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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Gentherapie

Die Genetik bildet eine zentrale Disziplin innerhalb der Biologie. Sie liefert die Erklarung wie
Organismen Merkmale des Korperbaus, der Physiologie und des Verhaltens an ihre Nach-
kommen weitergeben und wie jedes Individuum diese Merkmale im Laufe seines Lebens zum
Ausdruck bringt. Die raschen Fortschritte in der Molekularbiologie in den letzten Jahren
versetzen uns in die Lage, diese biologischen Prozesse zu erforschen und haben zu grund-
legenden neuen Einsichten innerhalb der Biologie gefiihrt. So verspricht das zunehmende
tiefere Verstindnis von den genetischen Grundlagen zahlreicher Krankheiten auch in der
medizinischen Praxis einen dramatischen Wandel. Insbesondere die somatische Gentherapie
hat dabei das Potential, die Behandlungsmoglichkeiten fiir angeborene und erworbene
Erkrankungen zukiinftig betrdchtlich zu erweitern und kdnnte sich zu einer medizinischen

Schliisseltechnologie des 21. Jahrhunderts entwickeln (Verma und Weitzman 2005).

Das Basiskonzept der somatischen Gentherapie besteht darin, Gendefekte durch das gezielte
Einbringen neuen genetischen Materials in Korperzellen zu korrigieren und dadurch
Erkrankungen zu heilen oder den Krankheitsverlauf zu verlangsamen. Ein defektes zelluléres
Gen liegt vor, wenn das von ihm codierte Protein seine normalen physiologischen Funktionen
nicht mehr ausiibt und daraus spezifische Erkrankungen resultieren. Durch die Gentherapie
soll im einfachsten Fall die fehlerhafte Funktion eines zelluldren Gens, das als Ursache einer
Erkrankung identifiziert wurde, durch ein gesundes wildtypisches Allel des Gens kompensiert
werden. Um dieses Ziel zu erreichen sind sogenannte Vektoren notwendig, mit deren Hilfe
ein effektiver Transfer des therapeutischen transgenen Materials in Korperzellen erreicht
werden soll. Als Schliisselfaktor der Gentherapie ist dabei besonders die Entwicklung
effizienter, aber auch sicherer Vektorsysteme zu betrachten. Gentransfervektoren koénnen
grundsitzlich in solche mit viralem und solche mit nicht-viralem Hintergrund klassifiziert
werden. Die intrazelluldre Einschleusung des transgenen Materials mittels viraler Vektoren
wird als Transduktion, unter Verwendung nicht-viraler Vektoren hingegen als Transfektion
bezeichnet. Letztere bestehen aus DNA, die das therapeutische Transgen beispielsweise {liber
Injektionen, kationische Liposomenkomplexe oder Nanopartikel in die Zellen einschleusen.
Die Vorteile dieser nicht-viralen Gentransferverfahren bestehen in deren einfacher Hand-
habung, sowie der zu erwartenden geringen in vivo Toxizitdt. Als nachteilig erweisen sich die

sehr geringen Effizienzen der gegenwirtig eingesetzten Methoden sowie die transienten Gen-
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expressionen, die ihre Anwendungen fiir in vivo Applikationen, die eine stabile und zugleich
starke Expression des Transgens erfordern, ausschlieBen (Robbins und Ghivizzani 1998;

Thomas et al. 2003; Verma und Weitzman 2005).

Die mit Abstand am héaufigsten eingesetzten Vektoren fiir den somatischen Gentransfer
beruhen auf gentechnisch verdnderten Viren. Dabei werden die effizienten Mechanismen
ausgenutzt, die Viren im Verlauf der Co-Evolution mit ihren Wirtszellen entwickelt haben,
um ihr genetisches Material intrazelluldr einzuschleusen. Bei solchen viralen Vektorsystemen
wird zwischen ins zellulire Genom integrierenden und nicht-integrierenden Vektoren
unterschieden. Mit integrierenden Vektoren verbindet sich die Idee, eine lebenslange
Kompensation des defizienten zelluliren Genproduktes durch eine stabile Expression des
therapeutischen Transgens zu erreichen. Unter der Vielzahl der entwickelten viralen Vektor-
systeme sind insbesondere adenovirale Vektoren, adenoassoziierte Vektoren, lentivirale
Vektoren, gammaretrovirale Vektoren und Herpes-simplex-Virus 1 basierende Vektoren
hervorzuheben. Die derzeit verfiigbaren viralen Vektorsysteme sind noch mit einer Reihe von
Nachteilen behaftet, die zum Beispiel unerwiinschte immunologische Reaktionen, zu geringe
Klonierungskapazititen oder die Dauer der Transgenexpression umfassen. Speziell bei retro-
viralen Vektoren konnen sich aufgrund der proviralen Integration erhebliche onkologische
Risiken ergeben (Robbins und Ghivizzani 1998; Thomas et al. 2003; Verma und Weitzman
2005; Porteus et al. 2006; Flotte 2007).

Sowohl préklinische, als auch die ab 1990 (SCID-X1: Blaese et al. 1995) durchgefiihrten
klinischen Gentherapiestudien haben die Grenzen der somatischen Gentherapie aufgezeigt
und die urspriingliche Euphorie, die mit der Anwendung dieser neuen biomedizinischen
Methoden verbunden war, geddmpft (Thomas et al. 2003). So erwies sich beispielsweise die
hohe Immunogenitit adenoviraler Vektoren als gravierend (Ubersicht in: Nayak und Herzog
2010). In einem 1999 durchgefiihrten Gentherapieversuch zur Behandlung des Ornithin-
Transcarbamylase-Mangels (OTC-Defizienz), einem Enzymdefekt im Harnstoffzyklus, flihrte
die Applikation eines adenoviralen Vektors zum Tode eines Probanden, nachdem eine
schwere systemische Entzlindungsreaktion (SIRS) aufgetreten war (Raper et al. 2002). In
einer Studie zur Behandlung von X-chromosomaler SCID (SCID-X1), einer lebens-
bedrohlichen Immundefizienz, entwickelten sich infolge unerwiinschter Aktivierungen
zelluldrer Protoonkogene, die aufgrund der chromosomalen Integration des verwendeten
gammaretroviralen Vektors ausgelost wurden, bei fiinf von neunzehn Patienten T-Zell-

Leukédmien (Hacein-Bey-Abina et al. 2010; Nowrouzi et al. 2011).
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Demgegeniiber konnten jedoch auch klinische Erfolge bei SCID-X1 und ADA-SCID
Gentherapien mit retroviralen Vektoren erzielt werden, bei denen die Patienten ein

funktionales Immunsystem ohne leukédmische Entartungen ausbilden konnten (Aiuti und

Roncarolo 2009).

Tab. 1:

Eigenschaften viraler Vektoren fiir die somatische Gentherapie
(modifiziert nach Thomas et al. 2003 und Steinert et al. 2008)

Virales Vektorsystem
Vektor Beschreibung _Imm}lgo- Vorteile Nachteile
- genitat — —
Umbhiillt
Retrovirus, transduziert nur teilende
Gamma- . . . . . .
FetrOVIEUS integrierend, gering stabiler Gentransfer Zellen, insertionale
4-6kbp Kapazitit Mutagenese moglich
Retrovirus, stabiler Gentransfer, insertionale Mutagenese
Lentivirus integrierend, gering breiter Tropismus, moglich, stigmatisiert
4-6kbp Kapazitit Zellzyklusunabhéngig (,,AIDS-Virus®)
dsDNA-Virus, sehr grofie Kapazitit, };fgﬁilé?lgl}?;izngi’
HSV-1 nicht-integrierend, hoch hohe Transduktions- tc fransg
e . expression in Nicht-
40kbp Kapazitit effizienz
Neuronen
Nicht-umhiillt
ss/dsDNA-Virus, nicht mit Erkrankungen . .
o . 1 cert. seh . transiente Genexpression,
AAV >90% epsiomal, s assoziiert, sehr geringe s s
<10% integrierend, Immunogenitét, hohe Kapazitit
4kbp Kapazitit Transduktionseffizienz P
dsDNA-Virus, grof3e Kapazitit,
Adenovirus | nicht-integrierend, hoch hohe Transduktions- hohe Immunogenitét
bis 36kpb Kapazitit effizienz

Neben der somatischen Gentherapie werden virale Vektoren auch zunehmend fiir den Einsatz
als Vakzine gegen Infektionskrankheiten oder fiir die Bekdampfung von Tumoren entwickelt.
In diesem Kontext ist eine starke Immunantwort oder gar zelluldre Toxizitdt, wie sie zum
Beispiel bei adenoviralen Vektoren der ersten Generation beobachtet werden, fiir den Erfolg

der Behandlung sogar vorteilhaft und erwiinscht (Jiang et al. 2009; Sharma et al. 2009).
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1.2 Retroviren

Das Grundprinzip der Genexpression wurde zu Beginn der 1960er-Jahre von Francis Crick in
einem einfachen Schema zum Ausdruck gebracht: ,,DNA makes RNA makes protein®, eine
Formulierung, die man spéter als ,,zentrales Dogma der Molekularbiologie* bezeichnet hat.
Dieses Schema musste schon bald in seiner engen Auslegung korrigiert werden. Im Jahr 1970
entdeckten Temin, Mituzami und Baltimore, dass eine Gruppe von Viren ein einzigartiges
Enzym beherbergten, welches die Synthese von DNA aus viraler genomischer RNA katalysierte.
Dieses Enzym wurde darauthin reverse Transkriptase genannt und spiegelt sich im Namen der
Familie der Retroviren wider (Crick 1970; Karpas 2004). Die Familie der Retroviren, die
Retroviridae, besteht aus einer groflen und vielfdltigen Gruppe von Viren, die in allen
Vertebraten gefunden wurden. Retroviren verursachen bei Tieren und beim Menschen eine
Vielzahl bedeutsamer persistierender Erkrankungen und lagen deshalb schon immer im Fokus
der Virologen. Besonders seit Beginn der desastrosen HIV-Pandemie Anfang der 1980er-Jahre
und der Erstbeschreibung des Erregers 1983/1984 entstand auch ein starkes gesellschaftliches
Interesse an der Retrovirologie und zog grofle Forschungsaktivititen in den darauffolgenden
Jahren nach sich, die dazu fiihrten, dass heute viele Aspekte der Molekularbiologie und
Pathogenese retroviraler Infektionen bekannt sind (Cohen und Fauci 2001; Modrow et al. 2003;
Karpas 2004). Die charakteristische Besonderheit der Retroviren besteht darin, dass ihre
genomische RNA im Laufe des Replikationszyklus zunédchst in DNA umgeschrieben und
schlieBlich iiber die enzymatische Aktivitit der viralen Integrase ins chromosomale Wirtszell-
genom insertiert wird. Dort erlangen die retroviralen Genome die genetische Stabilitét zelluldrer
Gene und dienen in dieser als Provirus bezeichneten Form dann als Matrize fiir die Synthese
genomischer und subgenomischer viraler RNA-Spezies, die fiir die Assemblierung neuer
Virionen bendtigt werden (Goff 2001). Basierend auf morphologischen und genetischen
Charakteristika wird die Familie der Retroviridae gegenwirtig in zwei Unterfamilien, die
Orthoretrovirinae und die Spumaretrovirinae eingeteilt. Wéhrend die Unterfamilie der
Orthoretrovirinae taxonomisch in sechs Genera untergliedert wird, umfasst die Unterfamilie
der Spumaretrovirinae nur die Foamyviren. Die taxonomische Abtrennung der Foamyviren
von den restlichen Retroviren liegt insbesondere in ihrer Replikationsstrategie begriindet, die
sich signifikant von der aller anderen Retroviren unterscheidet und teilweise Analogien zu
den Hepadnaviren aufweist (Rethwilm 2005). Die wichtigsten Vertreter jeder Gattung sind in

der Tabelle [2] zusammengefasst.
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Tab. 2: Klassifikation der Retroviridae
(nach Rethwilm 2005)
Unterfamilie Genus Beispiel Genom
Alpharetrovirus Avian Leukosis Virus (ALV) einfach
Betaretrovirus Mouse Mammary Tumor Virus (MMTYV) cinfach
Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV)
Gammaretrovirus Murine Leukemia Virus (MuLV) einfach
Orthoretrovirinae
. Bovine Leukemia Virus (BLV)
LD T Human T-Cell Leukemia Virus (HTLV) SemRies
Epsilonretrovirus Walleye Dermal Sarcoma Virus (WDSV) komplex
Lentivirus Human Immunodeficiency Virus (HIV) komplex
Spumaretrovirinae Foamyvirus Prototype Foamy Virus (PFV) komplex

Hinsichtlich der Genomstruktur wird innerhalb der Retroviridae zwischen einfachen und

komplexen Retroviren unterschieden. Die Gattungen der Alpha-, Beta- und Gammaretroviren

gelten als einfache Retroviren, wohingegen die Delta-, Epsilon-, Lenti- und Spumaretroviren

zu den komplexen Retroviren gezédhlt werden. Die einfachen Retroviren codieren in ihren

Genomen nur Gag-, Pro-, Pol- und Env-Genprodukte, wohingegen die komplexen Retroviren

noch zusédtzliche akzessorische Genprodukte codieren, die an der Regulation der viralen

Genexpression beteiligt sind, oder immunmodulatorische Funktionen wahrnehmen (Goff

2001).
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1.2.1 Foamyviren

Foamyviren (FV) gelten als die dltesten bekannten Viren bei Wirbeltieren. Jiingste Unter-
suchungen konnten zeigen, dass sich diese einzigartigen Viren iiber mindestens 65 Millionen
Jahre parallel zu ihren Wirten entwickelt haben (Switzer et al. 2005) - endogene FV-
Sequenzen, die in Faultieren gefunden wurden, deuten gar auf eine Co-Evolution von mehr
als 100 Millionen Jahren hin (Katzourakis et al. 2009). FV etablieren lebenslange,
persistierende Infektionen und induzieren hohe IgG-Titer (Murray und Linial 2006).
Gleichwohl konnten fiir FV bisher, im Gegensatz zu den Orthoretrovirinae, keine Krank-
heiten in natiirlichen oder akzidentellen Wirten gefunden werden (Rethwilm 2005). Die
Griinde der FV-Apathogenitdt sind gegenwirtig nicht bekannt, werden aber im Zusammen-
hang mit der langen Co-Evolution gesehen (Murray und Linial 2006). Im starken Kontrast
dazu verursachen FV jedoch in permissiven epithelialen oder fibroblastoiden Zellkulturen
einen massiven, schaumartigen cytopathischen Effekt (CPE), der zur Namensfindung der FV
und der Familie der Spumaretrovirinae gefiihrt hat (Rethwilm 2005; Murray und Linial
2006). Der ersten Beschreibung eines solchen CPE, der in vitro durch das Auftreten von
multinukledren Synzytien und Vakuolisierungen der infizierten Zellen charakterisiert ist, in
einer primdren Nierenzellkultur aus Affengewebe im Jahre 1954, folgte 1955 die Isolierung
des verursachenden zellfrei {ibertragbaren Agens (Enders und Peebles 1954; Rustigian et al.

1955).

Abb. 1: PFV-cytopathischer Effekt und extrazelluliire Partikel

(A) MOCK-infizierte Zellkultur. (B) PFV-infizierte Zellkultur mit Synzytiumbildung.
(C) EM-Aufnahme extrazelluldrer FV-Partikel. (Abbildung aus: Rethwilm 2010)
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Seit der Erstisolierung eines FV wurden Vertreter der Spumaretrovirinae in unterschiedlichen
Affenarten aus Afrika, Asien und Siidamerika, einschlieBlich Menschenaffen, sowie in
Hamstern, Katzen, Ohrenrobben, Pferden, Rindern oder Schafen entdeckt (Ubersicht in:
Meiering und Linial 2001 sowie Rethwilm 2005). Bei Primaten liegt die natiirliche
Seroprdvalenz bei deutlich mehr als 30% und kann in Gefangenschaft anndhernd 100%
erreichen (Murray und Linial 2006; Liu et al. 2008; Morozov et al. 2009). Im infizierten Wirt
scheint die aktive foamyvirale Replikation auf die orale Mukosa beschriankt zu sein,
wenngleich genomische FV-DNA in allen Organen gefunden werden kann. Dies deutet auf
einen Ubertragungsweg hin, bei dem die Viren vermutlich iiber Bisse und Lecken im Sinne
einer direkten Kontaktinfektion zwischen den Tieren iibertragen werden (Rethwilm 2005;
Murray und Linial 2006). Aber auch die prinzipielle Moglichkeit einer hdmatogenen
Ubertragung konnte kiirzlich an Rhesusaffen nachgewiesen werden (Khan und Kumar 2006).
Desweiteren konnte bei Rindern die Ubertragung des bovinen FV iiber die Milch
dokumentiert werden (Romen et al. 2007). Im Jahre 1971 wurde aus einem kenianischen
Patienten mit Nasopharynx-Karzinom ein vermeintliches humanes FV-Isolat (initial als HFV
bezeichnet) isoliert (Achong et al. 1971). Spitere Sequenzanalysen zeigten jedoch, dass HFV
verschiedenen FV-Isolaten aus Schimpansen (SFVcpz) zugeordnet werden kann und deuteten
somit eine zoonotische Infektion an (Herchenrdder et al. 1995; Meiering und Linial 2001).
Mittlerweile konnten solche Transspezies-Infektionen in mehreren seroepidemiologischen
Studien bei bestimmten Risikogruppen, die in engen Kontakt mit Primaten stehen, wie
Veterindren oder Tierpflegern, sowie bei zentralafrikanischen Bushmeat-Jagern, beobachtet
werden (Heneine et al. 2003; Wolfe et al. 2004; Boneva et al. 2007). Trotz intensiver Suche
konnte in der menschlichen Population bisher kein natiirliches FV-Reservoir identifiziert
werden (Schweizer et al. 1995; Ali et al. 1996). Weil ferner noch kein dokumentierter Fall
einer horizontalen Ubertragung des Virus von infizierten auf gesunde Personen bekannt
geworden ist, gilt der Mensch als Fehlwirt bzw. ,,dead-end host“ (Heneine et al. 2003;
Rethwilm 2005; Murray und Linial 2006). Aufgrund dieser Befunde wurde das urspriinglich
als HFV bezeichnete Isolat in ,,Prototype Foamy Virus* (PFV) umbenannt und gilt als der am
besten charakterisierte Vertreter unter den Foamyviren (Rethwilm 2005 und 2007). Von PFV
abgeleitete foamyvirale Vektorsysteme gelten aufgrund mannigfaltiger vorteilhafter Charakte-
ristika als aussichtsreiche Kandidaten fiir den Einsatz in der somatischen Gentherapie
(Rethwilm 2007; Trobridge 2009; Erlwein und McClure 2010) und wurden wegen ihres
apathogenen Infektionsverlaufes in der Literatur bisweilen schon als ,,perfekte Parasiten

bezeichnet (Vassilopoulos und Rethwilm 2008).
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1.2.2 Morphologie der Foamyviren

Foamyviren sind umbhiillte sphirische Partikel mit einem Durchmesser von 100-140nm. Im
Inneren des Virions befindet sich ein unreif erscheinendes Capsid, das einen Durchmesser
von ungefdhr 65nm aufweist und sich aus prozessierten (p68*%) und unprozessierten
(pr719°%) Gag-Proteinen zusammensetzt. In der viralen Hiillmembran ist neben einem kleinen
Env-Leaderpeptid (gp18™") ein transmembranes Env-Glykoprotein (gp48™) verankert, das
nicht-kovalent mit dem externen Env-Glykoprotein (gp80°") assoziiert vorliegt. Die drei Env-
Proteine werden durch zelluldre Furin-dhnliche Proteasen aus einem 130kDa schweren
Vorlduferprotein (gp130*™) gespalten. Die homotrimeren Env-Hiillproteine ragen 10-15nm
aus der Hiillmembran hervor und vermitteln die virale Adsorption und Penetration der
Wirtszelle. Neben diesen strukturellen Komponenten sind die virale Integrase (p40™) sowie

das Protease-Reverse Transkriptase/RNaseH-Polyprotein (p85™< R/RN

) integrale Bestandteile
der Viruspartikel. Diese fiir die virale Replikation essentiellen enzymatischen Proteine
werden aus dem mehrere Domidnen umfassenden Pol-Vorldauferprotein (pr127P°1)

autokatalytisch prozessiert (Linial und Weiss 2001; Delelis et al. 2004; Rethwilm 2005).
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Abb. 2: Morphologie des FV-Virions

(LP) Leaderpeptid; (SU) externes Glykoprotein; (TM) transmembranéres Glykoprotein;
(IN) Integrase; (PR-RT/RN) Protease-Reverse Transkriptase/RNaseH.
Die Darstellung wurde schematisch und nicht maBstabsgetreu abgebildet.



Einleitung

Im Gegensatz zu den Orthoretrovirinae enthalten infektiose FV-Partikel betrichtliche
Mengen bereits revers-transkribierter, linearer genomischer DNA, wie es auch fiir die
Hepadnaviren beschrieben wurde. Die fiir alle Retroviren charakteristische reverse Trans-
kription der viralen RNA in DNA, die der proviralen chromosomalen Integration vorausgeht,
findet bei den FV schon wihrend der Partikelassemblierung und dem Budding in der virus-
produzierenden Zelle als spéter Schritt der Virusreplikation statt (Moebes et al. 1997; Yu et
al. 1999; Roy et al. 2003). Diese einzigartige Replikationsstrategie war ein wesentlicher

Grund, die FV in die Unterfamilie der Spumaretrovirinae einzuordnen (Rethwilm 2005).

1.2.3 Genomorganisation und Genexpression bei Foamyviren

Unter den Retroviren besitzen die FV die lingsten Genome - so belduft sich die GroBe des
proviralen dsDNA-Genoms von PFV auf 13,2kbp. Dennoch ist die genomische Organisation
von FV typisch fiir komplexe Retroviren (Linial 2007; Rethwilm 2005, 2007 und 2010). Auf
proviraler Ebene werden die codierenden Regionen von regulatorisch wichtigen
Kontrollsequenzen, die als long terminal repeats (LTR) bezeichnet werden, flankiert. Die
beiden identischen FV-LTR-Sequenzbereiche werden im Verlauf der reversen Transkription
generiert und bestehen aus den Regionen U3, R und U5 (Maurer et al. 1988). Die codierenden
Regionen setzen sich aus den drei charakteristischen retroviralen Genen gag, pol und env
zusammen. Dabei codiert der gag-Bereich die foamyviralen Strukturproteine und der pol-
Bereich die Enzyme der viralen Replikation (Protease, Reverse Transkriptase/RNaseH,
Integrase). Die glykosylierten Membranproteine werden vom env-Bereich codiert. Diese
viralen Gene sowie die genomische RNA werden vom 5'LTR-U3-Promotor ausgehend
transkribiert, wobei fiir jedes Gen eine individuelle subgenomische mRNA synthetisiert wird.
Die hieraus resultierende unabhéngige Expression von Gag- und Pol-Proteinen ist ein Allein-
stellungsmerkmal von FV innerhalb der Retroviren (Enssle et al. 1996; Jordan et al. 1996).
Parallel zu den gag-, pol- und env-Bereichen konnten im FV-Genom noch zusitzliche
Sequenzbereiche identifiziert werden, die fiir die beiden akzessorischen Nichtstrukturproteine
Bet und Tas codieren und deren Expression durch einen internen Promotor (IP) reguliert wird.
Der IP ist innerhalb des env-Gens lokalisiert und weist eine hohe konstitutive Aktivitit auf,
die zur Synthese von Tas (36kDa) und Bet (60kDa) fiihrt (Lochelt 2003). Das Tas-Protein
transaktiviert den LTR-U3-Promotor, der in Abwesenheit von Tas transkriptionell inaktiv ist
und verstirkt daneben seine eigene Expression iiber die Bindung an den IP (Lochelt 2003).
Der molekulare Mechanismus der Transkriptionsaktivierung ist nicht bekannt, gleichwohl

konnte kiirzlich gezeigt werden, dass eine Acetylierung von Tas durch die zelluldre Histon-



Einleitung

Acetyltransferase PCAF zu einer verstirkten Bindung an die Promotoren und einer
gesteigerten FV-Transkription fiihrt (Bodem et al. 2007). Fiir das Bet-Protein wurde hingegen
jiingst eine antagonisierende Funktion zu zelluliren APOBEC3-Proteinen beschrieben, die
ihrerseits eine bedeutende Rolle bei der intrinsischen zelluldren Immunantwort einnehmen
(Russel et al. 2005; Perkovic et al. 2009). Die APOBEC3-Proteinfamilie ist gemeinsam mit
dem potenten Restriktionsfaktor Tetherin, alias BST-2, und TRIMS5a ein wichtiger
Bestandteil der angeborenen antiviralen Immunitit (Yap et al. 2008; Jouvenet et al. 2009;

Perkovic et al. 2009).
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Abb. 3: FV-Genomorganisation

und Prozessierung der viralen Proteine Gag, Pol und Env

Die obere Abbildung stellt die Genomorganisation von FV schematisch dar. Die beiden long terminal
repeats (LTR) setzen sich aus den Sequenzelementen U3, R und U5 zusammen und flankieren die
offenen Leserahmen fiir die gruppenspezifischen Antigene (gag-Proteine), die Enzyme (pol-Gen-
produkte) und die Membranproteine (env). Der interne Promotor (IP) reguliert die Expression der
akzessorischen Proteine Tas und Bet. Das Tas-Protein (36kDa) transaktiviert den LTR-U3-Promotor
iiber Bindung an BRE-Sequenzen und verstirkt daneben die Aktivitit des IP (,,positive feedback
loop*). Das Bet-Protein wird von einer doppelt gespleifiten mRNA translatiert und weist eine immun-
modulatorische Funktion (APOBEC3-Antagonist) auf. Die zwei horizontalen, nach rechts gerichteten
Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an (modifiziert nach Trobridge 2009).

Die untere Abbildung zeigt die translatierten FV-Polyproteine, die aus individuell transkribierten
mRNAs synthetisiert werden. Die virale Protease (PR) spaltet bei 50-75% aller Gag-Proteine ein 3kDa
Fragment C-terminal ab. Das Pol-Vorlduferprotein (pr127°") beinhaltet die virale Protease (PR), die
reverse Transkriptase/RNaseH (RT/RN) und die virale Integrase (IN). Die Spaltung zwischen RT und
IN erfolgt autokatalytisch. Das Env-Hiillprotein wird iiber die Aktivitit zelluldirer Furin-dhnlicher
Proteasen prozessiert. Dabei wird Env in eine Oberflichenuntereinheit (SU) sowie eine Trans-
membranuntereinheit (TM) prozessiert. N-terminal wird ein Leaderpeptid (LP) abgespalten. Das Env-
Hiillprotein wird posttranslational im endoplasmatischen Retikulum an 15 Stellen N-glykosyliert. Die
vertikalen Pfeile deuten die Proteaseschnittstellen an (Rethwilm 2005 und 2007).
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Weiterhin konnten in der genomischen FV-RNA cis-aktive Sequenzmotive (CAS)
identifiziert werden, die fiir die virale Replikation (reverse Transkription und Partikel-
assemblierung) essentiell sind. Diese spezifischen funktionellen Domédnen umfassen eine
Primer-Bindestelle (PBS) fiir tRNA"Y® ', die stromabwirts vom proviralen 5'LTR lokalisiert
ist und als Initiator der Erststrang-DNA-Synthese bei der reversen Transkription dient
(Maurer et al. 1988). Weitere wesentliche Elemente fiir die Replikation beinhalten einen Poly-
purintrakt (3'PPT), der stromaufwirts angrenzend am proviralen 3'LTR liegt und einen
zusdtzlichen Polypurintrakt (cPPT), der innerhalb des pol-Gens liegt (Tobaly-Tapiero et al.
1991; Delelis et al. 2004). Daneben wurden palindromische Sequenzabschnitte (DLS: SI, SII
und SIII) benachbart zum proviralen 5'LTR identifiziert, die in die virale RNA-Dimerisierung
involviert sind (Cain et al. 2001; Yu et al. 2007). SchlieBlich konnte ein zusétzliches cis-
aktives Sequenzmotiv (CASII), welches fiir die Partikelassemblierung bedeutsam ist, im pol-
Gen gefunden werden (Erlwein et al. 1998; Heinkelein et al. 1998; Wiktorowicz et al. 2009).
Fiir die genomische RNA wird diesbeziiglich eine Funktion als Briickenmolekiil zwischen

Gag- und Pol-Vorlduferproteinen diskutiert (Peters et al. 2005; Rethwilm 2007).

