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1 Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Hamophilie A — Krankheitsbild und gegenwartige Therapie
1.1.1 Hamophilie A und Blutgerinnung

Die Hamophilie A ist die haufigste erbliche Stérung der Blutgerinnung. Die Ursache flr die
Erkrankung liegt in der fehlenden oder verminderten Aktivitat des Faktor VIII (FVIII)-Proteins,
das eine zentrale Rolle im plasmatischen Gerinnungssystem spielt (Abb. 1.1). Durch
Gewebeschadigung und Freisetzung von Phospholipiden aus Thrombozyten oder Gefallen
und umliegendem Gewebe wird eine Kette von enzymatischen Reaktionen im Plasma in
Gang gesetzt. Die beteiligten Faktoren liegen als inaktive Proteine vor, aus denen durch
Proteolyse aktive Serinproteasen bzw. essentielle Kofaktoren werden, die in gerinnungs-
aktiven Komplexen miteinander und mit aktivierten Thrombozyten zusammenwirken. Am
Ende der Kaskade steht die Generierung von Thrombin, das die Bildung von Fibrin-

monomeren katalysiert (Mann, 1999; Heemskerk et al., 2002).

Endogener Weg Exogener Weg

Gefallschadigun
gung Freisetzung oder Zugabe von

Gewebsphospholipiden
Fremdoberflache Thrombozytenaggregation und

Freisetzungsreaktion
Xlli Xlla + XI + PL

i X
IX I [Xa + Vllla + Ca®" + PL ¢ Ca* +PL+Vila <4— VI

2+
Vlller Xa+V7 v XIll

Il (Prothrombin) »  Thrombin » Ca* |

v
Fibrinogen i; 6sliche Xllla + Ca**

Fibrinmonomere

I8sliches
Fibrinpolymer

<

unlésliches
Fibrinnetz

Abb. 1.1. Schematische Darstellung der Blutgerinnungskaskade. Die zentralen gerinnungsaktiven
Komplexe zur Bildung von FXa und Thrombin sind im Schema unterstrichen. Das System enthalt eine
Reihe von positiven und negativen Riickkopplungsmechanismen, die in diesem Schema nicht

dargestellt sind (nach Begemann, 1999).
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FVIII ist ein Protein ohne eigene enzymatische Aktivitat, das als Kofaktor unverzichtbar fur
die Aktivitat der Serinprotease Faktor IX (FIX) ist, die Faktor X zu Xa aktiviert. Da FVIIlI und
FIX in einem gemeinsamen Komplex in der Gerinnungskaskade aktiv sind, besitzen beide
Defizienzen (im Fall des FIX-Mangels Hamophilie B genannt) sehr ahnliche klinische

Symptome (Kaufman, 1999).

1.1.2 Klinisches Bild

Das klinische Erscheinungsbild der Hamophilie A wird bestimmt von einer vermehrten
Blutungsneigung und der Unstillbarkeit von Blutungen nach Verletzungen oder operativen
Eingriffen. Charakteristisch fiir die Hamophilie A sind im weiteren Krankheitsverlauf
wiederkehrende Blutungen in Gelenke (vor allem Knie, Knéchel und Ellenbogen) und
Muskulatur, die schwerwiegende Entziindungen verursachen und zu Gelenkdeformation und
Verkrippelung fihren kénnen. Sowohl spontane als auch posttraumatische oder iatrogene
Blutungen sind fur die Patienten ohne Behandlung oft lebensgefahrlich (World Federation of
Hemophilia, 2002). Der Schweregrad der Erkrankung korreliert haufig mit dem Anteil an
FVIII-Aktivitat im Plasma der Patienten (Tab. 1.1). Etwa die Halfte der Patienten leidet unter
schwerer Hamophilie mit weniger als 1% FVIlI-Plasmaaktivitat im Vergleich zum
Bevdlkerungsdurchschnitt. Bei ungefahr 10% der Patienten wird eine mittelschwere
Hamophilie mit 1-5% FVIII-Aktivitat diagnostiziert, und 30-40% der Patienten haben eine
leichte Form der Hamophilie. Menschen mit FVIII-Spiegeln Uber 30% des Normwertes
zeigen meist keine Symptome (Antonarakis, 1998; World Federation of Hemophilia, 2002).

Aufgrund der Lokalisation des FVIII-Gens auf dem X-Chromosom und des rezessiven
Erbgangs sind fast nur Manner von der Krankheit betroffen. Heterozygote Tragerinnen
besitzen in der Regel verringerte FVIII-Spiegel von 30-70%, die klinisch unauffallig bleiben
(Kasper, 2000). Die Inzidenz in der Bevolkerung liegt bei ungefahr 100-200 Fallen je 1 Million

mannliche Neugeborene (Nathwani & Tuddenham, 1992).

Nachdem in den frihen 1980er Jahren in Westeuropa und Nordamerika 60-70% der
Hamophilie A-Patienten durch kontaminierte Blutprodukte mit HIV infiziert wurden, ist AIDS
immer noch die haufigste Todesursache dieser Patientengruppe. Weitere Spatfolgen der
Behandlung mit kontaminierten Produkten vor 1986 sind Lebererkrankungen aufgrund von
Infektionen mit den Hepatitis B- und C-Viren (HBV bzw. HCV) (Lee, 1996; Giangrande, 1998;
Mannucci & Giangrande, 2000). Zudem konnte eine Studie aus den USA zeigen, dal
Hamophilie A-Patienten im Vergleich zu einem Normalkollektiv ein signifikant erhdhtes Risiko

besitzen, an Herzinfarkt, Krebs oder Nierenerkrankungen zu versterben (Soucie et al., 2000).
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FVIII-Aktivitat Klassifikation Symptome

im Plasma
<1% Schwer Haufig spontane Muskel- und Gelenkblutungen und
posttraumatische Blutungsepisoden; Gelenkdeformation
und Verkrippelung bei unzureichender Behandlung
1-5% Mittelschwer Blutungsepisoden nach Verletzungen oder operativen
Eingriffen, selten spontane Blutungen
5-30% Leicht Verstarkte Blutungsneigung postoperativ oder nach

Verletzungen

Tab. 1.1. Korrelation zwischen FVIilI-Plasmaaktivitat und Schweregrad der Hamophilie A
(Hoffbrand et al., 1997; Kasper, 2000). Die Angaben zur FVIII-Aktivitdt beziehen sich auf den
Durchschnitt eines Normalkollektivs von 100%, wobei die Schwankungen des Normalbereichs mit
etwa 40-180% recht gro3 sein kénnen (Kasper, 2000).

Bei Zugang zu optimalen Therapiemdglichkeiten (einschlieRlich ,sicheren® Praparaten ohne
virale Kontamination) liegt die Lebenserwartung eines Hamophilie A-Patienten ungefahr
zehn Jahre unter dem jeweiligen nationalen Durchschnitt. Ohne Behandlung versterben
jedoch viele Patienten innerhalb der ersten zwei Lebensjahrzehnte (Antunes, 2002; World
Federation of Hemophilia, 2002).

1.1.3 Diagnose

Die wichtigsten Laborbefunde, die auf eine Hamophilie A hindeuten, sind eine verringerte
FVIII-Plasmakonzentation, die in der Regel als Aktivitat (FVII:C), nicht als Protein-
Antigenkonzentration (FVIII:Ag) bestimmt wird, und bei schweren Hamophilien eine
Verlangerung der partiellen Thromboplastinzeit (PTT) (siehe 2.3.7).

Des weiteren stehen mit der Polymerasekettenreaktion (PCR), der DNA-Sequenzierung, der
Analyse des Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP) und verschiedenen
anderen molekulargenetischen Methoden Verfahren zur Verfigung, mit denen die
molekulare Ursache der Hamophilie A (siehe 1.2) in fast jedem Patienten genau
charakterisiert werden kann (Oldenburg, 2001). Nach der Gewinnung fétaler Zellen durch
Chorionzottenbiopsie, Amniozentese oder Punktion der Nabelschnurvene ist so auch eine

préanatale Diagnose moglich (Hoffbrand et al., 1997).
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1.1.4 Therapie

Die Therapie der Wahl besteht in der Infusion von FVIII-Konzentraten, die entweder FVIII
aus Spenderplasma oder rekombinant hergestellten FVIII enthalten (siehe auch 1.2), wobei
die Infusionen nur bei Bedarf oder gerade bei Patienten mit schwerer Hamophilie im Rahmen
einer Dauerbehandlung zur Vorbeugung von Gelenkschadigungen prophylaktisch gegeben
werden kénnen (Berntorp, 1996; Lee, 1999). In Landern, in denen FVIII-Konzentrate nicht in
ausreichender Menge verflgbar sind, werden Kryoprazipitate und Frischplasma-Praparate

aus Spenderblut verwendet (Srivastava, 1998; Srivastava, 1999).

Bei Patienten mit leichter und mittelschwerer Hamophilie A kann Desmopressin
(1-Desamino-8-D-Arginin-Vasopressin; DDAVP) verabreicht werden, das durch Freisetzung
von FVIII und von Willebrand-Faktor (VWF) zu moderater Erhéhung des FVIlI-Plasma-
spiegels fihrt. DDAVP wird mitunter mit Tranexaminsdure oder e-Aminocapronsaure
gegeben, die die DDAVP-vermittelte Freisetzung von fibrinolytisch aktivem Plasminogen-
Aktivator inhibieren (Cash et al., 1974; Villar et al., 2002).

Die wichtigste Nebenwirkung der Infusion von FVIlI-Konzentraten oder anderen FVIII-
haltigen Produkten besteht in der Ausbildung von inhibitorischen Allo-Antikérpern
(Inhibitoren) gegen FVIII-Epitope durch den Empfanger. Obwohl verschiedene Zahlen zur
Inzidenz der Inhibitorbildung veréffentlicht sind, besteht jedoch ein Konsens Uber die
Grolenordnung von 20-30% bei Hamophilie A-Patienten (Ehrenforth et al., 1992; Lusher,
1993; Scharrer et al.,, 1999), wobei die Inzidenz oft von der Art der zugrundeliegenden
Mutation des FVIII-Gens und somit vom Schweregrad der Hamophilie abhangt (siehe 1.2).
Bei Patienten mit Inhibitoren ist die Effizienz der FVIII-Substitutionstherapie mit
zunehmendem Inhibitortiter deutlich erschwert. In solchen Fallen missen entweder
erhebliche Mengen an FVIII gegeben werden, um den FVIII-Plasmaspiegel merklich zu
erhdhen, oder man mufl auf FVIll-unabhangige Therapiemdglichkeiten zurlickgreifen.
Wichtige Therapieoptionen bei akuten Blutungen von Patienten mit hohem Inhibitortiter
bestehen in der Gabe von aktivierten Prothrombin-Komplex-Konzentraten aus Human-
plasma (Sjamsoedin et al., 1981; Roberts, 1999), porcinem FVIII (Gatti & Mannucci, 1984;
Kernoff et al.,, 1984) oder rekombinantem FVlla (Roberts, 1999; Ingerslev et al., 1999;
Brackmann et al., 2000).

In etwa 60-80% der Patienten kann eine Immuntoleranz gegen FVIII induziert werden, so
daR der Inhibitor verschwindet (Ghirardini et al, 1996; Mariani et al., 1994; DiMichele, 1998).
Das erste Protokoll (das ,Bonn-Protokoll“ von Brackmann & Gormsen, 1977) bestand in der

Infusion extrem hoher FVIII-Mengen Uber einen Zeitraum von mindestens mehreren
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Monaten. Dieses Protokoll wurde u. a. durch Nilsson und Kollegen (,Malmo-Protokoll;
Nilsson et al., 1988) durch vorangehende Immunadsorption des Inhibitors und kombinierte

Gabe von FVIII, Cyclophosphamid und Immunglobulinen modifiziert.

Die Bildung von Antikérpern (allerdings von Auto-, nicht Allo-Antikérpern) kommt in dufRerst
seltenen Fallen (etwa ein Fall je Million Menschen pro Jahr) auch spontan vor. Bei dieser
Form der erworbenen Hamophilie A insbesondere bei alteren Menschen, Patienten mit Auto-
immunerkrankungen und Frauen unmittelbar nach der Geburt kann mit den gleichen Proto-
kollen zur Induktion von Immuntoleranz gearbeitet werden (Sallah, 1997; Boggio & Green,
2001)

Neben der Induktion von Inhibitoren bei der FVIII-Substitutionstherapie verbleibt ein
Restrisiko der Transmission von Infektionskrankheiten. Nach heutigem Kenntnisstand sind
jedoch aufgrund der verwendeten Screening- und Virusinaktivierungsmethoden von
Spenderblut Infektionen mit viralen Erregern wie HIV, HBV und HCV durch Blutprodukte wie
Faktor VIII-Konzentrate in den Industrielandern nahezu ausgeschlossen (Teitel, 2000; Evatt
et al., 2002; Roth & Seifried, 2002). Dall durch Albumin in FVIlI-Konzentraten aus Plasma
oder in rekombinanten Produkten spongiforme Enzephalopathien wie die Creutzfeldt-dakob-
Erkrankung Ubertragen werden konnen, ist zur Zeit noch nicht nachgewiesen (Evatt et al.,
2002; Farrugia, 2002). Anders sieht die Situation in Entwicklungs- und Schwellenlandern
aus, in denen die mangelnde finanzielle Ausstattung der nationalen Gesundheitssysteme
eine optimale Versorgung der Patienten mit FVIlI-Konzentraten unméglich macht. Vielfach
werden noch Kryoprazipitate und Frischplasma eingesetzt (Srivastava, 1999). Gerade
angesichts der oft hohen Pravalenzen von HBV, HCV und HIV ist allerdings das Risiko einer
Infektion des Patienten deutlich héher.

Durch den allgemeinen Gebrauch von rekombinanten FVIlI-Praparaten, die keine
menschlichen und nur noch Spuren von tierischen Proteinen enthalten, sollte es moglich
sein, das Restrisiko der Ubertragung bekannter oder noch nicht charakterisierter human-
pathogener Erreger weiter zu minimieren (Mannucci & Giangrande, 2000). Allerdings flihren
die hohen Kosten sowohl von Plasma-FVIlI-Konzentraten wie auch von rekombinanten
Produkten derzeit noch dazu, dal nur etwa 25% der Hamophilie A-Patienten weltweit

adaquat behandelt werden kénnen (Srivastava, 1998; Antunes, 2002).
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1.2 Molekulare Grundlagen der Hamophilie A

Fir das Verstandnis der Hamophilie A sind die Beschreibung des Genlocus (1.2.1) und des
transkribierten Proteins (1.2.2) sowie der Mutationen innerhalb dieses Locus und ihre

Konsequenzen auf Proteinebene (1.2.3) erforderlich.

1.2.1 FVIII-Gen

Der FVIII-Genlocus liegt etwa 1 Mb entfernt vom distalen Ende des langen Arms des X-
Chromosoms (Xq28; Abb. 1.2A, B). Die FVIII-cDNA konnte bereits 1984 kloniert werden
(Toole et al., 1984; Gitschier et al., 1984): Der Genlocus umfalt 186 kb mit 26 Exons, die in
der Lange von 69 bis 3106 bp variieren (Abb. 1.2C). Das mRNA-Transkript besteht aus etwa
9010 Nukleotiden und enthalt eine kurze 5‘-untranslatierte Region (150 Basen), ein offenes
Leseraster mit Stopcodon (7056 Basen) und eine lange 3'-untranslatierte Region (Wood et
al., 1984).

Innerhalb des Introns 22 gibt es zwei weitere Gene F8A und F8B, die durch einen
bidirektionalen Promotor zwischen diesen Sequenzen auch transkribiert werden (Abb. 1.2D;
Levinson et al., 1990; Levinson et al., 1992b). Die F8A-Sequenz ist ein intronloses Gen von
weniger als 2 kb (Levinson et al., 1990), die zusammen mit dem Promotor als int22h-1
bezeichnet wird (Naylor et al., 1995). Zu int22h-1 gibt es zwei zu 98% identische Sequenzen
mit einer Lange von 9,5 kb aufRerhalb des FVIlI-Locus (int22h-2 und int22h-3, zwischen dem
FVIII-Locus und dem Xg-Telomer, Abb. 1.2B), die homologe Rekombinationen und chromo-
somale Inversionen ermdglichen (siehe 1.2.3; Levinson et al., 1990; Lakich et al., 1993;
Naylor et al., 1995). F8A wird in vielen Zelltypen transkribiert und liegt ebenfalls in der Maus
vor (Levinson et al., 1992a). Bisher sind jedoch weder Funktionen des Transkriptes noch des
Proteins bekannt. Von F8B als 5-Exon entsteht ein Transkript, das ebenfalls die Exons
23-26 des FVIII-Gens enthalt (Naylor et al., 1995). Auch in diesem Fall sind die Funktionen

von mMRNA und Protein nicht beschrieben.
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Abb. 1.2. Schematische Darstellung der chromosomalen Lokalisation und der Struktur des
FVIlI-Gens. Der Genlocus liegt etwa 1 Mb vom Xg-Telomer entfernt (A, B) und besteht aus 26 Exons
(C). Im Intron 22 befinden sich mit F8A und F8B zwei weitere offene Leserahmen, von denen F8A als
intronloses Minigen vorliegt, wahrend von F8B aus ein Transkript in 3'-Richtung entsteht, das auch die
Exons 23-26 umfalt (D). Die Pfeile geben die Richtung der Transkription an. In (B) ist in Form von
zwei kleinen Kastchen dargestellt, dal® es zwischen dem Xg-Telomer und dem FVIII-Locus noch zwei

Sequenzen gibt, die zu F8A homolog sind (aus Antonarakis, 1998).

1.2.2 FVIII-Protein

Von der FVIII-mRNA wird ein Polypeptid mit 2351 Aminosauren (AS) translatiert. Die ersten
19 Aminosauren besitzen die Funktion eines Signalpeptids flir die Translokation in das
endoplasmatische Retikulum (ER) und den Export aus der Zelle (Toole et al., 1984). Im ER
liegt das FVIII-Protein nach Abspaltung des Signalpeptides zunachst als Protein mit 2332 AS
und einem Molekulargewicht von etwa 300 kDa (265 kDa ohne Glykosylierungsanteil) vor
(Vehar et al., 1984).

Die Struktur des FVIII-Proteins wird gepragt durch die Aufteilung in verschiedene Domanen,
die zum Teil interne Homologie aufzeigen. Die Domanenstruktur ist in Abb. 1.3 schematisch
dargestellt. Zwischen den Domanen A1 (AS 1-329), A2 (AS 380-711) und A3 (AS 1649-

2019) gibt es Sequenzhomologien von etwa 30%. Weitere Homologien bestehen unter
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anderem zu Doménen der Proteine Ceruloplasmin und Faktor V (Vehar et al., 1984;
Koschinsky et al., 1986; Kane & Davie, 1986). Die A-Domanen werden an den Carboxyl-
bzw. Aminotermini durch je eine saure Region mit einer hohen Dichte der negativ geladenen
Aminosauren Asp und Glu flankiert (a1-a3, siehe Abb. 1.3).

Zwischen den Domanen A2 und A3 liegt die B-Domane (AS 740-1648), die komplett durch
das Exon 14 kodiert wird. Zu ihr sind keine homologen Domanen bekannt, und fur die FVIII-
Funktion in der Gerinnung scheint sie verzichtbar zu sein (Toole et al., 1986; Eaton et al.,
1986b).

Am Carboxylende des FVIII befinden sich die homologen Doméanen C1 (AS 2020-2172) und
C2 (2173-2332), die ebenfalls Homologie zum Faktor V und zu Ketten des Discoidin |
aufweisen (Vehar et al., 1984; Kane et al., 1987).

Innerhalb der Zelle und nach der Sezernierung mufd das FVIII-Protein mit der
Domanenstruktur A1-a1-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2 noch verschiedene posttranslationale Modi-
fikationsschritte durchlaufen, um als aktiver Kofaktor zur Gerinnung beitragen zu konnen
(Lenting et al., 1998) .

1 400 800 1600 2000 2332
1 | 1 | I I
)] @)\(SU S ®\ (® -
¢ n?.% ot §F° TR VA ¢ Y N
Al all A2 a2] B a3 A3 | c1 | c2 |
] L L0458 585888884558 & [ —
<|) glycosylated asparagine %. non-glycosylated ’_| disulfide bridge | free cysteine
f partially glycosylated T potentially glycosylated .r_i proposed disulfide bridge HSD sulfated tyrosine

Abb. 1.3. Schematische Darstellung der Domanenstruktur und der posttranslationalen
Prozessierung des FVIII-Proteins. Angegeben sind neben den Domanen und den sauren Regionen
(a1-a3) die N-Glykosylierungsstellen, die sulfatierten Tyrosinreste sowie freie Cysteine und Disulfid-

briicken (aus Lenting et al., 1998).
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Abb. 1.4. Proteolytische Aktivierung und Inaktivierung von FVIII. FVIIl zirkuliert im Plasma
Uberwiegend als Heterodimer aus leichter Kette (a3-A3-C1-C2) und schwerer Kette (A1-a1-A2-a2-B).
Die Lange der schweren Kette variiert aufgrund begrenzter Proteolyse, die an den Positionen Arg1313
und Arg1648 schon innerhalb der Zelle stattfinden kann (gestrichelte Pfeile). Zur Aktivierung sind
weitere Spaltungen durch Serinproteasen im Plasma erforderlich (durchgezogene schwarze Pfeile), so
dal FVllla als Heterotrimer von A1-a1, A2-a2 und A3-C1-C2 vorliegt. Die blauen Pfeile zeigen
Spaltungen an, die zu Inaktivierung und Abbau des Proteins fiihren (modifiziert nach Lenting et al.,
1998).

Die Sequenz des FVIlI-Proteins enthalt 25 potentielle N-Glykosylierungsstellen, von denen
sich 18 in der B-Domane befinden (Toole et al.,, 1984; Moussalli et al., 1999). Die
Glykosylierung im ER ist Voraussetzung flr die Interaktion von FVIII mit Proteinen wie
ERGIC-53 (Endoplasmatisches Retikulum-Golgi-Intermedidares Kompartiment-53) und den
Chaperonen Calnexin und Calreticulin, die flr den intrazellularen Transport vom ER in den
Golgi-Apparat von zu sezernierenden Proteinen wichtig sind (Moussalli et al., 1999; Nichols
et al., 1998; Pipe et al., 1998).

Im Golgi-Apparat erfolgt die O-Glykosylierung. Neben der Glykosylierung findet dort auch
eine Sulfatierung des Proteins statt. Sechs Tyrosinreste innerhalb der sauren Regionen (AS
346, 718, 719, 723, 1664, 1680) sind sulfatiert (Pittman et al., 1992), und zumindest einige
der Sulfate sind notwendig fir die effiziente Spaltung und Aktivierung durch Thrombin sowie
fur die hochaffine Bindung an von Willebrand-Faktor (VWF, siehe unten) und somit fur volle
FVIlI-Aktivitat (Michnick et al., 1994; Kjalke et al., 1995).
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Sowohl innerhalb der Zelle als auch im Plasma unterliegt das FVIII-Protein schlie3lich einer
Reihe von proteolytischen Spaltungen, die erst zur Aktivierung und dann zur Inaktivierung
fuhren (Abb. 1.4). Nach der intrazellularen Spaltung, die nach den Arginin-Resten 1313 und
1648 erfolgen kann, liegt das FVIII-Protein im Plasma zuerst als Heterodimer vor, das aus
einer leichten Kette mit den Domanen A3-C1-C2 (etwa 80 kDa) und einer schweren Kette mit
den Domanen A1-A2 und Teilen der B-Domane (90 bis 220 kDa) besteht.

Beide Ketten sind nicht-kovalent durch ein Metallion verbunden, wobei noch nicht klar ist,
welche Spezies im FVIII im Plasma vorliegt. Es ist bekannt, dal® aufgereinigte schwere und
leichte Ketten zusammen mit Mn(ll) oder Ca(ll) aktiven FVIII ergeben (Fay, 1999), aber auch
fir Cu(l) wird eine Rolle in dieser Bindung diskutiert (Bihoreau et al., 1993; Tagliavacca et
al., 1997).

Am Ort der Blutgerinnung erfolgt die endgultige Aktivierung durch Thrombin oder FXa, die
innerhalb der schweren Kette hinter den Argininresten 372 und 740 und in der leichten Kette
nach Arg1689 schneiden, so dall das aktive FVllla ein Heterotrimer aus der leichten Kette
A3-C1-C2 und den Domanen A1-a1 und A2-a2 ist (Eaton et al., 1986a). Die leichte Kette und
A1-a1 bleiben uUber ein Metallion assoziiert, wahrend A2-a2 durch elektrostatische Wechsel-

wirkung gebunden wird.

Die Funktion von FVIII als Kofaktor in der Gerinnungskaskade erfordert die Wechselwirkung
mit anderen Proteinen. FVIII bindet nach der Sezernierung tUber die Domanen a3 und C2 als
inaktives Protein im Plasma mit hoher Affinitdt an VWF (Dissoziationskonstante Ky etwa
0,4 nM; Weiss et al., 1977; Tuddenham et al., 1982; Saenko & Scandella, 1997) und wird
von diesem stabilisiert und vor Proteolyse geschutzt (Wise et al., 1991; Kaufman & Pipe,
1999). Die Assoziation mit vWF erhéht die Halbwertszeit von FVIII im Plasma von
2-3 Stunden auf 12-14 Stunden (Weiss et al., 1977; Over et al., 1978).

Nach der Abspaltung von a3 dissoziiert VWF ab, und FVIlla wird freigesetzt und bindet in
einem membranstandigen Komplex an FIXa (A2 und A3), FX (a1) bzw. FXa (C2) und an
Phospholipide (C3) (Saenko et al., 2002).

Weitere proteolytische Schritte durch Proteasen aus dem Gerinnungssystem (Thrombin,
FIXa, FXa, aktiviertes Protein C) und die Dissoziation von A2-a2 fiihren zu Inaktivierung und
Abbau des FVllla-Trimers (Vehar et al., 1984, Walker et al., 1987, O'Brien et al., 1992).
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1.2.3 Mutationen im FVIII-Gen und ihre Konsequenzen auf Proteinebene

Wie in 1.2.2 aufgezeigt, ist die Struktur des FVIII-Proteins mit seinen zahlreichen
posttranslationalen Modifikationen Uberaus komplex. Aufgrund vieler Studien ist bekannt,
dall fast jede Veranderung des FVIII-Proteins mit einer Verringerung von Expression
und/oder Aktivitat einhergeht und dal® es im FVIII-Gen angesichts der Lange tberraschend
wenige Polymorphismen gibt (Bowen, 2002). Eine umfangreiche Datenbank mit FVIII-
Mutationen und  weiteren Informationen  findet  sich im Internet  unter
http://europium.csc.mrc.ac.uk und zeigt auf, wie extrem divers die molekulare Basis der
Hamophilie A ist (HAMSTeRS: Haemophilia A Mutation, Search, Test and Resource Site;
Kemball-Cook et al., 1998).

Mutationen kénnen das Proteinriickgrat des FVIII auf der Ebene der Aminosaurensequenz

und auf der Ebene der proteolytischen Prozessierung ebenso verandern wie das
Glykosylierungs- und Sulfatierungsmuster. Intrazellular kann dies die Wechselwirkungen mit
Proteinen wie Chaperonen storen, die Voraussetzungen fur den FVIII-Export sind. Auzerhalb
der Zelle konnen veranderte Bindungsaffinitdten fur andere Plasmaproteine oder fur
Phospholipide zu Instabilitdt (fehlende Bindung an VvWF) und verminderter
Gerinnungsaktivitat fihren (Modifikation der Bindung an FIXa, FX, Thrombin und Phospho-
lipiden) (Saenko et al., 2002).

Mutationen im FVIII-Gen sind in etwa zwei Dritteln der Patienten vererbt und in den
restlichen Patienten Spontanmutationen, die haufig wahrend der Gametenbildung des Vaters
auftreten (Oldenburg et al., 1993; Rossiter et al., 1994). Im Folgenden soll eine kurze
Ubersicht tiber die Art der bisher beschriebenen Mutationen und ihre Konsequenzen fiir die

Patienten gegeben werden (siehe auch Antonarakis, 1998 und Bowen, 2002):

(i) Inversionen

In 25% aller Hamophilie A-Patienten und in Uber 40% der Patienten mit schwerer Hamophilie
A findet man eine groRRe Inversion innerhalb des X-Chromosoms, die durch homologe
Rekombination zwischen int22h-1 in Intron 22 und int22h-2 bzw. int22h-3 entsteht (siehe
1.2.1; Lakich et al., 1993). Das FVIII-Gen bis Intron 22 ist invertiert, so dall nur trunkierte

MRNA-Transkripte entstehen kdnnen.

(i) Grol3e Deletionen
Etwa 5% der Patienten besitzen grof3e Deletionen von mehr als 100 bp im FVIII-Gen, die fast

immer in schwerer Hamophilie resultieren.
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(iii) Kleine Deletionen/Insertionen
Kleine Deletionen und Insertionen von oft nur 1-10 bp fuhren in 5-10% der Hamophilie A-
Patienten zu Verschiebungen des Leserasters bei der Transkription und somit fast immer zu

schwerer Hamophilie.

(iv) Nukleotidaustausch

In etwa der Halfte der Hdmophilie A-Patienten liegen FVIII-Gene vor, in denen lediglich ein
Nukleotid mutiert ist. Dies bedeutet in den meisten Féllen einen Austausch von einer
Aminosaure (Missense-Mutation), der je nach Position zu leicht verringerten Aktivitaten des
Proteins und so zu leichter oder mittelschwerer Hamophilie fiihren kann oder aber zu
inaktivem FVIII-Protein oder gar einem Verlust der Expression. Im Fall von Nonsense-
Mutationen entsteht in der kodierenden Sequenz ein Stop-Kodon, das in der Regel in der
vorzeitigen Terminierung der mRNA und schwerer Hamophilie resultiert (oder selten nur zum
Fehlen des mutierten Exons; Dietz et al.,, 1993). Eine dritte und seltene Gruppe von
Mutationen durch Austausch eines Nukleotids besteht in Mutationen, die sich in Spleil3-

defekten manifestieren.

(v) Seltene Mutationen

Daruber hinaus gibt es Mutationen, die nur in wenigen Patienten gefunden wurden. Die
wichtigsten Mechanismen sind hier Insertion von Retrotransposons (Kazazian et al., 1988),
Duplikation von Intron- oder Exonsequenzen (Gitschier, 1988; Murru et al., 1990) und

Translokation (Migeon et al., 1993).

Die Art der Mutation beeinflu®t allerdings nicht nur den Schweregrad der Hamophilie,
sondern auch die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von inhibitorischen Antikérpern durch
den Patienten wahrend der Substitutionstherapie (Schwaab et al., 1995). Vereinfacht a3t
sich sagen, dall Mutationen, die zum vdlligen Verlust des Genprodukts und damit zur
Abwesenheit von FVIII im Plasma filhren, mit einer deutlich hdheren Wahrscheinlichkeit zur
Inhibitorbildung fuhren (35-40%) als Mutationen, in denen FVIII in verringerter Menge, in
trunkierter Form oder nur mit einer leichten Konformationsanderung vorliegt (5-10%)
(Oldenburg et al.,, 2000). Die genaue Kenntnis der Mutation 14t jedoch noch keine
zuverlassige Vorhersage Uber eine Immunreaktion des Patienten zu, so dal® neben der
Analyse potentiell immunreaktiver B- und T-Zell-Epitope des FVIII-Proteins (Reding et al.,
1999; Lollar, 1999) auch Zusammenhange mit anderen Genloci wie z. B. dem MHC-Locus
untersucht werden (Hay et al., 1997; Oldenburg et al., 1997; Gill, 1999).
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1.3 Gentherapeutische Anséatze zur Behandlung der Hamophilie A

1.3.1 Potentielle Vorteile einer Gentherapie

Obwohl FVIlI-Konzentrate hocheffizient, sehr sicher und im Rahmen einer Heimbehandlung
gut zu lagern und infundieren sind, gibt es doch einige Griinde, weshalb diese Therapie flr
die Patienten suboptimal bleibt:

Die kurze Halbswertszeit von FVIII im Plasma bedeutet, dal3 Patienten bei prophylaktischer
Substitution zwei- bis dreimal wochentlich FVIlI-Infusionen bendtigen. Die durchschnittlichen
Kosten flr die Versorgung eines Hamophilie A-Patienten mit FVIII-Praparaten liegen in der
GroRenordnung von einigen Zehntausend Euro jahrlich (Rogoff et al., 2002; Ragni, 2002),
und bei Patienten mit inhibitorischen Antikérpern kénnen sie fir eine Immuntoleranzinduktion
durchaus etwa eine Million Euro erreichen (Colowick et al., 2000).

Neben den eher praktischen und finanziellen Erwagungen bleibt das Problem der
Inhibitorentwicklung, die mit bisherigen klinischen Protokollen in einem Teil der Patienten
nicht zu vermeiden ist. Zudem kann bei der Substitution mit FVIIl aus Spenderplasma trotz
aller Anstrengungen ein Restrisiko der Ubertragung von (auch noch nicht charakterisierten)

Infektionskrankheiten nicht ausgeschlossen werden.

Die ideale Losung fur das Krankheitsbild der Hamophilie A besteht in der dauerhaften
Produktion einer konstanten Menge an FVIII durch korpereigene Zellen oder zumindest
durch Zellen innerhalb des Korpers, die Zugang zum Blutkreislauf besitzen. Wie bereits in
1.1.2 dargestellt, wird keine vollstandige Rekonstitution des FVIII-Spiegels bendtigt, um die
klinischen Symptome zu mildern. Fir einen Patienten mit schwerer Hamophilie A brachte
eine Anhebung der FVIII-Aktivitdt auf 1-5% bereits eine deutliche Steigerung der
Lebensqualitat mit sich. Um zu zeigen, mit welchen gentherapeutischen Ansatze man sich
diesem Problem nahern kann, sollen im Folgenden die Moglichkeiten der rekombinanten
Expression von FVIII in verschiedenen Zielzellen beschrieben werden (1.3.2). Zudem
werden kurz verfigbare Tiermodelle flr die Hamophilie A (1.3.3) und verschiedene Gen-
transfervektoren (1.3.4) vorgestellt, die bereits in praklinischen und klinischen Studien einge-
setzt wurden (1.3.5).
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1.3.2 Physiologische und rekombinante Expression von FVIII

Im gesunden Menschen ist die Leber das wichtigste Organ der physiologischen Expression
von FVIII. Durch Lebertransplantationen kann die FVIII-Defizienz korrigiert werden (Lewis et
al., 1985; Bontempo et al., 1987; Delorme et al., 1990), und auch Perfusionsexperimente mit
isolierten Tierlebern stitzen diese Ansicht (Owen et al., 1979; Shaw et al.,, 1979). Die
Expression erfolgt Gberwiegend in Hepatozyten (Wion et al., 1985; Zelechowska et al.,
1985), aber auch sinusoidale Endothelzellen der Leber sind in der Lage, FVIIl zu sezernieren
(Do et al., 1999; Hollestelle et al., 2001).

Der Beitrag weiterer Gewebe scheint von untergeordneter Bedeutung zu sein. FVIII konnte
zwar auch in Milz, Lymphknoten und Niere nachgewiesen werden (Wion et al., 1985), und
Transplantationsversuche deuteten auf die Expression von FVIII-Protein in Geweben wie
Milz und Lunge hin (Groth et al., 1974; Veltkamp et al., 1974), aber weder die genaue
zellulare Lokalisation noch die physiologische Relevanz dieser Befunde sind bisher

hinreichend charakterisiert.

In gentherapeutischen Anséatzen zur Behandlung der Hamophilie A ist man nicht nur auf die
Verwendung von Hepatozyten oder Endothelzellen festgelegt. Im Prinzip kommt jeder Zelltyp
in Frage, der Proteine effizient glykosylieren und sulfatieren und anschlieBend sezernieren
kann, so daf} sie ins Plasma gelangen konnen. In einer Reihe von Studien konnte gezeigt
werden, dalk die FVIII-Expression in vitro bzw. nach in vivo-Gentransfer in verschiedenen
Zelltypen moglich ist. Neben Hepatozyten (Andrews et al., 1999) und Endothelzellen (Dwarki
et al., 1995; Chuah et al., 1995; Rosenberg et al., 2000) sind ebenfalls Knochenmark-
stromazellen (Chuah et al., 1998), hamatopoetische Zellen (Hoeben et al., 1992; Evans &
Morgan, 1998; Tonn et al., 2002), Fibroblasten (Hoeben et al., 1990; Roth et al., 2001) und

Keratinozyten (Fakharzadeh et al., 2000) getestet worden.

Im allgemeinen wurden jedoch beachtliche Probleme bei der rekombinanten Expression
beobachtet (Ubersicht in Soukharev et al., 2002). Insgesamt zeichnen sich zwei
Problembereiche ab, die zu einer um zwei bis drei Grélkenordnungen niedrigeren FVIII-
Ausbeute als erwartet flhren: (i) niedrige mMRNA-Spiegel und (ii) ineffizienter intrazellularer
Transport (Soukharev et al., 2002).

(i) Sowohl in Zellen, die mit einem FVIII-Expressionsvektor transfiziert waren, als auch in
retroviral transduzierten Zellen zeigte sich, dal3 FVIII-mRNA in einer um zwei GroRen-
ordnungen niedrigeren Konzentration vorlag als andere mRNAs (wie FIX), deren cDNAs in

identische Vektoren kloniert waren (Kaufman et al., 1989; Hoeben et al., 1990; Israel &
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Kaufman, 1990; Lynch et al., 1993). In weiteren Arbeiten konnten Sequenzen in den Exons
fur die A2-Domane charakterisiert werden, die die Transkription der FVIII-cDNA inhibieren,
so dal} auch die Produktion von retroviralen Vektoren in Verpackungszellen in ihrer Effizienz
stark beeintrachtigt ist (Lynch et al., 1993; Hoeben et al., 1995; Koeberl et al., 1995; Fallaux
et al., 1996).

(i) In einer Reihe von rekombinanten Expressionssystemen wurde deutlich, dal3 der Export
des FVIII-Proteins aus der Zelle sehr ineffizient verlauft. FVIII bildet Aggregate im ER, die
den Weitertransport in den Golgi-Apparat und somit aus der Zelle heraus verhindern
(Tagliavacca et al., 2000). Seit langerem ist bekannt, da FVIIl im ER an Chaperone wie BiP
(Immunglobulin-bindendes Protein), Calnexin und Calreticulin bindet (Dorner et al., 1987;
Pipe et al., 1998). Fir die Bindung scheint die stark glykosylierte B-Doméane eine wichtige
Rolle zu spielen, denn die Deletion der B-Domane fihrt zu verringerter Assoziation mit
diesen Chaperonen (Dorner et al., 1987; Pipe et al., 1998). Unglykosyliert kann FVIII jedoch
nicht sezerniert werden, da es in Gegenwart von Tunicamycin, einem Inhibitor der N-Glyko-
sylierung, zu stabiler Interaktion von FVIII und BiP und sogar verstarkter FVIII-Aggregat-

bildung kommt (Dorner et al., 1987; Tagliavacca et al., 2000).

Die Zahl der Losungen fur die Schwierigkeiten bei der rekombinanten FVIII-Expression
scheint begrenzt, da die Charakterisierung von Mutationen in Hamophilie A-Patienten zeigt,
dal die meisten Modifikationen das FVIII-Protein destabilisieren oder inaktivieren (siehe
1.2.3). Eine Mdglichkeit zur Steigerung der FVIII-Ausbeute besteht in der bereits erwahnten
Expression einer FVIII-cDNA ohne den fir die B-Domane kodierenden Bereich, da die B-
Domaéne fir die Gerinnungsaktivitat nicht notwendig ist (Toole et al., 1986; Eaton et al.,
1986b). Die Deletion der B-Domane erhdht die Expression von FVIII um Uber eine GroRen-
ordnung gegenuber dem Wildtyp-Protein (Dorner et al., 1987; Pittman et al., 1993) und
verandert weder die Plasma-Halbwertszeit noch die immunologischen Eigenschaften des
FVIII-Proteins (Pittman et al., 1993; Berntorp, 1997).

Eine weitere Moglichkeit liegt in der Insertion von Introns in die FVIII-cDNA. Es gibt Hinweise
darauf, dal® die Expression rekombinanter Proteine von der genomischen DNA héher ist als
von der cDNA (Soukharev et al., 2002). Dies ist fur FVIII aufgrund der GrofRe des Genlocus
nicht durchflihrbar, aber die Insertion einiger kurzer Intronsequenzen aus dem FIX-Locus in
die FVIII-cDNA flihrte zu deutlich gesteigerten FVIII-Ausbeuten (Plantier et al., 2001).

Trotz der niedrigen Ausbeute in rekombinanten Systemen gibt es zur Zeit (2003) vier
rekombinante FVIII-Praparate, die in Europa und in den USA zugelassen und kommerziell
erhaltlich sind (Soukharev et al., 2002). Die Proteine werden in Chinese Hamster Ovary
(CHO)- oder Baby Hamster Kidney (BHK)-Zellen produziert, in die stabil entweder die
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gesamte FVIII-cDNA oder eine B-Domanen-deletierte FVIII-cDNA (BDD FVIIl) transfiziert
wurde (Lee, 1999) und die in bezug auf Plasma-Halbwertszeit, Immunogenitat und andere
entscheidende biologische Parameter den FVIII-Praparationen aus Plasma entsprechen
(Mannucci & Giangrande, 2000).

1.3.3 Tiermodelle der Hamophilie A

Um neben der rekombinanten Expression von FVIII in vitro auch untersuchen zu kénnen,
welche Kombination von Zielzellen und Vektoren in gentherapeutischen Ansatzen eine FVIII-

Defizienz in vivo korrigieren kénnten, wurden verschiedene Tiermodelle etabliert.

Als Kleintiermodelle stehen FVIlI-defiziente Mause zur Verfigung, die durch Disruption der
Exons 16 bzw. 17 des murinen FVIII-Gens entstanden sind (Bi et al., 1995; siehe 2.2.5.1).
Die Mause besitzen keine FVIII:C-Aktivitat im Plasma bei relativ mildem Phanotyp (Bi et al.,
1996) und bilden wie auch ein Teil der Patienten mit schwerer Hdmophilie A aufgrund ihres
funktionalen Immunsystems inhibitorische Antikdrper gegen humanen FVIII (Bi et al., 1996;
Qian et al., 1999).

In immundefizienten Mausen wie z. B. SCID-Mausen (SCID: severe combined immuno-
deficiency) kann die Expression von FVIII ohne die Induktion einer Inhibitorbildung getestet
werden (Bosma & Carroll, 1991). Aufgrund des endogenen FVIII-Spiegels besitzen die
Mause jedoch keinen Hamophilie-Phanotyp.

Die Einkreuzung der FVIII-Disruption in einen immundefizienten Mausstamm demonstrierte,
dall eine Kombination aus den Vorteilen beider Modelle moglich ist (VandenDriessche et al.,
1999; Chuah et al., 2003).

Die Beobachtung von Hunden mit einem schweren Hamophilie-Phanotyp flihrte zur Zucht
und Charakterisierung verschiedener FVIlI-defizienter Hundekolonien (Giles et al., 1982;
Hough et al.,, 2002; Lozier et al.,, 2002), so dall auch ein mit Hamophilie A-Patienten

vergleichbares Groftiermodell fir praklinische Studien verfligbar ist.

In den beschriebenen Tiermodellen kdnnen sowohl die heterologe Expression von humanem
FVIII als auch die homologe FVIII-Expression mit der cDNA der entsprechenden Spezies
untersucht werden, da der murine FVIII und der canine FVIII ebenfalls kloniert wurden (Elder
et al., 1993; Cameron et al., 1998).
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1.3.4 Vektorsysteme in der Gentherapie

Voraussetzung flr eine erfolgreiche Gentherapie ist die Entwicklung hocheffizienter
Methoden fir den Gentransfer in humane Zellen mit minimaler Toxizitat. Bei den bisher
charakterisierten Verfahren kann man grundsatzlich zwischen in vivo- und ex vivo-Ansatzen
sowie zwischen nicht-viralen und viralen Vektoren unterscheiden (Romano et al., 1999; Dyer
& Herrling, 2000).

Bei in vivo-Protokollen wird dem Patienten der Transgenvektor systemisch (intravends) oder
lokal (zum Beispiel intramuskular) verabreicht, so da der Gentransfer innerhalb des Korpers
stattfindet. Dieses Verfahren bringt als Vorteil mit sich, dall groRe Vektorchargen fiir ein
Patientenkollektiv wie ein Medikament prapariert werden kdnnen, mit denen die Therapie
nicht nur in Spezialkliniken durchgefiihrt und die Behandlungskosten relativ niedrig gehalten
werden kénnen. Als Nachteile sind zuerst Gefahren in bezug auf Toxizitdt und Immuno-
genitat zu beachten. In diesem Zusammenhang ist die klinische Phase |-Dosis-Eskalations-
studie zur Behandlung der Ornithintranscarbamylase-Defizienz in Philadelphia zu nennen, in
der ein Patient an den Folgen des Eingriffs verstarb. Das Immunsystem des Patienten
reagierte auf die Infusion von etwa 3,8x10"® adenoviralen Partikeln in die Pfortader mit einer
starken Akut-Phase-Reaktion und einer systemischen Entziindung, die innerhalb von vier
Tagen zu Multiorganversagen fuhrte (Somia & Verma, 2000; Raper et al., 2002). Zudem ist
beim in vivo-Gentransfer die gezielte Modifikation nur eines einzigen Zelltyps oder Gewebes
noch nicht optimiert, so daf® nicht ausgeschlossen werden kann, daf} Zellen der Keimbahn
genetisch verandert werden.

Ex vivo-Protokolle beinhalten die gentechnische Modifikation von Zellen auflerhalb des
Korpers, die dann dem Patienten appliziert werden. Die Zellen kénnen koérpereigene Zellen
sein (autologe Transplantation), aber bei geeigneter Konditionierung des Patienten oder
Immunisolation der Zellen auch von Fremdspendern (allogen) oder sogar Tieren stammen.
Mit diesem Verfahren umgeht man Nebenwirkungen des Vektors bezliglich Immunogenitat
oder Keimbahnveranderung. Allerdings mull zumindest bei autologen Zellapplikationen eine

individuelle Therapie durchgefihrt werden, die aufwendiger und kostenintensiver ist.

Fur den Gentransfer sowohl in vivo als auch ex vivo stehen eine Reihe von viralen und nicht-
viralen Vektoren zur Verfugung. Die Anwendung nicht-viraler Systeme ist haufig mit zu
geringer Effizienz des Gentransfers und nur transienter Genexpression verbunden und soll
an dieser Stelle daher nicht weiter diskutiert werden (gute Ubersicht in Nishikawa & Huang,
2001). Die am besten charakterisierten und am haufigsten in praklinischen und klinischen

Studien eingesetzten viralen Vektoren sind mit ihren Vor- und Nachteilen in Tab. 1.2
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aufgeflhrt. Die Entwicklung dieser Vektoren erforderte die Deletion bzw. Modifikation von
viralen Genen, die in Verbindung mit Pathogenese und Replikation stehen, so dal Klassen
von Vektoren entstanden, die moglichst viel Raum fur die Insertion von therapeutischen
Genen bieten und die zwar noch in der Lage sind, Zellen zu transduzieren, aber in den

Zellen nicht mehr replizieren und somit nicht wieder freigesetzt werden kdnnen (sog.

replikationsdefekte Vektoren).

Vektor Vorteile Nachteile
Retroviren > Integration ins humane Genom (dauerhafte =~ > Mutagenese durch Insertion nicht
(dsRNA) Expression des Transgens méglich) auszuschlieRen
> hohe Transduktionseffizienz > nur Transduktion replizierender Zellen;
Kapazitat fur Transgen <10 kb
> keine Expression viraler Proteine, geringe > replikationskompetente Retroviren
Immunogenitat durch homologe Rekombination nicht
vollig ausgeschlossen
Lentiviren > Integration ins humane Genom (dauerhafte =~ > Mutagenese durch Insertion nicht
(dsRNA) Expression des Transgens méglich) auszuschlieRen
> hohe Transduktionseffizienz; auch > Kapazitat flr Transgen <10 kb
Transduktion ruhender Zellen
> keine Expression viraler Proteine, geringe > replikationskompetente Lentiviren
Immunogenitat durch homologe Rekombination nicht
vollig ausgeschlossen
Adenoviren > keine Mutagenese durch Insertion > keine Integration ins humane Genom
(dsDNA) (transiente Expression des Transgens)
> hohe Transduktionseffizienz mit Transfer
von bis zu 30 kb Fremd-DNA; auch
Transduktion ruhender Zellen
> Immunogenitat bei systemischer und lokaler
Applikation
Adeno- > Integration ins humane Genom und dauer- > Mutagenese durch Insertion nicht
assoziierte hafte Expression des Transgens mdglich auszuschlief’en
Viren (AAV) > mittlere Transduktionseffizienz; auch > Transfer von <5 kb Fremd-DNA
(ssDNA) Transduktion ruhender Zellen

> niedrige Immunogenitat

Tab. 1.2. Ubersicht tiber Vor- und Nachteile der am besten charakterisierten viralen Vektor-
systeme in der Gentherapie (ds: doppelstrangig; ss: einzelstréngig) (Romano et al., 1999; Dyer
& Herrling, 2000; Somia & Verma, 2000).
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Zu den weiteren Vektortypen, die zur Zeit fir den Einsatz in der Gentherapie entwickelt
werden, gehdren unter anderem Vektoren auf der Basis des Herpes Simplex-Virus fur die
Transduktion neuronaler Zellen (Ali et al., 1994), des Epstein-Barr-Virus fur die Gen-
expression in B-Lymphozyten (Robertson et al., 1996) und des Vaccinia-Virus (Peplinski et
al., 1998).

