation zellulirer mRNA-
Transkripte steht. Auflerdem wurde eine geringfiigige hohere Stabilitdt der RNA festgestellt.
Nach dem sich das System zur Produktion von viralen Partikeln als effizient erwiesen hatte,
wurde dann der pCIGWS-Vektor konstruiert. Hierbei wurde zwischen dem Promotor und
dem GFP eine multiple Klonierungsstelle (MCS) und eine interne ribosomale Eintrittsstelle
(IRES) kloniert. Dieser Vektor sollte die Translation eines Transgens und des Gens fiir GFP
von einer bicistronischen mRNA ermdoglichen. Der Vektor zeigte mit und ohne Transgen eine
starke GFP Expression. Die Ergebnisse zu diesen Experimenten werden im zweiten Abschnitt
der Diskussion erldutert. Die Vektoren wurden parallel zur Optimierung der Methoden zur
Produktion und Konzentrierung der lentiviralen Partikel konstruiert, und jeweils nach

Fertigstellung in diesen Prozel3 mit eingebunden.

Die im vorangegangen Abschnitt diskutierte Entwicklung von lentiviralen Vektoren ist nicht
abgeschlossen. Derzeit wird intensiv an weiteren Modifikationen der Vektoren gearbeitet, um
eine groBere biologische Sicherheit und eine hohere Effizienz zu erzielen. Eine der Gefahren
ist die Generierung replikationskompetenter Rekombinanten (RCR), die wihrend der reversen
Transkription am wahrscheinlichsten ist und die Verpackung unterschiedlicher RNA-Typen
bedingt (Hu und Temin, 1990). Dieses Risiko kann durch Deletion von iiberlappenden
Sequenzen und/oder dem gezielten Einbau von Sequenzen heterologer Lentiviren vermindert
werden (Vigna und Naldini, 2000). Neuere Vektoren beinhalten zusitzlich einen
Polypurintrakt (cPPT), der eine Erhohung der Genomintegration in den Zielzellen durch
effizientere Translokation in den Kern bewirkt (Vigna und Naldini, 2000). Diese cPPT-
Sequenz ist urspriinglich Bestandteil des po/ Gens und essentiell fiir die Replikation des
Viruses (Charneau et al., 1992 und 1994; Ilyinskii und Desrosiers, 1998). Durch die Auswahl
geeigneter Promotoren, die Gewebe-spezifisch (Miyoshi et al.,, 1997) oder aus MLV
abgeleitet sind ( Kung et al., 2000), kann die Expression zusitzlich erhoht werden. Die
Minimierung von Risiken durch Entfernen iiberlappender Sequenzen und die Nutzung
bestimmter cis aktiver Sequenzen zur Optimierung der Expression sind Voraussetzungen, um

diese Vektoren fiir gentherapeutische Anwendungen akzeptabel zu machen.
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5. 1. 2. Methoden zur Generierung von Virusiiberstand mit hohem Titer

Neben der Entwicklung der Vektoren und der Etablierung von Methoden zur Anreicherung
von viralen Partikeln, wurden die Transfektionsbedingungen optimiert. Dazu wurden zum
einen unterschiedliche Verhiltnisse der drei verwendeten Plasmide (siche Tabelle 4-1)
ausgetestet. Die Auswahl der Kombinationen orientierten sich an Angaben in der Literatur
(Naldini et al., 1996; Miyoshi et al., 1998; Dull et al., 1998; Zufferey et al., 1998). Die
Unterschiede der Titer fiir die einzelnen Variationen hatten eine GrofBenordnung, die im
Bereich der Abweichungen bei transienter Transfektion liegen. Dennoch kénnen auch andere
Ursachen zu Grunde liegen. Bei den Transfektionsansdtzen, die nicht mit Natriumbutyrat
behandelt wurden, zeigten sich grofere Schwankungen im Titer. Hierbei konnten die
unterschiedlichen Verhéltnisse der drei Plasmide zueinander eine Rolle spielen. So miissen
auf der einen Seite geniigend RNA-Kopien vorhanden sein, aber auch ausreichend viele

Partikel gebildet werden.

Das Hiillprotein-Konstrukt sollte nur in geringen Mengen verwendet werden, da fiir VSV-G
ein zytopathischer Effekt beobachtet wurde, der in Zusammenhang mit einer Destrukturierung
des Zytoskeletts (Roberts et al., 1999) steht. Mit der Erhohung der DNA-Menge an
Hiillprotein Plasmid konnte auch in diesem Versuch eine vermehrte Bildung von Synzytien
beobachtet werden, die sich negativ auf den Titer auswirkte (eigene Beobachtung auch in

anderen Experimenten).

Die Quantitét der Expression des Transfervektors scheint ein limitierender Faktor fiir die Titer
von Vektoren zu sein, die durch transiente Transfektion produziert werden (Dull et al., 1998).
Farson et al. (2001) fiihrte dies auf die Verhéltnisse zwischen Verpackungskonstrukt und
Transgenvektor  zuriick. Bei der Entwicklung einer induzierbaren  stabilen
virusproduzierenden Zellinie stellten sie fest, dal die Infektiositdt nicht proportional zum
Vektoraussto3 stieg, wenn die Verpackungszellinie mehrfach mit Transgenvektor infiziert
wurde. Die Arbeitsgruppe um Naldini (Farson et al., 2001) sieht eine mdglich Erkldrung in
einer verbleibenden Interaktion zwischen dem Gag Protein und seiner mRNA bei einem
Mangel an RNA mit einem intakten Verpackungssignal. Die RNA-bindende Aktivitdt von
Gag ist mit verantwortlich fiir die Verpackung des viralen Genoms was moglicherweise mit
einer effizienteren Translation von Gag iiberlagert ist. Die stufenweise Erhohung der Menge

an Transgenvektor-RNA fiihrt zu einer zunehmenden Verdringung der RNA des
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Verpackungskonstruktes von den Bindepldtzen am Gag Protein und fiihrt so zu einer
effizienteren Verpackung der Vektorgenome (Farson et al., 2001). In diesem Experiment sind
die Verhéltnisse der Plasmide nur geringfiigig verdndert worden. Es wurde im Rahmen dieser
Arbeit nicht getestet, ob durch weitere Erhdhung der Menge an Transgenvektor bei
gleichbleibender Menge an Verpackungskonstrukt und Hiillprotein-Plasmid zu einer
Titererhdhung fiihrt. Ein Grund dafiir war, daB3 in diesem Experiment Titer erzielt wurden, die

mit den durchschnittlichen Angaben in der Literatur {ibereinstimmten.

Des weiteren konnte nach Behandlung der Transfektionsansidtze mit Natriumbutyrat (NaBut)
bei vier von fliinf Ansétzen eine deutliche Steigerung des Titers beobachtet werden, wobei die
Steigerung nicht mit dem Titer der ohne NaBut erreicht wurde, korreliert. So erreichte der
Ansatz mit dem geringsten Titer ohne Behandlung im Ansatz mit Butyrat die hdchste
Steigerung, ndmlich um das vierfache. Der Ansatz mit dem hochsten Titer ohne NaBut
erzielte mit Aktivierung nur eine Steigerung um das zweifache. Obwohl einiges iiber die
Wirkung von NaBut auf Zellen bekannt ist, sind die molekularen Mechanismen dieser
Vorginge noch weitgehend ungeklédrt. NaBut bewirkt zum einen die prozentuale Erhéhung
der Expression exogener DNA, was wahrscheinlich durch Einfliisse auf den Zellzyklus
verursacht wird (Soneoka et al., 1995). Zum anderen inhibiert diese Substanz die Histon
Deacetylase. Was im Zusammenhang steht mit dem Beweis, das eine Anhdufung von hoch
acetyliertem Chromatin fiir eine effiziente Transkription notwendig ist (Sakoda et al., 1999).
Dartiber hinaus beeinfluf3t NaBut die Genexpression in Abhdngigkeit von Enhancersequenzen
und aktiviert eine Anzahl von eukaryotischen Promotoren, unter anderem den CMV-Promotor

(Soneoka et al., 1995).

Soneoka et al. (1995) konnte durch die Stimulation mit Natriumbutyrat Steigerungen des
Virustiters um das 8- bis 22fache erzielen. Das der Effekt im vorliegenden Versuch nicht so
hoch lag, ist vermutlich auf die lingere Inkubationszeit in Gegenwart von Natriumbutyrat
zuriickzufiihren. Sakoda et al. (1999) konnten an einem analogen 3-Plasmid System auf 293T-
Zellen zeigen, daB3 die optimale Konzentration von Natriumbutyrat bei 10 mM und die
optimale Inkubationsdauer bei acht bis zehn Stunden liegt. In den folgenden Versuchen wurde

deshalb die Behandlungsdauer auf acht bis zehn Stunden reduziert.
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Im Experiment zur Untersuchung des Einflusses von verschiedenen Kulturmedien auf den
Titer, wurden fiir die verwendeten Medien keine gro3en Unterschiede festgestellt (siche Abb.
4-5). Die geringfligigen Unterschiede der unterschiedlichen Medien sind eher mit den
Schwankungen der transienten Transfektion zu erkldren, als mit der unterschiedlichen
Medienformulierung. Auftéllig war der Abfall des Titers an Tag drei nach Transfektion, der
wahrscheinlich durch den zytotoxischen Effekt des exprimierten VSV-Gs und durch das
Erreichen eines konfluenten Stadiums der Zellen bedingt wurde. Ein weiterer Grund war, daf3
Plasmid-DNA, die bis in den Kern vordringt und exprimiert wird, durch Zellteilung und

nukleolytischen Abbau verloren geht (Koch-Brandt, 1993).