1.2.4 Replikation der Foamyviren

Foamyviren weisen in vitro einen sehr breiten Zelltropismus auf und kénnen in einer Vielzahl
von Zelltypen unterschiedlicher Spezies replizieren (Hill et al. 1999). Weil dariiber hinaus
noch keine vollstandig refraktire Sdugetierzelle gefunden werden konnte, wird vermutet, dass
ein bisher nicht identifiziertes, ubiquitdr vorkommendes Molekiil in der Zellmembran die
virale Adsorption ermoglicht (Rethwilm 2005; Trobridge 2009). Die Penetration der
Wirtszelle erfolgt tiber einen pH-abhidngigen endocytotischen Aufthahmeweg (Picard-Maureau
et al. 2003). Intrazelluldr wird das Virus durch Prozessierung von Gag disassembliert und der
gebildete Préintegrationskomplex (PIC) {iber eine Interaktion mit dem mikrotubuldren Netz-
werk zum Zellkern transportiert (Delelis et al. 2004; Lehmann-Che et al. 2005). An der
nukledren Translokation des PIC ist die virale Integrase mafigeblich beteiligt (Lo et al. 2010).
Im Zellkern findet die Integration der viralen DNA in das Wirtszellchromosom statt - die
Reaktion wird durch die virale Integrase katalysiert. Das integrierte Provirus dient fortan als
Template fiir die Transkription genomischer und subgenomischer mRNA-Spezies. In der
Friihphase ermdglicht die starke Basalaktivitidt des internen Promotors (IP) die Expression
von Tas, das zunichst seine eigene Synthese vom IP verstirkt. Nachdem die Expression von
Tas ein bestimmtes Mal3 erreicht hat, wird schlieSlich der 5’LTR-U3-Promotor transaktiviert,

genomische und einfach gespleilliter mRNAs transkribiert und die viralen Enzyme sowie
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Strukturproteine translatiert (Linial 2007; Lochelt 2003). Der nukledre Exportmechanismus
ungespleiBiter oder einfach gespleiliter mRNA-Spezies konnte experimentell noch nicht
abschliefend aufgekliart werden, es mehren sich aber die Hinweise, dass darin strukturelle
RNA-Motive (als FREE bezeichnet), das RNA-Bindemolekiil HuR, als auch die
Adaptermolekiile ANP32A und B involviert sind (Rethwilm 2010; Bodem et al. 2011). Die
Partikelmorphogenese findet im Cytoplasma statt - gleichwohl konnte die Assemblierung der
Capside, insbesondere die Inkorporation der Pol-Proteine, noch nicht vollstindig
charakterisiert werden (Rethwilm 2010). Vor der Freisetzung von der Wirtszelle assoziieren
die Capside entweder an internen Membranen des endoplasmatischen Retikulums oder der
Plasmamembran mit den glykosylierten Env-Membranproteinen. Dafiir ist eine spezifische
Interaktion zwischen Gag- und Env-Proteinen notwendig (Linial 2007; Rethwilm 2007). In
Abwesenheit von Env erfolgt kein Budding (Pietschmann et al. 1999). Da die reverse
Transkription als spéter Schritt der Replikation beschrieben wurde, enthalten die Partikel
bereits genomische DNA, was deren intrazelluldre Retrotransposition ermdglicht und zu einer

Anhidufung weiterer Proviren im Zellgenom fithren kann (Heinkelein et al. 2000 und 2003).
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Abb. 4: Schematischer Uberblick des foamyviralen Replikationszyklus

Die virale genomische DNA wird durch einen weillen Kasten symbolisiert, virale genomische RNA
ist rot dargestellt. Eine detaillierte Erkldrung ist im Text ausgefiihrt. (RT) reverse Transkription.
(modifiziert nach Delelis et al. 2004)
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1.2.5 Foamyvirale Vektoren fiir die Gentherapie

Wie bereits beschrieben, sind FV in der menschlichen Population weder endemisch, noch mit
Erkrankungen bei akzidentellen Infektionen assoziiert. Gleichwohl haben diese Viren im
Laufe ihrer Evolution effiziente Wege entwickelt, ihr Genom stabil in Wirtszellen einzu-
bringen und bieten infolgedessen prinzipiell eine exzellente Plattform fiir die Konstruktion
sicherer und effektiver Vektorsysteme fiir den somatischen Gentransfer. Virale Vektoren
wurden auf Basis molekularer Klone von SFV-1 (Simian Foamy Virus 1), FFV-1 (Feline
Foamy Virus 1) sowie PFV entwickelt (Rethwilm 2007; Trobridge 2009). Bei der ersten
Generation foamyviraler Vektoren wurde das Transgen in den bet-ORF insertiert. Diese
replikationskompetenten Systeme offenbarten das grundsitzliche Potential von FV-Vektoren
(Schmidt und Rethwilm 1995) und ebneten den weiteren Weg, der nachfolgend zur
Entwicklung replikationsdefizienter Vektoren fiithrte. Das zunehmende Verstindnis von den
molekularen Grundlagen der foamyviralen Genexpression und Verpackung machte es
moglich, replikationsdefiziente, selbstinaktivierende (SIN) Vektorsysteme mit minimalen cis-
aktiven Sequenzmotiven zu konstruieren, die gegenwirtig bis zu 9,2kbp Aufnahmekapazitét
fiir fremde DNA aufweisen (Trobridge et al. 2002; Heinkelein et al. 2002; Wiktorowicz et al.
2009). In diesen Vektoren wurden spezifische Deletionen in nicht-essentiellen Bereichen von
gag, pol und env eingefiihrt, die fiir die Verpackung der Vektoren in trans zur Verfiigung
gestellt werden miissen. Dariliber hinaus wurden Promotor- und Enhancer-Elemente in der
U3-Region entfernt. Fiir die Tas-unabhéngige Synthese von Vektortranskripten wurde der
5’LTR-U3-Promotor gegen den konstitutiven CMV-Promotor ausgetauscht. Solche FV-
Vektoren werden gegenwirtig in der etablierten HEK-293T Zelllinie durch transiente
Transfektion eines Vektorplasmids mit drei verschiedenen Helferplasmiden, die fiir gag, pol
und env codieren, verpackt und konnen durch Ultrazentrifugation ohne signifikanten
Infektiosititsverlust zu hohen Titern von mehr als 107 infektidsen Partikeln pro ml
konzentriert werden. Die Entstehung replikationskompetenter Rekombinanten wird als nicht
gegeben betrachtet (Rethwilm 2007; Vassilopoulos und Rethwilm 2008; Trobridge 2009). Die
Abbildung [5] stellt ein fortgeschrittenes FV-Vektorplasmid der aktuellen Generation

reprasentativ dar.
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Abb. 5: Schematische Darstellung eines foamyviralen SIN-Vektors

Die Abbildung zeigt ein FV-Vektorplasmid. Die Regionen von gag, po/ und env wurden bis auf die
cis-aktiven Sequenzmotive (CAS I und CAS II), die fiir Propagation und Transduktion essentiell sind,
deletiert. FV-Vektortranskripte werden vom konstitutiven CMV-IE-Promotor ausgehend synthetisiert,
am 5’-Ende der R-Region mit einer Cap-Gruppe modifiziert und am 3’-Ende polyadenyliert. Im
3’LTR-Sequenzbereich wurde der U3-Promotor deletiert, was eine weitere Synthese von FV-Vektor-
transkripten nach reverser Transkription und Integration ins zellulire Genom verhindert. Die
Transgenexpression wird durch einen individuellen Promotor innerhalb des FV-Vektors reguliert. Der
horizontale Pfeil zeigt Start und Richtung der FV-Transkription an. Die Darstellung wurde
schematisch und nicht maBstabsgetreu abgebildet. (modifiziert nach Trobridge 2009)

FV-Vektoren sind gegeniiber humanem Serum resistent (Russel et al. 1996) und kénnen eine
Vielzahl von Zelltypen erfolgreich transduzieren (Hill et al. 1999). Demgegeniiber zeigen die
Vektoren jedoch eine Zellzyklusabhangigkeit, wobei die provirale Integration in der Go/G-
Phase blockiert ist und eine Mitose erforderlich macht (Patton et al. 2004; Trobridge et al.
2004). Die Integration scheint dabei nicht von der Aufldsung der Kernmembran, sondern
vielmehr von der Derepression zelluldrer Faktoren wéhrend der Mitose abzuhidngen (Lo et al.
2010). Desweiteren weisen FV-Vektoren ein vorteilhafteres Integrationsprofil als lentivirale
oder gammaretrovirale Vektoren auf (Trobridge et al. 2006; Nowrouzi et al. 2006 und 2011).
In diesem Zusammenhang sind die endstindigen transkriptionell nicht-aktiven LTR-Bereiche
eine weitere positive Eigenschaft der FV-Vektoren (Rethwilm 2007; Trobridge 2009). In
mehreren Publikationen konnte eine hohe Transduktionseffizienz FV-Vektoren in
pluripotenten CD34'-héimatopoetischen Stammzellen (HSC), die aus Nagetieren, Hunden,
Primaten oder dem Menschen stammten, nachgewiesen werden (Hirata et al. 1996;
Vassilopoulos et al. 2001; Josephson et al. 2002; Kiem et al. 2007). Gharwan et al. (2007)
beschrieben die Transduktion von humanen sowie aus Primaten stammenden embryonalen
Stammzelllinien. Rothenaigner et al. (2009) konnten hingegen neurale humane und murine
Stammezelllinien mit FV-Vektoren erfolgreich transduzieren. In einer priklinischen HSC-
Gentherapiestudie an Hunden mit Leukozyten-Adhédsions-Defizienz (LAD) konnte das
Potential von FV-Vektoren demonstriert werden. LAD, eine lebensbedrohliche Immun-
defizienz, wird durch eine Mutation im /7GB2-Gen (CD18), einer Integrin-Untereinheit,
hervorgerufen. In einem ex vivo Ansatz wurden autologe canine HSC mit einem CDI8-
exprimierenden FV-Vektor transduziert und den Tieren nach einer non-myeloablativen
Behandlung reinfundiert. Bei vier LAD-Hunden konnte ein wildtypischer immunologischer

Phanotyp erreicht werden, der flir mehr als zwei Jahre stabil war (Bauer et al. 2008).
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1.3 Adenoviren

Adenoviren (Ad), die zur Familie der Adenoviridae gehoren, wurden Mitte des zwanzigsten
Jahrhunderts erstmalig aus adenoidem Gewebe respiratorisch erkrankter Personen isoliert und
sind weltweit mit hoher Prdvalenz verbreitet (Rowe 1953; Hilleman und Werner 1954).
Neben den Adenoviren des Menschen konnten Adenoviren unter anderem aus Fischen,
Reptilien, Amphibien, Végeln, oder verschiedenen Sdugetierspezies wie Hunden, Schweinen
und Pferden isoliert werden (Benkoe und Harrach 2004). Es werden mehr als 100
serologische Formen unterschieden, die gegenwiértig in vier Genera eingeteilt werden. Unter
den Adenoviren der Sdugetiere (Genus Mastadenovirus) gibt es bis heute 51 identifizierte
humanpathogene Serotypen, die sowohl lytische als auch persistierende Infektionen
hervorrufen konnen. Die Vielzahl der durch Adenoviren verursachten Krankheitsbilder
umfasst okulére, respiratorische und gastrointestinale Erkrankungen, aber auch dariiber hinaus
Harnwegsinfektionen, Hepatitis und Meningoenzephalitis (Ubersicht in: Shenk 2001).
Basierend auf der Onkogenitdt in Nagetieren und weiteren Kriterien (z.B. Himagglutinations-
verhalten, Genomhomologie, Grof3e der Capsidproteine) werden die humanpathogenen Sero-
typen in sechs Subgenera (A bis F) eingeteilt. Die adenovirale Replikation zdhlt zu den am
besten studierten Virus-Wirtszell-Interaktionen. So fiihrte die Untersuchung der adenoviralen
Genexpression im Jahre 1977 zur Entdeckung des RNA-Spleiflens. Dabei zdhlen die human-
pathogen Serotypen Ad2 und AdS5 des Subgenus C zu den am besten charakterisierten
Vertretern unter den Adenoviren (Horwitz 2001; Shenk 2001; Modrow et al. 2003; Mahy und
van Regenmortel 2010).

1.3.1 Morphologie und Genom der Adenoviren

Adenoviren sind nicht-umhiillte Partikel mit einem Durchmesser von 70-100nm und weisen
eine ikosaedrische Struktur auf. Die Capside setzen sich primér aus Hexon-, Penton- und
Fiberproteinen zusammen. Dabei werden die zwanzig lkosaederseitenflachen von insgesamt
240 Hexonen gebildet, von denen jedes ein Homotrimer des adenoviralen Hexonproteins pll
ist. Mit den Hexonen sind die Proteine pVI, pVIII und pIX assoziiert, die eine stabilisierende
Wirkung auf das Gitter der Hexoncapsomere haben. Ferner scheinen die Proteine pVI und
pVII das Capsid mit dem inneren Nucleoproteinkomplex zu verbinden (Shenk 2001). Die
Ecken des Capsids werden von zwdlf Pentonen gebildet, wobei jedes Penton aus einem
Pentonbasis- und einem Fiberproteinanteil besteht. Die Pentonbasis wird aus Homo-
pentameren des adenoviralen Pentonproteins plll gebildet. Mit jeder der zwdlf Pentonbasen

ist ein homotrimeres Fiberprotein verbunden, das aus dem adenoviralen Protein pIV
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aufgebaut ist und an jeder Ecke des Capsids 9 bis 30nm hervorragt. Mit Ausnahme von Ad40
und Ad41, die zwei Fiberproteine codieren, codieren alle humanen Serotypen fiir ein Fiber-
protein (Kidd et al. 1993). Die terminale globuldre Doméne (Knopfregion) des homotrimeren
Fiberproteins vermittelt dabei die primédre Adsorption des Adenovirus an den zelluldren
Rezeptor, der als Coxsackievirus und Adenovirus Rezeptor (CAR) bezeichnet wird und ein
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie ist. Der CAR wird von allen bekannten
humanpathogenen Serotypen, bis auf Adenoviren des Subgenus B, als primérer Rezeptor
verwendet (Roelvink et al. 1998). Das Innere des Partikels enthélt einen Nucleoprotein-
komplex, der aus dem linearen 32-38kbp dsDNA-Genom und den Core-Proteinen pV und
pVII besteht. Die beiden 5-Enden der genomischen DNA sind kovalent mit dem terminalen
Protein verkniipft, das wihrend der DNA-Replikation als Primer fungiert (Horwitz 2001;
Shenk 2001; Modrow et al. 2003; Mahy und van Regenmortel 2010).

Core-Protein (V) @
Core-Protein (VII) ¢«

Fiberprotein (IV) /

genom. DNA —

Hexonprotein (II) D

Pentonprotein (I1) ®
Protein VI 0
Protein X A

terminales Protein .

Abb. 6: Aufbau eines Adenovirus mit seinen wichtigsten Strukturmerkmalen
(vereinfacht nach San Martin und Burnett 2004)

Die allgemeine genomische Organisation sdmtlicher Adenoviren ist &hnlich. Die lineare
doppelstrangige DNA wird dabei in 100 gleich groe Kartierungseinheiten, die als map units
bezeichnet werden, unterteilt. An beiden Enden der genomischen DNA liegen inverse
terminale Repetitionen (ITR) von 100-140bp Lange, mit den Polymerasebindungssequenzen
fiir den Start der DN A-Replikation, gefolgt vom cis-agierenden Verpackungssignal V. Dieses

sorgt fiir die Interaktion der viralen genomischen DNA mit den verpackenden Proteinen bei
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der Assemblierung der Viruspartikel. Beide DNA-Stringe codieren fiir Proteine. Das Genom
beherbergt dabei flinf frithe (early) Transkriptionseinheiten (E/4, E1B, E2, E3 und E4), zwei
verzogert frithe (delayed early) Transkriptionseinheiten (/X und /Va?2) und eine spéte (major
late) Transkriptionseinheit, die ihrerseits in fiinf Gruppen spater mRNAs (L7 bis LJ5) prozes-
siert wird. Die frithen Gene codieren fiir Proteine, die in die Regulation der viralen und
zelluldren Genexpression und die Replikation der viralen DNA involviert sind, oder immun-
modulatorische Eigenschaften aufweisen, wohingegen die spit exprimierten Gene fiir adeno-
virale Strukturproteine codieren. (Horwitz 2001; Shenk 2001; Modrow et al. 2003; Mahy und
van Regenmortel 2010).

1.3.2 Replikation der Adenoviren

Der adenovirale Replikationszyklus dauert in HeLLa Zellen 20-24 Stunden und beginnt mit der
Fiberprotein-vermittelten Adsorption der Viruspartikel an den primédren Rezeptor. Fiir die
Internalisierung der Virionen ist eine weitere Protein-Protein-Interaktion notwendig. Hierzu
binden die Pentonbasisproteine iiber eine arg-gly-asp-Aminosduresequenz (RGD-Motiv) an
Integrine der Zellmembran (avfi, avPs, ayPs oder azP;), die als Internalisierungsrezeptoren
eine clathrinvermittelte Endocytose der Virionen auslosen. Durch die endosomale
Ansduerung und die virale L3-Cysteinprotease kommt es zur Freisetzung der Virionen ins
Cytoplasma. Das Capsid wird schrittweise im Laufe des gesamten Internalisierungsprozesses
abgebaut, dabei spielen Dissoziations- und proteolytische Vorginge eine bedeutende Rolle.
Uber mikrotubulire Transportmechanismen werden die viralen Restpartikel zum Zellkern
befordert. Dort gelangt die adenovirale DNA {iber Kernporen schlieBlich in den Zellkern und
verbleibt dort episomal. Die nun stattfindende adenovirale Genexpression wird in drei Phasen
eingeteilt. Die frithe (early), die verzogert frithe (delayed early) und die spéte (late) Phase.
Das erste Gen, das ungefdhr 3-5 Stunden nach der Infektion der Wirtszelle exprimiert wird, ist
das EI1A4-Gen, dessen Genprodukt transaktivierend auf die Expression der anderen frithen
Gene EIB, E2A, E2B, E3 und E4 wirkt und eine Expressionskaskade dieser Gene einleitet.
Zusammen mit dem E1B-Protein ist das E1 A-Protein auch an der Zelltransformation beteiligt.
Letztere Funktion fiihrt dazu, dass infizierte Zellen, die sich zum Zeitpunkt der Infektion in
der Go-Phase des Zellzyklus befinden, in die S-Phase des Zellzyklus eintreten und
proliferieren. Die E2-Region codiert fiir virale Proteine, die fiir die DNA-Replikation bendtigt
werden. Hierzu gehdren eine DNA-Polymerase, ein Bindeprotein fiir einzelstringige DNA
und das Vorlduferprotein des terminalen Proteins. Die Genprodukte der FE3-Region

reprimieren die Immunantwort des infizierten Organismus. Das glykosylierte 19kDa-Protein
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der E3-Region verhindert so zum Beispiel die Translokation der MHC-I Molekiile an die
Zelloberflache, wodurch das wirtseigene Immunsystem umgangen wird. Ein weiteres Protein
der E3-Region (E3-14,7K) verringert die Empfindlichkeit der Zellen fiir TNF-a-vermittelte
Apoptose. E4-Genprodukte sind unter anderem in Kooperation mit viralen (E1A, E1B) und
zelluldren Proteinen an der Regulation der spéten viralen Genexpression beteiligt. Sie
bewirken eine verstdrkte Expression viraler mRNA bei gleichzeitiger Unterdriickung der
wirtseigenen Transkription. Zudem fordern die Genprodukte der £4-Region den Transport der
viralen mRNA in das Cytoplasma und hemmen gleichzeitig den Export zelluldrer Transkripte
(Ubersicht in: Shenk 2001). Die semikonservative Replikation des DNA-Genoms startet
ungefdhr 5-6 Stunden nach Beginn der Infektion und findet fortlaufend bis zum Tod der
Wirtszelle statt. Die Genomvermehrung ist dabei abhingig von den inversen terminalen
Repetitionen (ITR) an den Enden der DNA, die als cis-aktive Elemente wirken, und den
5’-kovalent gebundenen terminalen Proteinen, die als Primer fiir die Initiation der DNA-
Synthese dienen. SchlieBlich wird die Expression der spéten viralen Gene der major late
Transkriptionseinheit (MLTU), die durch den ,major late promoter” gesteuert werden,
eingeleitet. Wahrend der spiaten Phase der Infektion werden durch alternatives Spleifien eines
28kbp-RNA-Primirtranskripts mindestens 20 verschiedene mRNA-Molekiile prozessiert, die
in fiinf Gruppen (L1 bis L5) eingeteilt werden. Die mRNAs der MLTU haben an ihren
5’-Enden eine gemeinsame 200bp-umfassende nicht-codierende tripartite leader Sequenz, die
eine Translationsinitiation unabhédngig vom Cap-Binding Protein (CBP) Komplex (elF-4F)
ermoglicht (Dolph et al. 1990; Akusjérvi und Stévenin 2004). Die Gene der MLTU codieren
dabei fast ausschlieBlich fiir Strukturproteine (z.B. Capsomere, Fiberproteine, Core-Proteine),
die fiir die Assemblierung der Viruspartikel erforderlich sind. Die Strukturproteine werden in
den Zellkern transportiert, wo anschlieBend der Zusammenbau infektioser Virionen
stattfindet. Bei der Capsidverpackung spielt das Verpackungssignal ¥ am linken ITR eine
entscheidende Rolle. Der intranukledre Zusammenbau infektidser Virionen beginnt etwa 8h
nach der Infektion und fiihrt zur Bildung von 10*-10° Nachkommenvirionen pro Zelle. In der
Spatphase der Infektion erfolgt die Induktion der Apoptose, begleitet von der Freisetzung der
neusynthetisierten Virionen. An der Apoptoseinduktion ist unter anderem das Protein
E3-11,6K (adenovirus death protein) wesentlich beteiligt, das wihrend der spiten Phase der
Infektion intrazelluldr akkumuliert wird (Tollefson et al. 1996). (Horwitz 2001; Shenk 2001;
Modrow et al. 2003; Volpers und Kochanek 2004; Mahy und van Regenmortel 2010).
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1.3.3 Adenovirale Vektoren fiir die Gentherapie

Neben retroviralen Vektoren zdhlen adenovirale Vektoren (AdV) gegenwirtig zu den am
hiufigsten eingesetzten viralen Vektorsystemen in Studien zur somatischen Gentherapie
(Thomas et al. 2003). So wurden bis zum Jahr 2011 in bislang 1714 weltweit registrierten
klinischen Gentherapiestudien 23,7% mit AdV und 20,5% mit retroviralen Vektoren
durchgefiihrt (J Gene Med. 2011, Stand: Juni 2011). Die zugrunde liegenden Adenoviren
erfiillen dabei einige wichtige Kriterien, die sie fiir den Einsatz als Gentransfervektoren
besonders priadestinieren. So dienten Adenoviren seit ihrer Entdeckung 1953 in der Grund-
lagenforschung als Modelsysteme zur Kldrung zahlreicher zellbiologischer und molekular-
biologischer Fragestellungen. Thre Molekularbiologie, insbesondere der humanpathogenen
Serotypen Ad2 und AdS, wurde intensiv erforscht und gilt als gut charakterisiert. Bei der
Entwicklung von Gentransfervektoren auf Adenovirusbasis wird die hocheffiziente
Translokation der genomischen DNA in den Zellkern, der breite Tropismus fiir
unterschiedliche Zelltypen, insbesondere das Potential postmitotische, ruhende Zellen zu
infizieren, sowie die relativ geringe Pathogenitdt ausgenutzt (Danthinne und Imperiale 2000;
Imperiale und Kochanek 2004). Da Adenoviren zudem leicht zu manipulieren sind und der
Gentransfer im Vergleich zu anderen eingesetzten viralen Vektorsystemen sehr hoch ist,
hielten sie Thomas et al. (2003) fiir das Mittel der Wahl fiir gentherapeutische Applikationen.
Desweiteren werden adenovirale Vektoren als sichere Alternative zu retroviralen Vektoren
betrachtet, weil ihre genomische DNA reguldr nicht ins zellulire Genom integriert wird
(p £ 1:1000 bis 1:100000) und das Risiko insertionaler Mutationen dadurch vergleichsweise
gering ist (Harui et al. 1999). Nicht zuletzt konnen adenovirale Vektoren in permissiven

Zelllinien hochtitrig angeziichtet werden (10'% bis 10" Vektoren pro ml).

1.3.3.1 Adenovirale Vektoren der ersten und zweiten Generation
und onkolytische Adenoviren

Bei den AdV der ersten Generation wurde die £E/-Region durch das therapeutische Transgen
substituiert. Aufgrund des Verlusts der E1-Transaktivatorfunktion weisen diese Vektoren eine
Replikationsdefizienz auf. Fiir die Amplifikation und Assemblierung E/-deletierter Vektoren
muss die El-Funktion durch eine komplementierende Verpackungszelllinie, wie die 1977
etablierte HEK-293 Linie, in trans zur Verfiigung gestellt werden (Graham und Prevec 1995).
Zur Erhohung der Aufnahmekapazitit fiir fremde DNA von maximal 5,1kbp wurde bei
manchen Vektoren noch die E3-Region deletiert, wobei sich die Gesamtkapazitit dieser

Vektoren auf 8,2kbp vergroBerte (Danthinne und Imperiale 2000). Obwohl E/-deletierte
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Vektoren in vivo theoretisch replikationsdefizient sind, findet eine basale Expression der
verbliebenen viralen Gene statt. Diese Eigenschaft der Vektoren ihre genomische DNA zu
replizieren und die spédten Gene zu exprimieren, wird dabei unter anderem dem zelluldren
Transkriptionsfaktor E2F zugeschrieben, der eine Genexpression der £E2-Region ermdglicht
(Kovesdi et al. 1986). Die Nachteile dieser Vektoren wurden letztlich in diversen Studien
deutlich. Die basale Expression viraler Gene kann starke zytotoxische T-Zellimmunantworten
gegen die transduzierten Zellen induzieren, was Entziindungsreaktionen und eine verkiirzte
Expressionsdauer des Transgens zur Folge hat (Yang et al. 1994; Dai et al. 1995; Lusky et al.
1998). Die Applikation eines AdV der ersten Generation in einem Gentherapieversuch zur
Behandlung des Ornithin-Transcarbamylase-Mangels (OTC-Defizienz), einem Enzymdefekt
im Harnstoffzyklus, fithrte 1999 zum Tod eines Probanden, nachdem eine schwere
systemische Entziindungsreaktion (SIRS) aufgetreten war (Raper et al. 2002). Um diese
immunologischen Einschrankungen zu umgehen, wurden bei den adenoviralen Vektoren der
zweiten Generation zusitzlich Deletionen in den E2- und E4-Regionen eingefiihrt. Dadurch
konnte die Klonierungskapazitdt adenoviraler Vektoren auf bis zu 14kbp vergroBBert werden.
Vektoren der zweiten Generation konnten in manchen Studien eine reduzierte Antigenizitit
in vivo und eine erhohte Persistenz des Transgens zeigen (Gao et al. 1996). Dennoch wurden
die beobachteten Effekte kontrovers diskutiert (Brough et al. 1997). Letztlich konnten die
Zweitgenerationsvektoren die Probleme der Immunogenitit und der eingeschrinkten

Transgenkapazitit nicht vollstindig 16sen (Imperiale und Kochanek 2004; Alba et al. 2005).

