Molekulares Monitoring genmodifizierter Zellen
von zwei Patienten mit chronischer Granulomatose

nach Behandlung mit Gentherapie

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich Biowissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat

in Frankfurt am Main

von
Stephan Schultze-Straler

aus Frankfurt am Main

Frankfurt am Main 2010
(D30)






vom Fachbereich Biowissenschaften der

Johann Wolfgang Goethe-Universitat als Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. A. Starzinski-Powitz
Erster Gutachter: Prof. Dr. A. Starzinski-Powitz

Zweiter Gutachter:  Prof. Dr. W. Wels

Datum der Disputation:






»,Du musst nur langsam genug gehen, um immer in der Sonne zu bleiben.*
Antoine de Saint Exupéry

Der kleine Prinz






Fiir meine Eltern

Riidiger und Sylviane






1.

Inhaltsverzeichnis
INhaltsverzeiChnis ... ——— |
ZusammMENFasSSUNG ....cccccciemiiirii i VIiI
3] 01 (= 1 3 ' P 1
I I o F T = o o T T R 1
1.1 IMMUNSYSTEM. .. e e e 3
1. 1.2 IMMUNAETEKLE ... 5
1.2 Chronische Granulomatose ..........cccccciiriinicirr e 8
1.2.1 Ursachen UNd FOMMEN .........oiiiiiiiiiiieeee e 8
1.2.2 NADPH-OXidase-KOMPIEX..........uuurirriiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiesisesssssssssssssnsssssneennnnnnnna.. 9
1.2.3 Herkdmmliche Behandlung............coovuiiiiiiii i 11
IR B =Y 01 g =T =T o 14
1.3.1 Prinzip und AnwendungsmaoglichKeiten .............ccccooiiiiiriiicii e, 14
1.3.2 Systeme fUr den Gentransfer...........ccuuiiiiiiii e 16
1.3.3 Retrovirale VEKIOrEN ..........ooiiiiiiiiee e 18
1.3.3.1 Retroviraler Replikationsmechanismus ............ccccciiiii i, 18
1.3.3.2 Retrovirale Vektoren in der Gentherapie.............ccccoeeeeeii e, 21
1.3.4 Klinische Gentherapiestudien fir monogene Erbkrankheiten......................... 23
1.3.5 Frankfurter Gentherapiestudie zur Behandlung von X-CGD .............cccuvveeeee. 28
1.3.5.1 Vorgeschichte der Patienten ..., 28
1.3.5.2 Beobachtungen nach Gentherapiebehandlung...........cccoooeiiiiiiiiiiiiiieennnn. 29

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ..........cccoviiiiimmmmiicc 33



Inhaltsverzeichnis

2. Material und Methoden. ... ———— 35
2.1 Material.......cooiiiieirr e ———— 35
2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien................cooviiiiiiiieeeeee s 35
2.1.2 Zellkulturreagenzien, Medien und Zusatze...............cccccceeiiii 36
2.1.2.1 ZYOKINE ...t 37
2.1.2.2 ANtKOIPEI (FACS) ... ittt 37
2.1.3 Reagenzien und Enzyme fir molekularbiologische Arbeiten ......................... 37
2.1.4 BaKterieNStmMIME ........ooiiii e 38
2.1.5 SOMWANE ... 39
2.1.6 Oligonukleotide ... 40
2.1.6.1 Primer flr RT-PCR ..ot 40
2.1.6.2 Primer fir QPCR .....oeiiiiiiiiie et b e aarrrarraaseaareaaae 41
2.1.6.3 Primer fir QRT-PCR ........uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e nnneannes 41
2.1.6.4 Primer flr Bisulfit-PCR ...........cooiiiie e 42
2.1.6.5 Primer fUr lokusspezifische Bisulfit-PCR .............cccccooiiiies 43
2.1.6.6 Primer flr Kolonie-PCR ... 44
2.1.6.7 Primer fur Sequenzierungen von pCR2.1-TOPO .........cccciiiiiiiiiiiiiiee 44
2.7 PlASIMIAE ...ttt a e 44
2.1.7.1 KIONI€rUNGSVEKION ...t e e 44
2.1.7.2 Plasmid flr SUDbKIONIErUNGEN .........oiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 44
2.1.7.3 y-retrovirale Helferplasmide..............oooeiiiiiiiiiii e 45
2.1.7.4 y-retrovirale Plasmide ... 46
2.1.7.5 Lentivirale Plasmide ..........coooiiiiiiieeee e 47
2.1.8 Ausgangsmaterial von X-CGD-Patienten ...........ccccooiiiiiiiiiiieeen 47



Inhaltsverzeichnis

2.2 Molekularbiologische Methoden.............ccooiiiiiicciii e 48
2.2.1 Arbeiten Mt E. COli.......uueeeeiiieiiiieeee et 48
2.2.1.1 Transformation kompetenter Bakterien....................ccocc, 48
2.2.2 DNA ISONEIUNG ... ittt e e e e as 48
2.2.2.1 Plasmid-Minipraparation............ccoooooviieiiiiiii e e e e 48
2.2.2.2 Plasmid-Midi/Maxipraparation ...........ccccceeiiiii e 49
2.2.2.3 Isolierung genomischer DNA mit dem DNeasy Tissue Kit ....................... 49
2.2.2.4 Isolierung genomischer DNA mit Proteinase K........cccooooievviiiiiiiiiiieeeneens 50
2.2.3 Arbeiten Mit DNA ... e 50
2.2.3.1 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren ...........cccccccceeeeinennens 50
2.2.3.2 Auftrennung von DNA in Agarosegelen ...........ccccoeeeeiiiii 51
2.2.3.3 Restriktion von Plasmid-DNA ... 51
2.2.3.4 Extraktion von DNA Fragmenten aus Agarosegelen..........cccccccceeeeieennens 51
2.2.3.5 Ethanol FAllung VON DNA ... 52
2.2.3.6 TOPO-TA-CIONING Kit.....coiuiiiiiiiiiiiie e 52
2.2.3.7 Sequenzierung von DNA Fragmenten ............cccoiiiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeees 53
2.2.3.8 Bisulfit-Konvertierung VONn DNA ..., 53
2.2.4 RNA ISONEIUNG ....ciiiiiiitieeeeee ettt e e e ee e s 55
2,240 THZO. ettt 55
2.2.4.2 RNAQUEOUS-MICIO Kit.......oueiiiiiiiiiiiiiiiii e 55
2.2.5 Arbeiten mMit RNA .. e 56
2.2.5.1 DNase Verdau von RNA ... 56
2.2.5.2 cDNA Synthese mit dem Retroscript Kit............cccuviiiiiiiis 56
2.2.5.3 cDNA Synthese mit RNA-Amplifikation ..., 56



Inhaltsverzeichnis

2.2.6 Polymerase Ketten Reaktion ...........ccoooviiiiiiiii e 57
2.2.68.1 RT-PCR....oii ittt ettt et e e nae e nneean 58
2.2.6.2 pPPCRI/RT-GPCR ...ttt 58
2.2.6.3 BiSUHit-PCR ...ttt e e 61
2.2.6.4 KOIONIE-PCR ...ttt 61

2.2.7 Klonierungsstrategien fur zwei y-retrovirale Vektoren..............cocciiiieennns 62

2.3 Zellbiologische Methoden ... 63

2.3.1 Arbeiten Mit ZelEN ........ooooiiii e 63
2.3.1.1 ZellzahlDeStiMMUNG ........oeiiiiiiiii e 63
2.3.1.2 Kryokonservierung von Zellen..........ccooooeiveeiiiiiie i 63
2.3.1.3 AUtaUEN VON ZEIIEN ......eeeiiiiiii e 63

2.3.2 Arbeiten mit ZellliNIN .........oooiiiiiii e 63
2.3.2.1 Aligemeine ZellkulturbedinQuNgen ..o 63
2.3.2.2 Kultivierung humaner 293T-Verpackungszellen.............ccccccceeiiiiiinnnnen. 64
2.3.2.3 Kultivierung muriner P19-Zellen............ooovieeeiiiii e 64

2.3.3 Produktion y-retroviraler Partikel..............cccc 64
2.3.3.1 Virustiterbestimmung und Transduktion von P19-Zellen.......................... 66

2.3.4 Arbeiten mit primaren Patientenmaterial ..............ccoooiiiiin 67
2.3.4.1 Pancoll Aufreinigung peripherer Blutzellen von X-CGD-Patienten........... 67
2.3.4.2 Pancoll Aufreinigung von Knochenmarkzellen von X-CGD-Patienten..... 67
2.3.4.3 Kolonie-Assay auf Methylzellulose.............cccuiiiiiiiiiiiiii 68
2.3.4.4 Kolonie-Assay auf Collagen ...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirineeannnnanns 68
2.3.4.5 NBT-Farbung hamatopoetischer Kolonien..............cccceevvvciniiieeeveeiiinnnn, 68
2.3.4.6 Aza-D/TSA-Behandlung primarer Patientenzellen................ccccccconnnnn. 69



Inhaltsverzeichnis

2.3.5 FACS MESSUNQG....ccuuuuiuiiiiiiiiiiiiiitiriiureeusreaerrarerraerea.————————————————————————.——————————————— 69
2.3.5.1 FACS SOMEIUNG ....ccooeiieeieeei e 70

2.4 Bioinformatische Methoden ..., 70
2.4.1 In silico Analysen von DNA- und RNA-Sequenzen............ccccceeeeiiiiiiiiieeenenn. 70
2.4.2 CpG-Inseln und Primer-Design fur Bisulfit-Sequenzierungen......................... 71
2.4.3 Auswertung und graphische Darstellung von Bisulfit-Sequenzierungen ........ 71
3. ErgebniSSe. ..o 73
3.1 Expansion genmodifizierter Zellen in einer X-CGD-Gentherapiestudie......... 73
3.1.1 Expressionsanalysen am MdsT-EviT-Genlokus............cccueeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeenn. 75
3.1.1.1 Aktivierung des Mds1-Evi1-Genlokus in Patientenzellen......................... 76
3.1.2 Expressionsanalysen am Prdm16-GenloKusS .............oocuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeenn 80
3.2 Rekonstitution der Superoxidproduktion in X-CGD-Patientenzellen ............. 81
3.2.1 Monitoring der Proteinfunktion von GP1P™ ... ....coieceeeeeee e 81
3.2.2 Semiquantitative Analyse der mMRNA-Expression von GP91P"* ... 82
3.2.3 Qualitative Analyse der mRNA-Expression von GP91P™ .......cccoieeeenne. 84
3.2.4 Quantitative Analyse der mRNA-Expression von GP91P™* ..o, 86
3.3 Analyse der SFFV Promotor-CpG-Methylierung ..........ccccevevvieevvievieevveeeeeeeee, 87

3.3.1 CpG-Methylierung in peripheren Blutzellen von Patient 1 und Patient 2......... 88

3.3.2 CpG-Methylierung in hamatopoetischen Kolonien von Patient 2.................... 90
3.3.3 CpG-Methylierung des dominanten Mds7-Klons (F02) von Patient 2............. 92
3.3.4 Lokusspezifische CpG-Methylierungsanalysen bei Patient 2.......................... 94
3.3.5 CpG-Methylierung des dominanten Mds7-Klons (G11) von Patient 1............ 97
3.3.6 Lokusspezifische CpG-Methylierungsanalyse bei Patient1.......................... 99
3.4 In vitro Behandlung von X-CGD-Patientenzellen mit Aza-D/TSA.................. 101
3.4.1 Kultivierung primarer X-CGD Knochenmarkzellen............cccccccvvvvvvvieeninennne. 102



Inhaltsverzeichnis

3.4.2 In vitro Behandlung mit Aza-D/TSA ... 103
3.4.3 Analyse der CpG-Demethylierung.........ccccooeeiiiii 104
3.4.4 Analyse der Superoxidproduktion ... 106

3.5 Bestimmung der Anfilligkeit viraler Vektoren gegeniiber Silencing........... 107
3.5.1 In silico Analyse optimierter y-retroviraler Vektoren auf CpG-Inseln............. 107
3.5.2 Silencing-Assay mit y-retroviralen Vektoren ................ccccce, 109
3.5.3 CpG-Methylierung in murinen hamatopoetischen Kolonien ........................ 113
3.5.4 In silico Analyse optimierter lentiviraler Vektoren auf CpG-Inseln................. 116
3.5.5 Silencing-Assay mit lentiviralen Vektoren ... 117

T L] (=77 oo 121
4.1 Reduzierte Superoxidproduktion durch epigenetisches Silencing.............. 121
4.2 Insertionsmutagenese und klonale Dominanz...............ccccveeecceiivissececennnnnn, 127
L X1 T o [ 136
lll. LiteraturverzeiChnis.........cccoiiiiiiinmmminssr s 139
IV. AbKUrzungsverzeiChnis........cccceiiiiiiiiii i ssseee ettt enne 155
V. PUbliKation.......coooeeee e e 159
VI. Kongressbeitrage ........ccccoiiiimmmmmiiisssrne s snnns 159
VII. DanKSAQQUNQ ......ccocveeeumieiiiiirririmesssssssssrssssmsssssssssessssmmsssssssssesnssmnnsssssssssnsssnnnnssssnnns 161
VIII. Eidesstattliche ErkIarung.........cccciiiiiiiieeiinssses s 163
IX. Lebenslauf......... e 165

VI



. Zusammenfassung

Die X-chromosomal gebundene chronische Granulomatose (X-CGD) ist eine seltene
Erbkrankheit, bei der die NADPH-Oxidase der Phagozyten nicht funktionell ist. Der
Grund hierfiir liegt meist in Mutationen in der GP91?"™* Untereinheit der Phagozyten-
Oxidase. Hierdurch treten Iebensbedrohliche Bakterien- und Pilzinfektionen bei
Patienten auf, was neben einer geringen Lebensqualitat zu einer erheblich verkirzten
Lebenserwartung fiihrt. Eine Stammzelltransplantation eines gesunden Spenders ist
bislang der einzige heilende Therapieansatz. Fur X-CGD-Patienten, die keinen passen-
den Spender zur Verfligung haben, stellt die genetische Modifikation autologer hamato-
poetischer Stammzellen eine alternative Form der Therapie dar. Im Jahr 2004 wurden
daher in einer praklinischen Phase /Il Studie in Frankfurt zwei X-CGD-Patienten
gentherapeutisch behandelt. Hierbei wurden CD34" Stammzellen ex vivo mit einem
y-retroviralen Vektor transduziert, der eine LTR-getriebene Expressionskassette fur
GP91P"* tragt. Nach einer nicht-myeloablativen Konditionierung wurden die genetisch

modifizierten Zellen der Patienten retransplantiert.

Beide behandelten Patienten zeigten schon kurz nach Therapiebeginn eine deutliche
Verminderung der Infektionsanfalligkeit und somit eine stark verbesserte Lebensqualitat.
Auf zellularer Ebene konnte ein gutes Engraftment der modifizierten hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark beobachtet werden. In funktionellen Tests konnte die
Bildung superoxidproduzierender Phagozyten fir die Immunabwehr gezeigt werden. Das
molekulare Monitoring beider Patienten hat jedoch Uber die Zeit eine Verringerung der
Enzymaktivitdt in den Phagozyten (Superoxidproduktion) gezeigt, obwohl der Anteil
genetisch modifizierter Zellen nicht geringer wurde. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte durch quantitative RT-PCR-Analysen proviraler mRNA-Transkripte, eine
Korrelation zwischen dem Verlust der Enzymaktivitdt und reduzierter Transgen-
expression gezeigt werden. Durch DNA-Analysen peripherer Blutproben beider
Patienten konnte eine verstarkte Methylierung an der Promotor-CpG-Insel, welche die
Transgen-expression reguliert, als Ursache identifiziert werden. Weiterflhrende klonale
Untersuchungen genmodifizierter Kolonien aus dem Knochenmark der Patienten
offenbarten einen direkten Zusammenhang zwischen der Abwesenheit von Transkription
bzw. Superoxidbildung und der Methylierung dieser CpG-Insel im proviralen Promotor-
bereich. Somit konnte zum ersten Mal ein epigenetisches Silencing bei Patienten nach

einer Behandlung mit Gentherapie nachgewiesen werden.
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Zusammenfassung

In weiteren Versuchen konnte die vollstandig ausgebildete, spezifische Methylierung des
SFFV-Promotors in transduzierten Knochenmarkzellen eines Patienten durch in vitro
Behandlung mit einem Methyltransferase-Inhibitor (Aza-D) in Kombination mit einem
Histondeacetylase-Inhibitor (TSA) bis zu 30% reduziert werden. Dieser Teilerfolg zeigt,
dass eine klinisch relevante Reaktivierung der Transgenexpression, durch Umkehrung

des Silencings am SFFV-Promotor, prinzipiell mdglich ist.

Das Phanomen der Abschaltung der Genexpression des y-retroviralen Vektors in der
Frankfurter Gentherapiestudie, hat ein Testsytem zur Evaluierung zukinftiger
Gentherapie-Vektoren erfordert. Durch Monitoring proviraler Parameter (Kopien,
Transgenexpression, Proteinexpression und Promotor-CpG-Methylierung), in der
murinen embryonalen Stammzelllinie P19 konnte in dieser Arbeit ein pradiktiver
Silencing-Assay erfolgreich etabliert werden. Mit Hilfe dieses Systems wurden
vielversprechende Silencing-resistente Vektoren mit dem UCOE (Ubiquitous Chromatin
Opening Element) identifiziert. Hierdurch wurden wichtige Grundlagen geschaffen, um
zukunftige virale Vektorsysteme in Bezug auf ihre Langzeitexpression testen zu kénnen.
Zusatzlich zu der Inaktivierung der transduzierten Expressionskassette konnte in beiden
Patienten ein klonales Auswachsen von Subklonen beobachtet werden, das letztendlich
zu einem myelodisplastischen Syndrom bei beiden Patienten fuhrte. Der virale Enhancer
war im Gegensatz zum viralen Promotor niemals methyliert, wodurch seine
transaktivierenden Eigenschaften unbeeinflusst blieben. Diese enhancervermittelte
Aktivierung proliferationsférdernder Gene (Mds7-Evi1-Genlokus) konnte durch RT-PCR-
Analysen zunachst in Mischpopulationen aus peripherem Blut der Patienten nach-
gewiesen werden. WeiterfiUhrende klonale Analysen in Knochenmarkzellen zeigten den
direkten Zusammenhang zwischen der transkriptionellen Aktivierung des Mds7-Evii-
Genlokus und den proviralen Insertionen. Somit konnte die Ursache fur die therapie-

assoziierte, klonale Dominanz in beiden X-CGD-Patienten aufgeklart werden.

In der Frankfurter Gentherapiestudie wurde erstmals ein klinischer Erfolg fur X-CGD-
Patienten erzielt. Durch intensives molekulares Monitoring konnte im Rahmen dieser
Arbeit aufgedeckt werden, dass der eingesetzte y-retrovirale Vektor Uber das Phanomen
der Insertionsmutagenese hinaus, auch in Bezug auf die epigenetische Abschaltung der
Transkription (Silencing), fir zukunftige Studien modifiziert werden muss. Sicherheits-
verbesserte Vektoren mit einer Resistenz gegenuber Silencing in murinen embryonalen
Stammzellen konnten in dieser Arbeit charakterisiert werden. Mit diesen Genfahren

kdénnte der angestrebte Langzeittherapieerfolg in Zukunft méglich werden.
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1. Einleitung

1.1 Hamatopoese

Das Blut erfillt lebenswichtige Transport- und Regulationsfunktionen im menschlichen
Organismus. Es besteht aus den Blutzellen und dem Blutplasma. Das Blut ist eines der
Organe welches am stérksten regeneriert wird. Taglich werden etwa 2 x 10" Erythro-
zyten und 10"° Leukozyten im adulten Organismus aus Stamm- bzw. Vorlauferzellen neu
gebildet (Hamatopoese). Reife Blutzellen haben eine begrenzte Lebensdauer von
wenigen Tagen (z.B. Granulozyten), bzw. mehreren Monaten (z.B. Erythrozyten) mit bis
zu einigen Jahren (z.B. Thrombozyten und T-Gedachtnis Zellen) [1, 2]. Die Aufrecht-

erhaltung der konstanten Anzahl an Blutzellen wird Homdostase genannt.

Alle differenzierten hamatopoetischen Zellen entstehen aus pluripotenten hamato-
poetischen Stammzellen (HSZ). Diese haben die Eigenschaft sich selbst zu erneuern
und zusatzlich entweder in die lymphoiden oder in die myeloischen Zelltypen
differenzieren zu konnen. Dies ist das grundlegende Prinzip einer echten HSZ. Man
unterscheidet zwischen unreifen LT-HSZ (long-term HSZ) mit lebenslangem
Selbsterneuerungspotential und reiferen ST-HSZ (short-term HSZ) mit begrenztem
Selbsterneuerungspotential. Beide haben ihre biologische Nische im Knochenmark.
Diese Stammzellen kénnen sich im Verlauf der Hamatopoese in Richtung sogenannter
multipotenter Vorlaufer (MPP- multipotent progenitor) bzw. in lymphoid gepragter
multipotenter Vorlaufer (LMPP- lymphoid multipotent progenitor) entwickeln. Im Zuge der
weiteren Differenzierung entstehen aus den lymphoiden Vorlaufer-Zellen (CMP-
common lymphoid progenitor), die T-Zellen, die NK-Zellen, die B-Zellen und z.T. auch
die dendritischen Zellen. Aus den myeloischen Vorlaufer-Zellen (CMP- common myeloid
progenitor) entstehen Monozyten, Makrophagen, Osteoklasten, Granulozyten
(eosinophile, neutrophile und basophile), Mastzellen, z.T. dendritische Zellen sowie
Erythrozyten und Blutplatichen (siehe Abb. 1.1) [3]. Diese terminal differenzierten
Blutzellen Ubernehmen lebenswichtige Aufgaben wie den O,- bzw. CO,-Transport,
Abwehrreaktionen des angeborenen sowie des adaptiven Immunsystems und ebenso

die Regeneration von verletztem Gewebe.

In der Regel tragen die verschiedenen Zelltypen definierte Oberflachenmarker. Diese
sind fir einige Zellen in Abb. 1.1 fir die adulte murine Hamatopoese wiedergegeben. Im
humanen Blutsystem koénnen Stammzellen mit Hilfe des CD34-Oberflachenmarkers

identifiziert werden. Dieser Oberflachenmarker definiert neben Stamm- bzw. Vorlaufer-
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zellen eine relativ breite Zellpopulation. Dennoch wird dieser Marker in der klinischen
Anwendung bei Stammzelltransplantationen (SZT) seit Uber 15 Jahren erfolgreich
eingesetzt [4]. Echte Stammzellen sind sehr selten, da sie mit einer Frequenz von etwa
einer in 1x10° Zellen im Knochenmark vorkommen und sich schatzungsweise nur

einmal alle 14 Tage teilen [3]. Fur eine weitere Eingrenzung langzeit repopulierender

Pro-T T-Zelle
——0——0
Pro-NK NK-Zelle
e —_—
™ @ — Pro-B B-Zelle
———6—-—0
co27+ |, [
CD117 (lo) .
LMPP Sca-1 (1o) ;o Dendnt!sch_g Zelle
SELBSTERNEUERUNG . &p3s + ‘ ‘ — | Mastzelle
= CD135 (hi) | :

LTHSZ ST-HSZ WMPP | BV BMCP
0-0-0 | 0 o
CD34-  CD34+ CD34 + s ' Gr""""“} N ’
CD135- CD135(lc) CD135+ ;

CD150+ CD150- CD150 - ‘ « GMP : B \sj
CD48-  CD48- CD48 - ; — @ Gr (neutrophil)
cozia+ ol . Osteoklast
CD117 (c-Kit) +, Sca-1 + cotemze | -
Sca-1 -
i ‘ / Makrophage
cD127 - i'_;-—
CD34 + Erythrozyten N
CD16/32 - — %
CD17 +
b MEP
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CD16/32 - -
CDMT + — e
Sca-1-

Linienmarker negativ

Abb. 1.1 Schema der murinen Hamatopoese. Entwicklungsprozess von unreifen hamatopoetischen
Stammzellen (LT-HSZ) zu terminal differenzierten lymphoiden und myeloischen Zelltypen. Zusétzliche
alternative Entwicklungswege werden aktuell in der Literatur diskutiert (grau gestrichelte Pfeile). Prominente

Oberflachenmarker des adulten murinen Systems sind z.T. angegeben. Weitere Erklarungen im Text [3].
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Stammzellen sind darlber hinaus weitere Marker wie CD38 und CD133 bekannt. Echte
LT-HSZ treten etwa mit einer Frequenz von einer aus 70-100 Zellen in der CD34+/CD38-
/CD133+ Zellpopulation auf [5, 6]. Jedoch werden diese Marker aktuell noch nicht
rutienemafig in der Klinik eingesetzt.

1.1.1 Immunsystem

Das Immunsystem hat die Aufgabe, einen Organismus vor einer grof’en Anzahl
verschiedener infektioser Mikroben (Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten) zu schitzen.
Bei unkontrollierter Vermehrung kénnten diese Krankheiten bis hin zum Tode des Wirtes
verursachen. Bei den Wirbeltieren unterscheidet man zwischen dem angeborenen und
dem adaptiven (erworbenen) Immunsystem (siehe Abb. 1.2).

Angeborenes Immunsystem
(schnelle Immunantwort)

Adaptives Immunsystem
(langsame Immunantwort)

Dendritic cell Mast cell

Macrophage

o

0 T cell

Complement

protein )

Natural
killer T cell

Granulocytes

Abb. 1.2 Angeborenes und adaptives Inmunsystem. Bei den Wirbeltieren unterscheidet man zwischen
dem angeborenen und dem adaptiven (erworbenen) Immunsystem. Das angeborene Immunsystem besteht
aus Makrophagen, dendritischen Zellen, Mastzellen, natirlichen Killerzellen, Granulozyten (basophile,
eosinophile und neutrophile) und ebenso aus Idslichen Faktoren wie dem Komplement-System. Das
adaptive Immunsystem besteht aus B-Lymphozyten und T-Lymphozyten. Naturlichen Killerzellen und vyé T-

Zellen befinden sich zwischen beiden Abwehrsystemen. Weitere Erklarungen im Text (modifiziert nach [7]).
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Das angeborene Immunsystem bildet die erste schnelle und unspezifische
Abwehrreaktion auf Infektionen. Die Informationen fiir die Erkennung von selbst und
nicht selbst erfolgt hier durch festgelegte, vererbte Gene. Das angeborene Immunsystem
besteht aus zahlreichen verschiedenen Zelltypen sowie aus l6slichen Faktoren. Diese
sind mit ihrer Funktion nachfolgend kurz beschrieben. Makrophagen sind sog.
Riesenfresszellen, die aus Monozyten heranreifen. Sie patrouillieren im Gewebe und
phagozytieren dort eingedrungene Erreger. Diese werden nach Abtdtung in einzelne
Peptide (Epitope) zerlegt und auf der Zelloberflache auf sog. MHC-II Oberflachen-
Molekllen den Zellen des adaptiven Immunsystems prasentiert. Dendritische Zellen
haben die Aufgabe Mikroben zu endozytieren und durch Antigenprasentation an der
Oberflache letztlich T-Lymphozyten zu aktivieren. Durch Zytokinausschittung werden
diese T-Lymphozyten angelockt und zur spezifischen Immunabwehr angeregt.
Mastzellen spielen eine wichtige Rolle bei Allergien. Sie haben Histamine in Vesikeln
(Granula) gespeichert, die sie bei Kontakt mit einem Allergen durch Exozytose freisetzen
kénnen und so heftige lokale Immunreaktionen auslésen. Natirliche Killerzellen besitzen
keinen antigenspezifischen Rezeptor auf ihrer Oberflache, vielmehr erkennen sie z.B.
mit Viren befallene Zellen durch den Mangel an MHC-I Komplex-Prasentation auf deren
Oberflache (missing-self). Dieser MHC-I Komplex identifiziert korpereigene Zellen in der
Regel als gesunde Zellen [8]. Granulozyten machen einen Groldteil der weilden
Blutkdrperchen aus. Sie kdnnen Parasiten oder Eindringlinge phagozytieren und mit
verschiedenen Mechanismen wie z.B. durch Superoxidproduktion beim respiratorischen
Burst abtdten (siehe 1.2.2). Das Komplement-System besteht aus Plasmaproteinen,
welche Mikroorganismen erkennen und binden kdnnen (opsonisieren). Phagozyten

kénnen Krankheitserreger in der Folge als fremd erkennen und abtdten [9].

Das adaptive Immunsystem stellt einen langsameren, jedoch hochspezifischen
Abwehrmechanismus mit der Fahigkeit der Gedachtnisbildung dar. Die hohe Spezifitat
basiert auf dem Prinzip der somatischen Neuanordnung von Genen, welche fur Antigen
spezifische Rezeptoren der B-Lymphozyten und T-Lymphozyten kodieren. Durch
Bindung eines passenden Rezeptors mit seinem Antigen wird die B- bzw. T-Zelle
aktiviert und reagiert anschlieBend mit sehr starker Zellteilung (klonale Selektion). Die B-
Lymphozyten vermitteln die sog. humorale Immunitat durch Produktion spezifischer
Antikérper (Immunglobuline) gegen Mikroorganismen. Durch Markierung einer Mikrobe
mit einem Antikérper kénnen Zellen der angeborenen Immunantwort diese Eindringlinge
erkennen und abtéten (z.B. Phagozyten). Die T-Lymphozyten vermitteln die sog.

zellulare Immunitat durch Abtdétung von Zellen, die mit Viren oder Bakterien befallen
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sind. Diese Immunabwehr erfolgt durch Lyse der infizierten Zellen. Man unterscheidet
zwischen zwei Klassen von T-Zellen. Die CD4+ T-Zellen (T-Helferzellen) besitzen auf
ihrer Oberflache T-Zell-Rezeptoren, mit denen sie spezifisch an MHC-II Komplexe von
antigenprasentierenden Zellen (z.B. Makrophagen) binden kdnnen und in der Folge
aktiviert werden. Hierdurch kommt es zur Sezernierung von Zytokinen, die wiederum
Effektor-Zellen wie B-Zellen oder CD8+ T-Zellen fur die Bekdmpfung einer Infektion
aktivieren und somit die Immunantwort verstarken. Die zweite Klasse besteht aus den
CD8+ T-Zellen (zytotoxische T-Lymphozyten), welche eine wichtige Rolle bei der
Erkennung und Zerstérung von viral infizierten Zellen, von Tumor-Zellen, aber auch von
Parasiten darstellen. CD8+ T-Zellen werden nach Bindung an einem MHC-I Komplex mit
Fremdpeptiden in Richtung Differenzierung zu Effektor-Zellen aktiviert. Ebenso spielen
CD8+ T-Zellen eine wichtige Rolle bei der Herunterregulation der Immunreaktion nach

einer Infektion [7].

1.1.2 Immundefekte

Immundefekte sind die Folge einer gestorten oder fehlenden Immunfunktion. Primare
Immundefekte werden durch vererbte Mutationen in Genen verursacht, welche fur die
Produktion, die Funktion oder das Uberleben von Immunzellen notwendig sind. Dagegen
resultieren sekundare Immundefekte durch dulRere Faktoren wie Drogen, Strahlung oder
Infektionen. Im Folgenden ist eine kurze Ubersicht von ausgesuchten primaren Immun-

defekten angeflhrt.

Die schwere kombinierte Immunschwachekrankheit (severe combined immunodeficiency
- SCID) wird durch Mutationen in Genen hervorgerufen, die fur die Entwicklung der
lymphoiden Zellen bendtigt werden. Sie tritt mit einer Frequenz von etwa in 1:75.000 bei
Neugeborenen auf und ist in der Regel ohne Behandlung zwischen 6 bis 12 Monaten
nach der Geburt aufgrund von Infektionen tddlich [10]. Zahlreiche Mutationen in
unterschiedlichen Bereichen der T-Zell-Entwicklung, von der lymphatischen Vorlaufer-
zelle bis hin zu den reifen CD4+ und CD8+ T-Zellen sind bekannt (siehe Abb. 1.3). Im

Folgenden sind zwei prominente Beispiele herausgegriffen.

SCID-X1 wird durch Mutationen in dem Gen fir die y-Kette des Zytokin Rezeptors (yC)
auf dem X-Chromosomen verursacht [11]. Die y-Kette ist Teil des Rezeptors fir
verschiedene Zytokine (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21). Daher ist bei SCID-X1-

Patienten die Entwicklung lymphoider Vorlauferzellen zu reifen T- und NK-Zellen gestort.
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Zusatzlich haben sie einen funktionellen Defekt in den B-Lymphozyten. Dies flhrt zu
schwerwiegendsten Storung der zellvermittelten Immunitat [12]. Die einzige Heilungs-
chance besteht in der SZT von einem gesunden Spender oder in der Genkorrektur mit

Hilfe einer Gentherapie [13].

B CD3y-chain
Pre-TcR Deficiencies in CD38-chain, Z-chain deficiency deficiency
or TcR CD3e-chain, and CD45 J-
=

. l
i 3 CD3 \
: Pre-TcR TcR Ris C% —_— CD%
| ] O 1 Tt G Progenito_r -_|-:> ggﬁ A
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o > CDb —  cosy
n Deficiencies in ADA, RAGI1, RAG2, and e
ye chain, JAK3, and Artemis mutation ZAP-70 Maturer cells
the interleukin-7a chain deficiency

Abb. 1.3 Mutationen bei SCID. A) Betroffene Bereiche der T-Zell Rezeptoren bei SCID. B) Mutationen in
der yC-Kette, den JAK3-Kinasen, der Interleukin-7o. Kette oder in der Adenosindeaminase (ADA-Defizienz)
fuhren zum Differenzierungsblock der lymphoiden Progenitor-Zellen. Mutationen in Rag1, Rag2 oder Artemis
verhindern die Entwicklung der CD4-/CD8- T-Lymphozyten. Bei der Defizienz der CD35-Kette, der CD3¢-
Kette, der C-Kette oder von CD45 ist die Neuanordnung (Rearrangement) des T-Zellrezeptors gestort.
Mutationen in ZAP-70 verhindert die Ausbildung von CD8+ T-Zellen. Fehler in der {-Kette oder in der CD3y-
Kette blockieren auRerdem die Reifung von CD4+ T-Zellen. (SCID) Severe Combined Immunodeficiency;
(JAK3) Janus Kinase 3; (Rag7 und 2) Rekombinierungs-Aktivierungs-Gene; (CD) Cluster of Differentiation;
(ZAP-70) Zeta-chain-associated protein kinase 70; [10].

Eine Mutation in dem Gen fiir die Adenosindesaminase (ADA) fihrt zu ADA-SCID. Durch
Akkumulation toxischer Purin-Metabolite kommt es zur Beeintrachtigung der T-, B- und
NK-Zellentwicklung und Funktion. Die Folge sind schwerwiegende wiederkehrende und
lebensbedrohliche Infektionen. Da eine allogene SZT bei ADA-SCID Patienten mit einer
héheren Mortalitatsrate als bei anderen Formen von SCID verbunden ist, werden ADA-
SCID Patienten haufig mit einer Enzymersatz-Therapie in Form von pegyliertem Rinder
ADA (PEG-ADA) behandelt. Die resultierende metabolische Korrektur fuhrt zu einer
klinischen Verbesserung, ist jedoch bei einer lebenslangen Behandlung sehr kostspielig
[14]. Eine Genkorrektur mit Hilfe einer Gentherapie ist auch bei diesem Immundefekt

eine heilende Therapieoption.

Eine weitere Immunschwachekrankheit ist das Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS). Es wird

durch Mutationen im Was-Gen auf dem X-Chromosom verursacht. Stérungen der
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Signalverarbeitung und der Organisation des Zytoskeletts flihren zu breiten klinischen
Erscheinungsformen bei den Patienten. Im schlimmsten Fall treten Thrombozytopenien,
Immundefizienz, Hautausschlage bis hin zur erhéhten Anfalligkeit zur Tumorbildung und
Autoimmunerkrankung auf [15]. Auch hier besteht die einzige Heilungschance in der

allogenen SZT oder in der Genkorrektur mit einer Gentherapie [16, 17].

Ebenso flihren Defekte bei der Leukozyten-Adhasion zur Immundefizienz. Bei der
Leukozyten-Adhasionsdefizienz (LAD) besteht ein Defekt in einer der drei Phasen flir die
Bindung von Leukozyten an die Endothelzellen der BlutgefalRwand bei der Migration zu
einem Infektionsort. Man unterscheidet entsprechend zwischen Typ | - lll. Defekte vom
Typ LAD-I werden durch Mutationen im Gen flir das Bo-Integrin verursacht. Dies fiihrt zu
einem Defekt beim Klebe-Prozess (sticking) der Leukozyten. Der LAD-Il Typ beruht auf
Mutationen im Fucose-Transporter und resultiert in einem fehlerhaften rolling-Prozess.
LAD-III ist durch Defekte bei der Aktivierungsphase charakterisiert und wird durch
Mutationen in den B-Integrinen (1, 2 und 3) oder dem Kindlin 3 hervorgerufen [18]. Die
Folge sind schwerwiegende bakterielle Infektionen und eine Stérungen in der Wund-
heilung [19]. Heilungschancen bestehen nur durch ein allogene SZT oder eine Gen-
therapie [20].

Ein Beispiel fur eine primare Immunschwache-Erkrankung des myeloiden Blutsystems
ist die Chronische Granulomatose. Phagozytierende Leukozyten dieser Patientengruppe
kénnen aufgrund eines Defektes in der Superoxidbildung (respiratorischer Burst)
aufgenommene Eindringlinge wie Pilze oder Bakterien nicht abtéten. Dies fiihrt zu
lebensbedrohlichen wiederkehrenden Infektionen mit einer Sterblichkeitsrate von etwa
5% pro Jahr [21]. Die molekularen Ursachen und die Behandlung dieser Krankheit sind

im nachfolgenden Abschnitt (siehe 1.2) naher beschrieben.
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1.2 Chronische Granulomatose

1.2.1 Ursachen und Formen

Die Chronische Granulomatose (CGD) ist ein angeborener Immundefekt. Dieser wird
durch Mutationen in einem der funf Gene fir die Untereinheiten des NADPH-Oxidase-
Komplexes hervorgerufen. Dieser Komplex ist fur die Entstehung von reaktiven
Sauerstoff-Spezien (ROS) in Phagozyten verantwortlich (siehe Abb. 1.4 und Abb. 1.5).
Mit Hilfe von Sauerstoffradikalen (O;) kdbnnen Immunzellen (z.B. Makrophagen, Mono-
zyten, eosinophile und neutrophile Granulozyten) pathogene Eindringlinge wie Bakterien
und Pilze abtoten. Durch Mutationen in den Genen, die fiir die Untereinheiten der
NADPH-Oxidase kodieren, kommt es zu einem Funktionsverlust dieses Enzym-
komplexes. In der Folge kdnnen Katalase positive Mikroben nicht mehr abgetotet
werden und somit schwerwiegende, lebensbedrohliche Infektionen entstehen [22]. Die
haufigsten klinischen Erscheinungsformen sind Infektionen in der Lunge und den Lymph-
knoten, sowie der Knochen, aber auch Bronchitis, Gastroenteritis, Leberabszesse und
Granulome [21, 23]. Haufig breiten sich die Infektionen im Korper unkontrolliert aus und
beschadigen so Gewebe und Organe [24]. Dies fiihrt neben einer Beeintrachtigung der
Lebensqualitat zu einer erheblich verkirzten Lebenserwartung mit einer Sterberate von
etwa 5% aller CGD-Patienten pro Jahr [25]. Die Haufigkeit dieser seltenen Immun-
schwachekrankheit wurde in einer amerikanischen Studie auf 1/200.000 bis 1/250.000
der Neugeborenen von 1980 bis 1989 bestimmt [22]. Tatsachlich kdnnte die Inzidenz

aufgrund nicht diagnostizierter milderer Falle jedoch noch dartber liegen [21].

Die schwerste und haufigste (65-70 %) Form aller CDG Erkrankungen ist die rezessive
X-chromosomal gebundene Form der Chronischen Granulomatose (X-CGD) [25, 26].
Hier ist das Cybb-Gen fiir die GP91P"*Untereinheit (NOX2) der NADPH-Oxidase auf
Chr. X21.1 defekt. Durch Koppelung an das Geschlechtschromosom sind hier fast
ausschlief3lich Manner von der Krankheit betroffen. Heterozygote weibliche Trager
zeigen in der Regel keinen CGD-Phanotyp. Durch die zuféllige Inaktivierung eines
X-chromosomalen Allels findet eine sogenannte Dosierungskompensation statt, die zu
einer reduzierten Teilaktivitat bei weiblichen Tragern flhrt [27]. Erstaunlicherweise
kénnen jedoch schon etwa 10% Restaktivitat durch das zweite Allel ein symptomfreies

Leben ermoglichen [28, 29].

Den anderen 30-35 % aller CGD Erkrankungen liegen autosomal-rezessive Mutationen

zu Grunde und betreffen somit gleichermal3en weibliche und mannliche Individuen. Etwa
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25 % dieser Falle beruhen auf Mutationen in dem Ncf1-Gen (p47°"*) auf Chr. 7q1.23
und jeweils etwa 5 % haben ihren Ursprung in Mutationen in Ncf2 (p67°"*) auf Chr. 1925
oder in Cyba (p22°"*) auf Chr. 1624 [25]. Der erste Fall von Mutationen in dem Ncf4-
Gen (p40°™) auf Chr. 22q13 wurde im Jahr 2009 bei einem Jugendlichen mit granulo-

matoser Colitis festgestellt [30]

1.2.2 NADPH-Oxidase-Komplex

Die Nikotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat (NADPH) -Oxidase ist ein Multiprotein-
Komplex. Dieser besteht aus der membranstandigen Flavocytochromyssg-Untereinheit
(groRe Untereinheit GP91°"* und kleine Untereinheit p22°"*) und den zytosolischen
Komponenten p40P"* p47°"* p67°"* sowie dem G-Protein Rac. Dieser Komplex
assembliert an der Membran von Phagozyten nach externen Stimuli und wird hierdurch
aktiviert (Abb. 1.4). Diese Stimuli kdnnen z.B. opsonisiertes Zymosan (ZOP) aus der
Zellwand der Hefe, inflammatorische Signale, Bakterien oder Pilze sein. Die Assemblie-
rung und Aktivierung der NADPH-Oxidase wird zum einen durch Ca?*-Influx gesteuert,
was zu einer PKCa (Ca®*-abhéngige Protein Kinase C) -abhangigen Phosphorylierung

von cPLA; (cytosolic phospholipase A) fuhrt. AA (arachidonic acid) reguliert

Monocyte Activation O O - Monocyte Activation
(ZOP) G

2l

E

Abb. 1.4 Regulation der Superoxid-Anionen-Produktion durch die NADPH-Oxidase in Monozyten und
Makrophagen. Erklarung im Text. Modifiziert nach [31].
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die Translokation von p47°"* und p67°"°* an die Zellmembran. Die Translokation wird in
einem Zusammenspiel mit der PKC§ durch Phosphorylierung von p47°™* und p67°"
ermdglicht. Parallel wird die vollstdndige Assemblierung und Aktivierung der NADPH-
Oxidase an der Zellmembran durch Rac-Isoformen katalysiert. Diese G-Proteine
kommen als Isoform RAC1 vor allem in Monozyten und als RAC2 vor allem in
Neutrophilen vor. Durch den extrazellularen Stimulus dissoziiert RAC-GDP von seinem
Inhibitor rhoGDI und kann nach Phosphorylierung zu RAC-GTP an die Zellmembran
translozieren und so Teil des aktiven NADPH-Oxidase-Komplexes werden [31]. Durch
Lokalisierung der Untereinheiten in verschiedenen Kompartimenten und die strenge
Regulierung der NADPH-Oxidase-Aktivitat ist das umgebende Gewebe vor
unkontrollierter Schadigung durch reaktiven Sauerstoff geschitzt. In ruhenden
Phagozyten sind nur etwa 15% des Flavocytochromysss-Komplexes in der Plasma-
membran lokalisiert und etwa 85% in Vesikeln und Granuli vorhanden (Abb. 1.5) [32,
33]. Die Untereinheiten p40°"*, p47°"* p67°"* und Rac liegen im Zytosol vor und fiihren

erst durch Assemblierung zu der aktiven Form des NADPH-Oxidase-Komplexes.