Die Konzentrierung von VSV-G pseudotypisierten Viruspartikeln durch Ultrazentrifugation
wurde schon im Zusammenhang mit retroviralen Vektoren beschrieben (Yee et al., 1994). In
der Literatur werden die lentiviralen 3-Plasmid Systeme zur Produktion von VSV-G
pseudotypisierten Partikeln und deren Konzentrierung durch Ultrazentrifugation am
haufigsten beschrieben (bspw.: Sutton et al., 1998; Miyoshi et al., 1999; Case et al., 1999;
Douglas et al., 1999). Deshalb wurde diese Methode im Hinblick auf die Transduktion von
hdmatopoetischen Stammzellen als erstes getestet (siche 4. 1. 2. 3.). Nach Préiparation des
Uberstandes konnte durch Ultrazentrifugation eine Anreicherung an infektisen Partikeln um
den Faktor der Volumenreduktion beobachtet werden. Auch die damit verbundene Steigerung
der Transduktionseffizienz in TF1-Zellen konnte fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen
werden (Abb. 4-6). Die FACS-Analyse ergab eine Steigerung der Transduktionseffizienz,
wonach nahezu alle Zellen transduziert wurden (Abb. 4-7). Da VSV-G ein breites
Wirtsspektrum aufweist und TF1-Zellen sich mit den so pseudotypisierten Partikeln gut
transduzieren lieBen, zeigten auch die mit nicht-konzentriertem Uberstand behandelten Zellen
eine hohe Transduktionseffizienz. Die erzielten Effizienzen bei der Transduktion sind
vergleichbar mit den Angaben der Literatur, sind aber auch abhingig vom Zelltyp der

transduziert wird (Sutton et al., 1998; Zuftrey et al., 1998; Kafti et al., 1999).

Obwohl die ersten Experimente gute Resultate auf Zellinien ergaben, konnte eine solche
Ausbeute (X IUyor konz/E IUnach konz: IU- infektidse Einheiten) nicht reproduzierbar erreicht
werden. Bei Transduktionen von hédmatopoetischen Stammzellen, die spater diskutiert
werden, traten Verunreinigungen in den Kulturen auf, die vermutlich aus der Konzentrierung
resultierten. Deshalb wurden alternative Reinigungsstrategien getestet, wie die Anreicherung
von Viruspartikeln durch Anionenaustauschchromatographie mit Fractoflow®. In vier

nacheinander durchgefiihrten Konzentrierungen konnte mit dieser Methode eine Erhdhung



5. Diskussion 139

des Titers erzielt werden. Dabei lag der Faktor der Konzentrierung (Titeryorkonz/Tit€TmachKkonz.)
meist deutlich unter dem Faktor der Volumenreduktion (Vol.yorkonz/VOl.nachkonz:). Die
Ausbeute (X IUyor konz/Z IUnach Konz.)) Nach der Chromatographie schwankte in einem groflen
Bereich und sank in allen Versuchen nach Ultrafiltration noch einmal deutlich ab. Die
Ultrafiltration ist notwendig, um die Salzkonzentration in der Viruslosung auf einen fiir
Zellen physiologischen Wert zu senken. Der Verlust an infektiosen Partikeln konnte durch
eine unspezifische Bindung des Viruses an das Sdulenmaterial und/oder dem Filtermaterial
der Ultrafiltrationseinheit verursacht werden. Ein weiterer moglicher Grund konnte auch ein
Verlust an Infektiositdt sein, der aus der angewandten Methode resultiert, zum Beispiel
aufgrund der chemischen und oder physikalischen Einfliisse wihrend der Konzentrierung. Fiir
eine unspezifische Bindung spricht zum einen der weite Bereich in dem die Ergebnisse
schwanken und zum anderen die Beobachtung, daB3 in Titerbestimmungen zu hohe Titer
bestimmt wurden, wenn fiir die serielle Verdiinnung des Virus ein und dieselbe Kunststoft-
Pipette verwendet wurde. Eine Steigerung der Transduktionseffizienz auf Zellinien war
fluoreszenzmikroskopisch deutlich zu erkennen. Den Nachteilen dieser Methode, wie dem
Verlust an infektiosen Partikeln und der erh6hte apparative Aufwand, stehen eine Reihe von
Vorteilen gegeniiber. Zum einen ist die Volumen-Kapazitit ausbaufdahig und zum anderen
kann dieses System leichter die stringenten Bedingungen fiir den klinischen Einsatz erfiillen.
In der vorliegenden Arbeit zeigte diese Methode keine mikroskopisch sichtbaren
Verunreinigungen in den Kulturen. In der Literatur wurden keine vergleichbaren Ergebnisse
gefunden, jedoch ist die chromatographische Anreicherung von Viruspartikeln schon
beschrieben worden (Prior et al., 1995, 1996, 1998; Goa et al., 2000). Da auch das in der
vorliegenden Arbeit getestete System nicht zu den gewiinschten Ergebnissen flihrte, ndmlich
die effiziente Transduktion von CD34"-Zellen und die reproduzierbare Herstellung eines

reinen Virusiiberstandes mit hohem Titer, wurden noch weitere Moglichkeiten getestet.

Eine weitere Variante, um Virus anzureichern, ist die Ultrafiltration. Neben
Ultrafiltrationseinheiten mit geringer Kapazitit (bis 15 ml), die keine zufriedenstellenden
Ergebnisse lieferten, wurde auch ein System mit hoherer Kapazitdt (60 ml) getestet. Parallel
dazu wurde Virusiiberstand aus einer Préparation mit nach den im vorigen Abschnitten
beschriebenen =~ Methoden  (Ultrazentrifugation, = Anionenaustauschchromatographie)
konzentriert, um die Verfahren miteinander zu vergleichen. Mit der Ultrafiltrationseinheit
(JumboSep) konnte keine Erhohung des Titers erreicht werden, obwohl das Volumen um das

90fache reduziert wurde. Dies steht im Widerspruch zu Beobachtungen mit onkoretroviralen



5. Diskussion 140

Uberstinden (H. KnoeB, persénliche Mitteilung). Im Filtrat der Ultrafiltrationseinheit konnte
nur eine geringe Menge an Partikeln nachgewiesen werden. Ein mogliche Ursache fiir den
Verlust an infektiosen Partikeln konnten unspezifische Bindungen an das Filtermaterial
und/oder dem Kunststoff der Filtrationseinheit sein, wie sie im vorigen Abschnitt diskutiert
wurden. Die Steigerung des Titers der Chromatographie war hoher als die durch
Ultrazentrifugation, jedoch waren die erzielten Ausbeuten sehr schlecht. Die Verluste an
infektiosen Partikeln bei der Ultrazentrifugation ist unter anderem auf den zweiten
Zentrifugationsschritt zuriickzufiihren. Die zweite Zentrifugation wurde durchgefiihrt, da das
Sediment nach der 1. Zentrifugation zur quantitativen Resuspension in einem groflen
Volumen aufgenommen wurde. Weitere Griinde wurden bereits in den vorigen Abschnitten
zu den Methoden diskutiert. In der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung von
transduzierten TF1-Zellen war die Chromatographie den anderen Methoden iiberlegen, da die
meisten Zellen eine deutliche GFP Expression zeigten (Abb. 4-10). Die Zellen, die mit
resuspendierten Partikeln nach Ultrazentrifugation transduziert wurden, zeigten dagegen eine
deutlich schwéchere GFP Expression (Abb. 4-10). In diesem Vergleich der Methoden konnten
durch Fractoflow® die besten Resultate erzielt werden. Die Ultrazentrifugation lieferte im
Vergleich dazu nur maéaBige Erfolge. Die Anreicherung von Viruspartikeln mittels
Ultrafiltration (JumboSep) erwies sich fiir dieses Vektorsystem als ungeeignet, da keine
Anreicherung von Virus erzielt werden konnte. Die Griinde hierfiir sind nicht nidher
untersucht worden, da diese Methode nicht uneingeschrénkt fiir klinische Zwecke erweiterbar
ist. Fiir Versuche mit bis zu 60 ml Virusiiberstand ist diese Methode eine Alternative, sofern
sie fir das gewihlte Vektorsystem funktioniert. Nachteilig an dieser Methode ist die nur

eingeschréinkt sterile Handhabung.

In den vorangegangenen Experimenten wurde festgestellt, dal die volumenreduzierten
Uberstinde eine viskosere Konsistenz annahmen und mitunter durch Phenolrot stark gefirbt
waren (bei Fractoflow®). Auch mikroskopisch sichtbare Verunreinigungen wurden
beobachtet (bei Ultrazentrifugation). Um auszuschlieBen das dieses Phidnomen durch
Medium, komplex zusammengesetztes fotales Kélberserum oder humanes Serumalbumin
hervorgerufen wird, wurden verschiedene Medienvarianten getestet (siche Tab. 4-4). In zwei
unabhingigen Versuchen wurde Phenolrot-freies X-VIVO 10 Medium mit und ohne HSA
und Phenolrot-haltiges DMEM mit und ohne FCS getestet. Die erste Ernte der Uberstinde
wurde durch Fractoflow® konzentriert. Die Titer vor und nach der Anreicherung lagen im

Rahmen der Abweichungen, die sich durch transiente Transfektion und Titerbestimmung
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ergaben. Obwohl die Ausbeuten und Konzentrierungsfaktoren wie in vorangegangen
Versuchen schwankten, konnte kein ausgeprégter Effekt des Mediums auf den Titer, oder die
Anreicherung von Partikeln beobachtet werden. Eine zweite Virusernte 24 Stunden spiter
wurde dann mittels Ultrazentrifugation konzentriert. Auch hier lagen die Abweichungen des
Titers im Rahmen dessen, was fiir transiente Transfektion und Titerbestimmung bisher
beobachtet wurde. Genau wie bei der Chromatographie konnte hier kein deutlicher Effekt des
Mediums auf den Titer, oder die Konzentrierung von Virus beobachtet werden. Eine
ausgeprigte Viskositit des konzentrierten Virusiiberstandes, oder eine Anreicherung von
Phenolrot konnte in beiden Experimenten nicht beobachtet werden. In diesem Versuch konnte
kein Zusammenhang zwischen den bislang verwendeten Medien und den beobachteten
Phinomenen hoherer Viskositit beziehungsweise Verunreinigungen gefunden werden. Eine

vergleichbare Untersuchung ist in der Literatur nicht beschrieben.