1.3.5 Praklinische und klinische Studien

Aufgrund der vielen in 1.3.2 beschriebenen Schwierigkeiten, die bei der rekombinanten
Expression von FVIII in vitro und in vivo auftreten kdnnen, wurden bereits eine Reihe von
Ansatzen mit verschiedenen Zielzellen und den verfiigbaren Vektorsystemen ausgetestet.
Tab. 1.3 gibt eine Zusammenfassung Uber bisher publizierte praklinische Studien im
Tierversuch. Es ist zu beachten, dal} in den meisten Experimenten die Tiere sehr heterogen
reagierten. Die gegebenen FVIII-Spiegel und die Dauer der Expression sind daher nicht als
Mittelwerte dargestellt, sondern beziehen sich in der Regel auf die Einzeltiere, die am besten

auf die Therapie ansprachen.

Die meisten der aufgefliihrten Studien sind Ansatze, in denen der Vektor systemisch
verabreicht wurde, so dal in vivo im wesentlichen Leberzellen transduziert wurden. Gerade
bei adenoviralen Vektoren der ersten Generation, die neben der FVIII-cDNA noch adeno-
virale Gene enthielten, flhrte dies zu einer FVIII-Expression auf anfanglich sehr hohem
Niveau, die im Verlauf der Zeit aber stark abfiel. Die Deletion der viralen Gene aus den
neueren Transfervektoren verlangert die Transgenexpression zwar deutlich, kann aber keine
konstanten FVIII-Spiegel gewahrleisten (Reddy et al.,, 2002). Die Grinde flur dieses
Phanomen sind nur zum Teil bekannt: Der graduelle Verlust von Vektor-DNA bei Zell-
teilungen wird diskutiert, da Adenoviren episomal vorliegen und nicht in das Genom der
Wirtszelle integrieren kénnen, aber auch der Verlust von transduzierten Zellen durch eine
zellulare Immunantwort gegen adenovirale Proteine kénnte gerade bei den Vektoren der
ersten Generation eine Rolle spielen (Kochanek, 1999; Lipshutz et al., 1999; Somia &
Verma, 2000; Chuah et al., 2001).

Die haufigsten Nebenwirkungen der systemischen Vektorapplikation bestehen in der
Toxizitat des Vektors (Schadigung der Leber und mitunter des hamatopoetischen Systems)
und in der Bildung inhibitorischer Antikérper gegen FVIII und/oder virale Capsidproteine in

immunkompetenten Tieren (siehe z. B. Gallo-Penn et al., 2001). Studien mit immun-
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Vektor Promotor | Transgen | Tier Appl. | Max. Dauer Inhibitor | Kommentar Studie
Konz. (>1%)
(%]
Retro LTR hBDDF8 | SCID ip 60 1TW. NT Fibroblasten (1)
(verkapselt)
Retro LTR hBDDF8 | F8-KO ro 1250 >14 M. +/- Neonatale Mause (2)
Retro LTR hBDDF8 | NOD/SCID is 4 1W. - KM-Stromazellen (3)
Retro LTR hBDDF8 | F8-KO/SCID is 15 1TW. - KM-Stromazellen (4)
Retro LTR hBDDF8 | C57BL/6 ip 20 1TW. + C2C12 bzw. MDCK in | (5)
Alginatkapseln
Retro LTR hBDDF8 | SCID ip 5 1TW. - C2C12 bzw. MDCK in | (6)
Alginatkapseln
Lenti (HIV) | EF1a hBDDF8 | C57BL/6 ipv 15 7W. + Partielle (7)
Hepatektomie
Lenti (HIV) | EF1a hBDDF8 | C57BL/6/ ipv 10 >2 M. - Partielle (8)
SCID Hepatektomie
Lenti (HIV) | CMV cBDDF8 F8-KO/SCID iv 25 1W. - KM-Stromazellen 9)
Lenti (FIV) | RSV hBDDF8 | F8-KO iv 75 >5 M. NT - (10)
Ad Albumin hBDDF8 | C57L/6 iv 150 6 W. NT - (11)
Ad Albumin hBDDF8 | C57BL/6 iv 500 >4 W. NT - (12)
Ad Albumin hBDDF8 | Hamophilie A- | iv 800 1TW. + - (13)
Hund
Ad Albumin hBDDF8 | F8-KO iv 255 >9 M. - - (14)
Ad Albumin cBDDF8 | F8-KO iv 3100 >12 M. NT - (15)
Ad Albumin hWTF8 F8-KO iv (<1%) 6T. NT Phénotyp. Korrektur | (16)
Ad CMV mBDDF8 | F8-KO ip 600 2W. NT in utero 17)
Ad Albumin hBDDF8 | C57BL/6 iv 80 >20 W. NT FVII mit Epitop-Tag | (18)
am C-Terminus
Ad Albumin hWTF8 F8-KO iv 400 >12 M. + Vektor ohne (19)
adenovirale Gene
Ad Albumin hBDDF8 | F8-KO iv 140 10T. - - (20)
Ad CMV mWTF8 F8-KO iv 100 4 W. + - (21)
Ad Albumin hBDDF8 | F8-KO iv 300 >16 W. NT - (22)
Ad Albumin cBDDF8 | Hamophilie A- | iv 5900 1TW. + - (23)
Hund
Ad Albumin hBDDF8 | Makake iv 50 4 W. +/- FVIII mit Epitop-Tag | (24)
am C-Terminus
Ad Albumin hBDDF8 | F8-KO iv 200 >40 W. - Vektor ohne (25)
adenovirale Gene
AAV EF1a hF8HC C57BL/6 ipv 220 >5 M. NT HC und LCin (26)
& hF8LC separaten Vektoren
AAV HSV-TK | hBDDF8 | NOD/SCID ipv 27 >4 W. NT - (27)
AAV HSV-TK | hBDDF8 | C57BL/6 ipv 29 >12 M. + Inhibitor transient; (28)
Toleranzinduktion?
Plasmid- CMV hBDDF8 | NOD/SCID iv 590 >5 M. NT BOECs; FVII-EGFP- | (29)
DNA Fusionsprotein

Tab. 1.3. Gentherapie der Himophilie A in Tiermodellen (Legende auf der nachsten Seite).
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Tab. 1.3. Gentherapie der Hamophilie A in Tiermodellen (modifiziert und erweitert nach
VandenDriessche et al., 2001 und Chuah et al., 2001).

Abklrzungen (nach Spalten geordnet):

- (Vektor) AAV: Adeno-assoziiertes Virus; Ad: Adenovirus; FIV: Felines Immundefizienzvirus; HIV:
Humanes Immundefizienzvirus; Lenti: Lentivirus; Retro: Retrovirus

- (Promotor) CMV: Cytomegalievirus; EF1a: Elongationsfaktor 1a; HSV-TK: Thymidinkinase des
Herpes Simplex-Virus; LTR: Long terminal repeat; RSV: Rous-Sarkomvirus

- (Transgen) BDDF8: FVIII mit deletierter B-Domane; HC: Schwere Kette (heavy chain); LC: Leichte
Kette (light chain); WTF8: Wildtyp-FVIII; c: canin; h: human; m: murin

- (Tier) F8-KO: FVIll-defiziente Maus; NOD/SCID: Non-obese diabetic/severe combined
immunodeficiency-Maus; SCID: Severe combined immunodeficiency-Maus

- (Appl.) Applikation: ip: intraperitoneal; ipv: in die Pfortader; is: in die Milz; iv: intravends; ro:
retroorbital

- (Max. Konz. [%]) Maximale FVIII-Plasmakonzentration in % im Verlauf der Studie (maximal
gemessener Wert, falls veroffentlicht, sonst Mittelwert)

- (Dauer >1%) Dauer der FVIlI-Expression von >1% nach Behandlung in mindestens einem der
Versuchstiere: M.: Monat(e); T.: Tage; W.: Woche(n)

- (Inhibitor) Auftreten von inhibitorischen anti-FVIII-Antikérpern: +: ja; +/-: in einem Teil der Tiere; -:
nein; NT: nicht getestet

- (Kommentar) BOECs: Blood outgrowth endothelial cells; C2C12: Murine Myoblasten-Zellinie; HC:
Schwere Kette (heavy chain); KM: Knochenmark; LC: Leichte Kette (light chain); MDCK: Canine
Nierenepithel-Zellinie

- (Studie) Referenzen: (1) Dwarki et al., 1995; (2) VandenDriessche et al., 1999; (3) Chuah et al.,
2000; (4) VandenDriessche et al., 2001; (5) Garcia-Martin et al., 2002; (6) Garcia-Martin et al., 2002;
(7) Park et al., 2000b; (8) Park et al., 2000b; (9) VandenDriessche et al., 2001; (10) Stein et al., 2001;
(11) Connelly et al., 1995; (12) Connelly et al., 1996a; (13) Connelly et al., 1996b; (14) Connelly et al.,
1998; (15) Gallo-Penn et al., 1999; (16) Connelly et al., 1999; (17) Lipshutz et al., 1999; (18) Roy et
al., 1999; (19) Balagué et al., 2000; (20) Bristol et al., 2000; (21) Sarkar et al., 2000; (22) Andrews et
al., 2001; (23) Gallo-Penn et al., 2001; (24) Andrews et al., 2002; (25) Reddy et al., 2002; (26) Burton
et al., 1999; (27) Chao et al., 2000; (28) Chao & Walsh, 2000; (29) Lin et al., 2002

defizienten Tieren spiegeln zwar nicht die spatere klinische Situation wider, sind aber
dennoch hilfreich fur die grundsatzliche Klarung der Frage, ob ein Vektorsystem fur die FVIII-
Expression in vivo verwendet werden kann. Auch Expressionsstarke und Kinetik kdnnen so
untersucht werden.

Die wenigen Versuche zur Implantation von ex vivo modifizierten Zellen verweisen auf ein
weiteres Hindernis bei der rekombinanten FVIII-Expression: Gerade die Arbeiten der Gruppe

von VandenDriessche und Chuah mit primaren Zellen und mit Zellinien zeigen, dal} nach
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Implantation von transduzierten Zellen durch Silencing-Effekte in den Zellen die Transgen-
expression vollig verschwinden kann (Chuah et al., 2000; Garcia-Martin et al., 2002).

Das Minimalziel einer Gentherapie kann wie folgt definiert werden: Es sollte eine Vektordosis
bzw. Dosis an genmodifizierten Zellen zu finden sein, die in allen Patienten (im Tierversuch
in allen immunkompetenten Tieren) dauerhaft einen therapeutisch wirksamen FVIII-Plasma-
spiegel von >1% ohne Vektortoxizitdt und ohne Inhibitorbildung erreicht. Trotz einer Vielzahl
von Lésungsansatzen, wie sie in Tab. 1.3 zusammengefaldt sind, konnte dieses Minimalziel

bisher leider noch nicht erreicht werden.

Nach den Erfahrungen mit den verschiedenen Vektorsystemen in Tiermodellen begannen in
den letzten Jahren (seit 1998) die ersten drei klinischen Phase |-Studien (Tab. 1.4). Den
Studien ist gemeinsam, dall erwachsene Patienten mit schwerer Hamophilie A (FVIII-
Aktivitat im Plasma <1%) und ohne inhibitorische Antikérper gegen FVIII nach wiederholter
Exposition gegen FVIlI-Konzentrate in verschiedenen Gruppen mit steigenden Vektordosen
behandelt werden. Das Hauptziel besteht in der Evaluation der Sicherheit der Therapie in
bezug auf Vektortoxizitat, Immunreaktionen und Gentransfer in die Keimbahn. Zudem soll
geprift werden, ob mit den applizierten Vektoren Verbesserungen des klinischen Bildes der

teiinehmenden Patienten erreicht werden konnen.

In den beiden beendeten Studien wurden in 9 von 19 Patienten zu verschiedenen Zeit-
punkten FVIII-Spiegel von 1% oder mehr gemessen, aber die klinischen Effekte waren nur
transient und auferten sich in objektiv schwer zu beurteilenden Reduktionen des FVIII-
Bedarfs. Eine Inhibitorbildung wurde in keinem der Patienten gesehen, doch dies kann am
niedrigen Niveau der FVIII-Expression liegen. Erst eine Erhdhung der FVIII-Expression durch
Steigerung der Vektordosis oder durch optimierte Vektoren wird klaren kénnen, wie hoch das
Risiko der Inhibitorbildung im Kontext der verschiedenen Gentherapie-Protokolle sein wird.
Aufgrund der bisher veroffentlichten Ergebnisse kann man sagen, dall keine schwer-
wiegenden Nebenwirkungen beobachtet wurden. Die GenStar-Studie, in der ein adenoviraler
Vektor verwendet wird, wurde jedoch nach der Behandlung des ersten Patienten vorlber-
gehend gestoppt, da leichte und aufgrund der Vektordosis unerwartete Nebenwirkungen
auftraten. Bei diesem Patienten wurden innerhalb der ersten drei Wochen nach Vektor-
applikation erhdhte Leberenzymspiegel im Plasma sowie hamatologische Veranderungen
festgestellt (Kelley et al., 2002).

Zur Zeit befindet sich eine vierte Studie in Planung, in der ein AAV-Vektor fur den Gentranfer
eingesetzt werden soll (Avigen, 2002). Diese Studie wird auf den Befunden aus zwei

klinischen Studien mit diesem Vektorsystem in der Behandlung der Hamophilie B
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Vektor | Prom. Transgen | Pat. | Appl. | Max. Klinischer Effekt Neben- Kommentar Ref.
Konz. wirkungen
(%]
Plasmid- | Fibro- hBDDF8 |6 ip 4 bei 4 Pat. Reduktion | keine Immun- ex vivo-Elektroporation | (1)
DNA nektin des Bedarfs an reaktionen autologer Hautfibro-
FVIll-Praparaten blasten, ex vivo klonale
Expansion
Retro LTR hBDDF8 13 iv 6,2 bei 6 Pat. reduzierte | keine Zielorgan Leber; in (2)
Blutungsfrequenz Inhibitoren einem Patienten eine

Samenprobe positiv fur

Vektorsequenz
(Laborfehler?)
Ad Albumin | hWTF8 X iv X X Vektortoxizitdt | Zielorgan Leber; Vektor | (3)
beim ersten ohne adenovirale Gene
Patienten
Retro LTR bzw. | hF9 2 sC 6,3 reduzierte keine ex vivo-Transduktion (4)
CMV Blutungsneigung Inhibitoren autologer Hautfibro-
blasten; FIX-Spiegel
vor Therapie bei 2%
AAV CMV hF9 8 im 1,4 in 2 Pat. Reduktion | keine in 6/8 Pat. FIX-Protein | (5)
des Bedarfs an FIX- im Muskel detektiert
Praparaten (Immunhistochemie)
AAV AAT/ hF9 X iv X X X Zielorgan Leber; im (6)
APO-E ersten Pat. Samen-

proben bis Woche 10
positiv fur AAV-Vektor

Tab. 1.4. Ubersicht tber die klinischen Phase I-Studien der Hamophilie A und B. Abkirzungen:
AAT/APO-E: a1-Antitrypsin-Promotor/Apolipoprotein E-Enhancer; hF9: humaner FIX; Pat.: Anzahl der
Patienten; Prom.: Promotor; Ref.: Referenzen; sc: subcutan (gemischt mit Collagen); x: Studie noch
nicht abgeschlossen; (1): Roth et al., 2001 [Sponsor: Transkaryotic Therapies, Cambridge, MA]; (2)
White, 2001; Kelley et al., 2002 [Sponsor: Chiron Corporation, Emeryville, CA]; (3) White, 2001; Kelley
et al., 2002 [Sponsor: GenStar Therapeutics Corporation, San Diego, CAJ; (4) Qiu et al., 1996 [Fudan
University, Shanghai, VR China]; (5) Kay et al., 2000; Manno et al., 2002 [Sponsor: Avigen, Alameda,
CA] (6) Arruda et al., 2002 [Sponsor: Avigen, Alameda, CA] (siehe auch Legende zu Tab. 1.3).

aufbauen konnen (siehe Tab. 1.4), die AAV-Vektoren fir den FIX-Transfer in Muskel bzw.
Leber benutzen. Der AAV-vermittelte Gentransfer in Muskelgewebe erreichte in 2 von 8
Patienten transiente FIX-Spiegel von 1% oder mehr. In 6 der 8 Patienten konnte jedoch
aufgrund von immunhistochemischen Untersuchungen rekombinante FIX-Expression auf
Proteinebene ohne Nebenwirkungen nachgewiesen werden (Manno et al., 2002). Probleme
tauchten bei der intravenésen Applikation des Vektors in die Leberarterie auf, da beim ersten
Patienten bis Woche 10 nach Infusion Samenproben positiv fir Vektorsequenzen waren,

was auf das Risiko einer Keimbahnubertragung hindeutet (Arruda et al., 2002).
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Auch wenn in jeder der bisher abgeschlossenen Studien in einem Teil der Patienten FVIII-
bzw. FIX-Aktivitdten im Plasma von mindestens 1% erzielt werden konnten, so blieben diese
potentiell therapeutisch wirksamen Konzentrationen nicht konstant. Insgesamt konnte daher
die prinzipielle Eignung der verwendeten Vektorsysteme und Applikationsprotokolle
demonstriert werden, aber entweder miissen sowohl Wirksamkeit als auch Sicherheit nach
diesen ersten Behandlungen noch wesentlich verbessert werden, oder es miissen alternative

Protokolle mit anderen Zielzellen oder Vektorsystemen entwickelt werden.

14 Hamatopoetische Stammzellen als Zielzellen einer Gentherapie

Die Zusammenfassung der bisher publizierten Daten Uber praklinische und klinische Studien
(1.3.5) zeigt, dal trotz der Vielfalt der gewahlten Ansatze, d. h. der verschiedenen Kombi-
nationen von Zielzellen und Vektorsystemen, noch kein Protokoll etabliert werden konnte,
das Sicherheit und Persistenz der FVIII-Expression auf hohem Niveau gewahrleisten kann.
Hamatopoetische Zellen (HSC) wurden als Zielzellen fur eine Gentherapie der Hamophilie A
bisher kaum untersucht, obwohl sie aus verschiedenen Grinden sehr interessant

erscheinen.

HSC sind definiert als Zellen, die nach Transplantation in einen Rezipienten ohne
blutbildendes System (z. B. nach letaler Strahlungsexposition) durch Proliferation und
Zelldifferenzierung die gesamte Hamatopoese rekonstituieren und dauerhaft erhalten kénnen
(Weissman, 2000). Ein Modell fir die Analyse der Stammzelleigenschaften humaner HSC
besteht in der Repopulierung immundefizienter SCID-Mause (Larochelle et al., 1996). Im
adulten Individuum befinden sich HSC im wesentlichen im Knochenmark und im peripheren
Blut (im Knochenmark in einer Frequenz von etwa einer HSC in 3x10° kernhaltigen Zellen;
Wang et al., 1997), aber auch in Milz und Leber (Whetton & Graham, 1999). HSC sind relativ
ruhend und teilen sich nur selten. Zu einem beliebigen Zeitpunkt befinden sich die meisten
HSC in der Ggo-Phase (und ein kleiner Teil in G4), jedoch nur sehr wenige in den aktiven
Phasen S/G./M des Zellzyklus (Gothot et al., 1998; Cheshier et al., 1999). Bei der Zellteilung
entsteht neben einer HSC noch eine Vorlauferzelle mit extrem hohem Proliferationspotential,
deren Nachkommen in die verschiedenen Zelltypen des hamatopoetischen Systems

differenzieren (Brenner, 1996; Wagers et al., 2002a).

Erste gentherapeutische Experimente im Bereich der Hamophilie A wurden mit murinen
Knochenmarkzellen (KMZ) durchgefiihrt, die ex vivo retroviral transduziert und in letal

bestrahlte Mause transplantiert wurden. Im Ansatz von Hoeben et al. (1992) enthielt der
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Vektor eine BDD FVIII-cDNA. Obwohl in vivo Vektorsequenzen nachgewiesen wurden,
konnten weder FVIII-mRNA noch FVIII-Protein im Plasma detektiert werden. Evans &
Morgan (1998) verwendeten ebenfalls eine B-Domanen-deletierte (BDD) FVIII-cDNA, die
zwar im Knochenmark der FVIII-defizienten Empfangermause transkribiert wurde, aber nicht
zu melbaren FVIII-Spiegeln im Plasma fihrte. Jedoch resultierte die Therapie in einigen
Rezipienten in einer Immuntoleranz gegen injizierten humanen FVIII, die nur durch die

vorherige Expression niedriger Mengen transgenen FVIII-Proteins erklart werden kann.

Mit der Studie von Evans & Morgan wurde indirekt gezeigt, dall hamatopoetische Zellen
zumindest grundsatzlich in der Lage sind, FVIII-Protein zu exprimieren (wenn auch keine
Sezernierung dokumentiert wurde). Mit optimierten Vektoren und Transduktionsbedingungen
kénnte es daher mdglich sein, ex vivo transduzierte HSC therapeutisch einzusetzen und
dabei folgende Vorteile von HSC als Zielzellen zu nutzen (Ubersichten in Lutzko et al., 1999;
Weissman, 2000; Asahara et al., 2000; Bordignon & Roncarolo, 2002):

(i) Sowohl humane als auch murine HSC stellen das am besten charakterisierte und auch
am besten verfligbare adulte Stammzellkompartiment dar. Die Untersuchung des Phanotyps
anhand von Oberflachenantigenen und die langjahrige klinische Erfahrung mit der
Transplantation von HSC (in der Regel im Kontext von Leukamien) belegen, dal} mit
moderat invasiven Methoden aus Knochenmark und peripherem Blut genigend HSC fur eine
therapeutische Anwendung isoliert werden koénnen und dald auch Nabelschnurblut eine
potentielle HSC-Quelle darstellt (Little & Storb, 2002). Zur Gewinnung der Zellen wird am
haufigsten eine magnetische Zellseparation durchgefuhrt, bei der CD34-exprimierende
Zellen angereichert werden, da sich in diesem Zellkompartiment ein groRer Teil der Zellen
mit echten Stammzelleigenschaften in Transplantationen befindet (Berenson et al., 1988;
Goodell, 1999 und Referenzen darin). Im Mausmodell ist es sinnvoller, HSC anzureichern,
indem alle differenzierten hamatopoetischen Zellen anhand ihrer Oberflachenmarker
immunmagnetisch depletiert und ggf. auf die Expression anderer Marker (Sca-1, c-kit)
selektioniert wird (Osawa et al., 1996, Sato et al., 1999).

(i) Die Transduktion der Zellen erfolgt ex vivo, so daf® Schwierigkeiten mit der potentiellen
Immunogenitdt des Vektors praktisch nicht existieren. Fur die Transduktion werden
replikationsdefekte Vektoren eingesetzt, die so konstruiert werden kénnen, dal in den
Zielzellen keine viralen Gene transkribiert und somit keine viralen Proteine vom Immun-
system des Rezipienten erkannt werden kénnen. Eine Reihe von Studien mit Markergenen
wie dem EGFP (Enhanced green fluorescent protein) demonstrieren, day HSC mit hoher

Effizienz und ohne relevante negative Auswirkungen auf ihre Stammzelleigenschaften
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retroviral und lentiviral transduziert werden kdnnen (Szilvassy et al., 1989; Rosenzweig et al.,
1999; Kume et al.,, 2000; siehe auch 1.5). Nach der Transduktion kdnnen die Zellen
eingefroren bzw. vor der Transplantation in bezug auf Effizienz des Gentransfers, Expression
des Transgens und auf Sicherheitsparameter wie die Abwesenheit replikationskompetenter

Vektoren getestet werden (Brenner, 1996).

(i) Nach geeigneter Konditionierung des Empféangers kann ein Chimarismus des
hamatopoetischen Systems entstehen, in dem transduzierte wie nicht-transduzierte Zellen
dauerhaft persistieren, wodurch auch eine anhaltende Expression des Transgens moglich
ist. Bei autologen Transplantationen ist keine Immunantwort des Patienten gegen die Zellen
zu erwarten (Little & Storb, 2002).

(iv) Die transduzierten Zellen leisten durch polyklonale Expansion und Differenzierung einen
Beitrag zur Hamatopoese, so dall eine Amplifikation des Transgens in vivo erfolgt und
zudem alle Zellen des hamatopoetischen Systems theoretisch als Zielzellen in Frage
kommen (Kim et al., 2000). Durch Auswahl eines konstitutiven oder zelltypspezifischen
Promotors besteht die Moglichkeit der Steuerung der Genexpression. Die FVIII-Sezernierung

kann direkt ins Plasma erfolgen.

Dall eine solche Therapie fur hamatologische Erkrankungen moglich ist, zeigen zwei
klinische Studien, in denen CD34-positive HSC aus Knochenmark retroviral transduziert
wurden. In der ersten Studie von Cavazzana-Calvo und Fischer (Cavazzana-Calvo et al.,
2000; Hacein-Bey-Abina et al., 2002) gelang die Rekonstitution des Immunsystems in
Kindern mit X-chromosomal vererbter schwerer komplexer Immundefizienz (SCID-X1) durch
die rekombinante Expression der fehlenden gemeinsamen y-Kette verschiedener Interleukin-
Rezeptoren in hamatopoetischen Zellen. Die zweite erfolgreiche Studie beschreibt die
rekombinante Expression von Adenosindeaminase (ADA) in Patienten mit ADA-SCID, einem
der SCID-X1 ahnlichen Immunschwachesyndrom (Aiuti et al., 2002). Hier muf3 allerdings
erwahnt werden, dal} diese Erfolge zumindest zum Teil auf dem Selektionsvorteil beruhen,
den die transduzierten Zellen in vivo Uber die untransduzierten Zellen besitzen (Fischer et
al., 2002).

In praklinischen Studien wurde das Spektrum auf weitere Erkrankungen wie unter anderem
die Chronische Granulomatose (Mardiney et al., 1997; Bjorgvinsdottir et al., 1997), auf
Hamoglobinopathien (May et al., 2002; Sadelain, 2002) und auf die Erythropoetische Proto-
porphyrie (Pawliuk et al., 1999) mit Erfolg im Tierversuch erweitert.
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(v) Der wahrscheinlich bedeutendste Vorteil gegenuber allen anderen Gentherapie-
protokollen, die nicht mit HSC als Zielzellen arbeiten, liegt in der immunologischen
Besonderheit der Proteinexpression durch hamatopoetische Zellen, die durch die Funktion
als Immunzellen begrindet ist, und in der Mdglichkeit, eine Inhibitorbildung gegen FVIII zu
vermeiden, die in anderen Ansatzen haufig vorkommt (siehe 1.3.5). Schon seit einigen
Jahrzehnten ist aus Erfahrungen mit allogenen Knochenmarktransplantationen bei
konditionierten Patienten bekannt, da} die Etablierung eines Chimarismus mit detektier-
barem HSC-Donoranteil eine lebenslange Immuntoleranz gegen Fremdantigene, die von den
hamatopoetischen Zellen des Donors exprimiert werden, induziert (Weissman, 2000). Bei
Patienten mit Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoider Arthritis oder Systemischem
Lupus Erythematosus ist es in einer Reihe von Fallen sogar zu einer lebenslangen
Remission durch erfolgreiche allogene Transplantation von HSC gekommen (Ubersicht in
Burt et al., 2002).

Bei der Transplantation von autologen, aber genmodifizierten HSC sollten die
immunologischen Konsequenzen in Analogie zur allogenen Transplantation stehen. In der
Tat belegen Studien mit retroviral transduzierten KMZ oder KMZ aus transgenen Tieren im
Mausmodell, dall innerhalb von Inzuchtstdmmen mit der Transplantation von KMZ, die nach
genetischer Modifikation ein fremdes Protein exprimieren, eine Immuntoleranz gegen
ebendieses Protein induziert wird. Sowohl Toleranz gegen Fremd-Proteine, d. h. gegen neue
Peptidepitope (Zambidis et al., 1997), als auch gegen veranderte Glykosylierungsmuster
(Bracy & lacomini, 2000) ist moglich. Da FVIII ein komplexes Glykoprotein ist, sind beide
Befunde von grofRer Bedeutung, und in der bereits erwahnten Studie von Evans & Morgan
(1998) scheint eine Toleranz gegen FVIII aufgrund dieses Mechanismus induziert worden zu

sein.

(vi) Neben diesen funf erwdhnten Vorzigen von transduzierten HSC in der Gentherapie gibt
es einen weiteren Aspekt, der zur Zeit von vielen Arbeitsgruppen erforscht wird und der flr
die Nutzung dieser Zellen interessant werden konnte: Die Analyse der Differenzierungs-
kapazitaten von HSC, die Uber die Expression des Oberflachenmarkers CD34 (in manchen
Studien auch von CD133) definiert wurden, ergab, dal Zellen aus dem HSC-Kompartiment
auch in Zellen nicht-hdmatopoetischer Gewebe wie Hirn, Niere, Muskel, Leber und Endothel
differenzieren kdnnen (Ubersichten in Blau et al., 2001 und Graf, 2002). Dieser Vorgang wird
als ,Transdifferenzierung“ bezeichnet. Die Interpretation der Daten sowie die physiologische
Relevanz und Nutzbarkeit dieses Phanomens fiir gentherapeutische und andere klinische
Ansatze sind umstritten (Ying et al., 2002; Terada et al., 2002; Wagers et al., 2002b;
Poulsom et al., 2002). Fast alle diese Differenzierungsprozesse sind bislang nur in

Transplantationsexperimenten in vivo beobachtet worden, und da die jeweiligen
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Bedingungen nicht bekannt sind, konnten noch keine entsprechenden in vitro-Modelle
etabliert werden. Die einzige Ausnahme stellt die Differenzierung in Endothelprogenitorzellen
bzw. Endothelzellen dar.

Sowohl in vitro als auch in vivo wurde gezeigt, dal’ Zellen aus dem HSC-Kompartiment in
Endothelzellen differenzieren kdnnen (Asahara et al., 1997; Gehling et al., 2000; Graf, 2002
und Referenzen darin; Grant et al., 2002). Der Befund kann durch die Existenz einer
gemeinsamen Stammzelle fir hamatopoetische und Endothelzellen erklart werden, die
~.Hamangioblast® genannt wird. Belege flir diese Hypothese sind nicht nur in der Zusammen-
setzung von embryonalen Blutinseln zu finden, in denen hamatopoetische und
Endothelzellen in engster Nahe zu finden sind (Sabin, 1920; Murray, 1932), sondern auch in
der Tatsache, dal} eine Reihe von Zelloberflachenmarkern wie CD34, CD133, KDR (Kinase
insert domain receptor; auch VEGF-R2: Vascular endothelial growth factor-receptor 2) und
Tie-2 auf Vorlaufern beider Zelltypen exprimiert werden (Pelosi et al., 2002; Ubersicht in
Asahara & Isner, 2002).

Aufgrund der scheinbar unerwartet vielfaltigen Differenzierungsmoglichkeiten von HSC
koénnte die Etablierung eines Gentransferprotokolls fir HSC weitere Therapieoptionen fir die
Hamophilie A Uber die rekombinante FVIII-Expression in hamatopoetischen Zellen hinaus

bieten.

Diese Auflistung soll die groRe Attraktivitat und das Interesse an HSC fur die Gentherapie
der Hamophilie A verdeutlichen. Im nachsten Abschnitt wird die Frage diskutiert, welches

Vektorsystem fir den Gentransfer in HSC am besten geeignet ist.

1.5 Lentiviraler Gentransfer in HSC

15.1 Gentransfer in HSC

Fur die Etablierung von Gentherapieprotokollen mit HSC als Zielzellen ist eine Eigenschaft
dieses Zelltyps besonders zu beachten: Wie bereits in 1.4 erwahnt, sind HSC relativ ruhend
und teilen sich nur selten (Brenner, 1996; Wagers et al., 2002a). Eine Zytokin-induzierte
Proliferation ex vivo durch Eintritt in den Zellzyklus ist zumeist mit Differenzierungsprozessen
und zumindest partiellen EinbuRen der Repopulierungsfahigkeit im SCID-Transplantations-
modell verbunden (Williams, 1993; Bhatia et al., 1997; Gothot et al., 1998; Glimm et al.,
2000). Der ideale Vektor fur die Transduktion von HSC ist daher in der Lage, ruhende Zellen
zu transduzieren und im Interesse einer dauerhaften Transgenexpression in das Genom der

Zielzelle zu integrieren. Zudem sollte die Kapazitat des Vektors die Insertion von mehr als
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5 kb Fremd-DNA erlauben, um eine Expressionscassette aus Promotor, BDD FVIII-cDNA
und ggf. weiteren regulatorischen Elementen aufnehmen zu kénnen. Diese Bedingungen
erfullen zur Zeit nur lentivirale Vektoren (Tab. 1.2), die im Folgenden naher charakterisiert

werden.

Lentivirale Vektoren sind in der Lage, sowohl sich teilende Zellen als auch ruhende Zellen zu
transduzieren, da einige lentivirale Proteine - im Gegensatz zu retroviralen Systemen -
nukledre Lokalisationssequenzen (NLS) enthalten, die den Import eines Praintegrations-
komplexes aus revers transkribierter viraler DNA und viralen Proteinen in den Zellkern
katalysieren (wahrend Retroviren auf die Auflésung der Kernmembran bei der Zellteilung
angewiesen sind) (Bukrinsky et al., 1993; von Schwedler et al., 1994; Heinzinger et al., 1994,
Gallay et al., 1997). In einer Reihe von Studien konnte die stabile Transduktion von primaren
und auch von terminal differenzierten Zellen wie HSC (Akkina et al., 1996; Sutton et al.,
1998; Evans et al., 1999), prastimulierten Lymphozyten (Costello et al., 2000; Salmon et al.,
2000; D. Chinnasamy et al., 2000), Makrophagen (Naldini et al., 1996a), dendritischen Zellen
(N. Chinnasamy et al., 2000; Schroers et al., 2000), Neuronen (Naldini et al., 1996a; Naldini
et al., 1996b; Blomer et al., 1997), Hepatozyten (Kafri et al., 1997; Park et al., 2000a;
VandenDriessche et al., 2002; Nguyen et al., 2002) und Muskelzellen (Kafri et al., 1997)
verschiedener Spezies erreicht werden. Fir HSC konnte im Tiermodell die Repopulierung
mit transduzierten Zellen aus Nabelschnurblut (Miyoshi et al., 1999, An et al., 2000; Woods
et al., 2000), Knochenmark (Guenechea et al., 2000) und peripherem Blut (Scherr et al.,
2002) nachgewiesen werden. Die Eignung lentiviraler Vektoren fiir die Transduktion von
HSC wurde zudem in verschiedenen praklinischen Studien demonstriert (Fanconi-Anamie:
Galimi et al., 2002; Beta-Thalassémie: May et al., 2002).

152 Eigenschaften lentiviraler Vektorsysteme

Die meisten der lentiviralen Transgenvektoren sind abgeleitet vom Genom des HIV-1.
Abb. 1.5 zeigt schematisch den Aufbau des HIV-1-Provirus in einer infizierten Zelle und die
HIV-1-abgeleiteten Konstrukte, die flir die Generierung moderner lentiviraler Vektoren
verwendet werden (Coffin et al., 1997; Vigna & Naldini, 2000).

Die frihen lentiviralen Vektoren der ersten Generation entstanden durch einfache Deletionen
innerhalb des HIV-1-Genoms: Ohne funktionales Verpackungssignal und ohne das
komplette env-Gen fir das Hullprotein konnten mit diesen Konstrukten transfizierte Zellen
keine Viren erzeugen. Die Vektoren kodierten jedoch als Verpackungskonstrukte flr

samtliche HIV-1-Strukturproteine und akzessorische Proteine. Die Kotransfektion von zwei
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weiteren Konstrukten (ein viraler Transfervektor mit Verpackungssignal und ein Plasmid mit
einem Gen flr ein Hullprotein; Prinzip siehe Abb. 1.6) erlaubte dann die Produktion von
replikationsdefekten lentiviralen Partikeln.

Um die Wahrscheinlichkeit der Bildung replikationskompetenter Viren durch homologe
Rekombination zwischen den drei Konstrukten zu verringern und so die Sicherheit des
Systems zu erhéhen, wurden innerhalb des Verpackungskonstruktes weitere Sequenzen

deletiert (siehe unten). Ein solcher Vektor der zweiten Generation ist in Abb. 1.5 dargestellt.

HIV-Provirus

LTR VPU RRE LTR

GAG | viIF | | ENV |
@ | PRO | POL | |VPR| B

SD

Selbst-inaktivierender Transfervektor

GA|RRE | 2L
RSV | Prom. Transgen | WPRE
Y

SD SA

Verpackungskonstrukt (zweite Generation)

l

GAG | ] RRE |

PRO POL yﬁ
SD
L REV

Pseudotypisierungskonstrukt

CMV polyA

CMV . | vsve polyA

SD SA

Abb.1.5. Schematische Darstellung des HIV-Provirus und der fir die Produktion selbst-
inaktivierender, pseudotypisierter lentiviraler Vektoren verwendeten Konstrukte (nach Vigna &

Naldini, 2000; Abklrzungen und weitere Erlauterungen siehe Haupttext).
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(Verpackungszellinie)
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Virusproduktion
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Abb. 1.6. Produktion von lentiviralen Partikeln mit einem Drei-Plasmid-System durch Kotrans-

fektion in eine Verpackungszellinie.

Die Eliminerung des tat-Gens aus dem System und die Expression von rev von einem
vierten Plasmid fuhrt zu Vektoren der dritten Generation, die zwar keine gesteigerte
Gentransfereffizienz im Vergleich zur zweiten Generation besitzen, aber in bezug auf ihre
Sicherheit noch weiter optimiert sind (Vigna & Naldini, 2000; Buchschacher & Wong-Staal,
2000; Trono, 2000; De Palma & Naldini, 2002).

In der vorliegenden Arbeit soll mit einem effizienten Vektorsystem der zweiten Generation,
das in Abb. 1.5 dargestellt ist, gearbeitet werden. In diesem System ist mehr als die Halfte
des HIV-1-Genoms deletiert (Naldini et al., 1996a; Trono, 2000). Die fiir die Produktion des

Vektors notwendigen Gene werden auf drei Konstrukte verteilt:

(i) Das Transferkonstrukt stellt das einzige genetische Material dar, das in lentiviralen
Partikeln an die Zielzellen weitergegeben wird. Es enthalt neben der Transgen-Expressions-

cassette nur noch wenige HIV-Sequenzen:
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- ein cPPT-Element (siehe unten) 5' des internen CMV-Promotors,

- ein Verpackungssignal (y), dessen Sequenz mit der gag-Sequenz Uberlappt (Die
trunkierte gag-Sequenz ist in Abb. 1.5 und Abb. 1.6 als 'GA' bezeichnet.),

- ein 'Rev-responsive element' (RRE) fur den Transport viraler RNAs aus dem Kern ins
Zytoplasma und

- Sequenzen aus den 5'- und 3'-LTRs (siehe unten), die flr die reverse Transkription
und Integration des Provirus in das Genom der Zielzelle notwendig sind.

Samtliche viralen Gene wurden deletiert, so dal® keine viralen Proteine exprimiert werden,

die von vektorspezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt werden kénnten. Zudem ist

ein System aus einer Spleil3-Donorstelle (SD) und einer Spleil3-Akzeptorstelle (SA) im

Konstrukt enthalten.

Die Expressionscassette besteht aus einem internen Promotor (Prom.), dem Transgen und
einem regulatorischen Element. Als Promotor werden meist starke virale Promotoren wie der
CMV-Promotor (immediate early CMV enhancer/promoter; CMV: Cytomegalievirus) verwen-
det, der in fast allen humanen Zelltypen exprimiert wird. Auf die fiir das Transgen kodierende
Sequenz folgt ein posttranskriptionales regulatorisches Element aus dem Murmeltier (engl.
woodchuck)-Hepatitisvirus (WPRE; Donello et al., 1998), das eine besondere Sekundar-
struktur (Haarnadelschleife, 'stem loop') besitzt. Die Anwesenheit des WPRE am 3'-Ende von
RNA-Transkripten erhoht die Effizienz des Exports aus dem Kern und mdglicherweise auch
die Effizienz von RNA-Prozessierungsschritten wie der Polyadenylierung (Zufferey et al.,
1999; Popa et al., 2002). Dadurch werden die Konzentrationen der jeweiligen mRNAs in den
Zielzellen und nachfolgend auch die Starke der Proteinexpression von diesen mRNAs erhdht
(Zufferey et al., 1999). Die Polyadenylierungsstelle der Transgencassette liegt in der 3‘-HIV
LTR des Provirus.

Es gibt verschiedene Méglichkeiten, von einem Transfervektor zwei Proteine zu exprimieren.
Eine haufig verwendete Modifikation des Vektors besteht in der Insertion einer internen
Ribosomenbindestelle (IRES) und einer zweiten Transgen-cDNA zwischen der ersten
Transgensequenz und dem WPRE (Pelletier & Sonenberg, 1988; Gingras et al., 1999;
Hennecke et al., 2001).

Vor die Expressionscassette wurde eine cPPT-Sequenz (central polypurine tract/central
termination sequence) aus dem HIV-pol kloniert, die nicht strikt notwendig ist, aber durch
Unterstitzung des nukledaren Imports der revers transkribierten viralen DNA die Trans-
duktionseffizienz in ruhenden Zellen signifikant zu erhdhen vermag (Charneau & Clavel,
1991; Charneau et al., 1992; Zennou et al., 2000; Sirven et al., 2000; Follenzi et al., 2000;
VandenDriessche et al., 2002).
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Der Vektor enthalt HIV-abgeleitete 5’- und 3'-LTRs (long terminal repeats), die allerdings
stark modifiziert sind. In der 5-LTR kann die U3-Region gegen einen starken konstitutiven
Promotor wie den RSV-Promotor aus dem Rous-Sarkomvirus ausgetauscht werden. In der
3’-LTR wurden transkriptionelle Enhancer und Promotor der U3-Region deletiert (in Abb. 1.5
mit A gekennzeichnet). Diese Deletion wird bei der Transduktion dupliziert, so daf® im
integrierten Provirus sowohl 5'- als auch 3’-LTR diese Deletion aufweisen, die in beiden
LTRs jegliche Promotoraktivitdt ausschaltet. Da genomische virale RNA nicht vom Provirus
transkribiert werden kann, werden solche Vektoren “selbst-inaktivierend” (SIN) genannt
(Miyoshi et al., 1998).

(i) In einem Verpackungskonstrukt der zweiten Generation befinden sich die HIV-1-Gene
gag, pro, pol, rev und tat, wahrend env, vpr, nef, vif und vpu, die fur die Vektorproduktion
nicht nétig sind, jedoch eine wichtige Rolle in der Virulenz von HIV-1 spielen, komplett
deletiert sind. Von diesem Konstrukt werden die essentiellen Strukturproteine und Enzyme
des HIV-1-Virions (gag, pro und pol) und die Regulatorproteine Rev (fiir die Expression von
gag, pro und pol) und Tat (als Aktivator fir die HIV-LTR-abhangige Transkription; bei
Transfervektoren ohne funktionale HIV-1-LTR verzichtbar) exprimiert. Die Transkription
erfolgt Uber den heterologen CMV-Promotor und wird terminiert durch ein Polyadenylierungs-
signal (polyA). Das Verpackungssignal W ist nicht funktional, so dall Gene dieses
Konstruktes nicht in Virionen verpackt werden und nicht in die zu transduzierenden Zellen

gelangen kdnnen.

(iii) Die Verwendung eines Konstruktes mit einem heterologen Hullprotein (VSV-G) anstelle
des urspringlichen env-kodierten HIV-Hiillproteins (Pseudotypisierung) erweitert den
Tropismus der lentiviralen Partikel von T-Zellen und Makrophagen auf eine breite Auswahl
von primaren humanen und tierischen Zellen und Zellinien, da VSV-G nicht an einen
spezifischen Proteinrezeptor, sondern recht unspezifisch an Membranphospholipide bindet
(Mastromarino et al., 1987). Die Inkorporation des G-Glykoproteins aus dem Vesikularen
Stomatitisvirus stabilisiert die Partikel, so dal} sie durch Ultrafiltration und Ultrazentrifugation
effizient konzentriert werden kénnen (Burns et al., 1993). Auch hier wird die Transkription

durch CMV-Promotor und polyA-Signal reguliert.

Die Aufteilung der fir die Generierung lentiviraler Partikel notwendigen Gene auf drei
Konstrukte und die Deletion der HIV-LTR sollen die Entwicklung pathogener und replika-
tionskompetenter Viren in den transduzierten Zellen verhindern. Im in Abb. 1.5 gezeigten
System gelangt nur die genomische RNA des Transfervektors in die transduzierten Zellen,

die ohne Transkription des lentiviralen Genoms und ohne Gene fur Verpackungs- und Hull-
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proteine keine Virionen produzieren konnen (Naldini et al., 1996a; Miyoshi et al., 1998). Die
Entwicklung replikationskompetenter Viren wirde in diesem System eine Serie von
homologen Rekombinationsereignissen der Konstrukte untereinander und mit anderen
Sequenzen, die die deletierten Regionen ersetzen koénnten, erfordern, die extrem unwahr-
scheinlich ist. Es ist zwar bekannt, dal3 lentivirale Vektoren mobilisiert werden kénnen, wenn
transduzierte Zellen mit Wildtyp-HIV infiziert werden, das als Helfervirus wirkt (Bukovsky et
al., 1999; Evans & Garcia, 2000). In diesem Fall kann die genomische RNA des lentiviralen
Gentransfervektors aufgrund ihrer w-Sequenz in virale Partikel verpackt werden, deren
Proteine vom Wildtyp-HIV kodiert werden. Dieses Phanomen wurde bisher jedoch nicht fir
SIN-Vektoren beschrieben, die als Proviren ohne Promotoraktivitat in der 5'-LTR integrieren.
Von SIN-Proviren entstehen daher keine genomischen RNA-Transkripte, sondern nur mRNA

ohne y-Sequenz von einem internen Promotor, die nicht verpackt werden kann.

Die Produktion lentiviraler Partikel erfolgt in der Regel durch transiente Kotransfektion der
drei beschriebenen Konstrukte in eine Verpackungszellinie wie 293T (siehe 2.2.2), da die
konstitutive hohe Expression von VSV-G und einigen HIV-1-Proteinen zytotoxisch wirkt
(Burns et al.,, 1993; Farson et al., 2001). Fir Produktionen im grofien Malstab flr
Tierversuche oder klinische Studien werden stabile Verpackungszellinien fir Lentiviren auf
HIV-1-Basis entwickelt, deren VSV-G-Expression induzierbar ist und somit zeitlich begrenzt
werden kann (Farson et al., 2001; Xu et al., 2001).

1.6 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Identifizierung von Zielzellen fir die
Gentherapie der Hamophilie A, die folgende, fir eine wirksame und sichere Behandlung
wichtigen Voraussetzungen erflillen: Die Zellen sollen leicht verfligbar sein, expandierbar
sein und Zugang zur Zirkulation besitzen. Diese Kriterien werden am besten von
hamatopoetischen Stammzellen (HSC) im Nabelschnurblut und im peripheren Blut erfiillt.
Weitere Vorteile von HSC bestehen in ihrem dauerhaften Beitrag zur Hamatopoese, der eine
langfristige FVIII-Expression in verschiedenen Zellpopulationen ermdglichen sollte, und
ihrem Potential zur Toleranzinduktion gegen korperfremde Antigene, das aus
Stammzelltransplantationen in der Klinik bekannt ist und vor dem Hintergrund der
Inhibitorentwicklung durch FVIII-Substitution bei vielen Hamophilie-Patienten eine Uberaus
wichtige Rolle spielt. Das ideale System fur den Gentransfer in HSC stellen lentivirale

Vektoren dar, die im Gegensatz zu retroviralen Vektoren auch ruhende Zellen transduzieren
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konnen und keinen Eintritt der HSC in den Zellzyklus erfordern, so dal} ein Gentransfer unter
bestmdglicher Erhaltung der Stammzelleigenschaften moglich ist.

Nach Klonierung FVIlI-kodierender lentiviraler Vektoren sollen diese in hamatopoetischen
Zellinien in bezug auf Gentransfereffizienz und FVIII-Expressionsstarke evaluiert werden. In
anschliefenden Experimenten mit humanen und murinen HSC soll untersucht werden, ob
nach Einsatz optimaler Transduktionsbedingungen (d. h. mit Prastimulierung durch Zytokine)
eine rekombinante Expression von FVIII in HSC oder aus ihnen differenzierten
Zellpopulationen wie Granulozyten und Makrophagen erreicht werden kann.