Cytoplasm

Phagocyte
vacuole

NADPH
oxidase

Azurophil

granT )

L ot -'_':—Microbe-‘_',‘-
e %o .
Neutrophil elastase RQOS

cathepsin G

L3S ]

Phagocyte

Abb. 1.5 Abtétung von Mikroben durch Phagozyten mittels Superoxidproduktion (ROS) der NADPH-
Oxidase. Erklarung im Text [21]
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Der GP91P"*.vermittelte Elektronentransport von NADPH auf den Sauerstoff filhrt zu
Superoxidanionen und wird ,respiratorischer Burst* genannt, da dieser Mechanismus

Sauerstoff verbraucht [34]:

NADPH - 2¢” + 20, > NADP* + H* + 2" 0,”

Durch das Enzym SOD (Superoxiddismutase) kénnen Superoxidanionen in Gegenwart

von Wasserstoffionen zu Wasserstoffperoxid umgewandelt werden:

20, + 2H" > H,O,

Mit Hilfe von H,O, kénnen phagozytierte Bakterien abgetdtet werden, mit der Ausnahme
von Katalase-positiven Organismen, welche das Wasserstoffperoxid unschadlich

machen kbnnen:

2H,0, - 2H,0 + O,

Neutrophile Zellen (nicht jedoch Makrophagen) kénnen Mikroben auch mit Hilfe der MPO

(Myeloperoxidase) abtéten. Hier entsteht das toxische Hypochlorid-lon:

H,O, + CI" - HOCI + OH"
HOCI > H" + OCI”

Die Abschaltung der transienten NADPH-Oxidase-Aktivitdt wird vermutlich durch
Hyperphosphorylierung von p47°" und Hydrolyse von RacGTP zu RacGDP gesteuert,

wodurch der Membran-Komplex disassembliert [35].

1.2.3 Herkdmmliche Behandlung

Die wichtigste Mallnahme zur Bekampfung von Infektionen bei CGD-Patienten ist die
Vorbeugung vor Infektionen. Da der Kontakt mit Krankheitserregern im Alltag eines
CGD-Patienten jedoch nicht vollstandig vermieden werden kann, werden sie in der
Regel ein Leben lang vorbeugend mit aggressiven Antibiotika und Antimycotika
behandelt (siehe Tab. 1).

Die gelaufigsten Antibiotika sind lipophile Comatrixole (Trimethoprim, Sulfamethoxazole)
[36, 37], welche nach Anreicherung in Granulozyten phagozytierte Gram-negative
Bakterien sowie Staphylokokken abtdten konnen [38]. Der Erfolg dieser Behandlung
konnte in retrospektiven Langzeitstudien durch Minderung von Infektionen, chirurgischen

Eingriffen und Krankenhausaufenthalten gezeigt werden [39, 40].

11
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Zur Bekampfung von Pilzinfektionen werden haufig lipophile ltraconazole eingesetzt, die
von neutrophilen Zellen aufgenommen werden und dort wirken konnen [41]. Nach
praventiver Gabe in klinischen Studien konnten Aspergillus-Infektionen in CGD-

Patienten signifikant reduziert werden [36, 42]. Der groRe Nachteil der lebenslangen

Antibiotika und Antimycotika-Gabe sind jedoch Resistenzentwicklungen bei den
Mikroben.
Modality Indication Duration Drug Paediatric dosage
Antibiotic prophylaxis Bacterial infections Lifelong Trimethoprim- 6 + 30 mg/kg/d
Fungal infections Lifelong sulfamethoxazole
Itraconazole 5 mg/kg/d*
Empiric antibiotic Gram" infections Until pathogen ident. Teicoplanin 10 mg/kg/d
treatment Gram™ infections Until pathogen ident. Ciprofloxacin 15 mg/kg/d
Fungal infections Until pathogen ident. Voriconazole 14 mg/kg/d

Interferon y prophylaxis

White cell transfusions

Antiinflammatory
treatment
Stem cell transplantation

Recurrent infections

Severe refractory infections
Obstructing granuloma

Recurrent serious

Lifelong

Until recovery or antibody

formation

7-10d — taper

LAF-isolation ¢.2 months,

v-Interferon
G-CSF stimulated
leucocytes

Prednisolone

HLA identical marrow

3 x 50 pg/m? /week (s.c.)
10 pg/kg (sc.) 12 h

before leukapheresis
0-5-1 mg/kg/d

>2 % 10°/kg CD34" cells

manifestations isolation at home

(see Table III)

transplant
¢.6-9 months

*Oral solution.
ident,, identification; LAF, laminar air flow; G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor; HLA, human leucocyte antigen; CGD, chronic granu-

lomatous disease; s.c., subcutaneously.

Tab. 1 Aligemeine Behandlungsformen fiir CGD. Erklarung im Text [21].

Eine weitere Behandlungsmoglichkeit besteht in der relativ kostenintensiven subkutanen
Interferon-y-Gabe (siehe Tab. 1). Dies ist ein Makrophagen aktivierendes Zytokin,
welches normalerweise von T-Zellen sezerniert wird. Ein Teil der X-CGD-Patienten mit
sog. Spleilstellen-Mutationen sprechen zumindest zeitweise auf diese Therapie an [43,
44], in dem die SpleiReffizienz der GP91P"*-Transkripte gesteigert wird und es somit zur
Superoxidproduktion durch die NADPH-Oxidase auf Ebene der myeloischen Vorlaufer-
zellen kommen kann [45, 46]. Der Nutzen bei bestehenden Infektionen ist jedoch

umstritten und daher kein Standard-Therapeutikum fur CGD-Patienten [24].

Durch Transfusion funktioneller Spendergranulozyten koénnen Infektionen ebenso
bekampft werden. Allerdings ist die Wirkung auf die Lebenszeit von wenigen Tagen
infundierter Granulozyten limitiert [2]. Zusatzlich besteht das Risiko der Antikérper-
bildung gegen das kdrperfremde GP91P"*-Protein, was zu einer Immunreaktion fiihren

kann und somit Folgetherapien wie eine SZT oder eine Gentherapie ausschlief3t.
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Der einzig heilende Therapieansatz fir CGD ist die Transplantation von hamatopoe-
tischen Stammzellen mit einer funktionellen GP91P"*Genkopie. Dies kann durch
Stammzellen eines HLA (human leukocyte antigen) -identischen gesunden Spender
ermoglicht werden [47, 48]. In einer europédischen Studie wurden 27 CGD-Patienten
erfolgreich mit solchen Spenderzellen nach myeloablativer Verabreichung von Busulfan
(16 mg/kg Gesamtdosis) behandelt [49]. Die CGD-Patienten konnten in 81 % der Falle
vollstandig geheilt werden, wobei die Uberlebensrate bei insgesamt 85 % der 27
Patienten lag. Schwere Nebenwirkungen, wie graft versus host disease oder
aufkommende Entzindungen, wurden fast ausschlieBlich in einer Patientengruppe mit
bestehenden Infektionen vor der Therapie beobachtet. Lediglich ein Patient zeigte kein
Anwachsen der Spenderzellen und musste daher autolog transplantiert werden.
Insgesamt zeigte diese Studie eine gute Erfolgsrate bei Patienten ohne schwerwiegende
Infektionen zum Zeitpunkt der Behandlung und ist somit auch eine gute therapeutische
Option flir CGD-Patienten. Die Sterberate bei Patienten mit vorhandenen Infektionen
zum Zeitpunkt der SZT kénnte weiter verringert werden, indem eine weniger aggressive
chemotherapeutische Behandlung eingesetzt wiirde. In einer anderen klinischen Studie
wurde eine nicht ablative Konditionierung mit Cyclophosphamid (120 mg/kg), Fludarabin
(125 mg/kg) und Antithymozyten Globulin (40mg/kg) gewahlt und anschlieBend mit
HLA-identischem Spendermaterial ohne T-Zellen transplantiert. Hier bendtigten jedoch
alle 10 CGD-Patienten eine Spender-Lymphozyten-Infusion um den Chimerismus zu
erhdhen, da das Stammzelltransplantat relativ schlecht angewachsen war [50]. In zwei
weiteren Studien mit reduzierter Konditionierung (Busulfan 8 mg/kg, Fludarabin
180 mg/m?,~ Antithymozyten Globulin 40 mg/kg bzw. 4 Gy Korperbestrahlung,
Cyclophosphamide 50 mg/kg und Fludarabin 200 mg/m?) an insgesamt vier CGD-
Patienten mit bestehenden Infektionen konnte dagegen vollstdndiges Anwachsen des
Stammzelltransplantates sowie die Heilung des CGD-Phanotyps festgestellt werden [51,
52]. Dementsprechend ist die reduzierte Konditionierung vor Stammzelltransplantation
bei Hoch-Risiko CGD-Patienten eine vielversprechende therapeutische Option. Bei
Abwesenheit von HLA-identischem Spendermaterial kann auch mit haploidentischen
Spenderzellen trans-plantiert werden. Dieses Verfahren ist jedoch aufgrund der Gefahr
der AbstoRung des Transplantates und der verzégerten Immunrekonstitution eher riskant
[53]. Bei Abwesenheit eines HLA-identischen Spenders ist daher die autologe
Transplantation mit genetisch korrigierten Stammzellen (Gentherapie (siehe 1.3)) eine

weitere heilende Therapieoption fir CGD-Patienten.
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1.3 Gentherapie

1.3.1 Prinzip und Anwendungsmaoglichkeiten

Die Gentherapie ist eine relativ junge biomedizinische Anwendung mit dem Ziel,
Krankheiten mit Hilfe von Nukleinsauren vorzubeugen oder zu heilen [54-57]. Hierin liegt
der grundlegende Unterschied zu herkdmmlichen Therapieformen, welche in der Regel
lediglich die Symptome von Krankheiten lindern, die Gentherapie jedoch die Ursachen
fur die Entstehung dieser Symptome angeht und somit einen heilenden Therapieansatz
darstellt. Ebenso ist eine ergédnzende, komplementare Anwendung der Gentherapie zu
herkdbmmlichen Therapieformen denkbar [58]. Die Gentherapie liefert ein sehr breites
Spektrum an Angriffsmdglichkeiten zur Bekdmpfung von Krankheiten. Neben mono-
genen Erbkrankheiten [59-61] konnten bereits vielversprechende Ansatze bei Krebs-
erkrankungen [62-64], neurodegenerativen Erkrankungen [65-67], sowie Erkrankungen
des blutbildenden Systems [68-71] und der Immunschwachekrankheit AIDS [72, 73]
gezeigt werden. Etwa 70% der aktuellen klinischen Gentherapiestudien betreffen Krebs-

erkrankungen und nur etwa 30% die restlichen oben aufgefiihrten Krankheiten [74].

Man unterscheidet zwischen verschiedenen Formen der Gentherapie. Die einfachste
und gelaufigste Art der Gentherapie ist aktuell die Genersatztherapie monogener
Erkrankungen. Hierbei wird ein normales (,gesundes®) Gen in Form von DNA stabil,
jedoch ungerichtet in das Genom von Patientenzellen eingebaut. Durch das Genprodukt
kann in den Patientenzellen der Defekt kompensiert werden und der Phanotyp einer
Krankheit gelindert oder sogar vollstandig geheilt werden (siehe Abb. 1.6). Der grund-
legende Baustein fir eine erfolgreiche Gentherapie-Anwendung ist ein gutes mole-
kulares Verstandnis flr die Ursachen der zu behandelnden Krankheit. Daraus ergibt sich
die Wahl des Transgens sowie der Zielzellen oder des Gewebes fiir die Therapie.
Ebenso essentiell ist die Verfligbarkeit eines adaquaten Tiermodells flr die praklinische
Validierung therapeutischer Genfahren im Kontext jeder einzelnen Krankheit [58].
Gentherapeutische Fahren sind jene therapeutischen Molekile, die es erlauben
Nukleinsduren in Patientenzellen stabil einzubauen und somit auf alle weiteren Tochter-

zellen zu vererben (siehe 1.3.2).
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retroviraler Vektor

virale DNA  Transgen virale DNA
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genkorrigierte Zellen

Abb. 1.6 Prinzip einer ex vivo Gentherapiebehandlung. Stammzellen eines Patienten werden ex vivo mit
einem retroviralen Vektor transduziert. Das Transgen wird stabil in die Patientenzellen eingebaut und somit
auf alle Tochterzellen vererbt. Genkorrigierte Zellen werden zuriick in den Patienten infundiert. Dort bilden
sie das hamatopoetische System erneut aus und kompensieren den Funktionsdefekt einer Erkrankung.
(Modifiziert nach [75])

Genfahren kénnen fir eine Therapie auf unterschiedliche Art appliziert werden. Bei einer
in vivo Verabreichung kommen die systemische Injektion ins Blutsystem, die lokale
Injektion ins Zielgewebe oder die Inhalation in Frage. Vorteil dieser Verabreichung ist
sicherlich der relativ geringe Kostenfaktor, jedoch bringen die Gefahren in Bezug auf die
Immunogenitat und die Toxizitat, ebenso wie die ungerichtete Transduktion von Zellen
im Korper grolde Nachteile mit sich. Bei der ersten klinischen Pilotstudie zur Behandlung
der Ornithin Transcarbamylase Defizienz (letaler Defekt der Urea-Synthese in der Leber)
an freiwilligen Patienten durch in vivo Injektion adenoviraler Partikeln an der Universitat
von Pennsylvanien in Jahr 1999, kam es zu einem tragischen Todesfall eines Patienten.
Dieser Patient (Jesse Gelsinger) hatte die héchste Virendosis erhalten, was zu einer
sehr starken Immunabwehrreaktion des Koérpers und nach vier Tagen schlief3lich zum
Multiorganversagen fuhrte. Die anderen Patienten dieser Studie mit geringeren Viren-
dosen zeigten eine geringere aber vorhandene Immunreaktion und hatten nur in 3 von
11 Fallen eine leichte metabolische Verbesserung aufgrund der Gentherapie-
behandlung [76, 77].
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Bei einer ex vivo Verabreichung von Genfahren werden Patientenzellen zuerst entnom-
men und unter GMP (Good Manufacturing Practice) -Bedingungen in Zellkulturbeuteln
mit Genfahren transduziert und anschlieRend maoglichst zeitnah zurtick in die Patienten
reinfundiert [78]. Der Vorteil einer ex vivo Anwendung liegt in der Moglichkeit der
Selektion von Zielzellen vor der Transduktion. Die Kultivierbarkeit der Zielzellen und das
Anwachsen nach Transplantation wie im Fall von hdmatopoetischen Stammzellen, ist

jedoch Grundvoraussetzung fir diese Form der gentherapeutischen Anwendung.

Weitere Faktoren spielen fir die Auswahl eines Gentransfersystems eine wichtige Rolle.
Entscheidende Merkmale sind die GroRe des Transgens und die bendtigten z.T.
zellspezifischen bzw. physiologischen Expressionslevel sowie die Art und Teilungs-
aktivitdt der Zielzellen. Daruber hinaus sollte die effiziente Produktion unter GMP-
Bedingungen wirtschaftlich mdglich sein. Letztlich sollte der Sicherheitsaspekt vor allem
in Bezug auf Immunreaktionen und Insertionsmutagenese streng kontrolliert und somit
ein Risiko flr die Patienten mdglichst gering gehalten bzw. eine Nutzen-Risiko-

Abwagung getroffen werden.

1.3.2 Systeme fur den Gentransfer

Durch Gentransfer kénnen Nukleinsauren von einem Organismus in einen anderen
Organismus Ubertragen werden. Hierflir stehen vielfaltige nicht virale sowie virale
Systeme zur Auswahl. Die vergleichsweise einfachen, nicht viralen Systeme unterliegen
den komplexeren, viralen Systemen vor allem in Bezug auf die Effizienz und die
Langzeitexpression eines Transgens. Ein weiterer grundlegender Unterschied der
Gentransfersysteme liegt in der Eigenschaft, in einem Zielgenom integrieren zu kénnen
bzw. episomal vorzuliegen. Alle stabil integrierenden Systeme bergen potentiell die
Gefahr einer Insertionsmutagenese durch Veranderung der Information der Nuklein-
saurenabfolge am Integrationsort und meist auch durch Einbringung regulatorischer
Elemente wie z.B. Promotoren, Enhancern oder Insulatoren. Eine Ubersicht gelaufiger
Gentransfersysteme ist in Tab. 2 mit ihren Vor- und Nachteilen aufgelistet. Die Auswahl
des geeignetsten Gentransfersystems hangt von der jeweiligen Anwendung ab, da

bislang kein universell einsetzbares Transfersystem existiert.
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Transfersystem Vorteile Nachteile

viral
Stabile Integration Transduziert keine ruhenden
Langzeit-Expression madglich

Retroviren .gz EXP I. . 9! ZeIIen.

(dsRNA) Keine Immunogenitat Potentielle
Breiter Zelltropismus Insertionsmutagenese
Etwa 10 kb Verpackungskapazitat Mittlere Virustiter (10°-107 iu/ml)
Stabile Integration
Transduziert auch ruhende Zellen
Langzeit-Expression mdglich

Lentiviren Keinge Immuiogenitét 9 Potentielle

dsRNA i

( ) Breiter Zelltropismus Insertionsmutagenese
Etwa 10 kb Verpackungskapazitat
Hohe Virustiter (10° iu/ml)
Transduziert auch ruhende Zellen

. Hohe Virustiter (10'° iu/ml) Immunogen
Adenoviren Bi 30 kb Keine Integration
(dsDNA) s zu 9

Verpackungskapazitat
Keine Insertionsmutagenese

Transiente Expression

Adenoassoziierte
Viren (ssDNA)

Stabile Integration von etwa 10 %
der Viren, vor allem in Chr. 19
Dauerhafte Expression moglich
Niedrige Immunogenitat

Geringe Langzeit-
Transduktionseffizienz da etwa
90 % episomal auftreten
Geringes Potential zur
Insertionsmutagenese

Geringe Verpackungskapazitat
von etwa 4 kb

nicht viral

DNA Injektion

Einfache Handhabung
Nicht immunogen

Transiente Expression

DNA-Liganden

Zellspezifische Applikation

Transiente Expression

Konjugate
Gen Pistole El.nfac.he Handhabung Transiente Expression
Nicht immunogen
. GroRe Transferkapazitat Geringe Transfektionseffizienz
Liposomen

Wenig toxisch

Schwierige in vivo Anwendung

Tab. 2 Vor- und Nachteile von Gentransfersystemen. (ds: double-stranded; ss: single-stranded;
iu: infectious units) [77, 79, 80].
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1.3.3 Retrovirale Vektoren

Retrovirale Vektoren haben ihren Ursprung in der Familie Retroviridiae, den sog.
Retroviren. Im Gegensatz zu den DNA-Viren, wird bei RNA-Viren das RNA-Genom mit
Hilfe der Reversen Transkriptase in DNA umgeschrieben und anschliefiend stabil im
Wirtsgenom eingebaut (integriert). Zu den bekanntesten Retroviren gehdren die y-Retro-
viren z.B. Murine Leukemia Virus (MLV) und die Lentiviren z.B. Human Immuno-
deficiency Virus | (HIV-1). Urspringliche y-Retroviren sind pathogen fir Mause und
kénnen unter anderem Krebserkrankungen hervorrufen, daher sind sie auch unter dem
Namen Onko-Retroviren bekannt. Urspriingliche Lentiviren wie HIV-1 sind human-
pathogen und kénnen das AIDS (aquired immunodeficiency syndrome) -Syndrom

verursachen.

Fir die Entwicklung viraler Vektoren wurden die Gene fir die Pathogenese entfernt.
Daruber hinaus wurden diejenigen Gene weitestgehend modifiziert, welche fur die
Replikation erforderlich sind (siehe 1.3.3.1). Daraus sind sog. replikationsinkompetente
Vektorsysteme entstanden, d.h. produzierte Viren kénnen genau einmal eine Zielzelle
infizieren und ihr genetisches Material in einem Genom einbauen, danach jedoch nicht
weiter replizieren bzw. freigesetzt werden. Diese Art sicherheitsoptimierter viraler

Vektorsysteme finden in der Gentherapie eine breite Anwendung (siehe 1.3.3.2).

1.3.3.1 Retroviraler Replikationsmechanismus

Viren gehoren nicht zu der Klasse der Lebewesen, da sie Uber keinen eigenen
Stoffwechsel verfigen und fur ihre Vermehrung auf Wirtszellen angewiesen sind. Viren
nutzen Glykoproteine an der Oberflache ihrer Hillmembran fur die Bindung an die
Oberflache von Wirtszellen. Durch diesen hochspezifischen Prozess fusionieren in der
Folge die Phospholipiddoppelmembranen der Wirtszelle und der Virushille. Nach der
Freisetzung der viralen core-Einheit in das Zytoplasma kann die reverse Transkription
der einzelstrangigen, positiv-polarisieten RNA des Virus in doppelstrangige DNA
erfolgen. Dieser hochkomplexe Vorgang erfolgt innerhalb des Reversen-Transkriptions-
Komplexes, welcher die virale Reverse Transkriptase (RT) beinhaltet [81]. AnschlielRend
wird der Praintegrationskomplex (PIC) zusammen mit einigen viralen Proteinen wie z.B.
der Integrase gebildet. Nach dem Kernimport erfolgt die stabile Integration der viralen
DNA im Wirtsgenom. Jetzt kann die virale DNA (Provirus) von zellularen Polymerasen

wie der RNA-Polymerase-ll abgelesen werden. Hierdurch entstehen wiederum alle
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Komponenten die flir ein neues Viruspartikel benétigt werden. Die virale RNA wird zum
einen im Zytoplasma der Wirtszelle in die viralen Proteine translatiert, welche sich in der
Zellmembran anhaufen, und zum anderen wird die genomische virale RNA durch
Assemblierung bei dem Ausknospungsprozess (budding) in den neu enstehenden
Virionen aufgenommen. Nach dem Abschniren der viralen Partikel kommt es zur
Reifung durch Reorganisation der core-Einheit, wodurch die volle Infektiositat des Virus

erlangt wird. Der Lebenszyklus kann somit erneut beginnen (siehe Abb. 1.7) [82, 83].
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Abb. 1.7 Retroviraler Replikationsmechanismus. Erklarung im Text. Modifiziert nach [82].

Das retrovirale Genom kodiert neben den akzessorischen Genen fir die drei essentiellen
Gene gag, pol und env (siehe Abb. 1.8). Das Glykoprotein Antigen (gag) kodiert fir die
viralen Kapsidproteine. Das pol-Gen (polymerase) kodiert fir die Reverse Transkrip-
tase, die Integrase und die Protease. Aus dem env-Gen (envelope) entsteht die
spezifische Virushille. Umrandet werden diese Gene von zwei identischen long terminal
repeats (LTR) in der integrierten, proviralen Form. Diese nichtkodierenden, regulatori-
schen Elemente bestehen jeweils aus einer U3 (unique 3° region), R (repeat region) und

U5 (unique 5° region) Region. Aullerdem enthalten sie die Promotor und Enhancer
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Sequenzen in der 5LTR sowie das Poly-Adenylierungssignal in der 3'LTR. Die
Transkription viraler Gene beginnt jeweils an der TATA-Box am Ende der U3 der 5'LTR.
Terminiert wird sie am Poly-Adenylierungssignal im Ubergang von der R in die U5
Region von der 3'LTR. Ein weiteres wichtiges Element ist das Verpackungssignal
vy (PSI) in der Leadersequenz, welches fur die Aufnahme von voller Lange genomischer
RNA in die Virushille bendtigt wird. Spleifvarianten, welche durch SD (SpleiRdonor) und
SA (SpleiRakzeptor) definiert sind, werden wegen der fehlenden Verpackungssequenz
nicht in das entstehende Virion verpackt. Die PBS (primer binding site) in der Leader-
sequenz wird fir den Beginn der Reversen Transkription, als Bindestelle fir eine transfer
RNA bei der Initiation des minus-DNA-Stranges genutzt. Im Laufe der Reversen
Transkription werden auch die beiden identischen LTR bendtigt, da sie jeweils zu einem
Teil als Vorlage fir die Synthese der anderen LTR durch die Reverse Transkriptase
dienen [84]. Abschlief3end bleibt zu erwahnen, dass der Integrationsprozess bei y-Retro-
viren nur nach Auflésung der Kernmembran wahrend der Zellteilung méglich ist, also nur
proliferierende Zellen transduziert werden koénnen [85, 86]. Dagegen kann der lentivirale
PIC-Komplex durch Kernlokalisationssequenzen den Kernimport vermitteln, wodurch

auch ruhende Zellen stabil transduziert werden kénnen [87-89].
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Abb. 1.8 Genetische Organisation eines verallgemeinerten Provirus. Die integrierte provirale Form der
viralen DNA mit den beiden endsténdigen LTR (long terminal repeats) ist oben gezeigt. Die mRNA fiir gag
und pol ist in der Mitte dargestellt. Fir das env Protein wird die gespleil’te Form der mRNA genutzt (siehe
unten). Weitere Erklarungen im Text. (PBS) primer binding site; (y) Verpackungssignal; (SD) Spleil3donor;
(FS) frameshift site; (SA) SpleiBakzeptor; (PPT) polypurine tract; (PA) Poly-Adenylierungssignal; (AAA)
Poly(A)-Schwanz. [84]
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1.3.3.2 Retrovirale Vektoren in der Gentherapie

Die Entwicklung retroviraler Vektoren flir die Gentherapie wurde durch das Verstandnis
vom viralen Replikationszyklus und der viralen Genprodukte ermoglicht. Die Deletion
pathogener viraler Gene und die Erhaltung der Gene, welche fir die Infektion und die
stabile Integration in Wirtszellen notwendig sind, haben sicherheitsverbesserte Vektoren
erma@glicht, die fur ein sog. gene of interest kodieren. Das weit verbreitete Drei-Plasmid-
System teilt die Gene flir die Herstellung von replikationsinkompetenten Viruspartikeln
auf drei verschiedene Plasmide auf (siehe Abb. 1.9) [90]. Das Transferplasmid kodiert
fur das Transgen und enthalt die beiden LTRs sowie das Verpackungssignal (y).
Hierdurch wird diese RNA in das virale Kapsid verpackt. Die beiden Helferplasmide
kodieren entweder flir die Gene gag und pol oder flr das env-Gen. Diese Genprodukte
werden nicht in die viralen Partikel verpackt, da sie nicht Uber das Verpackungssignal
verfigen. Durch Kotransfektion dieser Plasmide in eine Verpackungszelllinie entstehen
alle Komponenten fir die Entstehung eines viralen Partikels. Da nur das Transferplasmid
in diese aufgenommen wird, kénnen produzierte Viren Zielzellen infizieren und auch die
Expressionskassette stabil im Wirtsgenom integrieren, es entstehen in der Folge jedoch
keine weiteren viralen Partikel. FUr die Herstellung klinisch relevanter Virustberstande
werden in der Regel stabile Verpackungszelllinien mit gag, pol und env eingesetzt,

welche nur noch mit dem Transfervektor transfiziert werden [91, 92].

3 Plasmid-System: Verpackungszelllinie: Virale Partikel:
5LTR w  gene of interest 3'LTR
Promotor gag/pof bgh Kotransfektion Virusproduktion
—— > —_—
Promotor env bgh

e T

Abb. 1.9 Produktion retroviraler Partikeln mit dem Drei-Plasmid-System durch Kotransfektion in eine
Verpackungszellinie. LTR: log terminal repeat; gag: glycoprotein antigen; pol: polymerase; env; envelope;

bgh: Poly-Adenylierungssignal vom bovine growth hormone. Erklarung im Text.

Der Wirtstropismus eines viralen Partikels wird durch Oberflachenrezeptoren in der
Virushulle bestimmt. Dieses Phanomen wird Pseudotypisierung genannt. Am gelaufig-
sten fur klinische Anwendungen mit y-retroviralen Vektoren sind die beiden Virushillen

GalLV (Gibbon ape Leukemia virus) und RD114 (feline endogenous virus envelope), da
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diese in der Lage sind repopulierende, humane hamatopoetische Zellen (z.B. CD34")
effizient zu infizieren [93-95]. Dagegen wird bei lentiviralen Vektoren haufig die
Virushille vom Vesicular Stomatitis Virus (VSV-G) eingesetzt. Dieser erlaubt einen
breiteren Wirtstropismus und die Produktion von sehr hohen Virustitern (10° 1U), da so
produzierte Partikel konzentrierbar sind [96]. Nachteil dieser Virushille ist die Toxizitat
bei konstitutiver Expression hoher Mengen in Verpackungszelllinien. Daher werden hier

neben der Kotransfektion auch induzierbare Transgen-Kassetten verwendet [97, 98].

Entscheidend fiir den klinischen Einsatz genmodifizierter Zellen fiir hamatopoetische
Erkrankungen ist die Fahigkeit dieser Zellen, nach Transplantation den Organismus
eines Patienten vollstandig rekonstituieren zu kénnen. Hierzu werden i. A. Stamm- bzw.
Vorlauferzellen verwendet, welche im Zielorganismus anwachsen (engraften) konnen,
sich selbst erneuern und in die verschiedenen hamatopoetischen Zellen differenzieren
kénnen (siehe 1.1) [99]. Grundvoraussetzung ist auf der einen Seite die Aufreinigung der
Jrichtigen® Zielzellen fir die Transduktion. Hier wird fir die Gewinnung von
Vorlauferzellen der Oberflachenmarker CD34 verwendet, welcher den aktuellen
Standard bei SZT in der Klinik darstellt [4, 100]. Auf der anderen Seite muss dieses
wertvolle Potential der Vorlauferzellen nach dem Transduktionsprozess erhalten bleiben.
In dieser Beziehung gibt es grundlegende Unterschiede zwischen y-retroviralen und
lentiviralen Vektorsystemen. Erstere sind flr die stabile Integration auf die Zellteilung der
Wirtszelle angewiesen (siehe 1.3.3.1). Daraus ergibt sich die notwendige ex vivo
Kultivierung mit proliferationsférdernden Cytokinen, welche jedoch keinesfalls die
Differenzierung bewirken sollten. Dieser Balanceakt zwischen Erhaltung der
Repopulierungskapazitdt und notwendiger Zellproliferation fallt bei lentiviralen
Vektorsystemen weg, da diese auch nicht teilende (ruhende) Zellen transduzieren
kénnen [88, 101, 102]. Die ex vivo Manipulation wird hierdurch deutlich kirzer und
erhéht die Wahrscheinlichkeit, das Stammzellpotential transduzierter Zellen erhalten zu

konnen.

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Verwendung retroviraler Vektoren fiir therapeu-
tische Anwendungen ist die provirale Integration im Genom der Patientenzellen. Der
stabile Einbau therapeutischer DNA in Patientenzellen unterscheidet die Gentherapie
von herkdmmlichen Behandlungsformen und ist die Voraussetzung flr einen lang-
anhaltenden Therapieeffekt. Mit der viralen Integration geht jedoch auch immer eine
Insertionsmutagenese einher, da die urspriingliche Basenabfolge am Ort des Einbaus
unabdinglich geandert wird. Die Folgen hieraus kdnnen zahlreich sein, da theoretisch

nahezu alle Integrationsorte bei einer ungerichteten Gentherapie in Frage kommen.
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Retroviren verfligen nicht Uber ein bestimmtes Konsensusmotiv flr die Integration.
Vielmehr schneidet die Integrase relativ unspezifisch die doppelstrangige DNA im
Genom. Die virale DNA wird anschliefend verknlpft, und es kommt zu einer
Verdoppelung der Sequenzen (von etwa 4-6 bp) aus dem Genom, welche das Provirus
flankieren [103, 104]. Es gibt jedoch unterschiedliche Praferenzen fir den Ort der
proviralen Integration im Genom. y-retrovirale Vektoren integrieren bevorzugt in einem
Fenster von +/- 5kb um den Transkriptionsstart und in die Nahe von CpG-Inseln eines
Gens, welches nicht im Heterochromatin-Bereich lokalisiert ist, jedoch unabhangig von
der Starke der Transkriptionsaktivitdt eines Gens [105, 106]. Dagegen integrieren
lentivirale Vektoren bevorzugt in Genbereiche, welche zudem transkriptionell sehr aktiv
sind [107, 108]. Kommt es zu einer proviralen Integration in oder um ein Gen, so kann es
zu Wechselwirkungen zwischen den viralen Promotor- sowie Enhancer-Elementen mit
den endogenen Promotoren kommen. Hier kann vor allem die Aktivierung der
Transkription (insertionelle Aktivierung) von proliferationsférdernden Onkogenen zu
unerwiinschten Nebeneffekten einer Gentherapiebehandlung flihren. Ebenso besteht die
Mdglichkeit einer transkriptionellen Aktivierung durch Fusionstranskripte zwischen der
viralen und der endogenen RNA. Sowohl fur y-retrovirale Vektoren, als auch fur
lentivirale Vektoren sind SpleiRing-Phanomene zwischen dem proviralen SD in der
Leader-Sequenz und einem SA endogener Transkripte beschrieben, welche in der Folge

zur klonalen Dominanz gefihrt haben [pers. Mitteilung Leboulch und [109]].

1.3.4 Klinische Gentherapiestudien fur monogene Erbkrankheiten

Eine Gentherapie eignet sich besonders flir die Behandlung monogener Erbkrank-
heiten, also Erbdefekten, bei denen ein Gen betroffen ist. Richtungsweisende Erfolge
wurden bei der Behandlung der schweren kombinierten Immunschwache (SCID-X1)
gemacht. Bei diesem Immundefekt treten Mutationen in der yC-Kette eines Zytokin-
Rezeptors auf, welcher fur die T-Zell Differenzierung notwendig ist (siehe 1.1.2) [11]. Der
starke positive Selektionsvorteil eines spontan zurickmutierten (revertierten) lymphoiden
Vorlauferzellklons in einem SCID-X1-Patienten flhrte zur partiellen immunologischen
Rekonstitution. Dies lieR eine Genkorrektur autologer Stammzellen vielversprechend
erscheinen. Erfolge in praklinischen Versuchen an Mausmodellen sowie humanen
Zelllinien mit retroviralem Gentransfer der yC-Kette (IL2RG) bestatigten die guten
Heilungschancen dieser schwerwiegenden Immunschwachekrankheit in praklinischen

Versuchen [110]. Die erste erfolgreiche klinische Gentherapiestudie an 10 SCID-X1-
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Patienten wurde unter Leitung von Alain Fischer, Marina Cavazzana-Calvo und Salima
Hacein-Bey-Abina am Necker Hospital des Enfants Malades in Paris durchgefihrt. Alle
Patienten erhielten retroviral behandelte allogene Stammzellen ohne chemotherapeu-
tische Konditionierung in der Hoffnung, dass der starke positive Selektionsdruck
genkorrigierter lymphoider Vorlauferzellen fur die Immunrekonstitution ausreichen warde.
Tatsachlich konnte bei neun Patienten eine Rekonstitution der Immunfunktion
beobachtet werden. Dies war der erste gro3e Durchbruch einer klinischen Gentherapie-
studie zur Behandlung einer Immundefizienz mit klinischem Nutzen der Patienten. Die
Ausnahme bildete ein Patient mit Organmegalie (VergroRerung der Organe) zur Zeit der
Behandlung, bei dem keine genkorrigierten Zellen nachgewiesen werden konnten [111].
Allerdings gab es auch Rickschlage bei dieser Studie, da in den Folgejahren bei
insgesamt vier Jugendlichen die Entwicklung von T-Zellleukdmien festgestellt wurde.
Bedingt wurden diese severe adverse events durch provirale Aktivierung proliferations-
férdernder Gene (Lmo-2, Ccnd2 oder Bmi-1) und z.T. durch zusatzliche chromosomale
Abnormalitdten der Patientenzellen (siehe Tab. 3). Eine Beteiligung des IL2RG-
Transgens wurde bei der Entstehung der Leuka@mien kontrovers diskutiert. Ein
Zusammenhang konnte zwar im murinen Modell, jedoch nicht im humanen Organismus
nachgewiesen werden [112]. Drei der Leukamien aus der franzdsischen Studie konnten
durch nachfolgende Stammzelltransplantationen von einem gesunden Spender
erfolgreich bekdmpft werden, in dem vierten Fall jedoch nicht [13, 60, 113]. In einer sehr
ahnlichen Gentherapiestudie zur Behandlung von 10 SCID-X1-Patienten am Institute of
Child Health in London (UCL) unter Leitung von Adrian Thrasher, konnte bei allen

Patienten eine erfolgreiche Immunrekonstitution erreicht werden [114]. In dieser Studie

Study Vector Complication Insertion Additional chromosomal Outcome
sites abnormalities

SCID-X1 (P4, Paris) MFG-Ampho  T-ALL, mature Tcell ~LMO2 CDKN2A del Died

SCID-X1 (P5, Paris) MFG-Ampho  T-ALL LMO2 Notch mutation CR
Late cortical T cell

SCID-X1 (P7, Paris) MFG-Ampho T-ALL CCND2 CDKN2A del CR
Late cortical T cell

SCID-X1 (P10, Paris) MFG-Ampho  T-ALL LMO2 Notch mutation CR
Late cortical T cell BMII

SCID-X1 (P8, London) ~ MFG-GALV T-ALL LMO2 Notch 1 mutation CR

CDKN2A deletion
TCRb/STIL-TALI1 translocation

Tab. 3 SCID-X1-Patienten mit klonaler Expansion nach Gentherapie. (SCID-X11) severe combined
immuno deficiency X1; (P) Patient; (Ampho) amphotrophes envelope; (GALV) Gibbon Ape leukemia virus
envelope; (T-ALL) T-Zell akute lymphatische Leukamie; (LMO-2) Lim domain only 2; (CCND2) cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A; (BMI-1) polycomb ring finger oncogene; (TCR) T-Zell Rezeptor; (CR)

complete remission. Modifiziert nach [115].
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ist bei einem Patienten eine T-Zellleukamie in der Folge einer Lmo-2 Aktivierung
aufgetreten (siehe Tab. 3). Auch hier wurden zusatzliche Chromosomale Abnormalitaten
(Notch-1 Mutation, CDKN2A Deletion und TCRb/STIL-TAL-1 Translokation) festgestellt,
welche wahr-scheinlich in der Zumme mit der LMO-2 Uberexpression zur Leukdmie-
entstehung fuhrten [116]. Bei diesem Patient kam durch eine nachfolgende SZT zu einer

vollstandigen Remission [115].

Sehr vielversprechende Ergebnisse zur Heilung des Defektes im Purin-Metabolismus bei
der Immundefizienz ADA-SCID (Adenosin Deaminase SCID) wurden in ltalien, in den
USA, in Japan und in England hervorgbracht. Insgesamt wurden Gber 30 Patienten mit
y-retroviralen Vektoren behandelt, die in etwa 67 % der Falle zur einer stabilen
Genmarkierung mit erfolgreicher Immunrekonstitution geflihrt haben [117]. Eine Gruppe
um Allessandro Aiuti aus Mailand hat die funktionelle Rekonstitution von 9 aus 10
Patienten nach nicht-myeloablativer Konditionierung (Busulphan) ohne gravierende
Nebeneffekte zeigen konnen [118]. Keiner der Patienten entwickelte bis heute
Anzeichen einer Leukadmieentstehung. In London wurden in der Gruppe von Adrian
Thrasher funf Patienten mit einem SFFV-basierten y-retroviralen Vektor nach Melphalan-
Konditionierung behandelt. Hier wurde eine gute Immunrekonstitution in zwei Fallen
bebachtet. Ein limitierter Effekt in den drei anderen Patienten war auf die niedriger
Anzahl von Stammzellen fir der Transplantation und deren niedrige Transduktions-
effizienz (<5 %) bzw. auf eine fehlerhafte Thymusfunktion eines Patienten zuriick zu
fuhren [115]. Zwei weitere Patienten wurden am NIH in den USA bzw. in Japan ohne
chemotherapeutische Konditionierung erfolgreich behandelt. Unterschiede zeigten sich
jedoch in der verlangsamten Kinetik der T-Zell Rekonstitution. Diese Befunde unter-
streichen die Verwendung einer Konditionierung fur ein optimales Anwachsen genmodifi-
zierter Zellen [115]. Die Gentherapie fur ADA-SCID stellt mittlerweile aufgrund der hohen
Erfolgsrate die Therapie erster Wahl dar [61, 119, 120].

Ein weiterer groler gentherapeutischer Erfolg nach myeloablativer Konditionierung
konnte fur die neurodegenerative Erkrankung X-linked Adrenoleukodystrophy (ALD)
erstmals mit Hilfe lentiviraler Genfahren flr zwei Patienten in der Arbeitsgruppe um
Patrick Aubourg und Nathalie Cartier in Paris gezeigt werden. Der typische progressive
Demyelinierungsprozess bei dieser Krankheit konnte in beiden behandelten Patienten
gestoppt werden, vergleichbar mit den Ergebnissen nach einer allogenen SZT. Aufgrund
der polyklonalen Hamatopoese bestehen in dieser Studie keine Bedenken flir die sichere

Anwendung dieser Therapieform [65].
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Die erste erfolgreiche Behandlung des Wiskott-Aldrich-Syndroms (WAS) mit genmodifi-
zierten HSZ wurde kirzlich von der Gruppe um Christoph Klein von der MHH in
Hannover bekanntgegeben. In dieser Studie konnten die T- und B-Zellen, die natrlichen
Killerzellen und die Monozyten in zwei Patienten funktionell korrigiert werden. Die
klinischen Symptome beider Patienten, wie Hautausschlage, erhdhte Blutungsneigung,
Auto-immunitat und die Anfalligkeit gegenuber schwerwiegenden Infektionen wurden
vollstandig aufgeldst. Analysen der proviralen Integrationsorte ergaben zwar Treffer in
Wachstumsgenen, sowie Genen der Immunabwehr, jedoch bestehen aufgrund der
durchgehend polyklonalen Hamatopoese 3 Jahre nach Therapiebeginn keine Sicher-
heitsbedenken [121].

Ein weiterer guter Kandidat fur eine Behandlung mit Gentherapie ist die Chronische
Granulomatose. Bei diesen Patienten ist die Superoxidproduktion der Phagozyten
gestort (siehe 1.2.2). Die retrovirale Genkorrektur autologer Stammzellen sollte keinen
Transgen-vermittelten Einfluss auf die Proliferation modifizierter Zellen haben, da es sich
bei der NADPH-Oxidase um ein metabolisches Gen handelt. Zudem sind schon relativ
geringe Level von etwa 10 % funktioneller neutrophiler Zellen ausreichend, um die
Symptome bei CGD-Patienten weitestgehend abzumildern. Diese Beobachtung beruht
auf Untersuchungen von heterozygoten Tragern dieser Erbkrankheit [27] ebenso wie auf
Versuchen mit CGD-Knockout-Mausen [122]. Darliber hinaus sind schon relativ geringe
Expressionslevel in transduzierten Zellen ausreichend fiir die Bildung von ROS mit Hilfe
der NADPH-Oxidase [123]. Bei den ersten klinischen Phase | Gentherapiestudien fir die
Korrektur von CGD mit p47°" bzw. X-CGD mit GP91°"** von der Gruppe um H. Malech
wurde ohne Konditionierung der Patienten vor Retransplantation genmodifizierter
autologer Zellen behandelt. Hier konnte bei finf Patienten allenfalls ein transienter
therapeutischer Effekt in den ersten Monaten gemessen werden, der anschlieRend auf
unter 1% funktionell korrigierter Zellen absank [124-126]. Der mangelnde Selektions-
vorteil transduzierter Zellen gegenulber nicht modifizierter Zellen bei CGD ist eine
entscheidende Hurde fur die gentherapeutische Behandlung dieses Immundefektes
[127], welcher gerade in den ersten klinischen Studien neben der niedrigen Anzahl
angewachsener Stammzellen im Knochenmark ausschlaggebend fur den geringen

therapeutischen Langzeiteffekt war.