Mit den bisher beschriebenen Methoden gelang keine zufriedenstellende Transduktion von
CD34"-Zellen. Dies wurde unter anderem auf eine mangelhafte Qualitit durch Riickstinde,
teilweise viskose Konsistenz und der Verlust an infektiosen Partikeln des préparierten und
konzentrierten Virus zuriickgefiihrt. Deshalb wurden als weitere Methoden zur Anreicherung
von Viruspartikeln ,,Low Speed“-Zentrifugation und die Sedimentation durch Féllung
getestet. AuBBerdem wurden ultrazentrifugierte Sedimente in anderen Puffersystemen mit und
ohne Zusatz von Detergenzien resuspendiert, da als moglicher Grund fiir die beobachteten
Riickstinde eine ungeniigende Loslichkeit der Partikel durch Resuspension des Virus-

Sedimentes in Betracht gezogen wurde.

Die durch Zentrifugation konzentrierten Viren zeigten auf den getesteten Zellinien (TF1 und
PLB-985), unabhéngig von der angewandten Methode oder des verwendeten Puffers, eine
betrachtliche Steigerung der Transduktionseffizienz in der FACS-Analyse. Diese war vor
allem durch eine Verschiebung zu hoher Fluoreszenzintensititen geprigt, wie in der Dot-Blot-
Darstellung der FACS-Analyse deutlich zu erkennen war (Abb. 4-13 und 4-14). Eine 1:2
Verdiinnung des Virus fiihrte nicht 2zu einer proportionalen Abnahme der
Transduktionseffizienz. Der prozentuale Anteil transgenexprimierender Zellen nahm nur
geringfiigig oder gar nicht ab. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, daf3 sich das Sediment nur
teilweise in einem geringen Volumen 16st. Anhand der FACS-Analyse konnte keine der
Zentrifugationsmethoden oder Pufferkombination als besser oder weniger geeignet
identifiziert werden. Die Sedimentation der Viruspartikel durch Féllung erwies sich fiir dieses

System als zytotoxisch. Im FACS konnten nur wenig vitale Zellen nachgewiesen werden,
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wobei die lebenden TF-1 Zellen nur geringfiligig und die lebenden PLB-985 Zellen nahezu
alle eine GFP-Expression zeigten. Vermutlich wird der zytopathische Effekt durch die fiir die
Féllung zugesetzten Reagenzien ausgelost. Fiir onkoretrovirale Vektoren konnte eine
fiinffache Steigerung des Virustiters und eine 50fache Steigerung der Infektion gegentiber des
Standardprotokolls der Infektion unter Zusatz von Polybrene gezeigt werden, wenn die
Viruspartikel mit Kalziumphosphat koprazipitiert wurden (Morling und Russell, 1995). Ein
Grund, dal die von Morling und Russell (1995) beschriebene Methode im verwendeten
System nicht zum Erfolg fiihrte, ist vermutlich die erhdhte Salzkonzentration, die die Fillung
mit sich bringt und von den verwendeten promyeloischen Zellen nicht toleriert wurde.
Moglicherweise wurden die Partikel nicht quantitativ prizipitiert, da die Retroviren von
Morling und Russell (1995) anders pseudotypisiert wurden, als in dieser Arbeit die
Lentiviren. Die Veridnderung der Kulturbedingung durch Zuséitze Medium ist jedoch der
wahrscheinlichere Grund, da die Zellen einen zytopathischen Effekt zeigten. Fiir eine
ineffektive Féllung der Viruspartikel wére eher eine geringe Transduktionseffizienz zu

erwarten.

Die Ergebnisse der FACS-Analyse konnten im Fluoreszenzmikroskop nicht beobachtet
werden. Dort wurden weniger fluoreszierende Zellen beobachtet. So konnte bei den Zellen,
die mit nicht-konzentriertem Virus behandelt wurden, gar keine oder nur ganz wenige
fluoreszierende Zellen gefunden werden. Mit ,.Low Speed“-Zentrifugation angereicherte
Partikel flihrten zu wenigen stark und deutlich mehr schwach GFP exprimierenden Zellen.
Diese Beobachtung ist konsistent mit dem Ergebnissen der FACS-Analyse, bei der die
Fluoreszenz der transduzierten Zellen nicht so hohen Intensititen zeigte, wie die der Zellen,
die mit ultrazentrifugiertem Uberstand transduziert wurden. Diese zeigten alle die hdchsten
Fluoreszenzintensitdten und mikroskopisch nahezu vollstindig eine GFP-Expression. Die
Unterschiede sind zum einen dadurch bedingt, da3 die FACS-Analyse sensitiver ist als die
mikroskopische. Demnach gibt es jedoch im Hinblick auf die Transduktionseffizienz keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den Zentrifugationsmethoden. Vermutlich werden durch
Ultrazentrifugation mehr infektiose Partikel angereichert und deshalb mehr Virusgenome pro
Zelle integriert. Die ,Low Speed“-Zentrifugation ist aufgrund der geringeren
Zentrifugationsgeschwindigkeit ineffizienter in der Sedimentation der Viruspartikel, was aber
auch den Vorteil haben konnte, dal weniger Verunreinigungen sedimentierten. Moglich ist
auch, daf} sich die lingere mechanische Beanspruchung der Partikel durch die deutlich langere
Zentrifugationsdauer negativ auf deren Stabilitdt auswirkt und zu einem Verlust an

Infektiositit fiihrt. Da in diesem Versuch keine Titerbestimmung auf 293T-Zellen gemacht
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wurde, konnten hier keine Vergleiche gezogen werden. Ein Titer aufgrund der FACS-
Ergebnisse konnte nicht errechnet werden, da hierfiir weitere Verdiinnungen des Uberstandes

erforderlich gewesen wéren.

Betrachtet man die Ergebnisse des Versuchs, so wird deutlich, daB ,Low Speed“-
Zentrifugation eine Alternative zur Konzentrierung von Viruspartikeln ist, die gegeniiber der
Ultrazentrifugation eine hdhere Volumenkapazitét hat, aber mehr Zeit in Anspruch nimmt. Da
in diesem Versuch nur geringfligige Verunreinigungen zu sehen waren, kann bei schnell
proliferierenden Zellen nicht beurteilt werden, ob die ,,Low Speed“-Zentrifugation weniger
oder mehr Riickstinde zeigt. Die Verunreinigungen sind verstirkt in den Versuchen mit
CD34"-Zellen beobachtet worden. Die Verwendung eines anderen Resuspensionspuffers mit
oder ohne Detergenz zeigt keinen signifikanten Effekt auf die Transduktionseftizienz. Jedoch
konnte mikroskopisch festgestellt werden, da3 Detergenz einen geringfiigigen Effekt auf die
Zellen hatte. Die Zellen sahen nicht so rund und vital aus wie die ohne Detergenz und zeigten
eine erhohte Tendenz zur Clusterbildung. Die Prizipitation von lentiviralen Viruspartikeln
stellte sich als nicht geeignet flir dieses System heraus. So konnte im Fluoreszenzmikroskop
keine GFP-Expression beobachtet werden. Im Mikroskop waren die Zellen durch ein
granuliertes Erscheinungsbild geprigt, was darauf hindeutet, da3 die Zellen nicht mehr vital
sind. Dies wurde durch die FACS-Analyse bestitigt. Wie bereits oben erwidhnt konnten
Morling und Russell (1995) zeigen, da3 der Titer und damit die Transduktionseffizienz von
onkoretroviralen Vektoren durch Prézipitation der Viruspartikel erhoht werden kann. Diese
gegensitzlichen Ergebnisse sind vermutlich auf unphysiologische Kulturbedingungen durch
Zusatz von Komponenten zur Fillung zuriickzufiihren, die, abhingig vom verwendeten

Zelltyp, nicht toleriert werden.

AbschlieBBend kann festgestellt werden, da3 Ultrazentrifugation, ,,Low Speed*-Zentrifugation
und Fractoflow® sich als Methoden zur Konzentrierung von Viruspartikel im hier
geschilderten Maf3stab bewéhrt haben. Die Zentrifugation ist die einfachste und preiswerteste
Methode zur Virus-Anreicherung von. Sie ist jedoch aufgrund der vorgegebenen Kapazitit
nicht beliebig im Maf3stab zu vergrof8ern. Im Hinblick auf klinische Anwendungen ist ein ,,up
scaling mit Fractoflow® denkbar. Hier bedarf es jedoch weiterer Optimierungen. So konnte
das Elutionsprofil weiter gescharft und durch Fraktionierung das Elutionsvolumen verringert
werden. Moglicherweise bieten alternative S&dulenmaterialien, zum Beispiel fiir eine
Affinitdtschromatographie, glinstigere Bedingungen fiir die Anreicherung von Partikeln. Die

Entwicklung alternativer Strategien zur Entsalzung der Eluate mittels Ultrafiltration, durch



5. Diskussion 144

beispielsweise eine Gelfiltration, kdnnte zu einer vereinfachten Methode mit zwei Sdulen
filhren. Fiir das Erreichen hoher Titer sind die Transfektionsbedingungen entscheidend. Hier
kommt es auf ein Zusammenspiel von Menge an Plasmid, Zellzahl sowie der Menge und
Inkubationsdauer mit Natriumbutyrat an. Fiir eine Anwendung in klinischen Versuchen sind
weitere Verbesserungen der Virusproduktion notwendig, da zum einen fiir eine ex vivo
Gentherapie sehr viele Viruspartikel bendtigt werden, und zum anderen definierte
Bedingungen in Bezug auf die biologische Sicherheit eingehalten werden miissen. Eine
Gefahr ist die Generierung replikationskompetenter Rekombinanten bei der Virusproduktion,
die durch Eliminierung oder Substitution {iberlappender Bereiche weiter reduziert werden.
Dartiber hinaus kann die Rekombinationswahrscheinlichkeit durch Generierung stabiler,
induzierbarer virusproduzierender Zellinien, wie sie in jiingster Zeit publiziert wurden (Farson
et al., 2001; Xu et al., 2001), weiter gesenkt werden. Sie bieten den Vorteil, da} sie eine
genotypisch einheitliche Zellpopulation sein konnen, wenn sie aus Einzelzellklonen generiert

werden.

5. 1. 3. Transduktion von himatopoetischen Stammzellen

Nachdem mehrere Verfahren zur Konzentrierung von lentiviralem Virusiiberstand erfolgreich
auf Zellinien getestet wurden, sollte untersucht werden, welche die geeigneteste Methode ist,
um hdmatopoetische Stammzellen effizient zu transduzieren. Dazu wurden die
entsprechenden Methoden zunidchst in eigenstdndigen Versuchen optimiert, um danach in

einem Experiment direkt miteinander verglichen zu werden.