Eine Abwandlung der E/-deletierten Vektoren hat zur parallelen Entwicklung selektiv
replizierender onkolytischer Adenoviren (Conditionally replicating adenoviruses, CRADs) fiir
die Tumortherapie gefiihrt. Deren bekanntester Vertreter d//520, alias ONYX-015, ist durch
eine Genmutation in der £7/B-Region, die fiir das 55kDa E1B-Protein codiert, charakterisiert.
Normalerweise vermag E1B-55K das den Zellzyklus regulierende Tumorsuppressorprotein
p53 zu binden und zu inaktivieren, was fiir eine effiziente Replikation der Adenoviren
entscheidend ist. Es konnte gezeigt werden, dass ONYX-015 effizient in Tumorzellen mit
mutiertem p53 repliziert und eine Lyse der Zellen bewirkt, dies in normalen, p53-positiven
Zellen hingegen nicht der Fall ist (Bischoff et al. 1996). Die prinzipielle klinische Wirksam-
keit von ONYX-015 (Khuri et al. 2000) und anderer onkolytischer Adenoviren (CG7060,
Ad5-CD/TKrep) konnte in zahlreichen klinischen Phase I/ II Studien gezeigt werden
(Ubersicht in: Lichtenstein und Wold 2004), die Funktionsweise ist momentaner Gegenstand
der Forschung. Gegenwirtig befinden sich viele onkolytische Adenoviren in der experi-

mentellen Entwicklung und Erprobung und stellen ein mogliches Konzept zur Behandlung
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maligner Tumoren dar (Jiang et al. 2009; Flak et al. 2010; Toth et al. 2010). In China sind
momentan bereits zwei kommerziell verfiigbare onkolytische Adenoviren fiir die Krebs-
behandlung zugelassen. Dabei exprimiert das eine Adenovirus den Tumorsupressor p53 und
wurde 2003 zur Behandlung von Tumoren im Hals-Nasen-Ohren-Bereich unter dem Namen
Gendicine® freigegeben (Peng 2005). Das andere, unter der Bezeichnung H101 vertriebene
Adenovirus, ist hingegen ein E7B-deletiertes Adenovirus und wurde nach einer klinischen

Phase III Studie zur Behandlung von Kopf- und Halstumoren zugelassen (Xia et al. 2004).

1.3.3.2 Adenovirale Vektoren der dritten Generation (HC-AdV)

Die Strategien zur Vektoroptimierung zielten neben einer weiteren Reduzierung der
Immunogenitét auch auf eine Erh6hung der Aufnahmekapazitit fiir fremde DNA und fiihrten
zur Entwicklung der adenoviralen Vektoren der dritten Generation (Kochanek et al. 1996;
Alba et al. 2005). Bei diesen Hochkapazititsvektoren (HC-AdV), die auch als gutless
Vektoren bezeichnet werden, sind alle codierenden viralen Bereiche, bis auf die in cis
wirkenden Sequenzbereiche, die fiir die Verpackung und Replikation der Genome essentiell
sind (ITR und W), deletiert. Hierdurch konnte eine sehr grofle Auftnahmekapazitit fiir fremde
DNA von bis zu 36kbp erreicht werden. Da alle viralen Gene in trans zur Verfiigung gestellt
werden miissen, wird fiir die Propagation der Vektoren neben einer Verpackungszelllinie ein
adenovirales Helfervirus bendtigt. Das Helfervirus muss nach der Vektoramplifikation durch
eine CsCl-Dichtegradientenzentrifugation, entsprechend der unterschiedlichen Dichte der
Partikel, aus der Priparation entfernt werden. Aus diesem Grund ist die HC-AdV-Produktion
gegenwartig mit einem hohen technischen und zeitlichen Aufwand verbunden (Imperiale und
Kochanek 2004; Volper und Kochanek 2004; Alba et al. 2005). In verschiedenen in vivo
Studien zeigten HC-AdV eine deutlich verlédngerte Transgenexpression und eine verminderte
Toxizitdt im Vergleich mit Vektoren der ersten Generation. So konnten Kreppel et al. (2002)
eine eGFP-Langzeitexpression mit HC-AdV {iber die Studiendauer von 6 Monaten am
retinalen Pigmentepithel immunkompetenter Wistar-Ratten beobachten. Bei einem HC-AdV-
vermittelten hepatischen Gentransfer des Gens UGT1A41 in Gunn-Ratten, einem Modelsystem
fiir das Crigler-Najjar-Syndrom, einer seltenen, autosomal-rezessiven Stoffwechselerkran-
kung der Leber, konnten fiir mehr als zwei Jahre stabile Genexpressionen festgestellt werden
(Toietta et al. 2005). In ihrer Publikation von 2009 berichteten Brunetti-Pierri et al. sogar von
einer stabilen hepatischen bAFP-Genexpression, einem sekretierten Markerprotein, in

Pavianen fiir mehr als 900 Tage.

21



Einleitung

Um das Potential adenoviraler Vektoren fiir in vivo Applikationen weiter zu vergrofern,
wurden in den letzten Jahren zunehmend Methoden entwickelt, um ecinerseits den Zell-
tropismus der Vektoren zu beeinflussen (targeting und retargeting Strategien) und anderer-
seits die Immunogenitit der Vektoren zu minimieren, um diese vor zirkulierenden anti-AdV-
Antikdrpern zu schiitzen (stealthing Strategien). Dabei wurden verschiedene Ansétze zur
Modifikation der Capside verfolgt. Strukturelle Anderungen der Capside konnten unter
anderem durch genetische Modifikationen (z.B. Pseudotypsierung) oder durch chemische
Kopplungen synthetischer Polymere (z.B. Polyethylenglykol, poly-HPMA) und Antikorper an
die Capside erzielt werden (Ubersicht in: Campos und Barry 2007).
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Abb. 7: Genomische Organisation von AdS und verschiedenen AdS-abgeleiteten

Vektoren (vereinfacht nach Volpers und Kochanek 2004)

Dargestellt ist die Lage und Transkriptionsrichtung der frithen (E14, EIB, E2, E3, E4) und spiten
(MLTU) Transkriptionseinheiten (A). Adenovirale Vektoren der ersten Generation weisen eine Dele-
tion der frithen £/-Region auf. Ergdnzend wurde zum Teil noch die frithe £3-Region deletiert (B). Bei
Hochkapazititsvektoren der dritten Generation ist die gesamte codierende Virussequenz deletiert und
kann durch grofe heterologe DNA-Fragmente ersetzt werden. Zusétzliche funktionslose Fiill-
sequenzen (Stuffer) erhdhen die Genomgroflie, um eine effiziente Verpackung und Propagation in
adenoviralen Verpackungssystemen zu gewdhrleisten (C). (ITR) inverse terminale Repetitionen; (V)
Verpackungssignal.
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1.3.3.3 Adenovirus-Hybridvektoren

In dem Bestreben nach verbesserten, effizienteren viralen Gentransfersystemen wurden in den
letzten Jahren Hybridvektoren konstruiert, die die Vorteile verschiedener Vektorsysteme
kombinieren sollen (Miither et al. 2009). So sind die Grenzen der somatischen Gentherapie
mit adenoviralen Hochkapazititsvektoren (HC-AdV) darin zu sehen, dass nur in
postmitotischen ausdifferenzierten Geweben wie der Leber, dem Auge oder Gehirn eine
langfristige Transgenexpression erreicht werden kann, wohingegen in teilungsaktiven
Geweben die nicht-integrierenden, episomal vorliegenden HC-AdV-Genome rasch verloren
gehen und daraus transiente Genexpressionen resultieren. Um stabile Transgenexpressionen
zu erreichen, wurden auf HC-AdV-Basis Adenovirus-Lentivirus- (Kubo und Mitani 2003),
Adenovirus-Gammaretrovirus- (MuLV) (Soifer et al. 2002) oder Adenovirus-Retro-
transposon- (Soifer et al. 2001) Hybridvektoren entwickelt. Dariiber hinaus wurden HC-AdV-
AAV-Hybridvektoren konstruiert (Shayakhmetov et al. 2002; Wang und Lieber 2006), die
iiber das AAV Rep68/78- Protein die spezifische Integration eines AAV-ITR flankierten
Transgens in das humane Chromosom 19 ermdglichen. Gallaher et al. (2009) berichteten {iber
ein HC-AdV-EBV-Hybridvektorsystem, das Elemente des Epstein-Barr Virus sowie einen
humanen Replikationsursprung tragt und den Vektoren ein EBV-homologes Latenzverhalten
in proliferierenden Zellen verleiht. SchlieBlich wurden auch schon Foamyvirus-Adenovirus-
Hybridvektoren in der Literatur beschrieben (Picard-Maureau et al. 2004). Die Tetracyclin-
regulierbaren Foamyvirus-Adenovirus-Hybridvektoren dieser Arbeit sollen dabei die Vorteile
von foamyviralen Vektoren (Apathogenitit in vivo;, giinstiges Integrationsmuster im
Vergleich zu anderen retroviralen Vektoren) mit denen der adenoviralen Vektoren (effiziente,
Zellzyklus-unabhéngige Transduktion; Moglichkeit der Capsidmodifikation) fiir in vivo

Applikationen vereinen.
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14 Rheumatoide Arthritis

1.4.1 Pathophysiologie und Bedeutung von Interleukin-1

Die rheumatoide Arthritis (RA) gilt weltweit als die hdufigste systemische Autoimmun-
erkrankung, die primir die peripheren Gelenke und im weiteren Verlauf aber auch andere
Organe betreffen kann. Die Pravalenz betrdgt zwischen 0,5 bis 1,0% der Bevolkerung, wobei
Frauen vier bis neunmal hiufiger betroffen sind als Ménner. Die Erkrankung manifestiert sich
zwischen dem zweiten und sechsten Lebensjahrzehnt. Statistisch gesehen wird die Lebens-
erwartung dabei um fiinf bis zehn Jahre vermindert (Bernhard und Villiger 2001; Wehling
2005). Im Zentrum der RA-Pathologie steht das chronisch entziindete Synovialgewebe des
Gelenks. Anatomisch gesehen stellt das Synovium eine diinne mehrlagige Gewebsschicht aus
Synovialzellen dar, die den Gelenkinnenraum auskleidet und die viskose, reibungsmindernde
Synovialfliissigkeit bildet (Faller und Schiinke 2008). Infolge einer synovialen Hyperplasie
kommt es zur Ausbildung einer charakteristischen Bindegewebswucherung, die als Pannus
bezeichnet wird. Die aus der Entziindung resultierende progressive Gelenksdestruktion kann
schlieBlich zur volligen FunktionseinbuBe des Gelenks fiihren. Trotz intensiver Forschungen
auf dem Gebiet konnten die duBerst komplexen pathogenetischen Mechanismen und Ursachen
der RA noch nicht endgiiltig gekliart werden. Man geht deshalb von einem multifaktoriellen
Krankheitsgeschehen aus, bei dem eine Vielzahl von genetischen und nicht-genetischen
Faktoren eine Rolle spielen. So wird eine familidre Haufung ebenso beobachtet, wie eine 15-
20% Konkordanz bei monozygoten Zwillingen. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte
HLA-Allele (z.B. HLA-DRB1*0401 und HLA-DRB1*0405) bei der Ausprigung der RA
gehduft auftreten (Goronzy und Weyand 2009). Neben einer genetischen Pridisposition
werden unbekannte, exogene Antigene als Ausloser der komplexen Kaskade entziindlicher
Prozesse bei der RA vermutet (Bernhard und Villiger 2001; Wehling 2005). Diskutiert
werden neben viralen (z.B. Epstein-Barr Virus) oder bakteriellen Antigenen, unter anderem
Xenobiotika (z.B. Zigarettenrauch), aber auch verschiedene soziodkonomische Faktoren als

auslosendes Agens (Oliver und Silman 2006).

Letztlich sind an der Pathogenese der RA einerseits in die Gelenke eingewanderte aktivierte
Immunzellen wie T-Zellen, B-Zellen sowie Makrophagen und andererseits geweberesidente,
nichtimmunologische Zellen wie synoviale Fibroblasten (RA-SF), Chondrocyten und Osteo-
klasten involviert. Sie alle sind im entziindeten Gelenk miteinander vergesellschaftet,
beeinflussen sich gegenseitig durch 16sliche Mediatoren (Cytokine) oder direkte Zell-Zell-

Kontakte und bewirken eine Amplifizierung und Chronifizierung der Entziindung
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(Karouzakis et al. 2006). Die Arbeiten der letzten Jahre haben dabei verstiarkt die zentrale
Bedeutung der synovialen Fibroblasten (RA-SF) fiir das Fortschreiten der gelenks-
destruierenden Prozesse bei der RA erkennen lassen. Infolge der zelluliren Aktivierung
zeigen diese Zellen eine Hyperproliferation und entwickeln einen invasiven, tumordhnlichen
Phinotyp. Die durch die RA-SF exprimierten matrixdegradierenden Enzyme und
Entziindungsmediatoren werden fiir die progressive Gelenkdestruktion hauptverantwortlich
gemacht (Miiller-Ladner et al. 2005; Karouzakis et al. 2006; Moritz et al. 2006). Ferner
konnte jiingst an SCID-Mausen gezeigt werden, dass RA-SF von erkrankten Gelenken tiber

den Blutkreislauf in gesunde Gelenke auswandern und so zur systemischen Ausbreitung der

RA fiihren kénnen (Lefévre et al. 2009).

Abb. 8: RA-Patient mit typischer Handdeformation

(Abbildung aus Wikipedia, Copyright freies Foto)
Innerhalb des vielschichtigen Cytokinnetzwerkes konnten TNF-a und IL-1, zwei Cytokine
mit potenter proinflammatorischer Wirkung, als zentrale Mediatoren bei der RA erkannt
werden. TNF-a und IL-1 werden primdr von Makrophagen, aber auch von aktivierten T-
Zellen, Chondrocyten und RA-SF im Gelenk sezerniert (Karouzakis et al. 2006; Barksby et al.
2007). Besonders IL-1 und der natiirlich vorkommende Antagonist IL-1Ra, die in die
Interleukin-1 Familie mit gegenwiértig elf charakterisierten Cytokinen (IL-1FI bis IL-1F11)
eingeordnet werden, sind in den letzten Jahren verstarkt in den Fokus der Forschung geriickt

(Abramson und Amin 2002; Barksby et al. 2007).

Die IL-1 Konzentration im Plasma ist in RA-Patienten signifikant hoher als in gesunden
Personen und korreliert mit der Schwere der Erkrankung (Abramson und Amin 2002). Es
konnte gezeigt werden, dass IL-1 pleiotrope Effekte bei der Pathogenese der RA aufweist und
malgeblich am progressiven Fortschreiten des Gelenkumbaus bei der RA beteiligt ist. So
stimuliert IL-1 die Produktion matrixabbauender, kataboler Enzyme (z.B. Metalloproteinasen

wie Collagenasen, Gelatinasen, oder Stromelysine) und steigert ferner die Synthese von
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entziindungsfordernden Prostaglandinen (PGE;) und Cytokinen in RA-SF. Daneben
reprimiert IL-1 die Expression Apoptose-regulierender Proteine (z.B. Caspase-3 und Bcl-xL)
in RA-SF und tragt so zur Suppression der Apoptose und dem tumorédhnlichen Verhalten bei
(Jeong et al. 2004). Weiterhin reduziert IL-1 die Collagen II- und Aggrecansynthese der
Chondrozyten im hyalinen Knorpel und induziert die Knochenresorption gelenknaher Osteo-
klasten. Daneben fordert es die Migration von Immunzellen ins Gelenk (Barksby et al. 2007).
Auf zelluldrer Ebene vermittelt IL-1 seine pleiotropen biologischen Effekte iiber die Bindung
an den membranstidndigen IL-1 Rezeptor Typ I (IL-1RI), der iiber komplexe intrazellulédre
Signaltransduktionskaskaden unter anderem zur Translokation von NF-kB in den Zellkern
fithrt. Dort induziert NF-xB die Transkription einer Vielzahl von Genen, die an der Kontrolle
der Zellproliferation und Immunantwort beteiligt sind, was somit eine unmittelbare Erklarung
der pathophysiologischen Effekte von IL-1 bei der RA liefert (Martin und Wesche 2002;
Barksby et al. 2007).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation und Hyperaktivierung von
Entziindungszellen sowie die Aktivierung und Proliferation ortsstindiger Zellen in einem
komplexen Pathogeneseprozess zu einer chronisch-entziindlichen Gelenkdestruktion fiihren,

bei der IL-1 eine dominierende Schliisselrolle einnimmt (Abramson und Amin 2002).

L-1>A A U ge<¢IL-IRa

0
ﬁ@ & IL-1RI
00

< Zellkern

0
Aktivierung  Aktivierung Aktivierung  Proliferation
Monocyten- Chondrocyten Osteoklasten  Synovial-
Makrophagen fibroblasten-
Inflammation Knorpel Knochen Pannusbildung
-zerstorung -resorption
Abb. 9: Schematischer Uberblick iiber die Signaltransduktion vom IL-1RI-

Komplex zu NF-kB und proinflammatorische Effekte von IL-1 bei der RA

NF-«kB wird durch IL-1 aktiviert und induziert die Transkription von Genen, die an der Zell-
proliferation, Apoptose sowie an Immunreaktionen beteiligt sind. IL-1Ra bindet am IL-1RI, fiihrt aber
nicht zur Aktivierung der Zelle.
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1.4.2 Blockade von IL.-1 durch IL.-1Ra und somatische Gentherapiestudien

Der natiirlich vorkommende IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1Ra) kann die Bindung von IL-1 an
den IL-1RI kompetitiv inhibieren, wodurch die pathophysiologische Aktivitit von IL-1
neutralisiert wird. Neben drei intrazelluldren Isoformen, deren biologische Funktion bisher
spekulativ ist, kommt IL-1Ra in einer sekretierten extrazelluldren Isoform von 22-25kDa vor
(Arend und Guthridge 2000). Diese biologisch aktive Isoform wird neben Makrophagen oder
neutrophilen Granulocyten auch von Synovialzellen sezerniert (Abramson und Amin 2002).
Bei der RA ist die Konzentration des endogen gebildeten IL-1Ra im Gelenk jedoch zu gering,
um das proinflammatorische IL-1 wirksam zu antagonisieren (Firestein et al. 1994; Fujikawa
et al. 1995). Weil bereits durch wenige IL-1 besetzte Rezeptoren eine biologische Antwort der
Zellen induziert wird (,,spare receptor-Effekt), muss IL-1Ra in zehn- bis einhundertfachem
Uberschuss vorliegen, um die Bindung von IL-1 hinreichend zu blockieren (Abramson und
Amin 2002; Arend und Gabay 2004). Die Bedeutung von IL-1Ra bei der Aufrechterhaltung
der immunologischen Homdoostase sowie bei der Pathogenese der RA konnte unter anderem
im Tierversuch an IL-1Ra-Knockout Médusen mit einem BALB/cA Hintergrund gezeigt
werden. Innerhalb von vier Monaten entwickelten sich bei allen Tieren spontan die typischen

Charakteristika einer RA (Horai et al. 2000).

Nachdem rekombinant hergestelltes, nicht-glykosyliertes humanes IL-1Ra in verschiedenen
klinischen Studien eine gute Wirksamkeit bei der Behandlung der RA demonstrieren konnte,
wurde IL-1Ra im Jahr 2001 als Arzneimittel unter dem Namen Anakinra (Handelsname:
Kineret®) in den USA und ein Jahr spiter als Kombinationstherapie mit Methotrexat auch in
Europa freigegeben (Bresnihan 2002; Cohen et al. 2002; Fleichmann et al. 2003). Kineret®
zahlt zur Gruppe der sogenannten Biologicals und muss aufgrund der kurzen Halbwertszeit
von 4-6 Stunden téglich subkutan injiziert werden (Wehling 2005). Da sich hieraus einerseits
unweigerlich Complianceprobleme entwickeln konnen, andererseits hiufig mit Haut-
reaktionen im Bereich der Injektionsstellen zu rechnen ist (Wehling 2005) und dariiber hinaus
die langfristigen Kosten einer Behandlung mit Kineret® nicht zu unterschitzen sind, wurden
in jiingster Vergangenheit verstiarkt die Moglichkeiten einer somatischen IL-1Ra-Gentherapie

diskutiert (Bessis et al. 2002; Robbins et al. 2003; Evans et al. 2006 und 2009).
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Bei somatischen, gentherapeutischen RA-Behandlungsstrategien kann grundsitzlich zwischen
lokalen und systemischen Ansétzen beziiglich der Applikation des therapeutischen Transgens
unterschieden werden. Den bisher durchgefiihrten praklinischen und klinischen Studien zu
IL-1Ra lagen reguldr lokale Applikationsformen zugrunde. Hierbei ist das Synovium im
Gelenkinnenraum das Zielgewebe des IL-1Ra-Gentransfers. Einerseits ist das Verteilungs-
volumen des sekretierten, kontinuierlich synthetisierten, transgenen IL-1Ra bei einem lokalen
Gentransfer kleiner, wodurch sich ortlich hohere Konzentrationen im Gelenk erzielen lassen,
und andererseits wird das Risiko unerwiinschter systemischer Nebenwirkungen (Transduktion
von Nichtzielgeweben etc.) reduziert (Bessis et al. 2002; Ghivizzani et al. 2002; Robbins et al.
2003; Evans et al. 2006 und 2009).

direkter Ansatz, in vivo indirekter Ansatz, ex vivo

virale Vektoren

e AAV

e Adenovirus
e HSV-I

e Retrovirus

(Lentivirus)
nicht-viraler
Gentransfer

Abb. 10: Maoglichkeiten einer lokalen, intraartikuliren IL-1Ra-Gentherapie

(modifiziert nach Robbins et al. 2003)

Hinsichtlich der lokalen Applikationsform kann wiederum zwischen in vivo Ansétzen, bei
denen das Vektorsystem direkt intraartikulér injiziert wird, und ex vivo Ansitzen differenziert
werden. Bei indirekten ex vivo Ansitzen werden Synovialzellen aus dem Gelenk entnommen,
in vitro kultiviert und nach der Ubertragung des Transgens schlieBlich reimplantiert. Die
transduzierten, autologen Synovialzellen siedeln sich im Synovium an und synthetisieren das
therapeutische Transgen (Otani et al. 1996). Das Verfahren bietet sich fiir virale Vektoren an,
die nur proliferierende Zellen effektiv transduzieren konnen (z.B. gammaretrovirale

Vektoren) (Thomas et al. 2003; Pages et al. 2004).
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In einer der ersten praklinischen Studien konnten Bandara et al. bereits 1993 das protektive
Potential eines IL-1Ra-Gentransfers am Kaninchen zeigen. Dabei wurden den Tieren
Synovialzellen entnommen und mit einem MuLV-Vektor, der den humanen IL-1Ra (hIL-
1Ra) codierte, ex vivo transduziert. Nach Reimplantation der Synovialzellen konnte zum einen
die Expression von hIL-1Ra im Gelenk erfolgreich nachgewiesen werden. Zugleich zeigten
die transplantierten Tiere nach zellvermittelter Stimulation mit humanem IL-1p signifikant
weniger eingewanderte Immunzellen im Gelenk als eine Kontrollgruppe. Weiterhin konnte
der Einfluss des Immunsystems bei der Dauer der Transgenexpression gezeigt werden.
Synovialtransplantationen von Allografts ins Gelenk resultierten in transienten hIL-1Ra-
Expressionen von zwolf Tagen, wohingegen bei Autografts hIL-1Ra-Expressionen von bis zu
flinf Wochen beobachtet wurden. Von é&hnliche Ergebnisse mit einem MuLV-Vektor
berichteten Otani et al. in ihrer Studie von 1996 (Bandara et al. 1993; Otani et al. 1996).

Seitdem wurden diverse virale Vektorsysteme auch nach direkter intraartikuldrer Injektion auf
thre Wirksamkeit im Tierversuch erfolgreich getestet (Evans et al. 2009). So wurden in vivo
Studien mit AAV-Vektoren (Pan et al. 2000; Kay et al. 2009), adenoviralen Vektoren der
ersten Generation (Roessler et al. 1994; Bakker et al. 2001; Hur et al. 2006; Gouze et al.
2007), lentiviralen Vektoren (Gouze et al. 2002 und 2003) und HSV-1 basierenden Vektoren
(Oligino et al. 1999) durchgefiihrt. Um eine sensitive Quantifizierung des intraartikuldr
exprimierten Transgens zu erreichen, das nicht von endogenem IL-1Ra der Versuchstiere
iberlagert wird, codierten die Vektoren dieser publizierten Studien generell fiir den humanen
IL-1Ra. In den Arthritis-Tiermodellen berichteten die Autoren {ibereinstimmend von
protektiven Effekten des xenogenen hIL-1Ra-Transfers. Unabhédngig vom verwendeten
Vektorsystem konnten Transgenexpressionen bei immunkompetenten Tieren allerdings
niemals iiber einen ldngeren Zeitraum als vier bis sechs Wochen nachgewiesen werden
(Evans et al. 2006; Gouze et al. 2007). So stellten Gouze et al. (2002) nach einem lentiviralen
Gentransfer von hIL-1Ra in immunkompententen Wistar-Ratten eine transiente, stetig
abfallende hIL-1Ra-Expression von maximal zwanzig Tagen fest. In immundefizienten
Nacktratten konnten hingegen persistierende und signifikant héhere hIL-1Ra-Expressionen
fiir sechs Wochen beobachtet werden. In ihrer Publikation von 2007 konnten Gouze et al. die
Bedeutung des Immunsystems fiir die Dauer der Transgenexpression experimentell
bestétigen. In dieser Studie applizierten sie in die Kniegelenke immunkompetenter Wistar-
Ratten lentivirale Vektoren (LV) bzw. adenovirale Vektoren (AdV) der ersten Generation, die
einen isogenen 16slichen TNF-a Rezeptor (STNFRII) codierten. Infolge des sTNFRII-

Gentransfers exprimierten die Tiere anfangs deutlich mehr sTNFRII als eine unbehandelte
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Kontrollgruppe. Nach drei Wochen waren in den AdV-behandelten Ratten die sTNFRII-
Spiegel auf das Niveau der Kontrolltiere abgesunken. Aufgrund der basalen Genexpression
viraler Gene der AdV waren die transduzierten Synovialzellen durch zytotoxische T-Zellen
eliminiert worden. In den LV-behandelten Tieren konnten hingegen auch nach einem halben
Jahr gesteigerte sTNFRII-Expressionen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
bewiesen, dass lentivirale Transgenkassetten fiir bis zu einem halben Jahr in Synovialzellen
transkriptionell aktiv sind und unterstrichen die Bedeutung einer moglichst geringen
Immunogenitdt des viralen Vektors und des exprimierten Transgens fiir eine erfolgreiche
langfristige RA-Gentherapie. Ein anderer wichtiger Aspekt dieser Publikation war, dass
Gouze et al. durch einen eGFP-Gentransfer in die Kniegelenke von Nacktratten zwei
phinotypisch unterschiedliche Subpopulationen transduzierter Synovialzellen charakterisieren
konnten. Der iiberwiegende Teil (75%) der transgenen Zellen (CD90") zihlte dabei zu einer
transienten Population mit einer mittleren Lebenszeit von weniger als drei Wochen.
Demgegeniiber zeigte sich nur der kleinere Anteil der transgenen Zellen als stabile langlebige
Zellpopulation. Daraus zogen Gouze et al. die Schlussfolgerung, dass fiir stabile in vivo
Transgenexpressionen die viralen Vektoren besser in die Bidnder oder Sehnen appliziert

werden sollten, um dortige Fibroblasten zu transduzieren (Gouze et al. 2007).

Zwei klinische Studien der Phase I, die auf einem MuLV-vermittelten ex vivo Transfer von
hIL-1Ra in autologe Synovialfibroblasten beruhten, haben gezeigt, dass RA-Gentherapien
auch am Patienten grundsitzlich moglich sind. In der Studie von Evans et al. konnte an neun
Personen gezeigt werden, dass hIL-1Ra-transgene Synovialfibroblasten sicher in die Mittel-
hand-Fingergelenke (Metakarpophalangealgelenk, MCP) der Patienten eingebracht werden
konnten und bis zum Ende der Studie, die mit der chirurgischen Entfernung der Gelenke nach
einer Woche einherging, eine Transgenexpression zeigten (Evans et al. 2005). Mit gutem
Erfolg konnten auch in Deutschland zwei RA-Patienten an den MCP-Gelenken behandelt
werden. Beide Probanden reagierten auf den Gentransfer mit deutlichen Verbesserungen der
klinischen Symptome (reduzierte Schwellung und subjektiv verminderter Schmerz) fiir den
gesamten Zeitraum der Studie von vier Wochen. Schwere Nebenwirkungen wurden nicht

beobachtet (Wehling et al. 2009).