Der erste groRe klinische Erfolg einer Gentherapie fir X-CGD konnte mit dem
Frankfurter Protokoll nach milder Konditionierung der Patienten vor der Reinfusion
genkorrigierter Stammzellen erzielt werden [59]. Eine detaillierte Beschreibung dieser
Studie ist in 1.3.5 aufgefihrt.
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Drei weitere X-CGD-Patienten wurden in London von der Gruppe um A. Thrasher und
drei weitere X-CGD-Patienten in Zirich von der Gruppe um R. Seger mit dem Protokoll
aus Frankfurt ebenso mit dem SF71GP91°P"*-Gentherapievektor behandelt. Bei vier
dieser Patienten wurde eine Abnahme der geringen Zahl genkorrigierter Zellen tber die
Zeit gemessen. Ursache hierfur war vermutlich das mangelnde Anwachsen
(engraftment) transplantierter Zellen. Trotz geringer Rekonstitution der GP91°"*-Enzym-
aktivitdt konnte jedoch zeitweise eine Verbesserung des gesundheitlichen Zustandes
festgestellt werden und deutlich geringere Mengen an Begleitmedikamenten verabreicht
werden. Bei zwei Patienten kam es jedoch ebenso zu einem Anstieg der Gen-
markierung, vermutlich ebenso aufgrund der Insertionsmutagenese am Mds7-Evii-
Genlokus (pers. Mitteilung M. Grez). Demzufolge hat die Verwendung des
SF71GP91P"*-Gentherapievektors nach erfolgreichem engraftment genkorrigierter

Zellen bisher immer zu einer klonalen Dominanz geflhrt.

Drei weitere X-CGD-Patienten wurden in den USA von H. Malech mit Konditionierung
der Patienten (10 mg/kg Busulfan) unter Verwendung eines LTR getriebenen y-retro-
viralen Vektors (MFGs-GP91°"*) behandelt. Auch hier zeigte sich nur ein transienter
Erfolg der Therapie, trotz Reinfusion von deutlich mehr und zum Teil héher trans-
duzierter Zellen in die Patienten (4.1 - 14 x 10° CD34" Zellen/kg; 25-73% GP91"). Wie in
der ersten Gentherapiestudie von H. Malech gingen die genmodifizierten Zellen in den
Patienten trotz relativ starker Konditionierung schon nach wenigen Monaten weitest-
gehend verloren. Bei einem Patienten konnte nach einem Jahr immerhin 1 % DHR
positiver Zellen nachgewiesen werden, welche im Bereich des wildtyp-Levels ROS
produzierten [126]. Der mangelnde Selektionsvorteil GP91P"**-exprimierender Zellen war

auch in dieser Studie entscheidend fir den therapeutischen Langzeitverlauf.
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1.3.5 Frankfurter Gentherapiestudie zur Behandlung von X-CGD

1.3.5.1 Vorgeschichte der Patienten

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei X-CGD-Patienten nach Behandlung mit
Gentherapie molekularbiologisch untersucht. Beide Patienten hatten in ihrer Kranken-
geschichte zahlreichende schwerwiegende und lebensbedrohliche Infektionen. Die
Diagnose des X-CGD-Immundefektes wurde 1981 fur Patient 1 (P1) gestellt. Schwere
Bakterien- und Pilzinfektionen verursachten eine Granulombildung im Ureter mit
Stenose, daher erfolgte eine pyeloplastische Operation (Nierenbeckenplastik) (1978).
Dieser Patient entwickelte in den folgenden Jahren einen Leberabszess (1980), eine
Pseudomona Septikamie (1985), eine Candida Osophagitis (1992) und eine Salmonellen
Septikdmie (1993). Eine schwere Osteomyelitis, eine Spondylitis mit epiduralen und
paravertebralen Abszessen fuhrte zu einer Korporektomie (2002). Seit 2003 wurden in
der Folge schwerwiegende therapieresistente Leberabszesse durch Staphylococcus
aureus Infektion diagnostiziert. Bei der Aufnahme im Krankenhaus 2004 in Frankfurt am
Main wurde mit Clindamycin, Cefalexin, Cotrimoxazol und Itraconazol behandelt.
Clindamycin wurde spater gegen Rifampicin ausgetauscht. Die Aufnahme in die
Frankfurter Phase /Il Gentherapiestudie wurde nach Abklarung mit der regulatorischen
Behérde im Paul-Ehrlich-Institut von den behandelnden Arzten beschlossen.
Cotrimoxazol und Itraconazol wurde auch nach Beginn der Gentherapiebehandlung
prophylaktisch und unterstiitzend verabreicht. Rifampicin wurde an Tag 65, ebenso wie
Itraconazol ab Tag 381 nach Beginn der Gentherapiebehandlung abgesetzt (persénliche
Mitteilung J. Schwable und M. Grez).

Die Diagnose der X-CGD-Immunschwachekrankheit wurde 1979 fir Patient 2 (P2)
gestellt. Dieser Patient litt unter zervikalen Lymphknoten Abszessen (1983), einer
Meningitis (1985), einem Parotis Abszess (1990), zwei Leber Abszessen und zervikalen
Lymphknoten Abszessen (1991 und 1992), einer Sinusitis maxillares (1995), einer
bilateralen Hidradenitis axillares (Schweil’drisenabszesse) und einer Pneumonie
(2000), ebenso wie unter einer bilateralen Lungen Aspergillosis mit zerebraler Emboli
und Ausbildung einer Lungenkavitat (ab 2002). Bei der Aufnahme im Krankenhaus 2004
in Frankfurt am Main wurde er mit Voriconazol und Cotrimoxazol behandelt. Die
Aufnahme in die Frankfurter Phase |/ll Gentherapiestudie wurde auch hier nach
Abklarung mit der regulatorischen Behérde im Paul-Ehrlich-Institut von den
behandelnden Arzten beschlossen. Die Aspergillose in der Lunge konnte nach

Gentherapie aufgeldst werden, dennoch wurde aufgrund einer Mycoplasmen-Pneumonie
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und einer Sinusitis maxillares an Tag 149 nach Beginn der Gentherapiebehandlung fir 3
Wochen mit Clindamycin behandelt. Wahrend der Busulfan-Konditionierung zur
Vorbereitung der Transplantation genmodifizierter Zellen, wurde liposomales Ampho-
tericin B anstelle von Voriconazol bis Tag 23 nach Gentherapiebeginn verabreicht.
Sowohl Cotrimoxazol als auch Voriconazol wurde dem Patienten therapiebegleitend

prophylaktisch gegeben (personliche Mitteilung J. Schwable und M. Grez).

1.3.5.2 Beobachtungen nach Gentherapiebehandlung

Das Frankfurter Protokoll fir die Behandlung von zwei X-CGD-Patienten mit
Gentherapie wurde im Vergleich zu vorhergehenden Studien um eine submyeloablative
Konditionierung mit Busulfan (4 mg/kg in 2 Dosen) vor Reinfusion genmodifizierter Zellen
erweitert. Hierdurch wurde das Anwachsen der transplantierten Stammzellen unterstitzt
und die Grundvoraussetzung flr den erwlinschten Langzeittherapieeffekt geschaffen
[69]. Durch G-CSF-Gabe wurden CD34" Zellen (Stammzellen) in das periphere
BlutgefaRsystem der Patienten mobilisiert. Nach Apharese wurden die Patientenzellen
zwei Tage prestimuliert und anschlieBend exvivo mit dem Gentransfervektor
SF71GP91P"™* an drei aufeinander folgenden Tagen transduziert. Zwischen 40-45%
transgenexprimierender Zellen (3-5 x 10° CD34'/kg) wurden an Tag O jeweils in die
Patienten reinfundiert (Abb. 1.10).

G-CSF L-Busulfani.v.
Mobilisierung Apherese 4 mg/kg/Tag Monitoring
Lo Lo R,
| \ \ | | \ | \ \ \
5 4 3 2 4 0 21/ Tage
St N [ { I
Prestimulierung - -
CD3a+ - ‘Relnfusmn: 3-5x 10° CD34*/gpa1+/kg

Transduktion

l

Virus: SF71gp91phex

Isolierung

Zytokine in X-Vivo10:
300 ng/ml FLT3L o
300 ng/ml SCF gps1 LTR

100 ng/ml TPO
60 ng/ml IL3 Transduktionseffizienz:

(1 x 108 Zellen/ml ) 452%-395%

Abb. 1.10 Behandlung von zwei X-CGD-Patienten mit dem Gentherapieprotokoll aus Frankfurt.

Erklarung im Text.
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Das gute Anwachsen genkorrigierter CD34"-Stammzellen flhrte initiell zu etwa 20-30%
funktioneller Granulozyten, welche in der Lage waren die Infektionen mit Staphylococcus
aureus in der Leber von Patient 1 (P1) und mit Aspergillus fumigatus in der Lunge von
Patient 2 (P2) schon 50 Tage nach der Behandlung fast vollstdndig aufzulésen [59]. Dies
war zuvor mit den Standardtherapeutika (siehe 1.2.3) nicht gelungen und somit der
weltweit erste Erfolg einer Gentherapiestudie fir die Behandlung von X-CGD. Die
Zunahme genmodifizierter Zellen nach etwa 100-200 Tagen Behandlung in den
Patienten wurde durch provirale Aktivierung von drei proliferationsférdernden Genen
(Mds1-Evi1, Prdm16 und Setbp1) ausgeldst (siehe Abb. 1.11) [59].
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—e— genmoadifizierte Granulozyten [%) —e—genmodifizierte Granulozyten [%)]
——funktionelles gp81 Protein (DHR) —a—funktionelles gp91 Pratein (OHR)

Abb. 1.11 Expansion genmodifizierter Granulozyten und Verlust der Superoxidproduktion nach
Gentherapie. Mittels gPCR gegen die provirale DNA wurde bei zwei X-CGD-Patienten eine Zunahme
genmoadifizierter Granulozyten nach Behandlung mit Gentherapie nachgewiesen (P1: A); P2: B), schwarze
Linie) (Daten von Eufets GmbH Idar-Oberstein bereitgestellt). Die Rekonstitution der respiratorischen Burst-
Aktivitéat in Granulozyten wurde mit Hilfe eines DHR-Assays im Verlauf der Zeit gemessen. Trotz hoher
Genmarkierung war ein Abfall der Superoxidproduktion in P1 (A) und P2 (B) zu beobachten (rote Linie).
(DHR: Dihydrorhodamin)

Ursache fur die klonale Expansion genmodifizierter Zellen war der eingesetzte LTR-
getriebene y-retrovirale Vektor mit seinem sehr starken viralen SFFV-Promotor und
Enhancer. Durch Insertion in die drei oben genannten Gene konnte es zu einer

transkriptionellen Aktivierung kommen. Die insertionelle Aktivierung dieser Gene fuhrte
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im Laufe der klinischen Gentherapiestudie zu einem Anteil von bis zu 40-60 %
transduzierter Granulozyten. Dieser Transfervektor-bedingte Selektionsvorteil hat in der
klinischen X-CGD-Gentherapiestudie zumindest teilweise zum therapeutischen Effekt

beider Patienten beigetragen.

In beiden Patienten setzten sich hdmatopoetische Klone mit Insertionen im Mds1-Evi1-
Genlokus Uber den Verlauf der Gentherapie durch (siehe Abb. 3.1). Der Mds71-Evi1-
Genlokus auf Chr. 3926 kodiert fir mehrere Isoformen. Zum einen entsteht das reine
MDS1-Transkript mit dem Translationsstart in Exon 1 Uber dessen Funktion wenig
bekannt ist. Alternative erste Exons von Evi1 flihren zu verschiedenen Spleildvarianten
welche alle ihren Translationsstart in Exon 2 haben. Das Translationsprodukt von EVI1
gehoért zu der Familie der PR Domane-Transkriptionsfaktoren mit insgesamt 10
Zinkfinger-DNA-Bindedoméanen vom Typ C,H,. Am N-Terminus liegen je 7 und am
C-terminalen Ende je 3 Zinkfinger mit unterschiedlichen Bindespezifitdten vor [128].
Neben den MDS1- bzw. EVI1-Transkripten treten zusatzlich MDS1-EVI1-Fusions-

transkripte auf

MDS1

EVI1
-0—000000——000—

Mds1 (515 kb) Evit (62 kb)

Telomere i} E I|-E E— —— -E Centromere
1 ;s b ‘,," '.‘ ‘/ ‘.‘ ’A'

MDS1-EVI1

= PR domain =———@)—090000— 000 —

Abb. 1.12 Ubersicht des humanen Mds7-Evi1-Genlokus auf Chr. 3q26. Das Mds7-Gen besteht aus 3
Exons und ist in einem Bereich von etwa 515 kb kodiert (rot markiert). Das Evi1-Gen besteht aus bis zu 16
Exons und ist auf einem Bereich von etwa 62 kb lokalisiert (blau markiert). Alternative erste Exons bei Evi1
fuhren zu verschiedenen Spleiftvarianten mit dem Translationsstart im Exon 2 (Pfeil). Am N-Terminus sind 7
und am C-Terminus 3 Zink-Finger-DNA-Bindedomanen vorhanden (violette Achtecke). MDS1-EVI1-Fusions-
transkripte entstehen durch alternatives spleil3en von Exon 2 von Mds1 zu Exon 2 von Evi1. Dieses Fusions-
transkript kodiert fir das MDS1-EVI1-Fusionsprotein mit einer zusatzlich funktionellen positiven Regulator-

Domane (PR Domane). Weitere Erklarungen im Text [129].
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[130]. Diese entstehen aus dem alternativen SpleiRen von Exon 2 von Mds7 zu dem
Exon 2 von Evi1. Hierdurch entsteht ein Fusionsprotein mit einer zusatzlichen funktio-
nellen PR-Domane, welche aus dem Bereich der Exon2-Exon2 Fusion hervorgeht (siehe
Abb. 1.12). Diese PR-Domane (Positive Regulator-Domane) ist hoch konserviert in der
Familie der SET/PR Domanen-Transkriptionsfaktoren wie z.B. bei EGL-43 (Differen-
zierungsfaktor bei C. Elegans), BLIMP (Plasma Zellen Differenzierungsfaktor) oder RIZ1
(Retinoblastom interagierendes Zn-Finger-Protein). Sowohl Transkripte mit PR-Domane
(PR+), wie bei MDS1-EVI1, als auch Transkripte ohne PR-Doméane (PR-) wie bei EVI1,
sind in gesunden wie auch in leukdmischen Zellen exprimiert [130]. Auffallig ist jedoch,
dass die PR+ Isoformen in Krebszellen eher schwach exprimiert sind, wohingegen die
PR- Splicevarianten haufig Uberexprimiert vorgefunden werden [131]. Dies fuhrt zu der
Vermutung, dass die PR-Domane dem MDS1-EVI1-Fusionsprotein Eigenschaften eines
Tumor-Suppressors verleiht. Uber die genaue Wirkungsweise dieser Doméne ist bislang

jedoch wenig bekannt.

Neben der klonalen Dominanz gab es ein zweites auffalliges Phanomen in der
Frankfurter Gentherapiestudie. Trotz nachweisbar hoher Anzahl genkorrigierter Zellen im
Blut der Patienten ist ein Abfall der Superoxidproduktion im Laufe der Zeit zu
beobachten gewesen (siehe Abb. 1.11). Der Grund fiir den Verlust der Superoxid-
produktion war zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt, da dieses Phanomen bis zu
diesem Zeitpunkt bei keiner anderen Gentherapiestudien aufgetreten war. Mehrere
mogliche Ursachen waren flir das Auftreten dieses Phanomens denkbar. Klonale
Schwankungen (Fluktuation), hervorgerufen durch die Transduktion myeloischer
Vorlauferzellen, nicht jedoch langzeit-repopulierender Stammzellen, waren eine
Erkldrung fur den Verlust genmodifizierter Zellen GUber die Zeit gewesen. Dagegen
sprach jedoch die anhaltend hohe Anzahl genmarkierter Zellen bis zum Ende der
Beobachtungszeitrdume ebenso wie der Nachweis individueller Integrationen, sowohl in
myeloiden als auch in lymphoiden Zellpopulationen [132]. Eine Immunantwort
zytotoxischer T-Lymphozyten in den X-CGD-Patienten gegen die GP91°"*-Transgen-
expression hatte ebenso zu einem Verlust der funktionell-genmodifizierten Zellen fuhren
konnen (siehe 1.1.1). In der Folge ware eine Selektion nicht eprimierender transduzierter
Zellen in den Patienten, hervorgerufen durch Mutationen in der DNA-Sequenz denkbar
gewesen. In dem Blut beider Patienten konnten jedoch in ELISA-Experimenten keine
spezifischen Antikdrper gegen GP91P"* nachgewiesen werden (pers. Mitteilung S. Stein
und U. Koéhl). Mégliche Mutationen in der proviralen DNA-Sequenz transduzierter Zellen,

die zu einem Funktionsverlust des Transgens geflihrt haben kénnten, wurden durch
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Klonierung des Provirus mit nachfolgenden Transfektions-Experimenten wiederlegt

(pers. Mitteilung von C. Preiss).

Da ein Verlust transduzierter Zellen ebenso wie Mutation in der proviralen Sequenz
ausgeschlossen werden konnten, wurden im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen zur
proviralen GP91°"*Transgenexpression angefertigt. Eine Erkldrung fiir den Verlust der
Enzymaktivitat ware durch den Verlust der GP91P"*-RNA-Expression denkbar gewesen.
Hypothese dieser Arbeit war, dass der provirale Promotor im Verlauf der Therapie durch
Gen-Silencing abgeschaltet wurde. Promotor-Methylierung mit einhergehenden Histon-
modifikationen koénnten an proviralen Insertionsorten zu transkriptionell inaktivem
Heterochromatin gefuhrt haben. Dieses Phanomen ist fur retrovirale Vektorsysteme in
hamatopoetischen Stammzellen bekannt [133, 134], war jedoch zu Beginn der vorliegen-

den Arbeit fir keine klinische Gentherapiestudie beschrieben.

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war ein detailliertes molekulares Monitoring
transduzierter Zellen von zwei X-CGD-Patienten der Frankfurter Gentherapiestudie.

Hierbei wurde der Fokus auf zwei Kernphanomene gelegt.

Zum einen wurde im Verlauf der Gentherapiebehandlung bei beiden X-CGD-Patienten
ein Verlust der funktionalen Enzymrekonstitution Uber die Zeit beobachtet. In keiner
anderen Gentherapiestudie war dieses Phanomen bisher aufgetreten. Daher wurden
Untersuchungen zur Aufklarung der Ursache in dieser Studie gemacht. Der Fokus wurde

hierbei auf die epigenetische Regulierung proviraler Transgenexpression gelegt.

Zum anderen wurde ein Proliferationsvorteil genmodifizierter Zellen im peripheren Blut
beider X-CGD-Patienten gemessen, welcher durch insertionelle Aktivierung von drei
CIS-Integrationen in den Genen Mds71-Evi1, Prdm16 und Setbp1 verursacht wurde [59].
Die Entstehung dominanter Klone mit Integrationen im Mds7-Evi1-Genlokus liel3 eine
bedeutende Rolle der Genprodukte bei der Hamatopoese vermuten. Daher sollte die
Insertionsmutagenese an diesem Genlokus im weiteren Verlauf der Gentherapiestudie
sowohl in Zellen des peripheren Blutsystems, als auch in Kolonien aus dem

Knochenmark beider X-CGD-Patienten im Detail untersucht werden.

33






2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Analysenwaage

Sartorius, Géttingen, DE

Autoklav

Integra Biosciences, Baar, CH

Brutschranke

Heraeus, Hanau, DE

CellQuest Pro (FACS-Software)

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Elektrophoresekammern

Bio-Rad, Miinchen, DE

FACS Calibur

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

FACS Scan

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Fluoreszenzmikroskop

Nikon, Dusseldorf, DE

Geldokumentationssystem

BioRad, Munchen, DE

Heizblock Techne, Princeton, NJ
i-Cycler BioRad, Miinchen, DE
Kanulen Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Kryocontainer Nalgene, Rochester, NY
Kryordéhrchen Nalgene, Rochester, NY
Lichtmikroskope Zeiss, Gottingen; Leica, Wetzlar, DE
LightCycler 480 Roche, Mannheim, DE
Mikrowelle Sharp, Hamburg, DE
Nanodrop Thermo Scientific, Wilmington, USA

PCR Platten (96 Loch)

Thermo Scientific, Wilmington, USA

Petrischalen

Greiner, Frickenhausen, DE

pH-MeRgerat

Knick, Berlin, DE

Pipetten Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Pipetten Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Pipettierhilfe (elektrisch) Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, DE
Reaktionsgefalle Eppendorf, Hamburg; Sarstedt, Nimbrecht, DE
Reaktionsrohrchen Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Spektrophotometer BioRad, Minchen, DE
Spritzen Dahlhausen, Koln, DE
Sterilbank Heraeus, Hanau, DE
Sterilfilter Millipore, Eschborn, DE
Stromquelle BioRad, Mlnchen, DE
Thermocycler BioRad, Munchen, DE
Tischzentrifugen Eppendorf, Hamburg, DE
Vortexer Janke & Kunkel, Staufen, DE
Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel, DE

Zahlkammern

Hycor Biomedical, Edinburgh, UK

Zellkulturflaschen

Greiner, Frickenhausen, DE
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Zellkulturplatten

Greiner, Frickenhausen, DE

Zentrifugen

Beckman, Minchen, DE

2.1.2 Zellkulturreagenzien, Medien und Zusatze

o-MEM (alpha Modified Eagle Medium)

Genaxxon, Ulm, DE

Aza-D (5-Aza-2’deoxycytidine)

Sigma, Taufkirchen, DE

Chloroquin

Sigma, Taufkirchen, DE

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, DE

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium; High Glucose)

Life Technologies, Karlsruhe, DE

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma, Taufkirchen, DE

DNase | (RNase-frei)

Roche, Mannheim, DE

EDTA

Sigma, Taufkirchen, DE

FBS (Fotales Rinderserum)

StemCell Technologies, Vancouver, BC

Glutamin (L-Glutamin)

BioWhittaker, Verviers, B

HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution)

Sigma, Taufkirchen, DE

HEPES

Sigma, Taufkirchen, DE

HSA (Humanes Serumalbumin)

DRK-Blutspendedienst Niedersachsen, DE

HSC-CFU

Miltenyi BioTech, Bergisch Gladbach, DE

Kalziumchlorid

Sigma, Taufkirchen, DE

Natriumazid

Roth, Karlsruhe, DE

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe, DE

Pancoll (human)

PAN Biotech, Aldenbach, DE

PBS (Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline; ohne Ca2+ und Mg2+)

BioWhittaker, Verviers, B

Penicillin-Streptomycin

BioWhittaker, Verviers, B

Polybren

Sigma, Taufkirchen, DE

Protaminsulfat

Sigma, Taufkirchen, DE

Retronectin

Takara, Shiga, JPN

RPMI 1640 (ohne Glutamin)

Life Technologies, Karlsruhe, DE

Tris Roth, Karlsruhe, DE
Trypanblau Sigma, Taufkirchen, DE
Trypsin-EDTA Life Technologies, Karlsruhe, DE
Wasser Sigma, Taufkirchen, DE
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2.1.2.1 Zytokine

hFLT3L PreproTech INC, Offenbach, DE
hIL-3 PreproTech INC, Offenbach, DE
hSCF PreproTech INC, Offenbach, DE
hTPO PreproTech INC, Offenbach, DE

2.1.2.2 Antikodrper (FACS)

7D5-FITC

Biozol, Minchen, DE

anti-lgG-PE

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

2.1.3 Reagenzien und Enzyme fur molekularbiologische Arbeiten

Agarose Roth, Karlsruhe, DE
Ampicillin Roche, Mannheim, DE
AmpliTaq Roche, Mannheim, DE
Bromphenolblau Sigma, Taufkirchen, DE
Chloroform Roth, Karlsruhe, DE
DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma, Taufkirchen, DE
DNA free Kit Ambion, Austin, USA

DNeasy Tissue Kit

Qiagen, Hilden, DE

dNTPs (Nukleosidtriphosphate)

New England Biolabs, Frankfurt, DE

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

AppliChem, Darmstadt, DE

EpiTect Bisulfit Kit

Qiagen, Hilden, DE

Ethanol Roth, Karlsruhe, DE
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe, DE
Glycogen Roche, Mannheim, DE

Grolenmarker (DNA; 100bp Ladder)

Eurogentec, Seraing, B

IPTG (Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid)

Sigma, Taufkirchen, DE

Isopropanol Roth, Karlsruhe, DE
Kaliumacetat Sigma, Taufkirchen, DE
LB Agar Life Technologies, Karlsruhe, DE
LB Broth Base Life Technologies, Karlsruhe, DE
Natriumacetat Sigma, Taufkirchen, DE
Natriumazid Roth, Karlsruhe, DE
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, DE

NucleoSpin Extract

Macherey-Nagel, Duren, DE

PCI (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol)

Roth, Karlsruhe, DE

Protaminsulfat

Sigma, Taufkirchen, DE

QIlAquick gel extraction kit

Qiagen, Hilden, DE

Restriktionsenzyme

New England Biolabs, Frankfurt, DE
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Retroscript Kit

Ambion, Austin, USA

RNA Amplification Kit
(FullSpectrumTM Complete Transcriptome)

BioCat, Heidelberg, DE

RNAqueous-Micro Kit

Ambion, Austin, USA

RNase free DNase Set

Ambion, Austin, USA

RNase free Tubes (non sticky)

Ambion, Austin, USA

RNase Zap Ambion, Austin, USA
RNase Zap Wipes Ambion, Austin, USA
RNeasy Mini-Kit Qiagen, Hilden, DE
Saccharose Sigma, Taufkirchen, DE
Salzsaure Roth, Karlsruhe, DE

T4-DNA-Ligase

New England Biolabs, Frankfurt, DE

TOPO-TA-Cloning Kit

Invitrogen, Karlsruhe, DE

Tri-Natriumcitrat

Roth, Karlsruhe, DE

Tris

Roth, Karlsruhe, DE

Trizol

Invitrogen, Karlsruhe, DE

Universal Probe Library

Roche, Basel, CH

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranosid)

Sigma, Taufkirchen, DE

Xylencyanol FF

Sigma, Taufkirchen, DE

2.1.4 Bakterienstamme

Stamm

Genotyp

DH5a
(Stratagene, Zuidoost, NE)

F ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR
recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) PhoA supE44
A thi-1 gyrA96 relA1

One Shot® TOP 10F"
(Invitrogen, Karlsruhe, DE)

F [lacl® Tn10 (tetR)] mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recA1 deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK galK rpsL
(str) endA1 nupG

MAX Efficiency® Stbl2m™
(Invitrogen, Karlsruhe, DE)

F” mcrA A(mcrBC-hsdRMS-mrr) recA1 endA1
lon gyrA96 thi supE44 relA1 L~ A(lac-proAB)
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2.1.5 Software

Verwendung Referenzen/Programm
http://www.ncbi.nim.nih.gov/
BLAST Software http://www.ensembl.org/index.html

http://genome.ucsc.edu/

Bearbeitung von DNA/RNA
Sequenzen; Primer-Design

Lasergene 6 DNAStar: EditSeq, SegMan,
SeqBuilder

Integrated DNA Technologies:
http://eu.idtdna.com/scitools/scitools.aspx
Universal Probe Library von Roche fir qPCR:
https://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp

Bisulfit Konvertierung;
Primer-Design fiir
Bisulfit-Sequenzierung

MethPrimer:
http://www.urogene.org/methprimer/index1.html

BigAnalyser : http://big-analyzer.bioinf.mpi-
inf.mpg.de/tools/BiConverter/index.php

Auswertungen am FACS

Cell Quest Pro

Dokumentation;
Auswertungen

Microsoft Office

Literaturverzeichnis

Endnote
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2.1.6 Oligonukleotide

2.1.6.1 Primer fur RT-PCR

Transkript | RT-PCR Primer Name Sequenzen in 5’ - 3’ Richtung Fragmente
Evi-short-ex1-F1 TTCCTCCTGCGAAACG
1 PCR vi-short-ex G GCG 275bp
EVI1 (1b) Evi-MD-Race_1b-r | CCGGCGCCATAGTT
(AF487422) Evi-MD-RACE-14a_f | ACGGTGCGGTCTGG
2PCR =2 a_ 261bp
Evi-short-ex3-R2 TCATGGGGATAGTCTTCGCTC
MEV-F1 TGCCACATCCAGTGAAGCAT
1.PCR 298bp
MDS1-EVI1 MEV-R1 TGAGCCAGCTTCCAACATCT
(S69002) MEV-F2 AGGAGGGTTCTCCTTACAAA
2.PCR G 247bp
MEV-R2 TGACTGGCATCTATGCAGAA
MDS1-ex1-for1 AGGGAGGGAGAGAGAGTGAAAGAA
mMDs1-Evi1 | 1-PCR MEV-R1 TGAGCCAGCTTCCAACATCT 682bp
(S69002) ~
' MEV-R2 TGACTGGCATCTATGCAGAA
LTR1 GTGGACTCGCTGATCCTTG
1.PCR MEV-R1 TGAGCCAGCTTCCAACATCT 199bp
LTR-EVIT LTR2- TTGATTGACTGCCCACCTC
2.PCR 141bp
MEV-R2 TGACTGGCATCTATGCAGAA
LTR1 GTGGACTCGCTGATCCTTG
1.PCR 496bp
LTR- PRDM16rev1 ACGTCCGTCAGTATTTGCTCCCAT
PRDM16 LTR2 TTGATTGACTGCCCACCTC
2.PCR GATTG 448bp
PRDM16rev2 TTTGCTCCCATCCGAAGTCTGTCT
GP91f GGCCGCTCTAGAACTAGTGGA
1.PCR or 260bp
GP91phox GP91revS1 ACAGCAGATTTCGACAGACTGGCA
esamt
g 2 PCR GP91forN2 TAGAACTAGTGGATCCTGCCACCA 176bp
GP91revS2 TGCCAGTGCTGACCCAAGAAGTTT
LTR1 GTGGACTCGCTGATCCTTG 862bp,
1.PCR 730bp,
GP91phox GP91revS1 ACAGCAGATTTCGACAGACTGGCA 362bp
Spleit LTR2 TTGATTGACTGCCCACCTC 751bp,
2.PCR 619bp,
GP91revS2 TGCCAGTGCTGACCCAAGAAGTTT 251bp
Act-5' ATGATATCGCCGCGCTCGTCGTC
Human | 1.PCR = 346bp
8-Akin Act-3' TTCTCGCGGTTGGCCTTGGGGTTCAG
(NM_001101) | 2 pcR Act-5'-2 GACAACGGCTCCGGCATGTGCAA 256bp
Act-3'-2 CACGCAGCTCATTGTAGAAGG
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2.1.6.2 Primer fur gPCR

Target | Primer Name | Sequenzen in $’ - 3’ Richtung Sonde Fragment
GP91-for-N2 | TAGAACTAGTGGATCCTGCCACCA #26 CTGGGCTG FAM
GP91°P"* Cat 04687574001 104bp
GP91-rev-N2 | GACAAAGAGGAAGACGTTCAACCC | (Roche Probe Library)
GP91 f GGTTTTGGCGATCTCAACAGAA TCATCACCAAGGTGG
GP91°Px TCACTCACCCTTTC 114bp
GP91r TGTATTGTCCCACTTCCATTTTGAA 5" FAM (Operon)
WPRE for GTGGTGTGCTCTGTGTTTGC #20 CTGGCTGG FAM
WPRE Cat 04686934001 65bp
WPRE rev AGTTGACAGGTGGTGGCAAT (Roche Probe Library)
murin | M beta Act for | AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CACTGCCGCATCCTC
Akt TTCCTCCC 135bp
B_ tin m beta Act rev | CAATAGTGATGACCTGGCCGT 5‘Texas Red (Operon)
2.1.6.3 Primer fur gqRT-PCR
Target | Primer Name | Sequenzenin 5 - 3’ Richtung Sonde Fragment
GP91-for-N2 | TAGAACTAGTGGATCCTGCCACCA #26 TGGGCTG FAM
GP91P" Cat 04687574001 104bp
GP91-rev-N2 | GACAAAGAGGAAGACGTTCAACCC (Roche Probe Library)
GP91phOX GP91 for CCTGAGCATCTTCGTGATCC #5 TGTGGCTG FAM
s Cat 04685024001 66bp
GP91 rev CGGTAGTACCACACGAACAGG (Roche Probe Library)
WPRE for GTGGTGTGCTCTGTGTTTGC #20 CTGGCTGG FAM
WPRE Cat 04686934001 65bp
WPRE rev AGTTGACAGGTGGTGGCAAT (Roche Probe Library)
GAPDH-fOr- | - CAGTCAGCCGCATCTTCTTT
human qPCR-S60-2 #60 TGGGGAAG FAM
GAPDH Cat 04688589001 94bp
GAPDH-rev- (Roche Probe Library)
ACCAAATCCGTTGACTCCGACCTT
gqPCR-S60-2
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2.1.6.4 Primer fir Bisulfit-PCR

Target BS-PCR Primer Name Sequenzen in & - 3’ Richtung Fragment
BS-for05 AGAATAGAGAAGTTTAGATTAAGG
1.PCR CCCCRAAATAAACAATCAATCAA 429bp
SF71 GPo1/ BS-rev06 (R wobble= A+G)
SF71 GFP
BS-for05 AGAATAGAGAAGTTTAGATTAAGG
2.PCR 415bp
BS-rev02 ATCAATCAATCTAAAAAAACCCTCC
FES-BS-for3 ATATTTTGGGTTTTTTTGGGTTTAG
1.PCR 490bp
FES-BS-rev1 TTCAAACCCAACCACACC
FES GP91
FES-BS-for1 TGGGTTTAGTATTTGTTTGGGG
2.PCR 468bp
FES-BS-rev1-2 CCCAACCACACCAAAATC
FES-GFP-BS-for1 | TTTTTTTGGGTTTAGTATTTGTTTG
1.PCR 560bp
FES GEP FES-GFP-BS-rev1 | AAATAAACTTCAAAATCAACTTACC
FES-GFP-BS-for2 | GGTTTAGTATTTGTTTGGGGTTT
2.PCR 420bp
FES-GFP-BS-rev2 | CCTTACTCACCATAATAACAAAATC
BS-SFFV-F1 TTTTTAGAAAAAGGGGGGAATG
_ 1.PCR 537bp
Lenti SFFV BS-SFFV-R1 ACCAAAATAAACACCACCCC
GFP BS-SFFV-F2 GGGGGGAATGAAAGATTTTA
2.PCR 525bp
BS-SFFV-R1 ACCAAAATAAACACCACCCC
BS-A2-F1 ATTGGTTTGATTTTTTGTTT
A2 1.PCR 401bp
(UCOE BS-A2-R1 AAACCTTCCCACCATTAAC
BS-A2-F2 GTTGGTTGATTTTTATTGAG
URM) 2.PCR 365bp
BS-A2-R1 AAACCTTCCCACCATTAAC
BS-CBX-F1 AATTGATTTTTGGTGTATAGGA
CBX 1.PCR 592bp
(UCOE BS-CBX-R1 AACAAACCAATCAAAAATTAAA
BS-CBX-F2 TGATTTTTGGTGTATAGGAGAG
URM) 2.PCR 583bp
BS-CBX-R2 CCAATCAAAAATTAAAAAAAAAA
BS-M-int-F1 TGGTTTAGGTTTTTGTGAAGTG
1.PCR - 660bp
MRP8 BS-M-int-R1 TCAAACCATCAAAAACAACTTC
(URM) BS-M-int-F1 TGGTTTAGGTTTTTGTGAAGTG
2.PCR - 648bp
BS-M-int-R2 AAACAACTTCTCCCTACCAAAA
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2.1.6.5 Primer fur lokusspezifische Bisulfit-PCR

BS-
Integration PCR Primer Name Sequenzen in 5’ - 3’ Richtung Fragment
1 PCR BS-PCRforS01 G2-0003 GGAATTTATTGAAAAATTGTGAGTAAG 5490
87429F02 ’ BS-PCRrevS01 CAATCAATCAATCTAAAAAAACCCT P
(MDS1-5LTR) » peR |BS-PCRforS02 G2:0003 TTTATTGAAAAATTGTGAGTAAGGGA 5430
’ BS-PCRrev02 ATCAATCAATCTAAAAAAACCCTCC P
1 PCR BS-PCR-forS04 AGGTTTGGTAAGTTAGTTGTAGTAA 566
87429F02 ' BS-PCRrevS06 G2-0003-TF | TAATCTCCTACCAAATCCTCTAACC P
(3LTR-MDS1) , peR | BSPCRI0rs05 TTAAGAATAGAGAAGTTTAGATTAAGGG 473b
’ BS-PCRrevS05 G2-0003-TF | TCCCACCAATTTAAAATCCTTAATAT P
BS-72for_o1 AAGGTATGGAAAAATATTAAATTAA
1.PCR 618bp
87429A02 BS-26rev_o2 AAAACCCTATAAAAAAAACCTAAAC
(3LTR-MDS1) 2 PCR BS-72for_n3 TTAAATTAAGAATAGAGAAGTTTAGATT s44b
’ BS-26rev_n4 CTCTAATTTTTACAAAAAATATTCACAT P
1 PCR BS-PCRfor07 TTGTAGGTTTGGTAAGTTAGT 6120
81676B06 ' BS-PCRrevS12 G2-0002-TF | TCAAAACCTAAATTCAAACTCCAAC P
(3LTR-GLIS1) » PCR BS-PCRfor05 AGAATAGAGAAGTTTAGATTAAGG 539
' BS-PCRrevS11 G2-0002-TF | AAATTCAAACTCCAACCCTACTTCTA P
BS G11 5for1 GAAAAGGGTGGATGAAAGATTTTAT
1.PCR 508bp
76776G11 BS G11 5rev1 AACAATCAATCAATCTAAAAAAACCC
(MDS1-5'LTR) » PCR BS G11 5for2 GGGTGGATGAAAGATTTTATTTGTA 491b
' BS G11 5rev2 ATCTAAAAAAACCCTCCCAAAAAT P
BS A09 5for1 AATTTAGTTATTTGGAAAGAAAGAAAATTA
1.PCR 645bp
77110A09 BS A09 5rev1 CAATCAATCAATCTAAAAAAACCCT
(MDS1-5'LTR » PCR BS A09 5for2 AATTAATTATTTTATTAATTTTGGAAAATA 54%b
' BS A09 5rev2 AAACCCTCCCAAAAATCAAC P
1 PCR BS A08 5for1 AGTGAAGATATTTTTTTTGGAAAATTTT 5550
75916A08 ' BS A08 5rev1 CAATCAATCAATCTAAAAAAACCCT P
(PRKRA-5'LTR) » PCR BS A08 5for2 GAAAATTGAAATTTAAGTTTTTGTT 511b
’ BS A08 5rev2 ATCTAAAAAAACCCTCCCAAAAAT P
BS G1-01 5F1 AGAGGGGTTGTTTTTTGGTTT
1.PCR 679bp
80484A02 BS G1-01 5R1 ATCAATCAATCTAAAAAAACCCTCC
(PRKCE-S'LTR) , pcR | BS G101 5F3 TTTTTTAGATTTAAGGTTTTTTT 591b
’ BS G1-01 5R2 ATCTAAAAAAACCCTCCCAAAAAT P
BS G1-01 3F1 TTTTAGGTTTTTTTAAGGATTTGAAAT
1.PCR 563bp
80484A02 BS G1-01 3R1 CTTCCCTTCTTACCCAAATAAATAC
(3LTR-PRKCE) » PCR BS G1-01 3F3 TTTTTAAGGATTTGAAATGATTTTG 516b
’ BS G1-01 3R3 AAATCTCTTCTCTCTTCTACAACCC P
BS-56for_o1 TTTGTAGGTTTGGTAAGTTAGTTGTAGT
1.PCR 649bp
—8166H03 BS-56rev_o2 TAATCAAACCCAAAAATCTATTTTAATA
BS-56for_n3 ATTAAGAATAGAGAAGTTTAGATTAAGG
2.PCR 542bp
BS-56rev_n4 ATACACACTCAAATTTAAAAAACACTAC
BS-79for_o1 GGTATGGAAAAATATTAAATTAAGA
1.PCR 588bp
52.0079 BS-79rev_02 ACTTCATAAAAAAACAATTAATAAA
BS-72for_n3 TTAAATTAAGAATAGAGAAGTTTAGATT
2.PCR 512bp
BS-79rev_n4 AAAAAAATTAACTACATAAAAAAAA
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2.1.6.6 Primer fur Kolonie-PCR

M13_for (-40)

GTTTTCCCAGTCACGAC

M13 rev

CAGGAAACAGCTATGAC

2.1.6.7 Primer fur Sequenzierungen von pCR2.1-TOPO

M13_for (-20) GTAAAACGACGGCCAG
M13_rev CAGGAAACAGCTATGAC
2.1.7 Plasmide

2.1.7.1 Klonierungsvektor

Vektor Bezeichnung Detaillierte
Vektor Bezeichnung

in dieser Arbeit

Herkunft

M661 SIN11CMVGFP

von Axel Schambach bereitgestellt

2.1.7.2 Plasmid fur Subklonierungen

Vektor Bezeichnung

Herkunft

pCR® 2.1 TOPO

Invitrogen, Karlsruhe, DE
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lacZa ATG i
M13 Reverse Primer | Hind Il Kpln I Sac| BlemHI Spe |

GAA ACA GCT ATG AC[_‘ ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCC

AGC TCG GAT CCA CTA

TGT CGA TAC TG5 TAC TAA T”” GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT
BS{XI EO(I.‘:RI EC(I:R|
CC AGT GTG CTG GAA TTC GCC "TT ARG G.
3G TCA CAC GAC CTT ARG CG\: GA PCR Product TTC CCG C

EGC|R \' BS{X | NclAl I Xt[ro | Nsrll )|(m |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

GAG TCG TAT TAI" AAT TCA |"T"

T GTC GTT TTA CAAR CGT CGT GAC TGG GAA AARC
\ TCA CTC AGC ATA AT[G TTA AGT |GAC T

CAG CAR AAT G GCA GCA CTG ACC CTT TTG

pCR®2.1-TOPO®
3.9 kb

Abb. 2.1 pCR®2.1-TOPO-Vektor. Der pCR®2.1-TOPO-Vektor wurde in dieser Arbeit fir Subklonierungen
von PCR-Fragmenten und anschlieRender Sequenzierung verwendet. Dieses Plasmid hat ein Ampicillin-
und ein Kanamycin-Resistenzgen fiir die Selektion positiver Klone. lacZa: o Untereinheit des lacZ Gens fiir
Blau/WeilR-Selektion rekombinanter Kolonien, MCS: multiple cloning site in lacZo. mit kovalent gebundener
Topoisomerase-l an 3-Uberhang von T (deoxythymidin). Die Topoisomerase ermdglicht die effiziente
Ligation von Tag-Polymerase-Fragmenten mit A-Uberhang (Deoxyadenosin), M13: M13 Primer reverse
binding site fir Sequenzierungen der Inserts, T7: T7 promotor/priming site, f1 ori: Origin of replication |

(www.invitrogen.com).