Zunichst wurden CD34"-Zellen aus peripherem Blut mit Virus infiziert, das durch
Ultrazentrifugation konzentriert wurde. Im Fluoreszenzmikroskop wurde nur eine geringe
Anzahl an GFP-exprimierenden Zellen beobachtet, wihrend in der FACS-Analyse mehr als
die Hélfte der Zellen eine Expression des Transgens zeigten. Dieses Ergebnis wurde aufgrund
der bis dahin durchgefiihrten Experimente auf Zellinien als nicht zufriedenstellend bewertet.
Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung zeigte eine geringe Transduktionseffizienz (ca.
5 %), wobei die durchfluBzytometrischen Daten zunichst als Bestitigung dieser Beobachtung
interpretiert wurden. Demnach wurden nur Zellen, die eine relative Fluoreszenzintensitit {iber

100 zeigten, als tatsdchlich GFP-exprimierend angesehen, wiahrend die Zellen darunter als
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GFP-negative Zellen gewertet wurden. Da bei der Auswertung der FACS-Daten keine
distinkten Zellpopulationen zu erkennen waren, wurde die Verbreiterung des Signals von
etwa 3 — 4 relativen Fluoreszenzeinheiten in der Negativkontrolle zu dann bis 100 relativen
Fluoreszenzeinheiten in den transduzierten Zellen als ein Population GFP-negativer Zellen
interpretiert. Die Ursache hierfiir wurde auf den Zeitpunkt der Messung und/oder artifizielle
Phanomene, wie mdglicherweise transient mitgeschlepptes griines Fluoreszenz-Protein bei der
Transduktion, zuriickgefiihrt. Die Zellen wurden drei Tage nach Transduktion fiir die Analyse
fixiert. Das Markergen EGFP besitzt eine hohe Stabilitdt und wird im Mittel erst nach etwa 72
Stunden abgebaut (Angaben von Clontech). Die FACS-Analyse konnte durch einen als
Pseudotransduktion bezeichneten Effekt verfalscht worden sein, wie es fir VSV-G
pseudotypisierte MoMuLV-Vektoren gezeigt wurde (Liu et al., 1996). Bei der
Pseudotransduktion kommt es zu einem Transfer von Protein aus der partikelproduzierenden
Zelle in die Zielzelle, was zu einer transienten Detektion von exprimiertem Transgen flihrt
(Case et al., 1999). Infolge dieser Erkenntnis wurden alle folgenden FACS-Markierungen, die
GFP Dbetreffen, frithestens vier bis fiinf Tage nach Transduktion durchgefiihrt. Die
Agarkulturen in diesem Versuch zeigten eine unterdurchschnittliche Klonogenitit (= 2 %). In
fritheren Untersuchungen lag der Durchschnittswert bei 20 — 30 % (A. Schilz, personliche
Mitteilung). Eine Ursache konnte die Verwendung von ldnger bei 4 °C gelagerten Zytokinen
sein, die moglicherweise in ihrer Aktivitdt reduziert waren. Eine weitere Ursache konnte die
Verwendung von zu heilem Agar-Agar gewesen sein, der beim Ansatz der Kulturen
zugegeben wurde. Die in diesem Assay bestimmte durchschnittliche Transduktionseffizienz
von etwa 20 %, ist mit Bezug auf die geringe Anzahl an Kolonien als nicht aussagekréftig
beurteilt worden. Zu einem spéteren Zeitpunkt flihrten Ergebnisse der Arbeitsgruppe um
Naldini (Universitdit Torino) zu einer anderen Interpretation der FACS-Ergebnisse. Die
durchfluBzytometrische =~ Analyse ist eine sensitivere Nachweismethode, als die
fluoreszenzmikroskopische. Es sind nur zwei bis drei Molekiile EGFP pro Zelle fiir eine
Detektion in der FACS-Analyse notwendig (nicht veroffentlichte Erfahrungswerte von
Naldini und Mitarbeitern). Diese Beobachtungen fiihrten zu einer erneuten, anderen
Auswertung der FACS-Daten, wonach mehr als die Hilfte der Zellen GFP-positiv waren. In
einer Population der Negativkontrolle wurden 2 % GFP-positiver Zellen nachgewiesen. Dies
ist wahrscheinlich auf ein Verschleppen von transduzierten Zellen bei der Fixierung
zuriickzufithren. Weitere Transduktionen von CD34'-Zellen mit ultrazentrifugiertem
Virusiiberstand zeigten alle eine fluoreszenzmikroskopisch schlechte Transduktionseffizienz

und teilweise Verunreinigungen, deren Ursprung nicht ermittelt werden konnte. Dies war
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einer der Griinde, warum nach alternativen Methoden zur Generierung und Konzentrierung

von Viruspartikeln gesucht, diese getestet und optimiert wurden.

Nach den Experimenten zur Anreicherung von Viruspartikeln durch Ultrazentrifugation,
wurde die Transduktionseffizienz von chromatographisch konzentrierten Viren auf humanen
hamatopoetischen Stammzellen aus Knochenmark getestet. Parallel dazu wurde der Einfluss
von Zytokinen auf die Transduktion untersucht. In diesem Experiment konnte - im Gegensatz
zur Ultrazentrifugation (siehe vorigen Abschnitt) - im Fluoreszenzmikroskop eine groBere
Anzahl transduzierter Zellen detektiert werden. Der Anteil war in Zellpopulationen, die vor
und wéhrend der Infektion mit Zytokinen behandelt wurden, doppelt so hoch, wie in den
Zellpopulationen, welche nicht mit Zytokinen behandelt wurden. Dies ist wahrscheinlich
darauf zuriickzufiihren, da3 die Transduktion von HSCs mit HIV-1 abgeleiteten Vektoren
abhingig vom Zellzyklus ist. Sutton et al. (1999) fanden heraus, das sich die
Transduktionseffizienz erhoht, wenn die CD34"-Zellen 48 Stunden vor der Transduktion in
Gegenwart von Zytokinen kultiviert wurden. Bei der Untersuchung der moglichen Ursache,
konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dall Zellen in der Gy Phase deutlich schlechter transduziert
werden, als Zellen, die sich in der G; Phase oder der S/G,/M Phase befinden. Durch
Verdiinnung des Virus sank die Anzahl GFP-positiver Zellen nachweislich ab (sieche Abb. 4-
19). Im Widerspruch dazu konnte im FACS kein Unterschied in der Zahl
transgenexprimierender Zellen in Abhéngigkeit von der Zytokingabe festgestellt werden. Es
wurde jedoch analog zu 4. 1. 2. 7. eine Rechtsverschiebung der Fluoreszenzintensitit
beobachtet (<10*> — >107). Dies erklirt die Beobachtung einer verminderten Anzahl GFP-
positiver Zellen ohne Zytokingabe im Fluoreszenzmikroskop. Verglichen mit der
Ultrazentrifugation (siche vorigen Abschnitt), konnte durch chromatographische
Anreicherung der Viruspartikel ein mikroskopisch besseres Ergebnis erzielt werden. In der
durchfluBzytometrischen Analyse wurde jedoch ein geringerer Anteil GFP exprimierender
Zellen nachgewiesen. In weiteren Transduktionsexperimenten mit Fractoflow®
konzentrierten Partikeln, konnten vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Jedoch konnte
auch durch verdnderte Kulturbedingungen, z. B. durch Variation des Zytokincocktails, keine
Steigerung der Transduktionseffizienz erzielt werden. Deshalb wurden weitere, alternative

Konzentrierungsmethoden getestet.

Als Alternative zur Ultrazentrifugation und Anionenaustauschchromatographie wurden auch

durch ,,Low Speed“-Zentrifugation angereicherte Viruspartikel zur Transduktion von CD34"-
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Zellen getestet. Die Auswertung des Kolonie-Assays ergab nach fluoreszenzmikroskopischer
Auswertung eine niedrigere Transduktionseffizienz im Vergleich zu den vorangegangenen
Versuchen. Auch die FACS-Analyse zeigte nur durchschnittlich 15 % GFP exprimierende
Zellen. Die mikroskopische Kontrolle fiinf Tagen nach Transduktion bestitigte, das die Zellen
morphologisch in keinem guten Zustand waren. Abbildung 4-19 zeigt, dal der Anteil
absterbender Zellen (kleiner, weniger rund) grofBer ist als der Anteil gesunder Zellen (grofer,
rund). Schon nach der kurzen Pridinkubation konnten nur noch rund 50 % lebende Zellen
mittels Trypanblau-Farbung gefunden werden. Nach fiinf Tagen waren deutlich mehr als
50 % der Zellen abgestorben. Dennoch zeigte ein Teil der lebenden Zellen eine starke GFP-
Expression. Hierbei konnten in der Population, die zweimal transduziert wurde, wesentlich
mehr GFP-positive Zellen gefunden werden, als in der Population, die nur einmal transduziert
wurde. Dies konnte durch die Durchflulzytometrie nicht bestétigt werden, da hier die Anzahl
GFP-positiver Zellen in beiden Populationen dhnlich war. Da die Zellen in einem schlechten
Zustand waren und nur eine geringe Anzahl lebender Zellen vorhanden waren, wurde
zunidchst nur der Kolonie-Assay durchgefiihrt. Von den restlichen Zellen wurde eine
Differenzierungskultur angelegt. Die Ursache fiir den schlechten Zustand der Stammzellen
konnte in der Praparation, der Kryokonservierung oder der Kultivierung, beziehungsweise der
Summe aller drei Verfahren liegen. Durch Markierung mit anti-CD33 Antikorpern konnte in
der FACS-Analyse gezeigt werden, da3 80 — 90 % der Zellen nach 14 Tagen eine deutliche
myeloide Differenzierung aufwiesen. In diesem Versuch konnte zudem gezeigt werden, daf3
CD34"-Zellen durch ,,Low Speed‘-Zentrifugation konzentrierte Partikel transduziert werden
konnten. Ein Vergleich zu den anderen Methoden kann jedoch aufgrund des Zustandes der

Zellen und der sehr unterschiedlichen Durchfithrung des Experimentes nicht gezogen werden.