Da hamatopoetische Zellen und Endothelzellen mit dem Hamangioblasten eine gemeinsame
Vorlauferzelle besitzen, soll ferner untersucht werden, ob aus CD34-positiven Stammzellen
generierte Endothelprogenitorzellen (EPC) in der Lage sind, therapeutisch relevante FVIII-
Mengen zu sezernieren. Endothelzellen haben wie hamatopoetische Zellen in vivo einen
direkten Zugang zum Blutkreislauf und kénnten daher ebenfalls interessante Zielzellen flr

eine Gentherapie der Hamophilie A darstellen.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
211 Gerate und Verbrauchsmaterialien

ACL™-Analysensystem
Analysenwaage
Autoklav

Autoradiographie-Film (Hyperfim™ MP)

Brutschranke
Elektrophoresekammern

- fur Agarosegele (Horizon 11-14)
- fur SDS-PAGE (Mini Protean 3)
FACScan (DurchfluRzytometer)
Fluoreszenzmikroskop
Gewebeschalen fur die Zellkultur
Heizblock

Kanulen

Kryocontainer

Kryordéhrchen

Lichtmikroskope

MACS Preseparation Filter
Magneten (MiniMACS, VarioMACS)
MoFlo-DurchfluRzytometer
PCR-Block (GeneAmp 2400)
pH-MeRgerat

Pipetten

Pipettierhilfe (elektrisch)
Reaktionsgefalle
Reaktionsrohrchen

Spritzen

Stericup-Filter

Sterilbank

Sterilfilter (0,22 ym, 0,45 um)
Tischzentrifugen

Ultrazentrifuge (L8-M)
Vivaspin-Konzentratoren
Vortexer

Wasserbad

Whatman-Papier
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zellschaber
Zellsieb (40 um)

Instrumentation Laboratories, Lexington, MA
Sartorius, Goéttingen

Integra Biosciences, Baar, Schweiz
Amersham Pharmacia, Little Chalfont, UK
Heraeus, Hanau

Life Technologies, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Nikon, Disseldorf

Greiner, Frickenhausen

Techne, Princeton, NJ

Becton Dickinson, Heidelberg

Nalgene, Rochester, NY

Nalgene, Rochester, NY

Zeiss, Gottingen; Leica, Wetzlar

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
Cytomation, Fort Collins, CO
Perkin-Elmer, Weiterstadt

Knick, Berlin

Becton Dickinson, Heidelberg
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg; Sarstedt, Nimbrecht
Becton Dickinson, Heidelberg
Dahlhausen, KoIn

Millipore, Eschborn

Heraeus, Hanau

Millipore, Eschborn

Eppendorf, Hamburg

Beckman, Miinchen

Sartorius, Goéttingen

Janke & Kunkel, Staufen

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel
Schleicher & Schuell, Dassel

Greiner, Frickenhausen; Becton Dickinson,
Heidelberg

Greiner, Frickenhausen; Becton Dickinson,
Heidelberg; Corning, Wiesbaden
Corning, Wiesbaden

Becton Dickinson, Heidelberg
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21.2 Reagenzien fiir zell- und molekularbiologische Arbeiten

(In einzelnen Fallen sind neben den Herstellern bzw. Lieferfirmen die entsprechenden
Produkthnummern angegeben, um Verwechslungen mit dhnlichen Produkten zu vermeiden

oder wenn eine genaue Beschreibung der Produktzusammensetzung zu umfangreich ware.)

Zellkulturreagenzien, Medien und Zusétze

AB-Serum
Ammoniumchlorid
Calciumchlorid
CD34-Isolationskit

Chloroquin
Dil-Ac-LDL

Human Male AB Serum; Sigma, Taufkirchen

StemCell Technologies, Vancouver, BC

Sigma, Taufkirchen

Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit; Miltenyi Biotec,
Bergisch-Gladbach

Sigma, Taufkirchen

Harbor Bio-Products, Norwood, MA

Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

DMEM

DMSO

DNase | (RNase-frei)
dNTPs
EBM-/EGM-Medium
EBM-2-/EGM-2-Medium
EDTA

Enfluran

FBS

Ficoll
Formaldehyd
Gelatine (Lésung)
Gelatine (Pulver)
Glutamin

HBSS

HEPES

HSA

Hydrocortison
IMDM/2% FBS

Iscove-Medium
Matrigel

MEM Nichtessentielle

Aminosaure-Lésung (100x)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (High Glucose); Life
Technologies (#21969-035), Karlsruhe
Dimethylsulfoxid; Sigma, Taufkirchen

Roche (#776785), Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt

BioWhittaker, Verviers, Belgien

BioWhittaker, Verviers, Belgien

Sigma, Taufkirchen
2-Chloro-1,1,2-trifluoro-ethyldifluoromethylether (Handelsname
Ethrane); Abbott, Wiesbaden

Fotales Rinderserum (fur die Zellkultur bei 56°C fur 30 Min.
hitzeinaktiviert); Seromed (#S0115), Berlin & StemCell
Technologies (#06400), Vancouver, BC

Biocoll Separating Solution; Biochrom (#L6115), Berlin

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

L-Glutamin; BioWhittaker, Verviers, Belgien

Hanks' Balanced Salt Solution; Sigma (#H6648), Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Humanes Serumalbumin (20%ige L6sung); DRK-
Blutspendedienst Niedersachsen, Springe

Sigma, Taufkirchen

Iscove's Modified Dulbecco's Medium mit 2% FBS; StemCell
Technologies, Vancouver, BC

Basales Iscove-Medium; Seromed (#FG0465), Berlin
Matrigel Basement Membrane Matrix; Becton Dickinson
(#356237), Heidelberg

Life Technologies (#11140-035), Karlsruhe

MEM Vitaminlosung (100x) Life Technologies (#11120-037), Karlsruhe

MethoCult GF H4434
MethoCult GF M3434
MyeloCult H5100
Natriumazid
Natriumchlorid

StemCell Technologies, Vancouver, BC
StemCell Technologies, Vancouver, BC
StemCell Technologies, Vancouver, BC
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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Natriumpyruvat MEM
PBS

Penicillin-Streptomycin
Pferdeserum

Polybren
Protaminsulfat
RetroNectin

RPMI 1640

StemSep-System
StemSpan-Medium
Tris

Trypanblau
Trypsin-EDTA

Wasser
X-Vivo10-Medium

Zytokine

rhFGF-2
rhFIt-3L
rhG-CSF
rhiL-3
rhiL-6
rhSCF
rhSCGF-B
rhVEGF

rmiL-3

rmiL-6
rmSCF

Antikérper

anti-FVIII
anti-Schaf-lgG
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Life Technologies, Karlsruhe

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (ohne Ca** und Mg?*);
BioWhittaker, Verviers, Belgien

BioWhittaker, Verviers, Belgien

PAN Biotech, Aidenbach

Sigma, Taufkirchen

Sigma (#2162), Taufkirchen

Takara, Shiga, Japan

RPMI 1640 (ohne Glutamin); Biochrom (F1215), Berlin [fur die
Kultivierung humaner Makrophagen] & Life Technologies
(#31870-025), Karlsruhe [fur alle anderen Zellen]
Zellseparationssystem; StemCell Technologies, Vancouver, BC
StemCell Technologies (#09600), Vancouver, BC

Roth, Karlsruhe

0,4%ige LOsung; Sigma, Taufkirchen

Trypsin-EDTA in HBSS; Life Technologies (#25300-054),
Karlsruhe

Sigma (#W3500), Taufkirchen

BioWhittaker, Verviers, Belgien

R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden

Amgen, Thousand Oaks, CA
R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden
PeproTech, Frankfurt

R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden
R&D, Wiesbaden
R&D, Wiesbaden

Enzyme Research Laboratories (#SAF8C-IC), Swansea, UK
Sigma (#A3415), Taufkirchen

(Weitere Antikorper siehe 2.2.8.3)

Reagenzien und Enzyme flir molekularbiologische Arbeiten

Acrylamid-Stammldsung

Agarose

Alkalische Phosphatase
Ampicillin

APS

Bromphenolblau
Chloroform

Rotipherese® Gel 30 (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid);
Roth, Karlsruhe

Roth (#T7846.3), Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt

Roche, Mannheim

Ammoniumperoxodisulfat; Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
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DEPC
DNA-Isolationskit
Dynabeads
ECL-L6sungen

Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid
Glycerin

Glycin
Glycogen
Grolkenmarker
- DNA

- Protein

Immunochrom® FVIII:C
Immunozym® FVIII:Ag
IPTG

Isopropanol
Kaliumacetat
Klenow-Fragment

LB Agar

LB Broth Base
Manganchlorid
Methanol

MOPS

Natriumacetat
Natriumhydroxid
Octanate®

PCI

PCR-Reagenzien

- AmpliTaq

- AmpliTaq Gold

- GeneAmp® PCR-Puffer
- Magnesiumchlorid

- PfuTurbo

- Superscript RT/Tag-Mix

Plasmid-Maxipraparations-

Kits
PVDF-Membran
QIAEX Il- und QlAquick-
Gelextraktionskits
ReFacto®

Restriktionsenzyme
RNA-Isolationskit
RNase A
RotiLoad1-Auftragspuffer
Rubidiumchlorid
Saccharose

SDS
T4-DNA-Ligase

TA Cloning Kit
TEMED

Triton X-100
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Diethylpyrocarbonat; Sigma, Taufkirchen

DNeasy ™ Tissue Kit; Qiagen, Hilden

Dynabeads M-280 Streptavidin; Dynal, Oslo, Norwegen
SuperSignal ® West Pico Chemiluminescent Substrate;
Pierce, Rockford, IL

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche (#901393), Mannheim

SmartLadder; Eurogentec, Seraing, Belgien

BenchMark™ Prestained Protein Ladder; Life Technologies,
Karlsruhe

Baxter, Wien, Osterreich

Baxter, Wien, Osterreich
Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid; Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

New England Biolabs, Frankfurt

Life Technologies (#22700-025), Karlsruhe

Life Technologies (#12780-029), Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

3-Morpholinopropansulfonsaure; Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

FVIIl aus Humanplasma; Octapharma, Frankfurt
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1); Roth, Karlsruhe

Perkin Elmer, Weiterstadt

Perkin Elmer, Weiterstadt

Perkin Elmer, Weiterstadt

Perkin Elmer, Weiterstadt

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Superscript Il H-Reverse Transkriptase und Platinum Tag-
Polymerase; Life Technologies, Karlsruhe

Qiagen, Hilden; Genomed, Bad Oeynhausen

Roti ®-PVDF; Roth, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

FVIII (rekombinant; B-Domanen-deletiert); Pharmacia & Upjohn,
Martinsried

New England Biolabs, Frankfurt

Oligotex Direct mRNA Mini-Kit; Qiagen, Hilden
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Natriumdodecylsulfat; Roth, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt

Invitrogen, Karlsruhe
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin; Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
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X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid; Sigma,
Taufkirchen

Xylencyanol FF Sigma, Taufkirchen

213 Oligonukleotide

Sequenzen der DNA-Oligonukleotide (5'—3'; BioSpring, Frankfurt)

Detektion von BDD FVIII in transduzierten Zellen

BDD FVIII (human; #1)

5'-Primer: ATG CCA TTG AAC CAA GAG AAA TAG AAG TCA CCT GGG CAA AGC
3'-Primer: GTG GGA TCT TCC ATC TGG ATA TTG CAG GGA GCC CTG CAG
Lange des PCR- bzw. RT-PCR-Fragments: 909 bp

BDD FVIII (human; #2)

5'-Primer: ATG GCC CTC AGC GGA TTG GT
3'-Primer: GCT GCG GGG GCT CTGATT TT
Léange des PCR- bzw. RT-PCR-Fragments: 1190 bp

B-Aktin (human; #1)

5'-Primer: CCA CAC CTT CTACAATGA GC
3'-Primer: CCT GGA TAG CAA CGT ACA TG
Lange des PCR- bzw. RT-PCR-Fragments: 593 bp

B-Aktin (human; #2)

5'-Primer: ATG ATATCG CCG CGC TCG TCG TC
3'-Primer: TTC TCG CGG TTG GCC TTG GGG TTC AG
Lange des PCR- bzw. RT-PCR-Fragments: 346 bp

B-Aktin (Maus):

5'-Primer: CTA AGG CCA ACC GTG AAA AG
3'-Primer: TCA TAG ATG GGC ACAGTG TG
Lange des PCR- bzw. RT-PCR-Fragments: 166 bp
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Deletion der FVIII B-Doméane (vergleiche Tabelle 3.1)

5'-Primer: Biotin-CTA AAT CAG ATC CTC GGT GCC TG
3'-Primer: TCT TGG TTC AAT GGC AT

5'-Primer: ATG CCA TTG AAC CAA GAG AAA TAG AAG TCA CCT GGG CAA AGC
3’-Primer: Biotin-GTG GGA TCT TCC ATC TGG ATATTG CAG GGA GCC CTG CAG

Klonierung der HIV-1 cPPT/CTS-Sequenz: PPTCTSCLA-5 und PPTCTSCLA-3

Clal
5:CCATCGATACAAATGGCATTCATCC

Clal Xho |
3" CCATCG ATC TCG AGC CAAAGT GGATCTCTG CTG TCC

21.4 Plasmide und Vektoren

Plasmide fir Klonierungszwecke

pCR®2.1 (Invitrogen, Karlsruhe)

EcoRI EcoRlI

MCS __Wmcs
| Plac lacZa >

pcDNA3 (Invitrogen, Karlsruhe)

CMV —{MCS | pA
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Plasmide fur die Produktion lentiviraler Partikel

(Alle Plasmide besitzen auRRerhalb der lentiviralen Kassetten einen bakteriellen Replikations-

ursprung, einen SV40-Replikationsursprung und ein Ampicillin-Resistenzgen.)

CGWS (Katja Lutzenkirchen, GSH)

\1_1 Clal
RRE TR
RSV |R/U5 CMV EGFP WPRE TR
CIGWS (Katja Lutzenkirchen, GSH)
¢  Clal Sal |
RRE TR
RSV |R/U5 CcMV IRES EGFP WPRE i
SEW (Adrian Thrasher, London; Demaison et al., 2002)
y
RRE
HIV SFFV EGFP | WPRE LTR
U3/R/U5 cPPT/ HIVAU3

CTS

pCMVARS8.93 (Romain Zufferey, Genf; Dull et al., 1998)

a
CMV 929 pA

o | L
N/
rev

pCMVAR 8.91 (Romain Zufferey, Genf; Zufferey et al., 1997)

tat
/7 N\

.
ju

pA

pol

CMV 929 ’_
L

N
rev
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pMD.G (Romain Zufferey, Genf; Naldini et al., 1996b)

CMV

VSV-G

pA

pMD2.VSVG (Luigi Naldini, Turin; Follenzi & Naldini, 2002)

CMV

VSV-G

pA

Abklrzungen (vgl. 1.5.2):

CMV
cPPT/CTS

EGFP

gag
IRES

lacZa

LTR HIVAU3
MCS

Plac
pol
rev
RRE
RSV
R/U5
SFFV

Immediate early promoter des humanen Cytomegalievirus
Central polypurine tract/central termination sequence (aus
HIV-1)

Enhanced green fluorescent protein (Sequenz aus pIRES2-
EGFP von Clontech; Wildtyp-Gen aus Aequorea victoria:
Prasher et al., 1992; optimiertes Protein aus pIRES2-EGFP mit
Exzitationsmaximum bei 488 nm und Emissionsmaximum bei
507 nm: Yang et al., 1996)

aus HIV-1

Internal ribosome entry site (Sequenz aus pIRES2-EGFP von
Clontech; IRES aus Encephalomyocarditisvirus [ECMV])
lacZa-Fragment (Aminosauren 1-146 der [p-Galaktosidase;
Komplementierung in trans durch das Q-Fragment [z. B. in
TOP10F'] ergibt B-Galaktosidase-Aktivitdt fir Blau-Weil3-
Selektion)

Long terminal repeat aus HIV-1 mit Deletion in der U3-Sequenz
Multiple cloning site

Polyadenylierungssignal

lac-Promotor flr die Expression von lacZa in Bakterien

aus HIV-1

aus HIV-1

Rev-responsive element aus HIV-1

LTR des Rous-Sarkomvirus

R- und U5-Sequenz aus der HIV-1-LTR

3'-LTR des Spleen Focus Forming Virus
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tat aus HIV-1

VSV-G Glykoprotein des Vesikuldren Stomatitisvirus

WPRE Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory
element

U] Verpackungssignal aus HIV-1

21.5 Bakterienstamme

Fir alle Transformationen wurden chemisch kompetente E. coli verwendet (Hanahan, 1983).
Da es insbesondere bei retro- und lentiviralen Vektoren in RecA-exprimierenden Stammen
zu inter- und intramolekularen Rekombinationen kommen kann, wurde nur mit den recA-
negativen Stadmmen HB101, STBL2 (beide von Life Technologies; MAX EFFICIENCY®-
Zellen mit Transformationseffizienzen von etwa 10° CFU/ug) und TOP10F' (TA Cloning Kit;

Invitrogen) gearbeitet.

HB101

Genotyp: F" mcrB mrr hsdS20 (rg", mg’) recA13 supE44 ara14 galK2 lacY1 proA2
rpsL20(Sm") xy15 A" leu mtl1

STBL2

Genotyp: F- mcrA A(mcrBC-hsdRMS-mrr) recA1 endA1lon gyrA96 thi-1 supE44 relA1 A
A(lac-proAB)

TOP10F'

Genotyp: F' {lac I° Tn10 (Tet®) mcrA } A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZ AM15 AlacX74 recA1
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG
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2.1.6 Medien fiir die Kultur von Bakterien

LB-Flissigmedium

LB-Flussigmedium wurde zuerst als 5fach-Konzentrat angesetzt, indem 100 g LB Broth Base
in 11dH,0 gelést wurden. Das Medium wurde autoklaviert, vor Gebrauch mit dH,O verdinnt

und bei Bedarf mit Ampicillin (Endkonzentration 50 ug/ml) versetzt.

LB-Agar

Zur Herstellung von LB-Agar wurden 32 g LB-Agar in 11 dH,O gegeben und autoklaviert.
Nach Abkihlung auf etwa 40°C wurde bei Bedarf Ampicillin (Endkonzentration 50 ug/ml)
zugegeben, und der Agar wurde in Petrischalen gegossen. Ampicillinhaltige Platten konnten
bis zu einem Monat bei 4°C gelagert werden. Bei Blau/Weil-Selektionen wurden vor
Gebrauch 40 pl X-Gal und 20 pl IPTG (beide 40 mg/ml) je LB-Ampicillin-Platte ausgestrichen

und bei 37°C antrocknen gelassen.
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2.2 Zellbiologische Methoden

2.21 Allgemeine Kulturbedingungen

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, gehalten. Medien und PBS wurden
vor Gebrauch auf 37°C vorgewarmt. Zellzahlbestimmungen wurden mit verbesserten
Neubauer-Zahlkammern durchgefihrt. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden Zellen
aus Suspensionskulturen oder frisch trypsinierte Zellen im Volumenverhaltnis 1:1 mit
Trypanblau-Lésung (0,4%) gemischt, so daf} tote Zellen blau angefarbt wurden, wahrend die

lebenden Zellen ungefarbt blieben.

2.2.2 Kultivierung und Transfektion von 293T-Zellen und Produktion von

lentiviralen Partikeln

2221 Kultivierung von 293T-Zellen

Die Zellinie HEK-293T stammt von humanen embryonalen Nierenzellen ab, die mit Typ 5-
Adenovirus-DNA transformiert sind. Die Zellen sind zusatzlich stabil transfiziert mit dem
grolien T-Antigen aus SV40, so dall Plasmide mit dem SV40-Replikationsursprung nach der
Transfektion in diesen Zellen amplifiziert werden kénnen (Graham et al., 1977; Fairman &
Stillman, 1988). Das Gen fur das grofle T-Antigen wurde mit einem G418-Resistenzgen
kotransfiziert (DuBridge et al., 1987). Vor der Verwendung der Zellen fur diese Arbeit erfolgte
eine Selektion auf das transfizierte T-Antigen-Konstrukt durch Kultur der Zellen Uber mehrere

Passagen (insgesamt 19 Tage) in Gegenwart von 400 ug/ml G418.

Die Nierenzellinie 293T wachst als adharente Zellinie in DMEM mit 10% FBS (Seromed),
4 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Um die Starke der
Adhéarenz zu erhdhen, wurden die KulturgefaRe vor Gebrauch mit Gelatine beschichtet
(0,1%ige Lésung; Inkubation mindestens 20 Min. bei RT). 293T-Zellen wurden alle 3-4 Tage
1:5 bis 1:10 verdinnt. Dazu wurden sie zunachst in den Kulturgefallen sanft mit PBS
gewaschen und dann mit Trypsin-EDTA-L6sung Uberschichtet. Nach einigen Minuten bei RT
beginnen sich die Zellen zu I6sen. Durch leichtes Klopfen gegen die Flaschen wurde dieser
Vorgang beschleunigt, und um Einzelzellsuspensionen zu erhalten, wurden die Zellen leicht
geschdttelt. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von serumhaltigem Medium abgestoppt,
und die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert und in frischem Medium ausgesat.

Einfrieren und Auftauen erfolgten nach dem gleichen Protokoll wie fiir die hamatopoetischen
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Zellinien (siehe 2.2.4.2). Fur Transfektionsexperimente wurden 293T aus einem Vorrat an

Zellen in FlUssigstickstoff aufgetaut und nur bis zu Passage 10 verwendet.

2.2.2.2 Transiente Transfektion von 293T

293T-Zellen sind mit der klassischen Calciumphosphat-Methode mit hoher Effizienz trans-
fizierbar und eignen sich daher sehr gut, um die Funktion von Transgenvektoren (d. h. die
Expression von Transgenen) zu testen. Zu diesem Zweck muf nur ein einzelnes Plasmid
transient in diese Zellen eingebracht werden.

Bei der Calciumphosphat-Transfektion fallt in einer Mischung aus DNA-Lésung und
Calciumlésung in einem Phosphatpuffer ein DNA-Calciumphosphat-Prazipitat aus, das von
den adharenten 293T durch Phagozytose aufgenommen wird (Koch-Brandt, 1993). Unter
optimalen Bedingungen (siehe Protokoll unten) gelangt die DNA in fast allen Zellen aus den
Endosomen in den Nukleus, wo sie transient transkribiert wird. Um die Transfektionseffizienz
zu erhéhen, kann man die Zellen mit Chloroquin behandeln, das die Ansauerung der
Lysosomen verhindert und so durch die Inhibierung lysosomaler DNasen und/oder
Anschwellen und Bersten der Endosomen zu einer hdheren DNA-Stabilitat in den
transfizierten Zellen fuhrt (Luthman & Magnusson, 1983; Guy et al., 1995).

Vierundzwanzig Stunden vor einer Transfektion wurden 293T-Zellen in gelatinisierten
Petrischalen oder Kulturflaschen ausgesat, wobei sich fir eine 10 cm-Petrischale eine Zell-
zahl von 6x10° Zellen als optimal erwies. In T175-Kulturflaschen wurde die dreifache Zellzahl
ausgesat, und alle eingesetzten Mengen und Volumina wurden im Vergleich zu den
Petrischalen verdreifacht. Im Folgenden ist das Protokoll fir die Transfektion von 10 cm-
Petrischalen gegeben.

Zwei Stunden vor der Transfektion wurde der Kulturtiberstand gegen 8 ml frisches Medium
(siehe 2.2.1.2) ausgetauscht. Unmittelbar vor der Transfektion wurde 1 ml Medium mit 1 pl
0,1 M Chloroquin (Endkonzentration 10 uM) zu den Zellen gegeben. Fir das DNA-Calcium-
phosphat-Prazipitat wurden zuerst 20 ug geléste Plasmid-DNA mit einer 2:1-Mischung aus
0,1xTE-Puffer (1 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) und Wasser (Sigma) auf 450 pl aufgefillt
und mit 50 ul 2,5 M Calciumchlorid-Lésung gemischt. Unter Vortexen wurde dieser Losung
500 pl 2xHBS-Puffer (281 mM NaCl, 100 mM HEPES, 1,5 mM Na,HPO,; pH 7,12+0,01)
zugetropft. Das Prazipitat wurde dann sofort auf die Zellen pipettiert und durch leichtes
Schwenken der Schale gut verteilt. Nach einer Inkubation flir 15-20 Stunden im Brutschrank
wurde das Prazipitat wieder entfernt, die Zellen wurden in der Petrischale sanft mit PBS

gewaschen und bekamen frisches Medium.
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N.B. Alle hier verwendeten Losungen wurden vor Gebrauch durch 0,22 uym-Filter sterilfiltriert.
TE-Puffer und Chloroquin-Lésung wurden bei 4°C gelagert. Calciumchlorid-Lésung und
2xHBS-Puffer wurden in kleinen Aliquots bei -20°C gelagert und bei Bedarf aufgetaut (keine
weitere Lagerung bei 4°C). Da kleinste Unterschiede in bezug auf lonenkonzentrationen und
pH-Wert die Qualitat des 2xHBS-Puffers und somit der Transfektion extrem beeinflussen,

wurden mehrere Chargen angesetzt und ausgetestet, um optimale Ergebnisse zu erzielen.

2.2.2.3 Produktion von Virusiiberstand

293T-Zellen werden ebenfalls haufig flr die Produktion von retro- und lentiviralen Partikeln
verwendet. Hier macht man sich die Tatsache zunutze, dal} diese Zellinie stabil das grofRe
T-Antigen aus SV40 exprimiert. Die zur Virusproduktion notwendigen Plasmide (im
vorliegenden Fall ein lentiviraler Transgenvektor und zwei akzessorische Konstrukte; vgl.
1.5.2) enthalten je einen SV40-Replikationsursprung, so da® nach der Transfektion die
Plasmide innerhalb der Zellen repliziert werden kdnnen, was zu einer hdheren Anzahl von
viralen Transkripten und Proteinen in den Zellen und letztlich zu mehr viralen Partikeln im
Kulturiberstand fihrt.

Um lentivirale Partikel in 293T-Zellen zu produzieren, wurde mit dem in 2.2.2.2 gegebenen
Protokoll gearbeitet, das lediglich hinsichtlich der eingesetzten DNA-Menge modifiziert
wurde. Insgesamt wurden drei Plasmide in einem festen Mengenverhaltnis kotransfiziert (vgl.
2.1.4):
(1) 20 pg Transgenvektor (z. B. cPPT-C(FVIIIAB)IGWS),
(2) 13 ug pCMVARS8.93 (enthalt gag, pol und rev aus HIV-1) oder

pCMVARS8.91 (enthalt gag, pol, rev und tat aus HIV-1),
(3) 7 ug pMD.G oder pMD2.VSVG (kodieren beide flir das Hiillprotein VSV-G)

Nach der Transfektion Uber Nacht (15-20 Stunden) wurden die Zellen fiir die Produktion von
viralen Partikeln mit frischem Medium inkubiert. Zu diesem Zweck wurde nur DMEM/FBS/
Glutamin/PenStrep verwendet, das durch einen 0,22 um-Filter sterilfiltriert wurde, um Partikel
aus dem FBS zu entfernen, die bei einer weiteren Vektorkonzentration storten. Nach
24 Stunden wurde der Virusliberstand abgenommen, durch Zentrifugation (450g, 5 Min.,
4°C) und erneuter Sterilfiltration (0,22 um) von Zelldebris befreit und in Aliquots bei -80°C fiir
Titerbestimmung und Transduktionsexperimente eingefroren. Einmaliges Einfrieren bei
-80°C und Auftauen (im Wasserbad bei 37°C) verringerten die Konzentration an infektiésen
viralen Partikeln um etwa 20-40% (zur Titerbestimmung siehe 2.2.3). Um allerdings

Transduktionen unter definierten Bedingungen und reproduzierbar durchfiihren zu kénnen,
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wurden unkonzentrierter oder konzentrierter Vektor in der Regel nach der Produktion zuerst

eingefroren, um das Ergebnis der Qualitatskontrolle abzuwarten.

2.2.24 Konzentration von Virusiiberstand mit Ultrafiltration und

Ultrazentrifugation

Um bestimmte Zielzellen effizient transduzieren zu kénnen, muf® der Vektortiter relativ hoch
sein, so dall wahrend der Transduktion mit einer hohen MOI (Multiplicity of infection;
Verhaltnis zwischen infektiosen Partikeln und zu transduzierenden Zellen) in moglichst
kleinem Volumen gearbeitet werden kann. Zwei brauchbare Methoden zur Konzentration

lentiviraler Vektoren stellen die Ultrafiltration und die Ultrazentrifugation dar.

Fir die Ultrafiltration wurden Vivaspin 15- und Vivaspin 20-Konzentratoren (Sartorius) mit
inerten Polyethersulfon-Membranen verwendet, die aufgrund ihrer Porengrofie virale Partikel
und Makromolekile von uber 100 kDa zuriickhalten (MWCO 100.000), wahrend bei einer
Zentrifugation in einem Ausschwingrotor der Grolteil der Flissigphase und kleinere
Molekule im Filtratréhrchen aufgefangen werden.

Die Konzentratoren wurden durch Beflllen mit 15 bzw. 20 ml Ethanol (70%) und einer
kurzen Zentrifugation (3 Min., 3060g, 20°C) sterilisiert. Durch Entleerung des Filtratréhrchens
und zwei weiteren Zentrifugationsschritten mit 15 bzw. 20 ml PBS und dann 5 ml PBS
(jeweils 2 Min., 3060g, 20°C) wurden Ethanolreste entfernt, und die Vivaspin-Einheiten
wurden mit maximal 15 bzw. 20 ml Viruslberstand beflillt. Die Konzentration erfolgte bei
3060g und 20°C, und die Lange der Zentrifugation war abhangig vom zu konzentrierenden
Volumen und vom gewtlinschten Konzentrationsfaktor. Bei Zentrifugationen von insgesamt
etwa 30-60 Min. wurden Virusiberstande auf ein Zehntel des Ausgangsvolumens eingeengt,
wobei die Ausbeute in der Regel zwischen 60% und fast 100% lag. Konzentrationsfaktoren
Uber 20 waren durch den FBS-Gehalt des Virusuberstandes und die resultierende hohe

Viskositat des Konzentrates nicht sinnvoll.

Hohere Konzentrationsfaktoren wurden durch Ultrazentrifugation des Vektors erreicht, der
durch den Austausch des lentiviralen Hillproteins gegen VSV-G hinreichend stabilisiert
wurde. Frischer Virusiiberstand wurde bei 50.000g fir 140 Min. bei 10°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert, und die Viruspellets wurden in 1/100 des Ausgangsvolumens in
X-Vivo10-Medium mit 1% HSA, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin aufgenommen. Das Konzentrat wurde fir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf
einem Rotor weiter resuspendiert. Abschlielend wurden Partikel und nicht resuspendierte

Aggregate durch eine Filtration (0,45 ym) entfernt, und der konzentrierte Vektor wurde
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aliquotiert und bei -80°C bis zum Gebrauch gelagert. Mit diesem Verfahren wurden in der

Regel Ausbeuten von 50% und darUber erhalten.

223 Transduktion von 293T-Zellen und Bestimmung des Titers

lentiviraler Vektorpraparationen

Der biologische Vektortiter der lentiviralen Praparationen wurde bestimmt als die
Konzentration der Partikel, die 293T-Zellen als Referenz-Zellinie zu transduzieren vermogen
(d. h. als 293T-transduzierende Einheiten pro ml oder kurz als TU/ml mit TU: transducing
units). Alle hier verwendeten Konstrukte enthielten EGFP als Markergen, so dafR} die

Transduktionseffizienz durchflulizytometrisch quantifiziert werden konnte.

Vierundzwanzig Stunden vor der Transduktion wurden je 5x10* Zellen in Vertiefungen von
gelatinisierten 24-Well-Platten ausgesat. Zur Transduktion wurde das alte Medium entfernt,
und unkonzentrierter Viruslberstand sowie eine Serie von zehnfachen Verdinnungen in
DMEM/FBS/Glutamin/PenStrep wurden in einem Volumen von 500 pl je Vertiefung auf die
Zellen gegeben. Die Titerbestimmung bei Konzentraten wurde nur mit verdinnten Virus-
praparationen durchgeflihrt, wobei die Verdinnungsreihen je nach Konzentrationsfaktor und
Konstrukt bei 1:10- bis 1:1000-Verdinnungen begannen. Jede Vektorpraparation wurde in
mindestens drei Konzentrationen und jeweils in Duplikaten getestet.

Die Transduktion von Zellen mit lentiviralen Vektoren kann durch Zugabe von Polykationen
wie Polybren oder Protaminsulfat (als "Briicke" zwischen den negativen Oberflachen-
ladungen von Viruspartikeln und Zellen) und durch Zentrifugation der Transduktionsansatze
erhoht werden. Um moglichst alle infektiosen Partikel bei der Titerbestimmung erfassen zu
kénnen, wurde zu den Vektorverdiinnungen Polybren in einer Endkonzentration von 8 ug/ml
zugesetzt, und die 24-Well-Platten wurden bei 1250g und 32°C fir 90 Min. zentrifugiert und
fir 14 bis 18 Stunden im Brutschrank inkubiert. Dann wurde der Virusiberstand durch
frisches Medium ersetzt, und nach weiteren 48 Stunden wurden die Zellen durch
Trypsin/EDTA-Behandlung abgelést und durchfluBzytometrisch auf EGFP-Expression
untersucht (siehe 2.2.7.1).

Der Vektortiter wurde wie folgt berechnet:
Vektortiter in TU/ml = (Anzahl der eingesetzten Zellen) x (Anteil der transduzierten Zellen)

x Verduinnungsfaktor
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Die Anzahl der eingesetzten Zellen lag immer bei 5x10* Zellen (ohne Beriicksichtigung der

Zellproliferation zwischen Aussden der

Zellen und Transduktion).

Der Anteil

der

transduzierten (d. h. EGFP-positiven) Zellen wurde als Zahl zwischen 0 und 1 angegeben.

2.24

2.241

Kultivierung humaner hamatopoetischer Zellinien

Zellinien

In der vorliegenden Arbeit wurden neben der humanen Nierenzellinie 293T die humanen
hamatopoetischen Zellinien K562, TF-1, Raiji, Jurkat, PLB-985 und KG-1 verwendet. Die

wichtigsten Eigenschaften sind in Tabelle 2.1 zusammengefal’t.

Zellinie  Ursprung Besondere Eigenschaften Referenzen
K562 Knochenmark eines Patienten ~ Zellen mit Differenzierungs- Lozzio &
mit chronischer myeloischer potential in Richtung von Lozzio, 1975
Leukamie (CML) Erythrozyten, Granulozyten und
Monozyten
TF-1 Knochenmark eines Patienten  Zellen mit induzierbarem Kitamura et
mit Erythroleukémie Differenzierungspotential in al., 1989
Richtung von Erythrozyten und
Monozyten/Makrophagen
Raji Peripheres Blut eines Patienten B-Zellen Pulvertaft,
mit Burkitt-Lymphom 1964
Jurkat Peripheres Blut eines Patienten T-Zellen Schneider et
mit akuter lymphatischer al., 1977
Leukamie (ALL)
PLB-985 Peripheres Blut eines Patienten Myelomonoblasten mit indu- Tucker et al.,
mit akuter nicht-lymphatischer  zierbarem Differenzierungs- 1987
Leukdmie (ANLL) potential in Richtung von
Granulozyten und Monozyten
KG-1 Knochenmark eines Patienten =~ Myeloide Zellen mit kolonie- Koeffler &
mit akuter myeloischer bildendem Potential Golde, 1978

Leukamie (AML)

Tab. 2.1. Ubersicht iiber die in dieser Arbeit kultivierten humanen hiamatopoetischen Zellinien.
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224.2 Kultivierung von humanen hamatopoetischen Zellinien

Die hamatopoetischen Zellinien K562, TF-1, Raji, Jurkat und PLB-985 wachsen als
Suspensionszellinien und wurden in RPMI 1640-Medium kultiviert, das mit 10% FBS
(Seromed), 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin supple-
mentiert wurde. Das Medium fur die TF-1-Zellen enthielt zusatzlich 5 ng/ml rhlL-3. Die
hamatopoetische Zellinie KG-1 (ebenfalls eine Suspensionszellinie) wurde in basalem
Iscove-Medium mit 12,5% FBS, 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/mi
Streptomycin kultiviert.

Die Kulturen der hdmatopoetischen Zellinien wurden alle 3 bis 4 Tage verdinnt und auf etwa
2x10° Zellen je ml eingestellt. Um Wildtyp-Zellen sowie transduzierte Zellen zu kryo-
konservieren, wurden sie in 80% des jeweiligen Mediums aufgenommen, zu dem 10% FBS
(Seromed) und 10% DMSO gegeben wurden. Die Zellen wurden unverziglich bei —80°C
eingefroren und nach einigen Tagen in flissigen Stickstoff Uberfihrt, wo sie Uber Jahre
gelagert werden konnen. Das Auftauen der Zellen erfolgte in einem Wasserbad bei 37°C.
Die Zellen wurden anschliefliend zweimal im jeweiligen Kulturmedium gewaschen und dann

in frischem Medium in Kultur genommen.

2243 Transduktion von humanen hamatopoetischen Zellinien

Die Transduktionen wurden in Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen durchgefuhrt.
Achtundvierzig Stunden vor der Transduktion wurden die Zelldichten auf 2x10° Zellen/ml
eingestellt, um fir die Transduktion Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase zu
erhalten. Je Vertiefung wurden 10° Zellen mit 500-1000 ul konzentriertem Virusiiberstand
(Ultrafiltration) in Gegenwart von 4 pg/ml Protaminsulfat (und 5 ng/ml rhiL-3 fur TF-1)
transduziert. Die Zellen wurden in den Platten zentrifugiert (90 Min., 1250g, 32°C),

15-18 Stunden im Brutschrank inkubiert, in PBS gewaschen und im jeweiligen Medium

expandiert.
2.2.5 Kultivierung von Maus-Knochenmarkzellen
2251 Mause

Wildtyp-Mause (C57BL/6)

Far die Isolation von Wildtyp-Knochenmarkzellen wurden junge adulte Mause des Stammes

C57BL/6 (Mannchen, 17-18 g je Tier) von Charles River Laboratories (Sulzfeld) bezogen.
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FVIll-defiziente Mause (E17)

Fur Transduktionsexperimente wurden ebenfalls Knochenmarkzellen aus FVIII-defizienten

Mausen verwendet. Die Zellen wurden aus adulten Mannchen des E17-Knockout-Stammes
isoliert, die in der Zentralen Forschungseinrichtung des Klinikums der Johann Wolfgang
Goethe-Universitat Frankfurt gehalten wurden.

Die FVIII-Knockout-Mause sind durch Insertion einer neo-Cassette in das Exon 17 des FVIII-
Gens von der embryonalen Stammzellinie J1 mit dem genetischen Hintergrund des
Stammes 129V abgeleitet (Bi et al., 1995) und wurden mit C57BL/6-Mausen rickgekreuzt,
so dal® Mause des Stammes C57BL/6 am besten fir vergleichende Untersuchungen
hinsichtlich der Wirkung der Disruption des FVIII-Gens geeignet sind. Die Mause sind
charakterisiert durch die Abwesenheit von FVIII:C-Aktivitdt im Plasma und durch einen
Uberraschend milden Phanotyp (keine spontanen Blutungen). Dennoch bilden sie Antikdrper
gegen humane FVIII-Praparate, so dal} sie sich in diesem Aspekt dhnlich verhalten wie
Patienten mit schwerer Hamophilie A (Bi et al., 1996; Qian et al., 1999).

2.2.5.2 Isolation von Maus-KMZ

Die Mause wurden mit Enfluran anasthetisiert und durch zervikale Dislokation getdtet. Die
Knochenmarkzellen wurden mit eiskaltem PBS/5% FBS mit 10 ml-Spritzen und 23G-Kantilen
aus Femora und Tibiae gespult und kurz zentrifugiert (5 Min, 250g, 4°C). Die Zellpellets
wurden in 1 ml PBS/5% FBS (Seromed) resuspendiert. Zur Lyse der Erythrozyten wurden
die Zellen (1 Vol.) mit 9 Volumina Ammoniumchlorid-Puffer (0,8% in 0,1 mM EDTA) versetzt,
kurz gevortext und 10 Min. auf Eis inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von PBS/5%
FBS abgestoppt, und die Zellen wurden zweimal mit PBS/5% FBS gewaschen. Die Zellen
wurden erneut in PBS/5% FBS resuspendiert und durch einen MACS Preseparation Filter
mit einer Porengrofle von 30 uym gegeben, um Zellklumpen zu entfernen. Abschlief3end
wurden die Zellzahlen bestimmt, wobei die Ausbeute an Knochenmarkzellen je Maus

zwischen 1,5x10” und 3x107 bei einer Vitalitat von mehr als 95% lag.

2253 Anreicherung von HSC durch magnetische Zellseparation (MACS)

Aus den isolierten Mausknochenmarkzellen wurden mit dem StemSep-Zellseparations-
system (StemCell Technologies) hamatopoetische Stammzellen durch die Depletion von
differenzierten Blutzellen angereichert. Fir die Zellirennung wurden die Knochenmarkzellen
mit folgender Mischung verschiedener biotinylierter Antikorper aus der Ratte inkubiert, die
gegen Differenzierungsantigene auf verschiedenen hamatopoetischen Zellen gerichtet sind:
anti-CD5 (T- und B-Lymphozyten), anti-CD45R (T- und B-Lymphozyten, Monozyten,
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NK-Zellen), anti-CD11b (Monozyten, Granulozyten, T- und B-Lymphozyten, NK-Zellen,
dendritische Zellen), anti-Gr-1 (Granulozyten), anti-TER119 (erythroide Zellen) und 7/4
(Granulozyten, Makrophagen). Unspezifische Bindung der Antikérper wurde durch
Vorinkubation der Zellen mit 5% Rattenserum verhindert. Die biotinylierten Antikdrper
banden in einem zweiten Inkubationsschritt bispezifische Tetramer-Antikdrperkomplexe, die
sowohl Biotin als auch Dextran erkannten. Im dritten Schritt wurde ein Kolloid zugegeben,
das magnetische Dextran-Eisen-Partikel enthielt, so daf} die Zellen, die eines oder mehrere
der oben aufgefliihrten Oberflachenantigene exprimierten, durch magnetische Partikel
markiert waren. Die Zellsuspension wurde dann auf eine StemSep-Trennsdule in einem
Magnetfeld aufgetragen. Die markierten Zellen wurden zurlickgehalten, wahrend sich die
unmarkierten Zellen im Eluat befanden. Die eluierten Zellen wurden im Progenitorzell-Assay
(siehe 2.2.5.6) hinsichtlich der Effizienz der Anreicherung von koloniebildenden Zellen im
Vergleich zu den nicht-depletierten Knochenmarkzellen getestet.

Die magnetischen Zelltrennungen wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt,
wobei mit 0,5"-Saulen und einem VarioMACS-Magneten (Feldstarke 0,8-1,0 Tesla)

gearbeitet wurde.

2254 Kultivierung von Maus-KMZ

Maus-Knochenmarkzellen wurden in X-Vivo10-Medium kultiviert, das folgende Zusatze
enthielt: 1% HSA, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 20 ng/ml
rmlIL-3, 50 ng/ml rmIL-6 und 50 ng/ml rmSCF (Mikkola et al., 2000). Kulturen wurden
verdiinnt, wenn sie eine Zelldichte von maximal 10° Zellen je ml besaRen.

Als Einfriermedium wurde eine Mischung aus 90% FCS (Seromed) und 10% DMSO
eingesetzt. Um die Zellen mit einer konstanten Abkuhlungsrate einzufrieren, wurden sie
zuerst in einem Kryocontainer (Nalgene Cryo 1°C Freezing Container) in einen -80°C-
Gefrierschrank gestellt, bevor sie in Flissigstickstoff Gberflihrt wurden.

Die Zellen wurden in einem 37°C-Wasserbad aufgetaut, zweimal mit PBS gewaschen, das
mit 20 U/ml DNase | supplementiert wurde (10 Min., 450g, 4°C), und im oben beschriebenen

Medium kultiviert.

2.2.5.5 Transduktion von Maus-KMZ

Eingefrorene depletierte Maus-KMZ wurden 24 Stunden vor der Transduktion aufgetaut und
in X-Vivo10/HSA/L-Glutamin/Pen-Strep mit rmlL-3, rmIL-6 und rmSCF (2.2.5.4) aufge-
nommen. Die Transduktion wurde in MULTIWELL-Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen, Falcon)

durchgefihrt, die nicht flr die Zellkultur behandelt waren und fir den Versuch mit
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RetroNectin beschichtet wurden. RetroNectin ist ein rekombinantes Fragment von humanem
Fibronektin, das wahrscheinlich aufgrund verschiedener Bindestellen zur Kolokalisation und
zu verbesserten Transduktionsraten von Saugerzellen durch Retro-/Lentiviren flhrt
(Hanenberg et al., 1996; Pollok et al., 1998). RetroNectin wurde zuerst in Wasser gelost
(1 mg/ml), sterilfiltriert (0,22 pm) und mit PBS auf 50 pug/ml verdinnt. Die Vertiefungen der
MULTIWELL-Platten wurden durch mindestens zweistlindige Inkubation mit RetroNectin
beschichtet. Unspezifische Bindestellen wurden durch 30minltige Inkubation mit 2%iger
HSA-L6sung blockiert, und die Vertiefungen wurden mit HBSS und PBS gewaschen.

Die Transduktionen wurden in einem Volumen von 200-250 ul durchgefiihrt. 2,0-2,5x10*
depletierte Maus-KMZ und Vektor wurden mit Medium ohne Zytokine aufgefillt, und separat
wurden 20 ng/ml rmIL-3, 50 ng/ml rmIL-6 und 50 ng/ml rmSCF sowie 4 ug/ml Protaminsulfat
und 50 uM dNTPs zugegeben. Die Zellen wurden in den Platten zentrifugiert (90 Min.,
1250g, 32°C) und 15-18 Stunden im Brutschrank inkubiert. Flr eine zweite Transduktion
wurde die Halfte des Kulturiiberstandes entfernt, und es wurden erneut Vektor (verdinnt in
Medium ohne Zytokine), Zytokine, Protaminsulfat und dNTPs zugegeben. Die Ansatze
wurden wieder zentrifugiert (s. 0.) und flir 20-22 Stunden bei 37°C belassen. Anschlielsend
wurden die Zellen mit PBS aus den Vertiefungen gespilt und zuerst mit PBS, dann mit
Medium ohne Zytokine gewaschen. 5-10% der Zellen wurden flur Progenitorzell-Assays
(siehe 2.2.5.6) verwendet, und die restlichen Zellen wurden expandiert.

Das Protokoll ist eine Modifikation des Transduktionsprotokolls von Mikkola et al. (2000).

2.25.6 Progenitorzell-Assay (MethoCult-Assay)

Um den Gehalt an hamatopoetischen Progenitorzellen mit koloniebildendem Potential unter
den Knochenmarkzellen bestimmen zu kdnnen, wurden Zellen in IMDM-Medium mit 2% FBS
(StemCell Technologies) aufgenommen und in MethoCult GF M3434 inkubiert. MethoCult
GF M3434 ist ein semisolides Methylcellulose-Medium, das als Zusatze unter anderem die
Zytokine rmlL-3, rhiL-6, rmSCF und rh Erythropoetin enthalt, die die Bildung von myeloiden,
erythroiden und gemischten Kolonien durch hdmatopoetische Progenitorzellen unterstiitzen.

Zu 2,7 ml M3434 wurden 3x10° depletierte KMZ (d. h. nach StemSep-Separation) oder 3x10*
Zellen vor Zellseparation in jeweils 300 pl IMDM/2% FBS gegeben und kurz gevortext. Nach
einer finfminttigen Inkubation in einem 37°C-Wasserbad wurden je Ansatz zweimal 1 ml a
10% bzw. 10* Zellen in 35 mm-Petrischalen ausplattiert und zusammen mit einer dritten,
offenen 35 mm-Petrischale, die mit Wasser gefillt war, in einer 10 cm-Schale bei 37°C
inkubiert. Nach 11 Tagen wurden die Kulturen ausgewertet, indem die Anzahl der kolonie-
bildenden Zellen bestimmt wurde. Im Fall von transduzierten Zellen wurden die Kulturen zu

diesem Zeitpunkt auf EGFP-Expression mit einem Fluoreszenzmikroskop Uberpruft. Fir
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PCR-Analysen wurden einzelne Kolonien mit einer Pipettenspitze gepickt und in 500 pyl PBS
Uberfuhrt, zweimal gewaschen (5 Min., 800g, 4°C), in etwa 50 pl PBS resuspendiert und bei

-20°C eingefroren. Fir einen PCR-Ansatz wurden 10 pl eingesetzt.

2.2.6 Kultivierung humaner primarer hamatopoetischer Zellen

2.2.6.1 Isolation von PBMC durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Fir die Selektion von CD34-positiven Zellen sowie flr die Differenzierung von Makrophagen
wurden die mononuklearen Zellen (MC) aus peripherem Blut Uber Ficoll-Dichtegradienten-
zentrifugation isoliert. Als Ausgangsmaterial wurden Leukapheresate, Buffy Coats und
Nabelschnurblut eingesetzt. Das Blut wurde zuerst mit dem gleichen Volumen PBS verdiinnt.
Die Zentrifugationen wurden in 50 ml-Reaktionsréhrchen durchgefiihrt, in denen 25 ml Ficoll
mit 25 ml verdiinntem Blut Gberschichtet wurden. In der ersten Zentrifugation (30 Min., 8509,
20°C; ohne Bremse) sammelten sich die MC in der Interphase zwischen dem Erythrozyten-
pellet und der Ficollphase darunter und der thrombozytenhaltigen Plasmaphase dartber. Um
aus der MC-Fraktion sowohl die restlichen Thrombozyten als auch Ficollreste zu entfernen,
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen (10 Min., 300g, 4°C; zuerst ohne Bremse,

dann mit Bremse) und abschliel3end im geeigneten Medium oder Puffer aufgenommen.

2.2.6.2 Anreicherung von CD34*-HSC durch MACS

Die Selektion von CD34-positiven HSC aus MC aus Leukapheresaten und Nabelschnurblut
wurde mit dem Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec) durchgefiihrt. MC
wurden in 300 yl MACS-Puffer (0,5% HSA/2 mM EDTA in PBS) je 10® Zellen aufgenommen.
Um unspezifische Bindung des anti-CD34-Antikorpers zu vermeiden, wurden zu den Zellen
100 pl FcR Blockierungsreagenz (humanes IgG) je 10® Zellen gegeben. Die Markierung
erfolgte durch Inkubation mit 100 pl CD34 MicroBeads je 10 Zellen fiir 30 Min. bei 4°C. Die
CD34 MicroBeads sind ein Kolloid aus super-paramagnetischen Kiigelchen, die mit
monoklonalen anti-CD34-Antikérpern aus der Maus konjugiert sind. Nicht gebundene
Microbeads wurden entfernt, indem die Zellen mit MACS-Puffer gewaschen wurden. Fir die
Selektion wurde das Zellpellet in MACS-Puffer aufgenommen (maximal 2x108 Zellen/ml), und
die CD34-positiven Zellen wurden nach Anweisungen des Herstellers in zwei aufeinander-
folgenden Separationsschritten aufgereinigt. Fur die MACS-Separation wurden MiniMACS-
Magneten und MS*-Saulen verwendet, die fiir maximal 2x10° Zellen geeignet sind. Die

unmarkierten Zellen befanden sich im Durchflul der Saulen (Negativfraktion), wahrend die
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markierten, CD34-positiven Zellen auflerhalb des Magnetfeldes mit MACS-Puffer eluiert
(Positivfraktion) und in geeignetem Medium aufgenommen wurden. Die Effizienz der
Anreicherung wurde durch durchflulRzytometrische Detektion der CD34-Expression der

Zellen in Positiv- und Negativfraktionen Uberprift (siehe 2.2.8.3).