2.1.7.3 y-retrovirale Helferplasmide

Vektor Bezeichnung Herkunft
pCDNA3MLVg/p von Stefan Stein bereitgestellt
Eco187 von Stefan Stein bereitgestellt
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2.1.7.4 y-retrovirale Plasmide

Vektor -
i Detaillierte
Bezeichnung Vektor Bezeichnun Herkunft
in dieser Arbeit 9

SF71 GP91 SF71GP91P"* von Stefan Stein bereitgestellt
in dieser Arbeit kloniert aus
SF71 GFP SF71GFPW SF71GP91°"* und aus M661Ax
(SIN1T1CMVGFP)
FES GP91 SER11fes91sW von Eva Arnold bereitgestellt

in dieser Arbeit kloniert aus
FES GFP SER11GFPW SER11fes91sW und aus M661Ax
(SINT1CMVGFP)

A) SF71 gpo1 MPSV 5LTR |~ ‘ gp9fehex SFFV 3LTR
\
Ly L,

WPRE 3'SIN

;

B) FES gp91 RSV BLTR |—— cfes >{ gpa1PheR s
L,

C) SF71 GFP MPSV 5LTR —% | eGFP H WPRE H SFFVS‘LTR‘
Ly Ly

D) FES GFP RSV5LTR Y eGFP | weRE 3SIN

;

Abb. 2.2 Ubersicht y-retroviraler Plasmide. A) In der Frankfurter Gentherapiestudie wurde der Vektor
SF71GP91 fir die Behandlung von zwei X-CGD Patienten eingesetzt. Die GP91ph"x-Transgenexpression
wird in proviraler Konformation von dem SFFV-Promotor in der viralen 5'LTR gesteuert. B) Der Vektor
FESGP91 zeigte gute Ergebnisse in praklinischen Mausversuchen fiir die Anwendung in einer Gentherapie
fur die Behandlung der Chronischen Granulomatose. In dieser Arbeit wurde der Vektor auf seine Anfalligkeit
gegeniiber Silencing getestet. Aufgrund der SIN-Konfiguration in den LTRs, wird hier die GP91°"™-
Expressionskassette von dem internen cfes-Promotor gesteuert. Das Transgen wurde im Vergleich zu der
Variante im klinischen Vektor (A) synthetisch hergestellt und codonoptimiert. Zusatzlich wurde es in Fusion
mit dem WPRE Element exprimiert. C) und D) Diese beiden Konstrukte wurden als GFP-Kontollvektoren fiir

PhoX_protein in der

A) und B) bei den pradiktiven Silencing-Assays in dieser Arbeit eingesetzt, da das GP91
murinen Zelllinie P19 im FACS mit dem 7D5 Antikdrper nicht detektierbar ist. (MPSV: Myeloproliferative
Sarcoma Virus; SFFV: Spleen Focus Forming Virus; RSV: Rous Sarcoma Virus; LTR: Long Terminal
Repeat; cfes: feline sarcoma virus; SIN: Self Inactivating; WPRE: Woodchuck hepatitis Posttranscriptional
Regulatory Element (WPREmut Variante); eGFP: enhanced green fluorescent protein; y: Verpackungs-

signal)
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2.1.7.5 Lentivirale Plasmide

Vektor Bezeichnung Detaillierte Herkunft
in dieser Arbeit Vektor Bezeichnung
SFFV GFP pCCL-SEW-GFP WPREmut von Christian Brendel
bereitgestellt
URM pCCL-UrM-GFP WPREmUt von Christian Brendel
bereitgestellt

A) SFEV GFP ssIN ¥ RRE_cPPT [ oppy cGFP H WPRE }—{ 3‘SIN‘

[N

B) URM GFP ssIN | ¥ RRE CPPT /' po ‘CBX3>{ MRPS >{ eGFP H WPRE }—{3'S|N‘

Pl Ly Ly

Abb. 2.3 Ubersicht lentiviraler Konstrukte in proviraler Konformation. A) SFFVGFP diente in dieser
Arbeit als Referenzvektor fiir den pradiktiven Silencing-Assay, da er ebenso wie der klinische Vektor (siehe
Abb. 2.2) die Transgenexpression von dem SFFV-Promotor steuert. B) Der URM (UCOE reverse MRP8) -
Vektor wurde von Christian Brendel in Mausversuchen aufgrund seiner effizienten und zellspezifischen
Expression ausgewahlt und daher in dieser Arbeit im pradiktiven Silencing-Assay untersucht. Dieser Vektor
steuert die Transgenexpression von dem myeloischen Promotor MRP8 in Kombination mit dem
bidirektionalen UCOE Element, das aus dem A2 und dem CBX3 Promotor besteht. (SIN: Self Inactivating;
SFFV: Spleen Focus Forming Virus; eGFP: enhanced green fluorescent protein; WPRE: Woodchuck
hepatitis Posttranscriptional Regulatory Element (WPREmut Variante); y: Verpackungssignal; UCOE:
Ubiquitous Chromatin Opening Element; RRE: Rev Responsive Element; cPPT: central Polypurin Tract,
MRP8: Myeloid Related Protein 8)

2.1.8 Ausgangsmaterial von X-CGD-Patienten

Peripheres Blut oder Knochenmarksuspensionen von zwei X-CGD-Patienten nach
Gentherapiebehandlung wurde in Réhrchen mit EDTA bzw. Heparin von Dr. Marion Ott
aus der Hamatologie der Universitatsklinik in Frankfurt am Main erhalten. DNA- und
RNA-Isolationen erfolgten sofort nach Erhalt bzw. nach Dichteauftrennung (Ficoll)
einzelner Zellpopulationen. Vitale Zellen bzw. Zellpellets wurden nach Aufreinigung

kryokonserviert.
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2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Arbeiten mit E. Coli

2.2.1.1 Transformation kompetenter Bakterien

Unter Transformation versteht man die Aufnahme von freier DNA durch kompetente
Bakterien. In dieser Arbeit wurde mit chemisch kompetenten DH5a, TOP10F' oder
Stabl2 Bakterienzellen gearbeitet. Diese wurden fir die Aufnahme von Plasmid-DNA mit
einem Hitzeschock behandelt. Hierfiir wurden zwischen 30 uyl und 50 pl kompetenter
Bakterienzellen etwa 10 min auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurde 1 pl Ligationsansatz
bzw. 1 pl von einer 1:1000 Vdg. eines Plasmids vorsichtig hinzugegeben und leicht
vermischt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen fir 45 Sek. einem Hitze-
schock bei 42°C ausgesetzt, anschliefliend 2 min auf Eis inkubiert und danach in 200 pl
SOC Medium (LB-Medium ohne Antibiotika) etwa 45 min bei 37°C und 200 rpm
geschuttelt. AnschlieRend wurden jeweils 10 pl bzw. 50 pl der Zellen auf LB-Agarplatten
mit Ampicillin ausgestrichen und 15-18 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Bei der
Verwendung des pCR2.1-TOPO-Vektors in TOP10F* Bakterienzellen wurde auf IPTG/X-
GAL vorbehandelten LB-Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen. Durch Blau/Weil3-
Selektion konnten so positive Top10F’-Klone mit Insert, von Klonen mit religiertem

Vektor unterschieden werden.

2.2.2 DNA Isolierung

2.2.2.1 Plasmid-Minipraparation

Bei der Praparation kleinerer Mengen Plasmid-DNA fir Klonierungen oder
Sequenzierungen wurde in dieser Arbeit die Plasmid-Minipraparation mit Hilfe der
alkalischen Lyse eingesetzt. Hierfir wurden je 4 ml Ubernachtkultur in Eppendorf-
GefaRen fur 5min bei 14.000 rpm zentrifugiert und die Uberstdnde verworfen.
Bakterienzellen wurden in 300 pyl TE (10 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM EDTA; RNAse A)
resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl Lysispuffer (200 mM
NaOH; 1% [w/v] SDS) wurden die Zellen durch Invertieren lysiert. Anschliefiend wurden
die Proben mit 300 yl 3M KAc, pH 4,8 neutralisiert und 5 min auf Eis inkubiert.
Ausgefallene Proteine, Membranbestandteile und chromosomale DNA wurden durch

Zentrifugation (15 min, 13.000 rpm, 4°C) sedimentiert. Die im Uberstand enthaltene
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niedermolekulare Plasmid-DNA wurde in ein sauberes Eppendorf-Gefaf3 lGberfihrt und
durch Zugabe von 0,6 Vol 100%-igem Isopropanol gefallt. Die Proben wurden fir 20 min
bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert, hierdurch wurde die gefallte DNA pelletiert. Das
DNA-Pellet wurde dann zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 10 pl
bis 50 pl dH,O rickgeldst. Die geldste DNA wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwen-
dung gelagert.

2.2.2.2 Plasmid-Midi/Maxipraparation

Die Praparation von Plasmiden in grélReren Mallstaben (=100 ug) erfolgte mit den
Nucleo Bond Kits ,PC 500 oder ,PC 10000 EP“ (Macherey-Nagel). Die verwendeten
Systeme basieren auf Anionenaustauschern. Hierfir werden die Bakterien zunachst
durch alkalische Lyse aufgeschlossen. Die Lysate werden auf DNA-bindende
Austauschersaulen gegeben. Durch Waschen mit erhohter Salzkonzentration (800 mM
NaCl, 100 mM Natriumacetat; pH 5.0) werden RNA, Proteine und andere nieder-
molekulare Verunreinigungen aus den Saulen ausgewaschen. Danach wurde die
gebundene DNA mit einem Hochsalzpuffer (1250 mM NaCl, 100 mM Tris; pH 8.5) eluiert
und durch die Zugabe von Isopropanol gefallt. Nach Waschen mit 70%-igem Ethanol
wurde das DNA-Pellet in 100 pl bis 500 yl dH,O aufgenommen und bei 56°C fiir 10 min
geldést. Nach Konzentrationsbestimmung der Nukleinsauren (siehe 2.2.3.1) konnte die

Plasmid-DNA fir zell- und molekularbiologische Arbeiten verwenden werden.

2.2.2.3 Isolierung genomischer DNA mit dem DNeasy Tissue Kit

Die Isolation genomischer DNA von Patientenzellen an verschiedenen Tagen nach
Beginn der Gentherapiebehandlung wurde mit der Silikagel-Membran-Technologie des
,DNeasy Tissue“ Kit (Qiagen) durchgefiihrt. Hierbei wurden zwischen 100 und 5 x 10°
Zellen flr die DNA-Praparation eingesetzt und fir lokusspezifische PCRs oder Bisulfit-

Sequenzierung verwendet.

Maximal 5x10° Zellen wurden pelletiert (1500 rpm; 5 min; 4°C) und einmal mit PBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 200 yl PBS resuspendiert und flir 2 min bei
Raumtemperatur in Anwesenheit von 2 mg/ml RNase A inkubiert. Fir die Lyse wurden
20 ul Proteinase K und 200 ul Puffer AL zugegeben, gut gemischt und fiir 10 min bei
70°C im Wasserbad inkubiert. Durch Zugabe und Mischen von 200 pl Ethanol (96 %-
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100 %) wurde die genomische DNA gefallt und der gesamte Ansatz auf eine DNeasy
Saule gegeben. Nach 1-minitiger Zentrifugation bei RT und 8000 rpm wurde der
Durchfluss verworfen und DNA mit 500 yl Waschpuffer (AW1) in einem weiteren
Zentrifugationsschritt gewaschen. Die gebundene DNA wurde ein zweites Mal mit 500 pl
Waschpuffer (AW2) bei 13.000 rpm fir 3 min bei Raumtemperatur gewaschen.
AnschlieBend wurde die Saule in ein frisches Reaktionsgefal® Uberfuhrt und die DNA 2 x
mit je 100 - 200 pl Elutionspuffer (AE) bei 8.000 rpm fur jeweils 1 min eluiert. Der DNA
Gehalt wurde im Nanodrop (siehe 2.2.3.1) bestimmt.

2.2.2 .4 Isolierung genomischer DNA mit Proteinase K

Die Isolation von DNA aus Patientenkolonien ist in dieser Arbeit durch Proteinase K
Behandlung erfolgt. Die Zellproteine werden hierbei durch die Proteinase K verdaut und
die DNA somit freigelegt. Gepickte Kolonien wurden in 100 pl Puffer K (1x PCR Puffer
von PE Applied Biosystems; 2,5 nM MgCl,; 0,5% Tween 20) mit 100 ug/ml Proteinase K
resuspendiert. Danach zunachst fir 45 min bei 56°C inkubiert, anschlielend fir weitere
10 min bei 95°C inkubiert und dann auf Eis abgekuhlt. Nach kurzer Zentrifugation
wurden etwa 5 pul-20 ul der Ldsung entweder fur PCR-Analysen oder fir Bisulfit-

Konvertierungen verwendet.

2.2.3 Arbeiten mit DNA

2.2.3.1 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration von geléster DNA bzw. RNA erfolgte spektral-
photometrisch am Nanodrop, durch Messung der Extinktion bei den Wellenlangen
260 nm und 280 nm. Der Nanodrop wurde vor den Messungen jeweils mit dH,O (DEPC)
geeicht. AnschlieRend wurde mit 1 pl-2 yl Probenmaterial gemessen und darauf
geachtet, dass die Extinktionen im linearen Messbereich zwischen 0,1 und 0,9 lagen.
Die Konzentrationen der Nukleinsauren wurde unter Berlcksichtigung des jeweiligen
Konversionsfaktors (DNA: 50, RNA: 40) berechnet. Die Reinheit der Proben wurde durch
das Verhaltnis der Extinktionen bei den beiden Wellenlangen (Ezso/E2s0) gemessen.
Dieser Wert lag bei sauberen DNA Proben bei 1,8 bzw. bei RNA Proben bei 2,0.
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2.2.3.2 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

DNA-Molekile konnen aufgrund der negativen Ladung der Phosphate in einem
elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit in einem
Agarosegel hangt von der GroRRe der jeweiligen Fragmente ab. Kleinere Fragmente
wandern hierbei schneller als gréRere. Entsprechend der FragmentgroRen wurden Gele
mit 1,0 % bis 2,5 % eingesetzt. Die entsprechende Menge Agarose wurde dafir jeweils
in TBE-Puffer (90 mM Tris-Base, 90 mM H;BO;, 2.5 mM EDTA, pH 8.3) in einem
Mikrowellenherd aufgekocht, bis die Agarose vollstandig aufgeldst war. Nach kurzer
Abkihlung wurde Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,3 ug/ml) zugesetzt, bevor das
Gel in eine Gelkammer mit entsprechenden Kadmmen gegossen wurde. Als Laufpuffer
wahrend der Elektrophorese wurde ebenfalls TBE-Puffer verwendet. Aufzutrennende
DNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf ein Gel mit 0,2 Volumen Ladepuffer (6x
konz: 40 % [w/v] Saccharose, 0,25 % [w/v] Bromphenolblau, 0,25 % [w/v] Xylencyanol
FF in DEPC-Wasser (0,1 % [w/v] DEPC in dH,0)) versetzt. Hierdurch sanken die Proben
beim Auftragen in die Geltaschen ab. Die Gelelektrophorese wurde bei 35-45 mA
(50-100 V) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Zur Bestimmung der FragmentgrofRen
wurde jeweils ein GréRenmarker (5 ul 100 bp Ladder bzw. 1 kb Ladder) mitgeflhrt. Die
Visualisierung der DNA erfolgte durch Transilluminierung unter UV-Bestrahlung bei

302 nm. Die digitale Dokumentation erfolgte mit der Quantity One Software.

2.2.3.3 Restriktion von Plasmid-DNA

Far Plasmidverdaue bei Klonierungen wurden 3 - 5 Einheiten von Retriktionsenzymen
(New England Biolabs, Frankfurt) pro ug DNA eingesetzt. Es wurden 5 ug-10 ug fur zwei
Stunden bei 37°C in einmal Restriktionspuffer (entsprechend den Vorgaben des

Herstellers) geschnitten und anschlief3end in einem 1 % -igem Agarosegel analysiert.

2.2.3.4 Extraktion von DNA Fragmenten aus Agarosegelen

Fir die Extraktion von DNA Fragmenten aus Agarosegelen wurden der ,NucleoSpin®
Extract” (Macherey-Nagel) oder der ,Gel Extraction Kit“ (Qiagen) nach Vorgaben des
Hersteller verwendet. Hierflr wurden einzelne Banden unter schwacher UV-Bestrahlung
mit einem Skalpell aus dem Agarosegel geschnitten und in ein Eppendorfgefal

Uberfuhrt. Nach Zugabe eines Hochsalzpuffers wurde das Gelstick mit dem DNA
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Fragment bei 50°C geschmolzen. Durch Zugabe von einem Volumen EtOH konnte die
prazipitierte DNA an eine Silica Membran durch Zentrifugation gebunden werden.
Uberschiissige Agarose, sowie Verunreinigungen wurden anschlieBend durch einen
Waschpuffer entfernt. AbschlieRend wurde die DNA mit TE Puffer (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, pH 8.0) oder dH,O eluiert und fir Klonierungen oder Sequenzierungen

eingesetzt.

2.2.3.5 Ethanol Fallung von DNA

Fir eine Fallung von DNA in Losungen nutzt man die Eigenschaft von DNA, aufgrund
ihrer starken negativen Ladung in Ethanol unléslich zu sein und somit auszufallen.
Hierflr wurden zu einer DNA-L6sung 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,0) und 3,5
Volumen -20°C kalten 100%-iges Ethanol gegeben und durch vortexen gut vermischt.
Bei geringen DNA-Mengen (<100 ng) wurden 20 ug Glycogen zugegeben. Die Ansatze
wurden dann etwa 30 min bei -20°C inkubiert, bei 13.200g fir 20 min bei 4°C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurde das DNA-Pellet einmal
mit 70%-igen Ethanol gewaschen um Salze zu entfernen, bei 37°C fir etwa 5 min
luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen TE Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 8.0) oder dH,0 bei 37°C riickgelost.

2.2.3.6 TOPO-TA-Cloning Kit

Die Tag-Polymerase besitzt neben ihrer Polymeraseaktivitat eine Template unabhangige
terminale Deoxyadenosin-Transferase-Aktivitat. PCR-Produkte einer Tag-Polymerase
haben daher liberhangende 3’-Adenosin-Enden, was flr eine Ligation in einen Zielvektor
mit Uberhdngenden 3’-Thymidin-Enden wie z.B. den pCR2.1-TOPO Vektor (siehe
2.1.7.1) genutzt werden kann. Durch eine gebundene Topoisomerase-l mit Ligase-
aktivitat an den Uberhangende 3°-T-Enden des pCR2.1-TOPO Vektors ist eine sehr
effiziente Ligation mdéglich. Ein Ligationsansatz bestand jeweils aus 0,25 ul pCR2.1-
TOPO-Vektor, 1 yl PCR-Produkt (1:50 verdinnt), 1 ul Ligasepuffer in einem Gesamt-
volumen von 4 yl (ad dH,0). Die Ligation ist bei Raumtemperatur (20°C) fir 5 min bis
30 min erfolgt. Die Transformation der ligierten DNA-Fragmente erfolgte anschliefiend in
chemisch kompetente TOP10F’ Bakterien (siehe 2.2.1.1).

52



Material und Methoden

2.2.3.7 Sequenzierung von DNA Fragmenten

Die Sequenzierung mit einem Primer gegen eine bekannte DNA-Sequenz ermdglicht die
Identifizierung benachbarter Basenpaare. Die Methode basiert auf der Kettenabbruch-
synthese von Sanger. Hierbei wird die enzymatischen Replikation durch
2’,3'-Dideoxyanaloga (Terminator) der jeweiligen Nukleotide kontrolliert unterbrochen.
Da diese charakteristisch flr jede Base mit einem Fluoreszenzmarker versehen sind,
kénnen anschlieBend die Kettenabbruch-Produkte aufgetrennt und anhand eines
Referenzmarkers, ein Chromatogramm erstellt werden. Hieraus ergibt sich die
Basenfolge der sequenzierten DNA. Als Template wurde in dieser Arbeit 1 pl Kolonie-
PCR-Fragment, 1 ul Sequenzierprimer und 13 ul dH,0 eingesetzt. Alle Sequenzierungen
von Bisulfit-PCR Fragmenten der vorliegenden Arbeit sind im GSH von Margot Landersz
an dem 3100 Avant Genetic Analyzer mit dem M13for(-20) oder dem M13rev Primer
(siehe 2.1.6.7) durchgefuhrt worden. Erhaltene Sequenzen konnten anschliefend mit

dem DNAstar Programm (siehe 2.1.5) in silico analysiert werden.

2.2.3.8 Bisulfit-Konvertierung von DNA

Die Expression von Genen kann epigenetisch durch Methylierung von Promotor-CpG-
Dinukleotiden in sogenannten CpG-Inseln reguliert werden. Methylierte Promotoren sind
im Allgemeinen transkriptionell reprimiert, wohingegen nicht methylierte Promotoren
aktiv zur Transkription beitragen konnen [135]. Fir die Analyse des Methylierungs-
zustandes eines retroviralen Promotors wurde die Bisulfit-Sequenzierung in dieser Arbeit
eingesetzt. Hierbei wurde isolierte DNA aus Patientenzellen oder Zelllinien zunachst
Bisulfit konvertiert. Das Prinzip dieser Reaktion beruht auf der Umwandlung von nicht
methylierten Cytosinen zu Uracilen, wohingegen diese Reaktion bei methylierten
Cytosinen ausbleibt (siehe Abb. 2.4 A). Wahrend der anschliellienden PCR-Reaktion
werden von der Polymerase Thymidine anstelle der Uracile eingebaut. Durch
Sequenzierung subklonierter PCR-Fragmente erfolgte die Bestimmung des
Methylierungszustandes proviraler CpG-Dinukleotide in dieser Arbeit (siehe Abb. 2.4 B).
Eine Qualitatskontrolle der Konvertierung konnte bei der Auswertung der Sequenzen
anhand von Cytosinen welche nicht in CpG-Dinukleotiden lokalisiert waren erfolgen. Da
hier in der Regel keine Methylierung stattfindet, sollten diese Cytosine als Thymine
vorliegen. Nach Angaben des Herstellers verlief die Konvertierungsreaktion zu 99%
(EpiTect Bisulfit Kit, Qiagen). Dies konnte in den Untersuchungen bestatigt werden.

Lagen die Konvertierungsraten deutlich darunter, wurden die Sequenzen aus den
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Analysen ausgeschlossen. In dieser Arbeit wurden in der Regel zwischen 100 ng und
500 ng DNA fir die Bisulfit-Sequenzierungen initiell konvertiert. Die Behandlung erfolgte
mit dem ,EpiTect* Bisulfit Kit (Qiagen) gemall den Angaben des Herstellers und wurde
im iCyler (BioRad) durchgeflihrt.

A)
NH, HSO: NH, H,0 (o] O
HNZ | . Hrﬁ)j\ " S Hn)i HNJj
<+
oA, PP A G S
| l | HSO; l
1 2 3
(€] [C-S0;] [U-S0O;] (V]
B)
6\0 @'2:
NCGNCGN NCGNCGN DNA
NUGNUGN NCGNCGN Bisulfit-Konvertierung
— — PCR
l Subklonierung in TOPQ Vektor l
! Kolonie PCR
l Sequenzierung l
—O— O ——0— Auswertung
nicht methylierte DNA methylierte DNA

Abb. 2.4 Ubersicht der Bisulfit-Konvertierung und -Sequenzierung. A) Die Bisulfit-Konvertierung von
Cytosin zu Uracil erfolgt in drei Schritten. Zuerst findet eine Sulfonierung nicht methylierter Cytosine [C] statt.
Methylierte Cytosine sind aufgrund der Methylgruppe geschitzt. Im zweiten Schritt erfolgt eine irreversible
Desaminierung. Im dritten Schritt entsteht durch Desulfonierung Uracil [U] [136]. B) Bei der Bisulfit-
Sequenzierung wurde isolierte DNA zuerst Bisulfit konvertiert (siehe A). Konvertierte-DNA diente als
Template in einer PCR mit Bisulfit spezifischen Primern (siehe 2.1.6.4 und 2.1.6.5). PCR Fragmente wurden
in den pCR2.1-TOPO-Vektor subkloniert und in Bakterien transformiert. Nach Kolonie-PCR einzelner

Fragmente wurde sequenziert und graphisch ausgewertet.
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2.2.4 RNA Isolierung

Bei allen Arbeiten mit RNA Molekillen wurden zuvor verwendete Pipetten, Zentrifugen
und Oberflachen von Tischen weitestgehend von RNasen befreit. Dies erfolgte mit
.,RNase Zap“ bzw. ,RNase Zap Wipes“ (Ambion). Es wurden gestopfte Spitzen
eingesetzt, RNase freie Reaktionsgefalle genutzt (Non-Stick RNase free Tubes,
Ambion) und mit RNase freiem Wasser gearbeitet. Diese Mallhahmen waren notwendig

um die RNA vor dem Abbau durch RNAsen zu schutzen.

2.2.4.1 Trizol

Bei der Isolierung der gesamt RNA von mindestens 1x10° Zellen mit Hilfe von Trizol
(Invitrogen) wurde nach Angaben des Hersteller gearbeitet. Das Prinzip beruhte auf
einer Chloroform Aufreinigung von Nukleinsauren in der wassrigen Phase nach einer
Zelllyse mit dem Trizol-Reagenz. Die genomische DNA Fall hierbei an der Interphase
aus, wohingegen die RNA in der wassrigen Phase (obere Phase) geldst ist. Zur
Minderung von DNA Verunreinigungen wurde in dieser Arbeit die Chloroform
Aufreinigung zweimal hintereinander durchgefiihrt. Bei geringen Zellzahlen wurde die
Fallung flr eine Stunde bei -80°C zur Erhéhung der Ausbeute gelagert. Pellets wurden je
zweimal in 70% -igem Ethanol gewaschen und nach Lufttrocknung an der Sterilbank in
10 pl bis 50 pyl RNase freiem bzw. DEPC Wasser rickgeldst. Alle Proben wurden nach
vollstéandiger Ruckldsung mit DNase verdaut (siehe 2.2.5.1) bevor weitere Arbeitsschritte

erfolgt sind.

2.2.4.2 RNAqueous-Micro Kit

Die RNA-Isolation hamatopoetischer Kolonien mit weniger als 1x10° Zellen der zwei
untersuchten X-CGD-Patienten ist mit dem ,RNAqueous-Micro-Kit* (Ambion) nach
Angaben des Herstellers erfolgt. Das Prinzip beruhte auf der Bindung der Nukleinsauren
auf einer Silica-Membran, welche nach wiederholten Waschschritten in einem geringen
Volumen dH,O (RNase frei) eluiert wurde. Nach der Elution wurde ein DNase Verdau
(siehe 2.2.5.1) durchgefiihrt.
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2.2.5 Arbeiten mit RNA

2.2.5.1 DNase Verdau von RNA

Der Abbau verunreinigender DNA in RNA-Praparationen ist mit Hilfe des ,DNA free”
Protokolls (Ambion) gemaf} den Angaben des Herstellers erfolgt. Hier wurden pro 10 ug
RNA, 1 ul rDNase in rDNase-Puffer 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die
DNase mit der Hilfe inaktivierender Beads pelletiert und der Uberstand nach
Konzentrationsbestimmung (siehe 2.2.3.1) fir cDNA Synthesen (siehe 2.2.5.2 und
2.2.5.3) eingesetzt.

2.2.5.2 cDNA Synthese mit dem Retroscript Kit

Der ,Retroscript Kit* (Invitrogen) wurde nach Angaben des Herstellers fir cDNA
Synthesen eingesetzt, sofern mindestens 1 uyg RNA Ausgangsmaterial vorhanden war.
Oligo-Decamer-Primer wurden flr die Reverse Transkription eingesetzt. Jede Probe
wurde jeweils einmal mit Reverser Transkriptase und einmal ohne Reverse
Transkriptase in die Reaktion eingesetzt. Hierdurch konnten unspezifische Signale bei

der RT-PCR (siehe 2.2.6.1) nach Auftrennung im Agarosegel bestimmt werden.

2.2.5.3 cDNA Synthese mit RNA-Amplifikation

Die cDNA-Synthese von Patienten-RNA-Material ist mit dem ,Full Spectrum Complete
Transkriptome RNA Ampifikation Kit“ (BioCat) erfolgt. In dieser Arbeit wurden jeweils
100 ng RNA Ausgangsmaterial fur die Amplifikation eingesetzt. Das Prinzip beruht auf
der klassischen Reversen Transkription (siehe 2.2.5.2) fir die Synthese des ersten
cDNA Strangs mit ,Universal Primern®“. Darauf folgte die Synthese des zweiten cDNA
Stranges und PCR Amplifikation des RNA Transkriptoms unter Verwendung von ,Full
Spectrum PCR Primerm*. Entscheidend bei der quantitativen Amplifikation war die
Anzahl der Zyklen, welche flir 100 ng RNA Ausgangsmaterial bei 11 Zyklen lag. Bei
degradierten Proben wurden zwei zusatzlich Zyklen empfohlen. Mit dieser Vorgehens-
weise konnte das limitierte Patientenmaterial fir RT-PCR und RT-gPCR
Untersuchungen eingesetzt werden. Die quantitative Genauigkeit des Amplifizierten
Transkriptoms lag nach Herstellerangaben bei 95% bei eingesetzten 100 ng RNA
Ausgangsmaterial. Auch hier wurde jede Probe einmal mit Reverser Transkriptase und

einmal ohne Reverse Transkriptase in die Reaktion eingesetzt, um unspezifische
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Fragmente der PCR Reaktion identifizieren zu kénnen. 5% jeder Amplifikationsreaktion
wurde auf ein 1,5% Agarosegel aufgetragen, wodurch die gleichmaRige Amplifikation
von Fragmente zwischen 100bp und 1500 bp dberprift wurde. Nur wenn ein
gleichmaRiger Schlier zu sehen war, wurden die Proben fir weitere RT-PCR Reaktionen

verwendet.

2.2.6 Polymerase Ketten Reaktion

Eine Polymerase Ketten Reaktion (PCR) ermdglicht die Amplifikation geringer DNA-
Mengen mit Hilfe von zwei flankierenden, sequenzspezifischen Primern (Oligonukleotide
von 18 bp bis 28 bp Lange) und thermostabilen DNA Polymerasen. Die geschieht in der
Regel in drei Schritten:

1. Denaturierung des DNA Doppelstranges bei 95°C
2. Annealing der Primer jeweils bei spezifischer Temperatur (48°C-60°C)

3. Elongation der Primer in 5°-3° Richtung bei 72°C

Durch Wiederholung dieser drei Schritte fiir 20x bis 35x Zyklen konnen definierte DNA-
Bereiche exponentiell vermehrt werden. In dieser Arbeit wurde hierfur der iCycler (Bio
Rad) verwendet. AnschlieRende Auswertung erhaltener Fragmente erfolgte durch
Auftrennung in Agarose Gelen (siehe 2.2.3.2). Eine Ubersicht fiir die Zusammen-setzung

der PCR Ansatze sowie der Bedingungen ist in Tab. 4 gezeigt.

PCR-Ansatz PCR-Programm
Primer for (10 uM) 1l Denaturierung 10 min
Primer rev (10 HM) 1 HI 1)Denaturierung (9500) 30s
dNTP's (5 mM) 2l 2) Annealing (48°C-60°C) 30 s
10x Tag-Puffer (3,5 mM MgCl,) 5yl | 3)Elongation (72°C) 30s—1 min
Template 1-10 pl Elongation (72°C) 2 min
Polymerase (2,5 U) 0,5 ul Halten (4°C) oo
dH,0 ad S0 ul | Zukien 1) bis 3) 25x — 35x

Tab. 4 Aligemeine Ubersicht von PCR-Ansatz und -Programm.
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2.2.6.1 RT-PCR

Die RT-PCR ist eine spezielle Form der Polymerase Ketten Reaktion, bei der cDNA
(komplementare DNA) als Template eingesetzt wird. Die cDNA wurde durch Reverse
Transkription isolierter RNA aus Patientenzellen oder Zelllinien synthetisiert (siehe
2.2.5.2 und 2.2.5.3). Amplifizierte Fragmente reprasentieren somit spezifische RNA-
Transkripte. Diese Methode eignete in dieser Arbeit fiir die Bestimmung der GP91°P"*
Transgenexpression (siehe 3.2.2; 3.2.3; 3.2.4), sowie fur die Charakterisierung
insertioneller Aktivierungen benachbarter Gene proviraler Integrationen (siehe 3.1.1 und
3.1.2). Allgemein wurde beim Primer-Design fur RT-PCRs auf die Lokalisierung in
verschieden Exons. Hierdurch konnten falsch positive Signale von verunreinigter
genomischer DNA ausgeschlossen. Zusatzlich wurden negativ Kontrollen mitgefihrt, bei
denen die Reverse Transkriptase bei der cDNA Synthese nicht zugegeben wurde. Es
sind jeweils nested PCRs- bzw. semi-nested-PCRs durchgeflhrt worden. Hier wurden
1 ul einer 1:50 Vdg. bis zu 5 ul unverdinnter Ansatz aus der ersten PCR als Template

fur die zweite PCR eingesetzt wurde.

RT-PCR-Ansatz PCR-Programm
Primer for (10 uM) 14l Denaturierung 10 min
Primer rev (10 pM) 1l 1) Denaturierung (95°C) 30s
dNTP’s (5 mM) 2 ul 2) Annealing (55°C) 30s
10x Tag-Puffer (3,5 mM MgCl,) 5 ul 3) Elongation (72°C) 45s
Template (cDNA) 1-10 pl Elongation (72°C) 2 min
Taqg-Polymerase (2,5 U) 0,5 pl Halten (4°C) 0
dH.0 ad 50 pl | Zykien 1) bis 3) 25x — 35x

2.2.6.2 pPCR/RT-gPCR

Eine quantitative PCR (qPCR) ist eine hochspezifische und sensitive Methode, die es
erlaubt entstehende PCR-Produkte in Echt-Zeit (Real-Time) zu messen. Wird DNA als
Template eingesetzt, spricht man von qPCR. Bei dem Nachweis von RNA-Transkripten
wird cDNA eingesetzt, hier spricht man von RT-qPCR. Bei einer gPCR werden diverse
Fluoreszenzmolekile genutzt um entstehende Produkte messen zu kdnnen. Der
sequenzunspezifische Farbstoff SYBR-Green bindet die kleine Furche der DNA und
erhdht seine Fluoreszenz bei der Bindung von Doppelstrangen. Demnach kann auf die
Menge an PCR-Produkten von dem Fluoreszenzzuwachs wahrend der PCR-Reaktion
zurtickgeschlossen werden. Dies ist die einfachste, jedoch aufgrund der unspezifischen

Bindung von DNA-Doppelstrangen auch die fehleranfalligste qPCR-Methode, sofern
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unspezifische Fragmente nicht ausgeschlossen werden koénnen. Die geschieht im
Allgemeinen Uber die Analyse der Schmelzkurven entstandener Produkte nach dem
PCR Lauf. Eine Moglichkeit die Spezifitat der Reaktion zu erhdhen, ist die Verwendung
von S‘-fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide (Sonden) in Kombination mit sequenz-
spezifischen Primern. Fluoreszenzmarkierte Sonden haben an dem 3‘ Ende einen
Quencher (dark dye) welcher durch FRET (Fluoreszenz Resonanz Elektron Transfer) die
Fluoreszenz vom 5° Ende bei raumlicher Nahe absorbiert. Beim Abbau dieser Sonde
durch die 5'-Nuklease-Aktivitdt der Polymerase wahrend der PCR-Reaktion werden
Fluoreszenzmolekile (z.B. FAM, ROX) raumlich vom Quencher getrennt, hierdurch kann
die Fluoreszenz nicht mehr absorbiert werden. Daher entstent ein messbares
Fluoreszenzsignal welches proportional zu der Amplifikation wahrend der PCR ist. Durch
Aufnahme der Signale von einer CCD (charged couple device) Kamera mit spezifischen
Filtern flr jeweilige Floreszenzen, kann die sigmoidale Amplifikation von PCR-Produkten
berechnet werden. Hierbei sind drei Phasen der Amplifikation zu beachten. Dies sind die
exponentielle, die lineare und die Sattigungsphase. Messwerte einzelner Probe werden
bei einer gPCR bei Eintritt in die exponentielle Phase bestimmt, sobald ein reaktions-
spezifischer Treshold Uberschritten wird. Die Anzahl der Zyklen bis zum Eintritt in
exponentielle Phase wird als ,C;“ definiert und dient als Berechnungsgrundlage fir

Mengenbestimmungen von PCR-Produkten.

In dieser Arbeit wurde die relative Quantifizierung (AACt-Methode) der Transgen-
expression in Patienten- und P19-Zellen und die absolute Quantifizierung bei der
Analyse proviraler Kopien in P19-Zellen angewendet. Bei der relativen Quantifizierung
werden erhaltene Messwerte mathematisch zueinander in Relation gesetzt und somit
eine relative Veranderung der MessgroRe bestimmt. Bei der absoluten Quantifizierung
werden unbekannte Proben in Bezug zu einer Eichreihe mit bekannten Werten (z.B.

Zellklone mit einer proviralen Kopie) gesetzt.

Primer- und Proben-Design sind in dieser Arbeit mit dem ,Universal Probe Library Assay

design center® (www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp) erfolgt. Hier

wurde eine Library von 165 Sonden mit jeweils 8 bis 9 Nukleotiden Lange genutzt. Durch
Verwendung derart kurzen Sonden, kdnnen vielfaltige Zielsequenzen abgedeckt werden,
jedoch wird die Spezifitat der PCR-Reaktion erst in Kombination mit den beiden

flankierenden Primern gewahrleistet

Alle gPCR-Reaktionen in dieser Arbeit wurden jeweils in Triplikaten gemessen. Jedes

Zielgen wurde Uuber ein Haushaltsgen (z.B. Aktin, GAPDH) normalisiert. Standard-
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abweichungen wurden aus zwei unabhangigen Laufen berechnet, deren jeweilige
Triplikate gemittelt wurden. Es wurde entweder der iCycler (Bio Rad) oder der Light

Cycler 480 (Roche) verwendet. Nachfolgend sind Reaktionsansatze und Bedingungen

fur verschiedene Nachweise angegeben.

(GP91P"*s/mAct)

Duplex gPCR/RT-gPCR-Ansatz

PCR-Programm

GP91s Primer rev (30 uM)
GP91s Primer rev (30 uM)
GP91s Sonde #5 (10 uyM)
m-BAktin Primer for (12 yM)
m-BAktin Primer rev (30 uM)
m-BAktin Sonde #5 (16 M)
2x AB-PCR Mix

Template DNA (10 ng) / cDNA
dH,0

0,5 ul
0,5 ul
0,2 ul
0,5 pl
0,5 pl
0,1 pl
10 pl
1-7,7 ul
ad 20 ul

Denaturierung/Aktivierung 15 min
1) Denaturierung (95°C) 15s
2) Annealing/Elongation (60°C) 60 s
Zyklen 1) bis 2) 50x

Tab. 5 qPCR/RT-qPCR fiir den Nachweis von GP91°"s und m-BAktin. Primer und Sonden siehe

2.1.6.3.

(GP91P"/mAct)

Duplex gPCR/RT-gPCR-Ansatz

PCR-Programm

GP91 f (300 nM)

GP91 r (300 nM)

GP91 Sonde (2 nmol)
m-BAktin Primer for (12 uM)
m-BAktin Primer rev (30 uM)
m-BAktin Sonde #5 (16 pM)
2x AB-PCR Mix

Template DNA (10ng) / cDNA
dH,0

1l
1l

0,2 ul
0,5 ul
0,5 ul
0,1 pl
10 pl
1-6,7 ul
ad 20 pl

Denaturierung/Aktivierung 15 min
1) Denaturierung (95°C) 15s
2) Annealing/Elongation (60°C) | 60s
Zyklen 1) bis 2) 50x

Tab. 6 qPCR/RT-gPCR fiir den Nachweis von GP91°"*s und m-BAktin. Primer und Sonden siehe

2.1.6.3.

RT-qPCR-Ansatz (GP91°"/GAPDH)

PCR-Programm

Primer for (10uM)
Primer rev (10pM)
2x AB-PCR Mix
Template cDNA
Sonde

dH,0

1 ul

1 ul
12,5 pl
1-10
0,5 pl
ad 25 pl

Denaturierung/Aktivierung 15 min
1) Denaturierung (95°C) 30s
2) Annealing (55°C) 30s
3) Elongation (72°C) 30s
Zyklen 1) bis 3) 50x

Tab. 7 RT-gPCR fiir den Nachweis von GP91°"* und GAPDH. Primer und Sonden siehe 2.1.6.3
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2.2.6.3 Bisulfit-PCR

Bei einer Bisulfit-PCR wurde sog. Bisulfit konvertierte DNA (BS-DNA siehe 2.2.3.8) als
Template einer Reaktion eingesetzt. Das Primer-Design ist mit Hilfe der Methprimer-
Software erfolgt [137] und in der Regel in CpG-freie Bereiche gelegt worden. Hierdurch
wurde die Amplifikation methylierter sowie nicht methylierter Cytosine gleichermalen
ermoglicht. Bei dem Design von Primer BS-rev06 konnte ein CpG in der Sequenz nicht
vermieden werden, daher wurde ein degenerierter Primer mit einer wobble Base (A oder
G) an dieser Stelle verwendet (siehe 2.1.6.4). Es sind jeweils nested PCR bzw. semi-
nested-PCRs durchgefiihrt worden, bei denen 1 ul der ersten PCR als Template fur die

zweite PCR eingesetzt wurde. Nachfolgend sind Reaktionsansatze und Bedingungen

angegeben.
PCR-Ansatz PCR-Programm

Primer for (10 uM) 1 ul Denaturierung 10 min
Primer rev (10 yM) 1l 1) Denaturierung (95°C) 30s
dNTP’s (56 mM) 2ul 2) Annealing (52°C/55°C) 30s
10x Tag-Puffer (3,5 mM MgCl,) 5ul 3) Elongation (72°C) 45s
Template (BS-DNA) 1-10pl Elongation (72°C) 2 min
Taqg-Polymerase (2,5 U) 0,3 ul Halten (4°C) 0
dH20 ad 50 Wl [ Zyklen 1) bis 3) 35x

Tab. 8 Bisulfit-PCR-Ansatz und -Programm. Primer siehe 2.1.6.4 und 2.1.6.5

2.2.6.4 Kolonie-PCR

Eine Kolonie-PCR wurde in dieser Arbeit als Standard-PCR durchgeflhrt, bei der
einzelne Bakterien-Kolonien als Template fir eine PCR-Reaktion eingesetzt wurden. Die
Bakterien-Kolonien wurden zuvor mit dem pCR2.1-TOPO Vektor (siehe 2.1.7.1) trans-
formiert und nach Blau-Weil} Selektion positive Klone gepickt werden. In diesen Vektor
wurden jeweils PCR-Fragmente von RT-PCRs (2.2.6.1) oder Bisulfit-PCRs (2.2.6.3)
subkloniert. Erhaltene Fragmente der Kolonie-PCR wurden meist flir Sequenzierungen

eingesetzt. Nachfolgend sind Reaktionsansatze und Bedingungen angegeben.
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PCR-Ansatz PCR-Programm
' Denaturierung 10min
Erfmer for (11%“'\:/') ;l “: 1) Denaturierung (95°C) 30s
dl:;?;r reg’ ( v uM) ) ”I 2) Annealing (53°C) 30s
s (5 mM) M 3) Elongation (72°C) 45s
10x Taqg-Puffer (3,5 mM MgCly,) 5ul £ fon (72°C T
Polymerase (2,5 U) 0,3 4l ongation (72°C) min
dH,0 ad 50 p | Halten (4°C) =
Zyklen 1) bis 3) 25x

Tab. 9 Kolonie-PCR-Ansatz und -Programm. Primer siehe 2.1.6.6.