In den vorangegangenen Experimenten wurde der Erfolg der einzelnen Methoden zur
Konzentrierung von Viruspartikeln an CD34"-Zellen getestet. In einem weiteren Experiment
sollten anschlieBend die einzelnen Methoden zur Viruspriparation von in einer Transduktion
auf CD34"-Zellen miteinander verglichen werden. Dazu wurde fiir jede Konzentrierung
identischer Uberstand verwendet. Die Bestimmung der Titer erfolgte in diesem Experiment
zum einen durch Endpunktverdiinnung auf 293T-Zellen (biologischer Titer) und zum anderen
durch Ermittlung der Anzahl an RNA-Kopien im Uberstand (quantitativer Titer). Die
quantitative PCR benutzt zur viralen Titration eine als ,,strong stop“-Spezies bezeichnete
cDNA (Towers et al., 1999), die in einer frithen Phase der reversen Transkription gebildet
wird, noch bevor das Virus in die Zielzelle eintritt (Trono, 1992; Zhang et al., 1995). Der
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hochste biologische Titer wurde nach ,Low Speed“-Zentrifugation bei niedriger
Geschwindigkeit ermittelt, wihrend nach Ultrazentrifugation beziehungsweise Fractoflow®
der hochste quantitative Titer gefunden wurde. Im direkten Vergleich wurden mit der
quantitativen PCR etwa zehnmal mehr Partikel detektiert, als bei der Bestimmung der
infektiosen Einheiten. Der Unterschied ergibt sich aus den MeBmethoden, da einerseits die
biologisch infektiosen Partikel und andererseits die quantitative Menge an RNA-Genom
Kopien gemessen wurde. Das es durch die Konzentrierung zu einem Verlust der Infektiositit
kam, zeigten die Ausbeuten an Gesamtzahl der infektiosen Partikel in der Titerbestimmung
auf 293T-Zellen. Die Hohe des Verlustes ist dabei wahrscheinlich abhingig von der Methode,
die zur Konzentrierung angewandt wurde. Bei der Anreicherung durch Zentrifugation sind
vermutlich die einwirkenden Scherkrdfte mal3gebend fiir den Verlust an Infektiositdt. Der
niedrige Konzentrierungsfaktor und die niedrige Ausbeute von Fractoflow® angereicherten
Partikeln, kann eine Reihe von Ursachen haben. Da die Sdule mehrfach verwendet wurde,
konnten die gewdhlten Regenerationsbedingungen zu einer verminderten Bindekapazitit
geflihrt haben. Einen negativen Einflu konnten auch die Elutionsbedingungen oder die
anschliefende Ultrafiltration ausgeiibt haben. Diese Moglichkeiten sind nicht im Detail

untersucht worden.

Die FACS-Analyse der transduzierten TF1-Zellen zeigte, dafl bereits mit nicht-konzentriertem
Virusiiberstand nahezu alle Zellen GFP exprimierten. Dies war aufgrund des hohen Titers
schon vor der Konzentrierung zu erwarten. Auch die Fluoreszenzmikroskopische Auswertung
bestitigte, daB nahezu alle Zellen transduziert wurden. Bei néherer Betrachtung war eine
Korrelation zwischen den FACS-Daten und der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung zu
beobachten. So zeigten die Zellen, die mit ,.Low Speed“-zentrifugiertem Uberstand
transduziert wurden, eine hohere Anzahl stark GFP-exprimierender Zellen als die iibrigen
TF1-Zellen. Parallel dazu lagen die meisten als Punkte im Dot-Blot abgebildeten Zellen im
Bereich einer Fluoreszenzintensitét (FI) zwischen 100 — 1000. Bei den anderen transduzierten
Zellen streuten die Punkte im Bereich einer FI von 10 — 1000, was im Fluoreszenzmikroskop
als Mischpopulation aus weniger und stiarker exprimierenden Zellen zu sehen war. Dieser
Zusammenhang konnte auch bei den transduzierten CD34 -Zellen hergestellt werden. Die
FACS-Analyse zeigte, daB mit nicht-konzentrierten und chromatographisch angereicherten
Partikeln etwa ein Fiinftel der Zellen transduziert wurden, wéihrend mit den
Zentrifugationsmethoden rund 90 % der Zellen GFP-positiv waren. Im Fluoreszenzmikroskop

sah man analog zu den FACS Daten mehr exprimierende Zellen in den Populationen, die mit
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nicht-konzentrierten und chromatographisch angereicherten Partikeln transduziert wurden.
Hier waren in den Dot-Blots der FACS-Analyse mehr Dots im Bereich einer FI von 100 bis
1000 zu sehen, als in den anderen transduzierten Populationen. Dort lagen die Dots im
Bereich einer FI von 10 bis 100 oder sogar darunter. In Korrelation dazu wurde im Mikroskop
bei den Zellen, die mit zentrifugierten Partikeln transduziert wurden, iliberwiegend eine
schwache und diffuse Fluoreszenz beobachtet. Dariiber hinaus wurden in diesen Kulturen
wieder Verunreinigungen beobachtet, die eine Hintergrundfluoreszenz zeigten. Diese nicht
zellassoziierte Fluoreszenz konnte eventuell eine Verfialschung der FACS-Daten verursacht
haben. AuBBerdem zeigten diese Populationen mikroskopisch weniger gesunde und lebende
Zellen, als die tlibrigen Populationen (siche Abb. 4-24). Eine schlechtere Qualitidt der so
préparierten Viren war jedoch nicht der alleinige Grund fiir den schlechten Zustand der
CD34"-Zellen. Bei den verwendeten Stammzellen handelte es sich um Zellen aus der gleichen
Préparation, die im vorherigen Versuch verwendet wurden. Auch in diesem Versuch war der
schlechte Zustand der Zellen nach dem Auftauen sichtbar. Dies wurde durch eine FACS-
Analyse vor der Transduktion zur Bestimmung der CD34'-Reinheit bestitigt, bei der etwa

12 % lebende Zellen detektiert wurde (Daten nicht gezeigt).

Eine weitere Erkldrung fiir die schlechtere Verfassung der Zellen, die mit zentrifugiertem
Virus behandelt wurden, ist die sehr hohe MOI, mit der die Infektion durchgefiihrt wurde. So
wurden in diesem Versuch Partikelzahlen von 47 (ohne Konzentrierung), 365 (Fractoflow®)
und rund 2000 (,,Low Speed*, Ultrazentrifugation) verwendet. Da die CD34"-Zellen direkt
nach der Konzentrierung transduziert wurden, erfolgte die Titerbestimmung parallel dazu.
Deshalb lie3 sich die MOI erst im Anschlu3 an die Transduktion bestimmen. Da in diesem
Versuch zunéchst die Methoden, ausgehend von identischem Virusiiberstand, qualitativ und
quantitativ an CD34"-Zellen getestet werden sollten, spielte die MOI hier eine untergeordnete
Rolle. In weiteren Experimenten sollte geklart werden, ob es bei den einzelnen Methoden mit
hohen MOIs zu zytotoxischen Effekten kommen kann. Dieser Versuch sollte mit einer
definierten MOI wiederholt werden, um die Unterschiede hinsichtlich der
Transduktionseffizienz der einzelnen Konzentrierungsarten weiter zu untersuchen. In weiteren
Untersuchungen konnte auch geklart werden, ob die Stirke der Expression mit der Anzahl
von integrierten Virusgenomen korreliert, und ob die auf unterschiedliche Art konzentrierten
Partikel auch einen Einflufl auf den Zellzyklus haben. Moglicherweise kommt es durch die
Anreicherung der Partikel aber auch zu einer Anreicherung von anderen Komponenten, die

einen EinfluB auf das Virus hinsichtlich der Stabilitit oder Infektiositit haben.
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Zusammenfassend kann man sagen, daBl fiir die Konzentrierung von lentiviralen
Viruspartikeln fiir die Transduktion von CD34"-Zellen noch viele Punkte zu untersuchen und

zu optimieren sind.

Die Angaben iiber erreichte Transduktionseffizienzen in CD34"-Zellen schwanken in der
Literatur um 20 % bis 60 % (Sutton et al., 1998,1999; Uchida et al., 1998; Miyoshi et al.,
1999; Case et al., 1999; Douglas et al., 1999; Eavans, 1999). Die Angaben in diesen Studien
beziehen sich iiberwiegen auf FACS-Analysen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten
dhnliche Ergebnisse erzielt werden. Ein direkter Vergleich mit den Studien ist nur bedingt
moglich, da die Versuchsbedingungen recht unterschiedlich waren. Bei fast allen oben
genannten Studien wurden die Viruspartikel iiber Ultrazentrifugation angereichert. Nur die
Gruppen um Douglas (1999) und Uchida (1998) konzentrierten den Virusiiberstand durch
Ultrafiltration auf. Die Unterschiede der Untersuchungen lagen im Vektordesign (Promotor,
LTR, Markergen, akzessorische Proteine), den Kulturbedingungen (MOI 12 — 2000,
Zytokincocktail, Pridinkubationsdauer und mit oder ohne Zytokine), dem Zeitpunkt der
Analyse (drei bis sieben Tage) und den verwendeten primédren Zellen (Knochenmark,
Nabelschnurblut, peripheres Blut mit und ohne Préstimulation). Dabei spielt auch die
Priparation und Reinheit der verwendeten CD34'-Zellen genauso eine Rolle, wie die
verwendeten Transduktionsprotokolle (Sutton et al., 1999). Fiir eine Optimierung des
Transduktionsprotokolls sollten weitere Kultur- und Transduktionsbedingungen getestet

werden.