2.2.6.3 Kultivierung von HSC

Angereicherte CD34-positive Zellen wurden in StemSpan-Expansionsmedium (StemCell
Technologies) kultiviert, das folgende Zusatze enthielt: 10% FBS (StemCell Technologies),
20 ng/ml rhiIL-3, 20 ng/ml rhiL-6, 100 ng/ml rhSCF und 100 ng/ml rhFIt-3L (Demaison et al.,
2000; Demaison et al., 2002). Kulturen wurden verdinnt, wenn sie eine Zelldichte von

maximal 10° Zellen je ml besaRen.

2.2.6.4 Transduktion von HSC

Die Transduktion von CD34-positiven Zellen erfolgte 24 Stunden nach Selektion und
entsprechender Vorstimulierung durch rhilL-3, rhiL-6, thSCF und rhFIt-3L in RetroNectin-
beschichteten MULTIWELL-Platten (24 Vertiefungen, vgl. 2.2.5.5). Zellen (8x10* — 1x10°)
und Vektor (MOl 100) wurden mit dem in 2.2.6.3 beschriebenen Medium auf 800 ul
aufgeflllt. Die Transduktion wurde in Gegenwart von 4 ug/ml Protaminsulfat und 50 yM
dNTPs und mit 90minutiger Zentrifugation bei 1250g und 32°C durchgefuhrt. Nach 12-15
Stunden im Brutschrank wurde zum zweiten Mal Vektor (Volumina <150 ul; MOI wie bei der
ersten Transduktion) zugesetzt, und die Zellen wurden erneut zentrifugiert. Nach einer
weiteren Inkubation von etwa 20 Stunden wurden die Zellen aus den Vertiefungen gespiilt
und mit PBS gewaschen (10 Min., 450g, 20°C). Die Zellen wurden in Medium aufgenommen
und gezahlt. Ein kleiner Teil der Zellen wurden flir Progenitorzell-Assays eingesetzt (2.2.6.5),
und der Rest der Zellen wurde in Gegenwart von rhiL-3, rhiL-6, rhSCF und rhFIt-3L (2.2.6.3)
kultiviert.

2.2.6.5 Progenitorzell-Assay (MethoCult-Assay)

Analog zum Progenitorzell-Assay flir murine Knochenmarkzellen (2.2.5.6) wurden auch
CD34-positive Zellen nach Anreicherung in MethoCult-Medium ausplattiert, um den Gehalt
an hamatopoetischen Progenitorzellen mit koloniebildendem Potential in dieser Zellfraktion
bestimmen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden 1500 Zellen in 300 ul IMDM-Medium mit
2% FBS (StemCell Technologies) aufgenommen und mit 3 ml MethoCult GF H4434
gemischt. MethoCult GF H4434 enthalt als Zusatze unter anderem die Zytokine rhlL-3,
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rhiL-6, rhGM-CSF und rhG-CSF, die die Bildung von myeloiden, erythroiden und gemischten
Kolonien durch hamatopoetische Progenitorzellen unterstitzen. Nach einer finfminatigen
Inkubation in einem 37°C-Wasserbad wurden je Ansatz zweimal 1,1 ml & 500 Zellen in
35 mm-Petrischalen ausplattiert und zusammen mit einer dritten, offenen 35 mm-Petrischale,
die mit Wasser gefllt war, in einer 10 cm-Schale bei 37°C inkubiert. Nach 16 Tagen wurden
die Kulturen ausgewertet, indem die Frequenz der koloniebildenden Zellen bestimmt wurde.
Im Fall von transduzierten Zellen wurden die Kulturen zu diesem Zeitpunkt auf EGFP-

Expression mit einem Fluoreszenzmikroskop Gberprift.
2.2.6.6 Differenzierung von Granulozyten aus CD34"-Zellen

Fir die Differenzierung von Granulozyten aus CD34-positiven Zellen aus peripherem Blut
wurden die Zellen in einer Dichte von 5x10° Zellen/ml in MyeloCult H5100-Medium (StemCell
Technologies) mit 1 yM Hydrocortison, 10 ng/ml rhG-CSF und 50 ng/ml rhSCF in Kultur
genommen. Nach 6 und 12 Tagen wurde die Halfte des Kulturiiberstandes gegen frisches
Medium ausgetauscht, und nach insgesamt 15 Tagen wurde die Effizienz der
Differenzierung durch durchfluRzytometrische Detektion der CD15-Expression bestimmt
(siehe 2.2.8.3).

2.2.6.7 Differenzierung und Transduktion von Makrophagen aus PBMC

Reife Makrophagen wurden aus PBMC differenziert, die durch Ficoll-Dichtegradienten-
zentrifugation aus Buffy Coats gewonnen wurden (Protokoll nach Eisert et al., 2001). Fur die
Differenzierung wurden die PBMC in einer Zelldichte von 5x10° Zellen/ml in einem
komplexen Makrophagen-Medium (s. u.) aufgenommen und in einem Teflonbeutel (freund-
licherweise von Karin Becker-Peters, GSH Frankfurt, zur Verfligung gestellt) bei 37°C und
5% CO, im Brutschrank inkubiert. Nach 7 Tagen wurden die Zellen aus dem Beutel
entnommen. Die Makrophagen waren lichtmikroskopisch durch GréRe und Morphologie von
den anderen Zellen unterscheidbar, und fiir weitere Versuche wurde die Zelldichte auf die
gewlnschte Zahl an Makrophagen eingestellt. Die Zellen wurden in Makrophagen-Medium in
Kulturplatten ausgesat und flr eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Alle nicht-adharenten
Zellen wurden durch zwei Waschschritte mit Makrophagen-Medium entfernt, so dal} eine
reine Population von 2x10° adharenten Makrophagen je Vertiefung einer 24-Well-Platte

zuruckblieb.
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Die Basis des Makrophagen-Mediums bildete RPMI 1640-Medium (Biochrom), das mit
folgenden Zusatzen supplementiert wurde: 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pug/ml
Streptomycin, 1 mM Natriumpyruvat, MEM Nichtessentielle Aminosaure-Losung (1x), MEM
Vitamin-Lésung (0,4x) und 4% humanes AB-Serum.

Fir die Transduktion wurde der Uberstand gegen frisches Medium mit Vektor und 8 pg/ml
Polybren (Gesamtvolumen 500 ul je Vertiefung) ausgetauscht. Die Ansatze wurden
zentrifugiert (90 Min., 1250g, 32°C) und im Brutschrank inkubiert. Nach weiteren 6 Stunden
wurde der Vektoriberstand abgenommen, und die Zellen wurden nach der Transduktion in
500 pl Makrophagen-Medium ohne AB-Serum je Vertiefung gehalten, um falsch-positive

Ergebnisse bei den Messungen von FVIII-Protein im Kulturiiberstand auszuschlieRRen.

2.2.7 Differenzierung von humanen Endothelzellen

2271 Kultivierung und Transduktion von HUVEC

HUVEC (humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene) wachsen als adharente Zellen,
die mit Trypsin/EDTA-Behandlung von der Kulturoberflache abgelést werden kénnen. Die
Zellen wurden bis Passage 4 in EGM-Medium kultiviert, das mit 10% FBS supplementiert
wurde. EGM-Medium besteht aus dem Basismedium EBM, das neben 2% FBS noch

bovinen Hirnextrakt, hEGF, Hydrocortison, Gentamicin und Amphotericin B enthalt.

Fir die Transduktion mit lentiviralen Vektoren wurden 24 Stunden zuvor jeweils 2x10°
HUVEC (Passage 3) in Vertiefungen einer 12-Well-Platte ausgesat. Zur Transduktion wurde
der Kulturiiberstand abgenommen und durch Viruskonzentrate, die mit EGM auf insgesamt
1200 pl aufgeflllt wurden, ersetzt. Aullerdem wurden Protaminsulfat und dNTPs in
Endkonzentrationen von 4 pg/ml bzw. 50 uyM zugesetzt. Die Ansatze wurden zentrifugiert
(90 Min., 1250g, 32°C) und dann im Brutschrank inkubiert. Nach 18 Stunden wurden bei
einem Teil der Ansatze die Virusuberstande durch frisches EGM ersetzt. Die restlichen
Zellen wurden zum zweiten Mal transduziert durch Zugabe von Viruskonzentraten (Volumina
<100 pl; MOI wie bei der ersten Transduktion), Zentrifugation und sechsstiindige Inkubation
bei 37°C, bevor auch hier das virushaltige Medium gegen frisches Medium ausgetauscht

wurde.
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2.2.7.2 Differenzierung von Endothelprogenitorzellen aus humanen CD34"-

Zellen

Aus humanem Nabelschnurblut wurden Uber Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (2.2.6.1)
und MACS-Selektion (2.2.6.2) CD34-positive Zellen bis zu einer Reinheit von 80-95%
angereichert. Die Zellen wurden in Endothelzell-Differenzierungsmedium (EDM) mit
folgender Zusammensetzung aufgenommen: 80% basales Iscove-Medium, 10% Pferde-
serum, 10% FCS (Biochrom), 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin. Dieses Basismedium wurde sterilfiltriert (PorengréRe 0,22 um) und mit den
Wachstumsfaktoren rhVEGF (50 ng/ml), rhFGF-2 (20 ng/ml), rhSCF (50 ng/ml) und
rhSCGF-B (20 ng/ml) supplementiert.

Die Zelldichte wurde auf 1x10%ml eingestellt, und die Zellen wurden in 6-Well-Platten
ausgesat, die zuvor mit einer 1%igen Gelatinelésung (Sigma) beschichtet wurden
(Inkubation der Platten mit Gelatine flir mindestens 30 Min. im Brutschrank, danach einmal
mit PBS gewaschen). Bei niedriger Zellausbeute eines Einzelspenders (weniger als 3x10°
Zellen) wurden Zellen verschiedener Spender vereint oder Kulturen mit kleinerem
Kulturvolumen angesetzt. Einmal bis zweimal wdchentlich wurde die Hélfte des Uberstands
abgenommen und gegen frisches EDM ausgetauscht. Im Verlauf der Kultur wurden
adharente Zellen erkennbar, die zum ersten Mal passagiert wurden, bevor die Kulturen

konfluent wurden.

2.2.7.3 Expansion von Endothelzellen

Die erste Passage erfolgte in der Regel spatestens drei Wochen nach dem Ansetzen der
Differenzierungskulturen. Die Zellen wurden durch Uberschichten mit Trypsin/EDTA und
kurze Inkubation (2 Min.) bei 37°C im Brutschrank abgeldst. Nach Abstoppen der Reaktion
durch Zugabe von PBS/5% FBS wurden die Zellen pelletiert und nach der ersten Passage in
EGM-2-Medium aufgenommen. EGM-2 besteht aus EBM-2 als Basismedium und den
Zusatzen FBS (2%), VEGF, rhEGF, rhFGF-2, R3-IGF-1, Hydrocortison, Ascorbinsaure,
Heparin, Gentamicin und Amphotericin B.

Die groRten Expansionsfaktoren konnten erreicht werden, wenn die Zellen in niedrigen
Dichten kultiviert wurden. Die Ausgangszelldichte in den Kulturen betrug etwa 1x10°
Zellen/cm?, und die Zellen wurden nach ungefidhr zehnfacher Expansion (deutlich vor

Erreichen der Konfluenz) erneut umgesetzt.
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2.2.74 Transduktion von Endothelzellen

Fur die lentivirale Transduktion wurden 48 Stunden zuvor jeweils 1x10* Endothelzellen
(Passagen 3 bis 8) in Vertiefungen einer gelatinisierten 6-Well-Platte ausgesat. Zur Trans-
duktion wurde der Kulturiberstand abgenommen und durch Viruspraparationen, die mit
EGM-2 auf insgesamt 2000 pl aufgeflllt wurden, ersetzt. AuRerdem wurden Protaminsulfat
und dNTPs in Endkonzentrationen von 4 pg/ml bzw. 50 uM zugesetzt. Die Ansatze wurden
zentrifugiert (90 Min., 1250g, 32°C) und dann im Brutschrank inkubiert. Nach 16 Stunden
wurde das virushaltige Medium durch frisches EGM-2 ausgetauscht. Die transduzierten
Zellen wurden anschlieBend unter den gleichen Bedingungen wie die untransduzierten

Zellen kultiviert und fir weitere Analysen expandiert.

2275 Matrigel-Assay

Zu den charakteristischen Eigenschaften von Endothelzellen gehért die Induktion der Bildung
gefalRahnlicher Strukturen und polygonaler Netze durch Bestandteile der Basalmembran
(Nicosia & Ottinetti, 1990). Eine kommerziell erhaltliche Formulierung ist Matrigel (Matrigel
Basement Membrane Matrix), eine komplexe Praparation von Basalmembran aus dem
Engelbreth-Holm-Swarm-Maussarkom. Matrigel enthalt als Hauptbestandteile Laminin,
Collagen IV und Entactin und dazu verschiedene Wachstumsfaktoren (u. a. EGF, PDGF,
IGF-1, TGF-B). Matrigel ist bei einer Temperatur von etwa 4°C flissig und nimmt bei hdheren
Temperaturen (Raumtemperatur bis 37°C) schnell eine gelartige bis feste Konsistenz an.

Um 24-Well-Kulturplatten mit Matrigel zu beschichten, wurden Platten und Pipetten bei -20°C
vorgeklhlt. Matrigel wurde Uber Nacht auf Eis in einem 4°C-Kuhlschrank aufgetaut, in jeweils
500 ul je Vertiefung in die Kulturplatten gegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Endothelzellen wurden mit Trypsin/EDTA-Behandlung abgeldst, in EGM-2 resuspendiert und
in Zelldichten von 6x10* bis 1x10° Zellen in 400 pl je Vertiefung auf das gelierte Matrigel
gegeben. Nach 8 bis 10 Stunden wurden die Kulturen auf Gefalbildung utberprift und
sowohl im Phasenkontrast als auch mit einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse
TE3000) photographiert.

2.2.7.6 Dil-Ac-LDL-Markierung

Dil-Ac-LDL (acetyliertes Low Density-Lipoprotein, gekoppelt an den Fluoreszenzfarbstoff Dil
[1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethyl-indocarbocyaninperchlorat]) markiert spezifisch Endo-
thelzellen und Makrophagen (Voyta et al., 1984). Dil-Ac-LDL bindet an die Zellen, wird

aufgenommen und durch lysosomale Enzyme abgebaut, wodurch Dil freigesetzt wird und in
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den intrazelluldaren Membranen akkumuliert. Die Farbung hat keinen Einflud auf die Vitalitat
der Zellen, und die markierten Zellen kénnen trypsiniert werden, so dal® eine durchfluf3-
zytometrische Analyse moglich ist.

Die Markierung erfolgte durch einstiindige Inkubation der adharenten Zellen mit 2 ug/ml Dil-
Ac-LDL in EGM-2 bei 37°C. Danach wurde das Medium abgenommen und durch frisches
EGM-2 ausgetauscht. Die Dil-Ac-LDL-Aufnahme wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop
(Nikon Eclipse TE3000) und durchfluBzytometrisch mit einem FACScan detektiert und

quantifiziert.

2.2.8 DurchfluBzytometrische Analyse und Selektion von Zellen

2.2.81 Detektion der EGFP-Expression in transduzierten Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten lentiviralen Konstrukte enthielten die EGFP-cDNA, so dafl}
nach jeder Transduktion die EGFP-Expression als Mal fur die Transduktionseffizienz durch-
fluBzytometrisch bestimmt wurde. Die Zellen wurden fur die Messung vorbereitet, indem sie -
nach Trypsin/EDTA-Behandlung bei adharenten Zellen - in FACS-Puffer (1% FBS/0,1%
Natriumazid in PBS) gewaschen und in 1% Formaldehyd in PBS aufgenommen wurden. Die
Messung wurde mit einem FACScan (Gerat und CellQuest-Software von Becton Dickinson)
durchgefuhrt. Als Negativkontrollen wurden in jeder Messung untransduzierte Zellen

mitgefuhrt, die kein EGFP exprimierten.

2.28.2 Selektion EGFP-positiver Zellen (MoFlo)

Nach der Transduktion der Zellinien K562, TF-1, Raji, Jurkat, PLB-985 und KG-1 mit dem
bicistronischen Konstrukt C(FVIIIAB)IGWS wurden die Zellen nach der ersten Bestimmung
der Transduktionseffizienz expandiert. Drei Wochen nach Transduktion wurden die Zellen
unter Anleitung von Dr. Marie Follo im Zentrum fiir Klinische Forschung der Universitat
Freiburg selektioniert. Die transduzierten Zellen wurden durch Zentrifugation auf etwa 2x10’
Zellen/ml konzentriert und mit einem 40 um-Zellsieb von Aggregaten befreit. Mit einem Hoch-
geschwindigkeits-DurchfluRzytometer (MoFlo, Cytomation) wurde von jeder Kultur ein Teil
der Zellen (1% der jeweiligen Population) mit der starksten EGFP-Fluoreszenz aus den
Mischpopulationen heraussortiert. Je Kultur wurden etwa 1,5x10* Zellen erhalten, die in
500 pl des entsprechenden Mediums aufgenommen und fur weitere Analysen expandiert

wurden.
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2.2.8.3 Analyse der Expression von Oberflachenantigenen durch

Antikdrpermarkierung

Die Zellen (10° fiir jede Farbung) wurden fiir die Messung vorbereitet, indem sie - nach
Trypsin/EDTA-Behandlung bei adharenten Zellen - in 5 ml-Rundbodenrdéhrchen (Falcon
#352052) in FACS-Puffer (1% FBS/0,1% Natriumazid in PBS) gewaschen wurden. Der Uber-
stand wurde dekantiert, und zu den Zellen in etwa 100-150 pl FACS-Puffer wurden die
jeweiligen Antikorper in den in Tab. 2.2 angegebenen Volumina gegeben. Zellen und Anti-
kérper wurden kurz durch Vortexen gemischt und fir 20 Min. bei 4°C inkubiert (Ausnahmen:
CD31, CD36, KDR bei 20°C). Als Negativkontrollen wurden ungefarbte Zellen und Zellen, die
mit den entsprechenden Isotypkontrollen inkubiert wurden, mitgefiihrt.

Bei Einfachfarbungen wurden Ansatze mit einem Chromophor-konjugierten Antikorper
zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und in Fixierlésung (1% Formaldehyd in PBS)
aufgenommen.

Bei Doppelfarbungen oder bei unkonjugierten Antikdrpern wurden die Zellen einmal in
FACS-Puffer gewaschen und dann mit dem entsprechenden zweiten Antikérper oder mit
einem RPE-konjugierten Kaninchen-F(ab'),-Fragment inkubiert, das mit allen Maus-IgG und
IgM-Antikorpern reagiert (DAKO #R0439). Zellen und Antikdrper wurden erneut kurz durch
Vortexen gemischt, fur 20 Min. bei 4°C inkubiert, zweimal in FACS-Puffer gewaschen und in
Fixierldsung aufgenommen.

Das obenstehende Protokoll wurde leicht modifiziert fur die Detektion von CD144 (VE-
Cadherin). Das Epitop, das vom verwendeten Antikdrper erkannt wird, ist Trypsin-sensitiv.
Zudem ist die Antikdrperbindung Ca?*-abhangig. Daher wurden Endothelzellen fiir diese
Farbung nicht durch Trypsin/EDTA-Behandlung, sondern mechanisch mit einem Zellschaber
abgel6st. Fur die Farbung wurden die Zellen nach dem Dekantieren des FACS-Puffers dann
mit dem Antikérper und mit 1 pl 1 M Calciumchlorid-Lésung inkubiert.

Die Messungen wurden mit einem FACScan (Gerat und CellQuest-Software von Becton

Dickinson) durchgeflhrt.



2 Material und Methoden 64

AK-Spezifitit Chromophor Hersteller/Produkt-Nr. Species/lsotyp  Volumen [jl]

CD3 PE BD347347 Maus IgG1 5
CD14 PE BD347497 Maus IgG2b 5
CD15 unkonjugiert ~ BD PharMingen 30571A  Maus IgM, k 1
CD20 unkonjugiert  BD 347670 Maus IgG1 5
CD31 FITC Sigma F-8402 Maus 1gG1 5
CD34 PE BD348057 Maus IgG1 5
CD34 PC5 Immunotech PN IM2648 Maus IgG1 5
CD36 unkonjugiert ~ Sigma C-4679 Maus IgM 2
CD45 FITC BD347463 Maus 1gG1 5
CD133 PE Miltenyi Biotec 808-01 Maus 1gG1 5
CD144 unkonjugiert  Chemicon MAB1989 Maus IgG2a 1
CD146 unkonjugiert  Chemicon MAB16985 Maus IgG1 1
CD146 FITC Chemicon MAB16985F  Maus IgG1 1
HLA-DR FITC BD 347363 Maus IgG2a 5
KDR unkonjugiert  Sigma V-3003 Maus IgG1 1
Maus-Ig RPE DAKO R0439 Kaninchen- 4

F(ab"),-Fragm.

Tab. 2.2. Antikorper fiir die DurchfluBzytometrie. Gegeben sind die Spezifitaten der Antikorper,

wobei alle Antikérper Oberflachenantigene auf menschlichen Zellen erkennen.
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23 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Arbeiten mit E. coli
2.3.1.1 Transformation

Unter Transformation versteht man die Aufnahme von freier DNA durch kompetente
Bakterien. Im hier verwendeten Protokoll wurde mit chemisch kompetenten Bakterien
gearbeitet (Hanahan, 1983), die zur DNA-Aufnahme mit einem kurzen Hitzeschock
behandelt wurden.

Zu 50 pl kompetenten Zellen, die auf Eis aufgetaut wurden, wurden bis zu 1000 ng Plasmid-
DNA in maximal 5 pyl dH,O gegeben. Die Mischung wurde 30 Min. auf Eis inkubiert und dann
einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt (HB101: 45 Sek., STBL2: 25 Sek.). Nach einer
weiteren Inkubation auf Eis von 2 Min. wurden die Zellen auf vorgewarmten LB-Agarplatten
mit Ampicillin ausgestrichen und 15-18 Stunden inkubiert (HB101: 37°C, STBL2: 30°C).

231.2 Plasmid-Mikropraparation (Detergenz-Lyse)

Plasmid-Mikropraparationen sind geeignet, um bei bestimmten Klonierungen mit grof3en
Inserts und vielen Religanden (siehe 2.3.4) in kurzer Zeit eine hohe Anzahl von
verschiedenen Klonen untersuchen zu kénnen. Zu diesem Zweck werden Bakterien in einem
detergenzhaltigen Puffer lysiert, und nach einer kurzen Aufreinigung mit PCI wird die nuklein-
saurehaltige Phase komplett auf ein Agarosegel aufgetragen. Das Ergebnis ist ein
komplexes Bandenmuster aus DNA und RNA, das auch ungeschnittene Plasmide enthalt. In
der Religationskontrolle liegt die Bande des ungeschnittenen Plasmids in einer bestimmten
Héhe, und in allen Klonen, in denen ein Insert von mehr als 1-2 kb in das Plasmid ligiert
wurde, ist eine deutliche Verschiebung dieser Bande entgegen der Laufrichtung der DNA im
Gel zu sehen, so dal} die so identifizierten Kulturen in einer Plasmid-Minipraparation genauer
untersucht werden kdénnen.

Nach einer Transformation wurden einzelne Klone gepickt und dber Nacht in 5 ml LB-
Medium mit Ampicillin unter Schutteln (37°C, 200 rpm) kultiviert. Die Zellen wurden pelletiert
(3 Min., 7800g), und ein Teil des Pellets wurde mit einer Pipettenspitze in 30 ul STET-Puffer
(234 mM Saccharose, 5% [v/v] Triton X-100, 50 mM EDTA, 25 mM Tris, 1% [v/v] FBS,
1% [v/v] Ficoll, Bromphenolblau) gegeben und kurz gevortext. Nach Zugabe von 40 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurde fur 10 Sek. gevortext. Die Ansatze
wurden dann 8 Min. bei 13.200g und 20°C zentrifugiert, und die obere Phase wurde auf

einem Agarosegel (siehe 2.3.3) aufgetrennt.
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2313 Plasmid-Minipraparation (Alkalische Lyse)

Mit der Plasmid-Minipraparation durch alkalische Lyse wurde Plasmid-DNA aus trans-
formierten Bakterien fir analytische und praparative Zwecke isoliert. Wie bei der Plasmid-
Mikropraparation wurden nach einer Transformation einzelne Kolonien gepickt und Uber
Nacht in 5 ml LB-Medium mit Ampicillin unter Schatteln (37°C, 200 rpm) kultiviert. Die Zellen
wurden pelletiert (3 Min., 7800g), in 300 ul Puffer 1 (50 mM Tris, 100 mM EDTA, 100 pg/ml
RNase A; pH 8,0) resuspendiert und mit 300 pl Puffer 2 (100 mM NaOH, 1% [w/v] SDS)
versetzt. Die Ansatze wurden durch zehnmaliges Invertieren gemischt, 5 Min. bei Raum-
temperatur inkubiert und durch Zugabe von 300 pl Puffer 3 (3 M Kaliumacetat, pH 5,5)
neutralisiert. Nach erneutem Invertieren wurden die ausgeflockten Proteine sowie Membran-
bestandteile und chromosomale DNA durch Zentrifugation (10 Min., 13.200g, 4°C) entfernt,
und aus dem walRrigen Uberstand wurde durch Zugabe von 600 pl Isopropanol und Zentri-
fugation (30 Min., 13.200g, 4°C) die Plasmid-DNA prazipitiert. Das DNA-Pellet wurde

zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 10-40 pl dH,O geldst.

2314 Plasmid-Maxipraparation (Anionenaustauschersaulen)

Fir die Praparationen von Plasmiden im groBeren Malistab (>100 pg) und in Zellkultur-
Qualitat wurden verschiedene Systeme eingesetzt, die auf Anionenaustauschern basieren.
In diesen Protokollen wurden die Bakterien mit einem alkalischen Lyseverfahren aufge-
schlossen, und die Lysate wurden Uber Austauschersaulen gegeben, deren Harz die DNA zu
binden vermochte. Durch Erhdhung der Salzkontrationen im Puffer wurden zunachst RNA,
Proteine und niedermolekulare Verunreinigungen aus den Saulen ausgewaschen.
AnschlieBend wurde die gebundene DNA mit einem Hochsalzpuffer eluiert, durch
Isopropanol-Zugabe entsalzt und prazipitiert, mit Ethanol gewaschen und in dH,O
aufgenommen.

Fir zell- und molekularbiologische Arbeiten wurde Plasmid-DNA eingesetzt, die mit einem
der folgenden Systeme nach den Angaben der jeweiligen Hersteller prapariert wurde:
EndoFree™ Plasmid Mega Kit, EndoFree™ Plasmid Giga Kit (beide von Qiagen) und Jetstar
Plasmid Maxiprep Kit (Genomed).

2315 Herstellung kompetenter Bakterienstamme
Bakterien des gewlinschten Stammes wurden auf einer LB-Agarplatte ohne Antibiotikum

ausgestrichen und 15 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Platte wurde 8-10 Stunden bei 4°C

gelagert, und mit einer Einzelkolonie wurden 4 ml LB-Medium angeimpft und 15 Stunden
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unter Schutteln (200 rpm) bei 37°C inkubiert. Mit 1 ml der Flussigkultur wurden dann 100 mi
vorgewarmtes LB-Medium angeimpft und bei 37°C und 200 rpm inkubiert, bis die optische
Dichte bei einer Wellenlange von 550 nm (ODss0) 0,4 bis 0,5 betrug. Die Kultur wurde sofort
in Eiswasser abgekuhlt. Alle weiteren Schritte wurden ebenfalls auf Eis durchgefuhrt, so dal®
die Temperatur der Zellen 4°C nicht Uberschritt. Die Zellen wurden pelletiert (10 Min., 2900g,
4°C), in 15 ml Puffer A (15% [v/v] Glycerin, 10 mM Calciumchlorid, 30 mM Kaliumacetat, 100
mM Rubidiumchlorid, 79 mM Mangan(ll)chlorid; pH 5,8) resuspendiert und 2 Stunden auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut pelletiert (10 Min., 1250g, 4°C), in 4 ml Puffer 2
(15% [v/v] Glycerin, 10 mM MOPS [pH 7,0], 10 mM Rubidiumchlorid, 75 mM Calciumchlorid)
resuspendiert, in Aliquots von 100-200 ul in flissigem Stickstoff schockgefroren und

anschlief’end bei -80°C gelagert.

2.3.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren in Losung

Die Bestimmung der Konzentration von DNA oder RNA erfolgte spektralphotometrisch durch
Messung der Extinktion einer mit dH,O verdinnten Probe bei den Wellenldangen 260 nm und
280 nm. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm (Ezs0) entspricht etwa 50 ug/ml DNA bzw. 40 pyg/ml
RNA. Das Verhaltnis der Extinktionen bei den beiden Wellenlangen (Ezg0/E2s0) ist ein Mal} flr
die Reinheit der DNA- oder RNA-Praparation und sollte fur walirige Nukleinsdurelésungen
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Dieser Wert wird durch Verunreinigungen mit Protein oder
Phenol (im Verhaltnis zu Nukleinsduren starkere Eigenabsorption bei 280 nm) deutlich
verringert.

Niedrige DNA-Konzentrationen wurden auch durch einen Vergleich mit einem
Mengenstandard auf einem ethidiumbromidhaltigen Agarosegel quantifiziert (vgl. 2.3.3). Die
Fluoreszenzintensitat der Banden des Standards und der Probe wurden unter UV-Licht

verglichen, so dals DNA-Konzentrationen von etwa 250 ng/ml noch meR3bar waren.

2.3.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese

2.3.31 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

DNA-Molekile verschiedener GrofRe kdnnen aufgrund ihrer negativen Ladung in einem
elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit hangt von der GroRRe

der einzelnen Fragmente ab. In einer Agarosegelmatrix wandern kleinere Fragmente

schneller als grofiere, so dal’ sich zur Auftrennung grofl3er Fragmente (>1kb) Gele mit einer
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niedrigen Agarosekonzentation (0,8-1,0%) am besten eignen, wahrend fur kleine Fragmente
(<1kb) mit hoheren Agarosekonzentrationen (1,2-2,0%) bessere Separationen erzielt
werden.

In der Regel wurde mit 1%igen Agarosegelen gearbeitet. 1 g Agarose wurde in 100 ml TAE-
Puffer (40 mM Tris, 10 mM Essigsaure, 1 mM EDTA; pH 8,0) in einem Mikrowellenherd
aufgekocht, bis die Agarose geldst war. Nach kurzer Abkihlung wurde Ethidiumbromid (End-
konzentration 0,3 ug/ml) zugesetzt, bevor das Gel gegossen wurde. Als Laufpuffer wahrend
der Elektrophorese wurde ebenfalls TAE-Puffer verwendet. Aufzutrennende DNA-Proben
wurden vor dem Auftragen auf ein Gel mit 0,2 Volumina Ladepuffer (6x: 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, damit sie in die Geltaschen absinken konnten. Zur
Bestimmung der Fragmentgrofien und zur Mengenabschatzung wurde zudem ein GrofRen-
marker (SmartLadder mit Banden zwischen 200 bp und 10 kb) mitgefiihrt. Die Visualisierung
der DNA erfolgte durch das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid, das bei UV-Einstrahlung

orangefarben fluoresziert.

2.3.3.2 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Wenn fur Klonierungszwecke DNA-Fragmente nach der Auftrennung durch Gelelektro-
phorese aus der Agarose eluiert werden mufdten, wurden das QIAquick Gel Extraction Kit
oder das QIAEX Il Gel Extraction Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Beide
Systeme beruhen auf der selektiven Adsorption geloster DNA an Silikagel-Partikel (QIAEX )
oder an eine Silikagel-Membran (QIAquick) bei hoher Salzkonzentration, so dall nach
einigen Waschschritten DNA eluiert werden kann, die nicht mit Agarose, Salzen, Farbstoffen

und Nukleotiden kontaminiert ist.

234 Enzymatische Modifikation von Nukleinsauren

2.3.41 Restriktion von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA und PCR-Produkte wurden mit Restriktionsendonukleasen (Typ II)
sequenzspezifisch geschnitten. Diese Enzyme erkennen in der Regel bestimmte Sequenzen
von vier bis acht Basenpaaren in doppelstrangiger DNA, innerhalb welcher die Phospho-
diesterbindungen der beiden Strange gespalten werden. Die Aktivitdt der Enzyme wird in
Einheiten/ml angegeben, wobei eine Einheit 1 ug Plasmid-DNA in einer Stunde in einem

Volumen von 50 pl unter definierten Bedingungen (Temperatur, Puffer) komplett schneidet.
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Restriktionen wurden durchgefiihrt, indem DNA mit einem fiinf- bis zehnfachen UberschuR
an Enzym im vom Hersteller empfohlenen Puffer und bei der entsprechenden Temperatur fir
ein bis zwei Stunden inkubiert wurde. Restriktionen mit zwei oder drei Enzymen erfolgten in
je einem Ansatz, wenn die Pufferbedingungen kompatibel waren. Ansonsten wurde die DNA
seriell von den einzelnen Enzymen geschnitten und zwischen den Reaktionen durch Phenol-
Chloroform-Extraktion aufgereinigt.

Im ersten Schritt wurde dabei die DNA in wafriger Lésung mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) gemischt, um Protein-DNA-Bindungen zu
dissoziieren und um die Proteine auszufallen. Die DNA-haltige walrige Phase wurde
abgenommen, im Volumenverhaltnis 1:1 mit Chloroform gevortext und erneut abgenommen.
Aus dieser Lésung wurde durch Zugabe von 2,5 Volumina Ethanol (abs.), 1/10 Vol. 3 M
Natriumacetat-Lésung (pH 5,2) und 20 ug Glycogen bei 30minttiger Zentrifugation (13.200g,
4°C) die DNA prazipitiert. Die DNA wurde mit Ethanol (70%) gewaschen, luftgetrocknet, in

Wasser gel6st und fiir die nachste Reaktion verwendet.

2.34.2 Dephosphorylierung linearer DNA

Von linearisierter Vektor-DNA, in die ein zweites DNA-Fragment ligiert werden sollte, wurden
die 5'-Phosphatgruppen abgespalten, um eine Religation des Vektorfragmentes ohne
Insertion zu vermeiden. Nach der Restriktion der Vektor-DNA wurde die entsprechende
Endonuklease hitzeinaktiviert, und Alkalische Phosphatase wurde in einer Konzentration von
1 Einheit je ug Vektor-DNA zum Restriktionsansatz gegeben, wobei fir Restriktion und
Dephosphorylierung ein kompatibler Puffer ausgewahlt wurde. Der Ansatz wurde fir 60 Min.
bei 37°C inkubiert, und die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA (20 mM End-
konzentration) gestoppt. Die DNA wurde anschlieRend durch Phenol-Chloroform-Extraktion

oder Uber Gelextraktion aufgereinigt.

2343 Modifikation Giberhdngender DNA-Enden

DNA-Fragmente mit Uberhangenden Enden wurden mit dem Klenow-Fragment der DNA-
Polymerase | aus E. coli behandelt, um 5'-Uberhangende Enden zu glatten Enden aufzufiillen
oder um 3'-Uberhangende Enden zu entfernen. Die DNA wurde dazu in einer Konzentration
von 50 pg/ml im geeigneten Reaktionspuffer aufgenommen und mit 100 yuM dNTPs und
Klenow-Fragment (1 Einheit/ug DNA) versetzt. Nach Inkubation von 15 Min. bei 37°C wurde
die Reaktion durch EDTA-Zugabe (10 mM Endkonzentration) und anschlieRende zehn-
mindtige Inkubation bei 75°C abgestoppt. Die DNA wurde durch Phenol-Chloroform-

Extraktion oder Uber Gelextraktion aufgereinigt.
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234.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Unter der Ligation von DNA-Fragmenten versteht man die Verknlpfung verschiedener DNA-
Molekule durch die Bildung neuer Phosphodiesterbindungen. Fir eine Ligation mit der T4-
DNA-Ligase missen freie 5'-Phosphate und 3'-Hydroxylgruppen gegeben sein.

In einem Standardligationsansatz von 20 uyl wurden 10-100 ng Vektor-DNA, ein variabler
molarer Uberschul® (4fach bis 50fach) an zu inserierender DNA, Ligasepuffer und 400 Ein-
heiten T4-DNA-Ligase eingesetzt. Zur Bestimmung der Menge an Insert-DNA wurde

folgende Formel verwendet:
Insert [ng] = Vektor [ng] x (InsertgrélRe [kb]/VektorgroRRe [kb]) x Ratio Insert/Vektor

Die Ligation wurde bei 16°C fir 15-18 Stunden durchgefiihrt. Als Negativkontrollen wurden

Ansatze mitgeflhrt, die entweder nur Vektor-DNA oder nur Insert-DNA enthielten.

Fir die Subklonierung von PCR-Fragmenten wurde mit dem TA Cloning Kit gearbeitet. PCR-
Fragmente mit 3' A-Uberhangenden Enden kdnnen direkt in den linearisierten Vektor
pCR®2.1 mit 3' T-Uberhéngen ligiert werden. Ein Ligationsansatz bestand aus 50 ng Vektor,
10 ng PCR-Produkt und T4-DNA-Ligase in Ligasepuffer. Die Ligation erforderte eine
Inkubation von 10-15 Stunden bei 14°C.

235 Amplifikation von DNA-Sequenzen durch PCR
2.3.51 Isolation genomischer DNA aus Saugerzellen

Fir die Isolation genomischer DNA wurde das DNeasy Tissue Kit von Qiagen benutzt.
Saugerzellen werden durch Proteinase K-Behandlung lysiert, und das Lysat wird auf eine
Saule mit einer Silikagel-Membran aufgetragen, die DNA selektiv binden kann. Nach zwei
Waschschritten wird die DNA in Puffer eluiert und kann anschliel3end fir PCR-Reaktionen
verwendet werden.

Die Isolation genomischer DNA erfolgte nach den Angaben des Herstellers (DNeasy
Protocol for Cultured Animal Cells). Um RNA-freie DNA zu erhalten, beinhaltete das

Protokoll die Zugabe von 2 mg/ml RNase A vor der Zellyse.
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2.3.5.2 Amplifikation von DNA durch PCR

Zur Detektion von BDD FVIII-cDNA in transduzierten Zellen wurden sowohl FVIII- als auch
B-Aktin-spezifische Oligonukleotidpaare eingesetzt (Tab. 2.3). Die PCR-Ansatze fur B-Aktin
sollten als Kontrolle dienen und zeigen, dal} die eingesetzte DNA-Menge in allen Ansatzen
ungefahr gleich war und dal® das Fehlen von FVIlI-Banden in den jeweiligen PCRs auf die
Abwesenheit der FVIII-cDNA und nicht etwa auf unzureichende Menge oder Qualitat der
verwendeten genomischen DNA zurlckzuflhren war.

Weitere PCR-Ansatze waren zu Klonierungszwecken notwendig (Tab. 2.4). Fir die PCR #3
wurden als Vorlagen zwei DNA-Einzelstrange aus #1 und #2 eingesetzt, die mit Streptavidin-
konjugierten Magnetkigelchen (Dynabeads M-280 Streptavidin) nach Angaben des
Herstellers isoliert wurden (vgl. Abb. 3.2 und Tab. 3.1).

2.3.53 Quantifizierung von integrierter DNA in Zellen

Fur die Charakterisierung der Effizienz des Gentransfers in hamatopoetische Zellen wurden
die mittleren Kopienzahlen von BDD FVIII-cDNA in transduzierten Zellen durch semi-
quantitative PCR bestimmt. Zusatzlich zu den PCRs mit definierten Mengen genomischer
DNA wurden Ansatze mit Mischungen von Plasmid-DNA und genomischer DNA mitgefuhrt.
Die Menge an genomischer DNA war in allen Ansatzen konstant und entsprach der DNA-
Menge in etwa 15.000 Zellen (100 ng bei humanen Zellen, 90 ng bei murinen Zellen). Fur die
Kalibrierung wurde DNA aus Zellen eingesetzt, die untransduziert oder mit einem EGFP-
Kontrollvektor transduziert waren, um in allen Reaktionen mdglichst identische Bedingungen
zu erreichen. Die Anzahl der BDD FVIII-cDNA wurde durch Verdinnungen mit den
Plasmiden C(FVIIIAB)IGWS und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS eingestellt.

Die Ethidiumbromid-vermittelte Fluoreszenz der PCR-Banden in einem Agarosegel wurde
mit der Quantity One-Software (BioRad) quantifiziert. Die Bandenintensitaten der Kalibra-
tionskurve standen in einem linearen Verhaltnis zur mittleren Kopienanzahl der FVIII-cDNA

im PCR-Ansatz, so dal} die Auswertung Uber lineare Regression erfolgte.
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BDD FVIII BDD FVIII B-Aktin B-Aktin B-Aktin (Maus)
(human; #1) (human; #2) (human; #1) (human; #2)
DNA-Vorlage 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng 90 ng
genom. DNA genom. DNA genom. DNA genom. DNA genom. DNA
(h@matopoet. (primare (hadmatopoet. (primare (primare
Zellinien) Zellen) Zellinien) Zellen) Zellen)
Oligonukl. 0,2 uM 0,4 uM 0,2 uM 0,4 uM 0,4 uM
Puffer GeneAmp® GeneAmp® GeneAmp® GeneAmp® GeneAmp®
PCR-Puffer PCR-Puffer PCR-Puffer PCR-Puffer PCR-Puffer
+ MgCl, - - - - + 0,5 mM
dNTPs 200 upM 200 upM 200 uM 200 uM 200 uyM
DNA- 0,5U AmpliTag 2,5U AmpliTag 0,5U AmpliTag 2,5U AmpliTag 2,5 U AmpliTaq
Polymerase
PCR-Profil 2 Min. 94°C 5 Min. 95°C 2 Min. 94°C 5 Min. 95°C 5 Min. 95°C
20 Zyklen 25 Zyklen 20 Zyklen 29 Zyklen 25 Zyklen
(30 Sek. 94°C, (30 Sek. 95°C, (30 Sek.94°C, (30 Sek.95°C, (30 Sek. 95°C,
45 Sek. 58°C, 45 Sek.60°C, 45 Sek.58°C, 30 Sek.60°C, 45 Sek. 55°C,
90 Sek. 72°C) 90 Sek. 72°C) 90 Sek. 72°C) 45 Sek. 72°C) 60 Sek. 72°C)
10 Min. 72°C 10 Min. 72°C 10 Min. 72°C
Volumen [pl] 25 50 25 50 50

Tab. 2.3. Bedingungen fiir BDD FVIII- und B-Aktin-PCR-Anséatze. Die Oligonukleotidpaare BDD
FVIII (human; #2) und B-Aktin (Maus) wurden ebenfalls fir PCR-Ansatze mit Kolonien aus MethoCult

M3434 (vgl. 2.2.5.6) verwendet, wobei jeweils 38 Zyklen durchgefiihrt wurden.

Die Menge an eingesetzter genomischer DNA entsprach in allen Anséatzen jeweils 15.000 Zellen (Aus-

nahme: Zellen aus MethoCult-Assays). Als Puffer wurde GeneAmp® PCR-Puffer verwendet
(Zusammensetzung des 10x Puffers: 500 mM KCI; 100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 15 mM MgCl,; 0,01%

[w/v] Gelatine). Die Reaktionsansatze wurden mit DEPC-H,O (0,1% [v/v]) auf das endgultige Volumen

aufgefillt.
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PCR #1 PCR #2 PCR #3 PPTCTSCLA-5 &
(vgl. Abb. 3.2) (vgl. Abb. 3.2) (vgl. Abb. 3.2) PPTCTSCLA-3
DNA-Vorlage pSP64-FVIII pSP64-FVIII Biotinylierte 100 pg Plasmid
Einzelstrange (HIV-1 LAI; Myers
aus #1 und #2 al., 1989)
Oligonukl. 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM 0,4 uM
Puffer GeneAmp® PCR- GeneAmp® PCR- GeneAmp® PCR-  Pfu-Puffer
Puffer Il Puffer Il Puffer Il
+ MgCl, 2,0mM 2,0mM 2,0mM -
dNTPs 200 uM 200 uM 50 uM 200 uM
DNA-Polymerase 2,5U 25U 25U 25U
AmpliTaq Gold AmpliTaq Gold AmpliTaq Gold PfuTurbo
PCR-Profil 5 Min. 94°C 5 Min. 94°C 10 Min. 94°C 5 Min. 95°C
25 Zyklen 25 Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen
(60 Sek. 94°C, (60 Sek. 94°C, (60 Sek. 94°C, (60 Sek. 95°C,
40 Sek. 45°C, 40 Sek. 60°C, 60 Sek. 65°C, 120 Sek. 60°C,
120 Sek. 72°C) 120 Sek. 72°C) 180 Sek. 72°C) 120 Sek. 72°C)
7 Min. 72°C 7 Min. 72°C 7 Min. 72°C 10 Min. 72°C
Volumen [ul] 50 50 50 50

Tab. 2.4. Bedingungen fiir PCR-Anséatze zu Klonierungszwecken. Fir die PCR-Ansatze wurden
die AmpliTaq Gold-DNA-Polymerase mit GeneAmp® PCR-Puffer Il (Zusammensetzung des 10x
Puffers: 500 mM KCI; 100 mM Tris-HCI, pH 8,3) oder die PfuTurbo-DNA-Polymerase im
entsprechenden Puffer verwendet (Zusammensetzung des 10x Puffers: 100 mM KCI; 100 mM
[NH4],SO4; 200 mM Tris-HCI, pH 8,75; 20 mM MgSO,; 1% Triton X-100; 1 mg/ml BSA). Die

Reaktionsansatze wurden mit DEPC-H,O (0,1% [v/v]) auf das endgiiltige Volumen aufgefiillt.

2.3.6 Detektion von mRNA durch RT-PCR

2.3.6.1 Isolation von Gesamt-RNA und polyA*-RNA aus Siugerzellen

Fir RT-PCR-Reaktionen wurde sowohl Gesamt-RNA als auch polyA-positive mRNA
eingesetzt, die ungefahr 1-5% der Gesamt-RNA in der Zelle ausmacht.

Fir die Isolation von Gesamt-RNA aus hamatopoetischen Zellinien wurde das RNeasy Kit

von Qiagen benutzt. Sdugerzellen werden in einem Guanidinisothiocyanat-haltigen Puffer
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lysiert, der RNasen inaktiviert. Das Lysat wird auf eine Saule mit einer Silikagel-Membran
aufgetragen, die RNA selektiv binden kann. Nach zwei Waschschritten wird die RNA in
Wasser eluiert und kann anschlieBend fiur RT-PCRs verwendet werden. Die Isolation von
mRNA folgte den Angaben des Herstellers (RNeasy Mini Protocol for the Isolation of Total
RNA from Animal Cells).

PolyA"™-RNA aus primaren humanen und murinen Zellen wurde mit dem Qiagen Oligotex
Direct mRNA Mini-Kit isoliert. Nach der Lyse der Zellen unter denaturierenden Bedingungen
wird die mRNA mit ihren polyA-Enden an Polystyrol-Latex-Partikel gebunden, die mit
dC4oT30-Oligonukleotiden kovalent beschichtet sind. Andere RNA-Molekile wie rRNA und
tRNA werden nicht gebunden und unter Hochsalz-Bedingungen ausgewaschen. Durch
Reduktion der Osmolaritat werden die dT:A-Bindungen destabilisiert, so daR die polyA*-
mMRNA eluiert werden kann. Die Isolation folgte dem Protokoll des Herstellers fiir die Isolation
von polyA*-mRNA aus 1-5x10° Saugerzellen. Die RNA wurde abschlieBend in 40 pl

Elutionspuffer aufgenommen und bei -80°C gelagert.

2.3.6.2 Detektion spezifischer mRNAs durch RT-PCR

Zur Detektion von BDD FVIII-mRNA in transduzierten Zellen wurde das Superscript One-
Step RT-PCR-System mit Platinum Taq (Life Technologies) verwendet. Dieses System
enthalt einen Enzym-Mix aus rekombinanter Tag-DNA-Polymerase und einer Reversen
Transkriptase, so dald die cDNA-Synthese und die anschlieRende PCR in einem Ansatz
erfolgen kdnnen. Fir die Detektion von BDD FVIII-mRNA und von B-Aktin-mRNA (als
Kontrolle fir die Qualitdt der mRNA) wurden verschiedene BDD FVIII- und B-Aktin-spezi-
fische Oligonukleotide eingesetzt (Tab. 2.5).

Um Signale durch DNA-Kontamination in den RNA-Praparationen auszuschlief3en, wurden
immer Kontrollansatze mit RNA und AmpliTag-DNA-Polymerase anstelle des Enzym-Mixes
mitgefuhrt. Positiv- und Negativkontrollen fir die PCR bestanden aus BDD FVIlI-positiver

DNA bzw. Wasser als Vorlagen.