2.2.7 Klonierungsstrategien fur zwei y-retrovirale Vektoren

Der MPSV basierte vy-retrovirale Ausgangsvektor SF71GP91 (von Stefan Stein
bereitgestellt) und der RSV basierte y-retrovirale Ausgangsvektor FESGP91 (von Eva
Rudolf bereitgestellt) wurden mit Ncol und Hindlll verdaut. Die Vektorrickrader wurden
im Anschluss jeweils mit einem Ncol/Hindlll Fragment aus dem M661Ax (von Axel
Schambach bereitgestellt) Vektor ligiert. Somit wurde die GP91°"* bzw. die GP91P"*s-

WPREmut-Expressionskassette jeweils durch eine GFP-WPREmut-Expressionskassette

ausgetauscht.
Nco | Hind 111 Nco | Hind 111
A) SF71 gpo1 il 1 C) FES gp91 1
gpO fehex ——{sFrvacmr [revsiR ] cres gpoTehexs [ were
[y =
Ncol Hindll Ncol Hindll
+ +
Nco | /Hind Il Fragmentveon Nco | /Hind Il Fragmentvon
M661Ax (SIN11CMVGFPWPREmMut) M661Ax (SIN11CMVGFPWPREmMut)
B) SF71 GFP D) FES GFP
SGFP__ || WPRE H SFFVaLiR | [RrevsiiR 2] cfes [ eerr | wrre
o .

Abb. 2.5 Klonierungsstrategien y-retroviraler Vektoren SF71GFP und FESGFP (SER11fesGFPW).
Ausgangsvektoren sind in A) SF71GP91 bzw. C) FESGP91 gezeigt. Durch Ligation der eGFP-WPRE
Kassette aus M661Ax wurden SF71GFP und FESGFP kloniert.
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2.3 Zellbiologische Methoden
2.3.1 Arbeiten mit Zellen

2.3.1.1 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden Zellen im Volumenverhaltnis 1:1 mit
Trypanblau-Lésung (0,4 %) gemischt. Trypanblau ist ein negativ geladener Farbstoff, der
durch die Membran toter Zellen diffundieren und somit anfarben kann, wahrend lebende
Zellen ungefarbt bleiben. Durch Auszahlung der Zellen mit einer Neubauer-Zahlkammer

konnten lebende bzw. tote Zellen folgendermallen bestimmt werden:

Zellzahl/ml = (Anzahl gezahlter Zellen/ Anzahl ausgezahlter Quadrate) x (Vdg.-Faktor) x1 0*

2.3.1.2 Kryokonservierung von Zellen

Zellen wurden bei 80 % bis 90 % Dichte, einmal in Zellkulturmedium gewaschen und in
entsprechendem Zellkulturmedium mit 20 % FCS und 10 % DMSO in Kryo-Gefallen
aufgenommen. Anschliefend wurde in einem Isopropanol Bad langsam auf -80°C

gekihlt und zur langeren Lagerung im Stickstofftank bei -196°C aufbewahrt.

2.3.1.3 Auftauen von Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden moglichst schnell im Wasserbad bei 37°C aufgetaut.
Zum entfernen von DMSO wurden die Zellen anschlief’end zweimal in entsprechendem

Zellmedium gewaschen und mit der jeweiligen Zelldichte ausplattiert.

2.3.2 Arbeiten mit Zelllinien

2.3.2.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Zelllinien
wurden im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit gehalten. Medien

und PBS wurden vor Gebrauch auf 37°C vorgewarmt.
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2.3.2.2 Kultivierung humaner 293T-Verpackungszellen

Bei der 293T-Zelllinie handelte es sich um eine humane Nierenzelllinie aus primarem,
embryonalem Nierengewebe. Diese Zellen waren mit dem Adenovirus E1A-Genprodukt
transformiert. Zusatzlich wurde das SV40 Jarge-T-Antigen transfiziert, welche die
episomale Replikation von Plasmiden mit SV40-Replikationsursprung und entsprechen-
dem Promotor erméglichte (ATCC: CRL-1573; [138]). Das Gen fiur das large-T-Antigen
wurde mit einem G418-Resistenzgen kotransfiziert und durch Kultur der Zellen Uber
mehrere Passagen in Gegenwart von 400 ug/ml G418 selektioniert [139]. Die
adharenten 293T-Zellen wurden in DMEM mit 10 % FCS, 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml
Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin kultiviert. Alle 3-4 Tage wurden die Zellen unter
Verwendung von Trypsin/EDTA 1:5 bis 1:10 verdunnt. Fir die Verwendung von
293T-Zellen fir die Virusproduktion (siehe 2.3.3) in dieser Arbeit wurden die Zellen frisch

aufgetaut und maximal bis Passage 20 verwendet.

2.3.2.3 Kultivierung muriner P19-Zellen

Die murine embryonale karzinoma Zelllinie P19 (DSMZ: ACC 316) wurde von einem
Teratokarzinom aus dem C3H/He Mausstamm etabliert [140, 141]. Die Kultivierung
erfolgte in a-MEM mit 20 % FCS, 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin. Diese adharente Ziellinie wurde unter Verwendung von Trypsin/EDTA alle
3 -4 Tage 1:10 bis 1:20 gesplittet. Die P19-Zelllinie wurde in dieser Arbeit fur Virustiter-
bestimmungen und fur den pradiktiven Silencing-Assay (siehe 3.5.2 und 3.5.5)

eingesetzt.

2.3.3 Produktion y-retroviraler Partikel

Die Produktion replikationsinkompetenter y-retroviraler Partikel ist in 293T-Zellen (siehe
2.3.2.2) durch Drei-Plasmid-Transfektion erfolgt. Sowohl der Transfervektor, als auch die
beiden akzessorischen Helfervektoren enthalten je einen SV40-Replikationsursprung.
Da die 293T-Zelllinie das /arge-T-Antigen von SV40 stabil exprimiert, kénnen die
eingebrachten Plasmide repliziert werden, was letztlich zu einer Erhdhung der Anzahl
produzierter viraler Partikel flhrt. Bei der Virusproduktion wird der transgenkodierende
Transfervektor als einziger Vektor in die viralen Partikel verpackt, da er das

Verpackungssignal (y) enthalt. Die akzessorischen Helfervektoren kodieren fur die
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Strukturgene (gag/pol) bzw. flir das virale Hullprotein (env) und werden in trans fir die

Virusproduktion bereitgestellt, jedoch nicht in die viralen Partikel verpackt.

Fir die Transfektion von 293T Zellen wurde die Kalzium-Phosphat-Methode eingesetzt.
DNA-Kalzium-Phosphat-Prazipitate werden hierbei von Zellen durch Endozytose
aufgenommen. Vierundzwanzig Stunden vor einer Transfektion wurden 5x10° 293T-
Zellen in 10 cm Petrischalen ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Zwei
Stunden vor einer Transfektion wurde der Kulturiiberstand gegen 8 ml frisches Medium
ausgetauscht. Fir jede Transfektion einer 10 cm Kulturschale wurde folgender Ansatz in

einem 12 ml Reaktionsgefall gemischt:

) 5 ug Transfervektor

o 7,5 ug pCDNA3MLVg/p (gag und pol)

. 1 ug Eco187 (Hullprotein env)

. 50 pl 2,5 M CaCl,

. ad 500 pl 0,1 TE + dH,0 (Verhaltnis 2:1)

Unter ,ausblubbern® mit einer Pipettierhilfe wurde diesem Ansatz 500 pl 2x HBS-Puffer
(281 mM NaCl, 100 mM HEPES, 1,5 mM Na,HPO,; pH 7,11£0,01) zugetropft. Nach
5-10 min Inkubation bei Raumtemperatur, wurde das Prazipitat tropfenweise auf die
Zellen pipettiert, durch leichtes Schwenken der Schale gut verteilt und unter dem
Lichtmikroskop Uberprift. Nach Inkubation Uber Nacht im Brutschrank wurde das
DMEM-Medium gegen 4 ml aMEM-Medium ausgetauscht. Vierundzwanzig und 48h
Stunden spater wurde der Virustuiberstand abgesammelt und dabei durch einen 0,45 pm-
Filter (mit PBS vorgewaschen) steril filtriert. AnschlieRend wurde der Virusuberstand bei
-80°C in 0,5 ml bis 1 ml Aliquots gelagert. Da Einfrieren und Auftauen die Konzentration
an infektiésen viralen Partikeln verringerten, wurde flr nachfolgende Titerbestimmungen
(siehe 2.3.3.1) und Transduktionen (siehe 2.3.3.1) immer einmal-weggefrorener
VirusUberstand verwendet. Die Transfektionseffizienz wurde durch FACS-Analyse

virusproduzierender 293T-Zellen kontrolliert.
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2.3.3.1 Virustiterbestimmung und Transduktion von P19-Zellen

Der biologische Virustiter wurde durch Transduktion einer definierten Anzahl von
Zielzellen berechnet. Ein Tag vor einer Transduktion wurden 2,5x10* P19-Zellen in einer
24-Lochplatte in 500 yl Medium ausgesat. Verdlinnungen des Virusliberstandes (1:10
bis 1:1000) wurde zusammen mit Protaminsulfat in einer Endkonzentration von 4 ug/ml
in Duplikaten auf die Zielzellen gegeben. Anschlieliend wurde der Virusuberstand bei
1250 g und 32°C fur 90 min auf die Zielzellen zentrifugiert. Danach wurde der
Transduktionsansatz uUber Nacht (14 h bis 18 h) im Brutschrank inkubiert und der
Virusiberstand am nachsten Tag durch frisches Medium ersetzt. Die Bestimmung des
Virustiters (transduzierende Einheiten/ml) erfolgte nach insgesamt 72h am FACS
anhand einer Probe der Verdiinnungsreihe, die weniger als 20% transduzierte Zellen
enthielt. Durch diese Auswahl wurden vor allem Zellen mit einer proviralen Kopie pro
Zelle in die Auswertung einbezogen und somit Mehrfachtransduktionen einzelner Zellen
vermieden, die zu Fehleinschatzungen des biologischen Titers gefiihrt hatten. Die

Berechnung wurde folgenderweise vorgenommen:

transduzierte Zellen [%]
Virustiter [TU/mI] = 100 % X Zellzahl x Vdg-Faktor
o

Die Transduktion von P19-Zellen ist in 6-Loch Zellkulturplatten erfolgt. Hierfir wurden
2x10° Zellen je Vertiefung in Duplikaten ausplattiert und in Gegenwart von Protaminsulfat
(4 pg/ml) mit verschiedenen Volumina Virusiiberstand entsprechend der gewilinschten
MOI (zwischen 0,05 und 5) versetzt. Die Viruspartikel wurden anschlieend fir 90 min
bei 1250 g und 32°C auf die P19-Zellen zentrifugiert und danach im Brutschrank bei
37°C inkubiert. Nach jeweils 2 bis 3 Tagen wurde die Transgenexpression im FACS
gemessen und parallel ein Teil der Zellen fir RNA- bzw. DNA-Analysen fir einen
Silencing-Assay (siehe 3.5) abgenommen. Die Ubrigen Zellen wurden jeweils bis zum

Ende der Versuchsreihe weiterkultiviert und abschlieRend kryokonserviert.
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2.3.4 Arbeiten mit primaren Patientenmaterial

2.3.4.1 Pancoll Aufreinigung peripherer Blutzellen von X-CGD-Patienten

Peripheres Blut (EDTA) von zwei X-CGD-Patienten wurde nach Gentherapiebehandlung
in regelmafiigen Abstidnden von der Hamatologie (Dr. Marion Ott) erhalten. Fir die
Aufreinigung verschiedener Zellpopulationen mittels Dichtegradientenzentrifugation
wurden die Proben zuerst 1:2 bis 1:3 in PBS verdinnt. AnschlieRend wurden 20 ml
Pancoll vorsichtig mit 30 ml verdinnter Blutproben Uberschichtet. Durch Zentrifugation
dieser Ansatze fur 30 min bei 726 g bei 20°C (ohne Bremse) wurden die roten
Blutkdrperchen und die Granulozyten von den Monozyten, Lymphozyten und Blut-
plattchen getrennt. Sowohl rote Blutkdrperchen als auch Granulozyten waren jeweils am
GefalRboden wiederzufinden, wohingegen Monozyten, Lymphozyten und Blutplattchen
einen weillen Interphasering zwischen dem Pancoll-Medium und dem Blutplasma
bildeten. Zur Aufreinigung mononuklearer Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs:
Monozyten und Lymphozyten) wurde das Plasma zuerst vorsichtig abgenommen und die
Zellen des Interphaserings in einem neuen Falcon Gefal in 50 ml PBS fir 5 min bei
394 g und 20°C zweimal gewaschen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurde ein Teil der
Zellen vital oder als Pellet weggefroren und der Rest fir DNA- und RNA-Isolierungen
oder fir FACS-Analysen eingesetzt. Granulozyten wurden aus der Zellfraktion auf den
roten Blutkérperchen am Falcon-GefalRboden gewonnen. Hierzu wurden unerwinschte
roten Blutkérperchen durch Zugabe von 1x Pharm Lysis-Puffer fir 30 min im Dunkeln
lysiert. Anschlielend wurde in 50 ml PBS gewaschen und bei Bedarf ein zweites Mal
lysiert. AbschlieRend wurde das Zellpellet in 10-15 ml Kulturmedium flr die Bestimmung
der Zellzahl aufgenommen. Je nach Zellzahl wurden Aliquots direkt fir DNA-, RNA- und
FACS-Analysen verwendet und restliche Zellen in Pellets weggefroren oder vital in

Aliquots mit bis zu 2 x 107 Zellen kryokonserviert.

2.3.4.2 Pancoll Aufreinigung von Knochenmarkzellen von X-CGD-Patienten

Blut aus dem Knochenmark (EDTA bzw. Heparin) der X-CGD-Patienten nach
Gentherapiebehandlung wurde von der Hamatologie (Dr. Marion Ott) erhalten. Die
Aufreinigung mononuklearer Zellen aus dem Knochenmark ist wie unter 2.3.4.1
beschrieben erfolgt. Allerdings wurde vor der Dichtegradientenzentrifugation im
Verhaltnis 1:5 in PBS verdiinnt, 1 ml DNase | (Pulmozym) zugegeben und nach 40 min

Inkubation (bei Raumtemperatur unter schwenken) wurden die Zellen durch ein Zellsieb
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gerieben. Aufgereinigte mononukleare Zellen wurden nach dem Waschen fir FACS-
Analysen, Kryokonservierung, Methylzellulose- bzw. Collagen-Assays oder AzaD/TSA-

Behandlungen in dieser Arbeit verwendet.

2.3.4.3 Kolonie-Assay auf Methylzellulose

Zur Charakterisierung proviraler Integrationsorte und der Genexpression einzelner
Zellklone des zweiten X-CGD-Patienten wurde ein Kolonie-Assay auf Methylzellulose
genutzt. Hierfir wurden 6x10* mononukledre Zellen in 300 yl IMDM (2 % FCS,
1000 U/ml Penicillin, 1000 mg/L Streptomycin) mit 2,7 ml Methylzellulose Mix (StemCell
Technologies) vermischt und kurz gevortext. Nachdem sich die Luftblasen abgesetzt
hatten wurden je 1 ml in 35 mm Zellkuturschalen pipettiert und mit leichtem drehen
gleichmaRig verteilt. Die Platten wurden zusammen mit einer wassergeflllten 35 mm
Schale in eine 100 mm Petrischale gestellt und 12 bis 14 Tage im Brutschrank inkubiert.
Einzelne Kolonien wurden unter dem Mikroskop gepickt und je zur Halfte fir klonale
DNA- und RNA-Analysen verwendet.

2.3.4.4 Kolonie-Assay auf Collagen

Der Nachweis der Superoxid-Rekonstitution von X-CGD-Patientenzellen nach
AzaD/TSA-Behandlung wurde mit Hilfe des Kolonie-Assays auf Collagen durchgefiihrt.
Im Unterschied zu dem Methylzellulose-Assay (siehe 2.3.4.3) wurden bis zu 4 x 10°
Zellen in 100 pyl IMDM mit 2% FCS zu 2 ml zytokinhaltigem CollagenCult (StemCell
Technologies) (50 ng/ml SCF, 10 ng/ml IL-3, 10 ng/ml GM-CSF, 10 ng/ml G-CSF)
gemischt und anschlieBend 1200 ul kalte Kollagen-Lésung zugegeben und gevortext.
Danach wurden je 1,1 ml des Kollagen-Zellgemisches pro Platte ausplattiert und 12 bis
14 Tage im Brutschrank inkubiert. Kolonien wurden nach NBT-Farbung (siehe 2.3.4.5)

ausgewertet.

2.3.4.5 NBT-Farbung hamatopoetischer Kolonien

Fir den Nachweis der NADPH-Oxidase Aktivitat in hAmatopoetischen Patientenkolonien
wurden CFUs (colony forming units) auf Collagen nach etwa 14 Tagen mit einem NBT-
Assay (Nitroblue Tetrazolium) untersucht. Dieser Assay diente dem Nachweis von

reaktiven Sauerstoff-Spezien (ROS) durch Farbumschlag (blau) der NBT-L6sung. In
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dieser Arbeit wurden hierfir Kolonien mit 0,2 % NBT-LOsung in PBS mit 1 mg/ml PMA
Uberschichtet und fur 1 h im Brutschrank inkubiert. NBT positive Kolonien wurde am

Lichtmikroskop ausgezahlt und fir DNA- sowie RNA-Analysen einzeln gepickt.

2.3.4.6 Aza-D/TSA-Behandlung primarer Patientenzellen

Durch Behandlung von Zellen mit einen Methyltransferase-Inhibitor (Aza-D: 5-Aza-2'-
Deoxycytidin) in Kombination mit einem Histondeacetylase-Inhibitor (TSA: Trichostatin
A) kann einer transkriptionellen Repression von Genen entgegengewirkt werden [142]. In
dieser Arbeit wurden mononukleare Zellen aus dem Knochenmark von P2 an Tag 1240
nach Therapiebeginn zunachst in 24-Loch Zellkulturplatten flir 6 Tage in Expansions-
medium (IMDM Medium mit 4 mM L-Glutamin, 30 % FCS, 1 % Pen/Strep, 60 ng/ml hiIL3;
100 ng/ml hSCF; 100 ng/ml hFLT3L; 300 ng/ml hTPO) zur Stimulierung der Proliferation
von CD34"-Vorlauferzellen kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde alle 2-3 Tage durch
Trypan-Farbung (siehe 2.3.1.1) auf Zellzahl und Proliferation iberwacht. Danach wurde
2 Tage mit Aza-D (0 nM, 200 nM, 1000 nM und 2500 nM) behandelt und zur
Verringerung toxischer Nebenwirkung anschlielend zweimal in 10 ml PBS gewaschen.
Darauf folgte eine Behandlung mit TSA (16,5 nM) fur 7 Tage. Bei der negativen Kontrolle
wurde die Aza-Behandlung ausgespart, ansonsten genauso wie mit den anderen Proben
verfahren. Nach der TSA-Behandlung wurde ein Teil der Zellen fir Bisulfit-
Sequenzierungen (siehe 2.2.3.8) verwendet und der Rest auf Kollagen ausplattiert um
die Reaktivierung der Superoxidproduktion hamatopoetischer Kolonien mit Hilfe eines
NBT-Assays (siehe 2.3.4.5) zu bestimmen.

2.3.5 FACS Messung

Mit Hilfe des Fluoreszenz Activated Cell Sorters (FACS) koénnen Zellproteine
durchfluBzytometrisch nachgewiesen werden. Durch eine komplexe Lasertechnik
werden die Zellen in einem geschlossenen, flissigkeitsgeflllten Kapillarsystem einzeln
gemessen. Hierbei werden charakteristische Eigenschaften der Zellen wie GroRe,
Granularitat und Fluoreszenz bestimmt. Mit dieser Technik konnte die Transgen-
expression auf Proteinebene in definierten Zellpopulationen analysiert werden. Dies war

aufgrund von Fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen GP91°"

oder der Eigen-
fluoreszenz von GFP mdglich. In dieser Arbeit wurden fur eine FACS-Probe zwischen

1-2x10° Zellen in PBS gewaschen und fiir einen GP91°"*Nachweis mit dem 7D5-PE
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Antikorper (siehe 2.1.2.2) fir 20 min inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in FACS
Puffer (1 % FBS, 0,1 % NaN; in 1x PBS) gewaschen und mit FACS-Fix-Lésung
(1 % Formaldehyd in 1x PBS) fixiert. GFP transduzierte Zellpopulationen wurden direkt
fixiert. Am FACS-Gerat (FACS Scan) wurden die Proben jeweils im Vergleich zu negativ
Kontrollen (wt Zellen und wt Zellen mit Isotypenkontrolle des eingesetzten Antikorpers,
siehe 2.1.2.2) gemessen. Auswertungen erfolgten mit Hilfe der Cell Quest Pro-Software

(Becton Dickinson).

2.3.5.1 FACS Sortierung

Die Sortierung von unterschiedlichen Zellfraktionen innerhalb einer Zellpopulation
aufgrund der charakteristischen Proteinexpression auf der Zelloberflache ist mit dem
FACS mdoglich. Durch die Lasertechnik kénnen positive (fluoreszierende) Zellen
identifiziert und selektiv von der restlichen Population getrennt werden. Dies erfolgt
durch ein bestimmtes gating der Zellen. In dieser Arbeit wurden primare Zellen von
einem X-CGD-Patienten 472 Tage nach Gentherapiebehandlung in eine GP91P"
exprimierende und eine GP91P"**-negative Population fiir weiterfilhrende RNA-Analysen
getrennt. Dies erfolgte mit Hilfe des 7D5-PE Antikorpers (siehe 2.1.2.2) am FACS ARIA

(Becton Dickinson).

2.4 Bioinformatische Methoden

2.4.1 In silico Analysen von DNA- und RNA-Sequenzen.

Mit Abschluss der Sequenzierung des humanen Genoms sind Kartierungen proviraler
Integrationsorte, sowie Analysen von RNA-Transkripten benachbarter Genen am
Insertionsort ermdglicht worden. Provirale Integrationsstellen von zwei Gentherapie-
behandelten X-CGD-Patienten wurden mittels LAM-PCR (Manfred Schmidt) bestimmit.
Anhand LTR-flankierender genomischer Sequenzen konnte der Integrationsort durch

Sequenzvergleich mit Datenbanken exakt bestimmt werden (www.ncbi.nlm.nih.gov/,

www.ensembl.org/index.html, genome.ucsc.edu/). Mit Hilfe dieser Sequenzinformation

konnte das Primer-Design lokusspezifischer Bisulfit-Sequenzierungen erfolgen. Dartber
hinaus waren die BLAST-Ergebnisse Grundlage fur untersuchte RNA-Transkripte am

Integrationsort. Indieser Arbeit waren vor allem MDS1-EVI1- und PRDM16-Transkripte
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von Bedeutung. Das Primer-Design fir einzelne RNA-Transkripte ist mit der Software

von Integrated DNA Technologies (http://eu.idtdna.com/scitools/ scitools.aspx) erfolgt.

2.4.2 CpG-Inseln und Primer-Design fur Bisulfit-Sequenzierungen

Fir Bisulfit-Sequenzierungen wurden zunachst Sequenzen auf CpG-Inseln untersucht
(vor allem im Promotorbereich). Hierzu wurde das Programm ,MethPrimer®

(http://www.urogene.org/methprimer/index1.html) verwendet [137]. Die Bestimmung von

CpG-Inseln erfolgte nach folgenden Kriterien: GC > 50 %; GC Anteil vorhanden zu
erwartet > 0,6; min. 100 bp Fragmentlange. Das Programm berechnet Primer fur die
Amplifikation von Bereichen mit CpG-Inseln. Hierbei wurde sehr genau auf die
Fragmentlange geachtet, da bei Bisulfit-Konvertierung der DNA leicht Doppelstrang-
briiche entstehen und bisher nur Fragmente bis etwa 720 bp (Angaben des EpiTect

Bisulfit Kits, Qiagen) nachweisbar sind.

2.4.3 Auswertung und graphische Darstellung von Bisulfit-Sequenzierungen

Die Auswertung der Bisulfit-Sequenzierungen ist mit dem Programm DNAstar erfolgt.
Sequenzen aus den verschiedenen Versuchsreihen, wurden mit der original Sequenz
sowie der in silico konvertierten original Sequenz mit dem SegMan Programm in einem
Sequenz-Alignement Ubereinandergelegt. Hierdurch konnten methylierte Cytosine
(welche als C auftauchen) von nicht methylierten Cytosine (welche durch die Konver-
tierung als T auftauchen) unterschieden werden (siehe Abb. 2.4). Die anschlielRende
Auswertung von CpG-Dinukleotiden erfolge mit Hilfe von Power Point, in dem
methylierte Cytosine als schwarzer Kreis, nicht methylierte Cs als weil3er Kreis in einer
Reihe graphisch dargestellt wurden. Eine Reihe entsprach jeweils einer sequen-zierten

Bakterien-Kolonie. Quantifizierungen wurden durch Auszéhlen vorgenommen.

71


http://eu.idtdna.com/scitools/%20scitools.aspx
http://www.urogene.org/methprimer/index1.html




3. Ergebnisse

3.1 Expansion genmodifizierter Zellen in einer X-CGD-Gentherapiestudie

Im Rahmen einer klinischen Phase /Il Gentherapiestudie wurden im Jahr 2004 zwei
X-CGD-Patienten erstmals erfolgreich behandelt [59]. In der Krankengeschichte beider
Patienten waren zuvor zahlreiche schwerwiegende Abszesse und Infektionen u.a. in
Leber und Lunge aufgetreten, welche nach Behandlung mit bisherigen Standard-
therapeutika (Antibiotika und Antimycotika) (siehe 1.2.3) [21, 143, 144] zu keiner
gesundheitlichen Verbesserung gefiihrt hatten. Bedingt durch die schlechte kdrperliche
Verfassung war eine Stammzelltransplantation von einem passenden und gesunden
Spender nicht méglich. Die vergleichsweise starke chemotherapeutische Behandlung
vor heterologer Transplantation hatte vorhandenen Infektionsherden eine unkontrollierte
Ausbreitung im Korper ermdglicht, da das Immunsystem hierbei nahezu vollstandig
ausgeschaltet wird. Dementsprechend hatten beide X-CGD-Patienten keine alternativen
Therapieoptionen und erfullten somit die Eintrittsbedingungen fur diese klinische
Phase /Il Gentherapiestudie. Hierbei wurden CD34" Zellen (Stammzellen) nach G-CSF-
Mobilisierung in das periphere Blutgefalisystem der Patienten durch Apharese isoliert
und aufgereinigt. Im Anschluss daran wurden die Patientenzellen ex vivo transduziert.

Dies erfolgte mit einem LTR-getriebenen y-retroviralen Vektor (SF71GP91P"

), der fir
eine intakte cDNA-Kopie des therapeutischen Transgens GP91°"* kodierte. Wahrend-
dessen wurden beide Patienten mit einer milden Chemotherapie (Busulfan 2 x 4 mg/kg
Korpergewicht) auf die anstehende Transplantation vorbereitet (siehe Abb. 1.10). Die
hierdurch verursachte nicht-myeloische Ablation forderte die Einnistung genmodifizierter
Zellen in das Knochenmark der Patienten nach Transplantation. Schon 50 Tage nach
Therapiebeginn wurde der erste Erfolg dieser Gentherapiestudie sichtbar, da etwa
10 - 20 % der Patientenzellen (Granulozyten) mit dem Transgen GP91°"* transduziert
waren (siehe Abb. 1.11) und die Infektionsherde in der Lunge und Leber nahezu

vollstéandig aufgeldost werden konnten [59].

Nach Transplantation genmodifizierter Zellen wurden diese molekularbiologisch
Uberwacht. An regelmaRigen Zeitpunkten wurden den Patienten Blutzellen enthommen
und untersucht. Mittels qPCR gegen die provirale DNA konnte eine Zunahme des Anteils
transduzierter Granulozyten in beiden Patienten nachgewiesen werden (Abb. 1.11, von
der Eufets GmbH durchgefihrt). Etwa 200 bis 300 Tage nach Transplantation kam es zu

einer Zunahme auf etwa 40-60% bei beiden Patienten. Diese Expansion konnte mittels
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RT-PCR auf die Aktivierung von drei proliferationsfordernden Genloci (Setbp1, Prdm16
und Mds1-Evi1) zurlickgefuhrt werden. Die transkriptionelle Aktivierung hatte zu einem
Selektionsvorteil dieser transduzierten Zellen geflihrt. Entsprechend konnte mit LAM-
PCR gezeigt werden, dass der Anteil an Zellen mit Insertionen in diesen drei Genen, mit

der Expansion genmodifizierter Granulozyten im Verlauf der Gentherapie korrelierte [59].
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Abb. 3.1 Klonaler Anteil einzelner proviraler Integrationen an allen proviralen Integrationen. Tracking
dominanter Insertionen in peripheren Blutproben lber die Zeit von Patient 1 (oben) und Patient 2 (unten).
Die Frequenz einzelner Klone wurde durch LAM-PCR-Integrationsanalysen mit Pyrosequenzierung quanti-
fiziert (Manfred Schmidt, Christof v. Kalle). Bei Patient 1 dominierte Klon A08 (Prkra) mit anderen
MDS1-Integrationen bis Monat 18 die Hamatopoese und wurde dann von Klon A01 (Mds7) und G11 (Mds1)
abgeldst. Klon G11 setzte sich bis Monat 27 durch. In Patient 2 wurde die Hamatopoese etwa bis Monat 28
von verschiedenen MDS1-Integrationen dominiert. Hier setzten sich letztlich Klon FO2 (Mds7) und Klon A02
(Mds1) bis Monat 44 durch. (modifiziert von [132]).
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Durch Pyrosequenzierung der LAM-PCR-Analysen konnte zudem der klonale Anteil
einzelner proviraler Integrationen an allen detektierbaren proviralen Integrationen
quantitativ erfasst werden (Manfred Schmidt, Christof v. Kalle). Hier zeigte sich, dass die
Hamatopoese bei Patient 1 bis Monat 18 nach Transplantation von Klon AO8 (Prkra)
zusammen mit anderen Mds7-Integrationen dominiert wurde. Ab Monat 20 wurden diese
Klone von Klon A0O1 (Mds7) und Klon G11 (MdsT) verdrangt. Letztlich setzte sich Klon
G11 bis Monat 27 nach Transplantation durch und machte einen Anteil von 80 - 100 %
aller nachweisbaren Integrationen aus. Bei Patient 2 wurde die Hamatopoese von
verschiedenen Mds17-Integrationen bis Monat 28 dominiert. Ab Monat 30 wurde der Klon
FO02 (Mds7) dominant und setzte sich bis Monat 44 nach Therapiebeginn durch (siehe
Abb. 3.1).

Diese Fluktuation der klonalen Frequenz einzelner Insertionen spiegelte die Fitness
einzelner Klone wieder. Diese Beobachtung zeigte deutlich, dass der Mds7-Evii-
Genlokus eine wichtige Rolle fir die Proliferation transduzierter Zellen spielte. Das
unterschiedliche Mal proliferationsférdernder Eigenschaften war vermutlich durch
verschieden starke insertionelle Aktivierung des Mds1-Evi1-Genlokus abhangig von der
Position in diesem Gen hervorgerufen. Zusatzlich waren sekundare Ereignisse fur die
gesteigerte Fitness (Durchsetzungsvermégen) von Klon G11 und F02 sehr wahrschein-
lich.

3.1.1 Expressionsanalysen am Mds1-Evi1-Genlokus

Durch Integrationsanalysen (LAM-PCR) konnten provirale Insertionen im Genom
lokalisiert werden [59]. Eine Ubersicht der Insertionen am predominierenden
CIS-Genlokus (Mds1-Evit) ist in Abb. 3.2 schematisch dargestellt. Auffallig &hnliche
Insertionscluster wurden fir beide Patienten gefunden. Unabhangig von der Orientierung
waren die Proviren in den gleichen Intron-Bereichen des Mds1-Evi1-Genlokus integriert.
Die Untersuchung auf insertionelle Aktivierung endogener Transkripte erfolgte durch
RT-PCR mit spezifischen Primern gegen EVI1 (Exon 1B und Exon 4) oder dem
Fusionstranskript MDS1-EVI1 (Mds1 Exon 2 und Evi1 Exon 2). Ebenso wurde gepruft,
ob Fusionstranskripte der proviralen LTR mit dem 2. Exon von EVI1 nachzuweisen
waren, ahnlich wie es fur MSCV-Vektoren an dem Prdm16-Genlokus in Mausversuchen

beschrieben wurde [109].
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Abb. 3.2 Lokalisation proviraler Integrationen und Nachweis von Transkripten am Mds17-Evi1-
Genlokus nach Gentherapie. Untersuchung transkriptioneller Aktivierung durch Insertionsmutagenese mit
RT-PCR gegen angegebene Transkripte am Mds7-Evi1-Genlokus (Primer: Pfeile). Insertionen in diesen
Genen wurden mit LAM-PCR (Ott et al., Nat Med 2006) identifiziert und wie angegeben lokalisiert. (LTR:

long terminal repeat; SD: Spleidonor; PR-Domane: positive Regulator Domane)

3.1.1.1 Aktivierung des Mds7-Evi1-Genlokus in Patientenzellen

Die Eigenschaft von Retroviren stabil im Genom einer Wirtszelle integrieren zu kénnen,
ist per se mit einer Veranderung am Integrationslokus verbunden. Das Phanomen der
Insertionsmutagenese ist vor allem Folge von Promotor- und Enhancer-Effekten auf die
endogene Genexpression und von der Vektordosis abhangig [145-148]. Da eine
Anreicherung von Blutzellen der Patienten mit proviralen Insertionen am Mds171-Evi1-
Genlokus nachweisbar war, wurden gezielte Untersuchungen der Genexpression an
diesem Genlokus vorgenommen. Die Uberexpression von EVI1- und MDS1-EVI1-
Transkripten wurde bei Patienten mit myeloischer Leukdmie bereits beschrieben und
zumeist durch sogenannte Umlagerung des 3926 Genlokus hervorgerufen [130]. Auch
konnten Leukdmien in Mausen mit einzelnen Insertionen an diesem Genlokus

charakterisiert werden [149].
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In verschiedenen myeloischen Zellpopulationen von P1 konnte eine deutliche Hoch-
regulierung der RNA-Expression von EVI1 sowie von MDS1-EVI1-Fusionstranskripten
im Verlaufe der Therapie gezeigt werden. Vergleichbar mit der wildtyp-Situation, waren
diese Transkripte bis an Tag 157 nach Gentherapie nicht nachweisbar. Im weiteren
Verlauf konnten sie jedoch von Tag 381 bis Tag 820 durchgehend detektiert werden
(Abb. 3.3 A). Diese Uberexpression war analog bei P2 ab Tag 343 fur MDS1-EVI1 und

ab Tag 491 fur EVI1 in der Granulozyten-Fraktion durchgehend nachweisbar (Abb. 3.3
B).

A)
-C cOMA: P1 -z
#4 wt 157 381 472 746 7958 520 H,0O
¥-CGD gran mnc  gran  mnc gran PE gran mnc mnc
Il + - GPA1(FACS)
S S G e |G S — — EVIT
S Gy e |G S am— — MDS1-EVI
- —— 5'LTR-EYI1
-  — N — G — — — — — )'-'\k'tlﬂ
B)
Granulozyten
- cOMA P2 -z
wi 245 343 431 861 982 H,O
M + - + - + - + - + - + - - RT
— — J— EVI1
| e e —— — — S'LTR-EWI1

Abb. 3.3 Nachweis transkriptioneller Aktivierung am Mds7-Evi1-Genlokus in transduzierten
Blutzellen von zwei X-CGD Patienten. RT-PCR-Nachweis von EVI1-Transkripten und von MDS1-EVI1-
bzw. 5’LTR-EVI1-Fusionstranskripten in Zellen von P1 (A) und P2 (B) im Verlauf der Zeit nach Gentherapie.
(Zahlen: Tag nach Transplantation; #4: transduzierter PLB X-CGD Klon mit 2 Kopien SF71phox; wt: wildtyp;
gran: Granulozyten; mnc: mononukledre Zellen; PB: peripheres Blut; -C: negativ Kontrolle Wasser bzw.
SF71phox transduzierte Zelllinie; RT: Reverse Transkriptase; M: 100bp Ladder)
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Die Entstehung sogenannter 5’LTR-EVI1-Fusionstranskripten bei P1 konnte interes-
santerweise an den Zeitpunkten 381 sowie 472 und bei P2 von Tag 343 bis Tag 982
nach Therapiebeginn gezeigt werden. Zur Aufklarung des Ursprungs dieser Fusions-
transkripte, wurden Granulozyten von P1 an Tag 472 auf GP91°"*-Proteinexpression mit
dem FACS sortiert und anschlieRend die RNA-Expression untersucht. In der GP91P"*-
exprimierenden Zellfraktion konnten 5’ LTR-EVI1-Fusionstranskripte nachgewiesen
werden, in der GP91""**-negativen Fraktion jedoch nicht. Somit konnten diese Fusions-
transkripte mit dem aktiv transkribierenden viralen SFFV-Promotor in Verbindung
gebracht werden. Aus diesen Fusionstranskripten entstanden nach der Translation
wahrscheinlich EVI1-Proteine, da der Translationsstart im 3. Exon von Evi1 liegt (Abb.
3.2).

In weiterfihrenden Untersuchungen wurde Uberprift, ob das erste Exon von Mds1
Bestandteil des MDS1-EVI1-Fusionstranskriptes war. Hierzu wurden fir RT-PCR-
Analysen die forward Primer in das erste Exon von Mds1 gelegt, die reverse Primer im
zweiten Exon von Evi1 beibehalten. Nach Sequenzierung amplifizierter Fragmente,
konnte das Vorhandensein des ersten Exons von Mds71 bestatigt werden (Abb. 3.4).
Somit wurden die MDS1-EVI1-Fusionstranskripte in den X-CGD-Patientenzellen sehr
wahrscheinlich vom endogenen Mds7-Promotor nach Transaktivierung durch den
proviralen SFFV-Enhancer initiiert. Die zusatzliche etwas niedriger laufende Bande in
der PB Probe von P2 an Tag 820 war durch unspezifische Primerbindung im Genom

entstanden und entsprechend zu vernachlassigen.

-C cONA P cONA P2 -C

#4 381 820 413 861 H0

Mo o¥-coD omnc PB gran gran

Bibp | J — | — | | — MOS1-EVI
o (Exon1)
—
2568 | S | [ | - — | — Akdin

Abb. 3.4 Nachweis des ersten Exons von MDS1 als Bestandteil der MDS1-EVI1-Fusionstranskripte.
RT-PCR Analyse mit spezifischen Primer gegen das erste Exon von Mds7 und das 2 Exon von Evi1. (Zahlen
oben: Tage nach Transplantation; #4: transduzierter PLB X-CGD Klon mit 2 Kopien SF71°"%; wt: wildtyp;
gran: Granulozyten; mnc: mononukleadre Zellen; PB: peripheres Blut; -C: negativ Kontrolle; bp Basenpaare;
M: 100bp Ladder)
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Die Fragestellung nach dem Zusammenhang zwischen spezifischem Integrationsort und
resultierendem Expressionsprofil hat genauere Untersuchungen auf klonaler Ebene
notwendig gemacht. Hierzu wurden hadmatopoetische Kolonien von P2 an Tag 982 je zur
Halfte fur DNA-Untersuchungen des proviralen Insertionsortes und zur anderen Halfte
fur RNA-Expressionsanalysen eingesetzt. Anhand lokusspezifischer PCRs (von Carolin
Preiss durchgeflhrt) gegen dominante Klone von P2 (siehe Abb. 3.1) konnten
spezifische provirale Integrationen einzelnen Kolonien zugeordnet werden. Kolonien des
dominanten Klons F02 (Mds1) ebenso wie des Klons A02/B06 mit Insertionen in Mds1
und Glis1, zeigten eine Uberexpression der EVI1- sowie der MDS1-EVI1-Transkripte
vergleichbar mit der Gesamtpopulation der Granulozyten an Tag 982 (Abb. 3.5). Die
1P sowie 5'LTR-EVI1 Fusions-

transkripte waren in Kolonien dieser Klone nicht nachzuweisen. Dem zur Folge konnte

Expression des therapeutischen Transgens GP9

trotz fehlender Transgenexpression eine Transaktivierung des Mds7-Evi1-Genlokus bei
den Klonen F02, A02 und B06 gezeigt werden.

cDNA:P2Tag982

gran FO2 AD2+B06  keinVektor C
[y} [{w] = o
8 58 d - 2 8 8¢
btk o ¥ Y o X ¥
M + - + + + + + + + + + - RT
—
R Spleik
S'LTR-EVI1
-— —_F- — — EVIT
_—— - |— —_ MDS1-EVI1
—

Abb. 3.5 Transkriptionelle Aktivierung des Mds7-Evi1-Genlokus in dominanten Klonen von P2.
Knochenmark von P2 wurde an Tag 982 entnommen und Ficoll gereinigte mononukledre Zellen auf
Methylzellulose ausplattiert. Himatopoetische Kolonien wurden nach 14 Tagen einzeln gepickt und je zur
Halfte fir DNA-Analysen des Integrationsort mit lokusspezifischer-PCR und zur anderen Halfte fir RNA-
Expressionsanalysen mittels RT-PCR gegen angegebene Transkripte eingesetzt. Gezeigt ist die
insertionelle Aktivierung von EVI1- sowie von MDS1-EVI1-Transkripten dominanter Klonen von P2,

1ph°X-Transgenexpression sowie die 5’LTR-EVI1-Fusionstranskripte nicht nachweisbar

1 phox

wohingegen die GP9
waren. Ubersicht eingesetzter Primer fiir den Nachweis von GP9 -Transkripten mit Unterscheidung der
SpleiBvarianten siehe Abb. 3.8. (gran bulk: Gesamtpopulation der Granulozyten; K: Kolonie; FO02:
dominanter Klon 87429F02 (Mds1); A02 + B06: dominanter Klon mit zwei Integrationen 87429A02 (Mds1)

und 81676B06 (Glis1); Kein Vektor: nicht transduzierte Kolonien, C: H,O; RT: Reverse Transkriptase)
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3.1.2 Expressionsanalysen am Prdm16-Genlokus

Mittels LAM-PCR-Analysen konnte Prdm16 (Homolog von MDS1-EVI1) als weiterer CIS-
Genlokus in der X-CGD-Gentherapiestudie identifiziert werden. Die insertionelle
Aktivierung der RNA-Transkripte von PRDM16 war bereits beschrieben [59]. Da die
Insertionen im ersten Intron vorwiegend in einem Cluster von 3kb in forward Orientierung
in beiden X-CGD-Patienten nachzuweisen waren, konnte ein funktionaler Zusammen-

hang mit der klonalen Selektion vermuten werden (Abb. 3.6).