Zusammenfassend 146t sich sagen, da3 drei Methoden zur Konzentrierung von Viruspartikeln
etabliert wurden. Auch die Transduktion von CD34'-Zellen ist gelungen. Die bei der
Konzentrierung aufgetretenen Verluste an Partikeln beziehungsweise Infektiositidt kann eine
Reihe von Griinden haben. Unspezifische Wechselwirkungen mit den verwendeten
Materialien (PlastikgefdBBe, Filter, Sdulenmaterial) sind denkbar. Weitere Hinweise auf
mogliche Ursachen konnten in der Literatur gefunden werden. Sutton et al. (1999) konnte
zeigen, dafl eine FErhohung der Partikelzahl nur bedingt zu einer gesteigerten
Transduktionsrate fiihrt, was die Autoren auf eine vom Zellzyklus abhingige
Transduzierbarkeit von HSCs zuriickfiihrten. Es konnte aber auch, wie bereits diskutiert, zu
einer Aufkonzentrierung anderer, von den Zellen sekretierter Komponenten kommen, die
einen nachteiligen Effekt auf die Transduktion von Stammzellen haben (Le Doux et al.,

1996). Forestell und Bohnlein (1995) konnten fiir ein onkoretrovirales System zeigen, daf3 die
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Erhohung des Titers nicht immer zu einer Erh6hung der Transduktionseffizienz fiihrt. Sie
vermuteten, dal3 eine Interferenz von infektiosen und nicht infektiosen Viruspartikeln die
Ursache hierfiir war. Die in dieser Arbeit etablierten Methoden waren Vorversuche zur
Entwicklung von Methoden fiir préklinische und klinische Untersuchungen, die weiter
optimiert werden miissen. Die verwendeten Vektoren werden gegenwértig in Bezug auf ihre

biologische Sicherheit und eine verbesserte Expression optimiert (Vigna und Naldini, 2000).

5. 2. Rekonstitution der NADPH-Oxidase Aktivitit

Die im ersten Teil der Arbeit etablierten Methoden sollten im zweiten Teil am Modell der X-
chromosomal gebundenen chronischen Granulomatose (X-CGD) durch Transfer eines

therapeutischen Gens (gp917"™

) und Nachweis der Funktionalitit getestet werden. Fiir die
Rekonstitution der NADPH-Oxidase wurden lentivirale Vektoren konstruiert, die gp91P"* als
therapeutisches Gen enthalten. Die Féhigkeit dieser Vektoren, den Enzymkomplex funktionell
zu rekonstituieren, wurde mit der Modellzellinie X-CGD PLB-985 (Zhen et al., 1993) im
Vergleich zu PLB-985 Wildtypzellen getestet. Beide Zellinien sind humane myeloische
Leukédmie-Zellinien, die nach einer Dimethylformamid-Induktion zu funktionellen
Granulozyten und Makrophagen ausdifferenzieren konnen. Zusitzlich dazu wurden die

Vektoren mit einem onkoretroviralen Konstrukt verglichen, mit dem in vorangegangenen

Arbeiten gute Ergebnisse erzielt wurden (Dissertation S. Becker, 1998).

5. 2. 1. Klonierung lentiviraler gp91°"**-Vektoren

Die somatische Gentherapie von X-CGD durch Einbringen therapeutisch wirksamer Gene
mittels onkoretroviraler Konstrukte in CD34"-Zellen, konnte bislang nur bedingt erreicht
werden. Eine hohe Transduktionseffizienz kann mit einem solchen System nur durch eine
mehrere Tage andauernde ex vivo Kaultivierung erreicht werden, wodurch die
Repopulierungsfahigkeit der Stammzellen erheblich reduziert wird. Als Alternative dazu
wurde der lentivirale Vektor pSIN2-CMV-gp91 kloniert. Vor das gp91”™*-Transgen wurde
ein interner CMV-Promotor einkloniert. In der 3° LTR wurden 400 bp der U3-Region

deletiert, wodurch nach erfolgter reverser Transkription und Integration keine viralen
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Promotor- und Enhancersequenzen mehr vorhanden sind. Damit werden die viralen
Sequenzen 5° vom CMV-Promotor nicht mehr transkribiert. In einem weiteren Konstrukt,
dem pSIN2-CMV-gp91-WPRE, wurde zwischen dem gp91™*-Gen und der 3¢ LTR die
WPRE-Sequenz eingebracht, um eine Erhohung der Expression von gp91™"* und damit auch
eine verbesserte Rekonstitution zu erzielen. Um die Ergebnisse der Experimente besser
einschitzen zu konnen, wurde parallel dazu der Vektor pMgSLAS (S. Becker, GSH)
verwendet, der als RNA-Genom in GALV pseudotypisierten Partikeln aus einer Produzenten-

Zellinie, den PG13iMgSLAS (H. KnoeB3, GSH), geerntet werden konnte.

Wie in Kapitel 4. 2. 1. erwihnt, wurde das gp91”™*-Gen als PCR-Fragment aus pMgSLAS
isoliert und in den pCIGWS Vektor eingebaut. In den ersten Experimenten konnte jedoch
keine Rekonstitution nachgewiesen werden, obwohl eine Integration anhand einer PCR mit
genomischer DNA gezeigt werden konnte. Auch eine GFP Expression wurde
fluoreszenzmikroskopisch beobachtet. Die Ursache flir das Scheitern der Rekonstitution ist
wahrscheinlich auf eine fehlerhafte Genkopie des gp91P™™* zuriickzufiihren. Dies kann
entweder durch die PCR-Amplifikation oder durch die Klonierung entstanden sein. Da die
anderen Vektoren eine Rekonstitution zeigten, wurde auf eine ndhere Untersuchung der
Ursache, beispielsweise durch Sequenzierung, verzichtet. Eine andere mdgliche Begriindung
ist eine Wechselwirkung des IRES-Elementes mit anderen Komponenten des Vektors, die
eine Expression des Transgens behindern, obwohl durchaus das Markergen exprimiert werden
kann. So konnte gezeigt werden, da3 eine Inhibierung der ,,Cap*“-abhingigen Translation des
ersten Cistrons in vivo oder in vitro die Translation des IRES getriebenen Leserasters
unbeeinfluBit lassen, oder sogar stimulieren kann (Liebig et al., 1993; Ohlmann et al., 1996).
Wie oben bereits erwidhnt, wurde die Ursache fiir die fehlende Rekonstitution nicht ndher

untersucht, da zwei andere Vektoren zur Verfiigung standen.

5. 2. 2. Molekularbiologische Untersuchungen der lentiviralen Vektoren

Um die Integration des Virus nachzuweisen, wurde eine semiquantitative PCR mit
genomischer DNA durchgefiihrt. Dabei konnten in den lentiviral transduzierten X-CGD PLB-
985 Zellen Signale mit einer Intensitdt von durchschnittlich fiinf Kopien pro Zelle detektiert

werden. Die retroviral transduzierten Zellen zeigten eine Bande, die in ihrer Intensitdt mit
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dem Standard fiir eine Kopie pro Zelle vergleichbar war. Bei der angegebenen Kopienzahl
handelt es sich um einen Mittelwert, der sich auf die gesamte Population transduzierter Zellen
bezieht. Fiir eine statistisch relevante Aussage miiflte ein klonaler Assay durchgefiihrt werden.
Bei diesem Transduktionsexperiment stand jedoch die Rekonstitutionsfahigkeit im
Vordergrund. Die molekularbiologischen Untersuchungen dienten primir als Hinweis darauf,
ob und worauf moégliche Unterschiede zurlickzufiihren sind. Mit der semiquantitativen PCR
konnte gezeigt werden, da3 es in den Mischpopulationen der lentiviral transduzierten Zellen
zu einer mehrfachen Integration des gp91°"™ Gen gekommen ist. Gemé$ den Unterschieden
in der Anzahl integrierter Genkopien pro Zelle, sollte auch auf Proteinebene Unterschiede in

Abhingigkeit zum verwendeten Vektor nachzuweisen sein.

In einer Westernblot-Analyse wurde die Korrelation zwischen der Anzahl integrierter
Virusgenome und der gp91P™*-Expression untersucht. Verglichen mit den PLB-985-
Wildtypzellen zeigten die onkoretroviral transduzierten Zellen ein schwécheres Signal bei
gleicher Menge Gesamtprotein, wihrend die mit lentiviralen Partikeln infizierten X-CGD
PLB-985 Zellen in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der semiquantitativen PCR ein
stiarkeres Signal zeigten. Das Bandenmuster ist fiir diesen Antikorper charakteristisch (Zhen et
al., 1993). So erscheint das Protein nicht als eine distinkte Linie, sondern als diffuse Bande
von etwa 75 — 91 kDa. Die Ursache hierfiir ist die starke Glykosilierung des Enzyms (Dusi et
al.,, 1998). Ein weiteres Signal wurde bei etwa 56 kDa detektiert, was vermutlich einer
deglykolisierten Variante entspricht (DeLeo et al., 2000). Die schwéchere aber distinkte
Bande bei etwa 100 kDa ist unspezifisch und wird wahrscheinlich durch eine Kreuzreaktivitit
eines anderen Proteins verursacht (Maly et al., 1989). Auffillig war in diesem Experiment,
dal3 die 56 kDa Bande bei dem lentiviralen Konstrukt, das WPRE enthielt, am schwichsten
war. Die Ursache hierfiir konnte mit einem verdnderten Ablauf der Expression
zusammenhdngen. Fir WPRE wurde, wie bereits erwéhnt, gezeigt, dal es zu einer
Kumulation ungespleifiter RNA-Transkripte des Virusgenoms im Zytosol kommt. Aullerdem
wurde ein stabilisierender Effekt auf das RNA-Transkript beobachtet (Zufferey et a., 1999).
Moglicherweise flihren diese Effekte auch zu einer verédnderten Prozessierung des Proteins,
etwa durch einen ziigigen Transport zum endoplasmatischen Retikulum oder durch
Begiinstigung der Komplex-Bildung mit p22°"*. Dieser Komplex wird vor der Prozessierung
von gp91°"* gebildet (DeLeo et al., 2000). Die genauen Prozesse und Interaktionspartner von
WPRE sind bis jetzt jedoch nur wenig untersucht. Weitere Hinweise auf dhnliche Phinomene