30



Einleitung

1.5 Gegenstand und Zielstellung der vorliegenden Arbeit

1.5.1 Konstruktion Tetracyclin-regulierbarer Foamyvirus-Adenovirus-
Hybridvektoren (FAD) fiir die Expression des
Interleukin-1 Rezeptorantagonisten

Mit der Konstruktion eines Tetracyclin-regulierbaren Foamyvirus-Adenovirus-Hybridvektor-
systems (FAD) zur Expression des antiinflammatorischen Interleukin-1 Rezeptorantagonisten
(IL-1Ra) sollte ein effizientes Werkzeug zur direkten in vivo Gentherapie bei der
rheumatoiden Arthritis geschaffen werden. Die in dieser Arbeit generierten Konstrukte bauen
dabei prinzipiell auf den Vorarbeiten des FAD-2-Systems (Picard-Maureau et al. 2004) auf.
Der konzeptionelle Gedanke, welcher der Entwicklung des FAD-Systems zugrunde lag, war,
die Vorteile adenoviraler Vektoren mit denen der foamyviralen Vektoren zu kombinieren. So
konnen adenovirale Vektoren verglichen mit foamyviralen Vektoren in sehr hohen Titern (bis
zu 10'? infektidse Partikel pro ml (iu/ml)) produziert werden und besitzen dariiber hinaus eine
deutlich hohere physikalische Stabilitdt gegeniiber thermischen Einfliissen. Weiterhin kdnnen
adenovirale Vektoren ein breites Spektrum unterschiedlicher Zelltypen mit hoher Effektivitat
unabhingig vom Zellzyklus transduzieren. Chemische oder genetische Modifikationen
adenoviraler Capsidproteine ermdglichen zudem den Tropismus der Vektoren gezielt zu
beeinflussen, oder die Vektoren vor dem Einfluss des adaptiven Immunsystems zu tarnen
(Campos und Barry 2007). Adenovirale Gentransfervektoren der dritten Generation (Hoch-
kapazititsvektoren) weisen ferner eine hohe Verpackungskapazitit fiir fremde DNA von bis
zu 36kbp auf, die jedoch reguldr nicht in das Zellgenom integriert wird und aus diesem
Grunde nur transient exprimiert wird (Alba et al. 2005). Foamyvirale Vektoren (PFV)
hingegen konnen ihre provirale DNA stabil ins zellulire Genom integrieren und erméglichen
so eine Langzeitexpression des Transgens. Letztlich sollen FAD-Vektoren die Herstellung
von regulér integrierenden und in hohen Titern produzierbaren Gentransfervektoren auf Basis

eines adenoviralen Hochkapazititsvektors vom Serotyp 5 (HC-AdVS5) ermdoglichen.

Nachfolgend sei kurz auf den putativen Transduktionszyklus des FAD-Hybridvektorsystems
eingegangen (1.5.2).
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1.5.2 Postulierter Transduktionszyklus der FAD-Vektoren

Nach der Adsorption an seinen zelluldren Rezeptor werden die FAD-Vektoren tiber Clathrin-
abhingige Endocytose von den Zellen internalisiert. Die Ansduerung in den Endosomen fiihrt
zur Aktivierung einer Cysteinprotease, die mit dem adenoviralen Protein pVI assoziiert ist. In
der Folge l6sen sich die endocytotischen Vesikel auf und die Vektoren werden unter Verlust
der Fiber- und Petonbasisproteine ins Zytoplasma freigesetzt. Die Restcapside gelangen an
Mikrotubuli zu den Kernporen und die FAD-Genome werden schlieBlich in den Zellkern

importiert (Horwitz 2001; Shenk 2001; Modrow et al. 2003).
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Abb. 11: Transduktionszyklus von therapeutischen FAD-Vektoren

Nach der Adsorption eines FAD-Vektors und der nachfolgenden Penetration der Zielzelle (A), wird
das FAD-Vektorgenom in den Zellkern transloziert (B) und das Transgen IL-1Ra konstitutiv
exprimiert (C). Die Anwesenheit von Doxycyclin ermdglicht die regulierte Expression von PFV-Gag,
-Pol und -Env sowie der Transkription von PFV-Vektorgenomen vom FAD-Vektorgenom (D). Die
Partikelmorphogenese der foamyviralen Vektoren findet im Zytoplasma statt. PFV-Capside konnen
iiber intrazelluldre Retrotransposition (IRT) in den Zellkern zuriickgelangen und die Zelle stabil
transduzieren (E), oder assoziieren mit PFV-Env und werden von der Zelle freigesetzt (F). In einer
Sekundértransduktion konnen diese foamyviralen Vektorpartikel Zielzellen stabil transduzieren. Die
Integration des Transgens ermdglicht dessen Langzeitexpression (G).
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Im Zellkern ermdglicht der konstitutiv aktive Promotor eine transiente Expression des
Transgens. Parallel dazu wird der reverse Tetracyclin-abhiingige Transaktivator (rtTA) unter
Kontrolle des hCMV immediate-early Promotors exprimiert. Die Expression der integrierten
PFV-Vektorkassette wird von einem Tetracyclin-induzierbaren Promotor mit rtTA-Binde-
stellen (TRE) reguliert (Gossen et al. 1995). In Anwesenheit von Doxycyclin, einem Tetra-
cyclinderivat, bindet der rtTA an das TRE und aktiviert die Transkription. In Abwesenheit
von Doxycyclin kann der rtTA hingegen nicht an das TRE des Tet-Promotors binden,
wodurch die Transkriptionsaktivierung unterbleibt (Tet-On-Prinzip). Die Induktion durch
Doxycyclin filhrt zur Synthese von PFV-Gag-, -Pol- und -Env-Proteinen und zur
Transkription von PFV-Vektor-RNA. Nach der Partikelmorphogenese im Zytoplasma und
reverser Transkription der PFV-Vektor-RNA koénnen die Capside iiber intrazellulire Retro-
transposition (IRT) in den Zellkern zuriickgelangen und die Zelle stabil transduzieren, oder
assoziieren mit PFV-Env und werden von der Zelle freigesetzt. In einer sekundiren
Transduktionsrunde konnen die neu gebildeten replikationsinkompetenten foamyviralen

Vektoren dann weitere Zielzellen stabil transduzieren (Abb. 11).

Die Funktion der therapeutischen FAD-Hybridvektoren sollte in Zellkulturexperimenten und

im Ratten-Tiermodell evaluiert werden.
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2. Material

2.1 Zelllinien

A549
BHK-21
CHO-K1
HEK-293T

HelLa
HepG2

hMSC-TERT4

HT1080

humane Lungenepithelzelllinie, ATCC # CCL-185
Hamster-Nierenfibroblastenzelllinie, ATCC # CCL-10

chinesische Hamster-Ovarialzelllinie, ATCC # CCL-61

humane embryonale Nierenzelllinie, die SV-40 grof3es T-Antigen stabil
exprimiert (DuBridge et al. 1987), ATCC # CRL-11268

humane Cervixepithelzelllinie, ATCC # CCL-2

humane Leberkarzinomzelllinie, ATCC # HB-8065

adulte humane mesenchymale Stammzelllinie

(Simonsen et al. 2002)

humane Fibroblastenzelllinie, ATCC # CCL-121

2.2 Bakterienstimme

E. coli Topl10f”

E. coli XL-10 Gold

2.3 Plasmide

pcDNA3.1™ (+)
pBluescript® ITKS (-)
pcoPG4

pcoPPwt

pcoPE

pMDO09
pFADO2

pEF-DESTS1 Gatewa

Arbeitsgruppe, chemisch kompetent
(Maxipraparation von Plasmiden)
Stratagene, ultrakompetent

Transformation sehr grofer Plasmide (+25kbp)

Invitrogen, eukaryotischer Expressionsvektor
Stratagene, Phagemid-Klonierungsvektor
Lindemann et al. , codonoptimiertes PFV-Verpackungsplasmid
exprimiert PFV-gag
Lindemann et al. , codonoptimiertes PFV-Verpackungsplasmid
exprimiert PFV-pol
Lindemann et al. , codonoptimiertes PFV-Verpackungsplasmid
exprimiert PFV-env
PFV-Vektorplasmid (Heinkelein et al. 2002)
Foamyvirus-Adenovirus Hybrid Vektorplasmid
(Picard-Maureau et al. 2004)

y™  Invitrogen, Plasmid codiert humanen eEF-1a-Promoter

(Mizushima und Nagata 1990)
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pCMV-SPORT6

Celera cDNA Klon, codiert IL-1Ra, human (Klon ID 30915586)

pExpress-1 L.M.A.G.E. cDNA Klon, codiert IL-1Ra, rat (NIH_ MGC 231)

pMHS87tet Tet-induzierbarer PFV-Expressionsvektor, exprimiert eGFP

24 Enzyme, Nukleinsiuren und Lingenstandards

24.1 Enzyme

Thermosensitive alkalische Phosphatase (FastAP™) (1U/ul)

KAPA HiFi™ DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

T4 DNA-Ligase (1U/ul)

Taq 2x Master Mix

iScript™ ¢DNA Synthese Kit

Big Dye® Terminator V1.1 Cycle Sequencing Kit
Fluorescein (1mM)

QuantiFast™ SYBR Green PCR Kit

2.4.2 Reaktionspuffer

Puffer Tango, Orange, Blue, Red (10x)
Puffer 1, 2, 3, 4 (10x)

T4 DNA-Ligasepuffer (10x)

BSA (10mg/ml)

KAPA HiFi™ - Puffer mit MgCl,
Q-Solution (5x)

CoralLoad Fast Cycling Dye (10x)

2.4.3 DNA-Fragmentlingenstandards

MassRuler™ Low Range DNA Ladder
FastRuler™ Middle Range DNA Ladder
MassRuler™™ High Range DNA Ladder
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Fermentas

Kapa Biosystems
Fermentas/ NEB
Fermentas

NEB

Bio-Rad

Applied Biosystems
Bio-Rad

Qiagen

Fermentas

NEB

Fermentas

NEB

Kapa Biosystems
Qiagen

Qiagen

Fermentas
Fermentas

Fermentas
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2.4.4 Protein-Lingenstandards

PageRuler Prestained Protein Ladder
Biotinylated Protein Ladder

2.5 Sonstige Reagenzien

BD GolgiPlug™
Cytofix/Cytoperm™
Human IL-1beta (10ng/pl)
Collagenase NB 4

2.6 Medien

2.6.1 Zellkultivierung

DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium - High Glucose

DMEM, Ham's F12 Medium

MEM, Minimum Essential Medium
ATV, Adjusted Trypsin-Versen Lésung
PBS, Phosphate buffered saline

2.6.2 Bakterienkultivierung

Fermentas

Cell Signaling Technology

Becton Dickinson
Becton Dickinson
R&D Systems

Serva

Invitrogen

PAA
Medienkiiche, VIM
Medienkiiche, VIM
Medienkiiche, VIM

LB-Medium
LB-Agarplatten LB-Medium, enthélt zusitzlich 1,5% Bacto-Agar
LB-Selektionsmedium LB-Medium, enthilt zusitzlich 100pg/ml Ampicillin

2.7 Antibiotika

Ampicillin-Natriumsalz
Penicillin/Streptomycin

Doxycyclin

Roth
Gibco
Clontech
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2.8 Antikorper und Antiseren

2.8.1 Primirantikorper

Mouse anti-PFV Gag (SGG1)

Mouse anti-PFV IN (3E11)

Mouse anti-PFV RT (15E10)

Mouse anti-PFV Env (P3E10)

Rabbit anti-GAPDH (IMG-5143A)
Goat anti-eGFP, FITC (Ab6662)

Goat anti-IL-1ra, rat (SC-8482)
Rabbit anti-IL-1ra, human (SC-25444)
Rabbit anti- [L-1R1, human (EP409Y)

Fastimmune™ anti-human IL- Ira, PE

2.8.2 Sekundirantikorper

Goat anti-rabbit IgG, HRP (#3053-1)
Donkey anti-goat IgG, HRP (SC-2020)
Goat anti-mouse IgG, HRP (P-0447)
Anti-biotin IgG, HRP (#7075)

Goat anti-rabbit IgG, PE (#611-108-122)

29 Kitsysteme
QIAamp® DNA Mini Kit
RNeasy® Plus Mini Kit

GenElute™ Gel Extraction Kit
GenElute™ PCR Clean-Up Kit

Hybridomaiiberstand (Heinkelein et al. 2002)
Hybridomaiiberstand (Imrich et al. 2000)
Hybridomaiiberstand (Imrich et al. 2000)
Hybridomaiiberstand (Duda et al. 2004)
Imgenex

Abcam

Santa Cruz

Santa Cruz

Epitomics

Becton Dickinson

Epitomics

Santa Cruz

DAKO

Cell Signaling Technology
Rockland

Qiagen
Qiagen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

NucleoBond™ Maxiprep Kit MachereyNagel
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Peqlab
human IL-1ra/IL-1F3 ELISA Development Kit (DY?280) R&D Systems

Parameter' ™ PGE, ELISA Kit
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2.10 Chemikalien

2-Mercaptoethanol

Acrylamid (Rothiphorese Gel 30)

Agar, bakteriologisch
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau
Chloroform
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Ladepuffer (6x)
dNTPs

ECL SuperSignal Substrate
EDTA

Essigsdure

Ethanol, unvergillt
Ethidiumbromid (10mg/ml)
Forene (Isofluran)
Formaldehyd (37%ige Losung)
Fotales Kdlberserum (FCS)
Glucose

Glycerol

Glyzin

Isopropanol

Kaliumacetat
Kaliumchlorid

LB-Broth Base
Magermilchpulver
Methanol

Natriumacetat
Natriumbutyrat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natrium-Deoxycholat
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AppliChem
Roth
Sigma
Eurogentec
AppliChem
Bio-Rad
Serva
AppliChem
Roth
Fermentas
Fermentas
Pierce
Sigma
Roth

Roth

Serva
Abbott
Sigma
Gibco-BRL
Sigma
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
Invitrogen
AppliChem
Roth

Roth
Merck
Roth

Roth
AppliChem



Material

Natriumhydroxid

Phenol, TE aquilibriert
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)
Polyethylenimin, linear (MW 25.000)
Poly-L-Lysin-Losung

Ponceau S

Rinderserumalbumin, Fraktion V (BSA)
Saccharose

Salzsdure

Sucrose

TEMED

Tramal (Tramadolhydrochlorid)

Tricin

Tris-Base

Triton-X-100

Trypanblau

Tween 20

2.11 Geriite

Agarosegel-Elektrophoresekammern, horizontal
Agarosegel-GieBkammer

Brutschrank fiir Bakterien

Brutschrank fiir Zellkulturen, 37°C, CO, begast
Chemolumineszenz-Detektionssystem LAS-3000
Dewargefal fiir fliissigen Stickstoff
Durchflusscytometer FACScalibur

Eismaschine AF-10
Elektrophoresedokumentationssystem GelDoc-1000
ELISA-Plattenlesegerét Vyax

Feinanalysewaage

Fluoreszenzmikroskop DMIRE2
Glaspipetten-Ansauggerit Pipetboy comfort
Handdispenser

Inkubationshaube fiir Bakterienkulturen
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AppliChem
AppliChem
AppliChem
Polysciences, Inc.
Sigma

Sigma

ICN Biomedicals
Serva

Roth

Serva
AppliChem
Griinenthal
Sigma

Roth

Fluka

Fluka

Sigma

Institutswerkstatt
Institutswerkstatt
Melag

Heraeus

FujiFilm
Hartenstein
Becton Dickinson
Scotsman

Intas

Molecular Devices
Sartorius

Leica

Integra Biosciences

Eppendorf

Sartorius
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Inkubationsschiittler fiir Bakterienkulturen
Inkubationswippe
Isofluranverdampfer
Kryoeinfriergeriat (Mr. Frosty)
Kiihlschrinke
Laborwaage
Lichtmikroskop Labovert FS
Magnetriihrer
Microprocessor pH-Meter Ultra Basic
Mikrowellenherd
Neubauer Zahlkammer
Pipetten Pipetman
SDS-PAGE-Elektroblottkammer
SDS-PAGE-Laufkammer
Spektrophotometer, Biophotometer 6131
Sterilwerkbank BSB 4A
Stromversorgungsgeréte fiir Gelapparaturen
Electrophoresis Power Supply-2301
Electrophoresis Power Supply-E455
Thermoblock TDB 120
Thermocycler
Mastercycler
iCycler 1Q
My Cycler, Gradient
Tietkiihltruhen
UV-Transilluminator
Vortex-Gerit
Wasserbad-Heizspirale WTG500
Wasserbad-Wasserbecken
Wasser-Inkubationsgerét
Zentrifugen
Kiihlzentrifuge Multifuge 1 S-R
Kiihlzentrifuge Evolution RC

Tischzentrifuge Biofuge Pico
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Sartorius

Hoefer

Drager

Nalgene

Liebherr

Scaltec

Leitz

Janke und Kunkel
Denver Instruments
Brother
Marienfeld
Gilson
Institutswerkstatt
Institutswerkstatt
Eppendorf

Gelaire

LKB
Consort

BioSan

Eppendorf

Bio-Rad

Bio-Rad

Liebherr

UvPp

Scientific Industries
Hartenstein
Institutswerkstatt

Lauda

Heraeus
Sorvall

Heraeus
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Tischkiihlzentrifuge Mikro 200R

Ultrazentrifuge Discovery 90SE
Rotoren:

SLA-3000

SureSpin 630 (36ml)

2.12 Verbrauchsmaterialien

autoklavierbare Kunststofftiiten
Chirurgisches Laborbesteck, Edelstahl
Desinfektionsmittel Terralin Liquid
Dispensertips

Einmalspritzen, Luer
Einmal-Filterhalter (0,20pm; 0,45um)
Einmal-UV-Kiivette

Einweg-Skalpell

ELISA-Platten, MaxiSorp
FACS-Rohrchen, 5ml

Fliissiger Stickstoff
Gel-Blotting-Papier

Glasflaschen

Glaskolben, -messbecher, -messzylinder

Glaspipetten

Insulinspritzen, 30G
Kulturréhrchen, 12ml
Kryor6hrchen, 2ml
Labor-Schutzbrille
Nitrozellulose-Transfermembran
Optische Folie, selbstklebend
Parafilm

Petrischalen
PCR-Plastikreaktionsgefafie, 200l
PCR-Platten, 96-well
Pipettenspitzen, gestopft
Pipettenspitzen, ungestopft
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Hettich

Sorvall

Sorvall

Thermo Scientific

Hartenstein
Hartenstein
Schiilke & Mayr
Eppendorf
Primo

Sartorius

Brand

Ratiomed

Nunc

Becton Dickinson

Whatman
Schott

Ilmabor, Rasotherm, Schott

Brand

Becton Dickinson
Hartenstein
Nalgene

Roth

GE Healthcare
Bio-Rad
American National Can
Hartenstein
Peqlab

Peqlab

nerbe plus

Roth
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Plastikreaktionsgefdfle (1,5ml und 2,0ml) Sarstedt, Eppendorf
Serologische Pipetten Greiner
Shredder-Sédulen Qiagen
Ultra-Zentrifugen-R6hrchen Herolab
Untersuchungshandschuhe, Latex Cardinal Health
Untersuchungshandschuhe, Nitril Asid Bonz
Wigeschalen Hartenstein
Zellkultur-Plastikwaren Nunc, Greiner
Zellsiebe, 70pum Becton Dickinson
Zellstofftiicher Kimberly-Clark
Zentrifugenbecher, 500ml Nalgene
Zentrifugenréhrchen (15ml und 50ml) Greiner

2.13 Computersoftware und Internetseiten

ApE Plasmid Editor V1.11 M. Wayne Davis
Bildanalysesoftware GIMP 2.6.10 GIMP.org

Cell Quest Pro 3™ Becton Dickinson
Flowlo 7.2.2 Tree Star, Inc.

Gene Expression Macro™ V1.1 Bio-Rad

GraphPad Prism 4.0 GraphPad Software, Inc.
iCyclerlQ V3.1 Bio-Rad

Image Reader LAS-3000 Lite FujiFilm

Leica IM50 Digital Imaging Software Leica

Microsoft Excel 2007 Microsoft

SOFTmax PRO V3.0 Molecular Devices
ConSite http://www.phylofoot.org/consite/

Fermentas Double Digest http://www.fermentas.com/en/tools/doubledigest
Molbiol.ru http://www.molbiol.ru

NCBI-BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
NCBI-Primer-BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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2.14  Synthetische Oligonukleotide

Mit Ausnahme der QuantiTect-Primer (Qiagen), wurden alle hier aufgefiihrten Primer von der
Firma Sigma-Aldrich synthetisiert und in lyophilisierter Form geliefert. Die Konzentration
nach dem Losen der jeweiligen Lyophilisate in sterilem Wasser, gemédf3 den Angaben des
Datenblattes, entsprach immer 100uM. Aus den individuellen 100uM-Stocklosungen wurden
dann durch Verdiinnung 10uM-Gebrauchslosungen hergestellt, die zu Volumina von jeweils
100ul in sterilen 1,5ml-Plastikreaktionsgefdalen aliquotiert wurden. Die Aufbewahrung der

Stocklosungen und Gebrauchslosungen erfolgte bei —20°C im Tiefkiihlschrank.

2.14.1 Oligonukleotide fiir die pFAD-Klonierungen

Bezeichnung Sequenz

(L;?l;l—e?sn—sense 572 P GTG GCT CGC TAG CCT CTC TGC CGC CGC CTG C
Link_pBSII_Antisense 57- "9 TCG AGC AGG CGG CCG CAG AGA GGC TAG CGA
(39mer) GCC ACC GCG

FAD2 fw 25236 (20mer) 5’-GCC ACG ACT GCC AAATCT AC

FAD2 rv_27059 (20mer) 5’- CCT TGT GTC TCT CAT CCC AG

r IL-1Ra fw Ncol (23mer) | 5'- GAC CAT GGA AAT CTG CAG GGG AC

r IL-1Ra_rv Notl (27mer) | 5’- AGA GCG GCC GCT CTA TTG GTC TTC CTG

h IL-1Ra_fw Ncol (25mer) | 5'- GAC CAT GGA AAT CTG CAG AGG CCT C

h IL-1Ra_rv Notl (26mer) | 5'- AGA GCG GCC GCC TAC TCG TCC TCC TG

h IL-1Ra_fw mut (30mer) | 5- GTT CTT GGG AAT CCA CGG AGG GAA GAT GTG

h IL-1Ra rv_mut (30mer) | 5’- CAC ATC TTC CCT CCG TGG ATT CCC AAG AAC

EF-la fw_HindIIl (24mer) | 5'- GCT AAG CTT CGT GAG GCT CCG GTG

EF-la_rv_BamHI (25mer) | 5'- CTG GAT CCT CAC GAC ACC TGA AAT G

2.14.2 Sequenzierungsprimer fiir die pBluescript® 11 KS (-)
und pFAD-Konstrukte

Bezeichnung Sequenz

pBSII fw 600 (24mer) 5'- GTA AAA CGA CGG CCA GTG AG

pBSII rv 2202 (22mer) | 5'- CTA TGA CCA TGA TTA CGC CAA G

EF-la fw 1054 20mer) | 5'- GGG TGG AGA CTG AAG TTA GG

EF-la_rv_144 (20mer) 5’- ACA CGA CAT CACTTT CCC AG

U3_fw_309 (20mer) 5-CTG CTT CTC GCT TCT GTIT CG
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2.14.3 Ubersicht iiber die verwendeten cDNA-spezifischen

QuantiTect-Primer (Qiagen) fiir die qRT-PCR

Bezeichnung

Detektiertes Transkript

Hs ACTB 1 SG

Beta-Aktin, Mensch

Hs CXADR 1 SG

Coxsackievirus und Adenovirus Rezeptor (CAR), Mensch

Hs_GAPD 1 SG

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Mensch

Hs ILIR1 1 SG

Interleukin-1 Rezeptor, Typ I, Mensch

Rn ACTB_1 SG

Beta-Aktin, Ratte

Rn CXADR 1 SG

Coxsackievirus und Adenovirus Rezeptor (CAR), Ratte

Rn GAPD 1 SG

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Ratte

Rn ILIRI 1 SG

Interleukin-1 Rezeptor, Typ I, Ratte

2.14.4 gqRT-PCR-Primer fiir die relative Transkript-Quantifizierung

proinflammatorischer Cytokine aus humanen A549 Zellen

Bezeichnung

Sequenz

h IL1b fw 517 (22mer)

5’-GCT CTC CAC CTC CAG GGA CAG G

h IL1b rv_655 (22mer)

5’-TCA ACA CGC AGG ACAGGT ACAG

h IL6 fw 293 (22mer)

5’- CAT CCT CGA CGG CAT CTCAGCC

h IL6 rv 396 (26mer)

5’-TGG AAG GTT CAG GTT GTT TTC TGC CA

h IL8 fw 88 (27mer)

5-CACTGT GTG TAA ACA TGA CTT CCA AGC

h IL8 rv 189 (25mer)

5-TAG CACTCCTTG GCA AAACTGCACC

2.14.5 gRT-PCR-Primer fiir die relative Quantifizierung

von FAD und PFV exprimierten Transkripten

Bezeichnung

Sequenz

h _IL-1Ra fw qRT (20mer)

5- GAG AAA ATC CAG CAA GAT GC

h _IL-1Ra rv_gRT (24mer)

5-GGG TAC CACATCTAT CTTTICTTC

r IL-1Ra fw gRT (18mer)

5’- GGA AAA GAC CCT GCA AGA

r IL-1Ra rv_gRT (21mer)

5’-GGC ACCATG TCT ATCTTT TCT

EGFP_fw gRT (19mer)

5’- GCA CAA GCT GGA GTACAAC

EGFP_rv_qRT (19mer)

5’- GCT CAG GTA GTGGTIT GTC G
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2.14.6 qRT-PCR-Primer fiir die relative Quantifizierung von adenoviraler

und foamyviraler Vektor-DNA aus humanen und Rattenzellen

Bezeichnung

Sequenz

PFV gag fw 1745 (20mer)

5’- GCT CTG GGG TGC GTG GCA AT

PFV _gag rv 1855 (20mer)

5’- CGC GTG AGT CAC CAG CACCG

rtTA _fw_668 (20mer)

5- AGG GCCTGC TCG ATCTCC CG

rtTA rv_771 (20mer)

5’- CGT CGA CAG TCT GCG CGT GT

h_ GAPDH fw_14 (20mer)

5- AGC CTC CCG CTT CGC TCT CT

h GAPDH rv_ 154 (20mer)

5’- CCA GGC GCC CAA TAC GAC CA

h ACTB_fw 512 (20mer)

5’- ACG CCT CTG GCC GTA CCA CT

h ACTB rv_616 (20mer)

5’- GAC GCA GGA TGG CAT GGG GG

r ACTB fw_245 (20mer)

5’- GCG ACG AGG CCC AGA GCA AG

r ACTB rv_374 (20mer)

5- GGG GCCACA CGCAGCTCATT

r_Tubb5 fw 2256 (21mer)

5-TCT GCC CCA TTT CCC TCC TGT

r Tubb5 rv 2378 (21mer)

5’-TTG GCT CTC GGG GCA ATG TCA
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

3.1.1.1 Niahrmedien und Anzucht von Bakterien

Die Kultivierung der Bakterien wurde in 1x LB-Medium unter permanentem Schiitteln bzw.

auf LB-Agarplatten bei jeweils 37°C durchgefiihrt.

5x LB-Medium: 100g LB-Broth Base
25g NaCl
5¢g Glucose (alpha-D-Glucose-Monohydrat)
ad 1 Liter ddH,0O, autoklavieren

LB-Selektionsmedium: I1x LB-Medium
100pg/ml Ampicillin
LB-Agarplatten: 20g LB-Broth Base
5g NaCl
20g Agar

ad 1 Liter ddH,0O, autoklavieren

Nach dem Autoklavieren wurde das Agarmedium im
Wasserbad auf 56°C heruntergekiihlt und nach Zugabe von
100pg/ml Ampicillin steril in Petrischalen gegossen. Die

Agarplatten wurden nach dem Erstarren bei 4°C gelagert.

3.1.1.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien mittels CaCl,
fiir die Transformation

Bakterien konnen durch eine chemische Behandlung der Zellwand in einen Zustand
(Kompetenz) versetzt werden, in dem sie leicht exogene Plasmid-DNA aufnehmen kdnnen

(Transformation).