Gen Prdmf16:
PR Domain Zinc Finger Protein 16
] 2] El ax
., / \
chr. 1 o e P orw ik
(q36.32)
e bl L A kb A
?/5 forward Integration ffﬁ reverse Integration * ATG
| PR-Domane )
SD I 1
RNA 5LTR- PRDM16 [LTR LTR ] L] -
’b < 4
*  Primer

Abb. 3.6 Nachweis von Transkripten am Prdm16-Genlokus nach Gentherapie. Untersuchung
transkriptioneller Aktivierung durch Insertionsmutagenese mit RT-PCR auf 5LTR-PRDM16-Fusions-
transkripte am Prdm16-Genlokus. Provirale Insertionen wurden mit LAM-PCR identifiziert und wie
angegeben lokalisiert [59]. (LTR: long terminal repeat; SD: Spleiidonor; PR-Domane: positive Regulator

Domane)

Die Entstehung von Fusionstranskripten am Prdm16-Genlokus wurde mit RT-PCR-
Untersuchungen analog zu dem 5'LTR-EVI1-Fusionstranskript (Abb. 3.2 und Abb. 3.3)
untersucht. Aus Maus-Transplantationsversuchen mit klonaler Dominanz waren solche
Fusionstranskripte bereits bekannt [109]. Hierzu wurde RNA aus Granulozyten von P2

an den Tagen 413 und 861 nach Gentherapiebehandlung isoliert. Der Nachweis dieser
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5'LTR-PRDM16-Fusionstranskripte ist in Abb. 3.7 gezeigt. Es ist wahrscheinlich, dass
diese von der proviralen SFFV-LTR initiiert wurden und zu der verkirzten PRDM16-
Proteinvariante ohne PR-Doméne fihrten, da Prdm16 Uber ein alternatives ATG in
Exon 4 verfugt (Abb. 3.6). Auf Proteinebene ist dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht weiter untersucht worden.

-C cONA P2 -C

#4 413 861 HO

Mo X-CGD  gran aran

Addbp | o | | — 5LTR- PRDM16

345k
=", -— F Aktin

Abb. 3.7 Nachweis von 5’LTR-PRDM16-Fusionstranskripten mittels RT-PCR in Granulozyten von P2.
(#4: transduzierter PLB X-CGD-Klon mit 2 Kopien SF71phox; Zahlen oben: Tage nach Transplantation;
gran: Granulozyten; -C: negativ Kontrolle Wasser bzw. SF71phox transduzierte Zelllinie)

3.2 Rekonstitution der Superoxidproduktion in X-CGD-Patientenzellen

Im Rahmen des X-CGD-Patientenmonitoring nach Gentherapie wurde die Protein-
funktion des eingebrachten Transgens mittels DHR-Assays an Granulozyten verfolgt.
Dieser in der Klinik weit verbreitete Nachweis ist ein Mal flr die Entstehung reaktiver
Sauerstoff-Spezien (ROS) beim respiratorischen Burst in Granulozyten [150, 151]. Er
wurde als Mal fur die funktionelle Korrektur des Erbdefektes beider behandelter X-CGD-
Patienten nach Gentherapie eingesetzt. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass
schon eine relativ geringe Korrektur der NADPH-Oxidase-Aktivitdt von etwa 10% in
Monozyten zu einem klinischen Vorteil fuhren kann [28]. Ebenso konnte dies bei
weiblichen, haploiden X-CGD-Ubertragern gezeigt werden, da sie ein symptomfreies
Leben mit dieser Erbkrankheit fliihren [29].

3.2.1 Monitoring der Proteinfunktion von GP91°"*

Zu Beginn der Therapie gab es eine gute Korrelation zwischen dem Anteil an DHR-

positiven Granulozyten und dem Anteil transduzierter Granulozyten bei beiden
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Patienten. Auch wahrend der Expansionsphase transduzierter Zellen war die
Proteinfunktion bei P1 bis etwa Tag 300 proportional zur Genmarkierung. Trotz stabiler
Genmarkierung kam es jedoch zu einer starken Abnahme der Superoxidproduktion bei
P1 etwa ab dem Tag 300 und bei P2 ab dem Tag 200 nach Therapiebeginn. Von initial
20 % bzw. 30 % DHR-positiver Zellen fiel das Level auf etwa 2 % bzw. 10 % in den
Patienten ab (Abb. 1.11). Ahnliche Phdnomene wurden bisher fiir keine andere humane
Gentherapiestudie beschrieben und waren somit Ausgangspunkt flir Untersuchungen

der Transgenexpression in Patientenzellen.

3.2.2 Semiquantitative Analyse der mMRNA-Expression von GP91P"*

Die Transgenexpression transduzierter Patientenzellen wurde von dem proviralen SFFV-
Enhancer und -Promotor in der LTR gesteuert. Bestandteil des LTR-getriebenen
y-retroviralen Vektors ist ein Splei3-Donor- (SD) und Spleif3-Akzeptor-System (SA) in der
Leadersequenz. Flr den Nachweis transgener Transkripte wurden forward Primer in den
Leaderbereich und reverse Primer in die GP91°"*Sequenz gesetzt. Hierdurch konnten
endogene GP91P"*Transkripte der Patientenzellen bei dem RT-PCR-Nachweis ausge-
schlossen werden. Durch Variation der forward Primer vor oder hinter das SD/SA-
System konnten verschiedene SpleiRvarianten unterschieden werden (Abb. 3.8). In
diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwahnen, dass in der Regel nur korrekt
gespleite GP91""*mRNA zu einem funktionellen GP91""*-Protein fiihrt. Alternative
Translationsstarts am N-Terminus, ebenso wie Mutationen im kodierenden Teil des

Transkriptes fihren zum Abbau der Translationsprodukte in den Zellen [152].

Der semiquantitative Nachweis transgener GP91°"*-Transkripte bei P1 ist auf mono-
nukledren Zellen aus dem peripheren Blut an verschiedenen Zeitpunkten nach
Gentherapie erfolgt. In diesem Ansatz wurde nicht zwischen verschiedenen
Spleivarianten unterschieden. Insgesamt war eine deutliche Abnahme transgener
GP91P™*Transkripte in Relation zur Ladekontrolle (Aktin) Uiber die Zeit messbar (Abb.
3.9). Ein Zusammenhang zwischen dem Verlust der GP91°"*Proteinaktivitat und der
Abnahme der Transkriptmengen war sehr wahrscheinlich. Die negativen Kontrollen

(ohne RT) haben kein Signal gezeigt, womit DNA-Verunreinigungen ausgeschlossen
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DNA: SF71rhex Provirus

ATG
SD SA
GPgphox H SFFVLTR ‘
»» O &
Sonde GP91 gesanmt
176bp
RNA: GP91prhex Transkripte Protein: GP91phex
Genomisches Tran skript CAP ABBA -
G 7910p
Spleil-Tran skript CAP o AAAA +
> «
> 291bp N
Alt. Spleik-Transkript| CAP AAAL -
> B19bp .
Alt. Spleik-Transkript | CAP . ABAR, -
\-’ «
»  s12pp 4

Abb. 3.8 Ubersicht proviraler GP91°"*-Transkripte. Das SF71""-Provirus initiert die Transgen-
expression im SFFV-Promotor der LTR (oben). GP91°"*Transkripte sind mit GroBe der RT-PCR-
Fragmente angegeben (unten). Fir nachfolgende quantitative RT-PCR-Analysen der gesamten GP91PMx
Transkripte wurde die angegebene Sonde verwendet. Nur das SpleiR-Transkript fiihrt auch zu einem
funktionellen Protein, die alternativen Splei3-Transkripte | und Il jedoch nicht (Abb. 3.11). SFFV: Spleen
Focus Forming Virus; LTR. long terminal repeat; SD: Spleils Donor; SA: Spleil® Akzeptor; alt: alternatives)

F1 cOMA MmN

157 381 820 381 320

Tl + + + - - RT
17600 — [ | | — | | s— GP91 gesamt
346bp — — — — Aktin

Abb. 3.9 Semiquantitative GP91ph"x-RNA-Expressionsanalyse bei P1. RNA wurde aus gereinigten
mono-nuklearen Zellen von P2 an verschiedenen Zeitpunkten nach Therapiebeginn isoliert und RT-PCR auf
die cDNA gegen die gesamt GP91°"*Transkripte (Abb. 3.8) durchgefiihrt. Eine Abnahme der GP91P"*-
Transkripte war von Tag 157 zu Tag 820 zu beobachten. (Zahlen oben: Tage nach Transplantation; M:
100bp Ladder; RT: Reverse Transkriptase)
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werden konnten. Zum Zeitpunkt 157 fehlt diese Kontrolle wegen mangelndem
Ausgangsmaterial. Da alle Proben parallel bearbeitet wurden, war jedoch keine DNA-

Kontamination zu erwarten.

Analysen der Transgenexpression wurden bei P2 auf gereinigte Granulozyten aus dem
peripheren Blut durchgeflihrt. Hierbei wurde analog zu den Ergebnissen bei P1 eine
Abnahme der gesamt GP91P"*-RNA-Transkripte im Therapieverlauf gemessen (vgl.
Abb. 3.8). Dariber hinaus wurden bei P2 auch verschiedene Spleilvarianten
unterschieden, die genauso wie die gesamt GP91°"*-Transkripte iiber die Zeit deutlich
abnahmen (Abb. 3.10). Die alternative Spleil3-Variante | (Fragment 619bp) ergab nach
Sequenzanalyse, dass der SA hinter dem ATG von GP91°"* |ag und somit nicht zu

funktionalem Protein fihren konnte.

Kontroll-cDMNA cOMAIP2
SFE7144 it 245 343 861
HCGD gran gran gran gran H.0
Mo+ - + - + - + - + - - RT
T51bp ————_———————
610bp — —! ﬁ - - rocard
GP31 Spleil

291D — | —— — -—
176bp — | == e— — P91 gesamt

Abb. 3.10 Semiquantitative GP91ph°x-RNA-Expressionsanalyse bei P2. RT-PCR-Analyse auf gereinigte
Granulozyten von P2 an verschiedenen Zeitpunkten nach Therapiebeginn bzw. von wildtyp Kontroll-Zellen
oder einem Zelllinien-Klon #4 mit zwei Kopien SF71phox. Nachgewiesen wurden gesamt GP91°"-
Transkripte bzw. Splei3-Transkripte (vgl. Abb. 3.8). Eine Abnahme der GP91ph°"-Transkripte sowie der
SpleilR-Transkripte war von Tag 245 zu Tag 861 zu beobachten. (Zahlen oben: Tage nach Trans-plantation;

M: 100bp Ladder; wt: wildtyp; RT: Reverse Transkriptase)

3.2.3 Qualitative Analyse der mRNA-Expression von GP91P"*

Zu Aufklarung des Beitrags verschiedener SpleiRvarianten der GP91P"™-RNA-
Transkripte zu der funktionalen Proteinexpression wurden Granulozyten von P1 von Tag
472 mit dem FACS sortiert. RT-PCR-Analysen der GP91P"* positiven Fraktion ergaben
die erwarteten Fragmente, vergleichbar mit dem transduzierten Zelllinienklon #4 mit zwei
SF71phox-Kopien. Entsprechend konnten das genomische Transkript (751bp), das
korrekt gespleifte Transkript (291bp) und ein alternatives Spleil3-Transkript | (619bp)
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nachgewiesen werden. In der GP91°P"*-Protein negativen Granulozyten-Fraktion war das
korrekt gespleiRte GP91P"*-Transkript (291bp Fragment) nicht vorhanden. Neben dem
genomischen Transkript waren jedoch zwei zusatzliche Fragmente aufgetreten (Abb.
3.11). Die Sequenzierung der starkeren Bande (mit * markiert) ergab ein weiteres
alternatives Spleil3-Transkript 1l, welches nicht zum funktionellen Protein translatiert
werden konnte. Ursachen auf transkriptineller Ebene konnten nach Sequenzierung
jedoch nicht abschlieRend geklart werden. Die zweite zusatzliche, etwas schwachere

Bande konnte nicht kloniert werden.

Aus diesen Untersuchungen ging deutlich hervor, dass nur diejenigen GP91P"*-Trans-
kripte zur funktionellen Proteintranslation flihren, die Uber das vorgesehene virale
SD/SA-System gespleit wurden (siehe 291bp Fragment, Abb. 3.8). Alle anderen
nachgewiesenen Transkript-Varianten fuhrten jedoch nicht zu einem im FACS
nachweisbaren GP91°"™*Protein. Diese Beobachtung war konsistent mit der
beschriebenen Instabilitdt der mRNA-Transkripte, hervorgerufen durch Mutationen in der
Sequenz von GP91°" (Cybb) [152)].

#e wit P1472
¥-CcoD o gran gran H20

M + - + - GPS1{FACS)
T51bp — —
618bp — — GP91 Spleik
291bp — —
176bp — |77 —— D — GP91 gesamt
346bp _, W S| e — Aktin

* Alt Spleif-Transkriptll

Abb. 3.11 Qualitative GP91°"*-Expressionsanalyse bei P1. RT-PCR-Analyse auf die gesamt GP91""**-
Transkripte und die Splei-Transkripte (vgl. Abb. 3.8) FACS sortierter (GP91°"**) Granulozyten von P1 an
Tag 472 nach Therapiebeginn. Zur Kontrolle wurden wildtyp-Zellen bzw. ein Zelllinien-Klon #4 mit zwei
Kopien SF71phox parallel analysiert. (Zahlen oben: Tage nach Transplantation; M: 100bp Ladder; wit:
wildtyp; RT: Reverse Transkriptase)
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3.2.4 Quantitative Analyse der mRNA-Expression von GP91P"

Nachdem in semiquantitativen RT-PCR-Untersuchungen (vgl. 3.2.2), eine Reduktion der
GP91P"* Transgenexpression {ber die Zeit gemessen wurde, war im Weiteren eine
genaue Quantifizierung der Transkriptmengen erforderlich. Hierzu wurde mittels
quantitativer RT-PCR (qQRT-PCR) die Gesamtheit der GP91°"-Transkripte in Relation
zu der Expression des Haushaltsgens GAPDH ausgewahlt. Mit Hilfe der sogenannten
relativen Quantifizierung (AACt-Methode) kann eine Veranderung einer Messgroflie wie
z.B. der Transgenexpression an unterschiedlichen Zeitpunkten in Relation zueinander
gemessen und berechnet werden. Normalisiert wird hierbei durch Haushaltsgene wie
z.B. GAPDH oder Aktin [153, 154]. Zur Detektion spezifischer Signale wurde eine FAM-
markierte Sonde (Abb. 3.8) eingesetzt. Uber Verdiinnungsreihen wurde sichergestellt,
dass die PCR-Effizienz von GP91°" und GAPDH vergleichbar waren und die Signale

jeweils im dynamischen Bereich der qRT-PCR gemessen wurden.
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Abb. 3.12 Quantitative GP91°"*-Expressionsanalysen. RNA wurde aus Granulozyten von P1 (A) und P2
(B) an verschiedenen Zeitpunkten nach Therapiebeginn bzw. von wildtyp-Zellen isoliert und RT-PCR zum
Nachweis der gesamt GP91°"**-Transkripte (vgl. Abb. 3.9) durchgefiihrt. Die relativen GP91""*-Transkript-
mengen wurden mit Hilfe der AACt-Methode im Vergleich zu wildtyp-Zellen berechnet (rote Linie). Der Anteil
funktionell-genmodifizierter Granulozyten ist jeweils mit einer schwarzen Linie dargestellt. Die Standard-

abweichung wurde aus zwei unabhangigen Versuchen berechnet.
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Nach erfolgreicher Etablierung der GP91°P"* qRT-PCR konnte in Granulozyten beider
Patienten eine deutliche Reduktion der Transgenexpression Uber die Zeit nachgewiesen
werden. Bei P1 konnte eine 9,3-fache Reduktion (vgl. Tag 269 zu Tag 820) und bei P2
eine 4-fache Reduktion (vgl. Tag 245 zu Tag 861) der GP91P"*Expression gezeigt
werden. Die Abnahme des prozentualen Anteils funktioneller Granulozyten korrelierte mit
der Abnahme der Transgenexpression bei beiden Patienten recht gut (Abb. 3.12). Der
quantitative Nachweis der GP91°P"™-RNA-Transkripte hat somit die Ergebnisse der
semiquantitativen Analysen bestatigt. Der Verlust der Superoxidproduktion in den
Patientenzellen korrelierte mit dem Verlust der Transgenexpression und deutete somit

auf eine Abschaltung der proviralen Promotoraktivitat hin.

3.3 Analyse der SFFV Promotor-CpG-Methylierung

Die Abnahme der Transgenexpression in den Patientenproben Uber die Zeit hat eine
epigenetische Abschaltung des proviralen Promotors vermuten lassen, dhnlich wie es in
Mausmodellen und embryonalen Stammzelllinien beschrieben wurde [155, 156]. Eine in
silico Untersuchung mit Hilfe der Methprimer-Software [137] auf CpG-Inseln ergab, dass
es zwei dieser CpG-reichen Regionen in der proviralen Sequenz gab. Zum einen war
eine CpG-Insel im SFFV-Promotor vorhanden und zum anderen gab es noch eine
weitere im Leaderbereich des Provirus (siehe blaue Markierungen in Abb. 3.13). Die
Analyse des SFFV-Enhancers ergab 6 einzelne CpG-Dinukleotide, die sich innerhalb
eines CpG-Clusters befanden, jedoch keine CpG-Insel bildete. Fir den Nachweis der
CpG-Methylierung mittels Bisulfit-Sequenzierung wurden sogenannte bisulfitspezifische
Primer gegen die SFFV-LTR ausgesucht, welche sowohl in der 5'LTR als auch in der
3'LTR des SFFV-Promotor- und Enhancerbereichs binden. Fiir den Nachweis der CpG-
Methylierung wurde DNA aus Patientenproben von verschiedenen Zeitpunkten nach
Gentherapie DNA isoliert und anschlieBend mit dem Bisulfit-Reagenz konvertiert. Hierbei
wurden nicht methylierte Cytosine in Uracile umgewandelt, wohingegen diese Reaktion
bei methylierten Cytosinen ausblieb (siehe Abb. 2.4). Nach PCR-Amplifikation, Sub-
klonierung der Fragmente in den TOPO-Vektor und Sequenzierung einzelner Bakterien-
Kolonien, war eine Unterscheidung zwischen Cytosinen und Thymidinen moglich. [157].
Somit konnte anhand der Sequenzen bestimmt werden, ob die 6 CpGs im Enhancer und
die 18 CpGs im Promotor an unterschiedlichen Zeitpunkten nach Therapiebeginn

methyliert oder nicht methyliert vorlagen.
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Abb. 3.13 Analyse des SF71°"*Provirus auf CpG-Inseln. Der provirale CpG-Gehalt wurde mit der
Methprimer-Software ermittelt [137]. CpG-Inseln sind blau eingefarbt und wurden entsprechend der
Definition (GC > 50 %; GC Anteil vorhanden zu erwartet > 0,6; min. 100 bp Fragmentlange) bestimmt. Kreise
unterhalb der LTR-Bereiche geben einzelne CpGs an, welche in nachfolgenden Methylierungs-analysen

untersucht wurden. (Enh: Enhancer)

3.3.1 CpG-Methylierung in peripheren Blutzellen von Patient 1 und Patient 2

Untersuchungen des Methylierungszustandes der CpG-Dinukleotide mittels Bisulfit-
Sequenzierung in der proviralen LTR ergaben, dass ein Groldteil der SFFV-Promotor-
CpG-Insel kurz nach Beginn der Gentherapie Uberwiegend nicht methyliert war. Diese
Beobachtung korrelierte mit der guten GP91P"*-Enzymaktivitat in der Anfangszeit der
Gentherapiebehandlung (vgl. Abb. 1.11). Allerdings zeigten die Analysen spaterer
Zeitpunkte, dass der SFFV-Promotor ab Tag 795 bei P1 und ab Tag 560 bei P2 fast
vollstdndig methyliert war. Auffallig war hierbei, dass die CpG-Methylierung vom
Transkriptionsstart ausgehend - am Beginn der R-Region in der LTR - konsistent in 3'-
Richtung ausgepragt war. Die Zunahme der Promotormethylierung korrelierte also mit
der Abnahme der GP91°"*Transgenexpression iiber die Zeit in beiden X-CGD-
Patienten (vgl. 3.2.4). Dies lieferte den Hinweis auf eine epigenetische Abschaltung der
proviralen Expressionskassette in den Patientenzellen. Interessanterweise wurden CpG-
Dinukleo-tide im Enhancer zu keinem Zeitpunkt methyliert vorgefunden. Dieses
Phanomen deutete auf einen Selektionsdruck im Enhancerbereich hin, welcher durch
Trans-aktivierung benachbarter Gene am Integrationsort, transduzierten Patientenzellen

einen Proliferationsvorteil verschaffen konnte.
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Abb. 3.14 CpG-Methylierungsanalyse des SF71°"*Provirus. An verschiedenen Zeitpunkten nach
Gentherapie wurde DNA aus peripheren Blutzellen von zwei X-CGD-Patienten isoliert und mittels Bisulfit-
Sequenzierung der Methylierungszustand des viralen SFFV-Promotors und -Enhancers bestimmt. CpG-
Dinukleotide sind in Form von Kreisen dargestellt (weil3: nicht methyliert; schwarz: methyliert) und
reprasentieren innerhalb einer Reihe jeweils einen Bakterienklon. Die Methylierung ist fir P1 in A) detailliert
gezeigt und in C) quantifiziert, fir P2 in B) detailliert gezeigt und in D) quantifiziert. In beiden Patienten
konnte eine Zunahme der SFFV-Promotor-Methylierung im Therapieverlauf nachgewiesen werden. Der

SFFV-Enhancerbereich wurde niemals methyliert vorgefunden.
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3.3.2 CpG-Methylierung in hamatopoetischen Kolonien von Patient 2

Genauere Untersuchungen des Zusammenhanges zwischen der Abnahme der
Superoxidproduktion und der Methylierung des SFFV-Promotors haben Analysen auf
klonaler Ebene erforderlich gemacht. Hierzu wurden mononukleare Zellen von P2 an
Tag 1171 aus dem Knochenmark aufgereinigt, auf Methylcellulose ausplattiert und 14
Tage spater mittels NBT-Assays (Nitrobluetetrazolium) untersucht. Durch Farbumschlag
kann mit diesem Versuch die Entstehung von Superoxid (ROS) nachgewiesen werden
(Abb. 3.15). Einzelne hamatopoetische Kolonien wurden anschlieRend gepickt und
isolierte DNA mit Hilfe von PCR auf GP91°"-Signale analysiert. GP91P"* positive
Kolonien - also transduzierte Kolonien - wurden daraufhin mittels Bisulfit-Sequenzierung

auf CpG-Methylierung untersucht.

NBT - Phagozyte
kein

Superoxid P .

{_Mikrobe
— ROS

02

Superoxid

— 1

NADPHoxidase

Abb. 3.15 Superoxid Nachweis bei Phagozyten mittels NBT-Farbung. Durch Aktivierung des NADPH-
Oxidase Komplexes nach in vitro Zugabe von PMA kann Superoxid (ROS) in Granulozyten produziert
werden. In Superoxid-positiven Zellen entsteht nach NBT-Zugabe ein blauer Farbumschlag. Auf diese Weise
kénnen hamatopoetische Kolonien auf NADPH-Oxidase- bzw. GP91P"*Funktionalitat untersucht werden.

(ROS: Reaktive Oxigen Species; PMA: phorbol 12-myristate 13- acetate; NBT: Nitrobluetetrazolium)

Die Untersuchung der CpG-Methylierung NBT-positiver Patientenkolonien (K11, K13,
K16, K17) zeigte keine Methylierung des viralen SFFV-Promotors. Im Gegensatz hierzu
waren NBT-negative Kolonien (K2, K4, K9, K19) durchgehend im Promotor
hypermethyliert (Abb. 3.16). Die selektive Methylierung des SFFV-Promotors konnte
phox_

somit auf klonaler Ebene in direkten Zusammenhang mit der Abwesenheit der GP91

Enzymaktivitdt bzw. der Superoxidproduktion gesetzt werden. Ursache flir den Verlust
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der Transgenexpression, welche zu einer Reduktion der Proteinbiosynthese und somit
auch zur Abnahme der Enzymaktivitat geflihrt hatte, war eine epigenetische Abschaltung
des proviralen SFFV-Promotors durch CpG-Methylierung im Verlauf der Therapie beider
X-CGD-Patienten. Die sehr homogenen Methylierungsmuster innerhalb einzelner
Kolonien spiegelten den klonalen Ursprung analysierter Proben deutlich wieder. Einzelne
Abweichungen (K9, K13, K16) sind vermutlich auf sogenannte Mosaikkolonien
zurickzufuhren [156]. Analog zu den Methylierungsanalysen der Misch-populationen

(Abb. 3.14), wurde auch auf Kolonie-Ebene der SFFV-Enhancer niemals methyliert

vorgefunden.
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Abb. 3.16 CpG-Methylierungsanalyse des SF71°"*_Provirus h@matopoetischer Kolonien von
Patient 2. Knochenmark wurde an Tag 1171 nach Therapie von P2 entnommen und mononukleére Zellen
aufgereinigt. Diese wurden anschlieRend auf Methylzellulose ausplattiert und hamatopoetische Kolonien
nach 14 Tagen mit NBT-L6sung auf Superoxidproduktion gefarbt. Einzelne Kolonien wurden gepickt und
DNA fir den Nachweis von GP91 (PCR) und der CpG-Methylierung isoliert. Jeweils vier NBT-negative
Kolonien (K2, K4, K9, K10) (A) sowie vier NBT-positive Kolonien (K11, K13, K16, K17) (B) wurden
untersucht. Die direkte Korrelation zwischen Promotormethylierung und Abwesenheit der
Superoxidproduktion konnte gezeigt werden. (K: Kolonie; LTR: long terminal repeat; weilte Kreise: nicht

methyliert; schwarze Kreise: methyliert)
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3.3.3 CpG-Methylierung des dominanten Mds17-Klons (FO2) von Patient 2

Nachdem der Zusammenhang zwischen SFFV-Promotormethylierung und fehlender
Superoxidproduktion aufgrund abgeschalteter Transgenexpression in hamatopoetischen
Kolonien von P2 hergestellt werden konnte, wurde die Frage nach dem Methylierungs-
muster spezifischer Klone in den Patientenzellen untersucht. Zunachst wurde der
dominante Klon 87428 F02 (FO02) sowohl an der 5LTR als auch an der 3'LTR mittels
lokusspezifischer-PCR nach Bisulfit-Konvertierung von DNA aus peripherem Blut des
zweiten Patienten an verschiedenen Zeitpunkten nach Therapiebeginn analysiert. Dieser
Klon hatte eine provirale Integration im zweiten Intron des Mds7-Gens. Expressions-
analysen auf Kolonien in dieser Arbeit hatten ergeben, dass die benachbarten Evi7-und
Mds1-Evi1-Gene durch das Provirus transkriptionell aktiviert wurden (Abb. 3.5). In der
Folge dieser Protoonkogen-Aktivierung konnte dieser Klon besser als andere Zellen
wachsen und ist im Anteil von allen detektierten Integrationen auf einen Anteil von ca.
55% an Tag 982 nach Transplantation angestiegen (Abb. 3.1). Da der Klon F02 den
grofdten Beitrag an der transduzierten Population im Therapieverlauf des X-CGD-
Patienten ausmachte, war es wichtig herauszufinden welchen Beitrag er zu der
funktionellen GP91°P"*Rekonstitution geleistet hatte. Aufgrund des klonspezifischen

Methylierungsmusters wiirden Riickschlisse auf die Superoxidproduktion moglich.

Die Ergebnisse der Bisulfit-Sequenzierung des dominanten Klons F02 zeigten eine
ausgepragte Hypermethylierung des Promotors an allen untersuchten Zeitpunkten,
sowohl in der 5LTR als auch in der 3'LTR (Abb. 3.17). Entsprechend war die
Methylierung am Promotor schon 175 Tage nach Therapiebeginn vollstandig
ausgebildet, wodurch dieser Klon das Transgen (GP91°"*) nicht exprimierte und deshalb
auch nicht zur funktionellen Enzymrekonstitution beim zweiten X-CGD-Patienten
beigetragen hatte. Im Gegensatz hierzu konnte keine CpG-Methylierung des SFFV-
Enhancers festgestellt werden, welches im Rickschluss eine uneingeschrankte
Transaktivierungskapazitat vermuten lieR. Dieser Zusammenhang konnte bestatigt
werden, da Expressionsanalysen auf klonaler Ebene in dieser Arbeit die transkriptionelle
Aktivierung des Mds1-Evi1-Genlokus gezeigt hatten (Abb. 3.5).
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Abb. 3.17 Methylierungsanalyse des dominanten Klons 87429 F02 von Patient 2. DNA aus peripheren
Blutzellen von Patient 2 wurde an angegebenen Tagen nach Therapiebeginn isoliert und die CpG-
Methylierung des Provirus mittels lokusspezifischer Bisulfit-Sequenzierung des dominanten Klons 87429 F02
bestimmt. Sowohl 5’LTR als auch 3'LTR wurden spezifisch untersucht. An allen analysierten Zeitpunkten
war eine Hypermethylierung des Promotors an beiden LTRs zu beobachten. Das CpG-Cluster im Enhancer
war niemals methyliert. CpG-Dinukleotide sind in Form von Kreisen dargestellt (weil3: nicht methyliert;
schwarz: methyliert) und reprasentieren innerhalb einer Reihe jeweils einen Bakterienklon. Der Anteil des
dominanten Klons an allen nachweisbaren Integrationen ist auf der rechten Seite in Prozent angegeben
(siehe auch Abb. 3.1).

Eine Zusammenfassung der Promotor-CpG-Methylierungsanalysen des dominanten
Klons FO2 von P2 am proviralen Integrationsort ist nachfolgend schematisch zusammen-
gefasst (Abb. 3.18).
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Dominanter Mds1-Klon 87429 F02
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Abb. 3.18 Ubersicht proviraler CpG-Methylierung und insertioneller Aktivierung am Mds7-Evi1-
Integrationslokus des dominanten Klons 87429 F02 von Patient 2. Der dominante Klon 87429 F02 ist in
forward Orientierung im zweiten Intron von Mds1 integriert. Aus RT-PCR-Analysen auf Kolonien (Abb. 3.5)
und lokusspezifischen Methylierungsanalysen (Abb. 3.17) geht hervor, dass beim dominanten Klon (F02) der
Mds1-Evi1-Genlokus insertionell aktiviert war, die GP91°"*-Transgenexpression jedoch durch epigeneti-

sches Silencing abgeschaltet wurde.

3.3.4 Lokusspezifische CpG-Methylierungsanalysen bei Patient 2

Analog zu der spezifischen-Methylierungsanalyse des dominanten Klons F02, wurde fur
weitere individuelle Klone lokusspezifische-PCRs nach Bisulfit-Konvertierung von DNA
aus peripherem Blut von P2 etabliert (in Zusammenarbeit mit Rolf Kramer). Da sich bei
dem dominanten Klon keine Unterschiede in der CpG-Methylierung beider LTRs gezeigt
hatten und die 3'LTR sensitiver amplifizierbar war, wurde letztere flir Folgeanalysen
ausgewahlt. Hierbei wurde der Fokus auf den Tag 982 nach Therapiebeginn von P2
gelegt und vor allem Integrationen im Mds7-Gen analysiert. Zusatzlich wurde die
Integration BO6 (Glis1) untersucht, welche zusammen mit der Integration A02 (Mds17) in
einem doppeltransduzierten Klon aufgetreten war. Der Nachweis hierfiir konnte anhand
lokusspezifischer-PCRs auf hamatopoetischen Patientenkolonien erbracht werden, da
jeweils beide Insertionen gleichzeitig nachweisbar waren (pers. Mitteilung Carolin
Preiss). Dieser doppeltransduzierte Klon (B06/A02) machte an Tag 982 den zweit-
grolten Anteil (11-16%) nach dem dominanten Klon FO2 (55%) an allen detektierbaren
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Integrationen aus. CpG-Methylierungsanalysen an beiden Insertionsorten zu diesem
Zeitpunkt ergaben eine vollstdndig Hypermethylierung im Promotorbereich (Abb. 3.19).
Drei weitere Integrationen im Mds7-Gen (072, EO6 und EO2) ergaben ebenso eine
vollstandige Methylierung im Promotorbereich. Lediglich die Klone HO3 und 079 (beide
Mds1) waren im Promotorbereich nicht methyliert und konnten somit das Transgen
GP91°"* exprimieren. Da beide Klone in forward Orientierung integriert waren, sind sie
sehr wahrscheinlich fur die Entstehung der 5’LTR-EVI1-Fusionstranskripte an Tag 982
verantwortlich (Abb. 3.3). Allerdings ist zu beachten, dass diese beiden nicht
abgeschalteten Klone an Tag 982 mit 1-2% nur einen sehr geringen Anteil aller
Insertionen ausmachten und daher vermutlich nur geringflgig zur Superoxidproduktion
beigetragen hatten. Bemerkenswerterweise zeigten diese beiden Klone ein
abweichendes Methylierungsmuster im Vergleich zu dem allgemeinen Trend aller
Integrationen, ebenso wie im Vergleich zu den anderen Integrationen im Mds17-
Genlokus. Zudem war auffallig, dass diese beiden Klone an den Tagen 658 bzw. 861
nach Therapie zum ersten Mal mittels LM-PCR nachgewiesen werden konnten, es sich

also um relativ ,junge® Klone am Zeitpunkt 982 gehandelt haben musste.

Der provirale SFFV-Enhancer war auch bei allen klonspezifischen Methylierungs-
analysen niemals methyliert vorgefunden worden. Dieses durchgangig auffallige Muster
liel® einen Selektionsdruck vermuten, der diesen Bereich ,aktiv* gehalten haben musste.
Hierdurch war die Transaktivierungskapazitat auf benachbarte Gene durch den
proviralen Enhancer niemals beeintrachtigt worden und somit konnten in der Folge
einzelne Klone mit bestehendem Selektionsvorteil (in der Mehrheit Klone mit Integra-

tionen in Mds7-Evi1) aus der Gesamtpopulation herauswachsen.
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Abb. 3.19 CpG-Methylierungsanalyse individueller Integrationen von Patient 2. DNA aus peripheren
Blutzellen wurde an Tag 982 nach Therapiebeginn von Patient 2 isoliert und mittels lokusspezifischer-
Bisulfit-Sequenzierung der CpG-Methylierungszustand des SFFV-Promotors und -Enhancers angegebener
Integrationen bestimmt. Es wurde jeweils spezifisch die 3'LTR untersucht. CpG-Dinukleotide sind in Form
von Kreisen dargestellt (weif3: nicht methyliert; schwarz: methyliert) und reprasentieren innerhalb einer Reihe
jeweils einen Bakterienklon. Der Anteil der Klone von allen nachweisbaren Integrationen ist auf der rechten
Seite in Prozent angegeben (siehe auch Abb. 3.1). Bis auf Klone HO3 und 079 waren alle Klone im Promotor
hypermethyliert. Der Enhancer war niemals methyliert. (A02: 87429 A02 (Mds1); B06: 81676 B06 (Glis1);
072: G2-0072 (Mds1); E06: 81841 E06 (Mds1); E02: 81675 E02 (Mds1); HO3: 78166 HO3 (Mds1); 079: G2-
0079 (Mds1))
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Promotor-CpG-Methylierungsanalysen individueller Klone im Mds7-Genlokus von P2 an
Tag 982 der Frankfurter X-CGD-Gentherapiestudie sind nachfolgend schematisch
zusammengefasst (Abb. 3.20).

Mds1(514.6kb) Evi1(61.5kb)
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Abb. 3.20 Ubersicht der Promotor-CpG-Methylierung individueller Integrationen von P2. Proviralen
Integrationen von P2 an Tag 982 nach Gentherapie sind entsprechend der Orientierung und der
Promotormethylierung (Abb. 3.18 und Abb. 3.20) am Mds7-Evi1-Genlokus zusammengefasst.

3.3.5 CpG-Methylierung des dominanten Mds7-Klons (G11) von Patient 1

Untersuchungen der klonalen Frequenz einzelner proviraler Integrationen innerhalb der
Gesamtpopulation transduzierter Zellen von P1 ergaben, dass ebenso wie bei P2 ein
Mds1-Klon die Hamatopoese dominierte. Die Analyse der Promotor-CpG-Methylierung
sollte aufklaren, ob dieser Klon im Verlauf der Therapie epigenetisch abgeschaltet
wurde. Nachfolgende Methylierungsanalysen von G11 beziehen sich auf die 5'LTR, da
sie in diesem Fall sensitiver zu amplifizieren war als die 3'LTR. Die lokusspezifische
Bisulfit-Sequenzierung des dominanten Klons G11 auf DNA aus dem peripheren Blut
von P1 ergab, dass insgesamt nur wenige CpG-Dinukleotide im Promotorbereich an den
untersuchten Zeitpunkten nicht methyliert waren. Schon 45 Tage nach Therapiebeginn
war dieser Klon an SFFV-Promotor-CpGs deutlich methyliert. Die epigenetische
Abschaltung des Promotors nahm im Verlauf der Therapie immer weiter zu. An Tag 820
nach Therapiebeginn war der Promotor vollstandig methyliert (Abb. 3.21). Entsprechend
hatte G11 nur einen kleinen Beitrag an der funktionellen Rekonstitution des behandelten

X-CGD-Patienten bis an Tag 542, bzw. an spateren Zeitpunkten vermutlich keinen
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Beitrag mehr. Konsistent mit vorherigen Beobachtungen war auch G11 im
Enhancerbereich niemals methyliert vorgefunden worden, was einen positiven
Selektionsdruck auf diesen transaktivierenden Bereich vermuten lasst und somit eine
klonale Expansion durch Insertionsmutagenese am Mds1-Evi1-Genlokus ermoglicht
hatte.
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Abb. 3.21 Methylierungsanalyse des dominanten Klons 76776 G11 von Patient 1. DNA aus peripheren
Blutzellen von Patient 1 wurde an angegebenen Tagen nach Therapiebeginn isoliert und mittels
lokusspezifischer Bisulfit-Sequenzierung der Methylierungszustand des SFFV-Promotors und -Enhancers
des dominanten Klons 76776 G11 (Mds1) bestimmt. Hier wurde die 5'LTR spezifisch untersucht. Von Tag 45
bis Tag 542 war die Mehrheit der CpGs methyliert und an Tag 820 war der Promotor vollstandig methyliert.
Der Enhancer war nie methyliert. CpG-Dinukleotide sind in Form von Kreisen dargestellt (weif®: nicht
methyliert; schwarz: methyliert) und reprasentieren innerhalb einer Reihe jeweils einen Bakterienklon. Der
Anteil des dominanten Klons an allen nachweisbaren Integrationen ist auf der rechten Seite in Prozent

angegeben (siehe auch Abb. 3.1).
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3.3.6 Lokusspezifische CpG-Methylierungsanalyse bei Patient 1

Weitere provirale Insertionen bei P1 wurden neben dem dominanten Klon G11 auf ihren
Methylierungszustand in der LTR untersucht. Einen vollkommen nicht methylierten
Promotor zeigte die provirale Insertion AO8 wahrend dem ganzen Therapieverlauf (Abb.
3.22). Dieser Klon hatte eine provirale Integration 17403 bp downstream vom Prkra-Gen,
die weniger als 100bp neben einer CpG-Insel in forward Orientierung der
Transkriptionseinheit von AC009948.5 (Ensemble) lag. Da Klon AO8 einen bedeutenden
Anteil innerhalb der transduzierten Population bis etwa Tag 542 ausmachte (bis zu 33 %
Anteil; persoénliche Mitteilung von Manfred Schmidt; siehe Abb. 3.22), ist die
rekonstituierte Superoxidproduktion in der Anfangszeit der Gentherapie bei P1
mafgeblich auf diesen Klon zurickzuflihren. Vermutlich war die klonale Expansion
dieses Klons nicht auf die Transaktivierung des Prkra-Genlokus zurlickzuflhren,
vielmehr ist wahrscheinlich, dass die zweite Integration in diesem Klon A09 (MdsT) -

wiederum durch Aktivierung von Evi1 - die Ursache fur die klonale Expansion war.

Die Untersuchungen der Integration A09 (Mds71) zeigte, dass dieser Klon im
Promotorbereich von dem Tag 157 bis zu dem Tag 416 vollstandig methyliert war (Abb.
3.22). Dieser Klon hatte somit keinen Beitrag zur funktionellen Rekonstitution des
behandelten Patienten an den analysierten Zeitpunkten. Wiederum war im Enhancer-
bereich niemals eine Methylierung bei Klon A09 detektierbar, was einmal mehr den

positiven Selektionsdruck auf diesen transaktivierenden Bereich wiederspiegelte.

Ein zweiter nicht methylierter Klon 80484 A02 war zudem an den Tagen 416 und 472
nach Therapiebeginn nachweisbar. Diese provirale Integration hatte etwa 8189bp
upstream des Prkce-Gens direkt in eine CpG-Insel stattgefunden. Nach Analyse sowohl
der 5'LTR sowie der 3'LTR konnte eine besondere Beobachtung gemacht werden. Die
provirale 5LTR war nicht methyliert, ganz im Gegensatz zu der vollstandig methylierten
3'LTR (Abb. 3.23). Dartber hinaus konnten in diesem Ansatz benachbarte CpGs der
genomischen CpG-Insel am Integrationsort amplifiziert werden, die im Methylierungs-
muster identisch zu der jeweils benachbarten viralen LTR waren. Zusatzliche
Untersuchungen benachbarter genomischer CpGs bei Methylierungsanalysen von
spezifischen Mds17-Klonen bei P1 zeigten ebenfalls die gleiche Tendenz. Bei mehreren
methylierten Klonen wurden jeweils einige benachbarte genomische CpGs methyliert
vorgefunden (Diplom Arbeit von Rolf Kramer). Diese Beobachtungen lieRen die

Vermutung zu, dass sich endogene epigenetische Methylierungsmuster auf einge-
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brachte, in diesem Fall virale Sequenzen Ubertrdgt bzw. ausweitet und somit die

provirale Transgenexpression beeinflusst.
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Abb. 3.22 CpG-Methylierungsanalyse individueller proviraler Integrationen von Patient 1. DNA aus
peripheren Blutzellen von Patient 1 wurde an verschiedenen Tagen nach Therapiebeginn isoliert und mittels
lokusspezifischer Bisulfit-Sequenzierung der Methylierungszustand des SFFV-Promotors und -Enhancers
angegebener proviraler Integrationen bestimmt. Es wurde jeweils spezifisch die 5’LTR untersucht. Klon A08
war zu keinem Zeitpunkt der Therapie methyliert, wohingegen Klon A09 an den untersuchten Zeitpunkten
vollstandig methyliert war. Enhancer CpG-Dinukleotide waren auch hier niemals methyliert. CpG-
Dinukleotide sind in Form von Kreisen dargestellt (weil: nicht methyliert; schwarz: methyliert) und
reprasentieren innerhalb einer Reihe jeweils einen Bakterienklon. Der Anteil der Klone von allen
nachweisbaren Integrationen ist fiir AO8 auf der rechten Seite angegeben. (A08: 75916 AO8 (Prkra); A09:
77110 A09 (MdsT); kA: keine Angabe)

100



Ergebnisse

| 5LTR R P1
isch
genemisene |y U3 FR+-USH U3 +—=R4-USH genomische CpG-Insel
CpG-Insel L, L,
Klon
Enhancer Promaotor-CpG-Insel Fromotor-CpG-Insel Nr.