wurden in der Literatur nicht gefunden.
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In zwei unabhéngigen Versuchen wurden X-CGD PLB-985 Zellen mit den Vektoren pSIN2-
CMV-gp91°"* und pSIN2-CMV-gp9 1P WPRE transduziert (Transduktion A und B, siche
Kapitel 4. 2. 4.). In einem der zwei Experimente wurden die Modellzellen dariiber hinaus mit
Virusiiberstand der ,,Producer“-Zellinie PG13iMgSLAS infiziert (Transduktion B, siehe
Kapitel 4. 2. 4.). Nach Ausdifferenzierung der Zellen aus den Transduktionen A und B wurde
eine FACS-Analyse durchgefiihrt. In der durchfluBzytometrischen Analyse der Transduktion
A konnte fiir durchschnittlich eine Drittel der Zellen der mit pSIN2-CMV-gp91°™* und
pSIN2-CMV-gp91P"*WPRE transduzierten Populationen gp91™* Protein nachgewiesen
werden. Signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen Vektoren konnten nicht
beobachtet werden. In der als Positivkontrolle verwendeten PLB-985 Wildtyp-Population

konnte in 91 % der Zellen gp91P"™

nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigte die
FACS-Analyse der Transduktion B sehr unterschiedliche Ergebnisse. Bei den Wildtyp-Zellen
konnten 68 % gp91™"™ positive Zellen gemessen werden. Bei den Vektoren schwankte der
Anteil positiver Zellen zwischen 14 % und 30 %, wobei die onkoretroviral transduzierte
Population den hochsten und die lentiviral transduzierten Zellen mit WPRE den geringsten
Anteil gp91P™™* positiver Zellen enthielt. Die starke Differenz der gp91P"™ Expression der
PLB-985 Wildtyp-Zellen kann verschiedene Griinde haben. Zum einen korreliert die
Erhohung der Expression und in Folge dessen die Translation der Untereinheit mit der
Differenzierung zu reifen Granulozyten (Zhen et al., 1993), zum anderen mufl das gp91P"*
Protein auf der Zelloberflache fiir den Antikérper zugédnglich sein. In ruhenden Neutrophilen
ist das Flavohdmprotein in den Membranen von spezifischen Granula und sekretorischen
Vesikeln lokalisiert (Roos et al., 1996). Wéhrend der Zellaktivierung fusionieren diese
Zellorganellen mit der Plasmamembran und fiihren dort zu einer Ansammlung der Oxidase
(Roos et al., 1996). Der Nachweis von gp91°"* kann mit dem in dieser Arbeit verwendeten
Antikdrper (7D5) nur erfolgen, wenn das spezifische Epitop an der Zelloberfliche zugénglich
ist. Dazu muB die Untereinheit mit p22P"™ als Komplex assoziiert vorliegen (Burrit et a.,
| Phox

2001). Die Expression von p22”"* ist unabhingig von der Expression von gp9

die Menge an p22°™* Protein in den X-CGD PLB-985 Zellen deutlich geringer. Die Menge

, jedoch ist

des in der Zelle vorhanden p22 ist abhingig von der Menge an gp91P"™ Molekiilen. Da beide

nur als Komplex stabil sind, fehlt der Assoziationspartner und die Protein werden schnell

lphox

degradiert (DeLeo et al., 2000). Der jeweils geringere Anteil gp9 positiver Zellen in den

transduzierten X-CGD PLB-985 Populationen ist wahrscheinlich auf eine entsprechende

Transduktionseffizienz zuriickzufiihren. Mit der FACS-Analyse in diesem Experiment konnte

phox

gezeigt werden, da in den transduzierten Zellen gp91 exprimiert und in der
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Plasmamembran integriert wurde. Eine genaue Bestimmung der Transduktionseffizienz
wurde nicht durchgefiihrt, da der qualitative Nachweis der Rekonstitution im Vordergrund
stand. Ob und in welchem Umfang die Zellen differenzieren, kann man anhand vom
Oberflachenproteinen nachweisen, deren Expression abhdngig vom Grad der
Zelldifferenzierung ist. Man nennt diese Proteine auch ,,lineage marker*. Ein solcher Marker
ist CD11b, welcher auf Granulozyten, Monozyten, NK Zellen und Subpopulationen von T
und B Zellen vorkommt (Kuby Immunolgoy, 2000). Untersuchungen haben ergeben, dafl im
Mittel 80 % und mehr PLB-985-Zellen zu Neutrophilen ausdifferenzieren, wenn sie in

Gegenwart von DMF kultiviert werden (Stefan Stein, miindliche Mitteilung).

In der semiquantitativen PCR-Analyse zeigten die lentiviral transduzierten X-CGD PLB-985
Banden eine Intensitit, die vergleichbar mit der Intensitit der Bande des Standards fiir 5
Kopien pro Zellen war. Das 1d6t den SchluBl zu, daB die ¢cDNA des Provirus mehrfach
integriert wurde. Dafiir sprechen auch die FACS Ergebnisse. In beiden Transduktionsansdtzen
war der Anteil gp91P™™ positiver Zellen geringer als bei den Wildtypzellen. Geht man
demnach davon aus, das nicht alle Zellen transduziert wurden, so lieBe sich eine Bande mit
einer Intensitdt, vergleichbar mit dem Standard fiir eine Genkopie pro Zelle, am
wahrscheinlichsten mit einer Mehrfachtransduktion von einem Teil der Zellpopulation,
erkldren. Die Westernblot-Analyse zeigte fiir die lentiviral transduzierten Zellen eine Bande,
die in ihrer Intensitit deutlich stirker war als die der Wildtypzellen oder onkoretroviral
transduzierten Populationen. Auch dieses Ergebnis spricht fiir eine mehrfache Integration des
Provirus, aber auch fiir eine hohe Effizienz der lentiviralen Vektoren in Bezug auf die
Expression. Der Blot zeigte auch, dafl die Expression des WPRE Vektors im Vergleich zu den

anderen Vektoren am hdchsten war.

5. 2. 3. Funktionelle Untersuchungen zur Rekonstitution der NADPH-Oxidase

Bei der Entwicklung eines Vektors fiir die somatische Gentherapie von X-CGD Patienten
geniigt es nicht nur, intakte Kopien des gp91”™*-Gens in die Zielzellen zu integrieren und das
Protein zu exprimieren, sondern dariiber hinaus muB} auch eine Assemblierung des
Multikomponenten-Komplexes der NADPH-Oxidase erfolgen und die Aktivitit des Enzyms

rekonstituiert werden. Die lentiviralen Vektoren wurden deshalb in der Modellzellinie X-
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CGD PLB-985 auf die Fahigkeit getestet, Sauerstoffradikale zu bilden. Dafiir wurden zwei
verschiedene Assays durchgefiihrt. Der Chemilumineszenz-Assay beruht auf der Umsetzung
von exogen zugegebenem Luminol durch endogen gebildete Sauerstoffradikale, wobei die in
Form von Chemilumineszenz frei werdende Reaktionsenergie der gemessen wird. Im
Zytochrom c-Assay wird exogen zugefiihrtes Zytochrom ¢ durch die von den stimulierten
Zellen gebildeten Peroxide von seiner oxidierten Form in die reduzierte Form umgesetzt, was

mit Hilfe eines Photometers quantitativ verfolgt werden kann.

Im Chemilumineszenz-Assay wurde nach Ausdifferenzierung der Zellen und Stimulation mit
PMA im Chemiluminometer die auftretende Chemilumineszenz in relativen Lichteinheiten
gemessen. PLB-985 Wildtyp-Zellen, die eine intakte NADPH-Oxidase aufweisen, dienten als
Positivkontrolle. In beiden Transduktionen zeigte die mit pSIN2-CMV-gp91P"*-WPRE
Vektor transduzierten Zellpopulationen eine anndhernd vollstindige Rekonstitution der
NADPH-Oxidase. Die Zellen, die mit dem Vektor ohne WPR-Element transduziert wurden,
zeigten eine geringfiigig niedrigere Aktivitit der NADPH-Oxidase. Die onkoretroviral
transduzierten Populationen erreichten 75 % der relativen Oxidase-Aktivitdt verglichen zu
den Wildtypzellen. Die Aktivitdten der Transduktion B lagen unter denen der Transduktion A.
Dies ist konsistent mit den Ergebnissen der FACS-Analyse. Wie bereits erwéhnt, steht die

Expression von gp91P"™

in Zusammenhang mit der Differenzierung der Zellen. Bei der
Transduktion B konnten weniger gp91°™* positive Zellen nachgewiesen werden, als auf den
Wildtypzellen. Dies zeigt, dal bei dieser Transduktion vermutlich weniger Zellen
ausdifferenziert waren als bei Transduktion A. Die durchfluBzytometrische Analyse 1468t auch
eine geringere Transduktionseffizienz der Transduktion B vermuten. Demnach waren auch fiir
die Rekonstitution der transduzierten Zellen geringere Aktivititen zu erwarten. Die FACS-
Analyse der Transduktion B zeigte bei den PLB-985 Wildtyp-Zellen eine kleinere gp91°P"**-
positive Zellpopulation als bei der Transduktion A (sieche Abb. 4-32). Im Verhéltnis zum
Anteil gp91P"* exprimierender Zellen, die in der FACS-Analyse gemessen wurden, sind die
Rekonstitutionsraten relativ hoch. Die Ursache hierfiir liegt vermutlich an der hohen gp91P"**-
Expression (siche Abb. 4-30) in Folge der Mehrfach-Transduktion (sieche Abb.4-29) und dem
Vorhandensein der WPRE-Sequenz im Vektor pSIN2-CMV-gp91P"*-WPRE. Im Vergleich
zu anderen Methoden ist die Chemilumineszenzmessung mit Luminol die sensitivste
Methode. Wohin gegen der Zytochrom c-Assay quantitativ genauer ist und kinetische Daten