Fir die Herstellung transformationskompetenter Bakterien wurden zunichst 15ml 1x LB-
Medium mit einer bei -80°C konservierten Bakterien-Glycerol-Stammkultur von E. coli
Top10f” angeimpft und diese bei 37°C unter stetem Schiitteln iiber Nacht angeziichtet. Am
darauffolgenden Tag wurden 500ul der Ubernachtkultur in 200ml 1x LB-Medium iiberimpft
und die Bakterien bis zu einer ODgoonm von 0,375 auf dem Bakterienschiittler bei 37°C
weiterkultiviert. Danach wurde die Kultur durch Zentrifugation fiir 15min bei 1.500 x g und

4°C pelletiert. Das Bakterienpellet wurde anschlieBend in 20ml kaltem CaCl,-Puffer
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resuspendiert und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nachfolgend wurde der
Uberstand dekantiert, das Pellet abermals in 20ml kaltem CaCl,-Puffer resuspendiert und die
Bakteriensuspension fiir 30min auf Eis inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Bakterien
nochmals durch Zentrifugation fiir 15min bei 1.500 x g und 4°C sedimentiert und das
resultierende Pellet in 5ml kaltem CaCl,-Puffer aufgenommen. Die Bakterienlosung wurde
nun zu jeweils 200ul in sterilen 1,5ml-Plastikreaktionsgefden aliquotiert, mittels Ethanol-
Trockeneis-Mischung schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zur qualitativen Kontrolle der

Kompetenz wurden Transformationen mit 10ng Plasmid-DNA durchgefiihrt.

CaCl,-Pufter: 60mM CaCl,
15% Glycerol
10mM Pipes pH 7,0 (sterilfiltriert)

3.1.1.3 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Unter Transformation versteht man die Aufnahme von exogener DNA durch Bakterienzellen.

Zu jeweils 20ul Ligationsansatz bzw. 10-100ng Plasmid-DNA wurden 100ul einer frischen,
auf Eis aufgetauten Suspension kompetenter Bakterien gegeben, gut gemischt und fiir 30min
auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der DNA wurde durch einen einminiitigen Hitzeschock bei
42°C im Wasserbad induziert und die Bakteriensuspension anschlieBend fiir 3min auf Eis
abgekiihlt. Die Transformationsansidtze wurden danach in jeweils Iml 1x LB-Medium
aufgenommen, in 12ml-Kulturr6hrchen iiberfithrt und diese fiir 60min bei 37°C auf dem
Bakterienschiittler inkubiert. Im Anschluss daran wurden die transformierten Bakterien durch
Zentrifugation fiir Smin bei 1.500 x g sedimentiert, 900ul vom Uberstand verworfen und die
Zellen im verbliebenem Medium resuspendiert. Die Bakterien wurden dann zur Selektion auf
LB-Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank gelagert. Gewachsene
Kolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze abgenommen, in jeweils 2ml LB-

Selektionsmedium {iberimpft und iiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert.

3.1.1.4 Anlegen von Bakterien-Glycerol-StammKkulturen

Fir die Langzeitlagerung transformierter Bakterien wurden Glycerol-Stammkulturen
angelegt. In ein 2ml-Kryorohrchen wurden dafiir zundchst 750ul sterilfiltriertes Glycerin
pipettiert und 250ul Bakteriensuspension aus einer 150ml-Ubernachtkultur hinzugefiigt. Die
Lagerung der Stammkulturen erfolgte bei -80°C.
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3.1.1.5 Plasmid-DNA Mini-Priparation

Hierzu wurden zundchst 1,5ml einer E. coli Ubernachtkultur in ein 1,5ml-Plastik-
reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und fiir 3min bei 10.000 x g pelletiert. Nach dem Absaugen des
Uberstandes wurden die Minikulturen unter Verwendung des peqGOLD Plasmid Miniprep
Kits (Peqlab 2009) aufgearbeitet. Die Gewinnung der bakteriellen Plasmid-DNA beruhte
hierbei auf dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterien und den selektiven DNA-
Bindungseigenschaften der verwendeten Silikamembransdulen des Kits. Den Hersteller-
angaben folgend, wurde die gebundene Plasmid-DNA mit jeweils 50ul Elutionspuffer von
den Sidulen eluiert. Fiir die Identifizierung rekombinanter Klone wurden anschlieBend
Restriktionsanalysen (sieche 3.1.2.1) durchgefiihrt. Fiir einen analytischen Standardverdau
wurden 9ul eluierte Plasmid-DNA, 0,5ul des jeweiligen Restriktionsenzyms, sowie 1ul des
vom Hersteller mitgelieferten 10x Puffers in ein 1,5ml-Plastikreaktionsgefd pipettiert, gut
gemischt, kurz zentrifugiert und fiir mindestens 60min bei der empfohlenen Temperatur
inkubiert. SchlieBlich wurden den Ansidtzen 2ul 6x DNA-Ladepuffer zugesetzt und die

Proben in der Agarosegel-Elektrophorese analysiert.

3.1.1.6 Plasmid-DNA Maxi-Priiparation

Fiir die Gewinnung von Plasmid-DNA im grof3en Maflstab wurde das kommerziell erhéltliche
Maxi-Plasmidpraparationskit der Firma Machery-Nagel verwendet. Dazu wurden 150ml LB-
Selektionsmedium mit 50pl einer Vorkultur (Ubernachtkultur aus der Mini-Préparation) bzw.
mit einer bei -80°C konservierten Bakterien-Glycerol-Stammkultur angeimpft und iiber Nacht
bei 37°C schiittelnd inkubiert. Nach der alkalischen Lyse der Zellen wurde die Plasmid-DNA
bei dieser Methode iiber einen Anionenaustauscher gereinigt und mit Isopropanol gefillt. Die
Plasmid-DNA wurde gemal3 der Anleitung des Herstellers isoliert und gereinigt (Machery-
Nagel 2008). SchlieBlich wurde das entstandene Plasmid-DNA-Pellet in 100ul TE-Puffer
aufgenommen und fiir 24 Stunden bei 4°C resuspendiert. Zur Kontrolle der isolierten
Plasmid-DNA wurde im Anschlufl an die photospektrometrische Konzentrationsbestimmung
(sieche 3.1.1.7) 1ug DNA fiir eine analytische Spaltung eingesetzt und in einem Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt.

TE-Puffer: 10mM Tris HCI (pH 7,4)
ImM EDTA (pH 8,0)
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3.1.1.7 Photospektrometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von Nukleinsduren in Losung lieB sich photospektrometrisch {iber die
Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlinge von 260nm ermitteln. Dabei
entsprach OD=1 einer dsDNA-Konzentration von 50ug/ml, einem ssDNA-Gehalt von
33pug/ml bzw. einer RNA-Konzentration von 40ug/ml. Um die Reinheit der Nukleinsduren
abzuschétzen, wurde zusitzlich die Extinktion bei 280nm Wellenldnge bestimmt, da auch
andere Molekiile bei einer Wellenldnge von 260nm absorbieren (z.B. Phenol, Aminosduren
mit aromatischen Seitenketten). Der Quotient aus OD,gp und OD,g gibt Aufschluss iiber den
Reinheitsgrad der Nukleinsdure. Fiir saubere Nukleinsdurelosungen sollte das Verhéltnis
OD260280 zwischen 1,7 und 2,0 liegen, hiervon abweichende Werte deuteten auf Verunreini-

gungen in der Priparation hin.

Formel zur DNA-Konzentrationsbestimmung:

ODy¢onm x Verdiinnungsfaktor x 50 = DNA-Konzentration (ug/ml)

3.1.2 Klonierung von DNA

3.1.2.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzyme konnen DNA sequenzspezifisch schneiden. Die Erkennungssequenzen
sind normalerweise palindromische, d.h. spiegelsymmetrische Basensequenzen von vier,
sechs oder acht Nukleotiden. Dabei wird die DNA an den komplementiren Strdngen entweder
um mehrere Basen versetzt gespalten, so dass 3'- oder 5'- Uberhinge entstehen (klebrige
Enden). Der Schnitt kann aber auch an der gleichen Stelle erfolgen, so dass hieraus glatte
Enden resultieren. Restriktionsspaltungen wurden entweder analytisch zur Uberpriifung von
DNA durchgefiihrt oder pridparativ im Rahmen einer Klonierung. Fiir Restriktionsanalysen
wurden jeweils 1ug DNA, fiir préparative Restriktionsansitze hingegen jeweils Sug DNA

verwendet.

Analytischer Spaltansatz: Iug DNA
1l Puffer (10x)
0,5ul Enzym
ddH,0 ad 10ul Gesamtvolumen

Priparativer Spaltansatz: Spg DNA
2ul Puffer (10x)
1ul Enzym
ddH»O ad 20ul Gesamtvolumen
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Analytische Spaltansédtze wurden fiir 60min und priparative Spaltansétze iiber Nacht bei der
empfohlenen Temperatur inkubiert. Analytischen Ansédtzen wurden jeweils 2ul 6x DNA-
Ladepuffer zugesetzt und die Proben in einem Agarosegel aufgetrennt. Bei préparativen
Restriktionsansitze erfolgte die weitere Aufarbeitung fiir Insert-DNA oder Vektor-DNA, die
nicht groBer als 10kbp waren, iiber priparative Agarosegele und einer anschlieBenden Reini-
gung durch das GenElute™ Gel Extraction Kit der Firma Sigma-Aldrich (siche 3.1.3.1).
Uberschritten die verdauten Vektoren hingegen eine GroBe von 10kbp (z.B. FAD-Plasmide),
so wurden diese nach CIAP-vermittelter Dephosphorylierung (siehe 3.1.2.2) direkt {iber eine
Phenol-Chloroform-Extraktion und anschlieBender Ethanolfillung gereinigt (siehe 3.1.2.3). In
diesen Fillen wurde die herausgeschnittene Insert-DNA nicht von der Vektor-DNA separiert.
Dieses besondere Vorgehen bei der Praparation von Vektor-DNA erwies sich insbesondere
bei der FAD-Klonierung als duflerst vorteilhaft, weil hierdurch der negative Einfluss von

Scherkriften minimiert wurde.

3.1.2.2 Dephosphorvlierung von DNA mit alkalischer Phosphatase (CIAP)

Um die Religation linearisierter Vektor-DNA wihrend einer Ligationsreaktion zu vermeiden,
wurden die terminalen 5’-Phosphatgruppen der DNA-Fragmente enzymatisch mittels
alkalischer Phosphatase (CIAP) entfernt. Hierzu wurden den préparativen Restriktions-
ansitzen 1pl (10U) CIAP (FastAP™, Fermentas) zugesetzt und fiir 3h bei 37°C inkubiert.
Aufgrund der hohen Stabilitdt des Enzyms wurde die dephosphorylierte Vektor-DNA durch
eine Phenol-Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Ethanolprizipitation gereinigt und

stand danach fiir Klonierungsexperimente zur Verfligung.

3.1.2.3 Reinigung und Féillung von DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und
anschlieBender Ethanolprazipitation

Mit dieser Methode lieBen sich DNA-Ldsungen effektiv von Enzymen und anderen Protein-
verunreinigungen befreien. Die Proben wurden dafiir zunichst mit TE-Puffer (pH 7,5) auf ein
Gesamtvolumen von 330ul eingestellt und die DNA dann in aufeinanderfolgenden Schritten
mit jeweils dem gleichen Volumen Phenol (pH 8,0), Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-
Gemisch (25:24:1) und schlieBlich Chloroform extrahiert. Nach kriftigem Schiitteln und
anschlieBender Zentrifugation fiir jeweils 3min bei 14.000U/min in der Tischzentrifuge
ergaben sich zwei Phasen. Die obere, wiéssrige Phase wurde jeweils in ein neues 1,5ml-
Reaktionsgefdll pipettiert und das jeweilige Extraktionsmedium ergénzt. Auf diese Weise
wurde die Prozedur mit allen drei Losungen in der genannten Reihenfolge durchgefiihrt.

Denaturierte Proteine sammelten sich jeweils in der unteren organischen Phase sowie
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Interphase, wihrend die DNA in der wiissrigen Phase verblieb. Dem wissrigen Uberstand des
letzten Reinigungsschrittes wurde dann 1/10 Volumen 3M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5
Volumen 100% Ethanol zugefiigt und die DNA wihrend einer 20miniitigen Zentrifugation bei
14.000U/min und 4°C gefillt. Nach einem Waschschritt mit 70% Ethanol wurde das DNA-
Pellet bei 37°C getrocknet und schlieBlich in 50ul TE-Puffer (pH 7,5) resuspendiert.

3.1.2.4 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente werden durch den Aufbau von kovalenten Phosphodiesterbindungen
zwischen dem 3’-OH-Ende eines Fragments und dem 5’-Phosphatende des anderen
Fragments unter Verbrauch von ATP enzymatisch miteinander verbunden. Katalysiert wird
diese Reaktion von einer DNA-Ligase. Dazu miissen die DNA-Enden entweder komplemen-
tire einzelstringige Uberhinge oder glatte Enden haben. In der Reaktion wurde iiblicherweise
ein molares Verhéltnis von 1 zu 10 von Vektor- zu Insert-DNA eingesetzt. Die Kalkulation

der erforderlichen Insertmenge erfolgte unter Nutzung der Internetseite www.molbiol.ru.

Ligationsansatz: 100ng Vektor-DNA
10facher molarer Uberschuss Insert-DNA
2ul T4 DNA-Ligasepuffer (10x)
0,5ul T4 DNA-Ligase
ddH,0 ad 20ul Gesamtvolumen

Parallel dazu wurde ein Negativkontrollansatz pipettiert, der keine Insert-DNA enthielt. Die
Ligation erfolgte iiber Nacht bei 14°C. Bei dieser relativ niedrigen Temperatur ist gewéhr-
leistet, dass zum einen die thermisch bedingte Beweglichkeit der beiden kompatiblen DNA-
Enden ausreichend gering ist, um komplementidre Basenpaare auszubilden, zum anderen das

Enzym aber noch aktiv arbeitet.

3.1.2.5 Hybridisierung synthetischer Oligonukleotide fiir die Kassettenmutagenese

Die Kassettenmutagenese stellt eine Methode zur zielgerichteten, ortsspezifischen Erzeugung
von Mutationen in einem DNA-Molekiil dar. Dazu werden zwei synthetische Oligo-
nukleotide, die zueinander komplementér sind, miteinander zu einem doppelstrangigen DNA-
Fragment hybridisiert. Nachfolgend kann dieses artifizielle DNA-Fragment mit einem durch
Restriktionsenzyme geschnittenem DNA-Zielmolekiil ligiert werden.

Die Synthese der am 5'-Ende phosphorylierten Oligonukleotide erfolgte durch die Firma
Sigma-Aldrich. Die beiden zu hybridisierenden Oligonukleotide wurden mit sterilem Wasser

auf eine Konzentration von 100uM eingestellt und jeweils 10ul in einem PCR-Reaktionsgefal3
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vereint. Das anschlieBende Annealing der beiden Einzelstrange erfolgte mit einem empirisch

definierten Temperaturprofil auf dem Thermocycler:

95°C Smin
90°C 3min
85°C 2min
80°C 1min
70°C 1min
60°C Imin
50°C 1min
40°C 1min
35°C 25min
25°C  20min
20°C o

SchlieBlich wurde das doppelstringige DNA-Fragment im 10fachen molaren Uberschuss mit

dem entsprechend préparierten Klonierungsvektor ligiert.

3.1.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die Agarosegel-Elektrophorese stellt eine einfache und effektive molekularbiologische
Methode dar, DNA-Molekiile von 50bp bis 50kbp voneinander zu trennen, zu identifizieren
und gegebenenfalls wieder aus dem Agarosegel zu isolieren. Infolgedessen kann das
Verfahren sowohl fiir analytische, als auch fiir priparative Zwecke eingesetzt werden. Das
Grundprinzip besteht darin, dass die Nukleinsduren aufgrund ihres Zucker-Phosphat-
Riickgrats eine negative Ladung aufweisen und sich daher im elektrischen Feld zur Anode
bewegen. Die Trennung der Nukleinséduren nach ihrer Gréfe beruht darauf, dass sich die
DNA-Molekiile durch die Poren der Agarosegelmatrix bewegen miissen, wobei aufgrund der
Siebstruktur der Agarose kleinere DNA-Molekiile schneller durch das Gel laufen, als grofere.
Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Molekiile ist zudem von der Konformation der
DNA, der Agarosekonzentration im Gel und der elektrischen Feldstirke abhdngig. Allgemein
gilt die Beziehung, dass die Laufstrecke eines DNA-Molekiils umgekehrt proportional zum
Logarithmus der Fragmentlange ist (Miilhardt 2003).

Fir die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden horizontale
Agarosegele mit einer Gelstéirke von 1 - 2,5% verwendet. Dazu wurde die Agarose in 100ml
Ix TAE-Puffer aufgenommen und bis zum vollstindigen Losen in der Mikrowelle auf-
gekocht. AnschlieBend wurde die nun viskdse Agaroselosung unter flieBend kaltem Wasser
kurz abgekiihlt und die verdampfte Fliissigkeit durch die Zugabe einer entsprechenden Menge

Wasser kompensiert. SchlieBlich wurden der Agaroselosung, fiir die Sichtbarmachung der
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DNA im UV-Licht, noch 2ul der DNA-interkalierenden Substanz Ethidiumbromid hinzu-
gefiigt und die Losung auf einen abgedichteten Gelschlitten gegossen. Dieser enthielt einen
Probenkamm, um die Taschen fiir die spateren DNA-Proben auszusparen. Nach Erstarren der
Agarose wurde der Gelschlitten in die mit 1x TAE-Laufpuffer gefiillte Elektrophoresekammer
gestellt und konnte dann nach der Entfernung des Probenkamms mit DNA-Proben beschickt
werden. Dazu wurden die Proben mit DNA-Ladepuffer versetzt (entfiel bei analytischen
PCR-Ansitzen, die CoralLoad Fast Cycling Dye enthielten) und neben einem DNA-Léngen-
standard auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur mit einer
konstanten Spannung von 80-100Volt (entsprach 5V/cm Elektrodenabstand). Das Gel wurde
entweder unter UV-Licht abfotografiert oder DNA-Fragmente mit einem sterilen Skalpell an

einem UV-Transilluminator ausgeschnitten.

50x TAE-Puffer: 242g Tris
57,1ml Essigsédure
100ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
ad 1 Liter ddH,O

3.1.3.1 Extraktion und Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Im Rahmen der Klonierung von DNA bestand im Vorfeld einer Ligation die Notwendigkeit,
gewlinschte von unerwiinschten DNA-Fragmenten aus Insert-DNA- sowie Vektor-DNA-
Ansidtzen gezielt zu separieren. Dazu wurde auf die préparative Agarosegel-Elektrophorese
zuriickgegriffen. Im Agarosegel aufgetrennte DNA-Fragmente wurden mit einem sterilen
Skalpell an einem UV-Transilluminator unter schwachem UV-Licht (A=312nm) aus-
geschnitten und das resultierende Agarosestiickchen in sterile 1,5ml-Reaktionsgefie
transferiert. Um die Gefahr von Strangbriichen, die Bildung von Basendimeren oder
Depurinierungen durch die UV-Strahlung zu minimieren, wurde sehr ziigig vorgegangen. Die
Reinigung der isolierten DNA-Molekiile wurde mit dem GenElute™ Gel Extraction Kit
realisiert und folgte dem Protokoll des Herstellers. Das Reinigungsprinzip basiert bei diesem
Kit auf der Losung der Agarose und Adsorption der DNA an die Oberfldche der Silikafilter-
membran der mitgelieferten Sdulen in Gegenwart des hochmolaren chaotropen Salzes
Natriumiodid. Die gereinigte DNA wurde schlieflich mit 30ul TE-Puffer von der Siule
eluiert und stand fiir nachfolgende Klonierungsexperimente zur Verfiigung (Sigma-Aldrich

2002).
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3.1.4 Amplifikation von definierten DNA-Abschnitten
mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es moglich, mittels eines als Amplifikation
bezeichneten thermozyklischen Vorganges, in vitro von einem definierten DNA-Abschnitt
enzymatisch millionenfache Kopien gezielt herzustellen. Dabei wird die zu amplifizierende
DNA-Matrize (Template) zundchst bei Temperaturen von etwa 90-95°C thermisch denatu-
riert, wobei sich die beiden Stringe der DNA-Doppelhelix trennen. Eine sich anschlieBende
Temperaturabsenkung auf etwa 50°-60°C ermdglicht die gegenldufige Hybridisierung zweier
kurzer, in massivem Uberschuss vorliegender, synthetischer Oligonukleotide (Primer) an ihre
komplementiren Sequenzen auf der Template-DNA am Strang und Gegenstrang (Annealing).
Die beiden Primer flankieren den zu amplifizierenden DNA-Bereich und erlauben den Einbau
von freien Nukleotiden durch thermostabile DNA-abhidngige-DNA-Polymerasen an ihren
freien 3'-OH-Enden. Somit konnen die Einzelstringe zu Doppelstrangen in 5= 3°-Richtung
enzymatisch komplettiert werden (Elongation). Hieraus resultiert eine Verdopplung der
Template-DNA. Die Menge des gewlinschten PCR-Produktes steigt folglich im Verlauf der
Reaktion aufgrund der zyklischen Wiederholung von Denaturierung, Annealing und
Elongation bis zum Erreichen einer Plateauphase exponentiell an. Die Qualitit und Quantitét
der resultierenden PCR-Produkte wird dabei maf3geblich durch die Wahl der thermostabilen
DNA-abhingigen-DNA-Polymerase und des verwendeten Puffers sowie der MgCl,-
Konzentration beeinflusst. So zeigt die Tag-Polymerase zwar einerseits eine hohe
Syntheserate von bis zu 2.800bp/min, besitzt aber andererseits keine 3'-5'-Exonuklease-
Aktivitdt (proofreading). Aufgrund der daraus resultierenden relativ hohen Fehlerrate von
etwa 107 je eingebauter Base verbietet sich die Verwendung der Tag-Polymerase, wenn das
Amplifikat kloniert werden soll. Fiir diese Zwecke und fiir Mutagenese-PCRs wurde auf die
KAPA HiFi™ DNA-Polymerase zuriickgegriffen, die sich durch eine Korrekturaktivitit
(Fehlerrate ~ 107) und eine ausgesprochen hohe Prozessivitit auszeichnet. Dieses, durch
Protein-Engineering optimierte Enzym, hat sich im Laufe der vorliegenden Arbeit als
zuverldssiger und robuster erwiesen, als andere proofreading-Polymerasen (Pfu- bzw. Pwo-

DNA-Polymerase).
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Reaktionsansitze:

Tag-DNA-Polymerase:

KAPA HiFi™ DNA-Polymerase:

Thermocycler-Programm:

Tag-DNA-Polymerase:

95°C
95°C
55°C
68°C
68°C
4°C

10ul Tag 2x Master Mix

2ul fw-Primer (10pmol/ul)

2ul rv-Primer (10pmol/ul)

4ul Q-Solution (5x)

2ul CoralLoad Fast Cycling Dye (10x)
+ 10-100ng DNA

ddH,0 ad 20ul Gesamtvolumen

10pl KAPA HiFi™ -Puffer mit MgCl, (5x)
1,5ul fw-Primer (10pmol/pl)

1,5ul rv-Primer (10pmol/ul)

1,5u1 ANTPs (10mM)

1ul KAPA HiFi™ DNA-Polymerase

+ 10-100ng DNA

ddH,0 ad 50ul Gesamtvolumen

KAPA HiFi™ DNA-Polymerase:

Smin 95°C 3min
20sec 98°C 20sec
20sec 30 Zyklen 55°C 20sec

1kbp/min 72°C 2kbp/min
Smin 72°C Smin
0 4°C 0

3.1.4.1 Ortsspezifische Mutagenese mittels Overlap-Extension-PCR

Unter Verwendung der Overlap-Extension-PCR konnen zielgerichtet Punktmutationen in der

DNA generiert werden. Grundsétzlich ermdglicht die Substitution einzelner Nukleotide in der

DNA drei unterschiedliche Varianten der Mutagenese. Zum einen kdnnen Mutationen in die

DNA eingefiihrt werden, die innerhalb eines Gens ein anderes Codon entstehen lassen

(missense-Mutation). Eine solche sinnverdndernde Mutation fiihrt bei der Translation der

resultierenden mRNA zum Einbau einer anderen Aminosdure wihrend der Proteinbio-

synthese. Weiterhin kann die Anderung der Nukleotidsequenz eine sinnentstellende Mutation

erzeugen (nonsense-Mutation). Die Mutagenese bewirkt hier die Entstehung eines Stopp-

Codons und fiihrt zum Abbruch der Proteinbiosynthese auf translationaler Ebene. Schlieflich
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bietet die Overlap-Extension-PCR die Moglichkeit, stille Mutationen in die DNA einzu-
filhren (silent-Mutation), bei der ein Codon entsteht, welches fiir die gleiche Aminosiure

codiert. Dies ist aufgrund der Degenerierung des genetischen Codes moglich.

In der vorliegenden Arbeit musste eine Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease
Ncol (ccatgg) innerhalb des offenen Leserahmens (ORF) des humanen Interleukin-1
Rezeptorantagonisten (hIL-1Ra) mutiert werden. Dazu wurde die Pyrimidinbase ,,T* durch
die Pyrimidinbase ,,C* substituiert. Die im Triplett codierte Aminosdure Histidin wurde

hierdurch nicht verdndert.

Als Template diente der Klonierungsvektor pCMV-SPORT6, welcher den ORF des hIL-1Ra
codierte. Mit den zueinander komplementiren mutagenen Primern h_IL-1Ra rv_mut (Primer
2) und h IL-1Ra_fw mut (Primer 3) wurde die Punktmutation eingefiihrt. In der ersten
Reaktion (PCR 1) ergab sich ein PCR-Produkt, flankiert von den Primern h IL-1Ra fw Ncol
und h IL-1Ra rv_mut (Primer 1 und Primer 2), dass an seinem Ende die Mutation trug. Mit
den beiden Primern h IL-1Ra fw mut und h_IL-1Ra rv_Notl (Primer 3 und Primer 4) wurde
von der Matrizen-DNA ausgehend das zweite PCR-Produkt (PCR 2) amplifiziert. Es trug
ebenfalls die Punktmutation. In der nun folgenden Fusions-PCR wurden beide PCR-Produkte
eingesetzt. Sie konnten an ihren komplementidren Enden hybridisieren und wurden an den 3’-
OH-Enden von der DNA-abhidngigen-DNA-Polymerase verldangert. Durch die gleichzeitige
Zugabe der Primer 1 und 4 konnte die mutierte DNA amplifiziert werden (Abb. 12).

Primer 2 Primer 4
i «— .
Primer 1 Primer 3
3 5
PCR 1 l PCR 2
S 1 3
3 [+ 5
5"} 3
37—} 5
Fusions-PCR l
5" TG — >
P E— 3 4 _D 5
5" ] <+ 3
3 [ 1 5

Abb. 12: Schematische Darstellung der Abldufe bei der Overlap-Extension-PCR
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PCR 1:

PCR 2:

10ul KAPA HiFi™ -Puffer mit MgCl, (5x)
1,5ul h IL-1Ra_fw Ncol (10pmol/ul)
1,5ul h IL-1Ra rv_mut (10pmol/ul)

1,5ul ANTPs (10mM)

1ul KAPA HiFi™ DNA-Polymerase
33,5ul ddH,0

1ul pPCMV-SPORT6-hIL-1Ra (10ng)
50ul Gesamtvolumen

10ul KAPA HiFi™ -Puffer mit MgCl, (5x)
1,5ul h IL-1Ra_fw mut (10pmol/ul)

1,5ul h IL-1Ra_rv_Notl (10pmol/ul)
1,5ul ANTPs (10mM)

1ul KAPA HiFi™ DNA-Polymerase
33,5ul ddH,0

1ul pCMV-SPORT6-hIL-1Ra (10ng)

50ul Gesamtvolumen

Thermocyler-Programm (PCR 1 und 2):

95°C
98°C
55°C
72°C
72°C
4°C

Fusions-PCR:

3min
20sec
20sec 30 Zyklen
20sec

Smin

o0

10ul KAPA HiFi™ -Puffer mit MgCl, (5x)
1,5ul h _IL-1Ra fw Ncol (10pmol/ul)
1,5ul h IL-1Ra_rv_Notl (10pmol/ul)

Sul Amplifikat 1. PCR

Sul Amplifikat 2. PCR

1ul KAPA HiFi™ DNA-Polymerase

26ul ddH,O

50ul Gesamtvolumen

Thermocyler-Programm (Fusions-PCR):

95°C
98°C
55°C
72°C
72°C
4°C

3min
20sec
20sec 30 Zyklen
45sec

Smin

o0
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Tab. 3: Ubersicht iiber die amplifizierten hIL-1Ra-Fragmenten
in der Overlap-Extension-PCR

Sequenzliange der
resultierenden Amplifikate

DNA-Fragment aus:

PCR 1 276bp
PCR 2 303bp
Fusions-PCR 549bp

Fiir die Fusions-PCR wurden drei parallele Ansdtze pipettiert, die nach der PCR in einem
1,5ml-ReaktionsgefdB vereinigt und anschliefend iiber das GenElute™ PCR Clean-Up Kit
gereinigt wurden. Das mutierte DNA-Fragment wurde mit 30ul TE-Puffer von der Saule
eluiert. Um die Ligation des DNA-Fragmentes in den Zielvektor zu ermdglichen, mussten die
Enden der Amplifikate zundchst mit Ncol und Notl verdaut werden, um kompatible
Uberhiinge zu generieren. Die hierfiir erforderlichen Erkennungssequenzen der beiden
Restriktionsendonukleasen wurden durch die endstdndigen Primer h IL-1Ra fw Ncol und
h IL-1Ra rv Notl in das Amplifikat eingebracht. Der priparative Restriktionsverdau mit
Ncol sowie Notl wurde iiber Nacht bei 37°C durchgefiihrt und die endstéindig gespaltenen
Amplifikate aus der Fusions-PCR schlieflich mittels préparativer Agarosegel-Elektrophorese
isoliert (siche 3.1.3.1).