- - o
x + e
......O....
- o
- e
+ PO
‘e

Abb. 3.23 CpG-Methylierungsanalyse der proviralen Integration 80484 A02 von Patient 1. DNA aus

Tage nach
Transplantation

peripheren Blutzellen von Patient 1 wurde an den Tagen 416 und 472 nach Therapiebeginn isoliert und
mittels lokusspezifischer Bisulfit-Sequenzierung der Methylierungszustand des SFFV-Promotors und -
Enhancers bestimmt. Es wurde sowohl die 5’LTR als auch die 3LTR mit den jeweils flankierenden
Bereichen im Genom untersucht. Hier zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der LTR-Methylierung und
der jeweils benachbarten genomischen CpG-Insel. CpG-Dinukleotide sind in Form von Kreisen dargestellt
(weilR: nicht methyliert; schwarz: methyliert) und reprasentieren innerhalb einer Reihe jeweils einen
Bakterienklon. (A02: 80484 AQ2 (Prkra))

3.4 In vitro Behandlung von X-CGD-Patientenzellen mit Aza-D/TSA

Durch selektive Methylierung der CpG-Insel im proviralen SFFV-Promotor im Verlauf der
Frankfurter Gentherapiestudie bei zwei X-CGD-Patienten wurde die Transgenexpression
epigenetisch abgeschaltet und somit der Langzeittherapieeffekt deutlich vermindert. Eine
Umkehrung der transkriptionellen Repression durch einen Methyltransferase-Inhibitor
(Aza-D: 5-Aza-2'-Deoxycytidin) in Kombination mit einem Histondeacetylase-Inhibitor
(TSA: Trichostatin A) lieRen eine Reaktivierung der proviralen Transgen-expression und
somit der therapeutischen Superoxidproduktion bei den behandelten X-CGD-Patienten
mdglich erscheinen. Sowohl in murinen Zelllinien als auch in humanen CD34" Zellen
konnte durch Kombination von Aza-D und TSA eine abgeschaltete Transgenexpression
zumindest teilweise wiehergestellt werden [142, 156, 158]. Basierend auf dieser
Beobachtung wurden mononukleédre Zellen aus dem Knochenmark von P2 an Tag 1240
nach Therapiebeginn entnommen, aufgereinigt und in vitro zuerst 6 Tage in einem
Expansionsmedium kultiviert. Hierdurch wurde eine Vermehrung von CD34" Zellen
angestrebt, ohne jedoch eine Differenzierung der Vorlauferzellen zu beglnstigen.
AnschlieBend wurde 2 Tage mit Aza-D und danach 7 Tage mit TSA behandelt, bevor

eine Methylierungsanalyse mittels Bisulfit-Sequenzierung der viralen LTR durchgefuhrt
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wurde. Parallel wurde ein Teil dieser behandelten Zellen auf Kollagen ausplattiert, um
hamatopoetische Kolonien auf die Reaktivierung der Superoxid-produktion in einem
NBT-Assay zu Uberprifen (Abb. 3.24).

P2 KM mnc Promotor NBT Test
Tag 1240 Methylierung auf Kolonien
Tage ‘-6 0 2 9 23‘
Expansionsmedium Aza-D TSA Kollagen
IMDM — 30 % FBS Onhd 185 nM
hIL3: 60 ng/mi 200nM
hTPC: 100 ng/ml 1000nM
hSCF: 300 ng/ml 2500 n M
hFLT3L: 300 ng/ml

Abb. 3.24 Ubersicht der Aza-D/TSA-Behandlung zur Dereprimierung der proviralen Transkription in
Knochenmarkzellen von P2. An Tag 1240 nach Gentherapiebehandlung wurden mononukleére Zellen aus
dem Knochenmark von P2 isoliert und 6 Tage in vitro in einem Expansionsmedium kultiviert. AnschlieRend
wurde 2 Tage mit Aza-D (Methyltransferase-Inhibitor) und dann 7 Tage mit TSA (HDAC-Inhibitor) behandelt.
Ein Teil der Zellen wurde fir Bisulfit-Sequenzierung eingesetzt, der Rest wurde auf Collagen ausplattiert,
Kolonien nach 14 Tagen ausgezahlt und mit einem NBT-Test auf Superoxidproduktion getestet. (KM.
Knochenmark; mnc: mononukleare Zellen; Aza-D: 5-Aza-2’-deoxycytidine; TSA: Trichostatin A; NBT; Nitro-

bluetetrazolium)

3.4.1 Kultivierung primarer X-CGD Knochenmarkzellen

Die angestrebte Expansion der CD34" Vorlauferzellen von P2 in einem Expansions-
medium (siehe Abb. 3.24) wurde anhand der Zellzahl und der Vitalitat Gberprift. An
beiden Parametern war erkennbar, dass es zu einem Verlust der Patientenzellen mit
reduzierter Vitalitdt gekommen war (Abb. 3.25). Nach 6 Tagen wurde mit der Aza-D-

Behandlung begonnen.
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Abb. 3.25 Kultivierung mononukledrer Knochenmarkzellen von P2 an Tag 1240 nach Gentherapie. (A)
Verlauf der Zellzahl Giber sechs Tage in vitro Kultivierung im Expansionsmedium (vgl. Abb. 3.24). (B) Verlauf

der Zellvitalitdt wahrend der Kultivierung. Zellzahl und Vitalitat wurde mit Trypanblaufarbung bestimmt.

3.4.2 In vitro Behandlung mit Aza-D/TSA

Grundvoraussetzung fiir die demethylierende Wirkung von Aza-D ist die Zellproliferation.
Durch Einbau dieses Cytidin-Analoga in die DNA einer Zelle wird eine de novo
Methylierung verhindert. Zu hohe Dosierungen von Aza-D kénnen jedoch toxisch wirken
[159]. Daher wurden wahrend der 2-tadgigen Aza-D und anschlieRender TSA-Behandlung
Zell-Wachstum und -Vitalitat mit Trypanblaufarbung Gberprift. Kontroll-Zellen (ohne Aza-
D-Behandlung, mit TSA-Behandlung) konnten sich bis Tag 4 recht gut vermehren, fielen
dann bis Tag 7 in der Zellzahl ab. Alle drei mit verschiedenen Konzentrationen von Aza-
D behandelten Zellpopulationen teilten sich deutlich schlechter. Die Probe mit 1000 nM
zeigte zumindest eine geringe Proliferation bis Tag 4, danach reduzierte sich die Zellzahl
auch hier deutlich. Die Vitalitat aller Proben war bis zum zweiten Tag konstant geblieben,
fiel dann aber sehr stark ab. Die Kontroll-Zellen, welche auch mit TSA behandelt wurden,
zeigten erst nach dem vierten Tag einen ahnlich deutlichen Abfall in der Zellzahl und
Vitalitat wie die behandelten Proben (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26 In vitro Behandlung der Knochenmarkzellen von P2 an Tag 1240 nach Gentherapie mit
Aza-DITSA. (A) Verlauf der Zellzahl wahrend der Aza-D/TSA-Behandlung. (B) Verlauf der Zellvitalitat
wahrend wahrend der Aza-D/TSA-Behandlung. Bei allen Proben kam es zu einem Abfall der Zellzahl und
Vitalitdt wahrend der Behandlung. Kontrollzellen und Aza-D (1000 nM) behandelte Zellen proliferierten
geringfligig bis Tag vier. (* gibt Werte nach dem Waschen der Zellen an)

3.4.3 Analyse der CpG-Demethylierung

Nach Behandlung der Patientenzellen mit Aza-D/TSA wurde an Tag 7 ein Teil der Zellen
(1 x 10%) fur Methylierungsanalysen entnommen und restliche Zellen (2,6 x 10* — 2 x 10°)
fur weiterfiihrende Analysen auf Collagen ausplattiert (vgl. Abb. 3.24). Die Ergebnisse
der Bisulfit-Sequenzierung spiegelten den fir die Wirksamkeit von Aza-D voraus-
gesetzten Wachstumsverlauf wieder. Kontroll-Zellen waren an der Promotor-CpG-Insel
vollstandig methyliert. Bei den Ansatzen mit 200 nM und 2500 nM Aza-D war jeweils nur
eine von zwanzig Sequenzen vollstandig nicht methyliert. Ein Teilerfolg konnte jedoch
bei der Probe mit 1000 nM Aza-D erzielt werden, da hier knapp 30 % demethylierte

Promotor Sequenzen nachgewiesen werden konnten (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27 CpG-Methylierungsanalyse in vitro Aza-D/ITSA behandelter Knochenmarkzellen von P2 an
Tag 1240 nach Therapiebeginn. Nach neun Tagen Behandlung mit Aza-D/TSA (vgl Abb. 3.24) wurde
mittels Bisulfit-Sequenzierung der Methylierungszustand der proviralen SFFV-LTR untersucht. Bei der
Konzentration 1000 nM Aza-D konnten etwa 30% demethylierte Promotor-CpGs nachgewiesen werden. Der
Enhancer war in allen Ansatzen nicht methyliert. CpG-Dinukleotide sind in Form von Kreisen dargestellt
(weill: nicht methyliert; schwarz: methyliert) und reprasentieren innerhalb einer Reihe jeweils einen

Bakterienklon.
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3.4.4 Analyse der Superoxidproduktion

Weitere Untersuchungen auf Rekonstitution der GP91P"*-Enzymaktivitat nach Aza-D/

TSA-Behandlung von Patientenkolonien ergaben keine messbare Superoxid-produktion

nach NBT-Farbung (Tab. 10). Anhand der Anzahl gebildeter Kolonien bzw. Cluster war
erkennbar, dass die Aza-D/TSA-Behandlung insgesamt toxisch fir die Zellen war, da
hier deutlich weniger Kolonien als in dem Kontroll-Ansatz gewachsen waren. Insgesamt

waren in diesem Versuch die Zellzahlen und die Zellvitalitat nicht optimal, so dass kein

deutlich messbarer Effekt zu erwarten war.

NBT-Test auf Kolonien nach AzaD/TSA-Behandiung (P2 KM mnc Tag 1240)
A2D | Jpimen | ixiozelen | ssozeien | <sozeten | MBT*
0 nM 2 x 108 32 64 186 0
200 nM 6,5 x 10* 12 8 25 0
1000 nM 3,3 x 104 18 6 4 0
2500 nM 2,6 x 104 0 0 12 0

Tab. 10 Auswertung des NBT-Testes auf Knochenmark Kolonien von P2 an Tag 1240 nach Aza-
D/TSA-Behandlung. In vitro Aza-D/TSA behandelte Zellen wurden auf Collagen ausplattiert und Kolonien
nach 14 Tagen mittels NBT-Farbung auf Superoxidproduktion untersucht (Abb. 3.23). Es konnte keine
Superoxidproduktion in den Patientenkolonien nach Aza-D/TSA-Behandlung, ebenso wie in dem Kontroll-

Ansatz gemessen werden. (KM. Knochenmark; Aza: 5-Aza-2’-deoxycytidine; NBT; Nitrobluetetrazolium)
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3.5 Bestimmung der Anfalligkeit viraler Vektoren gegenuber Silencing

Mit Hilfe des molekularen Monitoring von zwei X-CGD-Patienten nach Behandlung mit
Gentherapie konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Langzeittherapieeffekt
durch epigenetisches Transgen-Silencing sehr stark reduziert wurde (Abb. 3.12 und Abb.
3.14). Hieraus ergab sich der Bedarf nach einem ,Silencing-Test-System®, welches
weiterentwickelte Vektoren auf ihre Anfélligkeit gegenlber proviraler Transgen-
Abschaltung in Wirtszellen Uberprifen kann. Hierzu wurde zum einen die murine
embryonale karzinoma Zelllinie P19 (DSMZ: Acc 316) ausgewahlt, welche die provirale
Expression innerhalb von zwei Wochen durch Silencing abschalten kann [156]. Zudem
wurden in hamatopoetischen Kolonien aus Maus-Transplantationsexperimenten die

Superoxidproduktion und die CpG-Methylierung analysiert.

3.5.1 In silico Analyse optimierter y-retroviraler Vektoren auf CpG-Inseln

Die Transgenexpression zwei weiterentwickelter y-retroviraler Vektoren wurde jeweils
von einem internen Promotor gesteuert, da diese Vektoren in den LTR-Bereichen durch
SIN-Konfiguration in der proviralen Form keinen Promotor oder Enhancer mehr
enthielten. Der zellulare c-fes-Promotor hatte sich hierbei als besonders geeignet
erwiesen, da er bevorzugt in myeloischen Zellen exprimiert [160, 161]. Die Konstrukte
kodierten fiir GP91°"* bzw. GFP und wurden im Vergleich zu dem klinischen Vektor mit
dem SFFV-Promotor getestet. Alle Vektoren wurden zunachst auf CpG-Inseln mit Hilfe
der Methprimer-Software [137] untersucht und Bisulfit-spezifische-Primer im Promotor-
bereich entworfen. Der c-fes-Promotor war hierbei auffallig CpG-reich. Durch die Codon-
Optimierung von GP91P™ fiir eine erhdhte Expression in Saugerzellen [162] sind zudem
4 CpG-Inseln im Transgen entstanden. Ebenso konnte das Markergen GFP als CpG-
Insel identifiziert werden. Auch die mutierte WPRE-Variante (ohne das X-Protein), die
Vektortiter und Transgenexpression erhoht [163], hatte einen CpG-reichen Teil am
3‘ Ende (Abb. 3.28).

107



Ergebnisse

A) SF71gp91

= &
= o
3 e Wit
8 3
= &
iy bp L] bp 1500 h,p 2000 bp 2500 bp 3000 bp 3500 bp
CpG ALK LR I I
Enh  Promotor Enkh  Prorotor
B) SF71 GFP
PR =]
E (i)
< o P S e N P,
(Gl -‘«A V’J SRy ‘\"M’/ Y Y "f
8 ¥ “‘/ W
2 &
o 1 L I I I 1
0 500 h? 1000 bp 1500 bp 2000 bp 2500 bp
CpG | Il T T [T n e I i 1
Bl o | e | EE
Loteny  OTOATSAnGIes SoOHD  EODCATOATORg
Enh  Prormotaor Enh  Promotor
C)FES GFP
& qnii
E‘!:: 8_‘ M‘M\J*‘WW_‘\ e, \‘w}m.w\ Y A
o §F Ao/
= &
o 1 I I 2 b 1 L 3 3 1 1 1 2 3 1 1 I L L L 1
1] SO0 blp 1000 bp 1500 br 2000 bp 2500 bp
CpG 1 LT 11 il LN LN NRINE L | i W {1 | W
eGFP H  weREe Hasin|
DN 9 0 {0 Q00K D D 9000
Promotor
D) FES gp1

%GC Gehalt
020 40 60 8O

L1 L U Ww\q

N e

0 500 bp 1000 1500 bp 2000 bp 2500 bp 3000 bp 3500 bp
CpG LR TTHEvmm i LI AL LTLL LN HIam i e NN I[IIII

gp9Tphexs i wePrRE 3

Promotor

Abb. 3.28 Analyse von CpG-Inseln bei y-retroviralen Vektoren. Der CpG-Gehalt angegebener proviraler
Sequenzen wurde mit der Methprimer-Software ermittelt [137]. CpG-Inseln sind blau eingefarbt und wurden
entsprechend der Definition (GC > 50%; GC Anteil vorhanden zu erwartet >0,6; min. 100bp Fragment-lange)
bestimmt. Kreise in Promotor- bzw. Enhancerbereichen geben einzelne CpGs an, welche in nach-folgenden
Methylierungsanalysen untersucht wurden. (Enh: Enhancer; GP91”"”s: synthetisches, Codon optimiertes
GP91”™; LTR: long terminal repeat; SIN: self inactivating; WPRE: woodchuck hepatitis posttranskriptional

regulatory element)
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3.5.2 Silencing-Assay mit y-retroviralen Vektoren

Fir die Ermittlung der Anfalligkeit optimierter y-retroviraler Vektoren wurden P19-Zellen
transduziert und die Transgenexpression Uber 3 Wochen mit dem FACS gemessen.
Jeweils drei verschiedene MOls wurden fur SF71GFP und der FESGFP verwendet. Hier
zeigte sich in allen Fallen eine Abnahme der GFP-Expression Uber die Zeit, unabhangig
von der eingesetzten MOI (Abb. 3.29 A). Fir alle weiteren Untersuchungen wurde
jeweils der Ansatz mit MOI 2 detailliert untersucht, da hier der Anteil GFP-positiver
Zellen zu Beginn des Versuchs mit 60 % bzw. 62 % nahezu identisch fur den SFFV-
bzw. dem FES-Vektor waren. Bei beiden Ansatzen konnte durch gPCR auf genomische
DNA nachgewiesen werden, dass die Abnahme der Transgenexpression nicht durch
einen Verlust an proviralen Kopien hervorgerufen wurde, da dieser Uber den Beobach-
tungszeitraum stabil geblieben war (Abb. 3.29 B). Weiterfuhrende Analysen der
Promotor-CpG-Methylierung ergaben eine unterschiedlich starke Zunahme Uber die Zeit
(Abb. 3.29 C und D). Der virale SFFV-Promotor wurde sehr schnell und vollstandig
methyliert. Der Grad der Methylierung fir den c-fes-Promotor lag mit etwa 70 % nach 20
Tagen etwas unter dem Wert von dem SFFV-Promotor. Das Mall der Promotor-
Methylierung stimmte auffallig gut mit dem relativen Verlauf der Transgenexpression auf
Protein-Ebene Uberein (Abb. 3.29 E). Anhand des Methylierungsgrades eingesetzter
Promotoren konnte demzufolge das Mal} fur die Expression der Transgenkassette relativ

gut abgeleitet werden.
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Abb. 3.29 Silencing-Assay mit y-retroviralen GFP Vektoren in der murinen Stammazelllinie P19. P19-
Zellen wurden mit den Vektoren SF71GFP oder FESGFP mit je drei MOls transduziert. (A) Der Anteil GFP-
positiver Zellen wurde 20 Tage lang mit dem FACS gemessen. (B) Mit qPCR wurden absolute Menge
proviraler Kopien fur SF71GFP bzw. FESGFP mit der MOI 2 gemessen. Absolute Werte wurden in Relation
zu Klonen mit einer proviralen Kopie berechnet. (C) Bisulfit-Sequenzierung der SFFV-LTR bzw. des c-fes-
Promotors in P19-Zellen mit MOl 2. Schwarze Kreise geben methylierte CpGs, weilte Kreise nicht
methylierte CpGs an. (D) Quantifizierung der in C) gezeigten Bisulfit-Sequenzierung. (E) Vergleich der GFP-
Expression mit dem Anteil nicht methylierter CpGs im Promotor der Ansatze mit MOI 2. Der FESGFP-Vektor
ist weniger anfallig gegentiber Silencing als der SFFVGFP-Vektor in P19-Zellen.
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Bei dem Vergleich GP91P"*kodierender y-retroviraler Vektoren wurden P19-Zellen mit
einer MOI 5 transduziert und die RNA-Expression, die proviralen Kopien und der Grad
der Promotor-Methylierung Uber einen Zeitraum von 3 Wochen gemessen. Fir den
Nachweis der Transgenexpression des SF71GP91- und des FESGP91-Konstrukts
wurde eine transgenspezifische RT-qPCR ausgewahlt, da GP91°"* in dieser murinen
Stammzelllinie auf Proteinebene mit dem FACS weder extrazellular noch intrazellular
nachweisbar war (Daten hier nicht gezeigt). Auch hier zeigte sich fir beide Konstrukte
eine Abnahme der RNA-Expression Uber die Zeit, die beim FESGP91-Vektor weniger
dramatisch als beim SF71GP91-Vektor aus der klinischen Studie war (Abb. 3.30 A).
Auch hier konnte der Verlust proviraler Kopien mitttels gPCR gegen die provirale DNA
ausgeschlossen werden, da beide Ansatze einen stabilen oder leicht steigenden Anteil
an Vektor-Kopien zeigten (Abb. 3.30 B). Die Ergebnisse der Bisulfit-Sequenzierung
zeigten einen sehr deutlichen Unterschied in der Methylierungskinetik beider Konstrukte
im GP91P"*Kontext. Nach 20 Tagen wurde der c-fes-Promotor nur zu etwa 40 %
methyliert, wohingegen der klinische Vergleichsvektor mit dem SFFV-Promotor fast zu
100% methyliert war (Abb. 3.30 C und D). Vergleichbar zu dem vorhergehenden
Experiment mit dem Transgen GFP wurde auch hier eine gute Korrelation zwischen der
RNA-Transgenexpression und der Promotor-CpG-Methylierung festgestellt. Im GP91°P"x
Kontext konnte dementsprechend eine deutlich geringere Anfélligkeit des
c-fes-Promotors gegeniber Silencing beobachtet werden als bei dem SFFV-Promotor in
P19-Zellen.

phox

Der Vergleich der Silencing-Assays mit den Transgenen GFP bzw. GP91 zeigte
deutlich, dass der virale SFFV-Promotor sehr schnell und vollstandig - unabhangig von
dem eingesetzten Transgen und dem WPRE Element - methyliert wird. Der c-fes-
Promotor hingegen wird mit der synthetischen GP91""*-Variante weniger stark
methyliert, als im GFP-Kontext. Hieraus ergab sich ein Zusammenhang zwischen der
Anfalligkeit des Promotors methyliert zu werden und dem Transgen an sich. Die
GP91°"*s-Transgen-Variante wurde im FES-Vektor fiir erhéhte Expression Codon-
optimiert [162] und so treten im Vergleich zu der urspriinglichen GP91°"* Variante im
SF71phox-Vektor insgesamt vier CpG-Inseln auf. Dieser erhdhte intragenische

GC-Gehalt wirkte scheinbar hemmend gegenuber Silencing.
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Abb. 3.30 Silencing-Assay mit y-retroviralen GP91°"**.Vektoren in der murinen Stammazelllinie P19.
P19-Zellen wurden mit SF71GP91 oder FESGP91 mit einer MOI 5 transduziert. (A) Vergleich der GP91°"*
RNA-Expression (QRT-PCR) normalisiert Giber die Anzahl proviraler Kopien mit dem Anteil nicht methylierter
CpGs im Promotor aus C). (B) Absolute Mengen proviraler Kopien fiir SF71GP91 bzw. FESGP91 (qPCR).
Absolute Werte wurden in Relation zu Klonen mit einer proviralen Kopie berechnet. (C) Bisulfit-
Sequenzierung der SFFV-LTR bzw. des c-fes-Promotors in P19-Zellen. Schwarze Kreise geben methylierte
CpGs, weiRe Kreise nicht methylierte CpGs an. (D) Quantifizierung der in C) gezeigten Bisulfit-
Sequenzierung. Der FESGP91-Vektor ist in P19-Zellen deutlich weniger anfallig gegentiber Silencing als der
SF71GP91-Vektor.
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3.5.3 CpG-Methylierung in murinen hamatopoetischen Kolonien

Aus in vitro Methylierungsanalysen in P19-Zellen konnte eine deutlich verminderte
Anfalligkeit des c-fes-Promotors im Vergleich zu dem SFFV-Promotor nachgewiesen
werden (siehe 3.5.2). Daher wurden weiterfiihrende in vivo Untersuchungen an murinen
hamatopoetischen Kolonien aus Maus-Transplantations-Experimenten durchgefihrt. Im
Rahmen einer praklinischen Evaluierung der Effizienz des FESGP91-Vektors (siehe
2.1.7.4) wurden lineage negative Stammzellen aus dem Knochenmark von X-CGD-
Knockout-Mausen isoliert und entweder 2 x mit einer MOI 3 (M3-LM: /ow MOI) oder 4x
mit MOl 10 (M3-HM: high MOI) ex vivo transduziert (Versuchsreihe wurde von Stefan
Stein, Linping Chen-Wichmann, Hana Kunkel und Eva Rudolf durchgefihrt). Je 9 x 10°
Zellen wurden in subletal bestrahlte (2 x 550 cGy) X-CGD-Empfangermause trans-
plantiert. Aus diesen Empfangermausen wurden nach 19 Wochen Knochenmarkzellen
isoliert und je 3 - 6 x 10° lineage-negative Zellen aus der Versuchsreihe mit der niedrigen
MOI (M3-LM) in bestrahlte (2 x 550 cGy) sekundare X-CGD-Knockout-Mause trans-
plantiert. Diese Versuchsreihe (M3-LM 2nd) wurde flir weitere 13 Wochen detailliert
untersucht. An Tag 4 nach der initiellen Transduktion und jeweils nach 19 Wochen bei
M3-LM und M3-HM, sowie nach 13 Wochen bei M3-LM 2nd wurde ein Teil der
Knochenmarkzellen auf Collagen (siehe 2.3.4.4) ausplattiert. Jeweils nach 10-14 Tagen
wurde die Rekonstitution der Superoxidproduktion mit Hilfe eines NBT-Testes (siehe
2.3.4.5) auf den hamatopoetischen Kolonien Uberpriift. Ebenso wurde mit einer weiteren
Versuchsreihe (GTO03) verfahren, bei der lineage-negative Knochenmarkzellen von
SJL-Mausen (CD45.1) mit dem SF71phox-Konstrukt (siehe 2.1.7.4) transduziert und je
3x10° Zellen in letal bestrahlte Black-6-Empfangermause (CD45.2) transplantiert
wurden. Hier wurden hamatopoetische Kolonien nach 30 Wochen auf
Superoxidproduktion getestet. Bei allen Versuchsreihen wurden einzelne
hamatopoetische Kolonien gepickt und anschlieend DNA isoliert. Kolonien die keine
NBT-Farbung zeigten (NBT-) wurden in Bezug auf Silencing genauer untersucht. Hierzu
wurde zunachst eine PCR gegen das Provirus von Hana Kunkel durchgefiihrt. Positive
Kolonien in dieser PCR waren entsprechend transduziert, produzierten jedoch kein
Superoxid. Daher wurde in dieser Arbeit mittels Bisulfit-Sequenzierung der
Methylierungszustand des c-fes- bzw. des SFFV-Promotors untersucht. Aus diesen
Analysen ging deutlich hervor, dass keine der 13 untersuchten Kolonien mit dem
FESGP91-Konstrukt im c-fes-Promotor methyliert waren, dagegen waren alle sechs
SF71phox-Vektor transduzierten NBT negativen Kolonien im Promotor vollstéandig

methyliert mit Ausnahme des Enhancers (Abb. 3.31) (SF71phox-Vektor Untersuchugen
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von Uta Muller-Kuller durchgeflihrt). Somit gab es eine direkte Korrelation zwischen der
Abwesenheit der SFFV-Promotor-Methylierung und der Abwesenheit der Superoxid-
produktion. Dagegen konnte die fehlende Superoxidproduktion in den FESGP91-
transduzierten Kolonien nicht auf ein Promotor-Hypermethylierung zurtckgefuhrt
werden. Die GP91P"*-Transgen-Aktivitit muss demnach auf einem anderen Level
reguliert worden sein. Vermutlich ist diese Situation vergleichbar mit der GP91°"*-
Regulation in wildtyp-Zellen, da hier auch nur etwa 40% der Kolonien eine Superoxid-
produktion nach NBT-Farbung =zeigen (pers. Mitteilung Stefan Stein). Diese
Beobachtung lie® vermuten, dass die Langzeit-Transgen-expression im Verlauf einer
Gentherapie-Anwendung in Patienten mit dem FESGP91-Vektor eine deutliche

Verbesserung gegenuber dem klinischen Vektor darstellt.

114



Ergebnisse

A) Maus KolonienNBT- B) Maus KolonienNBT-
| cfes ] [ oervirg ]
-~ B
- N F
cio6 gggg i °r E%ig Egé” -
- ce2 s ERIBIEI (©
. s HEELE IERIBIHN
B e TR
- S|
- BRI |:
VR
e e B

Abb. 3.31 Bisulfit-Sequenzierung transduzierter NBT-negativer hamatopoetischer Kolonien aus
transplantierten Mausen. A) Bisulfit-Sequenzierung des c-fes-Promotors einzelner Kolonien. Die
Abwesenheit der Superoxidproduktion wird nicht durch Hypermethylierung der Promotor-CpG-Insel
hervorgerufen. B) Bisulfit-Sequenzierung der SFFV-LTR einzelner Kolonien. Die Promotor-Hyper-
methylierung korreliert mit der Abwesenheit der Superoxidproduktion. Erklarungen des Versuchsaufbaus im
Text. (NBT-: Nitroblue Tetrazolium negativ; K: Kolonie; M3: Effizienztest Nr.3; LM: low MOI; HM: high MOI;
LM 2nd: low MOI sekundar transplantiert; GT03: Genotoxizitatstest Nr.3)
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3.5.4 In silico Analyse optimierter lentiviraler Vektoren auf CpG-Inseln

Neben optimierten y-retroviralen Vektoren wurden in dieser Arbeit auch optimierte
lentivirale Vektoren gegenuber ihrer Silencing-Anfalligkeit getestet. Die untersuchten
lentiviralen Vektoren steuerten die GFP-Expression von internen Promotoren, da sie
beide SIN-Vektoren ohne Promotor oder Enhancer im LTR-Bereich waren. Der
Referenz-Vektor enthielt den SFFV-Promotor aus der klinischen Studie und wurde mit
dem URM-Vektor verglichen, welcher den myeloisch-spezifischen MRP8-Promotor

(myeloid related protein 8) in Kombination mit einem vorgeschalteten A2- und CBX3-
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Abb. 3.32 Analyse von CpG-Inseln lentiviraler Vektoren. Der CpG-Gehalt angegebener proviraler
Sequenzen wurde mit der Methprimer-Software ermittelt [137]. CpG-Inseln sind blau eingefarbt und wurden
entsprechend der Definition (GC > 50%; GC Anteil vorhanden zu erwartet >0,6; min. 100bp Fragment-lange)
bestimmt. Kreise in Promotor- bzw. Enhancerbereichen geben einzelne CpGs an, welche in nachfolgenden
Methylierungsanalysen untersucht wurden. (Enh: Enhancer; SIN: self inactivating; URM: UCOE reverse
MRP8; UCOE: ubiquitous chromatin opening element; A2/CBX: Elemente des bidirektionalen UCOE
Promotors; MRP8: myeloid related protein 8, WPRE: woodchuck hepatitis posttranskriptional regulatory

element)
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Promotorbereich aus dem UCOE (Ubiquitous Chromatin Opening Element) in reverser
Orientierung enthielt. Untersuchung auf CpG-Inseln mit Hilfe der Methprimer-Software
[137] zeigten bei dem SFFV-Promotor 5 zusatzliche CpG-Dinukleotide im Enhancer im
Vergleich zu der Variante in den y-retroviralen Konstrukten (vgl. Abb. 3.28). Die provirale
Sequenz des URM-Konstrukts hatte einen auffallig hohen CpG-Anteil im A2 und CBX3
von UCOE, wohingegen der MRP8-Promotor nur wenige vereinzelte CpGs aufwies
(Abb. 3.32).

3.5.5 Silencing-Assay mit lentiviralen Vektoren

Neben y-retroviralen Vektoren lassen sich Zielzellen auch mit lentiviralen Vektoren
transduzieren. Diese von HIV-1 abgeleiteten Vektoren haben den Vorteil auch ruhende
Vorlaufer - also echte Stammzellen - infizieren zu kénnen [88, 164]. Zusammen mit der
Eigenschaft bevorzugt in Gene und nicht im Bereich +/- 5kb um den Transkriptionsstart
im Genom zu inserieren [105], kdnnten diese Vektoren weniger genotoxisch wirken.
Daher wurden von Christian Brendel verschiedene lentivirale Vektoren in vitro und
in vivo exzessiv im Hinblick auf die Behandlung von X-CGD-Patienten mit Gentherapie
getestet und optimiert. Als vielversprechender Kandidat hat sich der URM-Vektor (UCOE
reverse MRP8) herausgestellt, da dieser aufgrund des MRP8-Promotors weitestgehend
zellspezifisch exprimiert und durch das UCOE-Element jedes integrierte Provirus zur
Transgenexpression beitragt und nicht von Chromatin-Positions-Effekten im komplexen
Genom betroffen ist [165, 166].

Um die Anfalligkeit lentiviraler Vektorsysteme gegenlber Silencing testen zu kdnnen,
wurde auch hier ein Silencing-Assay in der P19-Stammzelllinie ausgewahlt. Hierbei
zeigte der lentivirale Kontroll-Vektor mit internem SFFV-Promotor ab dem Tag 6 nach
Transduktion einen kontinuierlichen Abfall der GFP-Expression. Im Vergleich zeigte der
URM-Vektor ein erstaunlich stabiles Expressionsprofil Uber den Beobachtungszeitraum
von 36 Tagen. Dieses Phanomen konnte sowohl flr niedrig transduzierte als auch fir
hoéher transduzierte Mischpopulationen gezeigt werden (Abb. 3.33 A). Die stabile Anzahl
proviraler Kopien wurde ab dem Tag 6 mit gPCR nachgewiesen (pers. Mittteilung
Christian Brendel, Abb. 3.33 B)

Untersuchungen der Promotormethylierung mit Bisulfit-Sequenzierungen ergaben fir
den internen SFFV-Promotor im lentiviralen Kontext eine sehr schnelle Zunahme der

CpG-Methylierung auf fast 100 % innerhalb der ersten 21 Tage. Ahnlich schnell wurden
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die 8 CpGs des zellspezifischen MRP8-Promotors des URM-Konstrukts methyliert. Der
A2-Promotor, welcher reverse gegen die Expressionskassette orientiert war, zeigte nach
21 Tagen etwa 50% methylierte CpG-Sequenzen. Ganz im Gegensatz dazu war der
CBX-Anteil des UCOE-Elementes auch nach 21 Tagen vollstédndig nicht methyliert (Abb.
3.33 Cund D). Dies korrelierte mit der stabilen Transgenexpression in der Stamm-
zelllinie P19 Uber den Beobachtungszeitraum (Abb. 3.33). Die Resistenz des URM-
Vektors gegeniber Silencing, machte dieses lentivirale System zu einem attraktiven
Kandidaten fur eine dauerhafte funktionelle Rekonstitution von X-CGD-Patientenzellen

bei einer Gentherapie Behandlung.
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Abb. 3.33 Silencing-Assay mit lentiviralen GFP Vektoren in der murinen Stammzelllinie P19. (A) Der

Anteil GFP-positiver Zellen nach Transduktion wurde 36 Tage lang mit dem FACS gemessen. Es wurden
jeweils die MOI 5 bzw. MOI 40 fiir Transduktionen mit den Vektoren SFFVGFP bzw. URMGFP eingesetzt.
(B) Absolute Mengen proviraler Kopien fur SFFVGFP bzw. URMGFP mit der MOI 40 wurden mit gPCR
bestimmt und in Relation zu Zellklonen mit einer proviralen Kopie berechnet. (C) Bisulfit-Sequenzierung der
SFFV-LTR bzw. der A2-, CBX- und MRP8-Promotoren in P19-Zellen mit MOI 40. Schwarze Kreise geben
methylierte CpGs, weille Kreise nicht methylierte CpGs an. (D) Quantifizierung der in C) gezeigten Bisulfit-

Sequenzierung. (E) Vergleich der GFP-Expression normalisiert Giber die Anzahl proviraler Kopien aus B) mit

dem Anteil nicht methylierter CpGs im Promotor der Ansdtze mit MOl 40. URM ist aufgrund des

CBX-Promotors resistent gegen Silencing in P19-Zellen.
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4. Diskussion

Im Rahmen einer klinischen Phase I/ll Studie mit genmodifizierten Stammzellen fiir die
Behandlung der Chronischen Granulomatose in Frankfurt, wurden zwei grundlegende
Beobachtungen gemacht. In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Grund-
lagen zum einen fur die Abschaltung der Transgenexpression mit Verlust der therapeu-
tischen Funktion genkorrigierter Zellen und zum anderen die Entwicklung einer klonalen

Dominanz durch Insertionsmutagenese analysiert.

4.1 Reduzierte Superoxidproduktion durch epigenetisches Silencing

Der initiale Therapieerfolg bei zwei X-CGD-Patienten durch die Behandlung mit
Gentherapie in Frankfurt am Main wurde im Laufe der Zeit abgeschwacht. Trotz
nachweisbar hoher Anzahl genmodifizierter Zellen im Blut beider Patienten ist ein
kontinuierlicher Abfall der Superoxidproduktion zu beobachten gewesen. Die Ursachen
hierfir waren zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt, da dieses Phanomen bis zu diesem
Zeitpunkt bei keiner anderen Gentherapiestudie aufgetreten war. Bei anderen
Immundefekten wie z.B. SCID-X1 hat vermutlich der positive Selektionsdruck genmodifi-
Zierter Zellen dieses Phanomen verdeckt. Dort sind Vorlauferzellen ohne funktionelle
Genkorrektur nicht in der Lage in reife Immunzellen zu differenzieren und kénnen somit
nicht entstehen. Bei Immundefekten ohne Selektionsdruck wie bei X-CGD sind
theoretisch zahlreiche Ursachen flir den Verlust der Proteinfunktion mdglich: klonale
Schwankungen, Mutationen in der proviralen DNA-Sequenz, Immunreaktionen, toxische
Effekte der Transgenexpression, ebenso wie epigenetische Ursachen. Da keine der
erstgenannten Moglichkeiten experimentell bestatigt wurde (siehe 1.3.5.2), lag der
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf der Analyse der epigenetischen Regulation der

proviralen Transgenexpression.

Die Epigenetik befasst sich mit allen vererbbaren Veranderungen der Genexpression
und der Genregulation, welche nicht in der DNA-Sequenz selbst kodiert sind [167]. Eine
entscheidende Rolle bei dieser Regulation spielt die Methylierung von Cytosinen
innerhalb von CpG-Inseln sowie die Veranderung der Chromatinstruktur durch Histon-
modifikationen. Die bekanntesten Prozesse, welche durch eine methylierungsabhangige

Repression gesteuert werden, sind die X-Chromosomen Inaktivierung, das genetische
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Imprinting von Genen und das Gen-Silencing von Retroelementen [168-170]. Diese
epigenetischen Prozesse spielen bei der strengen Regulation der Transkription eine
wichtige Rolle, daher sind sie auch bei der evolutiondren Entwicklung, der
Krebsentstehung und klinischen Anwendungen wie der Gentherapie von besonderer
Bedeutung [171-175].

Die DNA-Methylierung ist ein natlrlicher Prozess in Zellen, bei der eine Enzym-
vermittelte Abwandlung der DNA-Bausteine erfolgt, ohne jedoch den genetischen Code
dabei zu verandern. Diese DNA-Methylierung findet hauptsachlich an der 5’C-Position
von Cytosinen innerhalb von CpG-Dinukleotiden (CpGs) statt. AulRerhalb der klassischen
CpG-Motive finden Methylierungsprozesse weitaus weniger haufig statt [176]. CpGs
kommen im Genom entweder vereinzelt oder mit sehr hoher Dichte in sogenannten
CpG-Inseln vor. Diese CpG-Inseln sind meist regulatorische Bereiche der Transkription,
und liegen vor allem in Promotorbereichen von Genen. Neben der Lokalisation am
5-Ende von Genen wurden im geringeren MalRe auch CpG-Inseln am 3‘-Ende von
Genen nachgewiesen [177]. Insgesamt treten sie bei allen Haushaltsgenen und auch bei
vielen zellspezifischen Genen auf. Untersuchungen haben ergeben, dass etwa 55% aller
humanen Gene und etwa 45% aller murinen Gene eine Promoter-assoziierte CpG-Insel
aufweisen [178].

Man kann drei biologische Funktionen der DNA-Methylierung unterscheiden. Zum einen
erlaubt die Methylierung einzelner CpGs die Unterscheidung von zelleigener und
zellfremder DNA von Eindringlingen wie z.B. Viren, da letztere nicht methyliert vorliegt.
Die zellfremde DNA kann bei Prokaryoten durch Restriktionsenzyme und Nukleasen
spezifisch abgebaut werden. Wird die Fremd-DNA dennoch in das Wirtsgenom
eingebaut, wie im Fall von Retroelementen (z.B. Transposons, LINES oder SINES),
kann durch spezifische Methylierung die Transkription solcher Elemente abgeschaltet
werden und dient den Wirtszellen somit als Abwehrmechanismus [179]. Ein weiterer
Nutzen der DNA-Methylierung liegt in der Erkennung von Fehlern durch Mutationen bei
der Replikation der DNA. Hierbei wird der methylierte Mutterstrang bei der
Fehlerkorrektur der Polymerasen als Vorlage genutzt. Mit Hilfe der DNA-Methylierung
kénnen hierbei Mutter- und Tochterstrang unterschieden werden [180]. Als dritte
Eigenschaft erlaubt die Methylierung von Promotor-CpG-Inseln die Steuerung der trans-
kriptionellen Aktivitat von Genen. Aktive Gene sind in der Regel hypomethyliert, wahrend
inaktive Gene hypermethyliert vorliegen. In der Folge der DNA-Methylierung von

Promotor-CpG-Inseln kdnnen Gene transkriptionell abgeschaltet werden [181].
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Die DNA-Methylierung wird durch spezifische Enzyme, den DNA-Methyltransferasen
(DNMTs) katalysiert. Hierbei wird von S-Adenosyl-L-Methionin die Methylgruppe auf das
Cytosin Ubertragen. Es entstehen S-Adenosyl-L-Homocystein und m?®-Cytosin.
Verschiedene Klassen von DNMTs sind in Saugerzellen bekannt. DNMT3a und
DNMT3b sind fur die de novo DNA-Methylierung und DNMT1 fur die Erhaltung der DNA-
Methylierung verantwortlich [182-184].