leichter gemessen werden konnen (Porter et al., 1992).
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In einem zweiten Experiment wurden transduzierte Zellen aus identischen, differenzierten
Populationen fiir einen Zytochrom c-Assay verwendet. Dabei zeigte die Messung der Proben
zu Transduktion A durchgehend geringere Vy.x-Werte als in Transduktion B. Das bedeutet,
dafl die gesamte Reaktion langsamer verlief. Dies verdeutlichen auch die graphischen
Darstellungen der Kinetiken (siche Abb. 4-34 und 4-35). Wéhrend bei Transduktion A die
Reaktion erst nach etwa sechs bis sieben Minuten startet und rund zehn min. benétigt, begann
die Reaktion der Transduktion B schon nach drei bis vier Minuten und benétigte insgesamt
etwa nur fiinf Minuten. Die berechnete relative NADPH-Oxidase Aktivititen der
Transduktion B korrelierten in etwa mit den durchschnittlichen Werten die im
Chemilumineszenz Assay ermittelt wurden. Bei den Proben der Transduktion A lagen die
Werte durchschnittlich 10 - 20 % (49 % pSIN2-CMV-gp91 und 74 % pSIN2-CMV-gp91-
WPRE) unter denen der Transduktion B (77 % pSIN2-CMV-gp91 und 84 % pSIN2-CMV-
gp91-WPRE). Die mit dem Vektor MgSLAS transduzierten Zellen erreichten lediglich 43 %
der Enzymaktivitit der Positivkontrolle, und zeigten auflerdem einen &hnlich verzdgerten
Verlauf wie die Proben der Transduktion A. Die Abweichungen der Werte zwischen
Transduktion A und B lassen sich zum einen mit der Messungenauigkeit des Tests an sich
begriinden. So muflten kleine Mengen (mg) Zytochrom c fiir jeden Test frisch eingewogen
und verdiinnt werden. Zum anderen wurde der Test mit lebenden, nicht fixierten Zellen
durchgefiihrt, wobei zwischen der Entnahme der Zellen, deren Aufbereitung und der
anschliefenden Messung nicht exakt der gleiche Zeitraum lag. Auch der Zustand der Zellen
spielt vermutlich eine Rolle. Die Zellen sollten vor der Zugabe von DMF in einer
logarithmischen Wachstumsphase sein und eine Zellzahl aufweisen, die drei bis vier
Teilungen erlaubt, ohne das die Zellen in die Plateauphase ilibergehen. Die funktionelle
Rekonstitution, die in diesem Test nachgewiesen wurde, lag im Rahmen dessen, was auch
schon fiir retrovirale Vektoren an dieser Modellzellinie gezeigt werden konnte ( Zhen et al.,

1993).

Betrachtet man die Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen und die Nachweise
der funktionellen Rekonstitution, so ist es gelungen, Vektoren zu generieren, die gute
Voraussetzungen fiir die Entwicklung einer somatischen Gentherapie fiir X-CGD Patienten
mitbringen. Versuche mit Vektoren, die anstelle des gp91°"*-Gens das Markergen GFP
tragen, zeigten in X-CGD PLB-985 Zellen Transduktionsraten von 30 bis 40 %. Geht man
nun von dhnlichen Effizienzen bei den gp91-Vektoren aus, so konnte trotzdem eine

Rekonstitution der NADPH-Oxidase Aktivitit von rund 80 % und mehr erreicht werden.
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Dieser Effekt kann der hohen Genexpression, die unter anderem durch Mehrfachintegration
entsteht, zugeschrieben werden. Studien mit CD34"-Zellen und Stammzellen von X-CGD
Patienten sind im weiteren notwendig, um die therapeutische Relevanz zu belegen. Parallel
dazu miissen jedoch auch die Vektoren weiter entwickelt werden. Sie enthalten noch eine
Reihe von iiberlappenden Sequenzen, die als prdaventive Maflnahmen zur Vermeidung von
replikationskompetenten Viren bei der Produktion eliminiert werden sollten. Dariiber hinaus
zeigen jlngste Studien, da der Einbau eines Polypurintraktes zu einem effizienteren
Transport der viralen cDNA beziehungsweise des Préintegrationskomplexes in den Kern
fiihren (Follenzi et al., 2000). Neben der Fortentwicklung des Vektors muf3 auch die Methodik
zur Generierung und Anreicherung der viralen Partikel, sowie das Transduktionsprotokoll der

Stammzellen weiter optimiert werden.
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6. Zusammenfassung

Der lentivirale Gentransfer in humane blutbildende Stammzellen ist in Hinblick auf eine
kurative Gentherapie von angeborenen und erworbenen Erkrankungen des hdmatopoetischen
Systems und er Krebstherapie von Bedeutung. Die Fihigkeit, sowohl zu proliferieren als auch
in alle hématopoetische Linien zu differenzieren, macht die pluripotenten CD34'-
Stammzellen zu einem idealen Ziel fiir die dauerhafte Prdsenz von Transgenen. Der Erfolg
einer Gentherapie ist nicht nur abhéingig von der Effizienz des Transfers des therapeutischen
Gens in hdmatopoetischen Stammzellen, sondern auch von der dauerhafte Expression des
Transgens. Ein Modell zur Entwicklung einer somatischen ex vivo Gentherapie in
hidmatopoetischen Stammzellen ist die chronische Granulomatose (CGD). Die Krankheit
beruht auf der genetisch bedingten Fehlfunktion der NADPH-Oxidase und ist mit
wiederkehrenden, schweren wund lebenslang auftretenden Infektionen verbunden.
Eindringende Mikroorganismen wie Pilze und Bakterien werden aufgenommen, koénnen
jedoch in den phagozytierenden Vakuolen nicht abgetotet werden, da keine
Sauerstoffradikale, Wasserstoffperoxid oder Folgeprodukte gebildet werden. Eine somatische
Gentherapie, die eine autologe Knochenmarktransplantation mit genetisch modifizierten

Zellen vorsieht, konnte CGD-Patienten die Mdglichkeit einer kurativen Therapie erdffnen.

Als Grundlage fiir die Entwicklung einer lentiviralen Gentherapie wurden zunichst lentivirale
Vektoren konstruiert und mit diesen die Bedingungen der transienten Transfektion im
Hinblick auf einen hohen Virustiter optimiert. Diese Vektoren wurden auf Basis des humanen
Immundefizienzvirus (HIV) konstruiert und waren alle aufgrund von Deletionen in 3° LTR
selbst-inaktivierend. Das bedeutet, dal nach der reversen Transkription kein viraler Promotor
mehr enthalten war, und damit die Transgen-Expression iiber einen internen Promotor initiiert
wurde. Der pSIN-GFP Vektor enthielt griines Fluoreszenzprotein (GFP) als Markergen und
einen internen Cytomegalievirus(CMV)-Promotor. Durch Austausch der Promotor-
/“Enhancer*-Sequenzen in der 5’LTR entstand der pCGWS Vektor, der unabhéngig vom Tat-
Transaktivator war. Die Expressionsrate konnte durch Insertion des posttranskriptionell
regulatorisch wirkende Element (WPRE), das hinter das Transgene kloniert wurde, erhoht
werden. Der pCIGWS Vektor wurde durch Einfiigen einer multiple Klonierungsstelle und
eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) zwischen dem internen Promotor und dem
Transgen generiert. Dieser Vektor erlaubte jedoch nicht, wie gewiinscht, die gleichzeitige

Detektion der Expression eines Transgens und des Markerproteins.

Die im Rahmen der Optimierung der Transfektionsbedingungen wurden unterschiedliche
Verhiltnisse der zur Virusproduktion notwendigen drei Plasmide zueinander ausgetestet. Die

beobachteten Schwankungen des Virustiters waren bei den gewéhlten Verhiltnissen nicht
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signifikant. Mit der Erh6hung der DNA-Menge an Hiillprotein Plasmid konnte auch in diesem
Versuch eine vermehrte Bildung von Synzytien beobachtet werden, die sich negativ auf den
Titer auswirkte. Die Behandlung der Transfektionsansitze mit Natriumbutyrat (NaBut) ergab
eine deutliche Steigerung des Virustiters, wobei die Steigerung nicht mit dem Titer, der ohne
NaBut erreicht wurde, korrelierte. Im Experiment zur Untersuchung des Einflusses von
verschiedenen Kulturmedien auf den Titer, wurden fiir die verwendeten Medien keine grof3en

Unterschiede festgestellt.

Bei den Experimenten zur Konzentrierung von infektidsen Viruspartikeln haben sich
Ultrazentrifugation, ,,Low Speed‘“-Zentrifugation und Anionenaustauschchromatographie als
Methoden bewidhrt. Mit diesen Verfahren konnten konzentrierte Viruslosungen generiert
werden, die sehr hohe Transduktionseffizienzen auf Zellinien zeigten. Mit den angereicherten
Viruspartikellssungen konnten auch CD34"-Stammzellen erfolgreich transduziert werden. Im
Hinblick auf Angaben aus der Literatur konnten vergleichbare Transduktionseffizienzen
erzielt werden, wobei hier fast ausschlieBlich ultrazentrifugierter Virusiiberstand verwendet
wurde. Mit der Etablierung des chromatographischen Verfahrens zur Anreicherung von Viren

konnte ein alternatives System aufgezeigt werden.

Am Modell der X-chromosomal gebundenen chronischen Granulomatose (X-CGD) konnte
durch lentiviralen Transfer eines therapeutischen Gens (gp91°™*) die funktionelle
Rekonstitution der NADPH-Oxidase nachgewiesen werden. Dazu wurden lentivirale

Vektoren  konstruiert, die  gp91°™*

als  therapeutisches Gen enthielten. In
molekularbiologischen Untersuchungen konnte zum einen die Integration des Transgens und
zum anderen eine hohen Expression des gp91P"*-Proteins gezeigt werden. In der
durchfluBzytometrische Untersuchung konnte fiir weniger als die Hélfte Zellen einer
Modellzellinie (X-CGD PLB-985-Zellen) eine Transduktion nachgewiesen werden. In den
funktionellen Untersuchungen wurde eine Rekonstitution der NADPH-Oxidase Aktivitdt von
80% und mehr im Vergleich zu PLB-985-Wildtypzellen detektiert. Die hohe funktionelle
Rekonstitution bei geringer Transduktionseffizienz war auf eine hohe Expression aufgrund

von Mehrfachintegration des Transgens zuriickzufiihren.

Die Untersuchungen mit den lentiviralen gp91°"*-Vektoren haben gezeigt, daB diese gute
Voraussetzungen fiir die Entwicklung einer somatischen Gentherapie fiir CGD-Patienten
mitbringen. Studien mit CD34 -Zellen und Stammzellen von X-CGD Patienten sind im
weiteren notwendig, um die therapeutische Relevanz zu belegen. Neben der Fortentwicklung
des Vektors muf3 auch die Methodik zur Generierung und Anreicherung der viralen Partikel,

sowie das Transduktionsprotokoll der Stammzellen weiter optimiert werden.
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