3.1.4.2 Reinisung von PCR-Ansiitzen mittels GenElute'™ PCR Clean-Up Kit

Das Kit ermdglichte die schnelle Reinigung von PCR-Amplifikaten von 100bp bis 10kbp
Linge aus PCR-Ansidtzen. Dabei konnten {iiberschiissige PCR-Komponenten wie nicht-
eingebaute Nukleotide, Primer oder DNA-Polymerasen nach der PCR aus den Ansidtzen
entfernt werden. Die gereinigten Nukleinsduren wurden anschlieBend direkt weiterverwendet.
Die Reinigungsprozedur wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt (Sigma-

Aldrich 2004).
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3.1.5 Reverse Transkription mit dem iScriptTM cDNA Svynthese Kit

Bei der reversen Transkription wurde RNA in komplementdre DNA (¢cDNA) umgeschrieben
und in der anschlieBenden Realtime quantitativen PCR (qRT-PCR) als Template eingesetzt.
Fiir die reverse Transkription wurde die iScript™ Reverse Transkriptase verwendet. Dieses
Enzym wurde unter Verwendung von einem klonierten Mo-MLV Reverse Transkriptase Gen
(Moloney-Mausleukdamievirus) hergestellt. Die RNA-abhdngige-DNA-Polymerase verwendet
als Substrat ANTPs und benotigt Mg* -Ionen. Ferner zeigt das Enzym eine Ribonuklease H-
Aktivitdt, die exonukleolytisch den RNA-Strang in einem DNA-RNA-Hybrid abbaut (Biorad
2007).

Reaktionsansatz: 4l 5x iScript™ Reaction Mix
1pl iScript'™ Reverse Transkriptase
+ 500ng RNA

ddH,0 ad 20ul Gesamtvolumen

Die Reaktionen wurden in 0,2ml-PCR-PlastikreaktionsgefiaBen in einem Thermocycler
durchgefiihrt. Dabei wurde das Reaktionsgemisch zunichst fiir Smin bei 25°C inkubiert. Dem
schloss sich eine 30miniitige Inkubation bei 42°C an, bei der die Umschreibung der RNA in
cDNA erfolgte. Schlielich wurde die Probe zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase fiir
Smin auf 85°C erhitzt. Nach Abkiihlung auf 4°C wurde 1ul in der qRT-PCR als Matrize

eingesetzt.

3.1.6 Realtime quantitative PCR (qRT-PCR)

Die qRT-PCR basiert auf dem Prinzip der klassischen PCR und ermdglicht neben dem spezi-
fischen Nachweis auch die exakte Quantifizierung von DNA oder cDNA in einer Probe. Die
Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wihrend eines
PCR-Zyklus erfasst werden. Das Fluoreszenzsignal nimmt dabei proportional mit der Menge
der gebildeten PCR-Produkte zu. MaBgeblich fiir die prazise Quantifizierung der DNA- bzw.
cDNA-Startmengen sind die sogenannten Cp- oder Cp- (Cycle Threshold bzw. Crossing
Point) Werte. Diese Werte beschreiben den Amplifikationszyklus, bei dem das Fluoreszenz-
signal wéahrend der exponentiellen Phase der PCR spezifisch aus dem Hintergrund tritt und
werden am Ende eines Laufs automatisch von der Computersoftware des Realtime-
Thermocyclers berechnet. Letztlich bilden die Cr-Werte die Grundlage von zwei prinzipiellen

Quantifizierungsstrategien — die absolute und die relative Quantifizierung.
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In dieser Arbeit wurde der unspezifisch DNA-interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green I zur Quantifizierung genutzt. Bei der Einlagerung von SYBR Green I in neugebildete
Amplifikate, deren GroBe idealerweise zwischen 100 und 150bp liegen sollte, steigt die
Fluoreszenz des Farbstoffes an und wird gemessen. Die Zunahme der Target-DNA korreliert
daher mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. Die qRT-PCRs wurden mit
Hilfe des iCyclers iQ von BioRad und unter Verwendung des QuantiFast™ SYBR Green Mix
(Qiagen 2007) nach einem einheitlichen Profil durchgefiihrt.

95°C Smin

95°C 10sec

45 Zyklen, Fluoreszenzmessung

65°C 30sec
95°C Imin
52°C Imin
52°C IOSec} 86 Zyklen ( +O’5°C/2,Zyk1us), Schmelzkurvenanalyse
15°C o0

Mit der Schmelzkurvenanalyse konnte die Spezifitit der gebildeten Amplifikate liberpriift
werden. Dabei wurde die DNA durch eine kontinuierliche Temperaturerh6hung aufge-
schmolzen. Bei einer fiir das Fragment spezifischen Schmelztemperatur denaturierte der
Doppelstrang zu zwei einzelstrangigen Molekiilen und SYBR Green I wurde freigesetzt. Die

daraus resultierende Fluoreszenzabnahme wurde registriert und graphisch abgebildet.

Reaktionsansétze:

Fiir QuantiTect-Primer: Fiir selbst kreierte Primer :

10l 2x QuantiFast™ SYBR Green Mix 10l 2x QuantiFast™ SYBR Green Mix
7ul ddH,0 7ul ddH,0

2l QuantiTect-Primer (Qiagen) Lyl fw-Primer (10pmol/ul)

1ul Probe Lyl rv-Primer (10pmol/ul)

20ul Gesamtvolumen 1ul Probe

20ul Gesamtvolumen

Dem 2x QuantiFast™ SYBR Green Mix wurde zusitzlich der Fluoreszenzfarbstoff
Fluorescein (Endkonzentration 10nM) beigemengt, der fiir die interne ,,Well-Factor-

Kalibrierung des iCyclers 1Q notwendig war.
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3.1.6.1 Relative Quantifizierung mit der qRT-PCR

Relative Quantifizierungen werden angewendet, wenn Verdnderungen der Genexpression
oder der Genomzahl in Proben miteinander verglichen werden. Dabei werden die Mengen des
Zielgens, das analysiert werden soll, mit den Mengen eines oder mehrerer Referenzgene in
den jeweiligen Proben miteinander verglichen und das Ergebnis als Verhiltnis dieser Gene
dargestellt. Bei den Referenzgenen handelt es sich um nicht-regulierte Gene, die somit die

Basis fiir die Normalisierung von Unterschieden zwischen den einzelnen Proben bieten.

Fiir die relative Quantifizierung der mRNA-Expression wurde aus den Zellen zunéchst die
Gesamt-RNA isoliert (siche 3.2.2.2), die anschlieBend unter Benutzung des iScript™ ¢cDNA
Synthese Kits in cDNA umgeschrieben wurde. In der qRT-PCR wurde dann jeweils 1ul
cDNA eingesetzt. Die Genexpressionsmessung des Zielgens erfolgte im Duplikat, die zur
Normalisierung herangezogenen mRNA-Expressionen der Referenzgene Beta-Aktin und
GAPDH wurden jeweils nur als Einfachmessungen vorgenommen. Bei der Erstellung der

Primersequenzen mit NCBI Primer-Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) und dem

Plasmid Editor ApE fand neben der Templatespezifitit die cDNA-Spezifitit besondere
Beachtung. Durch die Verwendung Intron-iiberspannender bzw. Splice-Site-iiberspannender
Primer wurde sichergestellt, dass in der PCR ausschlieSlich cDNA und keine genomische
DNA amplifiziert wurde, was zu einer Beeinflussung der Resultate gefiihrt hitte. Die von der

Firma Qiagen erworbenen QuantiTect-Primer waren ebenfalls sequenzspezifisch fiir cDNA.

Fiir die relative Genomgquantifizierung von FAD- und foamyviralen Vektoren in den
Experimenten zur Langzeitkinetik, wurde die DNA mittels QIAamp® DNA Mini Kit aus den
Zellen isoliert (siehe 3.2.2.1), photospektrometrisch gemessen und 10ng in der qRT-PCR
eingesetzt. Zur Normalisierung der genomischen Zell-DNA wurden Bereiche des Beta-Aktin
und GAPDH-Gens (bei humanen Zellen) bzw. Beta-Aktin und Tubulin, Beta 5-Gens
amplifiziert (bei Rattenzellen).

Zur Berechnung der relativen Genexpression und der relativen Genomquantifizierung wurde
das auf dem AACt-Algorithmus (Vandesompele et al. 2002) basierende Gene Expression
Macro™ V1.1 (BioRad 2004) fiir Microsoft Excel 2007 genutzt.
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3.1.6.2 Absolute Quantifizierung mit der gRT-PCR

Diese Methode wird angewendet, um die absolute Konzentration (Molekiilmenge oder
Molekiilgesamtgewicht) eines Zielgens in einer Probe zu messen. Dafiir wird der Cp-Wert
dieser Probe mit den Cr-Werten eines definierten, bekannten, externen Standards verglichen.
Dazu wird die PCR mit einer Verdlinnungsreihe des Standards durchgefiihrt. Die
Computersoftware des Realtime-Thermocyclers trigt am Ende des Laufs die angegebenen
Standardkonzentrationen gegen die ermittelten Cp-Werte auf und berechnet hieraus eine
Regressionsgerade. Die Software bestimmt dann anhand des Cr-Wertes der Probe auto-

matisch dessen Konzentration durch Vergleich mit der Standardkurve.

Das Verfahren wurde eingesetzt, um die Partikelzahl freigesetzter foamyviraler Vektoren
nach einer Primdrtransduktion von FAD-11 im Zellkulturiiberstand zu quantifizieren. Als
Basis fiir den externen Standard diente das Plasmid pMHS87tet-hIL-1Ra, dass zunédchst mit
den Restriktionsenzymen Narl und Xhol gespalten wurde. Durch diesen Restriktionsverdau
wurde das nahezu vollstindige Tetracyclin-regulierte foamyvirale Vektorgenom (10,17kbp)
vom Plasmidriickgrat freigesetzt und tiiber eine priparative Agarosegel-Elektrophorese
isoliert. Von der so vorbereiteten Standard-DNA wurde eine Verdiinnungsreihe, deren
Konzentrationsbereich zwischen Ing (151,51amol) und 1x10”ng (1,51x10amol) lag,
vorbereitet und die qRT-PCR mit dieser Verdiinnungsreihe des Standards zur Ermittlung der
Standardkurve durchgefiihrt. Bei den zu quantifizierenden Proben wurde jeweils 1l des
nativen Zellkulturiiberstandes zum Reaktionsansatz gegeben und in der qRT-PCR
amplifiziert. Die Messungen der externen Standards und der Proben erfolgte immer im

Duplikat. Das Amplikon hatte dabei eine Grée von 111bp und lag im PFV-gag.

3.1.7 DNA-Sequenzierung nach Sanger mit der Kettenabbruchmethode
und fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden

Diese Sequenziermethode basiert auf dem Kettenabbruch-Prinzip bei der DNA-Synthese und
wurde 1977 von Sanger et al. entwickelt (Miilhardt 2003). Bei der Sequenzreaktion wird die
zu sequenzierende DNA zundchst durch Hitze denaturiert, mit einem Primer hybridisiert und
dieser mit Hilfe einer thermostabilen DNA-abhingigen-DNA-Polymerase verldngert.
Zusatzlich zu den vier iiblichen 2'-Desoxynukleotiden (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) enthalt
der Ansatz noch eine definierte Menge von vier spezifisch-fluoreszenzmarkierten 2°,3"-
Didesoxynukleotiden. Deren fehlende —OH -Gruppe am dritten C-Atom der Ribose fiihrt zum
Abbruch der DNA-Synthese. Der Einbau eines fluoreszenzmarkierten 2°,3'-Didesoxy-
nukleotides erfolgt dabei nach den Gesetzen der Statistik, womit sich eine Vielzahl von
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Fragmenten unterschiedlicher Grofe ergibt, wenn der Reaktionsablauf von DNA-
Denaturierung, Primerhybridisierung, Kettenverlingerung und Kettenabbruch nur geniigend
oft zyklisch wiederholt wird. Diese zyklische Reaktion, die auf einem Thermocycler erfolgt,
stellt eine weitere Anwendung der PCR dar, obgleich hieraus nur eine lineare Amplifikation
resultiert. Das automatische Sequenzanalysegerit trennt die unterschiedlichen Fragmente
dann kapillarelektrophoretisch ihrer Ldnge nach auf, regt das jeweilige endstindige
fluoreszenzmarkierte 2°,3"-Didesoxynukleotid mittels Laserstrahlung an und detektiert dessen
Fluoreszenz. Aus der Bandbreite der Informationen von Kettenlinge und spezifischer

Fluoreszenz kann die Sequenz des gesamten DNA-Stranges abgeleitet werden.

Zur Durchfithrung der Sequenzierung kam das Big Dye® Terminator V1.1 Cycle Sequencing
Kit von Applied Biosystems zum Einsatz.

Mix: 1 ul sequenzspezifischer Primer (10pmol)
1ul BigDye®-Pramix
50-500ng DNA
ddH,0 ad 5ul Gesamtvolumen

Die Sequenzreaktion wurde auf dem Thermocycler nach dem folgenden Profil durchgefiihrt:

96°C 10sec
55°C Ssec 25 Zyklen
60°C 4min

Die Sequenzansdtze wurden im Sequenzlabor des VIM aufgearbeitet und analysiert und die
resultierenden DNA-Sequenzen im Anschluss daran mit Hilfe entsprechender Computer-

software (ApE Plasmid Editor) ausgewertet.
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3.2 Zellbiologische und Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Kultivierung adhirenter Zelllinien

Alle fiir die Zellkultur verwendeten Losungen und Zellkulturmedien wurden vor Gebrauch
durch Filtration oder Autoklavieren bei 120°C sterilisiert. Desweiteren wurden alle Zell-
kulturarbeiten an der Sterilwerkbank mit sterilisierten Glaspipetten oder serologischen
Einmal-Pipetten durchgefiihrt. Fiir die Kultivierung der eukaryotischen Monolayer-Zellen
fanden diverse sterile Zellkultur-Plastikwaren (z.B. T-75 Zellkulturflaschen, 10cm-Schalen,
24-Loch-Kulturplatten etc.) Verwendung. Alle in dieser Arbeit eingesetzten Kulturen wurden

im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, gehalten.

Fiir die Experimente wurden die permanenten Zelllinien A549, BHK-21, CHO-K1, Hela,
HEK-293T, HepG2, hMSC-TERT4 und HT1080 verwendet. Ferner wurden aus Rattenknie-
gelenken isolierte primédre Synovialzellen kultiviert (siehe 3.3.2). Die Passagierung der
permanenten Zellkulturen erfolgte nach ca. 4-5 Tagen bei einer Konfluenz von etwa 80%.
Dazu wurde das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
anschliefend mit ATV-Losung bei 37°C trypsiniert. Die Trypsinierung erfolgte bis zum
vollstindigen Ablosen der Zellen vom Boden des Zellkulturgefiles und wurde schlieBlich
durch das Hinzufligen serumhaltigen Mediums gestoppt. Die Zellsuspension wurde darauthin
aus dem Kulturgefd3 gewonnen, fiir 3min bei 450 x g zentrifugiert und nach Dekantieren des
Uberstandes in frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Fiir die routinemiBige Haltung der
Zellen wurde ein Zehntel bzw. ein Viertel (galt nur fiir h(MSC-TERT4) der Zellsuspension in
das urspriingliche Zellkulturgefa3 zuriicktransferiert und die Zellen nach der Zugabe einer
entsprechenden Menge Zellkulturmedium subkultiviert. Die restlichen Zellen der Suspension

wurden versuchsabhidngig in weiteren Zellkulturgefdlen ausgesét oder verworfen.

Verwendete Zellkulturmedien:

A549 DMEM - Ham’s F12 (PAA)

BHK-21 DMEM - High Glucose (Invitrogen)

Hela DMEM - High Glucose (Invitrogen)

HEK-293T MEM + 0,01% Glutamat (Medienkiiche, Institut)
HepG2 DMEM - Ham’s F12 (PAA)

hMSC-TERT4 DMEM - High Glucose (Invitrogen)

HT1080 DMEM - High Glucose (Invitrogen)
Synovialzellen DMEM - Ham's F12 (PAA)

Die Zellkulturmedien wurden mit 10% FCS (hitzeinaktiviert, 30min bei 56°C), 100U/ml
Penicillin G und 100pg/ml Streptomycin supplementiert.
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ATV-Losung: 137mM NaCl
(Medienkiiche, VIM ) 5,4mM KCI

5mM D-Glucose

70mM NaHCO;

500mg/1 Trypsin

200mg/1 Versene (EDTA)

3.2.1.1 Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-Zihlkammer

Die Zellzahl und Vitalitdt wurden mittels Trypanblau-Losung untersucht. Trypanblau férbt
nur tote Zellen an, bei lebenden Zellen hingegen verhindert die intakte Zellmembran ein Ein-
dringen des anionischen Farbstoffs. Dazu wurden die beiden Stege der Neuerbauer-Zahl-
kammer angefeuchtet, das Deckglas daraufgelegt und bis zum Entstehen regenbogenartiger
Schniirringe (Newtonsche Ringe) angedriickt. Die Zellsuspension wurde 1:10 mit Trypanblau
-Losung verdiinnt, das Gemisch zwischen Deckglas und Zahlkammer pipettiert und die Zell-
zahl unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Fiir die Berechnung der Lebendzellzahl wurden nur
die nicht-angeférbten Zellen beriicksichtigt.

Formel zur Berechnung der Zellzahl:

N x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zelldichte (Zellen/ml)

Q
N: gezdhlte Zellen  Q: Anzahl ausgezihlter Gro3quadrate der Neubauer-Zahlkammer

3.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Eukaryotische Zellen wurden unter Zusatz von 10% DMSO kryokonserviert. DMSO hemmt
die Bildung von Eiskristallen wihrend des Einfrierprozesses, diese konnen Zellorganellen
zerstoren und so zum Absterben der Zellen fithren. Die zu konservierende Zellkultur wurde
zunichst mittels ATV-Losung trypsiniert, in einem 15ml-Zentrifugenréhrchen fiir 3min bei
450 x g pelletiert und nach Dekantieren des Uberstandes in Sml PBS resuspendiert. Nach
nochmaliger 3miniitiger Zentrifugation wurde das Zellsediment schlielich in 4 bis Sml FCS
aufgenommen. Von dieser Zellsuspension wurden jeweils 900ul in Kryoréhrchen (Nalgene)
pipettiert, 100ul sterilfiltriertes DMSO bei Raumtemperatur ergdnzt und zur Minimierung
zytotoxischer DMSO-Effekte sorgsam vermengt. Mit Hilfe des Isopropanol-gefiillten Kryo-
einfriergerites, welches kontrollierte Kiihlraten von 1°C/min ermoglichte, wurden die Zellen
langsam bis -80°C eingefroren. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -196°C im fliissigen
Stickstoff. Das Wiederauftauen der Zellen wurde durch rasches Erwérmen des Kryordhrchens
bei 37°C im Wasserbad durchgefiihrt. Die Zellsuspension wurde in einer T-75 Zellkultur-
flasche, die etwa 14ml Zellkulturmedium beinhaltete, resuspendiert. Am darauffolgenden Tag

wurde das Medium gewechselt, um Reste von DMSO zu entfernen.
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3.2.1.3 Transfektion adhirenter eukarvotischer Zellen mit Polyethylenimin

Als Transfektion wird das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen bezeichnet.
Dabei bedient man sich verschiedener Methoden, bei denen die DNA entweder aktiv iber
physiologische Zellvorgéinge oder passiv iiber physikalische Impulse in die Zellen ein-
geschleust wird. Die iibertragene Fremd-DNA soll die Moglichkeit einer heterologen Protein-
expression in den Zellen er6ffnen. Aus diesem Grunde tragen die eingebrachten Vektoren
neben dem kodierenden Bereich des Gens, das exprimiert werden soll, stromaufwérts davon
gelegene eukaryotische Promoterelemente. Weiterhin kann zwischen einer transienten
Transfektion, bei der nur ein zeitweiliges Einbringen der Fremd-DNA in die Wirtszelle
erfolgt, voraus eine zeitlich limitierte Expression des Transgens resultiert, und einer stabilen
Transfektion, bei der es zur dauerhaften Expression des Transgens kommt, unterschieden
werden. Bei den transienten Transfektionen dieser Arbeit wurde das Transfektionsreagenz
Polyethylenimin (PEI) eingesetzt. Bei PEI handelt es sich um ein synthetisches kationisches
Polymer, das durch seine hohe Ladungsdichte Nukleinsduren bindet und komplexiert.
PEI/DNA-Komplexe werden iiber Endocytose effizient von einer Vielzahl von Zelllinien
aufgenommen. Zusétzlich schiitzt PEI die DNA vor intrazelluldrer Degradierung und

ermdglicht deren Translokation in den Zellkern.

Der Zeitrahmen eines Transfektionsexperimentes erstreckte sich im Allgemeinen iiber 4-5
Tage. Am ersten Tag wurden die zu transfizierenden Zellen in entsprechende sterile
Zellkultur-Plastikwaren mit einer Konfluenz von ungefahr 60% ausgesdt und fiir 24h bei 37°C
und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen, deren
Konfluenz nun bei etwa 80% lag, mit PBS gewaschen und frisches Zellkulturmedium im
urspriinglichen Volumen wieder hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die DNA mit PEI in einem
Verhiltnis von 1 zu 3 komplexiert. Dazu wurden in zwei getrennten Ansdtzen die DNA-
Losung sowie die PEI-Losung mit serumfreiem MEM zu gleichen Volumina hergestellt. Die
beiden Losungen wurden vereint und fiir 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Transfektion erfolgte schlieBlich durch langsames und tropfchenweises Applizieren der
Transfektionsmischung zu den Zellen. Die gleichméBige Verteilung der Transfektions-
mischung wurde durch leichtes Schwenken der Zellkulturschale gewéhrleistet. Die nun
transfizierten Zellen wurden dann fiir weitere 24h im Brutschrank inkubiert. Am dritten Tag
wurde das Medium erneut gewechselt und die Zellen fiir weitere 24 bis 48h im Brutschrank
inkubiert. Die Zellen konnten schlieflich geerntet und durchflusscytometrisch bzw.

fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden, oder wurden zur Gewinnung von Proteinproben
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fir den Western-Blot homogenisiert. Alternativ dazu wurde der Zellkulturiiberstand
abgenommen, sterilfiltriert und stand fiir weitere Experimente, wie foamyvirale Vektor-
produktion bzw. Expression von rekombinantem hIL-1Ra, zur Verfiigung.

PEI-Losung (25kda, linear): 1ug/ul in ddH,O (pH 7,2), sterilfiltriert

3.2.1.4 Verpackung foamyviraler Vektoren in HEK-293T Zellen

Die Co-Transfektion der foamyviralen Verpackungs- und Vektorplasmide wurde in HEK-
293T Zellen durchgefiihrt. Diese Zellen lassen sich mit PEI effizient transfizieren und
exprimieren zudem das SV40 groe T-Antigen. Durch Bindung an den SV40-Replikations-
ursprung der Plasmide initiiert das groe T-Antigen iliber seine Helikase-Aktivitit in
Anwesenheit von Wirtsproteinen die intrazelluldre Plasmid-Replikation. Daneben kann eine
zusitzliche Steigerung der Proteinexpression durch die Zugabe von Natriumbutyrat, das eine
Stimulation der CMV-Promotoren der Transgene bewirkt, erreicht werden (Tanaka et al.

1991).

Vierundzwanzig Stunden vor Beginn der Transfektion wurden zunichst 6x10° HEK-293T
Zellen pro 10cm Schale in 10ml MEM ausgesét und bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank
inkubiert. Die Verpackung foamyviraler Vektoren ab dem zweiten Tag wurde gemil3 den

Arbeitsschritten der nachfolgenden Tabelle durchgefiihrt:

Tag2:
Arbeitsschritt Reagenz Benotigte Menge

PELLosung PEI (1pg/ul) 80ul
serumfreies Medium 420ul

pMDO09 (Vektor) 14,1l (1pg/pl)

pcoPG4 (PFV-gag) 7,6l (1pg/ul)

DNA-Losung pcoPPwt (PFV-pol) 2,3ul (1ug/ul)

pcoPE (PFV-env) 2,3ul (1pg/ul)
serumfreies Medium 474ul

PEI-L6sung und DNA-L&sung vermischen

Transfektionsgemisch fiir 30min inkubieren

Mediumwechsel der Zellen (10ml MEM)

Transfektionsgemisch zu den Zellen geben

Zellen tiber Nacht bei 37°C und 5% CO; inkubieren
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Tag 3:
Arbeitsschritt Reagenz Benotiste Menge
Natriumbutyrat-Induktion 500mM Natriumbutyrat 200ul

Zellen fiir 6-8h bei 37°C und 5% CO, inkubieren
Mediumwechsel der Zellen (10ml MEM)
Zellen fur 48h bei 37°C und 5% CO, inkubieren

Am fiinften Tag wurden die Zellkulturiiberstinde abgenommen und durch einen 0,45um-
Sterilfilter zellfrei filtriert. Die weitere Aufarbeitung der foamyviralen Vektoren erfolgte

mittels Ultrazentrifugation.

50x Natriumbutyrat (500mM): 2,75g Natriumbutyrat
ad 50ml PBS, sterilfiltrieren
Lagerung bei +4°C

3.2.1.5 Konzentration foamyviraler Zellkulturiiberstinde in der Ultrazentrifuge

Die sterilfiltrierten foamyviralen Vektoriiberstinde wurden vereint und das Gesamtvolumen
in sterile Ultrazentrifugenréhrchen iiberfithrt. Im AnschluB an die Ultrazentrifugation
(Surespin630 Rotor, Thermo Scientific) fiir 2h bei 22.000 U/min und 4°C wurden die
Mediumsiiberstinde zunichst bis auf ein Restvolumen von etwa Sml mit einer serologischen
Einmal-Pipette abgenommen. Der gesamte restliche Uberstand wurde durch Dekantieren
entfernt und die Ultrazentrifugenrohrchen mit dem Boden nach oben zeigend fiir Smin
getrocknet. Letzte Fliissigkeitsreste wurden anschlieBend mit Zellstoff-Tiichern sorgfiltig
beseitigt. Die sedimentierten Vektoren wurden in ca. 1% des Ausgangsvolumens in PBS
resuspendiert (250-300ul), so dass theoretisch eine ca. 100-fache Konzentration erreicht
werden konnte. Die Resuspension erfolgte fiir 3h auf Eis. Konzentrierte Vektoriiberstinde

wurden aliquotiert und bei —80°C eingefroren.