Die Abschaltung der Transkription geht mit der Ausbildung von Heterochromatin-
Strukturen der DNA einher. Dies kann Folge der DNA-Methylierung in CpG-Inseln von
Promotorbereichen durch DNMTs sein. Durch Bindung CpG-methylierungssensitiver
Repressoren wie z.B. MBD im Komplex mit HDACs (HDAC1 und HDAC2) wird Histon
H3 deacetyliert und schlieBlich methyliert. Hierdurch kann HP1 binden, seinerseits mit
DNMTs wechselwirken und so die grundlegende Verdnderung der Chromatinstruktur
verstarken [185]. Letztlich initiiert die CpG-DNA-Methylierung die Deacetylierung der
Histone, was die Kondensation des transkriptionell aktiven Euchromatins zum transkrip-
tionell abgeschalteten Heterochromatin zur Folge hat (siehe Abb. 4.1) [173, 186, 187].

de novo
CpG Methylation

MBD/HDAC
complex

Histone Deacetylation,
# Chromatin Condensation &
g Gene Silencing

Abb. 4.1 Repression der Transkription. CpG-Inseln von Promotoren werden durch DNMT3a/b de novo
methyliert. Im Zusammenspiel von DNMTs und methylierten CpGs werden MBD (methyl-CpG binding
domain protein) in einem Komplex mit HDACs (histone deacetylases) rekrutiert. Durch Histondeacetylierung
kondensiert das Chromatin und es kommt zum vollstandigen Gen-Silencing im ausgebildeten Hetero-
chromatin (Abb. modifiziert nach [186]).
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Der therapeutische Effekt retroviraler Vektoren basiert auf ihrer Eigenschaft als trans-
kriptionelle Einheit. Sie finden eine breite Anwendung in der genetischen Veranderung
von Zellen und werden bei der Genersatztherapie von hamatologischen Erkrankungen in
der Klinik eingesetzt. Neben dem unerwiinschten Nebeneffekt einer potentiellen
Insertionsmutagenese (siehe 1.3.2) besteht eine weitere Limitierung in Bezug auf die
angestrebte Langzeitwirkung dieser Anwendung. Die epigenetische Steuerung der
Transgenexpression durch die Wirtszelle kann in Systemen ohne Selektionsvorteil zum
Gen-Silencing fuhren. Diese Anfalligkeit gegenuber der Abschaltung der Transgen-
expression retroviraler Vektoren wurde in embryonalen Stammzellen bzw. embryonalen
Karzinoma-Zelllinien mit MoMLV bereits erkannt. Trotz nachweisbarer proviraler
Integration in diesen Zellen war keine Transgenexpression zu beobachten [188, 189].
Spater konnte dieses Phanomen des Transgen-Silencings ebenso in hamatopoetischen
Stammzellen fir MoMLV gezeigt werden [133, 134]. Ursache hierfir ist ein Zusammen-
spiel zwischen der Chromatinstruktur am Insertionsort, vorhandenen oder eingebrachten
Enhancer- und Promotor-Elementen sowie der PBS des eingesetzten Virus. Uber-
lappend mit der 18bp langen PBS, welche fiir den Anfang der DNA-Synthese bei der
Reversen Transkription der Retroviren notwendig ist [190], liegt die konservierte 17bp
lange Repressor-Bindedomane (RBS). An diese RBS kdénnen in frans agierende
Faktoren binden und zur transkriptionellen Repression fihren [191, 192]. Schon seit
ldngerem ist bekannt, dass das RBS vermittelte Silencing durch Mutation einer einzelnen
Base in dieser Sequenz (sog. B2 Mutation) aufgehoben werden kann [191]. Die in trans
agierenden Faktoren sind jedoch erst seit kurzer Zeit identifiziert worden. Das Zinkfinger-
Protein ZFP809 bindet an die RBS und dient als Adapter fir die TRIM28-Bindung [193-
195]. TRIM28 (auch Kap-1 bzw. Tifl-beta genannt) ist ein bekannter transkriptioneller Co-
Repressor, welcher durch ein sequenzspezifisches KRAB Zinkfinger-Protein (ZFP809)
rekrutiert wird [195]. Seinerseits rekrutiert TRIM28 in der Folge einen Histon
Deacetylasekomplex (NuRD), eine H3-K9-Methyltransferase (ESET) und das Hetero-
chromatin assoziierte Protein 1 (HP1), welche zum trans-kriptionellen Silencing und
letztlich zur Ausbildung von Heterochromatin fliihren [196, 197] (siehe Abb. 4.2).
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Abb. 4.2 TRIM28 vermittelte Repression proviraler Transkription. Die provirale PBS (primer binding site)
fur Prolin wird durch das sequenzspezifische KRAB (Kriippel associated box) Zinkfinger-Protein ZFP809
(hier DNA binding factor Y benannt) erkannt und rekrutiert dann TRIM28 (linke Seite) [195]. TRIM28 bindet
in der Folge NuRD (Histon Deacetylase Komplex), ESET (H3 K9 Methyltransferase) und HP1
(heterochromatin-associated protein 1), welche zum transkriptionellen Silencing des Provirus und der

Ausbildung des Heterochromatins fiihren (rechte Seite). (Abb modifiziert nach [194])

Der auffallige Verlust der Superoxidproduktion genkorrigierter Zellen beider X-CGD-
Patienten im Verlauf der Gentherapiebehandlung konnte zu Beginn der vorliegenden
Arbeit mit einer Reduktion der GP91°"*-Transgenexpression korreliert werden (siehe
Abb. 3.12). Neben einer generellen Reduktion der Menge der Transgenexpression, gab
es vermutlich noch ein untergeordnetes Phanomen des alternativen SpleiRings, welches
nicht zu funktionellem GP91P"™*-Protein in den Patientenzellen gefiihrt hatte. Anhand
spezifischer RT-PCR-Analysen FACS sortierter GP91°™*-Protein exprimierender bzw.
nicht exprimierender Patientenzellen konnte deutlich gezeigt werden, dass in der
GP91P"*negativen Fraktion untypische SpleiRtranskripte nachzuweisen waren, die
korrekt gespleiRte Variante jedoch nur in der GP91P"*
(siehe Abb. 3.11).

-positiven Fraktion vorhanden war

Nachfolgende CpG-Methylierungsanalysen zur Aufklarung der Ursache flr die Reduktion
der Gesamt-Transgenexpression, lieRen eine klare Zunahme der Promotor-Methylierung
im Therapieverlauf erkennen (siehe Abb. 3.14). Durch weiterfiihrende klonale Methylie-
rungsanalysen an Patientenzellen aus dem Knochenmark wurde eine Ubereinstimmung
zwischen der Promotor-CpG-Methylierung und der Abwesenheit der Superoxid-
produktion nachgewiesen (siehe Abb. 3.16). Das Mall der Promotor-CpG-Methylierung
spiegelte somit die transkriptionelle Aktivitdt und die davon abhangige Superoxid-
produktion eingesetzter Genfahren in den Patientenzellen wieder. Unter dieser
Vorraussetzung konnte in weiterfiihrenden klonspezifischen Methylierungsanalysen der
Beitrag zum therapeutischen Nutzen einzelner Klone Uber den Therapieverlauf
nachgewiesen werden. Die dominanten Klone A08 G11 (Mds1), A08 (Prkra), A09 (Mds1)
von P1 und FO2 (Mds1), AO2 (MdsT), BO6 (Glis1) von P2 waren abgesehen von A08 an
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allen analysierten Zeitpunkten im SFFV-Promotorbereich nahezu vollstandig methyliert
(siehe Abb. 3.17, Abb. 3.19, Abb. 3.21, Abb. 3.22). Uber die Zunahme des Anteils dieser
nicht superoxidproduzierender Klone in der gesamten hamatopoetischen Population
(siehe Abb. 3.1), konnte die Abnahme des therapeutischen Nutzens Uber den
Therapieverlauf erklart werden. Im Gegensatz hierzu hat wahrscheinlich der nicht
methylierte Prkra-Klon (A08) in der Anfangszeit der Therapie den grof3ten Anteil der
Superoxidproduktion bei P1 ausgemacht. Die Expansion dieser dominanten Klone wurde
grolteils durch die transaktivierenden Eigenschaften des proviralen SFFV-Enhancers
verursacht, welche an keinem Zeitpunkt methyliert wurden (siehe Abb. 3.14). Da aus
Methylierungs-Experimenten in dem P19 in vitro Silencing-System im Rahmen dieser
Arbeit bekannt ist, dass die CpGs im SFFV-Enhancer allgemein methylierbar sind (siehe
Abb. 3.29 und Abb. 3.30), kdnnte ein positiver Selektionsdruck auf die Proliferation die
Ursache fir die Erhaltung der Enhancer-Eigenschaften in den Patientenzellen gewesen

sein.

Der mangelde Selektionsdruck GP91P"*-genkorrigierter Zellen fiir eine anhaltende
Transgenexpression bei CGD stellt eine Hirde fir gentherapeutische Anwendungen dar.
Immundefekte die Uber einen Differenzierungsblock nicht-korrigierter bzw. nicht-
exprimierender Zellen charakterisiert sind, profitieren von dem in vivo Selektionsvorteil
funktionell-genmodifizierter Zellen. Ein Beispiel hierfirr ist SCID-X11. Hier enstehen T-
Zellen nur wenn sie das Transgen korrekt exprimieren, dagegen enstehen T-Zellen nicht
wenn Transgen nicht exprimiert wird. Interessanterweise wurden nach Bekanntwerden
des Silencing-Phanomens in der Frankfurter X-CGD-Studie bei der erfolgreichen ADA-
SCID-Studie in London (UCL) bis zu 40% methylierter SFFV-Promotor-Sequenzen trotz
positivem Selektionsdruck in Patientenzellen nachgewiesen (pers. Mitteilung A.
Thrasher). Die generelle Entgiftung der Patienten nach Gentherapiebehandlung ahnlich
einem Bystander-Effekt, konnte hier das Uberleben nicht-exprimierender Zellklone mit
methylierter SFFV-LTR ermdoglicht haben.

Die Aufhebung der epigenetischen Repression der proviralen Transkription kann durch
Applikation von DNA-Methyltransferase-Inhibitoren und HDAC-Inhibitoren erreicht
werden [158]. Ein Teilerfolg der Demethylierung zuvor vollstandig methylierter proviraler
Promotor-Sequenzen aus Knochenmark-Kolonien eines X-CGD-Patienten konnte in
dieser Arbeit in vitro demonstriert werden (bis zu 30% nicht methylierte SFFV-Promotor-
CpGs, siehe Abb. 3.27). Eine in vivo Anwendung im Falle einer Reprimierung der
Transgen-expression ist somit in Zukunft durchaus denkbar. Demethylierende Agenzien

und HDAC-Inhibitoren werden fur die Behandlung von MDS-Patienten ohne Option auf
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eine allogene KM-Transplantation bereits in klinischen Phase Il Studien mit
signifikantem Erfolg getestet [198, 199]. Daher ware eine Anwendung im Rahmen einer

Gentherapie bei entsprechender Indikation mdglich.

Der Einfluss endogener DNA-Methylierungsmuster auf die Transgenexpression
y-retroviraler Vektoren ist aufgrund der Integrationspraferenz in der Nahe von
CpG-Inseln grundsatzlich vorhanden [106]. Das endogene epigenetische Methylierungs-
muster wird sehr wahrscheinlich auf eingebrachte provirale Sequenzen in der
Nachbarschaft ausgeweitet (siehe Abb. 3.23). Daher ist fir die angestrebte stabile
Langzeitexpression in einer Gentherapie die Verwendung methylierungs- bzw. silencing-
resistenter Promotoren sinnvoll. Eine gute Moglichkeit ist der Einsatz zellularer
Promotoren wie z.B. cFES (siehe Abb. 3.31) und/oder Chromatin 6ffnende Elemente wie
z.B. das UCOE-Element (siehe Abb. 3.33). Zudem kann durch die Verwendung
lentiviraler Vektoren die Insertion in der Nahe von CpG-Inseln stark reduziert werden,
wodurch eine potentielle Silencing-Gefahr reduziert werden kdnnte. Lentivirale Vektoren
zeigen keine Praferenz fur CpG-Inseln, welche meist in der S’UTR bzw. der 3'UTR eines
Genes lokalisiert sind, dagegen integrieren sie bevorzugt in aktive Genbereiche an sich
[108]. Die Kombination aus stabiler Transgenexpression mit sehr hohem Sicherheits-
profil werden die grundlegenden Charakteristika zuklinftiger Gentherapiefahren sein
(siehe 4.3).

4.2 Insertionsmutagenese und klonale Dominanz

Die ungerichtete Genersatztherapie ist per se ein mutagener Eingriff in das Genom von
Patientenzellen. Durch den Einbau therapeutischer Molekiile in proviraler Form findet
eine Veranderung der Basenabfolge am Insertionsort statt. Die resultierenden Folgen flr
die jeweiligen Zellen kénnen sehr vielfaltig sein. Im besten Fall hat die provirale Insertion
an einem genleeren Ort stattgefunden, so dass der Nutzen der therapeutischen
Transgenexpression keine Deregulation endogener Genloci mit sich bringt. Findet die
provirale Integration dagegen in oder in der Nahe eines Gens statt, so kann es zu
Wechselwirkungen zwischen den proviralen Steuerelementen der Transgenexpression
(wie z.B. Promotoren oder Enhancern) mit den endogenen Steuerelementen sowie
transgener und endogener Transkripte (Antisense-Effekt) an sich kommen. Hieraus kann
sowohl eine Reduzierung oder Abschaltung als auch eine zusatzliche Férderung durch

Aktivierung endogener Transkripte entstehen.

127



Diskussion

Die Abschaltung endogener Transkripte birgt in der Regel weniger hohe Risiken fir das
weitere Schicksal transduzierter Zellen im Patientenorganismus. Im Fall des Verlustes
eines rezessiven Tumorsuppressorgens kann das zweite Allel die Funktion meist
kompensieren. Eine Ausnahme bildet hier der Verlust des zweiten Allels (LOH). Bei
trunkierten Transkripten oder Fusionstranskripten ist es ebenso maéglich, dass negative
regulatorische Bereiche fehlen und es somit zu einem Funktionsgewinn auf
Proteinebene kommt (gain of function mutation). Dieses Phanomen ist jedoch eher
selten und erstmals in einer Gentherapiestudie zur Behandlung von 3-Thalassamie um
die Gruppe von Philippe Leboulch flir das Onkogen HmgZ2a diskutiert worden (pers.
Mitteilung P. Leboulch, ESGCT 2009).

Deutlich haufiger und auch schwerwiegender sind die Folgen einer insertionellen
Aktivierung von Onkogenen. Dies konnte fur die ersten Generationen LTR-getriebener
y-retroviraler Vektoren in vitro und in vivo in murinen sowie humanen Zellen gezeigt
werden [129, 145, 149, 200-203]. Die Folgen dieser Insertionsmutagenese haben bei der
ersten erfolgreichen Behandlung von SCID-X1 mit Gentherapie in der franzésischen
Studie am Necker Hospital flir groRes Aufsehen sowohl in der wissenschaftlichen als
auch in der o6ffentlichen Wahrnehmung gefiihrt. Die verwendeten Genfahren hatten zu
der Aktivierung des Lmo-2-Onkogens in mehreren Patienten gefiihrt, welche in der Folge
T-Zell-Leukamien entwickelten [60, 113]. Mit einer Ausnahme konnten alle Leukamien
durch nachfolgende SZT erfolgreich behandelt werden und diese Patienten somit geheilt

werden.

Der Einsatz stabil integrierender Nukleinsduren bei Patienten flr therapeutische Zwecke
verlangt nach einem sehr guten Verstandnis des Insertionsvorganges an sich. Die
provirale Insertion retroviraler Genfahren erfolgt nicht nach dem Zufallsprinzip. Obwohl
keine allgemeinen Konsensus-Motive fur provirale Insertionsorte nachgewiesen werden
konnten, gibt es dennoch bestimmte Praferenzen im Genom. So findet man y-retrovirale
Vektoren bevorzugt in einem Fenster von +/- 5 kb um den TSS von Genen und lentivirale
Vektoren eher in aktive Gene an sich (siehe 1.3.3.2). Somit ist die Wahrscheinlichkeit,
dass bei der Verwendung dieser Vektorsysteme einen Genlokus potentiell dereguliert
wird hoher, als die friher angenommene zufallige Wahrscheinlichkeit der Integration im
Genom. Dieses Wissen konnte erst durch aufwendige Integrationsanalysen entstehen.
Die Amplifikation spezifischer Insertionsorte wird mit LM- bzw. LAM-PCR-Analysen
ermOglicht. Mit Hilfe der heutigen Hochdurchsatz-Sequenzierungen (454 Technik)
kénnen daraus statistisch sinnvolle Auswertungen erfolgen [204-206]. Dieses sehr

komplexe Verfahren der Bestimmung proviraler Integrationen wurde erst kurzlich in der
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Gruppe um Manfred Schmidt noch weiter verfeinert, da mit der sog. NR-LAM-PCR
mittlerweile eine Methode zur Verfligung steht, welche keine technische Limitierung
aufgrund der Verteilung von Restriktions-schnittstellen im Genom mit sich bringt [207].
Dies wird quantitative und vergleichbare Erhebungen zum Monitoring transduzierter

Zellpopulationen in zukiinftigen klinischen Studien ermoéglichen.

Die Frage der klonalen Verteilung transduzierter Klone in der Frankfurter Gentherapie-
studie zur Behandlung von X-CGD wurde mit dem Vorwissen der SCID-X1-Studie sehr
genau untersucht. Integrationsanalysen mittels LAM-PCR von der Gruppe um Christof
von Kalle und Manfred Schmidt in Heidelberg, konnten eine Korrelation zwischen der
beobachteten Zunahme transduzierter Zellen im peripheren Blut der Patientenzellen
(sieche Abb. 1.11) mit einer Zunahme der Haufigkeit von Insertionen an drei
proliferationsfordernden Genloci feststellen. Die insertionelle Aktivierung von drei Proto-
Onkogenen (Mds1-Evi1, Setbp1 und Prdm16) konnte in RT-PCR-Untersuchungen in
Proben aus dem peripheren Blut von P1 bzw. P2 nachgewiesen werden [59]. Der Mds1-
Evi1-Genlokus hat sich Uber den gesamten Therapiezeitraum als wichtigster von oben
genannten drei Genen herausgestellt. Klone mit Insertionen in den anderen beiden
Genloci machten zeitweise einen hohen Anteil aus, waren zuletzt jedoch nicht mehr
nachweisbar. Sowohl bei P1 als auch bei P2 setzten sich dominante Klone mit
Insertionen in Mds7-Evi1 durch (siehe Abb. 3.1). Dieser Genlokus ist einer der
haufigsten Treffer proviraler Integrationen in vitro und in vivo, welche in der Folge die
Hamatopoese dominieren [129]. Da dieser komplexe Genlokus hauptsachlich fir zwei
verschiedene Genprodukte kodiert, zum einen das Proto-Onkogen Evi1 und zum
anderen den negativen Regulator der Tumorgenese Mds1-Evi1 (siehe Abb. 3.2), war zu
Beginn dieser Arbeit die entscheidende Fragestellung, welches dieser beiden
Transkripte aktiviert wurde. In vorhergehenden Untersuchungen wurden bei RT-PCR-
Untersuchungen Primer-Paare zur Detektion von Transkripten verwendet, welche nicht
in der Lage waren EVI1 als alleiniges Transkript nachzuweisen. Dies war erst nach
Identifizierung der in den Patientenzellen exprimierten EVI1-Spleilvariante durch
5’RACE-Untersuchungen in Rahmen dieser Arbeit mdglich. Von den drei alternativen
ersten Exons konnte Exon 1b als Uberexprimierte Form in Zellen beider Patienten
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.2 und Daten hier nicht gezeigt). Die spezifische
Uberexpression von EVI1- bzw. MDS1-EVI1-Fusionstranskripten in Proben aus
peripherem Blut beider Patienten war etwa ein Jahr nach Therapiebeginn erstmals
nachweisbar (siehe Abb. 3.3). Ebenso konnte in Kolonien dominanter Klone (F02, A02

und B06) aus dem Knochenmark des zweiten Patienten die Uberexpression von EVI1
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bzw. MDS1-EVI1 eindeutig gezeigt werden (siehe Abb. 3.5). Der Proliferationsvorteil
individueller dominanter Klone stand daher im direkten Zusammenhang mit der
proviralen Aktivierung des Mds7-Evi1-Genlokus. Quantitative Analysen zeigten
weiterhin, dass sich bei dem ersten Patienten ein Klon (G11) mit mindestens 100-fach
héherer EVI1-Expression im Vergleich zu der MDS1-EVI1-Expression durchgesetzte
hatte [132]. Das hohe Mald der EVI1-Expression in den Patientenzellen korrelierte
dementsprechend mit der klonalen Fitness einzelner Klone und zeigt die bedeutende

Rolle dieses Genproduktes der Hamatopoese.

Evi1 ist ein Protoonkogen, welches erstmals 1988 im AKXD Mausmodell mit
myeloischen Leukamien identifiziert wurde [208]. Im humanen Genom wurde Evi1 auf
dem Chromosom 3q26 lokalisiert. Die Uberexpression von Evi1 kann durch Inversion
dieses Lokus (inv(3)(q21g26)) entstehen und die Ursache fir die Entstehung einer
akuten myeloischen Leukamie (AML) oder eines myelodysplastischen Syndroms (MDS)
sein [209]. Die Uberexpression von Evi1 kann nach Inversion durch transkriptionelle
Steuerung von dem Ribophorin-1-Promotor entstehen [210]. In anderen Fallen wurde die
Evi1-Uberexpression in AML Patienten auch ohne 326 Inversion nachgewiesen. In
allen Fallen einer transkriptionellen Hochregulierung von Evi1 besteht jedoch eine
Korrelation mit einem ungunstigen Krankheitsverlauf und dient daher als prognostischer
Marker [211, 212].

EVI1 ist ein komplexer Transkriptionsfaktor, der Uber seine verschiedenen funktionellen
Domanen mit zahlreichen Co-Aktivatoren und Co-Repressoren interagieren kann (siehe
Abb. 4.3). Der Zellzyklus wird zelllinienabhéngig von EVI1 gesteuert. In Uber-
expressionsstudien an Fibroblasten aus Ratten konnte eine verkiirzte G1-Phase mit
Zyklin A, Zyklin E und CdK2 Hochregulierung, RB Hyperphosphorylierung und p27
(Zellzyklus Inhibitor) Herunterregulierung beobachtet werden [213]. Erhohte
Proliferationsraten konnten ebenso nach EVI1-Uberexpression in murinen myeloischen
32D-Zellen sowie murinen embryonalen Stammzellen nachgewiesen werden [214, 215].
Im Gegensatz hierzu konnte keine Aktivierung der Zellproliferation nach
EVI1-Uberexpression in humanen erythroleukédmischen Zellen festgestellt werden. Im
Kontrast zu den Studien in Fibroblasten aus Ratten konnte hier eine Absenkung von
Zyklin A und der CdcK2 Aktivitat nach 12-O-Tetratdecanoylphorbol-13-Acetat (TPA) -
Gabe gezeigt werden. Nach TPA-Gabe stoppt in diesen Zellen normalerweise die
Proliferation und ein alternativer Zellzyklus fuhrt zur Ausbildung polyploider Zellen der
megakaryozytaren Linie Uber den Endomitoseweg [216]. Dieses zelltypspezifische

Verhalten kdnnte durch die Interaktion von EVI1 mit der ATP-abhangigen Helikase
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BRG1 (auch SMARCA4) erklart werden. BRG1 gehort zu der Familie der SWI/SNF-
Proteine und ist an der transkriptionellen Regulierung einiger Zielgene wie z.B. E2f1 und
Zyklin A nach Assoziation mit phosphorylietem RB durch Chromatin-Remodulierung
verantwortlich [129]. In Zellen die BRG1 nicht exprimieren (z.B. SW13), konnte
konsistenter Weise keine Erhéhung der Proliferation durch eine EVI1-Uberexpression

beobachtet werden. Nach exogener BRG1-Expression war dies wieder der Fall [217].
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Abb. 4.3 Ubersicht der Interaktionen von EVI1. EVI1 ist ein komplexer Transkriptionsfaktor, der {iber
7 Zinkfinger am proximalen N-Terminus und 3 Zinkfinger-DNA-Bindedoméanen vom Typ C.H, am distalen C-
Terminus verfugt. Zwischen diesen Zinkfingern gibt es eine prolinreiche Repressionsdomane (griiner
Bereich) und ein saure Domane am C-terminalen Ende (A: acidic). Uber die Zinkfinger-Domanen interargiert
EVI1 mit Co-Aktivatoren wie GATA-2, P/CAF und CBP/p300, welche zur Proliferation von HSZ bzw. zur
nuclear Speckle-Bildung beitragen. Ebenso interagiert EVI1 mit zahlreichen Co-Repressoren wie Gata1,
JNK, HDAC (Klasse | und 1), Smad3, CtBP und Runx1, welche ihre hemmende Funktion in der erythroiden
Differenzierung, dem Stress induzierten Zelltod, dem Chromatin-Remodelling und der TGF-B Signal-
transduktion haben. (*) Interaktionen durch Uberexpression in Fibroblasten nachgewiesen. (**) Interaktion
von endogenem Protein in Epithelzellen nachgewiesen. (***) Interaktion von endogenem Protein in
hamatopoetischen Zellen nachgewiesen. Evi1: Ecotropic viral integration site 1; Gata 1 und 2: GATA 1 und 2
bindendes Protein; JNK: c-dJun N-terminale Kinase; HDAC: Histondeacetylasen; Smad3: Mothers against
decapentaplegic homolog 3; CtBP: C-terminal-binding protein 1; PCAF: P300/CBP-associated factor;
CBP/p300: CREB binding protein/p300; RUNX1: runt-related transcription factor. [129]
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Einen weiteren wichtigen Effekt hat EVI1 auf die Signaltransduktion vom transforming
growth factor-B (TGF-B). In den meisten Zelltypen wie z.B. in hamatopoetischen Zellen
und Vorlauferzellen reguliert TGF-B den Wachstumsarrest und die Apoptoserate [218].
EVI1 hebt den Effekt von TGF-B durch Wechselwirkung mit Smad3 auf [219]. Ebenso
interagiert EVI1 Uber die Repressionsdomane mit dem Co-Repressor CtBP (C-terminal
binding protein) und verhindert mit diesem alternativen Signalweg die apoptotische
Wirkung von TGF- (siehe Abb. 4.3) [220]. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
bei dem MDS1-EVI1-Fusionsprotein durch die zusatzliche PR-Domane die Interaktion
mit CtBP verhindert wird, die mit Smad3 jedoch unbeeinflusst bleibt, wodurch in der
Summe der TGF-B-Signaltransduktionsweg weniger gehemmt wird [221]. Da TGF- bei
der Limitierung der Proliferation und somit der Erhaltung von primitiven HSZ beteiligt zu
sein scheint [222], kdnnte dieser Signalweg bei der in vitro sowie der in vivo Expansion
transduzierter HSZ mit resultierender klonaler Dominanz bei der Gentherapiestudie fiir

X-CGD eine entscheidende Rolle gespielt haben.

Die Wirkung von EVI1 auf die Regulation der Hamatopoese erfolgt auch tber Aktivierung
von GATA-2 durch Bindung an dessen Promotor. Der Transkriptionsfaktor GATA-2 stellt
einen wichtigen Regulator fur die Proliferation und Erhaltung von HSZ dar. Interessanter-
weise stimmen die Defekte in der Hamatopoese von Gata -/- und Evi1 -/- Knockout-
Mausen stark Uberein. In beiden Modellsystemen wurde eine starke Veranderung der
Zellzahlen, der Expansion und der Repopulierungskapazitdt embryonaler HSZ fest-
gestellt. Durch exogene Expression von GATA-2 in Evif1-/- P-SP-Zellen konnte der
Defekt in der Proliferation in vitro jedoch wieder aufgehoben werden [129]. Somit ist ein
Teil der Auswirkungen in Evi1 -/- Zellen auf den GATA-2-Signaltransduktionsweg zuriick-
zufuhren. Der beschriebene Effekt von EVI1 auf die Erythropoese kann durch den
Einfluss auf den fur die Erythropoese essentiellen Transkriptionsfaktor GATA-1 erklart
werden. Indem EVI1 um die DNA-Bindestellen des GATA-1-Promotors kompetiert wird
dessen Aktivitat reduziert [223].

Zusatzlich ist EVI1 in Lage den stressinduzierten Zelltod Uber die Hemmung der c-Jun
N-terminalen Kinase (JNK) zu verhindern [224]. Die EVI1 vermittelte Steigerung der
Expression von c-Jun und c-fos fuhrt zu der Aktivierung von AP-1 und auch zum

Differenzierungsblock myeloischer Zellen in Richtung der Granulozyten [225, 226].

Die enorm wichtige Rolle von EVI1 in der Entwicklung von Saugetieren wurde durch
Knockout-Studien in der Maus deutlich. Homozygote Evi1 -/- Embryos sterben bereits an

Tag E10.5 nach der Befruchtung im Uterus. Die Defekte betreffen die Somiten sowie
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zahlreiche Organe wie Herz, Niere, Leber, Lunge und das Gehirn durch Hypozellularitat,
Hamorrhagie und Defekten im paraxialen Mesenchym [227]. Konsistent hierzu wird EVI1
vor allem bei der Entwicklung exprimiert und wurde im murinen Modell in vielen Organen
und HSZ nachgewiesen [228]. Uberexpression des Evi1-Onkogens in primaren murinen
KM-Zellen durch aktivierende Insertionsmutagenese replikations-inkompetenter
v-Retroviren mit Markergenen brachten immortalisierte myeloische Zelllinien schon
innerhalb von 3-4 Wochen ex vivo Kultivierung hervor. Nach Transplantation in
Empfangermause entstanden jedoch keine Leukamien. Die forcierte Uberexpression von
EVI1 in dem gleichen System durch y-retrovirale Konstrukte, mit Evi7-Expressions-
kassette, erhdhte die Frequenz immortalisierter myeloischer Zellklone [109]. Dies zeigt,
dass eine hohe Expressionsrate von EVI1 notwendig aber auch ausreichend flir den
myeloischen Immortalisierungsprozess ist. In einer weiteren Studie mit SIN-y-Retroviren
konnte zudem gezeigt werden, dass einzelne Insertionen in Evi1 nach seriellen
Transplantationen zur Leukdmogenese flhren [149]. Diese Untersuchungen unter-
mauern das hochgradig transformierende Potential von EVI1, welches jedoch erst durch

zuséatzliche Mutationen in der Maus zur Leukdmie fuhrt.

Ahnliche Studien zur Evaluierung der Genotoxizitdt von MLV-Vektoren im Rhesus
Makaken Tiermodell zeigten eine deutliche Uberreprasentierung des Mds7-Evit-
Genlokus. Die Analyse von 702 proviralen Integrationen mit einem G1Na-Vektorsystem
nach Transplantation transduzierter autologer CD34" Zellen ergab insgesamt 14
Integrationen im ersten und zweiten Exon des Mds7-Gens. Die Autoren kamen zu der
Hypothese, dass die Aktivierung des Mds7-Evi1-Genlokus die Selbsterneuerung und das
Anwachsen der CD34" Zellen beeinflusst. Das Blutbild aller Primaten war in dieser
Studie Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 7 Jahren normal geblieben und
somit auch keine Leukdmie aufgetreten [229]. Interessanterweise konnte in derselben
Studie in Rhesus Makaken mit SIV-Vektoren keine Anreicherung von Insertionen im
Mds1-Genlokus gezeigt werden, jedoch zu einem geringen Malke in anderen Genloci
[230].

Im humanen System ist EVI1 in CD34" Vorlauferzellen jedoch nicht in CD34  Zellen
exprimiert [231]. Die hochregulierte EVI1-Expression wurde jedoch haufig in leuka-
mischen Zellen, wie bei einem MDS oder einer AML beobachtet [212, 232-234]. Die
insertionelle Aktivierung von Evi1 mit klonaler Dominanz und resultierender MDS bei
zwei X-CGD-Patienten nach Gentherapiebehandlung ist erstmals in der Frankfurter
Studie aufgetreten [59]. Bei einem MDS liegen haufig neben Neuanordnungen des 3q26

Evi1-Genlokus zusatzliche chromosomale Aberrationen wie z.B. eine Monosomie des

133



Diskussion

Chromosoms 5 oder 7 vor [235-237]. Der direkte Zusammenhang zwischen einer EVI1-
Uberexpression und chromosomalen Aberrationen ist bisher aus keiner Studie bekannt.
Ebenso war bisher unklar, welches dieser Phanomene zuerst auftritt und moglicherweise
das andere in der Folge verursacht. Die engmaschige Uberwachung der Zellen in den
X-CGD-Patienten nach Gentherapie zeigte in den ersten Monaten neben einem
normalen Karyotyp keine Veranderungen in der Morphologie der Knochenmarkzellen
und keine Abweichungen in der Anzahl der Blutzellen. Der Anstieg genmarkierter Zellen
konnte jedoch schon nach etwa 5 Monaten beobachtet werden [59]. Somit fiihrte in den
X-CGD-Patienten hdchst wahrscheinlich zunachst die Evi7-Aktivierung zur klonalen
Dominanz. Das zusatzliche Ereignis des Verlustes des Chromosoms 7 (Monosomie 7)
ab Monat 21 bei P1 und ab Monat 33 bei P2 hat moglicherweise einzelnen Evi1
Uberexprimierenden Klonen im Verlauf der Therapie einen zusatzlichen Proliferations-
vorteil verschafft [132]. Der Link zwischen der Evi1-Aktivierung und der Monosomie 7
kénnte Uber die Chromatin-Organisation in den Patientenzellen erfolgt sein. EVI1
interagiert mit Proteinen wie G9a (H3K9-spezifischer Histon Methyltransferase-Hemmer)
und SUV39H1 (Histon Methyltransferase), welche bei der Anordnung des Chromatins
beteiligt sind. Somit kdénnte die normale Zentrosomen-Replikation, die Chromatin-
Anordnung und die genomische Stabilitat durch EVI1-Uberexpression gestort worden
sein [238-240]. Die korrekte Chromosomen-Segregation wahrend der Mitose wird durch
Spindelpole der Zentrosome gesteuert [241]. Eine Vermehrung der Zentrosomen kann
zur genomischen Instabilitdt fuhren, welche haufig bei einem MDS oder einer AML
auftreten [242]. In Proben beider X-CGD-Patienten konnte durch y-H2AX Foci-Farbung
eine 12- bzw. 8-fach erhéhte Anzahl von DNA-Doppelstrangbriichen 27 bzw. 33 Monate
nach Therapiebeginn nachgewiesen werden [132]. Somit ist es mdglich, dass die
erhdhte Anzahl an DNA-Doppelstrangbriichen zu einer erhéhten Anzahl an Zentromeren
gefuhrt hat. Die Entstehung vom MDS in beiden X-CGD-Patienten kénnte zunachst
durch die Aktivierung von Evi1 beglnstigt und spater durch eine EVI1 induzierte

genomische Instabilitat zur Auspragung einer Monosomie 7 gefuhrt haben.

Bisher ist nicht bekannt welches der auf Chromosom 7 lokalisierten Tumorsuppressor-
gene bei der Entstehung von MDS oder AML beteiligt ist. Interessanterweise konnte das
MiII5-Gen (mixed-lineage leukemia 5 gene) kirzlich dem Chr. 7q22 zugeordnet werden.
Es ist ein Trithorax-Homolog mit einer zentralen Rolle in der adulten Hadmatopoese, einer
vermuteten Rolle in der Chromatin-Organisation und in der Regulation der Zellteilung

[243-246]. Denkbar ware ein regulierender Einfluss dieses MII5-Gens auf die Erhéhung
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der EVI1-Transkription nach Haploinsuffizienz durch die Monosomie 7 in den X-CGD-

Patienten.

Eine Rolle vom Transgen GP971°"* bei der klonalen Dominanz und der Monosomie 7 in
der X-CGD-Studie ist sehr unwahrscheinlich. GP91P"*-Expression ist weder notwendig
fir das Uberleben von Zellen, noch ist ein proliferationsférdernder Effekt bislang
beschrieben worden. Zudem hat mit zunehmender klonaler Dominanz in der X-CGD-
Studie die Transgenexpression durch epigenetisches Silencing (siehe 3.2.4) stark
abgenommen. In dominanten Klonen G11 und F02 mit Monosomie 7 konnte eine
vollstandige Abschaltung des Promotors in der LTR durch CpG-Methylierung schon 1
bzw. 5 Monate nach Gentherapiebeginn nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.17 und
Abb. 3.21). Die proliferationsfordernden Effekte und die chromosomalen Aberrationen
waren eher eine Folge LTR-vermittelter Aktivierung des Evi7-Genlokus, als der

GP91P"*Transgenexpression.

Ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression von Evi1 und daraus resultierenden
zellularen Veranderungen mit der CpG-Methylierung der proviralen Promotoren waren in
der X-CGD-Studie grundséatzlich denkbar gewesen. Dies wirde EVI1 eine reprimierende
Wirkung spezifisch fir den SFFV-Promotor jedoch nicht fur den Enhancer, welcher zu
keinem Zeitpunkt in den Patietenzellen methyliert war, zu sprechen. Fur die Aufklarung
dieser Zusammenhange wurde der Methylierungsstatus von Mds7-Evi1- und nicht Mds1-
Evi1-Integrationen in Patientenzellen untersucht. Insgesamt konnte keine Korrelation
zwischen der Uberexpression von EVI1 mit dem Methylierungsstatus der proviralen LTR
hergestellt werden. Das prominenteste Beispiel hierfur ist der dominante Klon der ersten
18 Monaten nach Therapiebeginn von P1 in. Dieser Klon hatte zwei Integrationen, eine
in Mds1 (A09) und eine stromabwarts von Prkra (A08). Eine ausgepragte Promotor-
Hypermethylierung des Mds7-Klons AQ9 konnte an allen drei untersuchten Zeitpunkten
(Tag 157, Tag 304 und Tag 416) nachgewiesen werden. Dagegen war die LTR am
Prkra-Genlokus an allen untersuchten Zeitpunkten nahezu vollstandig hypomethyliert
(siehe Abb. 3.22). Umgekehrt gab es ebenso Mds7-Evi1-Klone (HO3 und 079) welche
keine CpG-Methylierung in der LTR aufwiesen (siehe Abb. 3.19) und nicht Mds7-Klone
wie B06 (Glis1) oder AO2 (Prkce) welche methyliert vorgefunden wurden (siehe Abb.
3.19 und Abb. 3.23). Insgesamt bestand also keine Korrelation zwischen der EVI1-
Uberexpression mit der proviralen Promotor-CpG-Methylierung. Die Ursache der SFFV-
Methylierung ist eher in der epigentischen Organisation von benachbarten endogenen

Sequenzen zum Insertionsort begriindet (siehe Abb. 3.23).
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Aufgrund der severe adverse events (SAE) in der klinischen X-CGD Gentherapiestudie
mit dem SF71P"*.Vektor wurde dieses Protokoll Anfang 2010 fiir weitere Behandlungen
gestoppt. Mit Hilfe der detaillierten molekularen Analysen der Patientenzellen konnte die
Ursache fir die SAE auf den eingesetzten Vektor zurtickgefuhrt werden. Obwohl dieses
Protokoll erstmals einen klinischen Therapieerfolg fur die Behandlung von X-CGD-
Patienten gezeigt hatte sind die Nebenwirkungen bislang sehr schwerwiegend. Fr
zuklUnftige Studien werden aktuell sicherheitsverbesserte Vektoren intensiv in
praklinischen Maus-Transplantations-Versuchen evaluiert. Diese werden aller Voraus-
sicht nach deutlich verbesserte Vektoren hervorbringen und das enorme Potential einer

Gentherapie-Anwendung bestatigen.

4.3 Ausblick

Die effiziente Rekonstitution der Funktion defekter Gene ist das primare Ziel einer
Genersatztherapie und konnte in der Anfangszeit der Frankfurter Studie zur Behandlung
von X-CGD erstmals erfolgreich gezeigt werden. Der Fokus zukunftiger Studien liegt auf
der Vermeidung von Nebenwirkungen durch eine Insertionsmutagenese. Zudem ist eine
stabile Transgenexpression Grundvoraussetzung fir den angestrebten Langzeittherapie-
Effekt. Hierzu sind eine Reihe sicherheitsverbesserter Vektoren in vitro und in vivo mit

vielversprechenden Ergebnissen bereits getestet worden.

Der erste Schritt zur Vermeidung transaktivierender Elemente ist die sog. SIN (self
inactivating) -Konfiguration eingesetzter Vektoren, durch Deletion von Promotor- bzw.
Enhancer-Elementen in der U3 Region der LTR [247]. Ersetzt wird die Steuerung der
Transgenexpression von internen, nach Méglichkeit zellspezifischen Promotoren. Diese
sollten eine physiologische Expression therapeutischer Proteine, im besten Fall begrenzt
auf die erforderliche Zellpopulation erméglichen. Da die Leukdmogenese auf Stammzell-
Ebene beginnt [248-250], sollte ein in diesen Zellen transkriptionell inaktives Vektor-
system keine aktivierenden Ereignisse bedingen und somit ein gutes Sicherheitsprofil mit

sich bringen.

Die Verwendung lentiviraler Vektoren fir eine Gentherapie ist sehr vielversprechend, da
in Mausversuchen eine Verringerung des genotoxischen Potentials um etwa eine log-
Stufe im Vergleich zu y-retroviralen Vektorsystemen aufgrund des unterschiedlichen
Insertionsprofils gezeigt werden konnte [251, 252]. Auch ware die Nutzung y-retroviraler

Vektorsysteme ohne eigene Promotoren, sog. Gene-Trap-Vektoren, denkbar. Diese
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Vektoren nutzen die Transkription endogener Promotoren Uber einen Splei3-Akzeptor
vor der proviralen Expressionskassette [253]. Eine insertionelle Aktivierung von
Onkogenen ware in diesem Kontext unwahrscheinlich und somit ebenso eine gute
Verbesserung der Sicherheitsproblematik in der angewandten Gentherapie. Der Einsatz
von ASLV-Vektoren ist auch sehr vielversprechend, da sie nur eine sehr geringe
Praferenz flr aktiv transkribierte Genbereiche aufweisen [106, 254]. Dartber hinaus
integrieren nicht alle fur die Gentherapie nutzbare Systeme in genreiche Sequenzen, z.B
bevorzugt das Sleeping Beauty Transponson sog. AT-Repeats, welche meist in Gen-
leeren Bereichen zu finden sind und somit eine weitere Alternative darstellen kénnten
[255]. Es besteht auch die Mdglichkeit der zielgerichteten Genreparatur mit Hilfe von
homologer Rekombination sowie unter Verwendung von Zinkfinger-Nukleasen [256,
257]. Der groRRe Vorteil dieser Form der Gentherapie liegt in der weitestgehend
gerichteten Integration der Nukleinsduren im Genom der Patientenzellen. Allerdings
konnten sogenannte ,off Target® Integrationen der Zinkfinger-Nukleasen bisher nicht
vollstandig ausgeschlossen werden [258]. Hierdurch kdnnten unerwlnschte Neben-
effekte durch Insertionsmutagenese stark reduziert, jedoch noch nicht vollstandig
ausgeschlossen werden [259]. Limitierend fir den Einsatz von homologer Rekom-
bination und Zinkfinger-Nukleasen in klinischen Studien ist bislang die zu geringe
Effizienz dieser Reparaturmechanismen. Ebenso ist der Einsatz dieser Gentherapieform
nicht fur alle Gendefekte mdglich. Beispielsweise treten bei X-CGD-Patienten Muta-
tionen in sehr heterogenen Bereichen des GP91P"*.Gens auf, so dass eine maogliche

Reparatur auf jeden Patienten individuell angepasst und somit sehr aufwendig wirde.

Neben der Wahl verschiedener Genfahren ist die Modifikation vorhandener Systeme von
grolier Bedeutung. So koénnten abschirmende Elemente, wie z.B. Insulatoren vom cHS4
(chicken hypersensitive site-4) oder des sns5 (sea urchin) Lokus, in die LTRs eingefigt
werden. Diese Elemente reduzieren Chromatin-Positions-Effekte sehr stark, also
Wechselwirkungen des Provirus mit benachbarten Transkriptionselementen [260-263].
Somit kdnnten sowohl transaktivierende Ereignisse vom Provirus als auch epigenetische

Einflisse auf den Provirus reduziert oder sogar verhindert werden.

Alle oben genannten Vektorsysteme sind im Einzelnen fir die Verwendung im X-CGD-
Kontext zu evaluieren. Erfolgreiche Kandidaten missen zunachst ihre Effizienz und
Sicherheit im X-CGD-Knockout-Mausmodell demonstrieren. Bislang gibt es zwei sehr
vielversprechende Kandidaten aus der Arbeitsgruppe von Manuel Grez, die unter
anderem im Rahmen dieser Arbeit evaluiert wurden und in den nachsten Jahren fir den

Einsatz in einer klinischen X-CGD-Gentherapiestudie in Frage kommen.
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Zum einen ist dies der y-retrovirale SIN-Vektor FES mit einem zelluldren internen
Promotor. Dieser hat in praklinischen Mausversuchen mit seriellen Transplantationen
keine Anzeichen fir eine klonale Dominanz oder Leukdmie-Entstehung gezeigt und
somit die vielversprechenden Ergebnisse eines in vitro Leukdmogenese-Screens von
Ute Modlich bestatigt [202] (pers. Mitteilung von Manuel Grez). Zudem wurde in vivo
keine Promotor-CpG-Methylierung dieses Vektors im Rahmen dieser Arbeit
vorgefunden. Somit ist eine sichere und stabile Langzeitexpression des FES-Vektors in

X-CGD-Patienten sehr gut moglich.

Der zweite vielversprechende Vektor basiert auf einem lentiviralen System mit SIN-
Konfiguration und zellspezifischem myeloischen Promotor (MRP8) in Kombination mit
einem Chromatin 6ffnenden Element (UCOE). Die gezeigte zellspezifische in vivo
Expression lasst eine sichere Applikation im humanen System vermuten (pers. Mitteilung
von Christian Brendel), muss jedoch erst in seriellen Maus-Transplantationsversuchen
bestatigt werden. DarlUber hinaus kann durch Resistenz gegenuber Silencing aufgrund
des UCOE-Elementes eine erfolgreiche Gentherapie-Anwendung mit der gewinschten

Langzeitexpression ermdglichen.
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