2.3.7 Detektion von FVIII auf Proteinebene

Um FVIII-Protein im Zellkulturiberstand oder im Plasma nachzuweisen, stehen verschiedene
Methoden zur Verflgung. Zum einen gibt es Verfahren, um die Aktivitat des FVIII-Proteins
(FVINI:C) zu bestimmen wie den Einstufen-Gerinnungstest (Mangelplasma-Assay, 2.3.7.2)

oder den chromogenen Assay (2.3.7.3). Aullerdem kann mit einem ELISA (2.3.7.4) oder
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BDD FVIii BDD FVIil B-Aktin B-Aktin B-Aktin (Maus)
(human; #1) (human; #2) (human; #1) (human; #2)

RNA-Vorlage Gesamt-RNA  polyA™-RNA Gesamt-RNA  polyA™-RNA polyA*-RNA
(h@matopoet. (primare Zellen) (hamatopoet. (primare Zellen) (primare Zellen)
Zellinien) Zellinien)

Oligonukl. 0,2 uM 0,4 uM 0,2 uM 0,4 uM 0,4 uM

Puffer 2x Reaction 2x Reaction 2x Reaction 2x Reaction 2x Reaction
Mix Mix Mix Mix Mix

Enzyme 1 ul RT/Tag- 1 ul RT/Tag- 1 ul RT/Tag- 1 ul RT/Tag- 1 ul RT/Tag-
Mix Mix Mix Mix Mix

PCR-Profil 30 Min. 55°C, 30 Min. 55°C, 30 Min. 55°C, 30 Min. 55°C, 30 Min. 55°C,
2 Min. 94°C; 2 Min. 94°C; 2 Min. 94°C; 2 Min. 94°C; 2 Min. 94°C;
10 Zyklen 40 Zyklen 10 Zyklen 30 Zyklen 28 Zyklen
(30 Sek. 94°C, (30 Sek. 95°C, (30 Sek.94°C, (30 Sek.95°C, (30 Sek.95°C,
45 Sek. 60°C, 45 Sek. 60°C, 45 Sek.60°C, 45 Sek.60°C, 45 Sek.55°C,
90 Sek. 72°C) 90 Sek. 72°C) 90 Sek. 72°C) 90 Sek. 72°C) 60 Sek. 72°C)
20 Zyklen 10 Min. 72°C 20 Zyklen 10 Min. 72°C 10 Min. 72°C
(30 Sek. 94°C, (30 Sek. 94°C,
45 Sek. 58°C, 45 Sek. 58°C,
90 Sek. 72°C) 90 Sek. 72°C)

Volumen [ul] 50 50 50 50 50

Tab. 2.5. Bedingungen fiir RT-PCR-Ansatze. Reverse Transkription und PCR wurden in einem
Ansatz mit BDD FVIII- bzw. B-Aktin-spezifischen Oligonukleotiden durchgefihrt. Die Reaktionen
fanden in dem zum Enzym-Mix gehdérenden Puffer (Zusammensetzung des 2x Reaction Mix: u.a. 0,4
mM dNTPs, 2,4 mM MgSO,) statt. Die Reaktionsansatze wurden mit DEPC-Wasser (0,1% [v/v]) auf
50 pl aufgefillt.

Uber Western Blotting (2.3.7.5) FVIII-Protein (FVIII:Ag) nachgewiesen werden. Der Western
Blot verfligt Uber die niedrigste Sensitivitdt der genannten Methoden, so dal} in manchen
Fallen eine FVIII-Anreicherung Uber Ultrafiltration durchgefiuhrt wurde (2.3.7.1)

2.3.71 Konzentration von FVIlI-Kulturiiberstand durch Ultrafiltration

Wie bei der Konzentration von viralem Uberstand durch Ultrafiltration (2.2.2.4) wurden auch

fir die Anreicherung von FVIII aus Kulturiiberstand Vivaspin 20-Konzentratoren (Sartorius)

mit inerten Polyethersulfon-Membranen verwendet. Da die erwarteten Proteinketten Uber
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80 kDa lagen, wurde eine kleinere Porengrofle gewahlt (MWCO 30.000), so dalk alle
gewilnschten Proteine ohne Verlust aufkonzentriert werden konnten.

Fur die Anreicherung wurde Kulturiberstand von fast konfluenten Endothelzellkulturen
verwendet, die flir 20-24 Stunden in EGM-2 ohne FBS gehalten wurden (12 ml je T75-
Flasche). Einige der im FBS enthaltenen Proteine wie Albumin sind deutlich groRer als
30 kDa und wirden ebenfalls angereichert, was die Viskositat des Konzentrates erhéhte und
den maximal erreichbaren Konzentrationsfaktor deutlich verringerte.

Die Konzentratoren wurden mit 20 ml Kulturiberstand beflllt und bei 3060g und 20°C
zentrifugiert. Die Lange der Zentrifugation war abhangig vom zu konzentrierenden Volumen
und vom gewiinschten Konzentrationsfaktor. Fir eine Einengung von 30-60 ml um einen
Faktor 100-400 waren Zentrifugationen von insgesamt etwa 45-120 Min. erforderlich. Die
Konzentrate wurden anschliefend im chromogenen Assay, ELISA und Western Blot auf
FVIII:C- bzw. FVIII:Ag-Gehalt getestet.

2.3.7.2 Quantifizierung von FVIII:C mit Einstufen-Gerinnungstest

Der Einstufen-Gerinnungstest oder Mangelplasma-Assay beruht auf der Messung der APTT

(aktivierte partielle  Thromboplastinzeit) mit einem ACL™

-Analysensystem  von
Instrumentation Laboratories, das nach dem Prinzip des Zentrifugalanalysators arbeitet. In
einer Mischung von FVIll-defizientem Plasma und der zu messenden Probe wird durch
bovines Kephalin und mikrokristalline Kieselgur das endogene Gerinnungssystem vor-
aktiviert. Durch Zugabe von Ca** wird die Gerinnung gestartet. Die Pipettierung von
Reagenzien und Proben erfolgt automatisch, und das Gerat miRt die Anderung der Licht-
streuung einer Probe wahrend der Gerinnselbildung. Die Zeit bis zur maximalen Steigung
des MefRsignals wahrend der Gerinnselbildung ist ein MaR fir die APTT. Uber eine
Kalibrationsgerade mit Proben bekannter FVIII:C-Aktivitat, in der die APTT in Sek. gegen die
FVIlI-Aktivitat in Prozent (100% entsprechen der durchschnittlichen FVIII-Aktivitat im Plasma
eines Normalkollektivs) doppelt-logarithmisch aufgetragen wird, kénnen FVIII:C-Konzen-
trationen in unbekannten Proben quantifiziert werden. Das Gerat erstellt automatisch eine
Kalibrationskurve aus drei Verdinnungen des Kalibrationsplasmas, so dal} im Bereich von
15-150% FVIII:C gemessen werden kann. Hoher konzentrierte Proben wurden vorverdiinnt,
und flir Proben mit geringerer FVIII-Aktivitat wurde die Kalibration durch weitere
Verdinnungen des Kalibrationsplasmas erweitert, so dall 1-2% FVIII:C noch detektiert

werden konnten. Die Bedienung des ACL™

-Analysensystems erfolgte nach Angaben des
Herstellers. In jeder Messung wurden neben Normplasma als Positivkontrolle zusatzlich

Kulturiberstande von Zellen, die kein FVIII sezernierten, als Negativkontrollen mitgefuhrt.
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2.3.7.3 Quantifizierung von FVIII:C mit chromogenem Assay

Im chromogenen Test wird die FVIII-Aktivitat nicht Uber die Gerinnungszeit wie im Einstufen-
test, sondern Uber die Generierung von aktivem Faktor Xa bestimmt. Durch Mischung der
Probe mit zwei Reagenzien (A: Phospholipid und Albumin; B: FlXa, FX, Ca®", Albumin,
Thrombin) entsteht aktiver FVllla, der als Kofaktor zusammen mit FIXgg, Ca*" und Phospho-
lipid eine Aktivierung von FX zu FXa bewirkt. In einem zweiten Schritt wird ein Substrat
zugesetzt, von dem in einer spezifischen Reaktion durch FXa p-Nitroanilin abgespalten wird,
dessen Konzentration spektralphotometrisch bei 405 nm gemessen wird.

Der chromogene Test wurde mit dem Immunochrom® FVIII:C-System im wesentlichen nach
Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Der Test wurde fir die Durchfiihrung in Mikro-
titerplatten mit 96 Vertiefungen so modifiziert, daf} alle Volumina auf 25% reduziert wurden.
Zudem wurde die Standardkurve durch weitere Verdinnungen der Kalibrationsplasmen

erweitert. Die Sensitivitat des Tests lag bei einer FVIII-Aktivitat von etwa 1%.
23.74 FVIII:Ag-ELISA

Zur Quantifizierung von FVIII-Protein (FVIII:Ag) wurde der Immunozym® FVIII:Ag-ELISA
verwendet. Dieser Sandwich-ELISA beruht auf zwei monoklonalen Antikérpern, die gegen
Epitope auf der leichten Kette des FVIII gerichtet sind. Im ersten Schritt wurden die zu
untersuchenden Proben in Teststreifen einer 96-Well-Platte inkubiert, die mit dem ersten
monoklonalen anti-FVIII-Antikdrper beschichtet waren. Nicht-gebundenes FVIII-Protein und
andere Probenbestandteile wurden ausgewaschen, und im zweiten Schritt wurde ein
Konjugat aus dem zweiten monoklonalen anti-FVIII-Antikdrper und Peroxidase zugegeben,
das mit dem gebundenen FVIII:Ag reagierte. Ungebundenes Konjugat wurde durch erneutes
Waschen entfernt. Im dritten Schritt erfolgte die Substratreaktion, in der in Gegenwart von
H,O, das Chromogen Tetramethylbenzidin zu einer blauen Substanz oxidiert wurde, deren
Konzentration spektralphotometrisch bei 450 nm gemessen wurde.

Der ELISA wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die Standardkurve wurde
allerdings durch weitere Verdinnungen der Kalibrationsplasmen erweitert. Die Sensitivitat

des Tests lag bei einer FVIII:Ag-Konzentration von etwa 2 ng/ml.
2.3.7.5 Detektion von FVIIl durch SDS-PAGE und Western Blot
Im Western Blot werden Proteine, die zuerst durch Gelelektrophorese aufgetrennt wurden,

auf eine Membran Ubertragen und dort mit spezifischen Antikdérpern nachgewiesen. In der

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden die Proteine zuerst denaturiert
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und binden dann SDS, so dall Ladungsdifferenzen zwischen den Proteinen ausgeglichen
werden und sie in einem elektrischen Feld zur Anode wandern. Die Wanderungs-
geschwindigkeit hangt dabei im wesentlichen vom Molekulargewicht ab. Im Fall des FVIII-
Proteins ist dieses Verfahren von besonderem Interesse, da FVIII komplex prozessiert wird

und bestimmte UnregelmaRigkeiten wie ineffiziente Proteolyse erkannt werden kénnen.

SDS-PAGE

Im ersten Schritt wurden 15 pl jeder Probe durch Zugabe von 5 pl RotiLoad1-Auftragspuffer
und Erhitzen bei 95°C fir 5 Min. denaturiert und in einer SDS-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Zuerst wurde ein Trenngel mit 10% Acrylamid
gegossen und mit 100 pl Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurden das
Isopropanol entfernt und das Sammelgel (5% Acrylamid) gegossen. Nachdem dieses
auspolymerisiert war, wurde das Gel in eine Mini Protean 3-Gelkammer eingebaut, die mit
SDS-Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% [w/v] SDS; pH 8,3) geflllt wurde. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei 60 V fir 30 Min. und nach dem Einlaufen der Proben in
das Trenngel bei 130 V fiir 180 Min. Als GroRenstandard wurde BenchMark™ Prestained
Protein Ladder mitgefuhrt.

Trenngel (5 ml): 1,9 ml HO; 1,7 ml Acrylamidmix (30%); 1,3 ml 1,5 M Tris (pH 8,8);
50 pl 10% [w/v] SDS; 50 ul 10% [w/v] APS; 2 ul TEMED

Sammelgel (1 ml): 0,68 ml H,O; 0,17 ml Acrylamidmix (30%); 0,13 ml 1,0 M Tris (pH 6,8);
10 pl 10% [w/v] SDS; 10 pl 10% [w/v] APS; 1 ul TEMED

Transfer

AnschlieRend wurden die Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran tbertragen. Vor dem Transfer wurde die Membran in
Methanol aktiviert. Gel und Membran wurden zu beiden Seiten mit je zwei Lagen Whatman-
Papier und auRen mit kleinen Schwammen umgeben, die vorher in Western Blot-Laufpuffer
(20 mM Tris, 150 mM Glycin, 20% [v/v] Methanol) getrankt wurden. Der Transfer wurde in
einer eisgekuhlten Kammer mit vorgekuhltem Western Blot-Puffer fur 150 Min. bei 100 V
durchgeflhrt.
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Immunologische Detektion

Nach dem Transfer wurden unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Membran durch
PBS/0,1% [v/v] Triton X-100/5% [w/v] Magermilchpulver auf einem Rotor fir 3 Stunden bei
Raumtemperatur abgesattigt. Zur Detektion des FVIII wurde die Membran zunachst
15-20 Stunden bei 4°C in PBS/0,1% [v/v] Triton X-100/1% [w/v] Magermilchpulver mit einem
polyklonalen anti-FVIlI-Antikdrper (Schaf-IgG; 1:1000) inkubiert. Nach griindlichem Waschen
mit PBS/0,1% [v/v] Triton X-100 wurde die Membran mit einem anti-Schaf-lgG-Peroxidase-
Konjugat (Esel; 1:3000) in PBS/0,1% [v/v] Triton X-100/5% [w/v] Magermilchpulver fir
45 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Membran erneut extensiv
gewaschen. Die Immunkomplexe wurden iber Chemilumineszenz mit dem SuperSignal®
West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) detektiert. Das Substratsystem besteht aus
einer stabilen Peroxid-Losung und einer Luminol/Enhancer-Lésung, die unmittelbar vor
Gebrauch zu gleichen Teilen gemischt und auf die Membran gegeben wurden. Die

Chemilumineszenz wurde durch Auflegen eines Autoradiographiefilms visualisiert.
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24 Statistische Auswertung

Daten werden als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung (SD) dargestellt. Fir den
Vergleich zweier Datensatze wurde der t-Test (paired, two-tailed) verwendet. MeRwerte
wurden als statistisch signifikant verschieden betrachtet bei p<0,05. Die statistische
Auswertung erfolgte mit den Programmen GraphPad Prism™ Version 2.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA) und Microsoft® Excel 2002 (Microsoft Corporation, Redmond,
WA).
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3 Ergebnisse
3.1 Konstruktion von BDD FVIII-Expressionsvektoren
3.1.1 Deletion der B-Doméne

Wie bereits in 1.3.2 diskutiert, gibt es eine Reihe von Problemen bei der rekombinanten
Expression des FVIII-Proteins. Um eine mdglichst hohe FVIII-Expression zu erzielen, wurde
auch in dieser Studie mit einer verkirzten FVIII-cDNA gearbeitet, in der der groRte Teil der
zentralen B-Domane (etwa ein Drittel der kodierenden Sequenz) deletiert wurde. Die Gruppe
um R. J. Kaufman beschrieb 1993 eine Deletion der Basenpaare 2428 bis 5067 und
charakterisierte das Protein mit einer Deletion der Aminosauren 760 bis 1639 (Pittman et al.,
1993). Die Daten zeigten, dal das verkiirzte Protein sowohl in vitro als auch in vivo in bezug
auf Aktivitat, Halbwertszeit und Immunogenitat mit dem Wildtyp-Protein vergleichbar war, so
dafB} in dieser Arbeit ebenfalls diese Variante eines B-Domanen-deletierten FVIII (BDD FVIII)
verwendet wurde.

Als Ausgangskonstrukt diente das Plasmid pSP64-FVIIl von ATCC mit der vollstdndigen
kodierenden Sequenz und etwa 200 Nukleotiden der 3'-untranslatierten Region des FVIII-
Gens. Diese FVIII-Sequenz wird zu beiden Seiten von Sall-Restriktionsstellen flankiert. Die
Numerierung der Nukleotide ist gegeben durch Toole et al. (1984; Accession number
K01740). Die kodierende Sequenz besteht aus den Basenpaaren 151-7206, und das Sall-
Fragment ist in den Basenpaaren 146-7422 enthalten (Abb. 3.1).

146 7422
Sall 151 7206 Sall

pSP64-FVIII  —— B I

1830 2427 5067 5870
Balll Hindlll PfIMI

Abb. 3.1. Struktur der verwendeten FVIll-cDNA. Im Plasmid pSP64-FVIIl (ATCC) ist der Teil der
cDNA des FVIII-Gens zwischen zwei Sall-Restriktionsstellen (146-7422) kloniert, der die gesamte
kodierende Sequenz (151-7206) sowie einen Teil der 3'-untranslatierten Region umfalt. Der zu
deletierende Anteil der B-Domane (2428-5067) ist in rot dargestellt (Abbildung nicht mafRstabs-
gerecht).
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Die Deletion der B-Doméane wurde durch eine Serie von drei PCR-Reaktionen erreicht (siehe
Abb. 3.2 und Tab. 3.1). Die in den PCR-Ansatzen 1 und 2 verwendeten Oligonukleotide
wurden so gewahlt, daR die Produkte sowohl eine Uberlappung von 17 Basenpaaren als
auch geeignete Restriktionsstellen fur Klonierungszwecke enthielten (Bglll 1830, Hindlll
2427, PfIMI 5870). Zudem waren zwei der vier Oligonukleotide an den 5'-Enden biotinyliert.
Die Biotin-markierten Einzelstrdnge aus den beiden ersten PCR-Ansatzen wurden Uber
Streptavidin-gekoppelte Dynabeads (Dynal) aufgereinigt und als Vorlagen fir die dritte PCR
eingesetzt, um ein Produkt zu erhalten, das B-Domanen-deletiert war und Uber die

Restriktionsstellen Bglll und PfIMI umkloniert werden konnte.

PCR-Reaktionen #1 & #2:

5‘ : : : : 3‘
< 5 i 5
#1 5., #2 o
5‘Bi0 > ’ >
3 | | | : 5
1830 2427 5067 5870
Balll Hindlll PfIMI
B-Domaéane

PCR-Reaktion #3:

1830
Bglll
3 #2 | Biog;
5‘BIO | #1 3
5870
PfIMI
2427/5067
B-Domane

Abb. 3.2. Deletion der B-Domane aus der FVIIl-cDNA. In den PCR-Ansatzen #1 und #2 wurden
Teile der FVIII-cDNA amplifiziert, die 5' und 3' von der zu deletierenden B-Doméane liegen. Die verwen-
deten Oligonukleotide sind schematisch in rot dargestellt, die Sequenzen sind in Tabelle 3.1 gegeben
(Bio: Biotin am 5'-Ende). Zudem wurde der 5'-Primer der PCR #2 so gewahlt, da® das PCR-Produkt
weitere 17 Basenpaare enthielt, die homolog zum 3'-Ende des PCR-Produktes #1 waren (durch
gepunktete Linien und einen blauen Stern hervorgehoben). In der PCR #3 wurden als Vorlagen die
biotinylierten Einzelstrange der PCR-Produkte aus den Reaktionen #1 und #2 und als Oligonukleotide
der 5'-Primer aus #1 sowie der 3'-Primer aus #2 eingesetzt, um ein Produkt #3 zu erhalten, das die
Sequenzen 1772-2427 und 5068-5939 enthielt (erganzte Sequenzen in grin dargestellt).
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PCR DNA-Vorlage Oligonukleotide Bindestellen Produktléange
in FVIII-cDNA
#1 pSP64-FVIIl  5'- Bio-CTA AAT CAG ATC CTC 1772-1794 656 bp
GGT GCC TG-3'

5-TCT TGG TTC AAT GGC AT -3' 2411-2427

#2 pSP64-FVIII  5'-ATG CCATTG AAC CAAGAG  2411-2427 909 bp
AAA TAG AAG TCA CCT GGG & 5068-5092
CAA AGC -3
5'- Bio-GTG GGA TCT TCC ATC 5901-5939
TGG ATATTG CAG GGA GCC
CTG CAG -3

#3 Produkte aus 5'- CTA AAT CAG ATC CTC GGT  1772-1794 1548 bp
#1 und #2 GCC TG -3
5'-GTG GGATCT TCC ATC TGG  5901-5939
ATATTG CAG GGA GCC CTG
CAG -3'

Tab. 3.1. Sequenzen der Oligonukleotide, die fiir die Deletion der B-Domane verwendet wurden
(vergleiche dazu Abb. 3.2; Bio: Biotin).

Das PCR-Produkt #3 wurde mit Hilfe des TA Cloning Kits (Invitrogen) in den Vektor pCR®2.1
subkloniert und das entstehende Plasmid pCR®2.1-FVIII#3 in E. coli amplifiziert. Die
Plasmide pSP64-FVIII und pCR®2.1-FVIII#3 wurden mit Bglll und PfIMI geschnitten, so daR
das Bglll/PfIMI-Fragment mit der vollstdndigen B-Domé&ne in pSP64-FVIIl gegen die
B-Domanen-deletierte Version ausgetauscht wurde, woraus Plasmid pSP64-FVIIIAB
resultierte (Abb. 3.3).

3.1.2 Expression von FVIIl und BDD FVIIl im Expressionsvektor pcDNA3

Um die Funktionalitat des BDD FVIII zu Gberprifen, wurden sowohl FVIII als auch BDD FVIII
mit Sall aus den pSP64-Konstrukten geschnitten und in die Xhol-Restriktionsstelle in der
MCS des Expressionsplasmids pcDNA3 zwischen dem CMV-Promotor und der PolyA-
Sequenz aus dem BGH-Gen (BGH: bovine growth hormone) kloniert. Die Expressions-

cassetten der beiden Vektoren sind in Abb. 3.4 schematisch dargestellt.
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146 7422
Sall151 7206 Sall
pSPB4-FVIII  —— B
/1830 2427 5067 - 5870
/Balll Hindll ~ PAIMI
177 2 59‘39.,‘.‘.,
pCR®2.1-FVIII#3 ———
1830, 202l 5870
Balll %, PAIME,
146 7422
Sall151 7206 Sall
pSP64-FVIIIAB —— —
1830 2027 5870
Balll PfIMI

Abb. 3.3. Deletion der B-Doméne im pSP64-Vektor. Durch Umklonierung Uber die Restriktions-
stellen Bglll (1830) und PfIMI (5870) wurde die Deletion der B-Domane in die FVIII-cDNA im pSP64-

Vektor eingefuhrt.

pcDNA3-FVIII

pcDNA3-BDD FVIII

CMV

FVIII

polyA

CMV

BDD FVIiI polyA

Abb. 3.4. Expressionscassetten der pcDNA3-abgeleiteten FVIII-Plasmide. In den Plasmiden
pcDNA3-FVIIl und pcDNA3-BDD FVIIlI stehen die FVIII-cDNA bzw. BDD FVIII-cDNA unter der

transkriptionellen Kontrolle des CMV-Promotors. Die Transkription wird durch eine PolyA-Sequenz aus

dem BGH-Gen terminiert (BGH: bovines Wachstumshormon; bovine growth hormone).
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Beide Vektoren wurden in gleichen Mengen (20 pg) durch Calciumphosphat-Transfektion in
293T-Zellen exprimiert. Achtzehn Stunden nach der Transfektion wurde den Zellen frisches
Medium gegeben, und nach weiteren 24 bzw. 72 Stunden wurden die Kulturiberstande von
Doppelansatzen gesammelt und im Mangelplasma-Assay auf FVIII-Aktivitat Gberprift (Abb.
3.5). Wahrend im Uberstand der mit pcDNA3-FVIII transfizierten Zellen zu beiden Zeit-
punkten im Mittel nur eine FVIII-Aktivitat von 4% meflbar war (leere Balken), konnten im
Uberstand der mit pcDNA3-BDD FVIII transfizierten Zellen FVIII-Aktivitdten von 14% nach 24
Stunden bzw. 58% nach 72 Stunden detektiert werden (schwarze Balken). Im Uberstand von
nicht-transfizierten Zellen konnte keine FVIII-Aktivitdt gemessen werden (<2%; graue
Balken). Die Quantifizierung der FVIII-Aktivitat erfolgte im Mangelplasma-Assay durch eine

Kalibrierung mit einem Humanplasmakonzentrat, das eine FVIII-Aktivitdt von etwa 100%

besal.
60
S
g 40+
=
k3
<
= 20+
>
T
oL [ 1 [ —
Vektor pcDNA3- pcDNA3-  Kontrolle
FVIlI BDD FVIII
Zeit (h) 24 72 24 72 24 72

Abb. 3.5. Expression von FVIIl und BDD FVIII in 293T-Zellen. Nach Transfektion von jeweils 20 ug
der Plasmide pcDNA3-FVIII (leere Balken) bzw. pcDNA3-BDD FVIII (schwarze Balken) in 5x10° 293T-
Zellen und einem Mediumwechsel wurden nach weiteren 24 bzw. 72 Stunden die FVIII-Aktivitaten der
Uberstande mit Hilfe eines Mangelplasma-Assays bestimmt. Als Negativkontrolle dienten untrans-
fizierte 293T-Zellen (graue Balken). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von Duplikaten aus einem

Experiment.
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3.1.3 Expression von BDD FVIll in lentiviralen Vektoren

Aufgrund der in Abb. 3.5 dargestellten starkeren Expression von BDD FVIII gegenuber dem
Wildtyp-FVIIl im 293T-Testsystem und aufgrund der Tatsache, daR die Verwendung einer
FVIII-cDNA ohne Deletion zu lentiviralen Vektoren von einer Genomlange von deutlich Gber
10 kb und damit im allgemeinen zu extrem niedrigen Virustitern fihren wirde (Kumar et al.,
2001), wurde im Folgenden nur mit dem BDD FVIII gearbeitet.

Zuerst wurde die BDD FVIII-cDNA mit Hilfe der Sall-Restriktionsstellen aus pSP64-FVIIIAB
in den lentiviralen Vektor CIGWS (freundlicherweise von Katja Litzenkirchen zur Verfigung
gestellt), wodurch das Konstrukt C(FVIIIAB)IGWS entstand. Des weiteren wurde in zwei
Klonierungsschritten aus CIGWS das Konstrukt cPPT-C(FVIIIAB)IGWS hergestellt. Im ersten
Schritt wurden der zentrale Polypurintrakt und die zentrale Terminationssequenz (cPPT/CTS;
vgl. 1.5.2) in den Vektor CIGWS kloniert. Mit den Oligonukleotiden PPTCTSCLA-5 und
PPTCTSCLA-3 (siehe Tab 2.4) wurde aus einem Plasmid mit gag-pol aus HIV-1 llIB/LAI das
cPPT/CTS-Fragment mit je einer Clal-Schnittstelle an den 5'- und 3'-Enden amplifiziert.
Dieses Fragment wurde dann in die Clal-Restriktionsstelle 5' vor dem CMV-Promotor im
CIGWS ligiert. Im zweiten Schritt wurde die BDD FVIII-cDNA aus pSP64-FVIIIAB wie oben
beschrieben in die Sall-Stelle des modifizierten CIGWS kloniert. Die Anwesenheit des
cPPT/CTS-Elementes erhdht den Import von lentiviraler DNA nach reverser Transkription in

den Zellkern, was zu einer Steigerung der Transduktionseffizienz des Vektors fuhrt.

C(FVIIIAB)IGWS

N Clal Sal | Sal |

| RRE LTR
RSV [R/U5 CMmV IRES EGFP WPRE HIVAU3

cPPT-C(FVIIIAB)IGWS
Clal
¥ Clal Sal | Sal |
RRE LTR
RSV |R/U5 cPPT/ CMV IRES EGFP WPRE HIVAU3
CTS

Abb. 3.6. Schematische Darstellung der lentiviralen Vektoren C(FVIIIAB)IGWS und cPPT-
C(FVIIIAB)IGWS. Die Abklrzungen werden in 2.1.4 erklart.
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In den Konstrukten C(FVIIIAB)IGWS und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS, die in Abb. 3.6 sche-
matisch dargestellt sind, besteht die Transgen-Expressionscassette aus einem CMV-
Promotor, der BDD FVIII-cDNA, einer IRES aus dem Encephalomyocarditis-Virus (ECMV)
und der EGFP-cDNA, so dal in transfizierten und transduzierten Zellen bicistronische

mRNAs entstehen, von denen sowohl BDD FVIII als auch EGFP translatiert werden.

Um die Funktion der beiden lentiviralen Konstrukte zu testen, wurden sie in einer Drei-
plasmid-Kotransfektion (siehe 2.2.2.3) in 293T-Zellen fir die Produktion von lentiviralen
Partikeln verwendet. Die Virustiter wurden wie in 2.2.3 beschrieben auf 293T-Zellen
bestimmt. Zudem wurde der Virusuberstand fir die Transduktion der hamatopoetischen
Zellinie K562, die aus einem Patienten mit chronischer myeloischer Leukamie (CML; Lozzio
& Lozzio, 1975) isoliert wurde, verwendet. Sowohl die Transduktionseffizienz als auch die
FVIII-Sekretion der Zellen wurden gemessen. Die Ergebnisse eines von zwei Experimenten

mit vergleichbaren Ergebnissen sind in Abb. 3.7 dargestelit.

A: B: C:
Virustiter Transduktionseffizienz FVIII-Sekretion
(K562) (K562)
5.0%10%+ 30 20
4.0x10%4 €
+ =
— 20 -
E  3.0x10%- m <
S o = 10+
= w >
2.0%x10% 2 o
104 <
1.0%10 %
0.0x10-® 0 0

Abb. 3.7. Vergleich der lentiviralen Konstrukte C(FVIIIAB)IGWS und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS in
bezug auf Virustiter und Transduktion von K562-Zellen. Beide Konstrukte wurden als Transgen-
vektoren zusammen mit den akzessorischen Plasmiden pCMVAR8.93 und pMD.G in einer Drei-
plasmid-Kotransfektion fir die Produktion von Virusiiberstand eingesetzt. Der Titer der Virusiber-
stdnde wurde auf 293T-Zellen bestimmt (Abb. 3.7A; vgl. 2.2.3). Zudem wurden je 1 ml Virustberstand
fiir die Transduktion von 10° K562-Zellen verwendet. Die Transduktionseffizienz wurde anhand der
EGFP-Expression im FACS gemessen (Abb. 3.7B), und die FVIII-Aktivitat im K562-Uberstand wurde
nach 48 Stunden durch Mangelplasma-Assay bestimmt (Abb. 3.7C). Die MeRwerte fiir den Vektor
C(FVIIIAB)IGWS sind durch die leeren Balken gegeben, wahrend die schwarzen Balken die Werte fur
den Vektor cPPT-C(FVIIIAB)IGWS darstellen.
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Die Virustiter mit den Konstrukten C(FVIIIAB)IGWS und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS betrugen
2,2x10° bzw. 4,1x10° TU/ml. Die Transduktionseffizienzen, die mit 1 ml Virusiiberstand auf
10° K562-Zellen erreicht wurden, lagen bei 20,9% bzw. 26,3% (gemessen (iber EGFP-
Expression im FACS), und die FVIII-Aktivitaten im Kulturtiberstand lagen bei 15,6%/ml bzw.
19,8%/ml je 4x10* Zellen liber 48 Stunden.

3.2 FVIIl-Expression in hamatopoetischen Zellinien

3.21 Transduktion von hamatopoetischen Zellinien

Die Fahigkeit von hdmatopoetischen Zellen zur rekombinanten Expression von BDD FVIII
wurde untersucht, indem verschiedene Zellinien, die unterschiedliche Untergruppen von
Leukozyten reprasentieren, mit lentiviralem Virustberstand transduziert wurden. Fir die
Produktion von viralen Partikeln wurden neben den Hilfsplasmiden pCMVARS8.93 und pMD.G
die Transgenkonstrukte CGWS und C(FVIIAB)IGWS verwendet. Die Transduktion mit
C(FVIIAB)IGWS sollte zur gleichzeitigen Expression von BDD FVIII und EGFP in den
transduzierten Zellen fiihren, wobei die Expression von EGFP nicht nur fiir die Bestimmung
der Transduktionseffizienz, sondern auch zur durchfluBzytometrischen Anreicherung der
transduzierten Zellen verwendet wurde. Das Konstrukt CGWS, das nur fir EGFP kodiert,

diente in den Transduktionsexperimenten als Positivkontrolle.

In Tab. 3.2 sind die Transduktionseffizienzen eines Experimentes mit hamatopoetischen
Zellinien gegeben. Untransduzierte Zellen wurden als Negativkontrollen (EGFP-Fluoreszenz
in <1% der Zellen) mitgefihrt, und Gber die EGFP-Expression im Vergleich zu den untrans-
duzierten Zellen wurden die Transduktionseffizienzen von CGWS-transduzierten
(Einzelwerte) und C(FVIIAB)IGWS-transduzierten Zellen (Mittelwert von Duplikaten)
ermittelt. Fir das Experiment wurden CGWS- und C(FVIIIAB)IGWS-Virustiberstande durch
Ultrafiltration konzentriert, so daR fiir CGWS ein Titer von etwa 1x10’ TU/ml und fiir
C(FVIIIAB)IGWS ein Titer von 1-2x10° TU/ml erreicht wurden. Fiir die Transduktion wurden
10° Zellen mit 0,5-1,0 ml Virusiiberstand inkubiert (MOl fir CGWS: 45-50; MOI fiir
C(FVIIIAB)IGWS: 5-10).
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Zellinie Herkunft Transduktion mit  Transduktion mit  Negativkontr.
C(FVIIIAB)IGWS CGWS
(%EGFP*-Zellen) (%EGFP") (%EGFPY)
K562 Chronische myeloische 445 99,9 <1
Leukamie
TF-1 Erythroleukamie 49,5 99,3 <1
Raiji Burkitt B-Zell-Lymphom 21,2 96,3 <1
Jurkat Akute T-Zell-Leukamie 56,7 72,5 <1
PLB-985  Akute nicht- 6,9 52,0 <1
lymphatische Leukamie
KG-1 Akute myeloische 43 27,6 <1
Leukamie

Tab. 3.2. Transduktion von hamatopoetischen Zellinien mit den lentiviralen Konstrukten CGWS
und C(FVIIIAB)IGWS. Gegeben sind die Transduktionseffizienzen (bestimmt im FACS als Prozent

EGFP-positiver Zellen) fir die jeweiligen Zellinien.

3.2.2 Anreicherung von transduzierten hamatopoetischen Zellen

Da nach Transduktion mit dem Vektor C(FVIIIAB)IGWS die Transduktionseffizienzen mit 4%
bis 57% recht heterogen waren, wurden die transduzierten Zellen mit einem Hoch-
geschwindigkeits-DurchfluRzytometer (MoFlo, Cytomation) angereichert. Als Transduktions-
marker diente die EGFP-Expression, und der Selektionsprozel} zielte auf die Zellen mit der
starksten EGFP-Fluoreszenz (etwa 1% der Mischpopulation). Nach dem Sortieren wurden
die Zellen (jeweils etwa 10* Zellen fiir jede Zellinie) expandiert und fiir FACS-Analysen und
FVIll-Assays eingesetzt.

Abb. 3.8 zeigt die Effizienz des Anreicherungsprozesses anhand von zwei Beispielen. In
Abb. 3.8A-E und Abb. 3.8F-J sind die Anreicherung von TF-1- bzw. PLB-985-Zellen
dargestellt, die unter identischen Bedingungen mit recht hoher (TF-1) oder sehr niedriger
(PLB-985) Effizienz mit dem Vektor C(FVIIIAB)IGWS transduziert werden konnten. Die obere
Reihe der Abb. 3.8 stellt fiir beide Zellinien die EGFP-Fluoreszenz von untransduzierten (A,
F) und transduzierten (B, G) Zellen gegenuiber. In der mittleren Reihe sind mit R3 bezeichnet
die Regionen zu sehen, die die Zielpopulation der durchfluBzytometrischen Selektion waren.
Die untere Reihe zeigt den Vergleich von untransduzierten (D, |) und angereicherten
transduzierten (E, J) Zellen, wobei die Effizienz der Anreicherung durch den Vergleich von B
und E fur TF-1 bzw. von G und J fur PLB-985 gegeben ist.
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Abb. 3.8. Anreicherung von EGFP-positiven hamatopoetischen Zellen, die mit dem lentiviralen
Konstrukt C(FVIIIAB)IGWS transduziert waren. Aus einer Mischpopulation von untransduzierten
und transduzierten Zellen wurden mit einem Hochgeschwindigkeits-DurchfluBzytometer die Zellen mit
der héchsten Fluoreszenzintensitat angereichert und fiir weitere Analysen expandiert. Die einzelnen
Teile der Abbildung sind im Text (3.2.2) erklart.

Abb. 3.9 gibt eine Ubersicht (iber die Prozentsatze der EGFP-exprimierenden Zellen nach
Transduktion mit C(FVIIIAB)IGWS jeweils vor und nach Anreicherung. Durch die Selektion
konnten die Anteile der EGFP-positiven Zellen auf 72% bis 93% gesteigert werden.
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Abb. 3.9. Vergleich der EGFP-Expression von hamatopoetischen Zellinien nach Transduktion
mit dem lentiviralen Vektor C(FVIIIAB)IGWS vor (leere Balken) und nach (schwarze Balken)
durchfluBzytometrischer Anreicherung.

3.2.3 Charakterisierung der BDD FVIlI-Expression in hamatopoetischen

Zellinien

Nach der Bestimmung der Transduktionseffizienz Gber die EGFP-Expression im Durch-
fluBzytometer wurde die FVIII-Expression der mit dem fur FVIlIl und EGFP kodierenden
bicistronischen Vektor transduzierten und angereicherten Zellen untersucht. Neben der
Bestimmung der Transgen-Kopienzahl in den angereicherten Mischpopulationen wurde die

FVIII-Expression auf RNA- und Proteinebene analysiert.

Die Anzahl der BDD FVIII-Kopien im Genom der angereicherten Mischpopulationen wurde
mit einer semiquantitativen PCR bestimmt, die eine distinkte Bande fir DNA aus Zellen
lieferte, die mit einer BDD FVIII-cDNA transduziert wurden, nicht aber fiir DNA aus Wildtyp-
Zellen, die das komplette FVIII-Gen mit seiner komplizierten Exon-Intron-Struktur enthielten.
Die Quantifizierung erfolgte Uber eine Standardkurve mit Plasmid-DNA vor dem Hintergrund
derselben Menge genomischer DNA, wie sie auch fir die PCR-Ansatze mit den Zellinien
ausgewahlt wurde.

In Abb. 3.10 sind im unteren Teil die PCR-Banden zu sehen, die fiir die Kalibrierung heran-
gezogen wurden. Im oberen Teil sind die Banden aus den PCR-Ansatzen mit den untrans-
duzierten und den transduzierten Zellinien abgebildet. In keiner der untransduzierten Zell-
populationen, wohl hingegen in allen transduzierten Zellpopulationen sind PCR-Banden der

korrekten GroRe erkennbar. Die Ergebnisse der Quantifizierung, die in Tabelle 3.3
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zusammengefallt sind, zeigten, dall in den transduzierten Zellpopulationen nach
Anreicherung 4 (Raji) bis 20 (PLB-985) Genkopien je Zelle vorhanden waren.

Eine RT-PCR mit RNA aus untransduzierten Zellen und transduzierten Zellen (nach
Anreicherung) mit BDD FVIlll-spezifischen Oligonukleotiden belegte, dal3 in allen trans-
duzierten Zellinien BDD FVIII transkribiert wurde, wahrend in den untransduzierten Zellen
keine BDD FVIII-Transkripte gefunden werden konnten (Abb. 3.11). RT-PCRs mit 3-Aktin-
spezifischen Oligonukleotiden wurden als Kontrollen durchgefuhrt.

KAE2-F8
TF-1
TF-1-F3
FLBE
PLE-F&
Raji

R aji-Fa
Jurkat
Jurkat-Fa
KG-1
KiG-1-F8

9

“+— Rl A8

- o w 2 8 (copiespercell)

Abb. 3.10. Abschatzung der Anzahl an BDD FVIlI-Genkopien in transduzierten hamato-
poetischen Zellinien. In einer semiquantitativen PCR wurden 100 ng genomische DNA aus trans-
duzierten und nicht-transduzierten Zellen und BDD FVIlI-spezifische Oligonukleotide eingesetzt und
die Bandenintensitaten wie in 2.3.5.3 beschrieben Uber eine Standardkurve quantifiziert (Abbildung
reproduziert mit Genehmigung von Mary Ann Liebert, Inc.).

Jurkat-FB

FLE-F8
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Abb. 3.11. Qualitatitve Detektion von BDD FVIII-mRNA in transduzierten hamatopoetischen

Zellinien. In RT-PCR-Ansatzen mit RNA aus transduzierten und nicht-transduzierten Zellen wurden
mit jeweils spezifischen Oligonukleotiden BDD FVIII-mRNA (oben) bzw. p-Aktin-mRNA (unten) nach-
gewiesen (Abbildung reproduziert mit Genehmigung von Mary Ann Liebert, Inc.).
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Um zu Uberprifen, ob die in allen transduzierten Zellinien vorhandene BDD FVIII-mRNA
auch translatiert und das entstehende Protein in den Kulturiberstand sekretiert wurde,
wurden jeweils 5x10° untransduzierte und transduzierte Zellen jeder Zellinie in 1 ml Medium
Uber 48 Stunden kultiviert und dann die Uberstande in FVIII-Assays untersucht. Abb. 3.12A
zeigt die gemessenen FVIII-Proteinmengen (FVIII:Ag) aus einem FVllI-spezifischen ELISA,
wahrend Abb. 3.12B die FVIII-Aktivitaten (FVIII:C) aus einem chromogenen Assay darstellt.
Alle MeRBwerte wurden durch Vergleich mit humanen Referenzplasmen erhalten und auf
ng/ml umgerechnet. Die MeRBwerte aus beiden Assays stimmten sehr gut Uberein, so dal}
das Verhaltnis FVIII:C/FVIII:Ag flr die Zellinien K562, TF-1, Raji und Jurkat nahezu 1 betrug
(Tab. 3.3). Daher lalt sich aussagen, daf® die transduzierten K562 und TF-1 recht hohe
Mengen FVIII in den Uberstand sezernierten (MeRwerte im Bereich von 40 bis 80 ng/ml),
wahrend transduzierte Raji- und Jurkat-Zellen niedrige, aber noch eindeutig detektierbare
Mengen an FVIII sezernierten. Flr die transduzierten PLB-985 und KG-1 sowie flr alle
untersuchten nicht-transduzierten Zellen lagen die entsprechenden Werte unter 1 ng/ml, so
daR weder FVIIl:Ag noch FVIII:C im Uberstand detektiert werden konnten. In den ange-
reicherten transduzierten Zellen blieb die FVIII-Sekretion Uber einen Beobachtungszeitraum

von etwa sechs Monaten stabil.
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Abb. 3.12. Detektion von FVIIl:Ag und FVIII:C im Uberstand von transduzierten Zellen. Fiir die
Quantifizierung der FVIII-Sekretion wurden 5x10° Zellen in 1 ml Medium (iber 48 Stunden kultiviert.
Der Uberstand wurde im ELISA auf FVIII-Protein (FVIII:Ag) und im chromogenen Assay auf FVIII-
Aktivitat (FVIII:C) untersucht. Die MeRwerte gaben somit die FVIII-Sekretion in ng FVIII/5x10° Zellen
und 48 Stunden an. Als Referenz dienten Kontrollplasmen mit 100% FVIII-Aktivitdt oder 200 ng
FVIII:Ag/ml. Das Detektionslimit der Assays lag bei 1 ng/ml (Abbildung reproduziert mit Genehmigung

von Mary Ann Liebert, Inc.).
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Zellinie Mittlere % EGFP- ng FVIII:C/ ng FVIII:Ag/ Spezifische
Kopienzahl positive 5x10° Zellen,  5x10° Zellen, Aktivitat
FVIill/Zelle Zellen 48 Stunden 48 Stunden  FVIII:C/FVIII:Ag

K562 10 74,2 76,4 74,8 1,02

TF-1 16 93,3 41,6 49,1 0,85

Raji 4 87,6 6,7 6,9 0,98

Jurkat 19 72,3 1,8 2,0 0,94

PLB-985 20 91,5 <1 <1 n.b.

KG-1 5 74,4 <1 <1 n.b.

Tab. 3.3. Charakterisierung der transduzierten hamatopoetischen Zellinien nach Anreicherung
(n.b.: nicht berechenbar) (Tabelle reproduziert mit Genehmigung von Mary Ann Liebert, Inc.).

3.3 FVIIl-Expression in primaren hamatopoetischen Zellen

Nachdem die in 3.2 beschriebenen Experimente gezeigt haben, dall hamatopoetische Zellen
grundsatzlich in der Lage sind, BDD FVIIl zu sezernieren, wurden im weiteren primare
hamatopoetische Zellen aus verschiedenen Quellen auf ihre Fahigkeit untersucht, BDD FVIII
rekombinant zu exprimieren. Das grofite therapeutische Interesse liegt dabei auf Zellen mit
Stammzelleigenschaften, die — wenn sie erfolgreich transduziert und (re)infundiert sind —
durch Expansion und Differenzierung langfristig zur FVIII-Substitution beitragen kénnten.

In dieser Studie wurden als Quellen flir hamatopoetische Stammzellen sowohl humane
CD34-positive Zellen aus peripherem Blut (3.3.1) als auch murine Linien-depletierte
Knochenmarkzellen (3.3.2) ausgewahlt. Die wichtigsten Ergebnisse werden in 3.3.1 und

3.3.2 anhand reprasentativer Experimente dargestellt.
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3.3.1 FVIll-Gentransfer in primare humane Zellen

3.3.1.1 CD34-positive Zellen als Zielzellen

Isolation von CD34-positiven Zellen aus peripherem Blut

Die Frequenz von CD34-positiven hamatopoetischen Stammzellen im peripheren Blut reicht
bei den meisten Spendern nicht aus, um sie fir therapeutische Zwecke zu verwenden, aber
durch intravenose Gabe von Wachstumsfaktoren wie G-CSF konnen diese Zellen, die in
grélerer Zahl im Knochenmark vorhanden sind, mobilisiert werden, so dal} ein Teil dieser
Zellen innerhalb weniger Tage vom Knochenmark ins periphere Blut eintritt (Lapidot & Petit,
2002). Die Mobilisierung ist fur den Patienten nach bisherigen Erkenntnissen mit nur
geringen Nebenwirkungen verbunden, und mobilisierte HSC konnen in der Regel von fast
allen Patienten gewonnen werden. Diese Zellen in Leukapheresaten aus vorbehandelten
Patienten sollten daher das Ausgangsmaterial fiir diese Studie darstellen.

Aus den Leukapheresaten wurden durch magnetische Zellseparation (MACS) mit dem Direct
CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec) CD34-Zellen von einer Frequenz unter
1% auf etwa 90% Reinheit angereichert. In Abb. 3.13 ist beispielhaft das Ergebnis einer
CD34-Anreicherung gezeigt.

W VS/cd45834.004 W neglcd45834.010 W pos/cd45834.011
T 0,6% T 0,3% T - 89,6%
i E 1 ; ”I
V! .'"""I T P s V' O'"""I 1""'-['2 3 4
109 101 102 103 10% 109 107 102 103 104 109 107 10% 103 10
CD45 FITC CD45 FITC CD45 FITC

Abb. 3.13. Anreicherung von CD34-positiven Zellen aus peripherem Blut mit MACS. Zellen aus
peripherem Blut eines mit G-CSF (Neupogen®) vorbehandelten Spenders wurden vor der
magnetischen Zellseparation mit monoklonalen Antikdrpern gegen CD34 und CD45 gefarbt (A). Um
die Qualitat der Anreicherung zu Uberpriifen, wurden Zellaliquots aus den Negativfraktionen (B) sowie
der Positivfraktion (C) mit den gleichen Antikorpern markiert. Die Expression von CD34 und CD45
wurde durchfluRzytometrisch detektiert. Die Zahlen geben den Anteil der CD34/CD45-positiven Zellen

im oberen rechten Quadranten an.
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Expansionskultur mit IL-3, IL-6, SCF und FIt-3L

Die Zellen wurden nach Isolation (Tag 0) wie in 2.2.6.3 beschrieben mit den rekombinanten
humanen Zytokinen IL-3, IL-6, SCF und FIt-3L kultiviert. Unter den gewahlten Bedingungen
war eine Expansion der Gesamtzellzahl um 100-200 innerhalb der ersten zwei Wochen
moglich (Abb. 3.14).

Nach 7 und 15 Tagen wurden die untransduzierten Zellen mit monoklonalen Antikérpern
gegen verschiedene Oberflachenantigene gefarbt, um die Zellpopulationen im Verlauf der
Expansion zu charakterisieren. Wie Tab. 3.4 zeigt, lag zu Beginn des Experimentes (an Tag
0 direkt nach der CD34-Isolation) eine Zellpopulation vor, die fast komplett das Leukozyten-
antigen CD45 und zu 90% den Stammzellmarker CD34 exprimierte. Im Verlauf der Kultur
blieb der Prozentsatz der CD45-Expression konstant, da CD34-positive Zellen unter den
gewahlten Kulturbedingungen nur in verschiedene Leukozyten-Subtypen und ihre Vorlaufer,
nicht aber in andere Zellen differenzieren konnten. Die Expression des Stammzellmarkers
CD34 verschwand dagegen fast vollig bei langerer ex vivo-Kultur. Die Daten belegten, dafly
die Zellen wahrend der Expansion in die Richtung von myeloiden (Granulozyten und
Makrophagen) und lymphoiden (B-) Zellen differenzierten. Myeloide Zellen exprimieren

CD14 (Monozyten/Makrophagen) und CD15 (Granulozyten), und die Expression von CD20

1084
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Tag nach CD34-Anreicherung

Abb. 3.14. Expansion von CD34-Zellen. Nach Anreicherung der CD34-positiven Zellen an Tag 0
wurde ein Teil der Zellen an den Tagen 1 und 2 insgesamt zweimal mit den Vektoren SEW und cPPT-
C(FVHIAB)IGWS (MOI jeweils 100) transduziert. Sowohl transduzierte Zellen als auch nicht-trans-
duzierte Zellen (Kontrolle) wurden mit IL-3, IL-6, SCF und FIt-3L expandiert. Im Diagramm ist die

kumulative Gesamtzellzahl der Kulturen aufgetragen.
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Oberflachenantigen Expressionsmuster Tag 0 Tag7 Tag 15
CD45 alle Leukozyten 99,2% 98,9% 99,7%
CD34 HSC 90,1% 36,7% 1,4%
CD14 Monozyten/Makrophagen, n.g. 8,8% 11,5%
Granulozyten
CD15 Granulozyten, n.g. 0,9% 38,7%
Monozyten/Makrophagen
CD3 T-Zellen n.g. <0,1% <0,1%
CD20 B-Zellen n.g. 6,5% 21,5%
HLA-DR Monozyten/Makrophagen, n.g. 97,1% 40,8%

B-Zellen, dendritische

Zellen

Tab. 3.4. Veranderung des Expressionsmusters von Oberflichenantigenen bei der Expansion
von HSC. CD34-positive HSC wurden Uber 15 Tage in Gegenwart von IL-3, IL-6, SCF und FIt-3L
kultiviert und durch Inkubation mit den angegebenen monoklonalen Antikérpern charakterisiert (n.g.,

nicht gemessen).

deutet auf B-Zellen oder B-Zell-Vorlaufer hin. T-Zellen, fir die die Expression von CD3
charakteristisch ist, konnten nicht detektiert werden. Diese Interpretation wird gestitzt durch
die Tatsache, dall an Tag 15 nur noch ein Teil der Zellen fir HLA-DR positiv war, dessen
Expression auf Monozyten/Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen begrenzt ist, aber
auf anderen hamatopoetischen Zellen wie Granulozyten oder T-Lymphozyten nicht gefunden

wird.