3.2.1.6 Transduktion von Zielzellen mit foamyviralen Vektoren
und Ermittlung der CCIDs,

Als Transduktion wird das Uberfiihren genetischen Materials in Zielzellen mittels viraler
Vektoren, die in der Regel replikationsinkompetent sind, bezeichnet. Mit Hilfe foamyviraler
Transduktionsexperimente konnte einerseits der Vektortiter aus Verpackungsexperimenten
semiquantitativ bestimmt (CCIDsy = Cell culture infectious dose 50%) und andererseits die

Permissivitit verschiedener Zelllinien fiir adenovirale Vektoren untersucht werden.
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Fiir die Bestimmung der CCIDs, wurden in eine 24-Loch-Kulturplatten pro Kavitit 2 x 10*
HT1080-Zellen, die fiir PFV hochpermissiv sind, in 500ul Zellkulturmedium ausgesét und
iiber Nacht inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die durch Ultrazentrifugation konzentrierten
bzw. nativen Vektoriiberstinde in einer Verdiinnungsreihe von 107" bis 10 bei einem
Zielvolumen von 500ul pro Kavitdt logarithmisch titriert. Die Zellkulturiiberstinde der
HT1080 Zellen wurden entfernt und durch jeweils 500ul des titrierten Inokulums ersetzt.
Transduktionen wurden immer im Duplikat durchgefiihrt. Die Zellen wurden 48h nach
Beginn der Transduktion auf die Expression von griin-fluoreszierendem Protein (eGFP) unter
dem Fluoreszenzmikroskop kontrolliert und gegebenenfalls fiir eine durchflusscytometrische
Analyse aufgearbeitet. Fiir die FACS-Analyse wurden die Zellen mit ATV abgelost, in ein
FACS-Rohrchen iiberfiihrt, fiir 3min bei 450 x g zentrifugiert und der Uberstand dekantiert.
Die sedimentierten Zellen wurden mit 50ul 4%-Paraformaldehydlésung fixiert und
anschlieend im Durchflusscytometer (FACScalibur, Becton Dickinson) untersucht (siche
3.2.10). Die Interpolation der CCIDs, erfolgte mit der Statistiksoftware GraphPad Prism 4.0

mittels einer sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurve.

3.2.2 Isolierung von Nukleinsiuren aus eukaryotischen Zellen

3.2.2.1 Isolierung von DNA aus Zellen

Chromosomale-DNA wurde unter Verwendung des QIAamp® DNA Mini Kits aus Zellen
gewonnen. Die DNA-Préparation basiert bei diesem Kit auf der Bindung von Nukleinsduren
an Silikaoberflachen in Gegenwart hoher Konzentrationen von Guanidinhydrochlorid. Nach
einem Waschschritt mit alkoholhaltigen Puffern wird die DNA unter Niedrigsalzbedingungen
eluiert. Versuchsabhingig wurden dafiir in einem 1,5ml-Reaktionsgefdl3 0,1-2,0 x 10° Zellen
in 200ul PBS resuspendiert und gemdfl dem Herstellerprotokoll aufgearbeitet. Die an die
Silikafiltermembran der mitgelieferten Sdulen gebundene DNA wurde schlieBlich mit 30ul
AE-Puffer eluiert und stand fiir nachfolgende Experimente zur Verfiigung (Qiagen QIAamp®
DNA Mini Kit 2007).

3.2.2.2 Isolierung von RNA aus Zellen

Zellulire RNA wurde mit dem RNeasy® Plus Mini Kit isoliert. Fiir alle Arbeiten mit RNA
wurden gestopfte Pipettenspitzen und sterile 1,5ml-Reaktionsgefdfle verwendet. Aulerdem
wurden die verwendeten Pipetten durch eine Spriihdesinfektion mit Alkohol gereinigt. Ferner

wurden die Komponenten des RNeasy® Plus Mini Kits nur unter der Sterilwerkbank gedffnet,
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um der Kontaminationsgefahr mit den ubiquitir vorkommenden RNasen weitestgehend zu
begegnen. Die RNA-Priparation basiert auch bei diesem Kit auf der Bindung von Nuklein-
sduren an Silikaoberflichen in Gegenwart hoher Konzentrationen eines chaotropen Salzes
(Guanidinisothiocyanat). Bei der Probenaufarbeitung wurde gemifl den Vorgaben des
Herstellerprotokolls vorgegangen (Qiagen RNeasy® Plus Mini Kit 2010). Dabei wurden die
Zellen (0,1-2,0 x 10°) zundchst mit dem Guanidinisothiocyanat-enthaltenden RLT-Plus-Puffer
lysiert und homogenisiert. Freigesetzte genomische DNA konnte durch einen
Zentrifugationsschritt iiber die gDNA-Eliminationsséulen des Kits nahezu quantitativ entfernt
werden. Nach mehreren Waschschritten mit alkoholhaltigen Puffern, wurde die an die Silika-
filtermembran der Séulen gebundene RNA schlieBlich mit 30ul RNase-freiem Wasser eluiert.
Das RNA-Eluat wurde danach sofort auf Eis gestellt und nach einer photospektrometrischen
Konzentrationsbestimmung in cDNA umgeschrieben. Die Langzeitlagerung isolierter RNA

erfolgte bei -80°C.

3.2.3 Herstellung von Proteinproben fiir den Western-Blot

Alle Arbeitsschritte erfolgten bei 4°C bzw. auf Eis, um die Proteolyse und Denaturierung von
Proteinen zu vermindern. Nach der Entfernung des Zellkulturmediums von den 6cm-Schalen
wurden die zu lysierenden Zellen zunédchst mit kaltem PBS gewaschen. Danach wurden die
Zellen durch die Zugabe von 600ul eiskaltem RIPA-Puffer fiir 10min auf Eis lysiert. Wahrend
der Inkubationszeit wurden die Schalen regelmiBig leicht geschwenkt, um eine gleichmiBige
Verteilung des RIPA-Puffers zu gewéhrleisten. Um die freigesetzte hochmolekulare viskose
genomische Zell-DNA zu zerstiickeln, wurden Qiagen Shredder-Sdulen mit den gewonnenen
Zelllysaten beladen und fir Imin bei 14.000U/min in der Tischzentrifuge bei 4°C
zentrifugiert. Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (siehe 3.2.4) wurden
die homogenisierten Zelllysate mit Laemmli-Probenpuffer und Wasser auf eine einheitliche
Proteinmenge von 60ug (~lug/ul) eingestellt. Das im Laemmli-Probenpuffer enthaltene
anionische Detergenz SDS bewirkt eine Zerstorung der hydrophoben Wechselwirkungen
innerhalb von Proteinen, so dass diese in eine linearisierte Form iibergehen. Disulfidbriicken-
bindungen in den Polypeptidketten wurden durch das zusétzlich enthaltene 2-Mercapto-
ethanol reduziert. Eine vollstdndige Denaturierung der Proteine wurde durch eine Sminiitige
Inkubation der Proben bei 95°C erreicht. Die so vorbereiteten Proben konnten dann nach
vorheriger elektrophoretischer Auftrennung mittels SDS-PAGE im Western-Blot analysiert

werden, oder wurden bei -20°C gelagert.
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RIPA Puffer: 20mM Tris HCI (pH 7,5)
300mM NaCl
1% Natrium-Deoxycholat
1% Triton X-100
0,1% SDS
ad 0,5 Liter ddH,0O
(Lichtgeschiitzt bei 4°C lagern)

4x Laemmli-Puffer: 8ml 2-Mercaptoethanol
8g SDS
40ml Glycerin
0,4g Bromphenolblau
20ml 1M Tris HCI (pH 6,8)
ad 0,1 Liter ddH,O

3.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Bradford-Test. Bindet der
Farbstoff Coomassie Brilliantblau G-250 positiv geladene Proteine, so findet eine Anderung
im Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465nm (protonierte braunrote kationische
Form) zu 595nm (nicht-protonierte blaue anionische Form) statt (Luttmann 2006). Die
Zunahme der Absorption bei einer Wellenldnge von 595nm kann in einem Photometer erfasst
werden und ldsst dann einen Riickschluss auf die Proteinkonzentration in der Probe zu.
Zunachst wurde das Bradford-Reagenz gemill den Vorgaben des Herstellers 1 zu 4 mit
Wasser verdiinnt und sterilfiltriert. Um die gemessenen Probenwerte spiter einer bestimmten
Proteinkonzentration zuordnen zu kdnnen, wurde das Photometer gleichzeitig mittels einer
linearen BSA-Standardreihe (10pg/ml bis 0,156 ug/ul) kalibriert. Fiir die Messung wurden 2l
einer Proteinprobe bzw. BSA-Standards mit 198ul des verdiinnten Bradford-Reagenz mittels
eines Vortex-Geridtes gut gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 10min erfolgte die

photospektrometrische Messung in Einmal-UV-Kiivetten bei 595nm.

3.2.5 Diskontinuierliche Tris-Tricin-SDS-Polvacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteingemischen nach ihrer Molekularmasse wurde die diskontinuier-
liche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt. Bei
diesem Verfahren werden die Proteine nach ihrem relativen Molekulargewicht, unabhingig
von ihrer urspriinglichen Nettoladung, gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dabei bildet das
anionische Detergenz SDS mit den denaturierten Polypeptidketten Komplexe aus, maskiert
deren urspriingliche Eigenladungen und verleiht ihnen eine negative Nettoladung (Luttmann

2006).
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SDS-PA-Gele bestanden aus zwei Komponenten, einem Trenn- und einem dariiberliegenden
Sammelgel, die sich hinsichtlich Threr Polyacrylamidkonzentration unterschieden. Das relativ
weitporige Sammelgel, welches eine Polyacrylamidkonzentration von 4% aufwies, diente
zunichst dazu, die Proteine der aufgetragenen Proben zu sammeln und sie in einer
einheitlichen Lauffront zu fokussieren, bevor sie nahezu gleichzeitig in das engporige
Trenngel einwanderten, in dem die eigentliche Auftrennung der Proteine nach ihrer Grofe
erfolgte. Die Gele wurden in dieser Arbeit in vertikale Proteingel-Elektrophoreseapparaturen,
zwischen zwei Glasplatten gegossen. Die Reagenzien fiir das Sammel- und das Trenngel
wurden gemil den in der Tabelle aufgefiihrten Mengenverhiltnissen gemischt. Durch Zugabe
von Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) wurde die
Polymerisation eingeleitet. Das Trenngel wurde zuerst gegossen und zur Bildung eine geraden
Abschlusskante mit Iml Isopropanol tliberschichtet. Nach vollstindiger Polymerisierung des
Trenngels wurde das Isopropanol abgenommen und das Sammelgel gegossen. Um
Auftragungstaschen fiir die Proteinproben auszusparen, wurden Kdmme in das Sammelgel
gesteckt. Schlieflich wurden in die obere Kammer der Elektrophoreseapparatur Kathoden-
puffer und in die untere Kammer Anodenpuffer eingefiillt und die Kémme des Sammelgels
sorgfiltig herausgezogen. Auf SDS-PA-Gele mit 15er Kimmen konnten 80ul- und auf Gele
mit 20er Kdmmen 50ul Probenvolumen pro Tasche aufgetragen werden. Die Elektrophorese
erfolgte bei einer elektrischen Stromstirke von 75mA fiir ungefdhr 3,5h bzw. bis zum

Einlaufen des Bromphenolblaus der Lauffront in das Reservoir des Anodenpufters.

Auftragung pro Tasche: - Sul PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas) oder:
- 10ul Biotinylated Protein Ladder (Cell Signaling Technology) oder:
- 60 ug Proteinprobe

Zusammensetzung der Tris-Tricin-SDS-PA-Gele:

Trenngel Sammelgel
Konzentration 8% 10% 12% 15% 4%
Volumen 20ml/ Gel 20ml/ Gel 20ml/ Gel 20ml/ Gel 10ml/ Gel
Acrylamidlosung | 5,3ml 6,6ml 8ml 10ml 1,3ml
Gelpuffer 6,6ml 6,6ml 6,6ml 6,6ml 2,5ml
Glycerol 2,2ml 2,2ml 2,2ml 2,2ml -
ddH,0 5,9ml 5,6ml 3,2ml 1,2ml 6,2ml
10% - APS 150ul 150l 150ul 150ul 150ul
TEMED 20ul 20ul 20ul 20ul 20ul
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Gelpuffer: 3M Tris HCI (pH 8,45)
0,3% SDS

Ammoniumpersulfat (APS): 10%ig in ddH,O

5x Kathodenpuffer: 0,5M Tris
0,5M Tricin
0,5% SDS
10x Anodenpuffer: 2M Tris HCI (pH 8,9)

3.2.6 Western-Blot-Analyse

Der Western-Blot diente der Analyse von Proteinproben, bei dem einzelne Proteine nach
elektrophoretischer Auftrennung in einem SDS-PAGE und Transfer auf eine geeignete
Tragermembran durch spezifische Antikdrper und eine Chemilumineszenzreaktion

nachgewiesen werden konnten.

3.2.6.1 Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran mittels Semi-Dry-Verfahren

Zunidchst wurden die zu untersuchenden Proteinproben mittels einer SDS-PAGE elektro-
phoretisch aufgetrennt und im Anschluss daran durch Elektroblotting in einer Western-Blot-
Apparatur nach dem Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Dazu
wurden 5 Lagen Gel-Blotting-Papier (Whatman) und eine Nitrocellulosemembran auf die
GroBe des Trenngels zugeschnitten und fiir 10min in Transferpuffer eingeweicht. Zum
Blotten wurden drei Lagen Gel-Blotting-Papier auf die untere Anodenplatte gelegt. Darauf
wurde die Nitrocellulosemembran, das Trenngel und 2 weitere Lagen Gel-Blotting-Papier
luftblasenfrei gestapelt. Mit einem Glasstab wurden anschlieBend eventuell vorhandene Luft-
blasen herausgedriickt und die Kathodenplatte aufgelegt. Der Proteintransfer wurde bei einer

angelegten elektrischen Stromstidrke von 150mA und einer elektrischen Spannung von 150V

fiir 90min durchgefiihrt.
Transferpuffer: 50mM Tris
40mM Glycin
0,037% SDS
20% Methanol
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3.2.6.2 Proteindetektion mit reversibler Ponceau-S-Firbung

Im Anschluss an die Blotting-Prozedur wurde die Effizienz des Proteintransfers mit einer
Ponceau-S-Féarbung iiberpriift. Hierbei bindet der rote Azofarbstoff Ponceau-S reversibel an
positiv geladene Aminogruppen der Proteine und farbt diese an. Dazu wurde die Nitro-
cellulosemembran kurz mit PBS gewaschen und fiir etwa 10min mit Ponceau-S-Losung
bedeckt, bis rotlich gefarbte Proteinbanden sichtbar wurden, deren Stirken mit der Effizienz
des Proteintransfers korrelierten. Um den Kontrast zu verstirken, wurde nichtgebundener
Farbstoff mit Wasser von der Nitrocellulosemembran gewaschen. Mit 0,IN Natronlauge
konnte die Nitrocellulosemembran vollstindig entfarbt werden und wurde unmittelbar danach

fiir die Immundetektion mit Antikérpern weiterverwendet.

3.2.6.3 Immunfirbung von Western-Blots

Transferierte Proteine konnen mit spezifischen Antikérpern auf der Transfermembran
detektiert werden. Bei nahezu allen Western-Blot-Anwendungen werden die Proteine {iber
eine indirekte Markierung spezifisch detektiert, das heifit der Nachweis erfolgt in zwei
Schritten. Nach Bindung eines antigenspezifischen Primdrantikorpers erfolgt die Detektion
mit einem speziesspezifischen, markierten Sekundérantikdrper. Dieser bindet an den
konstanten Teil des an das Protein gebundenen Primérantikorpers. An den Sekundérantikorper
konnen Enzyme, Fluoreszenzfarbstoffe oder auch radioaktive Marker konjugiert sein, iiber die
die spezifische Proteinbindung detektiert werden kann. In dieser Arbeit war Meerrettich-
Peroxidase (HRP) an die Zweitantikorper gekoppelt, die bei Zugabe der ECL-
Detektionslosung die Umsetzung in ein lumineszierendes Produkt katalysierte. Diese Licht-
emission kann durch Belichtung eines Rontgenfilms oder iiber ein Chemolumineszenz-

Detektionssystem detektiert werden.

Die Nitrocellulosemembran wurde zunichst in eine Glasschale gelegt, der Blot kurz mit PBS
gewaschen und unspezifische Proteinbindestellen anschlieBend durch eine 60miniitige
Inkubation in einer 5%-PBS-Magermilchlosung blockiert. Nach einem kurzen PBS-Wasch-
schritt wurde der Primérantikorper aufgebracht und der Blot unter sanftem Schiitteln {iber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am Ende dieser Inkubationszeit wurde iiberschiissiger und
ungebundener Priméirantikdrper abgenommen, der Blot dreimal mit PBS-0,05% Tween 20 fiir
jeweils 5Smin gewaschen und der speziesspezifische Sekunddrantikorper aufgebracht. Die
Inkubation des Blots erfolgte fiir 120min bei Raumtemperatur auf der Inkubationswippe.

Nach erneutem dreimaligen Waschen des Blots mit PBS-0,05% Tween 20 fiir jeweils Smin
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wurde ECL-Losung auf die Membran gegeben. Die Exposition und Dokumentation der

Resultate erfolgte mit dem Chemolumineszenz-Detektionssystem LAS-3000 (FujiFilm).

Alle Antikorper wurden in 5%-PBS-Magermilchldsung je nach Herstellerangabe 1 zu 10 bis
1 zu 5000 verdiinnt.

Waschpuffer: 0,05% [w/v] Tween 20 in PBS
Blockingpufter: 5% Magermilchpulver in PBS

3.2.7 Quantitative Immunoassays

Das Grundprinzip aller Immunoassays beruht stets auf der spezifischen Bindung eines Anti-
korpers mit seinem Paratop an das entsprechende Epitop eines Antigens. Solche Antigen-
Antikorper-Reaktionen ermdglichen die Erkennung eines nachzuweisenden Stoffes. Dabei
konnen je nach Assaykonzept sowohl Antigen, als auch Antikdrper, der nachzuweisende Stoff
sein. Zur Detektion und Konzentrationsbestimmung von humanem Interleukin-1 Rezeptor-
antagonist (hIL-1Ra) in Zellkulturiiberstinden wurde ein Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) von R&D Systems eingesetzt, der auf einer Sandwich-Konfiguration basierte.
ELISAs sind die am héufigsten verwendeten quantitativen Immunoassays, wobei ein Enzym-
vermittelter Substratumsatz die Bestimmung der Antigenkonzentration im Vergleich mit
einem externen Standard erlaubt. Die Stirke des Substratumsatzes korreliert dabei direkt mit

der Antigenkonzentration.

Den Herstellerangaben (R&D Systems 2006) folgend, wurden zunédchst hIL-1Ra-Fang-
antikdrper in den Kavititen einer 96-Loch-Mikrotiterplatte (MaxiSorp, Nunc) iiber Nacht
adsorbiert. Am darauffolgenden Tag wurden verbliebene freie Proteinbindestellen mit PBS-
1% BSA blockiert und nach einem Waschschritt mit PBS-0,05% Tween 20 sowohl die zu
analysierenden Zellkulturiiberstinde, als auch der externe Standard aufgetragen und fiir 2h
inkubiert. Hierbei wurde der externe Standard als lineare Verdiinnungsreihe von 5ng/ml bis
39pg/ml pipettiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der Biotin-gekoppelte hIL-1Ra-
Detektionsantikorper hinzugegeben und ebenfalls fiir 2h inkubiert. Dem schloss sich abermals
ein stringentes Waschen mit PBS-0,05% Tween 20 an, dem die Zugabe von Streptavidin-HRP
folgte. Die Streptavidin/Biotin-Wechselwirkung koppelte das Enzym HRP (Meerrettich-
Peroxidase) spezifisch an den Antigen-Antikorper-Komplex, welches die Substratumsetzung
des farblosen Chromogens TMB (3,3'S,5'-Tetramethylbenzidin) in ein blaues Produkt
(A=370nm) katalysierte. Die Inkubation mit TMB erfolgte fiir 20min und wurde durch Zugabe
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von 2M H,S0, gestoppt, was einen Farbumschlag nach gelb (A=450nm) zur Folge hatte, der
am ELISA-Reader photospektrometrisch gemessen werden konnte. Die Quantifizierung der
Zellkulturiiberstinde erfolgte mit der Computersoftware SOFTmax PRO V3.0 iiber die
Generierung einer Vier-Parameter logistischen Regressionskurve aus den Messwerten der

linearen Standardreihe.

Zur Detektion und Konzentrationsbestimmung von Prostaglandin E, (PGE;), einem
entziindungsforderndem Arachidonsdurederivat, in Zellkulturiiberstinden wurde ebenfalls ein
quantitativer Immunoassay von R&D Systems (R&D Systems 2009) eingesetzt, der jedoch
auf einem kompetitiven Prinzip beruhte. Das Antigen (PGE,) aus den Zellkulturiiberstdnden
konkurrierte dabei mit einer definierten Menge HRP-gekoppeltem PGE, um die gleichen
freien Bindestellen einer Antikdrperpopulation in den Kavititen einer Mikrotiterplatte. Je
mehr PGE; im Zellkulturiiberstand vorhanden war, desto stirker wurde das HRP-gekoppelte
PGE, verdringt und desto schwicher fiel die Substratumsetzung von TMB aus. Ahnlich
einem klassischen Sandwich-ELISA erlaubte eine externe Standardreihe die Berechnung der
PGE,-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstinden mittels einer Vier-Parameter logistischen

Regressionskurve.

3.2.8 Immunfluoreszenzfirbung von Zellen

Die Immunfluoreszenz dient der Identifizierung und in situ-Lokalisation immunologisch
reaktiver Zellstrukturen durch spezifische Antigen-Antikorper-Bindungen. Bei dieser immun-
histochemischen Methode werden Fluorochrom-gekoppelte Antikorper eingesetzt, die eine
fluoreszenzmikroskopische Visualisierung von Zielepitopen ermdglichen. Grundsétzlich kann
dabei zwischen einer direkten und einer indirekten Antigenmarkierung unterschieden werden.
Bei der direkten Strategie ist der eingesetzte antigenspezifische Primérantikdrper bereits
fluoreszenzmarkiert und kann direkt detektiert werden. Bei der indirekten, mehrstufigen
Strategie ist der Primérantikorper unkonjugiert und wird indirekt durch die Bindung eines

speziesspezifischen, fluoreszenzmarkierten Sekundirantikorpers detektiert.

Zu Beginn wurden sterile Deckgldser mit Poly-L-Lysin-Losung (Sigma) beschichtet und fiir
10min inkubiert. Diese Oberflaichenbehandlung der Deckgliser ermoglichte die Zelladhision.
Die behandelten Deckgldser wurden dann in 6-Loch-Kulturplatten tiberfiihrt und auf ihnen die
zu untersuchenden Zellen ausgesit. Diese Zellen konnten am folgenden Tag transfiziert oder
transduziert werden. Bei der direkten Immunfluoreszenzfarbung von humanem I16slichen

IL-1Ra wurden die Zellen 14 Stunden vor Beginn der Immunfirbung mit BD GolgiPlug™
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behandelt (sieche 3.2.9), um eine signifikante intrazellulire Anreicherung der nach-
zuweisenden Proteine zu erreichen. Um die Zellen zu fixieren, wurden nach Entfernen des
Zellkulturmediums in jede Kavitit der 6-Loch-Kulturplatte 2ml Fixierungslosung eingefiillt
und fiir 10min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit jeweils 2ml PBS wurden
Zell- und Kernmembranen mittels 2ml Perforationslosung fiir 10min permeabilisiert. Nach
erneutem griindlichem Waschen der Zellen wurden unspezifische endogene Epitope durch
eine 30miniitige Inkubation mit 2ml Blocklosung blockiert. Bei der indirekten Immun-
detektion verblieb der Primérantikorper fiir mindestens zwei Stunden auf den Zellen.
Ungebundene Antikérper wurden mit PBS entfernt, speziesspezifische, fluoreszenzmarkierte
Sekundérantikdrper aufgetragen und in Dunkelheit filir eine Stunde auf den Zellen belassen.
Bei der direkten Immunfluoreszenzfarbung erfolgte die Inkubation des Fluorochrom-
gekoppelten Antikorpers fiir 2 Stunden ebenfalls in Dunkelheit. Ungebundene Antikdrper-
16sung wurde mit PBS abgewaschen und die Zellkerne mit DAPI-Losung fiir Smin gegen-
gefarbt. Nach einem letzten Waschschritt wurden die Deckgliser aus den Kavitdten entfernt
und Anti-Fading-Losung, die dem Ausbleichen der Antikorper entgegenwirkte, auf die
Objekttrager aufgebracht. Um ein Austrocknen der Préparate zu vermeiden, wurden die
Deckgldser abschlieBend sorgfiltig mit Nagellack umrandet und daraufhin fluoreszenz-

mikroskopisch analysiert.

Fixierl6sung: 4% Paraformaldehyd in PBS

Perforationsldsung: 0,1% Triton-X-100 in PBS

Blocklosung: 3% BSA in PBS

DAPI-L6sung: 200ng/ml in PBS

Antikorper: Verdiinnung laut Herstellerangaben in PBS
Anti-Fading-Ldsung: Immunoselect Antifading Mounting Medium (Dianova)

3.2.9 Behandlung adhirenter Zellen mit BD GolQiPlugTM

Das Antibiotikum Brefeldin A ist ein Stoffwechselprodukt des Pilzes Eupenicillium
brefeldianum und essentieller Bestandteil des Protein Transport Inhibitors BD GolgiPlug™
(Becton Dickinson). Es verursacht den Zerfall des Golgi-Apparates und verhindert so den
intrazelluldren Transport von Proteinen, sowie die Exozytose sekretorischer Proteine. In der
Folge kommt es zur Akkumulation von Proteinen im Endoplasmatischen Retikulum. Deshalb
kann dieses Reagenz zum intrazelluldren Nachweis andernfalls sekretierter Proteine benutzt
werden. Eingesetzt wurde BD GolgiPlug™ fiir den Nachweis von transgenem hIL-1Ra in

A549-und HT1080 Zellen, sowie in Synovialzellen der Ratte, nach Immunfluoreszenzfiarbung
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und fluoreszenzmikroskopischer bzw. durchflusscytometrischer Analyse. Hierfiir wurde das
Zellkulturmedium der transgenen Zellen entfernt und diese mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde frisches Zellkulturmedium, welches 1pl/ml BD GolgiPlug™ enthielt
hinzugefiigt und die Zellen fiir weitere 14 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die
direkte Immunfluoreszenzfarbung der Zellen mit dem Phycoerythrin-konjugierten Antikorper
Fastimmune™ anti-human IL-1Ra zum fluoreszenzmikroskopischen bzw. durchfluss-

cytometrischen Nachweis von hIL-1Ra.

3.2.10 Durchflusscytometrie (FACS-Analyse)

Das Prinzip der Durchflusscytometrie beruht auf der synchronen Messung verschiedener
physikalischer Eigenschaften einzelner Zellen. Die Zellen werden in einem laminaren
Fliissigkeitsstrom vereinzelt und mittels eines Laserstrahls detektiert. Basierend auf ihren
Streulichteigenschaften werden simultan ZellgroBe (Vorwiértsstreulicht, FSC) und
Granularitdt (Seitwértsstreulicht, SSC) jeder einzelnen Zelle gemessen. Nach Féarbung mit
einem Fluorochrom-gekoppelten Antikorper oder durch Expression fluoreszierender Proteine
konnen die Zellen mit dem Laserstrahl zur spezifischen Fluoreszenz angeregt werden. Die
Intensitit der Fluoreszenz ist dabei direkt proportional zur vorhandenen Zahl der Molekiile

des Fluorochroms oder der Bindungsstellen fiir den fluoreszenzmarkierten Antikorper.