Lentivirale Transduktion von CD34-positiven Zellen

Nach Vorstimulation mit IL-3, IL-6, SCF und FIt-3L wurden die Zellen an den Tagen 1 und 2
insgesamt zweimal mit den Vektoren SEW und cPPT-C(FVIIAB)IGWS (MOI jeweils 100)
transduziert. Der Vektor cPPT-C(FVIIAB)IGWS wurde gewahlt, da mit diesem in
Experimenten mit Zellinien (3.1.3) héhere Virustiter und hdhere Transgenexpression sowohl
in bezug auf Transduktionseffizienz wie auch auf Intensitat der FVIII- und EGFP-Expression
erreicht wurden als mit dem Vorgangerkonstrukt C(FVIIIAB)IGWS ohne cPPT/CTS-Element.

Wahrend der Transduktion und der nachfolgenden Expansion wurde die Zusammensetzung
des Mediums konstant gehalten. Ein Teil der transduzierten Zellen sowie der nicht-trans-

duzierten Kontrollzellen wurden an Tag 3 fur Methylcellulose-Assays mit MethoCult H4434
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(StemCell) verwendet. Die Transduktion hatte keinen Einflu auf die Proliferation der Zellen
(Abb. 3.14) oder auf die Fahigkeit, im Methylcellulose-Assay myeloide und erythroide
Kolonien zu bilden (Abb. 3.15).

Die EGFP-Expression wurde durchfluBzytometrisch an den Tagen 7, 13 und 15 bestimmt.
Nach Transduktion mit dem Vektor SEW lag der Anteil der EGFP-positiven Zellen recht stabil
bei 80,3%, 65,9% und 68,0%. Nach Transduktion mit dem Vektor cPPT-C(FVIIAB)IGWS
konnte an Tag 7 eine sehr schwache EGFP-Expression in 12,5% der Zellen detektiert
werden, die an Tag 13 (1,2%) bzw. Tag 15 (<1%) kaum noch meRbar war. Abb. 3.16 zeigt
die EGFP-Expression der Expansionskulturen an Tag 7. Zudem wurde die EGFP-Expression
der Zellen in den Progenitorzell-Assays an Tag 19 bestimmt. In den SEW-transduzierten
Zellen, die als Positivkontrolle dienten, waren 90 von 104 erythroiden Kolonien bzw. 194 von
248 myeloiden Kolonien EGFP-positiv (87% bzw. 78%). Insgesamt konnten also 81% der
koloniebildenden Zellen transduziert werden. Die cPPT-C(FVIIAB)IGWS-transduzierten
Zellen bildeten keine EGFP-positiven Kolonien, so dal fir diesen Vektor weder durch FACS-
Charakterisierung der Suspensionskultur noch durch Auszahlung fluoreszenter Kolonien die

Effizienz des Gentransfers bestimmt werden konnte.

150
I CFU-E/BFU-E
5 l —1CFU-GM
g 100 I B CFU-GEMM
G)
X
=
S
N 504
<
0_ = | —— 1 .
SEW cPPT- Kontrolle

C(FVIIIAB)IGWS

Abb. 3.15. Koloniebildung im MethoCult-Assay. CD34-Zellen wurden an den Tagen 1 und 2 jeweils
einmal mit den genannten Vektoren (MOI 100) transduziert. An Tag 3 wurden in zwei Schalchen je
500 Zellen der einzelnen Kulturen in MethoCult H4434 ausgesat. Die Kolonien wurden an Tag 19
gezahlt. Etwa 30-35% der ausplattierten Zellen bildeten Kolonien. Angegeben sind die Mittelwerte der
Duplikate mit der zugehoérigen Standardabweichung (SD). Abklrzungen: CFU-E/BFU-E: erythroide
Kolonien; CFU-GM: myeloide Kolonien; CFU-GEMM: gemischte (myeloide und erythroide) Kolonien.
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Um zu Uberprifen, ob das Fehlen der EGFP-Expression in den cPPT-C(FVIIAB)IGWS-
transduzierten Zellen auf niedrige Effizienz des Gentransfers oder auf Expressionsprobleme
zurtckzufuhren war, wurde genomische DNA der transduzierten sowie der nicht-trans-
duzierten Zellen isoliert und fir PCR-Ansatze mit BDD FVIII- und B-Aktin-spezifischen
Oligonukleotiden verwendet. In jeder FVIII-PCR wurde die gleiche Menge an genomischer
DNA (100 ng) eingesetzt, um dann die Banden, die mit genomischer DNA aus transduzierten
Zellen erhalten wurden, mit Referenzbanden zu vergleichen, die aus PCRs mit definierten
Kopienzahlen eines BDD FVIll-kodierenden Plasmids stammten. Zusatzlich zu den
verschiedenen Mengen an Plasmid-DNA enthielten die PCR-Ansatze fir die Kalibrierung
genomische DNA aus untransduzierten oder SEW-transduzierten Zellen ohne BDD FVIII-

Transgen, so dall die Reaktionsbedingungen so einheitlich wie maoglich waren. Die

EGFP-Expression Suspensionskultur | MethoCult-Assay

Negativkontrolle " "' R2 <1% 0%

IS

" 10% 101 102 103 10
FL1-Height

SEW .

80% Erythroid: 87% (90/104)
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Abb. 3.16. EGFP-Expression in lentiviral transduzierten CD34"-Zellen. MACS-angereicherte

CD34"-Zellen wurden je zweimal mit den Vektoren SEW und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS transduziert und
in Suspensionskulturen expandiert bzw. nach der zweiten Transduktion fur Progenitorzell-Assays in
MethoCult H4434 ausplattiert. Nach 7 bzw. 19 Tagen wurden die Anteile der EGFP-positiven Zellen im

FACS bzw. der EGFP-positiven Kolonien durch Auszahlen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt.
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PCR-Ansatze fur B-Aktin sollten als Kontrollen dienen und zeigen, dal} die eingesetzte DNA-
Menge in allen Ansatzen ungefahr gleich war und dal das Fehlen von FVIII-Banden in den
jeweiligen PCRs auf die Abwesenheit der FVIII-cDNA und nicht etwa auf unzureichende
Menge oder Qualitat der verwendeten DNA zurtickzufiihren war.

In Abb. 3.17 ist am Beispiel des bereits oben beschriebenen Experimentes eine Bestimmung
der FVIII-cDNA-Kopien in transduzierten Zellen mit semi-quantitativer PCR dargestellt. In
Abb. 3.17A sind die FVIlI-Kalibrierungsbanden (jeweils in Duplikaten) zu sehen, in Abb.
3.17B die Banden aus transduzierten und nicht-transduzierten Zellen sowie Negativ-
kontrollen ohne DNA (nur H,O). Abb. 3.17C zeigt die Banden der 3-Aktin-Kontrollen.

A W o
gBW e - -
(SL) 54 54 18 18 6 6 2 2 07 07 02 0.2 (SL)
Kopien / Zelle
B &= e

: o= F\/|]|
- -

(SL) H,O H,O SEW SEW FVII FVIl C C (SL)

o wew oew ™ o p-AKtin
i

H,0 SEW FVIII C  (SL)

Abb. 3.17. Gentransfer von BDD FVIIl cDNA in humane HSC. Genomische DNA aus CD34-Expan-
sionskulturen (Tag 14) wurde fir PCR-Ansatze mit BDD FVIIl- und B-Aktin-spezifischen Oligo-
nukleotiden verwendet. Ein Gemisch von 100 ng genomischer DNA und definierten Mengen an
Plasmid-DNA wurde fiir eine FVIlI-Kalibrierung eingesetzt (A; jeweils Duplikate). PCR-Ansatze mit
genomischer DNA (100 ng) von transduzierten und nicht-transduzierten Zellen erlaubten eine
Bestimmung der mittleren BDD FVII-Kopienzahl in diesen Zellen (B; jeweils Duplikate) durch Quanti-
fizierung der Bandenintensitdten und lineare Regression. B-Aktin-PCRs wurden zu Kontrollzwecken
ebenfalls durchgefiihrt (C). (Abkirzungen: FVIII, cPPT-C(FVIIAB)IGWS; C: untransduzierte Kontrolle;
SL, Gréfienmarker; H,O, Wasserkontrolle)
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Die Intensitaten der FVIII-Banden wurden mit der Software Quantity One bestimmt, und die
Kopienzahl in den cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten Zellen wurde Uber lineare
Regression ermittelt. Nach einer zweifachen Durchfuhrung der in Abb. 3.17 gezeigten PCR
wurde ein Mittelwert von 2 BDD FVIlI-Kopien in den cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten
Zellen erhalten.

Nach Isolation von polyA*-mRNA aus transduzierten und nicht-transduzierten Zellen an Tag
14 wurde durch RT-PCR Uberprift, ob in den cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten Zellen
BDD FVIII-mRNA vorlag. Wie bei den PCR-Ansatzen mit genomischer DNA dienten B3-Aktin-
Ansatze als Kontrollen. Abb. 3.18 demonstriert, dafl® nur in den cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-trans-
duzierten Zellen BDD FVIII-mRNA exprimiert wurde, nicht aber in den SEW-transduzierten
Zellen und in den nicht-transduzierten Zellen. Die B-Aktin-PCR lieferte erwartungsgeman
Banden fir alle drei mRNA-Praparationen. Kontrollen mit Tag-Polymerase, aber ohne
Reverse Transkriptase ergaben keine PCR-Produkte, so dal} die in Abb. 3.18 dargestellten

Banden nicht auf Kontaminationen mit genomischer DNA zurtckfihrbar waren.

Nach dem Nachweis, dall die cPPT-C(FVIIAB)IGWS-transduzierten Zellen sowohl BDD
FVIII-DNA als auch BDD FVIII-mRNA enthielten, wurden Kulturiberstande der Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten auf FVIII-Protein im Uberstand mit ELISA (FVIII:Ag) getestet.
Transduzierte und nicht-transduzierte Zellen wurden mit PBS gewaschen und fur 24 Stunden
in einer Zelldichte von 10%/ml kultiviert. Die Uberstande der Tage 5, 14 und 21 wurden im
ELISA untersucht. In allen Ansatzen lag jedoch die FVIII:Ag-Konzentration unter dem
Detektionslimit von 2 ng/ml (Tab. 3.5).

Ern
FVIII
o M 1190 bp
—-—
SEW FVII C |H0 (SL)
ks
L e B-Aktin
= 346 bp

Abb. 3.18. Transkription von BDD FVIII-mRNA in humanen CD34-Expansionskulturen (Tag 14).
PolyA"-mRNA wurde fiir RT-PCR-Ansétze mit BDD FVIII- und B-Aktin-spezifischen Oligonukleotiden
verwendet. (Abkulrzungen: FVIII, cPPT-C(FVIIAB)IGWS; C: untransduzierte Kontrolle; SL,

GroéRenmarker; H,O, Wasserkontrolle)
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Vektor ng FVIII/10° Z. x 24h  ng FVII/10® Z. x 24h  ng FVIII/10° Z. x 24h
(Tag 5) (Tag 14) (Tag 21)

SEW <2 <2 <2

cPPT- <2 <2 <2

C(FVIIIAB)IGWS

Negativkontrolle <2 <2 <2

Tab. 3.5. Messung von FVIIl:Ag im Uberstand von CD34-Expansionskulturen. Transduzierte und
untransduzierte Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Expansion in einer Zelldichte von
10° Zellen je ml ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen und im ELISA auf
FVIII:Ag getestet. In allen Messungen lagen die FVIIl:Ag-Konzentrationen unter dem Detektionslimit

von etwa 2 ng/ml.

Die Anwesenheit von BDD FVIII-RNA und die Abwesenheit von FVIII:Ag im Kulturiberstand
kénnten verschiedene Ursachen wie ineffiziente intrazellulare Prozessierung oder ineffiziente
Sekretion des FVIII-Proteins haben. Mit einer intrazellularen immunzytochemischen Farbung
sollte daher die abschlieRende Hypothese geprift werden, dall das FVIII-Protein zwar
translatiert, dann aber nicht aus der Zelle sezerniert werden kann.

Zellen wurden nach Transduktion mit dem Vektor cPPT-C(FVIIIAB)IGWS (MOI jeweils 50) an
den Tagen 1 und 2 expandiert und an Tag 11 fUr die intrazellulare Farbung verwendet. Die
Farbung wurde mit einem FVIlI-spezifischen Erstantikdrper und einem Alexa-Rot-markierten
Sekundarantikérper durchgefiihrt. Die Auswertung wurde mit einem konfokalen Laser-
scanning-Mikroskop vorgenommen. In einem Teil der cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten
Zellen wurden starke rote Fluoreszenzsignale detektiert (Abb. 3.19), die in analog gefarbten
untransduzierten Zellen nicht zu sehen waren, so dal} die rote Fluoreszenz ein BDD FVIII-
spezifisches Signal darstellte. Die gezeigten Beispiele deuteten eine Verteilung des FVIII-
Proteins in diskreten Aggregaten in der Zellen an, wahrend cPPT-C(FVIIAB)IGWS-
transduzierte K562-Zellen oder HUVEC, die sehr hohe Mengen an aktivem FVIII-Protein
sezernierten, ein anderes Verteilungsmuster aufwiesen (Signale gleichmaRiger Intensitat im

Zytoplasma, keine Aggregate dieser Grofie; Dr. Sven Becker, personliche Mitteilung).
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Abb. 3.19. Immunzytochemische Anfarbung von FVIIl in transduzierten hamatopoetischen
Zellen. CD34-positive Zellen wurden zweimal mit dem Vektor cPPT-C(FVIIAB)IGWS transduziert
(MOl jeweils 50) und in Anwesenheit von IL-3, IL-6, SCF und FIt-3L expandiert. Zehn Tage nach der
ersten Transduktion wurden die Zellen mit einem FVIll-spezifischen Erstantikbrper und einem Alexa-
Rot-gekoppelten Sekundarantikorper gefarbt. Die Detektion des FVIII-Signals erfolgte durch konfokale
Laserscanning-Mikroskopie. Untransduzierte Zellen wurden als Negativkontrollen mitgefihrt und
zeigten keine FVIlll-spezifischen Signale. Die intrazellulare Farbung und die anschlielende Aus-

wertung wurden von Dr. Sven Becker (BSD) durchgefiihrt.

3.3.1.2 Differenzierung von Granulozyten aus lentiviral transduzierten CD34"-

Zellen

Granulozyten stellen mit 50% bis 60% die grof3te Subpopulation aller Leukozyten im Blut dar
und sind damit von besonderem Interesse bei der rekombinanten Expression von Proteinen
durch hamatopoetische Zellen. In der in 3.3.1 beschriebenen Expansionskultur von CD34"-
Zellen mit IL-3, IL-6, SCF und FIt-3L kommt es innerhalb von 15 Tagen zwar zu Differen-
zierungsprozessen in die Richtung myeloider Zellen (Expression von CD15 und CD14), aber
mit einem spezifischeren Differenzierungsprotokoll kdénnen der Anteil von funktionalen
Granulozyten noch deutlich erhéht (Becker et al., 1998) und die potentielle Expression von
BDD FVIII in diesem Zelltyp exakter untersucht werden.

Parallel zu dem in 3.3.1.1 beschriebenen Experiment wurden CD34-positive Zellen aus
peripherem Blut in IL-3, IL-6, SCF und FIt-3L kultiviert und an den Tagen 1 und 2 nach
CD34-Anreicherung mit den lentiviralen Vektoren SEW und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS (MOI
jeweils 100) transduziert. An Tag 7 betrug die Gesamtzellzahl das 50-60fache der Ausgangs-
zellzahl fir die Transduktion (Abb. 3.14). Zu diesem Zeitpunkt wurde ein Teil der Zellen zur
Bestimmung der Transduktionseffizienz durchfluizytometrisch auf die Expression von EGFP
untersucht. Die SEW-transduzierten Zellen waren zu 80,3% EGFP-positiv, und 12,5% der
cPPT-C(FVIIAB)IGWS-transduzierten Zellen zeigten eine schwache EGFP-Expression

(Abb. 3.16). Diese Zellen sowie untransduzierte Kontrollzellen wurden in MyeloCult H5100 in
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Gegenwart von Hydrocortison, G-CSF und SCF kultiviert und an Tag 20 in diesem Medium
auf eine Zelldichte von 10%/ml eingestellt. Nach 24 Stunden wurden der Uberstand der Zellen
fur FVIII-Assays und die Zellen fir FACS-Analysen verwendet. Die FACS-Analyse zeigte,
dal® der Anteil CD15-exprimierender Zellen von unter 1% (Tab. 3.4) auf fast 80% erhoht
werden konnte (Abb. 3.20D). Dieser Differenzierungsproze3 wurde durch die lentivirale
Transduktion nicht beeinflut (Abb. 3.20E&F).
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Abb. 3.20. Differenzierung von lentiviral transduzierten HSC in Granulozyten. CD34-positive
HSC aus peripherem Blut wurden wahrend der Expansion mit IL-3, IL-6, SCF und Flt-3L (Tage 0-7)
zweimal mit einer MOI von 100 transduziert (Tage 1 und 2, Konstrukte SEW und cPPT-
C(FVIIIAB)IGWS). An Tag 7 wurden transduzierte und nicht-transduzierte Zellen fiir Granulozyten-
Differenzierungskulturen in MyeloCult H5100 (StemCell) mit Hydrocortison, G-SCF und SCF
eingesetzt. Nach flinfzehntagiger Differenzierung wurde ein Teil der Zellen durchfluBzytometrisch auf
EGFP-Expression untersucht (A-C), wahrend die restlichen Zellen mit einem Erstantikdrper gegen den
Granulozyten-Marker CD15 und einem RPE-gekoppelten Sekundarantikdrper gefarbt wurden, so daf}
durchfluRzytometrisch sowohl die CD15- als auch die EGFP-Expression untersucht werden konnten
(D-F). In A&D sind untransduzierte Kontrollzellen gezeigt, in B&E bzw. C&F sind SEW- bzw. cPPT-
C(FVIIIAB)IGWS-transduzierte Zellen dargestellt.
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Die EGFP-Expression der SEW-und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten Zellen betrug
68,5% bzw. <1% (Abb. 3.20D-F) und unterschied sich somit nicht vom Verhalten der
Mischkulturen, die mit IL-3, IL-6, SCF und Flt-3L expandiert wurden (3.3.1.1). Die Zellkultur-
Uberstdnde der transduzierten sowie der nicht-transduzierten Zellen wurden im ELISA auf
FVIII:Ag untersucht. Die MelRwerte aller Kulturen lagen jedoch unterhalb der Nachweis-
grenze von 2 ng/ml, so daR sich die differenzierten Granulozyten in bezug auf FVIII-

Expression nicht von CD34-positiven HSC unterschieden.

3.31.3 Transduktion von Makrophagen

In der in 3.3.1.1 beschriebenen Expansionskultur von CD34-positiven Zellen kam es gerade
in der zweiten Woche der Kultur zu Differenzierungsprozessen, die durch die Expression
verschiedener Oberflachenmarker sichtbar wurde. Die Zusammensetzung des Mediums war
jedoch nicht geeignet, um aus HSC reife Makrophagen entstehen zu lassen, deren Potential
zur FVIII-Expression ebenfalls untersucht werden sollte. Neben der Option, Makrophagen
aus CD34-positiven HSC zu gewinnen, besteht die Mdglichkeit, mit mononuklearen Zellen
aus peripherem Blut (PBMC) nicht-mobilisierter Spender zu arbeiten. Das in dieser Studie
verwendete Protokoll basiert auf der Isolation von PBMC aus Buffy Coats Uber Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation. Die PBMC wurden in Teflonbeuteln mit Medium kultiviert,
das u. a. humanes AB-Serum enthielt. An Tag 7 wurden die Zellen geerntet und uber einen
Adharenzschritt so aufgearbeitet, dal® eine morphologisch reine Makrophagen-Population
erhalten wurde.

An Tag 10 wurden die Makrophagen einmal mit den lentiviralen Vektoren SEW bzw. cPPT-
C(FVIIIAB)IGWS transduziert (MOI jeweils 105; je Vertiefung 2x10° Zellen in 500 pl). Uber-
stédnde dieser Kulturen sowie von nicht-transduzierten Zellen an den Tagen 12, 14 und 17
wurden im ELISA auf FVII:Ag getestet. In allen untersuchten Uberstdnden lagen die
FVIIl:Ag-Konzentrationen jedoch unterhalb der Detektionsschwelle von 2 ng/ml. Die Zellen
wurden an Tag 19 mit Accutase abgelést und im FACS auf EGFP-Expression untersucht.
Die Ergebnisse (Abb. 3.21) zeigten, dal das verwendete lentivirale System durchaus fir die
Transduktion dieses Zelltyps geeignet ist (Transduktionseffizienz der Positivkontrolle SEW
bei 67,3%). Dennoch war der Anteil der Zellen, die das bicistronische Konstrukt cPPT-
C(FVIIIAB)IGWS exprimierten, recht gering (EGFP-Expression in 7,6% der Zellen), so dal®

eine potentielle FVIII-Expression nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 3.21. Lentivirale Transduktion von humanen Makrophagen. Reife Makrophagen wurden aus
PBMC in Humanserum-haltigem Medium ausdifferenziert und mit den lentiviralen Vektoren SEW und
cPPT-C(FVIIIAB)IGWS transduziert (je eine Transduktion, MOI 105). Neun Tage nach Transduktion
und Kultur in Humanserum-freiem Medium wurden die Zellen mit Accutase abgeldst und im FACS auf
EGFP-Expression untersucht. In A, B und C sind nicht-transduzierte Zellen, SEW-transduzierte Zellen
bzw. cPPT-C(FVIIIAB)IGWS—transduzierte Zellen dargestellt.

3.3.2 FVIll-Gentransfer in primare Mauszellen

Isolation von Knochenmarkzellen und Anreicherung von koloniebildenden Zellen

Adulte Mause (C57BL/6 und E-17 FVll-defiziente Mause) wurden durch zervikale
Dislokation getétet und Knochenmark durch Ausspllen von Femora und Tibiae gewonnen.
Um Zellen mit Stammzelleigenschaften anzureichern, wurden differenzierte hdmatopoetische
Zellen, die die Oberflachenantigene CD5, CD45R, CD11b, Gr-1, TER119 oder das vom 7/4-
Antikérper erkannte Epitop exprimierten, durch magnetische Zellseparation mit dem
StemSep-System wie in 2.2.5.3 beschrieben depletiert, so da} sogenannte 'lineage'-negative

Zellen Ubrig blieben.

Die Anreicherung von Stammzellen wurde durch einen Surrogatassay Uberprift, indem ein
Teil der Zellen in Methylcellulose (Methocult M3434) ausplattiert und der Anteil der
koloniebildenden Zellen bestimmt wurden (vgl. 2.2.5.6). Der Anteil an koloniebildenden
Zellen betrug vor Depletion 0,54%+0,12%. Durch die Depletion von bereits differenzierten
hamatopoetischen Zellen konnte dieser Anteil um den Faktor 14,1+4,2 auf 7,4%%1,8%
gesteigert werden. Diese Werte beziehen sich auf 4 unabhangige Experimente mit je 20-30

Mausen.
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Lentivirale Transduktion von Maus-KMZ

Liniendepletierte KMZ von E-17- und C57BL/6-Mausen wurden nach Prastimulation mit IL-3,
IL-6 und SCF zweimal mit den lentiviralen Vektoren SEW und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS trans-
duziert. Nach 16 bzw. 11 Tagen wurden die Anteile der EGFP-positiven Zellen durchflul3-
zytometrisch in Suspensionskulturen bzw. durch Auszahlen von Kolonien von Progenitorzell-
Assays bestimmt. Die in den Versuchen erreichten Transduktionseffizienzen waren nicht
einheitlich und schienen von den Spendermdusen und von der jeweiligen Zellpraparation
abzuhangen.

In Abb. 3.22 sind die Ergebnisse eines Experimentes mit FVIII-defizienten E-17-Mausen
dargestellt. In der Expansionskultur der mit dem EGFP-Konstrukt SEW transduzierten Zellen
waren 72% EGFP-positiv, wahrend in den entsprechenden Methylcellulosen 44% der
Kolonien EGFP exprimierten (117 von 263 Kolonien). In den Suspensionskulturen und
Progenitorzell-Assays der untransduzierten Zellen sowie der mit dem bicistronischen
Konstrukt cPPT-C(FVIIIAB)IGWS transduzierten Zellen waren keine EGFP-exprimierenden
Zellen detektierbar.

In einem parallelen Versuch mit C57BL/6-Zellen betrugen die Transduktionseffizienzen fiir
SEW in der Suspensionskultur 36,7% und in den MethoCult-Assays 26,9% (21 von 78 Kolo-
nien). In den cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-Kulturen sowie in den untransduzierten Zellen war

ebenfalls keine EGFP-Expression melbar.

Um zu Uberprifen, ob bei der Transduktion mit dem Konstrukt cPPT-C(FVIIIAB)IGWS ein
Gentransfer stattgefunden hat, wurde genomische DNA aus den Zellen isoliert und fir PCR-
Ansatze mit BDD FVIll-und B-Aktin-spezifischen Oligonukleotiden eingesetzt. In beiden
Mausstammen wurden deutliche BDD FVIlI-Banden fiir die Zellen, die mit dem Vektor cPPT-
C(FVIIAB)IGWS transduziert wurden, gefunden, nicht aber fiir die Negativkontrollen (SEW
und untransduziert; Abb. 3.23). Mit Hilfe einer Standardkurve von Plasmid-DNA vor dem
Hintergrund derselben Menge genomischer DNA konnte eine mittlere Kopienzahl von 4,2
und 2,2 fir die E-17- bzw. C57BL/6-Suspensionskulturen, fir die keine EGFP-Expression
nachweisbar war, ermittelt werden.

Ein ahnliches Bild ergab sich fiir die Progenitorzell-Assays des E-17-Versuchs. In den cPPT-
C(FVIIAB)IGWS-Ansatzen waren von 40 Kolonien, die in der PCR ein positives B-Aktin-
Signal aufwiesen, 26 Kolonien (65%) auch BDD FVIll-positiv, wahrend bei untransduzierten
oder SEW-Zellen alle B-Aktin-positiven Kolonien BDD FVIlI-negativ waren (Abb. 3.23).

Mit BDD FVlll-spezifischen (nicht-quantitativen) RT-PCR-Ansatzen wurde gepriift, ob die
BDD FVIII-cDNA, die durch Transduktion mit dem Konstrukt cPPT-C(FVIIIAB)IGWS in die
Zellen eingebracht wurde, auch transkribiert wurde. Wie Abb. 3.24 zeigt, fuhrte die FVIII-
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spezifische RT-PCR zu Banden fiur die cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten Zellen und fir
eine Positivkontrolle, wahrend die SEW- und die untransduzierten Zellen sowie eine
Negativkontrolle keine Signale lieferten.

Parallel zu den RT-PCRs mit Reverser Transkriptase und Tag-Polymerase im gleichen
Ansatz wurden ebenfalls PCR-Ansatze mit Tag-Polymerase, aber ohne Reverse Trans-
kriptase unter identischen Bedingungen durchgefiihrt. In diesen Ansatzen waren keine
Signale fur die cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten Zellen erkennbar, so dall die Banden
in den RT-PCR-Ansatzen auf RNA-Transkripte und nicht auf Kontaminationen durch

genomische DNA zurlickzuflihren waren (Daten nicht gezeigt).

EGFP-Expression Suspensionskultur MethoCult-Assay
- 230801 .001
Negativkontrolle = <1% 0%
:FND
DE 10 10 10
FL1-Height
- 230201 .002
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cPPT- =L . <1% 0%
C(FVIIIAB)IGWS %]
DEID-D 1EII1FL1-1I-Lilfightwl3 104

Abb. 3.22. EGFP-Expression in lentiviral transduzierten Maus-KMZ. Liniendepletierte E-17-Zellen
wurden jeweils zweimal mit den Vektoren SEW und cPPT-C(FVIIAB)IGWS transduziert und in
Suspensionskulturen expandiert bzw. nach der zweiten Transduktion flr Progenitorzell-Assays in
MethoCult M3434 ausplattiert. Nach 16 bzw. 11 Tagen wurden die Anteile der EGFP-positiven Zellen
bzw. Kolonien im FACS bzw. durch Auszdhlen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt (FL-1-Height:
EGFP-Fluoreszenz).
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Zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der ersten 15 Tage nach Transduktion wurden
Kulturiberstande im ELISA auf FVIIl:Ag getestet. Unter den gegebenen Expansions-
bedingungen, d. h. in Kultur mit IL-3, IL-6 und SCF, lag jedoch die FVIII:Ag-Konzentration in
allen untersuchten Uberstédnden von E-17- und C57BL/6-KMZ unter dem Detektionslimit von
2 ng/ml. Tab. 3.6 gibt die Mel3werte fur E-17-Zellen an, die 14 Tage nach der ersten Trans-

duktion (iber 24 Stunden in Zelldichten von 10%ml und 5x10°/ml ausgeséat wurden.

— o FVIII
[;--“ i = 1190 bp
(SL18 6 2 0702 0 | S 1054C | S 1054 C |(SL)
Kopien / Zelle E-17 C57BL/6
Suspensionskulturen N [p—— e [-Aktin
166 bp
H,O

y: Dichteeinheiten

x: Kopien pro Zelle

y = 14,06x + 70,463
R? =10,9991

BDD FVIlll-positive Kolonien
B-Aktin-positive Kolonien

MethoCult-Assay

SEW 0/14

cPPT- 26/40 (65%)
C(FVIIAB)IGWS

untransduziert 0/19

Abb. 3.23. Gentransfer von BDD FVIll-cDNA in Maus-KMZ. Von transduzierten und untrans-
duzierten Mauszellen wurde genomische DNA fir 3-Aktin- und BDD FVIlI-spezifische PCR-Ansétze
isoliert (oben; Abkiirzungen: S, SEW; 1054, cPPT-C(FVIIIAB)IGWS; C, Negativkontrolle; SL, Marker).
Durch den Vergleich der Banden fir die transduzierten Zellen mit der Verdiinnungsreihe wurde durch
lineare Regression die mittlere Anzahl von BDD FVIlI-Kopien pro Zelle ermittelt (Mitte). Die Effizienz
des Gentransfers in koloniebildende Zellen wurde ebenfalls durch B-Aktin- und BDD FVIlI-spezifische

PCR-Reaktionen bestimmt (unten).
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FVIII
1190 bp

(SL) S 1054 C S 1054 C pos neg H,0 (SL)
E-17 C57BL/6

B-Aktin
166 bp

Abb. 3.24. BDD FVIlI-Transkription in cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten Zellen. RNA aus
transduzierten und untransduzierten Zellen wurde mit B-Aktin- und BDD FVIll-spezifischen Oligo-
nukleotiden in RT-PCR-Ansatzen auf Anwesenheit der jeweiligen Transkripte untersucht (Abkur-
zungen: S, SEW; 1054, cPPT-C(FVIIIAB)IGWS; C, Negativkontrolle; SL, Marker). Als Positiv- und
Negativkontrollen (pos, neg) fir die PCR wurde genomische DNA aus Maus-KMZ eingesetzt, die

bereits in vorangehenden PCR-Ansatzen BDD FVIlI-positiv bzw. negativ waren.

Suspensionszellen E-17: ng FVIII:Ag/
Vektor 10° Zellen x 24 h
SEW <2
cPPT-C(FVIIIAB)IGWS <2
untransduziert <2

Tab. 3.6. Messung von FVIII:Ag im Uberstand von Maus-KMZ. Transduzierte und untransduzierte
E-17-KMZ wurden nach 14tagiger Expansion mit IL-3, IL-6 und SCF in einer Zelldichte von 10° Zellen
je ml ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen und im ELISA auf FVIII:Ag
getestet. In allen Messungen lagen die FVIIl:Ag-Konzentrationen unter dem Detektionslimit von etwa

2 ng/ml.

Zusammenfassend lalkt sich daher festhalten, dal ein lentiviraler Transfer von BDD FVIII-
cDNA in liniendepletierte Maus-KMZ mit koloniebildendem Potential moglich war, daf} trans-
duzierte Zellen in Suspensionskultur diese cDNA auch transkribierten, aber dafl im Kultur-

Uberstand dieser Zellen kein BDD FVIII-Protein nachgewiesen werden konnte.
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34 FVIIl-Expression in primaren Endothelzellen

Da der lentivirale Transfer einer BDD FVIII-cDNA weder in CD34-positiven HSC noch in
differenzierten hamatopoetischen Zellen zu einer therapeutisch relevanten FVIII-Sekretion
fihrte, wurde untersucht, ob durch eine Differenzierung von CD34-positiven Zellen in Endo-
thelprogenitorzellen (EPC) eine Zellpopulation erhalten werden kann, die das FVIII-Protein
exprimieren und sezernieren kann. Da HSC und EPC gemeinsame Eigenschaften wie leichte
Verflugbarkeit, Expandierbarkeit und Zugang zum Blutkreislauf besitzen, die fiir die rekom-
binante FVIII-Expression im Rahmen eines gentherapeutischen Ansatzes interessant sind,
sollte in einem Vorversuch zuerst geklart werden, ob das flir hamatopoetische Zellen
verwendete Vektorsystem fur Endothelzellen geeignet ist (3.4.1). Zu diesem Zweck wurden
humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) als Zielzellen gewahlt, die als
Zellsystem gut etabliert und von allen primdren humanen Endothelzellen am einfachsten
verfugbar sind. In einem weiteren Schritt sollten Endothelzellen aus CD34-positiven Nabel-
schnurblutzellen differenziert und lentiviral transduziert werden, um die Fahigkeit dieser
Zellen zur FVIII-Produktion untersuchen und damit ihre mdgliche Bedeutung in einem

gentherapeutischen Ansatz zur Behandlung der Hamophilie A abschatzen zu kénnen (3.4.2).

3.41 FVIIl-Expression in lentiviral transduzierten HUVEC

HUVEC wurden mit den lentiviralen Konstrukten SEW und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS trans-
duziert. Dabei wurden verschiedene Transduktionsbedingungen ausgetestet: je eine Trans-
duktionsrunde bei einer MOI von 10 bzw. 100 sowie zwei Transduktionsrunden bei einer MOI
von jeweils 100. Die Zellen wurden an Tag 0 in EGM, das mit 10% FCS supplementiert
wurde, ausplattiert (2x10° Zellen in 1 ml; Passage 3). An Tag 1 fanden die Transduktionen
statt, und an Tag 2 wurde der Virusiberstand von den Zellen abgenommen, und die Zellen
erhielten frisches Medium. An den Tagen 4 und 7 wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt,

und das konditionierte Medium wurde fur FVIII-Assays verwendet.

Die Transduktionseffizienz wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop und durchfluBzytometrisch
dokumentiert. Abb. 3.25 zeigt in A, D und G die fast konfluenten HUVEC im Phasenkontrast.
Die EGFP-Expression war im Fluoreszenzmikroskop deutlich sichbar (B und E; Negativ-
kontrolle H), und die FACS-Daten belegten Transduktionseffizienzen von 98% fur eine
zweimalige Transduktion mit SEW (C) bzw. 92% mit cPPT-C(FVIIIAB)IGWS (F; Nega-

tivkontrolle 1).
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Die FVIII:Ag-Konzentrationen, die mit ELISA in den Kulturibstanden gemessen wurden, sind
in Tab. 3.7 zusammengefalt. Mit dem lentiviralen Konstrukt cPPT-C(FVIIIAB)IGWS konnten
FVIIl:Ag-Konzentrationen von Uber 6 IU/ml gemessen werden, wobei eine Transduktion mit
einer MOl von 100 auszureichen schien, um die Kapazitdt der Zellen, FVIIl:Ag zu
sezernieren, voll auszuschdpfen. Das detektierte FVIII-Protein war gerinnungsaktiv, da der
Vergleich von chromogenem Assay und ELISA ein Verhaltnis FVIII:C/FVIII:Ag von 0,91+0,23
(n=6) ergab. Dieser Befund deckte sich mit der spezifischen Aktivitdt des rekombinanten
FVIlI-Proteins, das von verschiedenen hamatopoetischen Zellinien exprimiert wurde, die mit
dem Vorgangerkonstrukt C(FVIIAB)IGWS transduziert wurden (vgl. Tab. 3.3).
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Abb. 3.25. Lentivirale Transduktion von HUVEC. HUVEC (Passage 3 an Tag 0) wurden an Tag 1
zweimal mit den Konstrukten SEW (A-C) und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS (D-F) transduziert (MOI jeweils
100). Als Negativkontrolle dienten nicht-transduzierte Zellen (G-l1). An Tag 5 wurden von den trans-
duzierten Zellen sowie den nicht-transduzierten Kontrollzellen Aufnahmen im Phasenkontrast im
Durchlicht bzw. im Fluoreszenzmodus gemacht (A, D, G bzw. B, E, H) gemacht. An Tag 7 der Kultur
wurden die Zellen trypsiniert und die EGFP-Expression durchfluizytometrisch quantifiziert (C, F, 1).
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Vektor MOl Transduktions-  FVIII:Ag in IlU/ml  FVIIE:Ag in [U/ml
runden (Tag 4) (Tag 7)
cPPT-C(FVIIIAB)IGWS 10 1 0,39 1,30
cPPT-C(FVIIIAB)IGWS 100 1 1,55 5,68
cPPT-C(FVIIIAB)IGWS 100 2 1,50 6,36
(Wildtyp) - - <0,01 <0,01

Tab. 3.7. FVIIl:Ag-Konzentrationen im Kulturiiberstand von lentiviral transduzierten HUVEC.
HUVEC wurden an Tag 0 in einer Zelldichte von 2x10° in EGM/10% FCS ausplattiert und an Tag 1 mit
dem Konstrukt cPPT-C(FVIIIAB)IGWS transduziert. Nach einem kompletten Mediumwechsel an Tag 2
wurden die Zellen in den Kulturplatten belassen, und die Uberstande an den Tagen 4 und 7 wurden
abgenommen und fiir FVIII-Assays verwendet. Die FVIII:Ag-Werte fiir untransduzierte Kontrollzellen

lagen unter dem Detektionslimit des ELISA von 0,01 1U/ml.

3.4.2 FVIlI-Expression in lentiviral transduzierten EPC

3.4.21 Differenzierung von Endothelzellen aus CD34*-Nabelschnurblutzellen

CD34-positive Zellen aus Nabelschnurblut wurden mit demselben Verfahren isoliert wie HSC
aus Leukapheresaten (vgl. 3.3.1.1), d. h. durch magnetische Zellseparation (MACS) mit dem
Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec). Die Positivfraktionen enthielten
CD34-positive Zellen mit einer Frequenz von etwa 80% bis 95%. Zellen von Einzelspendern
oder Pools von Zellen verschiedener Spender wurden in EDM mit VEGF, FGF-2, SCF und
SCGF-B in Endothelprogenitorzellen (EPC) differenziert und passagiert, bevor die Kulturen
konfluent wurden. Nach der ersten Passage erfolgte die Kultur in EGM-2, das neben 2%
FCS noch VEGF, EGF, FGF-2, R*-IGF, Hydrocortison, Ascorbinsaure, Heparin, Gentamicin
und Amphotericin B enthielt. Bei Ausgangszellzahlen von 10° bis 10’ CD34-positiven Zellen
konnten die adharenten Zellen um den Faktor 10° bis 10° expandiert werden. Zwei Beispiele
von Wachstumskurven unter optimierten Bedingungen sind in Abb. 3.26 gezeigt. Die
durchschnittliche Verdoppelungszeit flr die dargestellten Zellchargen betrug ungefahr 30-35
Stunden.

In Kulturen mit MC aus Nabelschnurblut vor CD34-Selektion oder mit Zellen aus der
Negativfraktion der MACS-Anreicherung kam es nicht in allen Fallen und nur mit geringen
Ausbeuten zur Differenzierung von EPC. Dies zeigt, dal die Anreicherung von CD34-
positiven Zellen eine wichtige Rolle fir die Einleitung des Differenzierungsprozesses spielte

und legt nahe, dal® die EPC aus CD34-positiven Zellen hervorgingen.
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Die adharenten Zellen wuchsen als spindelformige Zellen mit vereinzelten Bereichen von
Zellen, die eher 'Pflasterstein-Morphologie' aufwiesen (Abb. 3.27). Die Zellen besal3en
typische Endothelzell-Eigenschaften wie die Fahigkeit zur Aufnahme von Dil-Ac-LDL, die im
Durchflulizytometer und im Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden konnte (Abb.
3.27), sowie die Ausbildung von roéhrenférmigen Strukturen und polygonalen Netzen im
Matrigel-Assay (siehe 3.4.2.2; Abb. 3.30).

Zudem wurden die Zellen durch FACS-Analyse der Expression von Oberflachenantigenen
charakterisiert, die auf hAmatopoetischen und/oder Endothelzellen zu finden sind. Uber 99%
der Zellen waren positiv fir die Endothelzellmarker VE-Cadherin (CD144), CD146 und CD31
und negativ fir die hamatopoetischen Marker CD45, CD14, CD133 und HLA-DR (Abb. 3.27).
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Abb. 3.26. Differenzierung und Expansion von EPC aus CD34-positiven Nabelschnurblutzellen.
In den Wachstumskurven zweier reprasentativer Experimente sind die kumulativen Zellzahlen im
zeitlichen Verlauf der Kultur aufgetragen. Die Ausgangszellzahlen von etwa 10° an Tag 0 bezeichnen
die eingesetzten CD34-positiven Zellen (Pools verschiedener Spender) nach MACS-Anreicherung an

diesem Tag.
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Die expandierten Zellpopulationen waren jedoch nicht absolut homogen, da nur 5% bis 45%
der Zellen positiv fir den Marker CD34 farbten, der sowohl auf Endothelzellen als auch auf
HSC vorkommt. Zudem gab es eine kleine Population von maximal 5%, auf der der
endothelspezifische VEGF-Rezeptor KDR/VEGF-R2 exprimiert wurde. Die Expression der

erwahnten Marker blieb wahrend der Expansionszeit unverandert.
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Abb. 3.27. Morphologie und phanotypische Charakterisierung der EPC aus CD34-positiven
Nabelschnurblutzellen. EPC verschiedener Spender bzw. Spenderpools wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten der Expansion auf ihre Fahigkeit zur Aufnahme von Dil-Ac-LDL sowie auf ihre Expression
bestimmter Zelloberflachenmarker getestet. Die Abbildung faf3t die Daten der durchfluRzytometrischen
Analyse zusammen, wobei die Fluoreszenzintensitaten als Abszissen und die Zellzahlen als Ordinaten
aufgetragen sind. Zellen, die mit Di-Ac-LDL bzw. mit dem jeweiligen Antikdrper inkubiert wurden, sind
durch die dicken Linien dargestellt, wahrend die Negativkontrollen (ungefarbte Zellen oder Isotyp-

kontrollen) durch diinne Linien gegeben sind.
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3422 Lentivirale Transduktion und FVIII-Expression in Nabelschnurblut-EPC

EGFP-Expression nach lentiviraler Transduktion

In einer ersten Versuchsreihe wurden Endothelzellen von vier verschiedenen Spendern bzw.
Spenderpools mit den lentiviralen Konstrukten SEW und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS trans-
duziert. Die Zellen befanden sich in der Expansionsphase zwischen Passage 3 und 8, und
die Vektoren wurden mit den MOIs 10 und 100 eingesetzt. Die Transduktionseffizienz wurde
bestimmt durch die durchfluBzytometrische Quantifizierung der EGFP-positiven Zellen. Bei
einer MOI von 10 wurden fir die Vektoren SEW und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS Trans-
duktionseffizienzen von 88,2+7,6% (80,3%-95,6%) bzw. 76,9%%5,0% (73,1%-84,2%) erreicht
(Abb. 3.28A).

A B
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Abb. 3.28. Lentivirale Transduktion von EPC aus CD34°-Nabelschnurblutzellen. EPC (n=4) in
den Passagen 3 bis 8 wurden mit den Vektoren SEW und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS transduziert. (A) Fir
die Transduktionen wurden fir beide Vektoren MOIs von 10 und 100 eingesetzt. Trans-
duktionseffizienzen wurden durchfluizytometrisch zu mindestens zwei Zeitpunkten und nicht friiher
als acht Tage nach der Transduktion bestimmt. (B) Das Histogramm beschreibt die EGFP-Expression
von Zellen eines Spenders, die mit den Vektoren SEW (graue Flache) und cPPT-C(FVIIAB)IGWS
(schwarze Flache; MOI jeweils 10) transduziert wurden. Die Messung erfolgte 30 Tage nach der

Transduktion mit untransduzierten Zellen (farblose Flache) als Negativkontrolle.
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Eine Erhdhung der MOI auf 100 fahrte nicht zu einer statistisch signifikanten Erhéhung der
Transduktionseffizienzen (90,4%+9,7% fur SEW, 90,6%19,7% fur cPPT-C(FVIIIAB)IGWS,;
p>0,05 fur beide Vektoren [t-test; paired, two-tailed]; Abb. 3.28A). Der Anteil EGFP-
exprimierender Zellen und auch die Starke der EGFP-Expression blieben wahrend des
Kulturzeitraums relativ konstant. Abb. 3.28B zeigt die EGFP-Expression in transduzierten
und nicht-transduzierten Zellen eines Spenders 30 Tage nach Transduktion mit einer MOI

von 10.

Keine wesentlichen Veranderungen des EPC-Phanotyps durch die lentivirale Transduktion

Bei der Expansion der transduzierten Zellen fiel auf, daf3 die Inkubation mit den lentiviralen
Partikeln einen leichten toxischen Effekt auf die Zellen hatte. Insbesondere bei der héheren
MOI von 100 kam es zu Zelltod wahrend/nach der Transduktion und zu einem verzdgerten
Wachstum. Wie Abb. 3.29 an zwei reprasentativen Beispielen zeigt, war jedoch das
Proliferationspotential der transduzierten Zellen gegeniiber den nicht-transduzierten Zellen
nahezu unbeeintrachtigt. Der Pfeil in der Abbildung markiert den Zeitpunkt, an dem ein Teil
der Zellen mit den Vektoren SEW und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS transduziert wurde (MOI 10),

und im weiteren Zeitverlauf sind kumulative Wachstumskurven dargestellit.
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Abb. 3.29. Expansion von transduzierten EPC aus CD34"-Nabelschnurblutzellen. Die Wachs-
tumskurven zweier reprasentativer Experimente zeigt die kumulative Zellzahl von transduzierten und
nicht-transduzierten Zellen eines Spenderpools im zeitlichen Verlauf der Kultur. An Tag 39 bzw. Tag
25 nach CD34-Selektion wurden jeweils 2x10* Zellen mit den Vektoren SEW und cPPT-
C(FVIIIAB)IGWS transduziert (MOI 10) und ebenso wie die Wildtyp-Zellen bis zur Seneszenz der
Kulturen expandiert.
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Zusatzlich zum moglichen Effekt der lentiviralen Transduktion auf die Proliferations-
eigenschaften der Zellen wurde der Phanotyp der transduzierten und der nicht-transdu-
zierten Zellen analysiert. Einige Wochen nach der Transduktion war das Expressionsmuster
der Oberflachenantigene CD146, CD34, KDR, CD36 und CD133 unverandert (FACS-Daten
hier nicht gezeigt). Ebenso unverandert war die Fahigkeit der Zellen, Dil-Ac-LDL
aufzunehmen (Abb. 3.30A&B).

Aulerdem wurde ein Matrigel-Assay mit den Zellen durchgeflihrt, indem die Zellen auf eine
komplexe extrazellulare Matrix ausgesat wurden. Sowohl die nicht-transduzierten Zellen als
auch die transduzierten Zellen (Abb. 3.30C&D) formten kapillarartige R&éhren und
Netzstrukturen, wie sie flr funktionale Endothelzellen charakteristisch sind, so daf® sich
zusammenfassend sagen lalkt, dal® in den durchgeflihrten in vitro-Versuchen keine

negativen Auswirkungen der Transduktion auf die EPC zu beobachten waren.

Abb. 3.30. Phanotyp der transduzierten Endothelzellen: Dil-Ac-LDL-Aufnahme und Matrigel-
Assay. (A&B) Finf Wochen nach Transduktion mit dem Konstrukt SEW (MOI 100) wurden die Zellen
fir eine Stunde mit Dil-Ac-LDL inkubiert und nach einem Mediumwechsel mit einem
Fluoreszenzmikroskop auf EGFP-Expression (A) und Aufnahme von Dil-Ac-LDL (B) untersucht. (C&D)
Fir den Matrigel-Assay wurden Endothelzellen mit Trypsin/EDTA von der Kulturoberflache abgelost
und in EGM-2-Medium auf eine Matrigel-Matrix (siehe 2.2.7.5) ausgesat. Nach 8 bis 10 Stunden
wurde licht- bzw. fluoreszenzmikroskopisch die Bildung polygonaler Netze dokumentiert (C: Phasen-
kontrast; D: EGFP-Expression).
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Charakterisierung der FVIlI-Expression der transduzierten EPC

Die Transduktionsexperimente wurden durchgefihrt, um das Potential der Nabelschnurblut-
EPC zur FVIII-Sekretion zu beschreiben. Im Folgenden sind die Ergebnisse aus Versuchen
mit Zellen von drei unabhangigen Spenderpools aufgefihrt. Zellen wurden mit den lenti-
viralen Konstrukten SEW und cPPT-C(FVIIIAB)IGWS mit MOlIs von 10 wie oben beschrieben
transduziert und bis zur Seneszenz kultiviert. Die Transduktionseffizienzen lagen im Mittel
bei etwa 90%. Die FVIII-Sezernierung wurde quantifiziert, indem zu verschiedenen Zeit-
punkten nach der Transduktion cPPT-C(FVIIAB)IGWS-transduzierte Zellen sowie SEW-
transduzierte und nicht-transduzierte Zellen in einer Zelldichte von 5x10%/ml in EGM-2
ausgesat und der Zelliberstand nach 48 Stunden abgenommen und bis zur weiteren

Analyse bei -80°C eingefroren wurden.

Fir die Charakterisierung der FVIII-Produktion wurden die gesammelten Kulturiiberstande im
chromogenen Assay auf FVIII:C-Aktivitat sowie im ELISA auf FVIII:Ag-Protein getestet. Die
FVIII:C-Werte, die im chromogenen Assay gemessen wurden, blieben wahrend der Kultur
der Zellen relativ konstant (Abb. 3.31). Innerhalb der ersten vier Wochen nach Transduktion
lag die Sezernierung von FVIII:C durch die cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten Zellen bei
0,35-0,39 1U/5x10* Zellen/48h bei einer MOI von 10, was 7,0-7,8 IU/10° Zellen/48h entsprach
(n=3). Die anschlieRende Abnahme der FVIII:C-Sekretion wurde begleitet von einer
Reduktion der Proliferationsrate bis zur Seneszenz der Kulturen. Untransduzierte und SEW-
transduzierte Zellen sezernierten kein FVIII:C (<0,01 1U/5x10* Zellen/48h).

In einem weiteren Experiment mit Endothelzellen von vier Spenderpools bzw.
Einzelspendern wurde geprtft, ob die FVIII:C-Sekretion durch eine Erhéhung der MOI von
10 auf 100 gesteigert werden kann. Etwa 30 Tage nach der Transduktion wurden die
FVIII:C-Konzentrationen in den Uberstanden bestimmt, und es zeigte sich, daR Zellen, die
mit einer MOI von 100 transduziert wurden, keine statistisch signifikant héheren Mengen an

FVIII:C sezernieren konnten (n=4; p>0,05 [t-Test; paired, two-tailed]).

Ebenfalls gemessen wurden die FVIII:Ag-Spiegel in den Kulturiiberstanden, die in einem
ELISA mit einem Antikérperpaar gegen die leichte Kette ermittelt wurden. Bei einer MOI von
10 wurde innerhalb der ersten vier Wochen nach Transduktion eine FVIII:Ag-Sezernierung
von 0,45-0,66 1U/5x10* Zellen/48h gemessen (n=3), die im Vergleich zu den FVIII:C-Daten
erhoht war. Daraus resultierten Werte fur das Verhaltnis FVII:C/FVIII:Ag von 0,54-0,83
(n=3), die unter den Vergleichsdaten von hamatopoetischen Zellinien (3.2.3; Tab. 3.3; Tonn
et al.,, 2002) und HUVEC (3.4.1) lagen, die mit FVIlI-kodierenden Vektoren mit derselben

Transgen-Expressionscassette transduziert wurden.



3 Ergebnisse 120

Um angesichts dieses unerwarteten Ergebnisses zu Uberprifen, ob Endothelzellen FVIII-
Protein sezernierten, das korrekt prozessiert war, wurde BDD FVIII mittels Ultrafiltration aus
Zellkulturiberstanden angereichert. Da FCS-haltige Kulturiberstande nicht effektiv konzen-
triert werden konnten, wurden die Endothelzellen fiir 15 bis 24 Stunden in EGM-2 ohne FCS
kultiviert. Konditioniertes Medium wurde dann bis zu 400fach eingeengt und mit ELISA,

chromogenem Assay und Western Blot untersucht.

Wie in Abb. 3.32 gezeigt, wurden konzentrierte Uberstande von cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-
transduzierten und nicht-transduzierten Endothelzellen fir SDS-PAGE- und Western Blot-
Experimente eingesetzt. Neben einem Proteinmarker als Groéfenstandard wurden mit
Octanate® (FVIIl-Konzentrat aus Humanplasma) und ReFacto® (rekombinantes BDD FVIII-
Protein) zwei kommerziell erhaltliche und therapeutisch eingesetzte FVIlI-Praparate als
Positivkontrollen mitgefiihrt. Octanate® besteht aus einer leichten Kette von etwa 80 kDa
(Dublett von 83 und 79 kDa) und aus schweren Ketten verschiedener Gréfien (90-200 kDa)

0.69

IU FVIII:C/
5x10e4 Zellen/48 h

Tag 13 Tag18 Tag23 Tag?2/ Tag32
nach Transduktion

Abb. 3.31. Quantifizierung von FVIII:C im Kulturiiberstand von EPC. EPC von drei verschiedenen
Spenderpools wurden mit dem BDD FVIlI-kodierenden Konstrukt cPPT-C(FVIIIAB)IGWS transduziert
(MOI 10). Um die Sekretion von FVIII:C zu quantifizieren, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Transduktion 5x10* Zellen in 1 ml EGM-2 fiir 48h kultiviert und dann die Uberstinde fiir weitere
Analysen abgenommen. In jedem Assay wurden Uberstdnde von SEW-transduzierten und nicht-
transduzierten Kontrollzellen mitgefiihrt, in denen kein FVIII:C detektiert werden konnte (Werte
unterhalb des Detektionslimits von 0,01 1U/5x10* Zellen/48h). Die dargestellten Werte (n=3) sind
Mittelwerte + Standardabweichung (SD).
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aufgrund der komplexen FVIII-Prozessierung in vivo, die mehrere proteolytische Spaltungen
innerhalb der B-Domane umfalt (vgl. Abb. 1.4). ReFacto® enthalt eine leichte Kette von
80 kDa (Dublett von 83 und 79 kDa) und eine schwere Kette von 90 kDa. Die Deletion der
B-Doméne in ReFacto® ist bis auf wenige Aminoséuren identisch mit der Deletion im hier
verwendeten Transgenvektor cPPT-C(FVIIIAB)IGWS.

Fir die FVIII-Detektion wurde ein polyklonaler Antikérper verwendet, der fir die leichte Kette
sowohl in den beiden FVIII-Praparaten als auch im EPC-Uberstand Signale bei etwa 80 kDa
liefern sollte. Zudem wurden Signale bei 90 kDa fiir die schwere Kette fiir ReFacto® und fiir
den EPC-Uberstand erwartet. Abb. 3.32 illustriert, daR dies in der Tat der Fall war. Zudem

ergab der Western Blot flr das Endothelzellkonzentrat eine weitere Bande bei etwa 170 kDa,

Oct ReF EPC- EPC- Oct ReF EPC- EPC-
FVII WT FVII WT
1a 2a 3a 4a KDa 1p  2p 3b  4b
1765 BDD FVIII
[c ho " (HC+LO)

HC 113,7

,«— HC (BDD)

80,9
LC - - ”. '4—LC

63,8

Abb. 3.32. FVIlI-Detektion im Uberstand von EPC mit Western Blot. Serumfreie Kulturiiberstande
von untransduzierten und cPPT-C(FVIIAB)IGWS-transduzierten EPC wurden durch Ultrafiltration 200-
400fach konzentriert. Die Proben wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit einem polyklonalen Antikérper gegen humanen FVIII inkubiert. In den Spuren 1a/1b
und 2a/2b sind als Positivkontrollen zwei klinisch eingesetzte FVIII-Praparate aufgetragen. Die Spuren
3a/3b und 4a/4b enthalten konzentrierte Uberstinde von Endothelzellen aus Nabelschnur-CD34"-
Zellen. Um sowohl starke als auch schwache Banden hinreichend gut detektieren und unterscheiden
zu koénnen, wurden Autoradiographiefiime fir verschiedenen Zeitraume auf die Membran gelegt
(links 1a-4a: 1 Min., rechts 1b-4b: 20 Min.).

Spur 1a/b: Oct, Octanate; Spur 2a/b: Ref, ReFacto; Spur 3a/b: EPC-FVIII, konzentrierter Uberstand
von cPPT-C(FVIIIAB)IGWS-transduzierten EPC; Spur 4a/b: EPC-WT, konzentrierter Uberstand von
nicht-transduzierten EPC; HC: schwere Kette, LC: leichte Kette; HC+LC: BDD FVIII ohne intrazellulare
proteolytische Spaltung.
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was darauf hindeutete, dal ein Teil des FVIII-Proteins ohne intrazellulare Spaltung in
schwere und leichte Kette ausgeschieden wurde. Im konzentrierten Uberstand von
untransduzierten Zellen konnte kein FVIII nachgewiesen werden.

Vor der Verwendung der Konzentrate im Western Blot wurden die Proben im ELISA auf
FVIIl:Ag-Konzentration untersucht. Die Bandenintensitdt im Western Blot und die
gemessenen FVIII:Ag-Spiegel stimmten dabei recht gut Uberein. Im chromogenen Assay
konnte darlberhinaus gezeigt werden, dal® die spezifische FVIII-Aktivitdt in den Konzen-
traten vergleichbar war mit der in unkonzentriertem Uberstand. Fiir das in Abb. 3.32
verwendete Konzentrat wurde im ELISA eine FVIIl:Ag-Konzentration von 38,5 1U/ml
gemessen, wahrend im chromogenen Assay eine FVIII:C-Aktivitat von 60,4 1U/ml detektiert
wurde. Daraus ergab sich ein Verhaltnis FVIII:C/FVIII:Ag von 0,64.

Insgesamt 1alt sich festhalten, dal® sich Endothelprogenitorzellen aus Nabelschnurblut mit
hoher Effizienz mit lentiviralen Vektoren transduzieren lieRen. Die Zellen sezernierten etwa
7,0-7,8 IU FVIII:C je 10% Zellen in 48 Stunden, und das Protein konnte nicht nur mit dem

chromogenen Assay, sondern auch im ELISA und im Western Blot nachgewiesen werden.
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4 Diskussion
4.1 Entwicklung eines gentherapeutischen Ansatzes fiur die
Hamophilie A

Die Hamophilie A stellt aus einer Reihe von wichtigen Grinden eine attraktive Krankheit fur
die Entwicklung gentherapeutischer Ansatze dar: (i) Sie ist eine monogenetische
Erkrankung, die sich im Fehlen oder in einer Verminderung der FVIII-Aktivitat im Plasma
manifestiert. (ii) Das FVIII-Gen wurde 1984 von zwei verschiedenen Gruppen kloniert (Toole
et al., 1984; Gitschier et al., 1984), so daf} nicht nur die FVIII-cDNA fir Experimente zur
rekombinanten Expression zur Verfliigung steht, sondern auch die kausale Mutation in den
Patienten genau charakterisiert werden kann. (iii) Mit einer Inzidenz von 100 bis 200 Fallen
je 1 Million mannliche Neugeborene gehdrt sie zu den haufigsten Erbkrankheiten (Nathwani
& Tuddenham, 1992).

Patienten werden in einer Substitutionstherapie mit FVIII-Praparaten aus Humanplasma oder
aus rekombinanter Herstellung behandelt, die jedoch aufgrund der hohen Kosten nur von
den Gesundheitssystemen der Industrielander finanziert werden kénnen, wahrend fir 75%
der Hamophilie-Patienten weltweit kein Zugang zu einer adaquaten Therapie besteht
(Srivastava, 1998; Antunes, 2002). Nachdem bis in die 1980er Jahre die FVIII-Praparate aus
Plasma mit einem hohen Risiko fir die Ubertragung lebensbedrohlicher Virusinfektionen
behaftet waren, konnte diese Gefahr durch die Einfuhrung von Virusinaktivierungsverfahren
und von rekombinanten Produkten weitgehend gebannt werden. Dennoch bleibt die
Behandlung von Patienten mit schwerer Hamophilie insbesondere bei einer
Hemmkdrperbildung, die gegen das substituierte FVIII-Protein gerichtet ist, schwierig. Die
Notwendigkeit regelmafiger intravendser Infusionen ist mit einer deutlichen Einschrankung
der Lebensqualitdt verbunden. Zudem koénnen auch bei optimaler Behandlung
wiederkehrende Blutungen in Gelenke mit schwerwiegenden Entziindungen und Gelenk-
deformationen nicht komplett vermieden werden.

Aus diesen Grinden suchen viele Gruppen weltweit nach einem geeigneten
gentherapeutischen Protokoll. Die Vielzahl der Ansatze lafdt sich in in vivo- und ex vivo-
Ansatze unterteilen, wobei bei in vivo-Ansatzen in der Regel ein viraler Vektor intravends
appliziert wird, wahrend ex vivo-Ansatze durch den Gentransfer in zumeist autologe
Zielzellen aufRerhalb des Patienten charakterisiert sind. Trotz des Einsatzes verschiedener
Vektoren und Zielzellen (siehe 1.3.4 und 1.3.5) blieben die bisher durchgefiihrten
praklinischen und klinischen Studien wenig erfolgreich, da niedrige Effizienzen von
Gentransfer und/oder FVIII-Sekretion in den Zielzellen, Inhibitorbildung gegen das

rekombinante FVIII-Protein und Vektortoxizitdt insbesondere bei systemischer Applikation
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meist nur zu transienten therapeutisch wirksamen FVIlI-Plasmaspiegeln fuhrten. In einigen
Studien mit Hamophilie A-Tiermodellen wurden sogar physiologische und supraphysio-
logische FVIII-Plasmaspiegel in vivo Uber mehrere Monate erzielt (Tab. 1.3). Diese hohen
Werte konnten aufgrund einer Inhibitorbildung jedoch nur in einem Teil der Versuchstiere
erreicht werden (VandenDriessche et al., 1999), oder sie nahmen wahrend der Dauer des
Experimentes ab (Reddy et al., 2002).

In dieser Studie sollten daher Zielzellen identifiziert werden, mit denen die wichtigsten der
oben genannten Probleme vermieden werden kdnnen. Ein Gentransfer ex vivo besitzt
grundsatzlich den Vorteil, dall Komplikationen durch eine Toxizitdt des Vektors nicht
entstehen und dall immunogene Bestandteile des Vektors keine Adjuvanswirkung fiir eine
potentielle Inhibitorbildung gegen das therapeutische Protein besitzen. Die Zielzellen sollten
leicht und ohne invasive MalRnahmen verfiigbar sein und sowohl in vitro als auch in vivo
expandierbar sein. Somit sollte ein ex vivo-Gentransfer mit autologen Zellen moglich sein,
die nach Transduktion mit einem viralen Vektor dem Patienten retransplantiert werden
konnten. Da FVIII im Blut bendtigt wird und um erhdhten lokalen FVIII-Konzentrationen
vorzubeugen, sollten die Zielzellen einen direkten Zugang zur Zirkulation haben. Als
mogliche Zielzellen kommen hamatopoetische Zellen und Endothelprogenitorzellen aus
peripherem Blut und Nabelschnurblut in Frage, da sie die oben genannten Vorteile in sich
vereinen. Daruber hinaus zeigten Untersuchungen, bei denen allogene Stammzellen im
Menschen oder retroviral transduzierte Stammzellen im Tiermodell transplantiert wurden,
dal} die Expression von Fremd-Proteinen durch hamatopoetische Zellen antigenspezifisch
Toleranz induzieren kann (siehe 1.4). Diese Eigenschaft hamatopoetischer Zellen wirde
neben der FVIII-Substitution auch die Vermeidung einer Inhibitorbildung gegen FVIII mit sich

bringen

Da die Transduktion von HSC ex vivo mit lentivialen Vektoren so weit optimiert werden
konnte, dal® mit ihnen hohe Transduktionseffizienzen unter Erhaltung der Stammzell-
eigenschaften erreicht wurden, wurden in dieser Arbeit geeignete lentivirale Vektoren fir die
rekombinante FVIII-Expression in hamatopoetischen Zellen entwickelt. Die FVIII-Vektoren
wurden durch Transduktionsexperimente mit hamatopoetischen Zellinien evaluiert (4.2) und
dann fur die Transduktion von HSC und sich aus diesen ableitende differenzierte Blutzellen
(4.3) eingesetzt. Uber die effiziente Transduktion von Endothelprogenitorzellen lagen zu
Beginn der Studie keine Daten vor, so dalR ein weiteres Ziel der Arbeit darin bestand,
geeignete Transduktionsbedingungen fir EPC, die aus CD34-positiven Zellen differenziert
wurden, zu etablieren und diese Zellen auf ihr Potential zur rekombinanten FVIII-Expression
zu testen (4.4).
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4.2 FVIll-Expression in hamatopoetischen Zellinien

42.1 Klonierung eines lentiviralen FVIII-Vektors

Fir den Transfer der FVIII-cDNA in hamatopoetische Zellen wurde ein lentiviraler Vektor
verwendet, da dieser Vektortyp sowohl proliferierende als auch ruhende Zellen transduzieren
kann. Die lentiviralen Partikel wurden durch die Verwendung des VSV-G-Proteins als
Hullprotein stablisiert, so dal® durch Ultrazentrifugation sehr hohe Virustiter erreicht werden
konnten, die hohe Transduktionseffizienzen ermdglichten. Bei der Klonierung des Vektors
wurde eine FVIII-cDNA mit einer Deletion hergestellt, die den groRten Teil der B-Domane
umfaldt. Die B-Domane ist fur die Gerinnungsaktivitat des FVIII-Proteins verzichtbar, und ihre
Deletion bringt drei wichtige Vorteile mit sich:

(i) Durch die Deletion konnte die Lange der FVIII-cDNA von 7,2 kb auf 4,6 kb reduziert
werden. In einer systematischen Analyse der Korrelation zwischen Proviruslange und dem
Titer lentiviraler Vektorpraparationen wurde gezeigt, dal® der Vektortiter bei steigender Lange
des Provirus immer weiter abnahm (Kumar et al., 2001). Infektiése Partikel mit Genomen von
bis zu 18 kb, die somit deutlich langer als das HIV-1-Wildtyp-Genom waren (9,7 kb), konnten
hergestellt werden. lhre Vektortiter waren jedoch im Vergleich zu den kirzeren Konstrukten
unter 10 kb so stark erniedrigt, dal® auch effiziente Konzentrationsverfahren wie die
Ultrazentrifugation nicht zu therapeutisch relevanten Titern fihren wiirden.

(ii) Die Deletion der B-Doméane erlaubte die Verwendung eines bicistronischen Konstruktes,
das neben der B-Domanen-deletierten (BDD) FVIII-cDNA auch das EGFP als Markergen
enthielt. Von diesem Konstrukt entsteht eine bicistronische mRNA mit BDD FVIII als erstem
Cistron, das in Abhangigkeit der sogenannten 5‘-Cap-Struktur translatiert wird, und EGFP als
zweitem Cistron hinter einem IRES-Element, welches 5‘-Cap-unabhangig translatiert wird
(Gingras et al., 1999). Die EGFP-Expression kann nicht nur zur Bestimmung der
Transduktionseffizienz verwendet werden, sondern auch fir die durchfluRzytometrische
Anreicherung transduzierter Zellen, die die Charakterisierung der FVIII-Expression in einer
Mischpopulation erleichert.

(iii) Die dritte Uberlegung, die fiir den Gebrauch einer BDD FVIII-cDNA sprach, beruhte auf
Beobachtungen in anderen rekombinanten Expressionssystemen. Studien der Gruppe von
R. J. Kaufman zeigten, dal BDD FVIII auf RNA-Ebene besser exprimiert wurde als Wildtyp-
FVIIl, so dal auch mehr Protein entstand. Zwar erfolgte die Sekretion des verkiirzten
Proteins ineffizienter (Pipe et al., 1998), aber in den bisher beschriebenen rekombinanten
Expressionssystemen konnte die hohere Syntheserate den leichten Exportdefekt mehr als
kompensieren, so dall mehr BDD FVIII als Wildtyp-FVIIl im Kulturiiberstand gemessen
werden konnte (Pittman et al., 1994; Pipe et al., 1998).
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In dieser Arbeit wurden in Anlehnung an die Studie von Kaufmans Gruppe (Pittman et al.,
1993) die Aminosauren 760-1639 deletiert. Sowohl die BDD FVIII-cDNA als auch die fur das
Wildtyp-FVIlI-Protein kodierende cDNA wurden in den Expressionsvektor pcDNA3 kloniert
und in 293T-Zellen durch transiente Transfektion exprimiert. Erwartungsgemaf lield sich mit
beiden Konstrukten gerinnungsaktives FVIII-Protein im Kulturliberstand erzielen, welches in
einem Mangelplasma-Assay quantifiziert wurde. Im Einklang mit anderen Arbeiten (Dorner et
al., 1987; Pittman et al.,, 1993) fuhrte die Transfektion von BDD FVIII zu einer etwa
finfzehnfach hoéheren Expression (58% FVIII-Aktivitdt im Kulturiberstand) als die
Transfektion von Wildtyp-FVIII (4%). Die Deletion 760-1639 enthalt keine der drei Thrombin-
Spaltstellen des FVIII-Proteins (hinter den Argininresten 372, 740 und 1689; siehe 1.2.2), die
fur die Heterotrimer-Struktur und somit fiir die volle Aktivierung des FVIII-Proteins notwendig
sind, damit sich das gerinnungsaktive FVIII-Protein, das vom BDD FVIII-Konstrukt kodiert
wird, nicht von Wildtyp-FVIII unterscheidet. Die hier verwendete Deletion ist bis auf wenige
Aminosauren mit der Deletion des bisher einzigen kommerziell erhaltlichen rekombinanten
BDD FVIIl identisch (ReFacto®, Deletion der AS 744-1637; Berntorp, 1997).

4.2.2 Lentiviraler FVIII-Gentransfer in hamatopoetische Zellinien

Fir den Gentransfer in hamatopoetische Zellen wurde die BDD FVIII-cDNA in einen
lentiviralen Vektor kloniert, so daf} das bicistronische Konstrukt C(FVIIIAB)IGWS entstand,
das fur BDD FVIII und EGFP kodiert. Mit diesem Vektor wurde die Effizienz von Gentransfer
und FVIII-Expression in sechs verschiedenen hamatopoetischen Zellinien getestet, die
unterschiedliche Subtypen von Leukozyten reprasentieren. Aus heterogenen Misch-
populationen von transduzierten und nicht-transduzierten Zellen wurden fir eine genauere
Analyse der FVIII-Expression die transduzierten Zellen mit der starksten EGFP-Expression
durchfluRzytometrisch angereichert. In den sortierten Zellpopulationen betrug der Anteil der
EGFP-positiven Zellen 72% bis 93%.

Die Analyse der FVIII-Expression ergab, dal} nur vier der sechs untersuchten Zellinien
detektierbare Mengen an FVIII-Protein sezernierten. In den Uberstidnden von jeweils 5x10°
Zellen/ml konnten nach 48 Stunden fir die Zellinien K562 und TF-1 in einem chromogenen
Assay 76,4 ng/ml bzw. 41,6 ng/ml (380 mU/ml bzw. 210 mU/ml FVIII:C) gemessen werden.
Die FVIlI-Konzentrationen der Zellinien Raji und Jurkat lagen mit 6,7 ng/ml bzw. 1,8 ng/ml
(34 mU/ml bzw. 9 mU/mI FVIII:C) deutlich niedriger, wahrend im Uberstand der Linien PLB-
985 und KG-1 keine FVIII-Aktivitat detektiert werden konnte. Die Messungen der FVIII-
Aktivitat wurden durch die Bestimmung der FVIII:Ag-Konzentrationen in einem ELISA

bestatigt.
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Die Quantifizierung der mittleren Anzahl der BDD FVIlI-Kopien in den transduzierten
Zellinien durch PCR ergab, daR die Unterschiede in der FVIII-Sekretion nicht auf
Unterschiede der Gentransfereffizienz oder der durchflulzytometrischen Anreicherung
zurtckgefiihrt werden konnten. Die hoch-exprimierenden Zellinien K562 und TF-1 enthielten
im Durchschnitt 10 bzw. 16 BDD FVIII-Kopien je Zelle, die niedrig-exprimierenden Linien Raji
und Jurkat 4 bzw. 19 Kopien, und auch in den Linien PLB-985 und KG-1, die kein FVIII-
Protein sezernierten, wurden 20 bzw. 5 Kopien gefunden. Um zu prifen, ob die BDD FVIII-
Transkription in den Linien PLB-985 und KG-1 inhibiert sein kdnnte, wurde eine RT-PCR mit
BDD FVIlll-spezifischen Oligonukleotiden durchgefiihrt, die jedoch fiir alle transduzierten
Zellpopulationen die Anwesenheit von FVIII-mRNA anzeigte.

Dieser Befund deutet darauf hin, daf3 sich die untersuchten hamatopoetischen Zellinien in
ihrer Fahigkeit zur Translation oder Sekretion des FVIII-Proteins unterscheiden. Beim
Vergleich der Leukozytentypen, die die sechs Zellinien reprasentieren, fallt auf, dal} sie sich
in drei Gruppen unterteilen lassen: Die Zellinien K562 und TF-1, die hohe Mengen an FVIII-
Protein sezernieren konnen, besitzen ahnliche Differenzierungspotentiale und kénnen
sowohl in die Richtung von Megakaryozyten als auch von erythroiden Zellen differenziert
werden (Andersson et al., 1979; Gewirtz et al., 1982; Kitamura et al., 1989; Murate et al.,
1993). Die niedrig-exprimierenden Linien Raji und Jurkat sind lymphozytare Zellen (aus
Patienten mit Burkitt-Lymphom bzw. akuter T-Zell-Leukamie; Pulvertaft, 1964; Schneider et
al.,, 1977), wahrend die Linien PLB-985 und KG-1, die kein FVIII-Protein sezernieren,
myeloiden Charakter besitzen (Tucker et al., 1987; Koeffler & Golde, 1978). Moglicherweise
existieren zwischen den verschiedenen Leukozytenlinien Unterschiede in der Expression von
Genen, die fir Proteine des Translations- oder Sekretionsapparats kodieren. Diese
Unterschiede kénnten sowohl die Effizienz der FVIII-Translation als auch die komplexe
Prozessierung des Proteins (siehe auch 4.3.2) beeinflussen.

In diesem Zusammenhang ist interessant, dal’ Megakaryozyten neben Endothelzellen Ort
der physiologischen Expression von von Willebrand-Faktor (VWF) sind. Durch die Bindung
an VWF im Plasma wird das FVIlI-Protein stabilisiert (Weiss et al., 1977; Over et al., 1978;
Wise et al.,, 1991). In CHO-Zellen fiihrte die Koexpression von vVWF und FVIIl zu einer
Steigerung der FVIII-Sekretion, obwohl kein gemeinsamer Transportweg der beiden Proteine
gefunden werden konnten (Kaufman et al., 1989). Im selben Expressionssystem konnte
spater gezeigt werden, daly FVIII intrazellular in Aggregaten akkumulierte und daf3 ein Teil
des intrazellularen vWF-Pools transient in diesen Aggregaten zu finden war (Tagliavacca et
al., 2000). Auch wenn die Exportwege und —bedingungen fiir diese beiden Proteine partiell
verschieden zu sein scheinen, so ist es dennoch mdglich, dallk vWF nicht nur durch
Destablisierung der FVIlI-Aggregate zu einer effizienteren Ausschleusung des FVIII-Proteins

aus den Zellen fuhrt (Tagliavacca et al., 2000), sondern dall Zellen, die vVWF sezernieren
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kdnnen, auch genau die Proteine innerhalb des Sekretionsweges im ER und im Golgi-
Apparat exprimieren, die fur die FVIII-Expression bendtigt werden.

Allerdings bleibt bei der Frage nach dem Grund fur die differentielle FVIII-Expression zu
beachten, dal} die untersuchten Zellinien aus Leukamiepatienten etabliert wurden und keine
primdren Leukozyten aus gesunden Spendern darstellen. In diesen zum Teil seit
Jahrzehnten in der Zellkultur etablierten Krebszellinien haben sich oftmals chromosomale
Aberrationen und Mutationen akkumuliert, die die Gen- und Proteinexpression betrachtlich

deregulieren und die Fahigkeiten zur Proteinsekretion dementsprechend verandern.

4.2.3 Vergleich der Daten mit anderen FVIII-Expressionssystemen

Die Moglichkeit der rekombinanten Expression von FVIII in humanen hamatopoetischen
Zellinien ist zuvor bereits von der Gruppe von M. K. L. Chuah und T. VandenDriessche
untersucht worden. Die lymphozytaren Zellinien Raji und SupT1 (T-Zell-Lymphom) wurden
mit einem bicistronischen retroviralen Vektor transduziert, der neben der BDD FVIII-cDNA
noch ein IRES-Element und ein Neomycin-Resistenzgen (neof) enthielt. Anstelle der in der
vorliegenden Studie durchgefuhrten durchfluBzytometrischen Anreicherung mittels
Expression des Markergens EGFP wurden von Chuah et al. die transduzierten Zellen durch
die Kultur in Gegenwart von G418 auf neo-Expression selektioniert (Chuah et al., 1995). Im
Uberstand beider Zellinien konnte keine FVIII-Aktivitdt gemessen werden. Ein mdglicher
Grund fur den Unterschiede zur vorliegenden Arbeit, in der FVIII-Sekretion in Raji-Zellen und
Jurkat-Zellen detektiert wurde, kann in der Effizienz der Anreicherung der transduzierten
Zellen liegen, die von Chuah et al. nicht durch die Bestimmung der BDD FVIlI-Kopien im
Genom der transduzierten Zellen Uberprift wurde. Zudem erfolgte hier die FVIII-
Transkription in Abhangigkeit eines internen konstitutiven CMV-Promotors in einem
lentiviralen Vektor und nicht wie bei Chuah et al. von der retroviralen 5-LTR (aus dem
murinen Moloney-Leukamievirus), so dall Unterschiede in bezug auf die Effizienz der

Transkription nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal, dall hdmatopoetische Zellen durchaus in der
Lage sind FVIII zu sezernieren und somit attraktive Zielzellen fir die rekombinante FVIII-
Expression im Kontext eines Gentherapieprotokolls darstellen kénnten (Tonn et al., 2002).
Die FVIII-Expression in den hamatopoetischen Linien K562 und TF-1 liegt zwar etwa zehn-
bis zwanzigfach unter den Hochstwerten, die mit anderen Zelltypen erzielt werden kdnnen
(Tab. 4.1), aber die Tatsache, dald lymphoide Zellinien nach Transduktion mit dem ver-

wendeten lentiviralen Vektor gerinnungsaktives FVIII-Protein sezernierten, was in friiheren
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Experimenten mit einem retroviralen Vektor nicht erreicht werden konnte (Chuah et al.,

1995), legt die Eignung des Vektors fur weitere Versuche mit primaren hdmatopoetischen

Zellen nahe.

Zellen FVIIICDNA | Vektor Zellzahl/ [FVII] in mU | FVIII-Assay Referenz
MeRzeitraum

K562 hBDDF8 Lentivirus 5x10°/48h 380 FVII:C Diese Arbeit/

Tonn et al., 2002
TF-1 hBDDF8 Lentivirus 5x10°/48h 210 FVII:C Diese Arbeit/

Tonn et al., 2002
Raji hBDDF8 Lentivirus 5x10°/48h 34 FVIII:.C Diese Arbeit/

Tonn et al., 2002
Jurkat hBDDF8 Lentivirus 5x10°/48h 9 FVIII:.C Diese Arbeit/

Tonn et al., 2002
293T hBDDF8 Lentivirus 10%/24h 1650 FVII:C (1S) Diese Arbeit
Endothel- hBDDF8 Lentivirus 5x10%/48h 350-390 FVII:C Diese Arbeit
progenitorzellen
HUVEC hBDDF8 Lentivirus 2x10°/48h 1500 FVII:Ag Diese Arbeit
Primare hum. - - 10%/24h 20-80 FVIII:Ag Ingerslev et al., 1988
Hepatozyten
HUVEC hBDDF8 Retrovirus 10%24h 165 FVII:C Chuah et al., 1995
Raji hBDDF8 Retrovirus 10%24h <1 FVII:C Chuah et al., 1995
SupT1 hBDDF8 Retrovirus 10%/24h <1 FVII:.C Chuah et al., 1995
Primare hum. hBDDF8 Retrovirus 10%/24h 1600-2000 FVIII:Ag Dwarki et al., 1995
Myoblasten
HepG2 hWTF8 Adenovirus 10%/24h 1060 FVIII:.C Connelly et al., 1999
HepG2 hBDDF8 Adenovirus 10°/24h 5070 FVII:C Connelly et al., 1999
Priméare hum. hWTF8 Adenovirus 10%/60h 800 FVII:C Andrews et al., 1999
Hepatozyten
Priméare hum. hBDDF8 Adenovirus 10°/60h 6300 FVII:C Andrews et al., 1999
Hepatozyten
Priméare hum. hBDDF8 Retrovirus 10%24h 700-2500 FVII:C Chuah et al., 2000
KM-Stromazellen
Primé&re hum. hBDDF8 Plasmid-DNA | 10%24h 800-6700 FVII:Ag Roth et al., 2001
Hautfibroblasten

Tab. 4.1. FVIII-Expression in verschiedenen Systemen in vitro. Abklrzungen: FVIIl:Ag, ELISA;
FVII:C, chromogener Assay; FVIII:C (1S), Einstufentest (Mangelplasma-Assay); hBDDF8, humaner
B-Domanen-deletierter FVIII; HepG2, humane Hepatomzellinie; HUVEC, humane Endothelzellen aus

der Nabelschnurvene; hWTF8, humaner Wildtyp-FVIII; SupT1, humane T-Lymphom-Zellinie.
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4.3 FVIlI-Expression in priméaren hamatopoetischen Zellen

4.3.1 Fehlende Sekretion von FVIII in primaren hamatopoetischen Zellen

Nach der Evaluation des lentiviralen Vektors C(FVIIAB)IGWS wurde dieser aufgrund neuer
Erkenntnisse beziiglich der Entwicklung lentiviraler Transfervektoren durch die Insertion
eines cPPT/CTS-Elements 5° der FVIII/EGFP-Expressionscassette optimiert (vgl. 3.1.3) und
fir die Transduktion primarer hamatopoetischer Zellen verwendet. Die Transduktion
humaner CD34-positiver hamatopoetischer Stammzellen (HSC) sowie muriner Knochen-
markzellen (KMZ) fiihrte zwar zu einer mittleren Anzahl von etwa zwei bis vier Kopien BDD
FVIII-cDNA in den transduzierten Zellen und auch zur Expression von BDD FVIII-mRNA,
nicht jedoch zu meRbaren FVIIl:Ag-Konzentrationen im Kulturiberstand. Weder die
Differenzierung in verschiedene lymphoide und myeloide Zelltypen aus den CD34-positiven
Zellen durch Kultur mit IL-3, IL-6, SCF und FIt-3L noch die Differenzierung in Granulozyten
mit G-CSF, SCF und Hydrocortison resultierten in einem detektierbaren Anstieg der FVIII-
Sezernierung. Auch die Transduktion reifer humaner Makrophagen blieb bezuglich FVIII-
Sekretion ohne Erfolg.

Diese Daten decken sich mit den Ergebnissen bereits publizierter Studien. Hoeben et al.
transduzierten Maus-KMZ mit einem retroviralen Vektor, der neben einer BDD FVIII-cDNA
auch ein neo®-Gen enthielt. Transduzierte Zellen wurden nach G418-Selektion in letal
bestrahlte Mause injiziert, und nach 12 Tagen konnten in der Milz zwar Vektorsequenzen
und BDD FVIII-mRNA detektiert werden, aber kein FVIII-Protein im Plasma (Hoeben et al.,
1992). In einem ahnlichen experimentellen Ansatz transplantierten Evans & Morgan BDD
FVIlI/neo-transduzierte Maus-KMZ in subletal bestrahlte Mause, in deren Plasma weder
FVIII:C noch FVIII:Ag gemessen werden konnte. Allerdings schien die Gabe dieser Zellen in
etwa der Halfte der Tiere eine Immuntoleranz gegen transgenes FVIlI-Protein zu induzieren.
Dieser Befund deutet darauf hin, daR transduzierte Stammzellen oder aus diesen
differenzierte Zellen FVIII-Protein im Thymus und/oder im Knochenmark exprimiert haben

missen (Evans & Morgan, 1998).

4.3.2 Intrazellulare Akkumulation von FVIII in primaren hamato-

poetischen Zellen: Besonderheiten des FVIII-Sekretionswegs

Weitere Analysen der lentiviral transduzierten Zellen konnten in dieser Arbeit zeigen, dal}
nach der Transduktion CD34-positiver Zellen in einem Teil der Zellen FVIII-Protein exprimiert

wurde, aber in Aggregaten akkumulierte. Dies steht im Kontrast zu den hohen FVIII-
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Sekretionsraten, die ebenfalls in dieser Arbeit unter Verwendung von Vektoren mit gleicher
Expressionscassette in hamatopoetischen Zellinien (3.2.1) und Endothelzellen (3.4.1, 3.4.2)
gemessen wurden. Ein direkter Vergleich der FVIII-Expression von primaren hamato-
poetischen Zellen mit den zuvor untersuchten hdmatopoetischen Zellinien ist sicher nur sehr
begrenzt aussagekraftig, da die Zellinien aufgrund ihres leukdmischen Phanotyps eine Reihe
von Mutationen besitzen missen, die die Expression verschiedener Gene und Proteine so
stark verandern, dal® die korrekte Prozessierung und der Export des FVIII-Proteins ermdg-

licht werden.

Insgesamt legt aber der Vergleich der primaren hamatopoetischen Zellen mit primaren
Endothelzellen nahe, dald das Ausbleiben einer FVIII-Sezernierung in den primaren
hamatopoetischen Zellen nicht auf unzureichende Effizienz des Gentransfers oder auf
Defizite des verwendeten FVIII-Vektors zurlickzufihren ist, sondern auf anderen, bisher nicht
identifizierten Faktoren beruht, die in der Biologie des individuellen hamatopoetischen
Zelltyps zu suchen sind. Da der Export von Proteinen nicht nur von einer kurzen
Signalsequenz, sondern von komplexen Wechselwirkungen mit anderen Proteinen im
Verlauf des Sekretionswegs abhangt, soll kurz skizziert werden, welche Informationen Uber
besondere Anforderungen des FVIII-Proteins an dieses System vorliegen, um anschlief3end
mogliche Besonderheiten der hamatopoetischen Zellen zu diskutieren. Bisher liegen keine
nicht-transformierten Zellinien vor, die FVIII exprimieren, so dal} die Erkenntnisse Uber die
Expression und den Sekretionsweg auf Zellinien beruhen, die mit einer (BDD) FVIII-cDNA

transfiziert oder transduziert wurden.

FVIII besitzt in seiner primdren Aminosauresequenz ein Signalpeptid von 19 AS, das noch
wahrend der Translation die Translokation ins ER bewirkt. Da keine weiteren Lokalisations-
motive im FVIII-Protein vorhanden sind, bleibt das Protein im Sekretionsweg, der Uber
vesikularen Transport durch den Golgi-Apparat zur Freisetzung an der Plasmamembran
fihrt. Wahrend dieses Transports finden nicht nur die bereits beschriebenen posttrans-
lationalen Modifikationen wie Glykosylierung und Sulfatierung statt (siehe 1.3.2), sondern
auch die bisher noch nicht diskutierte Proteinfaltung, die in der korrekten Tertiar- und
Quartarstruktur resultiert, die fur die Wechselwirkung von FVIII mit anderen Plasmaproteinen
und damit fir die Gerinnungsaktivitat essentiell ist. Die Proteinfaltung im ER wird durch die
oxidierende Umgebung, die die Bildung von Disulfidbriicken beglnstigt, und durch Proteine
wie Protein-Disulfid-lsomerase, Peptidylprolyl-lsomerase und Chaperone katalysiert. Die
meisten Chaperone binden ATP-unabhangig und transient an Faltungsintermediate, um
vorzeitige Faltung und die Aggregatbildung von unvollstandig gefalteten Proteinen zu

verhindern. Die Freisetzung erfolgt unter ATP-Hydrolyse und erlaubt eine partielle Faltung
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freier Proteindoméanen. Diese Interaktionen sind Teil eines Systems zur Qualitdtskontrolle
von Proteinen, die diese nur bei korrekter Faltung und korrekter Glykosylierung passieren
kénnen, um anschlieBend Uber den Golgi-Apparat in die Plasmamembran oder aus der Zelle
zu gelangen. Inkorrekte Prozessierung flhrt zur Retention in der Zelle und letztlich zu
intrazellularem Abbau (im wesentlichen durch Proteasomen im Zytoplasma) und/oder zur
Akkumulation unléslicher Aggregate. Dieser Prozefly ist nicht nur ursachlich far FVIII-
Sekretionsdefekte, sondern auch fir verschiedene weitere Krankheitsbilder, in denen
Proteine wie die AF508-Mutante des CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) nicht von Chaperonen wie Calnexin dissoziieren und schlielich abgebaut werden
(was im angeflihrten Beispiel zu Mukoviszidose flihrt) (Bergeron et al., 1994; Hebert et al.,
1995; Kopito, 1997; Fewell et al., 2001).

Zu den Chaperonen, denen im Kontext des FVIII-Exports eine entscheidende Rolle
zugeschrieben wurde, gehoéren BiP, Calnexin und Calreticulin (Dorner et al., 1987; Pipe et
al.,, 1998). BiP (auch GRP78: glucose-regulated protein of 78 kDa) gehdrt zu den
Hitzeschockproteinen und wird von allen Zelltypen exprimiert. BiP besitzt eine peptid-
abhangige ATPase-Aktivitat und bindet an ungefaltete oder partiell gefaltete Proteine, um so
die Bildung von Proteinaggregaten zu verhindern, die den Export beeintrdchtigen wirden.
Der Einflul von BiP auf den FVIII-Export wurde durch Modulation der BiP-Expressionsstarke
untersucht. Eine BiP-Uberexpression inhibierte die FVIII-Sekretion (Kaufman et al., 1997),
wahrend eine Reduktion der BiP-Expression durch Antisense-RNA zu einer gesteigerten
FVIII-Sekretion flhrte (Dorner et al., 1988; Dorner & Kaufman, 1994). Die Abhangigkeit des
BiP-vermittelten Exports von ATP wurde durch Depletion des intrazellularen ATP-Spiegels
nachgewiesen. Die Dissoziation des FVIII-Proteins von BiP schien deutlich sensitiver gegen
eine Reduktion der ATP-Konzentration zu sein als die Dissoziation des Komplexes anderer
Proteine mit BiP (Dorner et al., 1990, Kaufman et al., 1997). Zwar liegen Uber die Expression
von BiP oder Uber die intrazellularen ATP-Spiegel in verschiedenen Zelltypen nicht
genigend Daten vor, um Zelltypen, die FVIIl sezernieren kdénnen, mit primaren
hamatopoetischen Zellen vergleichen zu kdénnen, aber angesichts der erwahnten Studien
koénnten eine hdhere BiP-Expression oder niedrige ATP-Spiegel in hamatopoetischen Zellen

zum ineffizienten FVIII-Export beitragen.

Eine zweite wichtige Funktion von Chaperonen steht im Zusammenhang mit der FVIII-
Glykosylierung. Die Chaperone Calnexin und Calreticulin erkennen und binden transient an
Zwischenprodukte des komplexen Prozesses der N-Glykosylierung und verhindern so den
weiteren Transport dieser Faltungsintermediate entlang des Sekretionswegs (Pipe et al.,

1998). Dies gilt auch fir das FVIII-Protein, wobei zuerst unklar war, ob diese Interaktion die
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Sekretion fordert oder behindert. Die N-Glykosylierung beginnt mit dem Transfer eines
.Zuckerbaums® aus 14 Sacchariden an bestimmte Asparaginreste innerhalb des FVIII-
Proteins. Im Anschlu® erfolgt die sequentielle Abspaltung von drei terminalen Glukose-
Einheiten durch die Enzyme Glukosidase | und Glukosidase II. Nach der Abspaltung von
zwei Glukoseresten bleibt eine monoglukosylierte Zuckerkette Gbrig, die von Calnexin und
Calreticulin erkannt wird. Die Bindung der Chaperone an Glykoproteine wie FVIII verlangert
die Zeit, die Proteine im ER verbleiben und in der sie mit der Unterstitzung anderer
Chaperone gefaltet werden kdnnen. Abschlieend wird der letzte Glukoserest entfernt, und
die korrekt gefalteten Proteine werden nach diesem als , Trimming“ bezeichneten Prozef in
Richtung des Golgi-Apparates transportiert, wahrend ungefaltete oder unvollstandig/falsch
gefaltete Proteine durch das Enzym UDP-Glukose:Glykoprotein-Glukosyltransferase (UGGT)
reglukosyliert werden (Hebert et al., 1995; Kopito, 1997). UGGT kann daher als eine Art
.Faltungssensor‘ angesehen werden, der eine erneute Proteinbindung an Calnexin und
Calreticulin erlaubt und zu einer Retention von FVIII im ER fihrt (Ellgaard & Helenius, 2001).
Bei der rekombinanten Expression in CHO-Zellen wurde demonstriert, da® die Starke der
Bindung von FVIII an Calnexin und Calreticulin deutlich reduziert wurde, wenn die B-Domane
deletiert war, die den groBten Teil der N-glykosylierten Asparaginreste enthalt. Diese
Abschwachung der Wechselwirkung geht mit einer ineffizienteren Sekretion einher, so dal}
sich die Fahigkeit des FVIII-Proteins, diese beiden Chaperone zu binden, positiv auf den
FVIII-Export auswirkt (Pipe et al., 1998). Die Komplexitat der N-Glykosylierung und der
Proteinfaltung legt nahe, dal Unterschiede in bezug auf die Aktivitat einzelner Enzyme in der
Glykosylierung oder in der Konzentration bestimmter Chaperone, deren Wechselwirkung mit
FVIII méglicherweise noch nicht beschrieben ist, durchaus die Fahigkeit eines Zelltyps zum
FVIII-Exports beeintrachtigen koénnten. Eine Analyse der am Proteinexport beteiligten
Proteine kénnte zeigen, ob sich hamatopoetische Zellen durch Besonderheiten auszeichnen,
die sich auf die FVIII-Expression ungiinstig auswirken. Ein interessantes Beispiel flr
unterschiedliche Glykosylierungskapazitaten findet sich in einer Studie von Tiffany et al., die
die Fahigkeit zur Expression des Ribonukleasetoxins EDN (eosinophil-derived neurotoxin) in
verschiedenen Zelltypen untersuchte. Wahrend EDN aus reifen Eosinophilen aus peri-
pherem Blut als Glykoprotein von 18-25 kDa vorlag, kam es sowohl in Eosinophilen, die in
vitro aus CD34-positiven Zellen differenziert wurden, als auch in einer hamatopoetischen
Zellinie zu einer Hyperglykosylierung, die in einem Protein von 22-45 kDa resultierte (Tiffany
et al., 1995). Dieses Ergebnis legt nahe, dal’ sich diese Zellen in grundsatzlichen
Mechanismen der posttranslationalen Modifikation von Glykoproteinen unterschieden und
dall solche Unterschiede auch zwischen anderen Zelltypen und bei der Expression

hochglykosylierter Proteine wie FVIII denkbar sind.



4 Diskussion 134

Die Bedeutung einer korrekten Proteinfaltung fur den FVIII-Export wird durch die Tatsache
verdeutlicht, dal® FVIlI-Mutanten gefunden wurden, bei denen der Austausch oder die
Deletion einer einzigen Aminosaure zu reduzierter Sekretion und intrazellularer Akkumulation
und/oder proteolytischem Abbau von FVIII fuhren: Cys329Ser (David et al., 2001),
Arg593Cys (Roelse et al., 2000), Asn618Ser (Roelse et al., 2000); DeltaPhe652/3 (Deletion
von Phe652 oder Phe653; Amano et al., 1998), Gly1948Asp (David et al., 2001), 1le2098Ser
(Jacquemin et al., 2000), Arg2150His (Jacquemin et al., 2000) und Arg2307GIn (Pipe &
Kaufman, 1996; Voorberg et al., 1996). Die mutierten Codons liegen in den A- und C-
Domanen, die fur die Faltung und Aktivitdt von FVIII essentiell sind. Patienten mit diesen
Mutationen zeigten reduzierte oder fehlende FVIlI-Aktivitaten im Plasma. Durch
rekombinante Expression von FVIII-cDNA mit ebendiesen Mutationen konnte nachgewiesen
werden, daf} diese Mutationen ursachlich fir den hamophilen Phanotyp der Patienten waren.
Der genaue Mechanismus, der zur Akkumulation und/oder verminderten Sezernierung
flhrte, ist bisher nicht bekannt. Die Lage der betroffenen Aminosauren im Protein 1a3t jedoch
vermuten, dall die jeweiligen Mutationen betrachtliche Konsequenzen fir die Faltung des

FVIlI-Proteins besitzen.

Neben dem EinfluR der erwdhnten Chaperone auf die korrekte Faltung und Sekretion von
FVIII spielt die Bindung des Proteins ERGIC-53 eine Rolle, das nicht fir die Proteinfaltung,
wohl aber flr den Transport des FVIII-Proteins vom ER in den Golgi-Apparat wichtig ist.
Mutationen von ERGIC-53 verursachen die seltene kombinierte FV-FVIII-Defizienz (Nichols
et al., 1998). Die Patienten besitzen jeweils nur etwa 5%-30% der FV- und FVIII-Aktivitat im
Plasma, wahrend die Konzentration der anderen Plasmaproteine im normalen Bereich liegt.
ERGIC-53 wird als Transmembranprotein in Vesikeln vom ER Uuber das ER-Golgi-
intermediare Kompartiment in den Golgi-Apparat und anschliefend wieder zurlick ins ER
transportiert. Die Hauptfunktion von ERGIC-53 scheint darin zu bestehen, nach korrekter
Faltung und Glukose-, Trimming“ an das FVIII-Protein zu binden und dessen Transport in den
Golgi-Apparat zu unterstiitzen. Der milde hamophile Phanotyp deutet an, dal® auch ein
ERGIC-53-unabhangiger FVIlI-Exportweg existieren konnte, der jedoch noch nicht
charakterisiert wurde (Moussalli et al., 1999). Ein Vergleich von Wildtyp-FVIIl und BDD FVIII
zeigte, dall die Bindung an ERGIC-53 im wesentlichen durch die stark glykosylierte B-
Domane vermittelt wurde (Moussalli et al., 1999). Da die FVIII-cDNA, die in dieser Arbeit
verwendet wurde, B-Domanen-deletiert war, erscheint es unwahrscheinlich, dal ein
Unterschied der ERGIC-53-Expression zwischen hamatopoetischen Zellen und Endothel-
zellen fir die verschiedenen Effizienzen der FVIII-Sekretion verantwortlich war. Allerdings

waren ein Vergleich der Expression von Wildtyp-FVIlIl und BDD FVIII in den Zelltypen
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interessant, um herauszufinden, wie gro3 der EinfluR des ERGIC-53-abhdngigen bzw.

—unabhangigen Systems auf die FVIII-Expression in hamatopoetischen Zellen ist.

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, daf} lentiviral transduzierte, primare hamatopoetische
Zellen FVIII-Protein intrazelluldr in Aggregaten exprimieren, aber nicht sezernieren kénnen,
wahrend primare Endothelzellen, die mit dem gleichen Vektor transduziert wurden, hohe
Mengen an aktivem FVIII-Protein sezernieren. Eine mdgliche Ursache fir diese Diskrepanz
kénnte in Unterschieden in der Proteinexpression im ER (Glykosyltransferasen oder
Glukosylasen; Chaperone; Transportproteine) liegen. Die hier durchgeflihrte intrazellulare
Anfarbung des FVIII-Proteins in primaren hamatopoetischen Zellen erlaubt jedoch noch
keine Aussage Uber die genaue subzellulare Lokalisation der Aggregate. Im allgemeinen
werden Proteine, die aufgrund inkorrekter Faltung nicht sezerniert werden kénnen, aus dem
ER ins Zytoplasma transportiert. Dort werden sie deglykosyliert, zum Teil ubiquitiniert und
von zytoplasmatischen Proteasomen abgebaut (Parodi, 2000; Jarosch et al., 2002). Fir die
Hefe Saccharomyces cerevisiae wurde beschrieben, daf ein Teil dieser Glykoproteine nach
Transport aus dem ER Uber den Golgi-Apparat in der Vakuole degradiert wird, die dem
Lysosom in Saugerzellen entspricht (Hong et al., 1996). Im Zusammenhang mit der
rekombinanten FVIII-Expression in Zellinien wurde berichtet, dal® FVIII-Aggregate im ER
gefunden wurden (Tagliavacca et al., 2000) bzw. daf} intrazellulares FVIII-Protein Uber einen
Lactacystin-abhangigen Weg abgebaut wurde, was auf die Beteiligung zytoplasmatischer
Proteasomen hindeutet (Pipe et al.,, 1998). Fir ein besseres Verstandnis des FVIII-
Sekretionsdefekts in hamatopoetischen Zellen sind Kolokalisierungsversuche mit ER-
Proteinen (zum Beispiel Calnexin), mit Untereinheiten des Proteasoms und mit lysosomalen

Proteinen erforderlich.

Falls der FVIII-Sekretionsdefekt in hamatopoetischen Zellen auf fehlende Chaperone,
Glykosyltransferasen, Endoglukosidasen oder Transportproteine zurtckfliihrbar ware, lielde
sich das entsprechende Protein in einem bicistronischen Vektor mit FVIII koexprimieren
(anstelle von EGFP im hier verwendeten Vektor). Auch eine Erhéhung der FVIII-Sekretion
durch Modifikation von Chaperonbindestellen stellt einen attraktiven Ansatz zur Erhéhung
der FVIII-Sekretion dar. Durch die Mutation einer potentiellen BiP-Bindestelle innerhalb des
FVIII-Gens konnte in einer Zellinie demonstriert werden, dall dieser Weg zu einer Erhéhung
der Effizienz der FVIII-Sezernierung fiihren kann (Swaroop et al., 1997).

Zusammenfassend |aRt sich sagen, dall die vorliegende Arbeit zeigt, dall auch primare
hamatopoetische Zellen in der Lage sind, FVIII-Protein rekombinant zu exprimieren. Da der
FVIII-Export aus den Zellen gestort zu sein scheint, ist ein besseres Verstandnis der

intrazellularen FVIII-Prozessierung und des FVIII-Transports durch Kolokalisierungsversuche
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und vergleichende Analysen der Proteinexpression in hdmatopoetischen und anderen, FVIII-
sezernierenden Zellen notwendig. Die Ergebnisse solcher anschlieRenden Studien kdnnten
eine gezielte Steuerung der FVIII-Expression erlauben, die die hdmatopoetischen Zellen
nicht nur im Kontext einer Toleranzinduktion, sondern auch im Rahmen einer FVIII-
Substitution therapeutisch relevant sein lieBen. Zudem kdénnten die in der vorliegenden
Dissertation etablierten hamatopoetischen Zellinien hilfreich sein, Faktoren zu identifizieren,

die die effiziente Sekretion von FVIII vermitteln kbnnen.

4.4 FVIlI-Expression in Endothelzellen

44.1 Endothelzellen als Zielzellen einer Hamophilie A-Gentherapie

Da hamatopoetische Stammzellen (HSC) und Endothelprogenitorzellen (EPC) gemeinsame
Eigenschaften wie leichte Verfigbarkeit, Expandierbarkeit und Zugang zum Blutkreislauf
besitzen, die fir die rekombinante FVIII-Expression im Rahmen eines gentherapeutischen
Ansatzes interessant sind, wurden in der vorliegenden Arbeit auch EPC untersucht. Es ist
bekannt, dal} sinusoidale Endothelzellen in der Leber neben Hepatozyten unter
physiologischen Bedingungen FVIII sezernieren (Do et al., 1999; Hollestelle et al., 2001).
Hiermit lag die Frage nahe, ob nicht auch EPC aus peripherem Blut, Knochenmark oder
Nabelschnurblut mdgliche Zielzellen in einer gentherapeutischen Behandlung der
Hamophilie A sein kdnnten. Zu den weiteren potentiellen Vorteilen dieses Zelltyps gehort die
Expression von VWF in Endothelzellen, der als Tragerprotein im Plasma das FVIII-Protein
stabilisiert und die FVIII-Sekretion erhéhen konnte (Kaufman et al., 1989; Wise et al., 1991).

Schon seit den ersten Jahrzehnten des vergangenen Jahrhunderts deuten Beobachtungen
der Embryogenese bei Wirbeltieren darauf hin, dall es eine enge Beziehung zwischen HSC
und EPC geben mull (Sabin, 1920; Murray, 1932), die zur Postulierung einer als
.Hamangioblast® bezeichneten gemeinsamen Vorlauferzelle fihrte, welche Expansions- und
Differenzierungspotential in beide Zelltypen besitzt. Ob Hamangioblasten nur wahrend der
Embryonalentwicklung existieren oder auch postnatal vorkommen und welche physio-
logische Rolle sie spielen, blieb jedoch lange Zeit umstritten. Erst in jingster Zeit konnten
Studien zeigen, dal es in angereicherten menschlichen HSC (Ziegler et al., 1999; Peichev et
al., 2000) sowie in der Maus (Jackson et al., 2001; Sata et al., 2002; Grant et al., 2002)
gemeinsame Vorlauferzellen sowohl flir hamatopoetische Zellen als auch fiir Endothelzellen
gibt. Eine phanotypische Charakterisierung ergab, dal® humane postnatale Hamangioblasten

in den CD34"KDR*-Zellen von Nabelschnurblut und adultem Knochenmark in einer Frequenz
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von etwa 5 Zellen je 10° mononukledren Zellen zu finden sind (Pelosi et al., 2002). Weitere
Studien mussen klaren, ob man diese Zellen als persistierende embryonale Stammzellen
betrachten kann, die zum Teil oder vollstdndig fiur die vielfaltigen Differenzierungs-
phanomene verantwortlich sind, die HSC zugeschrieben werden (Blau et al., 2001; Graf,
2002; Poulsom et al., 2002).

Verschiedene Gruppen konnten nachweisen, daf in angereicherten CD34"- und CD133"-
Zellen aus peripherem Blut (PB), Knochenmark (KM) oder Nabelschnurblut (NB) auch EPC
enthalten sind, die in vitro ein betrachtliches Proliferationspotential besitzen (PB: Gehling et
al., 2000; KM: Nieda et al.,, 1997; Quirici et al., 2001) und in vivo zur Neubildung von
Endothel in ischamischen Regionen oder Tumoren bzw. auf Implantaten beitragen (PB:
Asahara et al., 1997; Gehling et al., 2000; KM: Shi et al., 1998; NB: Murohara et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit sollte erstmals untersucht werden, ob im Nabelschnurblut EPC
enthalten sind, die im Kontext einer Gentherapie der Hamophilie A aufgrund von
Expandierbarkeit und hoher FVIII-Expression interessant sind. Da zwei Drittel der
Hamophilie A-Falle von der Mutter auf den Sohn Ubertragen werden und nicht auf spontane
Mutationen zurlickgefihrt werden kénnen, kénnten Nabelschnur-EPC ebenso wie EPC aus
Knochenmark oder peripherem Blut als autologe Quelle von FVIlI-sezernierenden Zellen
genutzt werden, die ex vivo lentiviral transduziert und dann nach Expansion, Qualitats-
kontrollen und Lagerung in flissigem Stickstoff einmal oder in regelmafigen Zeitabstanden
infundiert werden konnten (siehe auch 4.4.5). Die besondere Attraktivitat von CD34"-
Nabelschnurblutzellen liegt darin, dal sie zumindest im Vergleich zu CD34"-Zellen aus
Knochenmark einen hdheren Anteil an frithen HSC besitzen, im Schnitt Uber langere
Telomere verfigen und in vitro besser proliferieren und expandieren (Vaziri et al., 1994;
Mayani & Lansdorp, 1998).

4.4.2 Differenzierung von EPC aus CD34"-Nabelschnurblutzellen

Nach immunmagnetischer Anreicherung aus Nabelschnurblut von Spenderpools oder Einzel-
spendern wurden Zellen, die zu 80-95% den HSC- und EPC-Marker CD34 exprimierten, in
Gegenwart von VEGF, FGF-2, SCF und SCGF-B in EPC differenziert. Diese EPC konnten
bei Verdoppelungszeiten von 30-35 Stunden um fiinf bis neun GréRenordnungen (bezogen
auf die Zahl von eingesetzten CD34"-Zellen) expandiert werden, bevor die Zellen seneszent
wurden. Dies bedeutet, da man bei etwa 10° CD34-positiven Zellen aus einer Nabelschnur
bis zu 10" Zellen erhalten kann. Dies sind deutlich mehr Endothelzellen, als in einem

erwachsenen Menschen vorhanden sind (1-6x10' Zellen, die eine Flache von bis zu 7 m?
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bedecken; Cines et al.,, 1998). Bei der Kultur der Zellen fiel jedoch auf, daR das
Proliferationspotential am héchsten war, wenn die Zellen bei niedrigen Zelldichten gehalten
und deutlich vor Erreichen einer konfluenten Kultur passagiert wurden (vergleiche 2.2.7.3).
Die Kontaktinhibition der Zellen beim Erreichen der Konfluenz schien sich auf die weitere

Expansion der Zellen negativ auszuwirken.

Mit Hilfe verschiedener Methoden wurde der endotheliale Phanotyp der Zellen
charakterisiert: Die Zellen exprimierten die endothelspezifischen Adhasionsmolekiile VE-
Cadherin (CD144) und CD146 (Solovey et al., 2001), waren aber gleichzeitig negativ fir den
Leukozytenmarker CD45. Die Expression von PECAM-1 (CD31) und die Fahigkeit zur Dil-
Ac-LDL-Aufnahme ist zwar nicht auf Endothelzellen beschrankt, aber ebenso wie die
Abwesenheit von CD14 charakteristisch fur die meisten Endothelzellen (Voyta et al., 1984;
Schmeisser & Strasser, 2002). Diese Befunde wurden durch das Verhalten der Zellen im
funktionalen Matrigel-Assay bestatigt. Die Expression der Stammzellmarker CD34 und KDR
in einem Teil der Zellen wies darauf hin, dall die erhaltenen Zellpopulationen nicht
vollstandig homogen waren und eine Mischpopulation aus Progenitorzellen und
differenzierten Endothelzellen darstellten.

Ein Vergleich dieser Daten mit anderen Arbeiten (Gehling et al., 2000; Lin et al., 2000) zeigt,
dall Modifikationen der Differenzierungsprotokolle in bezug auf Quelle und Anreicherung der
Zellen sowie auf Zytokinkombination in jeder dieser Studien zu EPC-Populationen mit
abweichenden Phanotypen fuhrten. Diese Abweichungen zeigen sich in der Expression
verschiedener Oberflachenantigene wie CD34, KDR, CD144, CD31 und CD36. Die von
Gehling et al. charakterisierten EPC wurden aus CD133-positiven Zellen aus G-CSF-
mobilisiertem peripherem Blut differenziert. Fast alle EPC exprimierten KDR, wahrend nur
Subpopulationen positiv fir die Marker CD31, CD34 und CD144 waren (keine Daten flr
CD36 angegeben). In Lins Studie, die unter 4.4.3 diskutiert wird, konnte auf allen Zellen nicht
nur die Expression von CD34, KDR, CD144 und CD31 detektiert werden, sondern auch von
CD36, das auf den Nabelschnurblut-EPC in der vorliegenden Arbeit nicht vorhanden war.
Bislang liegen jedoch noch keine Befunde vor, inwiefern diese charakteristischen
Phanotypen auch Besonderheiten auf funktionaler Ebene und mégliche Einschrankungen

eines therapeutischen Einsatzes widerspiegeln.
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4.4.3 Lentiviraler Gentransfer und FVIII-Expression in EPC aus

Nabelschnurblut

Im Anschluf® an die Differenzierung wurde die Transduzierbarkeit der EPC mit lentiviralen
Vektoren evaluiert. Die durchgefiihrten Experimente demonstrierten, dall moderate
Vektorkonzentrationen (MOI 10) ausreichten, um im Mittel Uber 80% der Zellen zu
transduzieren. Dies bedeutet, daR hier im Vergleich zu Experimenten mit CD34"-HSC mit
deutlich geringerem Aufwand hohere Transduktionsraten erzielt werden konnten. Eine
Erhdhung der MOI auf 100 hatte keinen statistisch signifikanten Effekt auf die
Transduktionsrate der EPC und war durch starkere Vektortoxizitdt gekennzeichnet. Im
Unterschied zu Studien mit retroviralem Gentransfer in Endothelzellen zeigten die lentiviral
transduzierten Zellen in dieser Arbeit keine phanotypischen Abweichungen von untrans-
duzierten Zellen, was fur die These spricht, dal’ nicht der Gentransfer per se, sondern
Probleme mit Vektortyp, Vektorpraparation oder viralen Sequenzen ursachlich fir die
friheren Beobachtungen waren, dal} transduzierte Endothelzellen schwéacher proliferierten
als Wildtypzellen (Inaba et al., 1998).

Die Charakterisierung der FVIII-Sekretion der transduzierten Zellen erfolgte mit dem
chromogenen Assay, mit einem ELISA und durch Western Blotting. Die FVIII:C-Sekretion
wurde mit 0,35-0,39 IU/5x10* Zellen/48h ermittelt, was sich auf 7,0-7,8 1U/10° Zellen/48h
hochrechnen lalt. Der Vergleich dieser Werte und der FVIlI-Expression in lentiviral
transduzierten HUVEC (etwa 7,5 IU/10° Zellen/48h; Tab. 3.7; Tab. 4.1) mit anderen
rekombinanten Expressionssystemen (Tab. 4.1) zeigt deutlich, dal® das hier erzielte Niveau
der FVIII-Expression sehr hoch ist und daf} nur in wenigen anderen Studien ahnlich gute
oder bessere FVIII-Sekretionsraten erreicht wurden. Auffallig ist der Unterschied zur Studie
von Chuah und Kollegen, die in Kulturen von retroviral transduzierten HUVEC nur eine FVIII-
Sekretion von etwa 0,17 1U/10° Zellen/24h messen konnten (Tab. 4.1; Chuah et al., 1995).
Dieser Vergleich unterstreicht die Eignung des verwendeten lentiviralen Vektors fiir die FVIII-
Expression in Endothelzellen und EPC. Zudem konnten die EPC, die in der vorliegenden
Arbeit transduziert wurden, das Expressionsniveau bis zur Seneszenz halten, und die FVIII-
Expression war nicht mit Wachstumsnachteilen oder phanotypischen Veranderungen
verbunden.

Die FVIII:C-Messungen wurden komplementiert durch zwei Verfahren zur FVIII:Ag-Detektion.
Im ELISA wurden sogar noch héhere FVIII:Ag-Konzentrationen in den Zellkulturiberstanden
gemessen, so dal das Verhaltnis von FVIII:C/FVIII:Ag bei den EPC bei 0,54-0,83 lag (und
somit unter den Vergleichswerten flr die hamatopoetischen Zellinien [0,85-1,02; Tab. 3.3;
Tonn et al.,, 2002] bzw. HUVEC [0,91; 3.4.1]). Im Western Blot wurde deutlich, dal® der
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grofite Teil des FVIII-Proteins intrazellular prozessiert und in Form von schwerer und leichter
Kette sezerniert wurde, wahrend der Rest ohne intrazelluldre Proteolyse von den Zellen
abgegeben wurde. Modifikationen des Glykosylierungs- oder Sulfatierungsmusters sind mit
diesem Verfahren nicht sicher zu detektieren. Da die Bandenhdhen von schwerer und
leichter Kette mit den mitgefiihrten Positivkontrollen Ubereinstimmten, wurden gréRere
Prozessierungsprobleme ausgeschlossen, so daf die unvollstdndige Proteolyse der Grund
fur die leicht verringerte spezifische Aktivitat des EPC-FVIII darstellen kdnnte. Angesichts der
FVIII-Aktivierung im Plasma durch Thrombin, FIXa und FXa (Abb. 1.4) sollte sich dies jedoch

nicht auf die FVIII-Funktion in vivo auswirken.

4.4.4 Vergleich der Nabelschnurblut-EPC mit BOEC

Fir die Bewertung der in 4.4.2 und 4.4.3 aufgeflihrten Ergebnisse ist der Vergleich mit
Arbeiten der Gruppe von R. P. Hebbel wichtig: Aus peripherem Blut wurden sogenannte
BOEC (Blood outgrowth endothelial cells) gewonnen, die Uber ein enormes Proliferations-
potential in vitro und im NOD/SCID-Modell auch in vivo verfgten (Lin et al., 2000; Lin et al.,
2002). Die Frequenz der BOEC-Vorlauferzellen im peripheren Blut war extrem niedrig und
wurde mit etwa 20 Zellen in 50-100 ml Vollblut angegeben. Die BOEC konnten innerhalb von
65 Tagen auf 10" Zellen exponentiell vermehrt werden (Lin et al., 2000). Ein Teil der Zellen
wurde nach anfanglicher Expansion mit einem Plasmid transfiziert, das neben einer BDD
FVIII-cDNA, bei der die B-Domane gegen EGFP ausgetauscht wurde, auch ein neo™-
Resistenzgen enthielt. Die Transkription des FVII/EGFP-Konstruktes erfolgte - wie in der
vorliegenden Arbeit - von einem CMV-Promotor. Nach G418-Selektion wurde ein Klon fir
weitere Versuche ausgewahlt, dessen FVIII:Ag-Sekretion mit 22 ng/ml in einer Kultur mit
5x10° Zellen nach 72 Stunden gegeben wurde. Ohne die Angabe des entsprechenden
Kulturvolumens ist dieser Wert leider nicht mit den Daten der vorliegenden Arbeit zu
vergleichen. Nach drei Infusionen von je 5x10* bis 4x10° BOEC in NOD/SCID-Mause
konnten die Zellen im Knochenmark und in der Milz unter Beibehaltung des endothelialen
Phanotyps anwachsen und proliferieren und in vivo humanes FVIlI-Protein in supra-
physiologischen Plasmakonzentrationen sezernieren (Lin et al., 2002). Die klinische
Relevanz dieser Ergebnisse ist noch nicht abzuschéatzen, da vor allem die kontinuierliche
Proliferation der Zellen in den NOD/SCID-Mausen auf eine Transformation hinweist. Die
unkontrollierte Expansion der BOEC und die stark ansteigenden FVIII-Spiegel im Plasma
ohne weitere Regulationsmdglichkeiten kdénnten in vivo Probleme darstellen, die sich in

unerwunschter Verdrangung des Knochenmarks mit nachfolgenden hamatologischen
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Komplikationen und in erhéhtem Thromboserisiko manifestieren kénnten (Kyrle et al., 2000;
Monahan & White II, 2002).

Aufgrund fehlender Angaben ist ein umfassender Vergleich zwischen den BOEC und den
EPC, die in der vorliegenden Studie charakterisiert wurden, nur eingeschrankt maglich.
Unterschiede in bezug auf die Expression bestimmter Oberflachenantigene und somit auf
den endothelialen Phanotyp wurden bereits in 4.4.2 angesprochen. Des weiteren fallt auf,
daR die Zellen beider Studien hinsichtlich ihrer Proliferationsfahigkeit differieren. Fur die EPC
aus Nabelschnurblut konnte klar gezeigt werden, dal® das Expansionspotential zwar Gberaus
hoch, aber nicht wie bei einer transformierten Zellinie unbegrenzt ist. Weitere Versuche zur
in vivo-Proliferation im NOD/SCID-Modell und moglicherweise (ber einen langeren
Beobachtungszeitraum in einem Grolfitiermodell wie Hamophilie A-Hunden sind erforderlich,
um die Unbedenklichkeit beider Endothelzelltypen zu Uberprifen. Eine Erklarung fir die
verschiedenen Eigenschaften dieser zwei endothelialen Zelltypen ist sicher in den
unterschiedlichen Differenzierungsprotokollen zu finden. Wahrend BOEC Uber einen kurzen
Adharenzschritt von 24 h auf Collagen | in EGM-2-Medium (2.2.7.3) aus PBMC isoliert
wurden, erfolgte die Differenzierung der EPC in der vorliegenden Arbeit aus mononuklearen
Zellen aus Nabelschnurblut, die in EDM mit einer anderen Zytokinkombination (2.2.7.2) auf
Gelatine kultiviert wurden. Sowohl die Quelle der Zellen als auch die verwendeten Zytokine
fur die Differenzierung oder die Beschichtung der Kulturgeféa3e kdnnten ursachlich fur die
verschiedenen Phanotypen sein. Durch die Anwendung der Protokolle auf CD34-positive
Zellen aus peripherem Blut, Nabelschnurblut und Knochenmark und durch Verwendung
unterschiedlicher Zytokinkombinationen und Matrixproteine wie Gelatine, Collagen oder
Fibronektin kdnnen die Faktoren bestimmt werden, die das unterschiedliche Proliferations-

potential verursachen.

445 Rekombinante FVIlI-Expression durch Endothelzellen in vivo?

Aufgrund der in dieser Dissertation gezeigten hohen FVIII:C-Sekretion von 7,0-7,8 U/
10° Zellen/48h 1aRt sich sagen, dal lentiviral transduzierte EPC aus Nabelschnurblut ein
hervorragendes System flir die rekombinante FVIII-Expression darstellen. Wie bereits in
4.4.1 erwahnt, sind zwei Drittel der Hamophilie A-Falle vererbt und nicht auf spontane
Mutationen zurlckzufiihren, so dal® Nabelschnur-EPC nach Transduktion als autologe
Quelle von FVlll-sezernierenden Zellen genutzt werden konnten. In dieser Arbeit wurden in
der Regel Differenzierungskulturen mit CD34"-Nabelschnurblutzellen mehrerer Spender
eingesetzt, da je Spender nur 20-40 ml Nabelschnurblut zur Verfugung standen. Eigene

Versuche mit Zellen einzelner Spender zeigten jedoch, dall die Kulturen auch mit Zellen aus
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einer einzigen Nabelschnur in kleinerem Volumen angesetzt werden konnten. Ein hoheres
Volumen an Ausgangsmaterial ist fir eine Expansion individueller EPC-Chargen im
klinischen Malystab winschenswert. Bei adulten Patienten mifdte das vorliegende Protokoll
an CD34"-Zellen aus peripherem Blut (ggf. nach G-CSF-Mobilisierung) oder aus Knochen-
mark adaptiert werden. Bei Zellen aus Knochenmark stellen nach ersten Vorversuchen
jedoch adharente Stromazellen ein Problem dar, so da® mehrere immunmagnetische
Selektionsrunden fir die Anreicherung von EPC erforderlich waren (R. Oostendorp,
personliche Mitteilung). Eine genauere Charakterisierung der Population innerhalb der
CD34"-Zellen, die zu EPC differenziert werden kann, kdénnte jedoch zu einer Ausgangs-
population mit héherer Reinheit und geringeren Kontaminationen mit Stromazellen fihren.
Die Verwendung von CD34*-Subpopulationen fiir die EPC-Differenzierung, die sich in bezug
auf die Expression von Markern wie CD133, CD146, CD144, KDR/VEGF-R2 oder den
weiteren VEGF-Rezeptoren unterscheiden, konnte in diesem Zusammenhang wichtig sein.

Der lentivirale Gentransfer erfolgte im vorliegenden Protokoll nach Differenzierung und
anfanglicher Expansion der EPC. Die hohen Transduktionseffizienzen von 75%-95% bei
einer moderaten MOI von 10 belegten, dal die verwendete Methode sehr effizient und fir
eine therapeutische Anwendung geeignet ist. Erste Experimente konnten zeigen, dal}
transduzierte Nabelschnurblut-EPC kryokonserviert und aufgetaut werden kénnen, ohne daf}
die nachfolgende Expansion beeintrachtigt ist (R. Oostendorp, personliche Mitteilung).
Dieses Verfahren ermdglicht Qualitatskontrollen und Lagerung einzelner Zellchargen in
flissigem Stickstoff, die dann einmal oder in regelmafigen Zeitabstdanden dem Patienten

infundiert werden konnten.

Da bisher noch nicht genlgend in vivo-Daten Uber die hier charakterisierten EPC aus
Nabelschnurblut vorliegen, kann Uber das Verhalten in vivo nach Transduktion und Infusion
im Tiermodell oder in der Klinik nur spekuliert werden. Studien Uber den Beitrag, den im Blut
zirkulierende CD34"-Zellen in vivo zur Endothelbildung leisten, wiesen darauf hin, daR die
Funktion dieser Zellen von ihrer Migration in bestimmte Gewebe und der Exposition gegen
lokale Stimuli abhingen. Im gesunden Organismus scheinen diese Stimuli weniger stark
ausgepragt zu sein (Graf, 2002) als in pathologischen Situationen wie Ischamie in Geweben
wie Myokardium oder Retina, nach Strahlungsexposition oder in der Tumorangiogenese
(Beispiele in Asahara et al.,, 1997; Jackson et al., 2001; Grant et al., 2002). Auch wenn
bereits eine Reihe von Wachstumsfaktoren bekannt sind, die spezifisch die Entwicklung von
Endothelzellen in vitro beglinstigen, so werden erst jetzt die Signale in vivo charakterisiert
(Rafii et al., 2002), deren Manipulation moglicherweise zur therapeutischen Nutzung und
zum dauerhaften Anwachsen genmodifizierter Endothelzellen fihren wird. Moglicherweise

wird ein Kompromi3 zu schlieBen sein zwischen dem therapeutischen Effekt der



4 Diskussion 143

transduzierten EPC und einem vorher zu setzenden Gefal3schaden, der mit einem
minimalen Risiko fir den Patienten verbunden ist und ein Anwachsen der EPC in vivo
erlaubt. Interessante Moglichkeiten bestinden in einer lokalen Bestrahlung oder alternativ in
der Verwendung eines Vektors, der neben der FVIII-cDNA ein Gen enthalt, dessen Produkt
den transduzierten Zellen einen kontrollierbaren Wachstumsvorteil verschafft. Wenn man
jedoch annimmt, dal® einige der infundierten EPC anwachsen und in vivo auf einem ahnlich
hohen Niveau wie in vitro FVIIl sezernieren, dann sollten bereits etwa 10° transduzierte
Zellen (bei insgesamt 1-6x10" Endothelzellen des Erwachsenen; Cines et al., 1998)
ausreichen, um einen therapeutisch gut wirksamen FVIII-Spiegel von Uber 10 ng/ml (5%) im
Blut zu erreichen. Diese Einschatzung beruht auf der Formel Ko = 24h x 0,693 V4Css/T1/2
(Chuah et al., 1998), wobei K, die gesamte zu sezernierende FVIII-Menge in 24 h ist, um
eine konstante Plasmakonzentration von Cs von 10 ng/ml angesichts eines Plasma-

volumens V4 von 3000 ml und einer FVIlI-Halbwertszeit T4, von 12 h aufrechtzuerhalten.

Eine denkbare Alternative zu dem oben skizzierten Einsatz ex vivo-transduzierter EPC stellt
ein gezielter in vivo-Gentransfer dar. Fir Endothelzellen ist die Entwicklung eines
Gentransfermodells wiinschenswert, in dem lentivirale Partikel intravents appliziert werden
und nach selektiver Bindung an Endothelzellen diese bevorzugt in vivo zu transduzieren
vermogen. Zwar liegen bislang noch keine Analysen fur eine solche Modifikation des
Tropismus lentiviraler Vektoren vor, aber im Kontext von Retroviren, Adenoviren und AAV
wird mit zwei verschiedenen Strategien experimentiert:

Der erste Ansatz besteht in der Veranderung des Tropismus durch Mutation der Hull- oder
Capsidproteine, die fiir die Bindung der viralen Partikel an die Zielzellen und bei Retro- und
Lentiviren auch flr die Fusion der Virushille mit der Zellmembran verantwortlich sind. Dies
kann zum Beispiel durch Insertion kleiner Peptide in AAV-Capsidproteine geschehen, die
selektiv eine hohe Affinitat flir bestimmte Oberflachenproteine auf Endothelzellen besitzen
(Nicklin et al.,, 2001). Die zweite Strategie verwendet molekulare Adapterproteine wie
bispezifische Antikérper, die sowohl ein Virusantigen als auch einen endothelspezifischen
Oberflachenmarker erkennen (Wickham et al., 1996). Unter den Oberflachenantigenen auf
Endothelzellen wurden mit VE-Cadherin (CD144) und CD146 zwei Marker charakterisiert,
deren Expression fur diesen Zelltyp spezifisch ist, so da sie ideale Ziele einer solchen
Strategie sein konnten. Zudem ist eine Kombination beider oben genannten Ideen méglich:
Die Insertion eines IgG-bindenden Peptides in ein retrovirales Hullprotein erlaubt die Bindung
eines anti-KDR-Antikérpers, der die Bindung an Endothelzellen vermitteln soll, wahrend die
Koexpression des Wildtyp-Hiullproteins die Infektidsitat des Retrovirus erhalt (Masood et al.,

2001). Auch wenn die Effizienz dieser Ansatze im allgemeinen recht niedrig ist und noch
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genauer untersucht werden muf}, stellen sie interessante Verfahren flr eine in vivo-

Transduktion von Endothelzellen dar.

Bisher wurden EPC in der Regel nur als Zielzellen einer Gentherapie im Kontext von
kardiovaskularen Erkrankungen sowie zur Unterstitzung der Neovaskularisierung in
ischamischen Erkrankungen (Asahara & Isner, 2002; lwaguro et al., 2002) oder der Inhibition
der Angiogenese von soliden Tumoren (De Palma et al., 2002) diskutiert. Die Ergebnisse
dieser Arbeit unterstreichen jedoch, dal3 das Spektrum der potentiellen Anwendungs-
mdglichkeiten flur transduzierte EPC durchaus zu erweitern ist auf die Hamophilie A und auf
Defizienzen anderer konstitutiv exprimierter Plasmaproteine wie zum Beispiel weitere

Gerinnungsfaktoren.

4.5 Gentherapie der Hamophilie A: Perspektiven

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob hamatopoetische Zellen und
Endothelprogenitorzellen fir eine gentherapeutische Behandlung der Hamophilie A
eingesetzt werden koénnen. Wahrend in friheren Studien diskutiert wurde, dal
hamatopoetische Zellen aufgrund konzeptioneller Vorteile wie ihrer leichten Verfligbarkeit,
Expandierbarkeit und ihrem Zugang zur Zirkulation interessante Zielzellen in diesem Kontext
darstellen, konnte diese Arbeit zum ersten Mal zeigen, dal} diese Zellen auch wirklich in der
Lage sind, FVIIl zu exprimieren. Sowohl die Beobachtung, dal} einige hamatopoetische
Zellinien FVIII sezernieren kdénnen, als auch der Nachweis, dal} primare hamatopoetische
Zellen FVIII-Protein intrazellular exprimieren, belegen die Attraktivitat dieses Zelltyps. In
anschliefenden Studien missen nun die zellularen Voraussetzungen fir den Export des
FVIII-Proteins charakterisiert werden. Die Identifizierung bisher unbekannter Faktoren kénnte
neben der bereits gezeigten Toleranzinduktion durch hamatopoetische Zellen eine
Steuerung der FVIII-Sekretion in hAmatopoetischen Zellen und ihre Nutzung als Zielzellen fir
eine FVIII-Substitution ermdglichen. Des weiteren konnte diese Arbeit demonstrieren, daf
CD34-positive Vorlauferzellen nicht nur deshalb interessant sind, weil ein Teil der Zellen
hamatopoetische Stammzelleigenschaften besitzt, sondern auch aufgrund des Gehalts an
Endothelprogenitorzellen, die sich durch leichte Transduzierbarkeit mit lentiviralen Vektoren,
hohes Proliferationspotential und sehr hohe FVIII-Sekretionsraten auszeichnen. Fir den
Einsatz dieses rekombinanten Expressionssystems sind ebenfalls weitere Studien
vielversprechend, die sich auf die Verwendung ex vivo-transduzierter Endothelprogenitor-
zellen oder auf die in vivo-Transduktion von Endothelzellen konzentrieren. Die Attraktivitat

beider Zelltypen, hamatopoetischer Zellen und Endothelprogenitorzellen, fir Gentherapie-
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protokolle zur Behandlung der Hamophilie A konnte in der vorliegenden Arbeit aufgezeigt
werden, auch wenn fur den effizienten klinischen Einsatz noch einige weiterfuhrende

Untersuchungen durchgefiihrt werden mussen.

Welche Perspektiven bieten sich nun Ulber hdmatopoetische Zellen und Endothelzellen
hinaus an, um ein erfolgreiches Protokoll zur gentherapeutischen FVIII-Expression zu
etablieren, und welche Probleme sind bei alternativen Ansatzen absehbar? Wie bereits in
den Tiermodellen gezeigt, kommen durchaus verschiedene Zelltypen und Gewebe fur eine
rekombinante FVIII-Expression in Frage. Am unkompliziertesten in der Durchfihrung und am
preiswertesten ware eine Therapie, in der der Gentransfer in vivo erfolgt, da man in diesem
Fall Vektorchargen wie Arzneimittel zur Behandlung einer grof’en Zahl von Patienten
herstellen kdnnte. Dabei bleibt allerdings zu beachten, dal} eine solche Applikation mit
schwerwiegenden Nebenwirkungen belastet sein kann, die auf die Toxizitat des Vektors
zurtickzufiihren sind. Die klinische Phase |-Studie zur Behandlung der Ornithintrans-
carbamylase (OTC)-Defizienz mit einem adenoviralen Vektor an der Universitat von
Pennsylvania hat durch einen tragischen Todesfall demonstriert, wie begrenzt sich Daten
aus Tierversuchen auf die klinische Situation Ubertragen lassen. In diesem Fall kam es in
einem Patienten durch die Vektorinfusion in die Pfortader zu einer extrem starken Akut-
Phase-Reaktion des angeborenen Immunsystems, die schliellich in einer systemischen

Entziindung bis hin zum Multiorganversagen resultierte (Raper et al., 2002).

Nachdem in friheren Jahren die Entwicklung hocheffizienter Gentransfervektoren als grofite
Herausforderung in der Gentherapie galt, so scheint sich nun nicht nur aufgrund der OTC-
Studie der Schwerpunkt vieler Arbeiten auf die Vermeidung von nachteiligen
Immunantworten gegen den Vektor und gerade im Kontext der Hdmophilie auch gegen das
rekombinante therapeutische Protein zu verlagern. Mdglichkeiten zur Vermeidung von
Komplikationen durch Vektorimmunogenitat werden in praklinischen Studien bereits getestet.
Einige Ansatze zielen dabei auf eine Verringerung der Menge an Vektor, die fir einen
detektierbaren Gentransfer in vivo notwendig ist, da neben der direkten toxischen Wirkung
des Vektors auch der Adjuvanseffekt auf die Immunreaktion gegen das Transgen bertick-
sichtigt werden muf3. Dies kann durch eine Veranderung des Tropismus geschehen, wie er
bereits fir Endothelzellen angesprochen wurde (4.4.5), so dall im wesentlichen das
Zielgewebe transduziert wird und andere Gewebe nicht den Grofteil des Vektors ,abfangen®.
Da gerade Makrophagen in Leber und Milz zu den Zellen gehéren, die einen hohen Anteil
von injizierten viralen Vektoren aufnehmen und somit nicht nur den Vektor eliminieren,
sondern auch selbst aktiviert werden und vektor- bzw. transgenspezifische Immunantworten

initiieren kdnnen, verringert die transiente Depletion dieser Zellen durch Clodronat vor der
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Vektorgabe die therapeutisch erforderliche Mindestdosis und verlangert gleichzeitig die
Zeitdauer der Expression (gezeigt fur die adenovirale FVIII-Expression in Hamophilie A-
Mausen; Chuah et al., 2003).

Neben der Immunogenitat viraler Vektorproteine ist bei allen Gentherapie-Protokollen flr die
Hamophilie A die Wahrscheinlichkeit der Bildung inhibitorischer Antikbrper gegen das
sezernierte FVIII-Protein zu beachten. Diese Inhibitorbildung erfordert zunachst eine
Aktivierung FVIll-spezifischer T-Zellen, die im Folgenden FVIll-spezifische B-Zellen zu
Proliferation, Differenzierung und Antikérperproduktion stimulieren. Die T-Zellaktivierung
beruht auf zwei Signalen: Signal 1 besteht in der antigenspezifischen Erkennung eines FVIII-
Peptid-MHC-Komplexes auf der Oberflache antigenprasentierender Zellen durch den T-Zell-
rezeptor-Komplex. Signal 2 ist nicht antigenspezifisch und wird durch die Bindung verschie-
dener Oberflachenantigene auf T-Zellen (CD28 und CTLA4; CD40L=CD154) an die ent-
sprechenden Liganden auf den antigenprasentierenden Zellen (B7.1/2=CD80/86; CD40)
vermittelt (Qian et al., 2001). Aus verschiedenen Transplantationsmodellen einschlief3lich
nicht-humaner Primaten ist bekannt, dal’ die Aktivierung von T-Zellen nur durch Signal 1 bei
gleichzeitiger transienter Blockade der kostimulatorischen Wechselwirkungen eine Toleranz
gegen Fremdantigene zu induzieren vermag (Larsen et al., 1996; Kirk et al., 1997; Kirk et al.,
1999). Dieses Prinzip laflt sich auf die FVIII-Substitutionstherapie oder auf die rekombinante
FVIII-Expression nach einer Gentherapie Ubertragen. Drei Studien belegen, dal3 die Gabe
eines anti-CD154-Antikdrpers oder des Fusionsproteins CTLA4-Ig die Inhibitorbildung durch
intravendse Applikation von rekombinantem humanem FVIII-Protein je nach Protokoll
transient oder in einigen Tieren sogar permanent unterdriicken kann (Qian et al., 2000; Rossi
et al., 2001; Reipert et al., 2001).

Im Kontext von Gentherapie-Protokollen sind solche Anséatze bislang noch nicht umfassend
getestet worden. Drei weitere Studien zeigen jedoch, dall beim in vivo-Gentransfer mit
Adenoviren oder AAV eine transiente Immunsuppression um die Vektorgabe herum zu
hoherer und deutlich langerer Expression von FVIII oder FIX fahrt. In Hamophilie A-Mausen
konnte dies durch Depletion der T-Zellen durch Gabe eines anti-CD4-Antikorpers erreicht
werden (Sarkar et al., 2000), wahrend in Hamophilie B-Mausen und in einem Hamophilie B-
Hund eine allgemeine Immunsuppression mit Cyclophosphamid einen vergleichbaren
positiven Effekt auf die FIX-Expression hatte (Fields et al., 2001; Herzog et al., 2001).

Neben der Vermeidung einer Immunantwort gegen Vektor und Transgen besteht eine
zusatzliche Herausforderung darin, eine Balance zu finden zwischen dem Wunsch nach
permanenter Transgenexpression durch Integration des Transfervektors in die Zielzellen und
potentiellen Nebenwirkungen durch Insertionsmutagenese. Kirzlich publizierte Arbeiten

deuten darauf hin, daf® dieses Risiko bei retro- und lentiviraler Transduktion nicht
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vernachlassigt werden darf (Li et al., 2002; Schroder et al., 2002; Laufs et al., 2003).
Bestatigt werden diese Bedenken durch den Verlauf einer klinischen Studie zur Behandlung
der X-chromosomal vererbten schweren komplexen Immundefizienz (X-SCID) (Cavazzana-
Calvo et al., 2000; Hacein-Bey-Abina et al., 2002). Den Patienten fehlt die gemeinsame yc-
Untereinheit, die fir die Signaltransduktion Uber mindestens sechs Zytokinrezeptoren
notwendig ist (Fischer et al., 2002). Dieser Defekt fuhrt zu einer frihen Blockade der
Entwicklung von funktionalen T- und NK-Zellen und konnte in zehn behandelten Patienten
durch Transplantation retroviral transduzierter autologer HSC, die ebenso wie ihre
Nachkommen die yc-Rezeptorkette exprimierten, korrigiert werden. In zwei der Patienten
wurde jedoch im dritten Jahr nach der Transplantation eine T-Zelleukamie diagnostiziert, die
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Vektorintegration in einem Onkogen zurlickzufiihren
ist (Hacein-Bey-Abina et al., 2003; European Society of Gene Therapy, 2003). Bei der
Bewertung dieser Falle mull beachtet werden, da® auf den ex vivo-Gentransfer in HSC in
vivo eine Uberaus starke Expansion und Differenzierung folgte, die durch den Selektions-
vorteil der yc*-Zellen gegenlber den nicht-transduzierten Zellen begriindet ist. Eine Infektion
eines der beiden Patienten mit dem Varicella-Zoster-Virus (VZV) induzierte dartiber hinaus
eine starke T-Zellproliferation. Es ist durchaus denkbar, dal® sich wahrend der Proliferation
neben der Disruption des Onkogen-Locus zusatzliche Mutationen in diesem Klon
akkumulierten, die schlieRlich zum leukéamischen Phanotyp flhrten. Dald Integrationen in
Zielzellen mit geringerem Expansionspotential (wie bei den in dieser Arbeit verwendeten
EPC) mit ahnlichen Nebenwirkungen verbunden sind, erscheint weniger wahrscheinlich.
Diese Zwischenfalle verdeutlichen, dal} erst eine Reihe von weiteren klinischen Studien mit
den verschiedenen integrierenden Vektorsystemen (Retroviren, Lentiviren, adeno-assoziierte
Viren) durchgefuhrt werden muf3, um das Risiko einer neoplastischen Transformation durch

die Integration des Transfervektors genauer angeben zu kdénnen.

Seit der ersten klinischen Gentherapie-Studie (Blaese et al., 1995) sind bereits zwélf Jahre
vergangen, aber erst in den letzten zwei Jahren konnten zum ersten Mal im Rahmen der X-
SCID-Studie Patienten durch Gentherapie komplett geheilt werden (Hacein-Bey-Abina et al.,
2002). Dal ausgerechnet diese Behandlung fir zwei der Patienten so dramatische
Nebenwirkungen hatte, ist geradezu tragisch und verweist auf den mehrfachen Wert dieser
Arbeiten: Die Vektorsysteme sind endlich so gut optimiert, dal® in Patienten mehr als nur
transiente therapeutische Effekte erreicht werden. Dosis-Eskalations-Protokolle und
Langzeitbeobachtungen der Patienten zeigen jedoch das schmale therapeutische Fenster
auf, das sich den behandelnden Wissenschaftlern bietet, um schwerwiegende oder gar
todliche Nebenwirkungen zu vermeiden. Da im Falle der Hamophilie-Behandlung bereits

eine partielle Substitution der fehlenden Gerinnungsfaktoren in einer betrachtlichen
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Steigerung der Lebensqualitat resultiert, wird diese Krankheit wohl zu den ersten gehoren,
fur die ein erfolgreiches Gentherapieprotokoll entwickelt werden wird, das den in der
Einleitung dieser Arbeit genannten Anforderungen entspricht: in allen Patienten dauerhaft
einen therapeutischen Effekt (bei der Hamophilie A: einen FVIII-Plasmaspiegel von >1%) zu
erreichen ohne Vektortoxizitdt und ohne Inhibitorbildung. Wahrscheinlich wird erst eine
Kombination von Gentransfer und Immunmodulation zu einem Erfolg flUhren, aber die

aktuellen Hirden werden in der nahen Zukunft wohl zu Uberwinden sein.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das Potential von CD34-positiven hamatopoetischen Stammzellen (HSC) und
Endothelprogenitorzellen (EPC) aus peripherem Blut bzw. Nabelschnurblut sowie von aus diesen
Vorlauferzellen differenzierten Zellen als Zielzellen fir die Gentherapie der Hamophilie A untersucht.
Der Gentransfer erfolgte mit einem lentiviralen Vektorsystem der zweiten Generation, das einen
bicistronischen Transfervektor mit internem CMV-Promotor, einer FVIII-cDNA mit Deletion der
B-Domane, einem IRES-Element und dem EGFP-Gen als Markergen enthielt.

Das Vektorsystem wurde zunachst flr die Transduktion humaner hamatopoetischer Zellinien
verwendet, die verschiedene Leukozytentypen reprasentierten, um es in bezug auf Gentransfer-
effizienz und FVIII-Expressionsstarke zu evaluieren. Im Rahmen dieser Versuchsreihe konnte zum
ersten Mal gezeigt werden, dal hamatopoetische Zellen grundsatzlich in der Lage sind, FVIII zu
sezernieren. Zugleich verwiesen die Befunde auf mdgliche Expressionsprobleme, da trotz durchweg
erfolgreichen Gentransfers und FVIII-Transkription nur in den Uberstanden von vier der sechs
charakterisierten Zellinien FVIII-Protein mefRbar war.

In anschlieBenden Experimenten mit humanen und murinen HSC sowie humanen Granulozyten und
Makrophagen konnte nach lentiviralem Gentransfer keine Sezernierung von FVIII-Protein detektiert
werden. In expandierten humanen HSC wurden jedoch FVIII-mRNA und intrazellulares FVIII-Protein
detektiert, so dal in diesen Zellen ein Exportdefekt fur das FVIII-Protein vorzuliegen schien.

Da hamatopoetische Zellen und Endothelzellen mit dem Hamangioblasten eine gemeinsame
Vorlauferzelle besitzen, wurde zudem geprift, ob aus CD34-positiven Stammzellen generierte
Endothelprogenitorzellen (EPC) in der Lage sind, therapeutisch relevante FVIII-Mengen zu
sezernieren. In Anwesenheit von VEGF, FGF-2, SCF und SCGF-f wurden adharente Zellen
gewonnen, die aufgrund des Musters der Expression von Oberflichenmarkern und durch ihr Verhalten
im Matrigel-Assay einen eindeutig endothelialen Phanotyp besalen. Diese Zellen wurden (bezogen
auf die Zahl der eingesetzten CD34-positiven Zellen) um bis zu neun GréRenordnungen expandiert.
Nach lentiviraler Transduktion der Zellen, die weder das Proliferationspotential der Zellen noch ihren
Phanotyp veranderte, wurde eine hocheffiziente FVIII:C-Sezernierung (7,0-7,8 1U/10° Zellen/48 Std.)
gemessen. Im ELISA fielen leicht erhdhte FVIII:Ag-Werte auf, und eine nachfolgende Western Blot-
Analyse legte nahe, daR dies auf unvollstdndige intrazelluldare Spaltung des FVIII-Polypeptids in
schwere und leichte Kette zuriickfiihrbar sein kénnte, die sich wegen der weiteren proteolytischen
Aktivierung im Plasma jedoch nicht negativ auf die Gerinnungsaktivitat in vivo auswirken sollte.

Die Befunde dieser Arbeit identifizieren EPC aus CD34-positiven Nabelschnurblutzellen als potentielle
Zielzellen fur eine FVIII-Substitution nach ex vivo-Gentransfer, da sie sich nicht nur durch ihr hohes
Expansionsvermogen auszeichnen, sondern auch durch die Fahigkeit zur rekombinanten FVIII-
Sezernierung auf sehr hohem Niveau, das nur wenig unter dem FVIII-Sekretionspotential humaner
Hepatozyten liegt. Primare hamatopoetische Zellen sind aufgrund eines Exportdefektes zwar nicht

direkt fur eine FVIII-Substitution, moglicherweise aber fiir eine Toleranzinduktion geeignet.
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