3.2.11 Intrazellulire FACS Firbung von hIL-1Ra

Fiir die intrazelluldre Firbung hIL-1Ra-transgener Zellen wurden jeweils 1,0-2,0 x 10° BD
GolgiPlug™-vorbehandelte Zellen in ein FACS-Rohrchen iiberfiihrt, fiir 3min bei 450 x g
pelletiert und unter Verwendung des Cytofix/Cytoperm' " -Kits (Becton Dickinson 2005) nach
Herstellerangaben aufgearbeitet. Dafiir wurden die pelletierten Zellen zundchst in 100ul
Fixation/Permeabilization"-Losung resuspendiert und fiir 20min bei 4°C inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieBend zweimal mit 250p] Perm/Wash™-Losung gewaschen und dabei
fiir jeweils 3min bei 450 x g zentrifugiert. Danach erfolgte die direkte Immunfluoreszenz-
farbung der Zellen mit dem Phycoerythrin-konjugierten Antikorper FastImmune™ anti-
human IL-1Ra (Becton Dickinson). Dafiir wurden die Zellen in 50ul PBS resuspendiert, Sul
Antikorperlosung hinzugefiigt und fiir 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Die gefdrbten
Zellen wurden schlieBlich mit 2ml PBS gewaschen, fiir 3min bei 450 x g zentrifugiert und
nach Dekantieren des Uberstandes in 50ul PBS resuspendiert. Die durchflusscytometrische
Messung wurde am FACScalibur (Becton Dickinson) durchgefiihrt, fiir die Analyse der

akquirierten Daten wurde die Computersoftware FlowJo eingesetzt.
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3.3 Tierexperimentelle Methoden

Samtliche Experimente mit Versuchstieren wurden im Tierstall des Instituts flir Virologie und
Immunbiologie gemdll den ethischen und rechtlichen Anforderungen und Richtlinien des
deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Die Tierversuche wurden durch die amtliche
Tierversuchsnummer 74/07 genehmigt. Die Versuche zum direkten intraartikuliren Gen-
transfer von hlIL-1Ra bzw. eGFP wurden an maénnlichen Wistar-Ratten (Charles River,
Sulzfeld) und immundefizienten RNU-(nude)-Ratten (Hauszucht) durchgefiihrt. Die Tiere
wurden paarweise in Typ IV Standardkéfigen artgerecht gehalten, Futter und Wasser standen
ad libitum zur Verfligung. Operative Eingriffe an den Labortieren wurden unter aseptischen

Bedingungen von Dr. med. A. Steinert vorgenommen.

3.3.1 Applikation von FAD-Vektoren in vivo

Zur Standardisierung des Versuchsvorhabens wurden méannliche Wistar-Ratten mit einem
Gewicht von 150-200g sowie 12-20 Wochen alte immundefiziente nude-Ratten verwendet.
Im Rahmen chirurgischer Eingriffe an den Tieren wurde zunéchst eine Inhalationsnarkose mit
4,5% Isofluran eingeleitet. Praoperativ wurden die Kniegelenke der Tiere griindlich mit dem
Hautantiseptikum Kodan desinfiziert und wihrenddessen die Isofluranzufuhr auf 3%
abgesenkt (Erhaltungsnarkose). Zur intraartikuldren Injektion wurden die viralen Vektoren bei
einer definierten Dosis in 50ul PBS resuspendiert und die Vektorsuspension mit einer 30G-
Insulinspritze unterhalb der Kniescheibe in die Gelenkhohle appliziert. Hierfiir musste die
Haut der Tiere am Kniegelenk vorab mit einem Skalpell aufgeschnitten und nach der
Injektion wieder verndht werden. Postoperativ wurde den Ratten das Analgetikum Tramadol
(Ratiopharm, Ulm) zum Trinkwasser hinzugefiigt (2,5mg/100ml). Die Doxycyclin-abhidngige
Induktion der Bildung foamyviraler Vektorpartikel nach der FAD-Applikation sollte mit der
Zugabe von Doxycyclin (200pg/ml) zum Trinkwasser erreicht werden. Aufgrund der UV-
Labilitdit des Doxycyclins wurden die Trinkwasserflaschen mit Aluminiumfolie umwickelt
und das Trinkwasser jeden dritten Tag bis zum Versuchsende ausgetauscht (Kistner et al.
1996).

50x Doxycyclin: 100mg Doxycyclin
S5g Sucrose
ad 10ml ddH,O

Die Stocklosungen wurden in 15ml-Zentrifugenréhrchen angesetzt und
bei -20°C gelagert. Fiir die DOX-Induktion wurde der Inhalt eines

Rohrchens in 500ml Trinkwasser gelost.
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3.3.2 Isolierung von Synovialzellen aus Rattenkniegelenken

Zur Gewinnung von Organgeweben, Synovialzellen bzw. Zellkulturiiberstinden aus Knie-
gelenksexplantaten wurden die Tiere zu definierten Zeitpunkten getotet. Die Tiere wurden
dafiir zundchst mit 5% Isofluran narkotisiert und im Exsikkator iiber Trockeneis fiir
mindestens 5min durch CO, betdubt. Durch eine anschlieende zervikale Dislokation wurde
der Tod der Tiere herbeigefiihrt. Die Kniegelenke wurden durch das Auftrennen der Haut
freigelegt und durch Zerschneiden des Ober- und Unterschenkels explantiert. Fiir Organ- und
Blutentnahmen wurde der Thorax der Tiere durch einen Léngsschnitt mit dem Skalpell
erdffnet und Lungen-, Nieren-, Lebergewebe sowie Herz, Milz und Gonaden entnommen.
Nach der Sektion wurden die Tiere in Autoklavierbeutel gelegt und der Tierkorperbeseitigung

iibergeben.

Die Isolierung der Synovialzellen aus der Gelenkhdhle machte es zunédchst erforderlich, die
umgebende Muskulatur der Kniegelenke mit chirurgischem Besteck weitestgehend zu
entfernen. Wihrend des Préparierprozesses wurde durch wiederholtes Spiilen der Kniegelenke
mit PBS versucht, mikrobiologische Kontaminationen zu minimieren. Am Kniegelenk
wurden dann ein seitliches Band und die Patellarsehne durchtrennt und die Gelenkkapsel
freigelegt. Um die Synovialzellen aus dem Gelenk in Kultur nehmen zu konnen, wurde ein
Ubernachtverdau mit Collagenase (Collagenase NB4, Serva) durchgefiihrt, der zum Abbau
der Kollagenfasern des Bindegewebes fiihrte. Dafiir wurden die Gelenke in 12-Loch-Kultur-
platten iiberfiihrt, vollstindig mit collagenasehaltigem Zellkulturmedium {tiberschichtet und
fiir mindestens 12h bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurden die Synovialzellen durch wiederholtes Ausspiilen der Gelenksinnenflichen mit
ungefdhr 30 bis 40ml Zellkulturmedium freigesetzt und unter Zuhilfenahme von 70pm-
Zellsieben von sonstigen Gewebeteilen (Muskulaturfilamente, Knochensplitter etc.)
abgetrennt. Die Zellsuspension wurde in 50ml-Zentrifugenrohrchen gesammelt, fiir Smin bei
450 x g zentrifugiert und die sedimentierten Zellen mit 10ml PBS gewaschen. Nach einer
erneuten Zentrifugation wurden die Zellen in jeweils 12ml DMEM-Ham's F12
Zellkulturmedium resuspendiert und in T-75 Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Innerhalb von 48h
hatten sich die prédparierten Synovialzellen am Boden der Zellkulturflaschen abgesetzt und
hatten kleinere Zellverbidnde gebildet. Das Zellkulturmedium wurde zu diesem Zeitpunkt

erstmals gewechselt.
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10x Collagenase: 1,25U/ml in PBS, sterilfiltriert

Collagenase-Stocklosungen wurden bei -20°C gelagert. Zum Ansetzen
des collagenasehaltigen Zellkulturmediums wurde serumfreies DMEM-

Ham’s F12 (Penicillin G und Streptomycin supplementiert) verwendet.

3.3.3 Gewinnung von konditionierten Zellkulturiiberstinden
fiir den hIL-1Ra-ELISA

Das Verfahren glich dem Protokoll zur Isolierung der Synovialzellen aus Rattenkniegelenken
(3.3.2). Jedoch folgte dem Freilegen der Gelenkkapseln die Uberfiihrung der explantierten
Gelenke in 24-Loch-Kulturplatten. Die Gelenke wurden mit Iml DMEM-Ham's F12
iiberschichtet und fur 24h bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Die
konditionierten Uberstinde wurden bei -20°C gelagert und mit dem human IL-1Ra-ELISA
Development Kit (R&D Systems) analysiert.

81



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Konstruktion Tetracyclin-regulierbarer Foamyvirus-Adenovirus-
Hybridvektoren (FAD) fiir die Expression des
Interleukin-1 Rezeptorantagonisten

Zur Erzeugung der FAD-Hybridvektoren wurde eine komplette PFV-Expressionskassette, die
unter der Kontrolle eines regulierbaren Tetracyclin-abhidngigen Promotors steht, in das Riick-
grat eines adenoviralen Drittgenerationsvektors eingebaut. Die Induktion der PFV-Vektor-
expression wird nach dem Tet-On-Prinzip reguliert (Gossen et al. 1995). Der hierfiir not-
wendige Transaktivator rtTA ist stromabwirts von der Foamyvirus-Vektorkassette lokalisiert
und steht unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven hCMV immediate-early Promotors.
Innerhalb des PFV-Vektorgenoms befindet sich der offene Leserahmen (ORF) des Transgens,
dessen Expression durch die konstitutiven Promotoren SFFV-U3 oder eEF-1a (Promotor des
eukaryotischen Elongationsfaktors-1 alpha) reguliert wird. SchlieBlich tragen die FAD-
Vektoren zwischen den beiden AdS5S-ITRs noch die Verpackungssequenz W, sowie eine
16,2kbp grof3e, intronische Region aus dem humanen HPRT-Lokus, um eine effiziente Verpa-

ckung und Propagation im adenoviralen Verpackungssystem zu gewéhrleisten (Abb. 13).

CMV|rtTA| pA

ITR ¥ Stuffer DNA (HPRT) ITR

| ][ —

Foamyvirus-Vektorkassette

. >
| TRE cnmy IRUS I gag pol eny Transgen I ALTR I

Abb. 13: Schematische Genomkarte der FAD-Vektoren

(13A) zeigt vereinfacht die vollstdndige Organisation eines FAD-Vektorgenoms (~30kbp) mit inte-
grierter PFV-Kassette (~10,4-11kbp) und Transaktivatorkassette. (CMV) hCMV immediate-early
Promotor; (HPRT) Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase, funktionslose Fiillsequenz; (ITR) inverse
terminale Repetitionen; (pA) Polyadenylierungssignal des bovinen Wachstumshormons; (rtTA)
reverser Tetracyclin-abhdngiger Transaktivator; () AdS5-Verpackungssequenz psi. (13B) stellt die
komplette Foamyvirus-Vektorkassette mit eingesetzter Transgenkassette schematisch dar. Die
Expression der PFV-Kassette steht unter der Kontrolle eines Tetracyclin-induzierbaren Promotors, der
sich aus einem TRE (tetracycline response element) und einem minimalen CMV-Promotor
zusammensetzt. Das Transgen wird unabhidngig von der PFV-Kassette konstitutiv exprimiert. Die
Pfeile deuten die Orientierung der Transkriptionen an. (TREcyy) Tetracyclin-induzierbarer Promotor;
(ALTR) PFV-U3-Bereich, Promotorsequenzen und Tas-Bindestellen sind deletiert.
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Die FAD-Vektoren wurden mit Hilfe eines Helfervirus mit dem Cre / loxP-System verpackt.
Das Helfervirus ist ein £1/E3-deletiertes Adenovirus, das in der El-transkomplementierenden
Helferzelllinie 293-cre66 replizieren kann und die fiir die Vektorproduktion notwendigen
strukturellen Komponenten in trans zur Verfiigung stellt, was letztlich die Verpackung der
FAD-Genome ermoglichte. Um zu verhindern, dass Helferviren verpackt werden, ist die V-
Sequenz des Helfervirusgenoms von loxP-Sequenzen flankiert, die als Erkennungssequenzen
der Cre-Rekombinase des Bakteriophagen PI dienen. Dieses, von den Zellen exprimierte
Enzym, sorgt fiir die Exzision der Verpackungssequenzen der Helferviren und verhindert
deren Verpackung. Nach mehreren Reinfektionsrunden wurden die verpackten FAD-Vektoren
iiber eine CsCl-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt und der infektiose Titer iiber einen
Slotblot-Assay bestimmt. Mit diesem Verpackungssystem konnten FAD-Titer von anndhernd

10" ju/ml erreicht werden. Die Verpackung und Titration der FAD-Vektoren wurde im Labor

von Prof. Dr. Stefan Kochanek in der Sektion Gentherapie in Ulm vorgenommen (Abb. 14).

@ | o
\
i

Helfervirus:

AE1/E3 Adenovirus mit loxP-
flankierter W-Verpackungssequenz
(AdLCS8cluc)

293-cre66-Zellen

numn
aune
..
o

______________ CsCl-
. FAD- Dichtegradienten-
Vektoren zentrifugation

Abb. 14: Verpackung von replikationsdefekten FAD-Vektoren in 293-cre66-Zellen

FAD-Vektoren wurden durch Transfektion von FAD-Vektorplasmiden bei gleichzeitiger Infektion mit
einem Helfervirus erzeugt. Dafiir wurde die zu Grunde liegende Plasmid-DNA durch einen prépara-
tiven Verdau mit der Restriktionsendonuklease Pmel linearisiert, um die Ad5-ITR-flankierten FAD-
Genome freizusetzen und in 293-cre66-Zellen transfiziert. Diese Produktionszelllinie exprimiert die
Cre-Rekombinase, die eine Exzision der loxP-flankierten W-Verpackungssignale der Helfervirus-
genome bewirkte, wodurch praferentiell die FAD-Vektoren verpackt und in den Zellkulturiiberstand
sekretiert wurden. Durch mehrfache Reinfektionen mit den Lysaten wurde eine serielle Amplifikation
der FAD-Vektoren erreicht. In einer abschlieenden CsCl-Dichtegradientenzentrifugation konnten
kontaminierende Helfervirionen von den FAD-Vektoren, deren Dichte geringer ist, abgetrennt werden.
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4.1.1 Klonierung der FAD-Vektoren FAD-9 bis FAD-13

Als Ausgangsbasis fiir die Klonierung der therapeutischen FAD-Konstrukte diente, wie schon
in der Einleitung erwéhnt, das Vektorplasmid FAD-2 (Picard-Maureau et al. 2004). In
multiplen Klonierungsschritten wurde die pFAD-2-Transgenkassette, die fiir die Expression
des griin-fluoreszierenden Proteins eGFP codiert, schrittweise gegen die offenen Leserahmen
der Interleukin-1 Rezeptorantagonisten fiir Mensch sowie Ratte ausgetauscht und der SFFV-
U3-Promotor modifiziert (Abb. 15). Ein direkter Austausch der Transgenkomponenten war
aufgrund der Grofle des FAD-2-Plasmids von 32,8kbp nicht moglich. Die GroBe bedingte,
dass geeignete singuldre Restriktionsschnittstellen in der Kassette nicht direkt zuginglich
waren. Deshalb erforderte es die Klonierungsstrategie zunichst, ein DNA-Fragment von
1401bp, das die Transgenkassette und einen Bereich vom PFV-env beinhaltete, in einen
Shuttlevektor (pBluescript® II KS (-)) zu klonieren. Von diesem Zwischenkonstrukt
ausgehend, wurden alle nachfolgenden Modifikationen der Transgenkassette vorgenommen.
Die modifizierten Transgenkassetten wurden schlieBlich in das geschnittene FAD-2-Plasmid

reinsertiert, um die neuen FAD-Konstrukte zu generieren (Abb. 15C).

Mittels Kassettenmutagenese musste im Plasmid Bluescript® IT KS (-) zuerst ein synthetisches
Oligonukleotid, das die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme Nhel und Notl
beinhaltete, eingebracht werden, um das Plasmid pCWO1 herzustellen. Aus dem
Vektorplasmid FAD-2 wurde dann der Bereich der Transgenexpressionskassette (1401bp) mit
Nhel und Notl herausgespalten und in pCWO1 kloniert. Am nun vorliegenden Plasmid
pCWO02 wurden alle weiteren Anderungen der Transgenkassette eingefiihrt (Abb. 15A).
Zunichst wurden die Plasmide pCWO03 und pCWO04 kloniert, welche die ORFs fiir den
Interleukin-1 Rezeptorantagonisten der Ratte (rIL-1Ra) sowie des Menschen (hIL-1Ra)
trugen. Dafiir wurde der ORF von eGFP (723bp) mit den Restriktionsenzymen Ncol und Notl
aus pCWO02 herausgeschnitten und die ORFs von rIL-1Ra (537bp) bzw. hIL-1Ra (534bp)
eingebaut. Im offenen Leserahmen von hIL-1Ra musste eine Erkennungssequenz fiir Ncol
mutiert werden (3.1.4.1). Der SFFV-U3-Promotor (418bp) wurde mit den Restriktions-
enzymen BamHI und HindIIl aus pCWO02 entfernt und gegen den eEF-1a-Promotor (1185bp)
aus dem Plasmid pEF-DEST51 Gateway " getauscht, um in der Folge das Plasmid pCWO05
zu erzeugen. In pCWO05 wurde dann iiber einen Ncol- und Notl- Verdau der ORF von rIL-1Ra
aus dem Vektor pCWO03 kloniert, um das Plasmid pCWO06 herzustellen. In gleicher Weise
wurde in pCWO05 der ORF von hIL-1Ra aus dem Plasmid pCW04 eingefiihrt und der neue
Vektor als pPCWO07 bezeichnet. Die Transgenkassetten der fiinf Vektoren pCWO03 bis pCW07
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wurden schlieBlich tiber Nhel- und Notl-Spaltungen separiert und die DNA-Fragmente zur
Konstruktion der FAD-Plasmide FAD-9 bis FAD-13 jeweils mit dem Nhel / Notl geschnit-
tenen FAD-2-Plasmid ligiert (Abb. 15B und 15C).

s BsiXI 5
—_— ~— 1 | ———— pBluescript®IIKS (-)
5 ‘ 3
| [ }—— pcwn

) GTGGCTCGCTAGCCTCTCTGCGGCCGCCTGC-
4 Nhel A Notl

STRATE
4 4 B 4
i HindIll BamHI Ncol ;

Nhel Notl

2]}

eGFP

[T servus

l | ->pCwWo2-> pFAD-2
- SFFV-U3 | | ->pCwWo03 > pFAD-10
[ Tservaus | > pcwo4 > praD-11
[T cEria [ ccrr | > pCcwos > pFAD-9

] |

] |

rIL-1Ra

hIL-1Ra

[T cEria > pCW06 > pFAD-12
[ eerie > pCW07 > pFAD-13

C [ ]
%
FAD-2-Plasmid Q pCWO02 - pCW07
(.

Abb. 15: Klonierungsstrategie zur Erstellung der Vektorplasmide FAD-9 — FAD-13

rIL-1Ra

hIL-1Ra

Die aus dem Vektorplasmid FAD-2 stammende Transgenkassette SFFV-U3-eGFP wurde in den
Vektor pCWO01 kloniert und sukzessive modifiziert (15A), um die Vektoren pCWO03 bis pCWO07
schrittweise aufzubauen. Diese Konstrukte dienten nach ihrer Fertigstellung der Klonierung von
pFAD-9 bis pFAD-13 (15B). In einem finalen Klonierungsschritt wurden die Transgenkassetten in das
FAD-2-Backbone reinsertiert (15C). Die Darstellungen wurden schematisch und nicht maf3stabsgetreu
abgebildet.
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Die Vektoren FAD-10 bis FAD-13 wurden als therapeutische Konstrukte konzipiert, die
einzig die orthologen offenen Leserahmen des IL-1Ra von Mensch bzw. Ratte unter der
Kontrolle des SFFV-U3- oder eEF-1a-Promotors exprimieren. Der Vektor FAD-9 hingegen
sollte in den tierexperimentellen Versuchen dazu dienen, die Effizienz des Gentransfers durch
die Expression des leicht nachweisbaren Markers eGFP abzuschétzen. Die Integritdt aller

Konstrukte konnte durch Sequenzierungen und Restriktionsanalysen bestétigt werden.

4.1.2 Analyse der Funktionalitiit der Plasmide pCW02 — pCW07 und
Vergleich der Expressionsstirken der heterologen Promotoren

Um sicherzustellen, dass von den klonierten pCW-Konstrukten eine funktionelle transiente
Expression der Transgene ausging, wurden Zelltransfektionsexperimente durchgefiihrt. Dafiir
wurden zundchst HEK-293T Zellen mit jeweils Sug der eGFP-exprimierenden Plasmide
pCWO02 (SFFV-U3-Promotor) sowie pCWO05 (eEF-1a-Promotor) mittels PEI transfiziert und
24h nach der Transfektion fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Es zeigte sich, dass sowohl
der bereits etablierte SFFV-U3-Promotor, als auch der eEF-1a-Promotor die Expression von
eGFP vermittelten (Abb. 16A). Parallel dazu konnte erkannt werden, dass die Promotorstérke
des eEF-la-Promotors im Vergleich zum SFFV-U3-Promotor qualitativ deutlich hoéher
ausfiel. Um die Unterschiede in der Expressionsstirke exakt zu quantifizieren, wurde die
zelluldre eGFP-Proteinbiosynthese durchflusscytometrisch analysiert. Bei diesen Experi-
menten wurden jeweils 1x10° Zellen in 24-Loch-Kulturplatten ausgesit und mit dquimolaren
Mengen der Plasmide pCWO02 (4345bp) und pCWO05 (5078bp) transfiziert. Dabei wurden vom
kleineren pCW02-Plasmid je 1pg DNA und vom grofleren pCWO05-Plasmid je 1,17ug DNA
eingesetzt, was jeweils einer DNA-Stoffmenge von 350fmol entsprach. Die gemessene
mittlere eGFP-Expression unter eEF-1a-Promotorkontrolle fiel hierbei durchschnittlich um
den Faktor 6-8 hoher aus als unter SFFV-U3-Promotorkontrolle und war statistisch
signifikant (Abb. 16B). Diese Aussage konnte mit den hIL-1Ra-codierenden Plasmiden
pCWO04 und pCWO07 im hIL-1Ra-ELISA bestdtigt werden, auch hier lie sich eine deutlich
starkere Genexpression unter eEF-1a-Promotorkontrolle feststellen (Daten nicht gezeigt). Die
Genexpression aller IL-1Ra-codierenden Plasmide wurde im Western-Blot-Verfahren mittels
Immunfarbung analysiert. Hierbei fanden die polyklonalen Antikdrper Ziege a-rIL-1Ra und
Kaninchen a-hIL-1Ra (Santa Cruz, beide 1:200 verdiinnt) Verwendung. HEK-293T Zellen
wurden mit jeweils 10pug pCWO03, pCWO04, pCWO06 oder pCWO07 transfiziert und nach 48h zur
Herstellung von Proteinproben geerntet. Im Western-Blot zeigten alle vier Konstrukte eine
ordnungsgeméfBe Proteinexpression, wobei charakteristische IL-1Ra Doppelbanden nach-

gewiesen werden konnten. Diese wurden als glykosylierte (22-25kDa) oder nicht-
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glykosylierte (17kDa) Formen des IL-1Ra identifiziert (Abb. 16C). Die durchgefiihrten

Expressionsanalysen belegten die intakte Funktion der Transgenkassetten.

pCWO02 (SFFV-U3-eGFP) pCWOS (eEF-1a-eGFP)

2000- ok
1500+
E 1000
500+
ol ' I T
SFFV-U3 eEF-1g
Promotor
| —— 4« GAPDH
| —— . ( 25kDa
—— | — S ( 17KDa
pCWO03 pCW06 pCW04 pCW07
SFFV-U3 eEF-1a SFFV-U3 eEF-1a
rIL-1Ra rIL-1Ra hIL-1Ra hIL-1Ra

Abb. 16: Charakterisierung der Transgenexpressionskassetten

Vor den Riickklonierungen in das FAD-Plasmid wurden die modifizierten Transgenkassetten hin-
sichtlich ihrer Funktionalitdt in HEK-293T Zellen in diversen, redundanten Experimenten {iberpriift.
HEK-293T Zellen exprimierten eGFP sowohl unter der Regulation des SFFV-U3-Promotors (16A,
linkes Foto), als auch eEF-1a-Promotors (16A, rechtes Foto). Im direkten Vergleich ihrer Expressions-
stirken erwiesen sich Konstrukte mit eEF-1a-Promotoren als tiberlegen. (MFI) mittlere Fluoreszenz-
intensitit; n=10, t-Test: P<0.0001, ***; (16B). In Western-Blot Analysen konnte die Proteinexpression
von IL-1Ra-codierenden pCW-Plasmiden in Zelltransfektionsexperimenten dargestellt werden. Als
Ladekontrolle diente GAPDH (a¢GAPDH: 0,5nug/ml); (16C, reprasentative Western-Blot Daten).
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4.1.3 Genexpression der FAD-Vektoren

Die modifizierten Transgenkassetten wurden, nachdem Ihre Funktionalitit erfolgreich gezeigt
werden konnte, in das FAD-Ausgangsplasmid zuriickkloniert. Alle fiinf FAD-Konstrukte
wurden in Zelltransfektionsexperimenten auf die Expression von PFV-Gag-Proteinen hin
getestet. Dabei zeigte sich, dass bei allen FAD-Plasmiden der Tetracyclin-abhingige
Promotor die Synthese von PFV-Gag nach dem Tet-On-Prinzip vermittelte und die Transgen-
kassetten auch vor dem genetischen Hintergrund der FAD-Plasmide weiterhin aktiv waren
(Daten nicht gezeigt). Die FAD-Plasmide wurden darauthin zu Prof. Dr. Kochanek nach Ulm
ins Labor der Sektion Gentherapie versendet, in dem erfolgreich der letzte Schritt der Vektor-
verpackung durchgefiihrt werden konnte. Die infektiosen Titer der FAD-Vektorpréparationen
lagen im Bereich von 1,38x10' iu/ml fiir den Vektor FAD-12 bis 3,76x10' iu/ml fiir den
Vektor FAD-9. Fiir die Genexpressionsanalysen der infektidsen gentherapeutischen FAD-
Vektoren wurden A549 Zellen, die eine hohe Suszeptibilitét fiir Adenoviren vom Serotyp 5
aufweisen (Defer et al. 1990; siehe 4.1.13), mit MOI 100 fiir 96h in Anwesenheit (+) oder
Abwesenheit (-) von 1pg Doxycyclin pro Iml Zellkulturmedium transduziert. Parallel dazu
wurden A549 Zellen mit dem bereits etablierten FAD-2 Vektor transduziert und analog
kultiviert. Von den transduzierten Zellen wurden mittels RIPA-Puffer Proteinproben
gewonnen, die in einem SDS-PAGE nach ihrem relativen Molekulargewicht aufgetrennt und
anschlieBend auf eine Nitrocellulosemembran transferiert wurden. Zur Detektion foamyviraler
Proteine wurden monoklonale Maus-Hybridomaiiberstinde gegen PFV-Gag (SGG1), PFV-
Pol™ (3E11), PEV-Pol®" (15E10) und PFV-Env (P3E10) verwendet, die jeweils 1:10
verdiinnt auf den Blot aufgetragen wurden. Fiir den Nachweis von IL-1Ra wurden die bereits
beschriebenen Antikoérper von Santa-Cruz eingesetzt; GAPDH konnte mit einem mono-
klonalen anti-GAPDH-Antikdrper aus dem Kaninchen auf dem Blot visualisiert werden und
diente als Ladekontrolle. Fiir die Western-Blot Analysen wurden neben einer Negativ-
kontrolle (Abb. 17 und 18, jeweils Spur 1), die aus nativen A549 Zelllysaten gewonnen
wurde, sowohl Positivkontrollen fiir PFV-Proteine (Abb. 17 und 18, jeweils Spur 2), als auch
die Interleukin-1 Rezeptorantagonisten Ratte bzw. Mensch (Abb. 17 und 18, jeweils Spur 3)
in der SDS-PAGE aufgetrennt. Als Positivkontrolle fiir PFV-Proteine dienten Zelllysate einer
MDO09-PFV-Vektorproduktion. Die Proteinproben fiir die IL-1Ra-Positivkontrollen stammten
hingegen aus Zelltransfektionsexperimenten, in denen HEK-293T Zellen mit den
eukaryotischen Expressionsplasmiden pcDNA3.1™ (+)-IL-1Ra, Ratte bzw. pcDNA3.1™ (+)-
IL-1Ra, Mensch transfiziert wurden (beide Vektoren: diese Arbeit). In den Western-Blots
(Abb. 17A und 18A) zeigten die in ihrer Intensitdt homogen erscheinenden GAPDH-Banden
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eine iiberwiegend gleichmifBige Beladung der Taschen mit Proteinproben an. Reaktive
pr71/p68°*€ -Doppelbanden waren auf den gleichen Western-Blots bei FAD-transduzierten
Zellen, die in Gegenwart von Doxycyclin gewachsen waren, nachweisbar (Abb. 17A bzw.
18A, Spuren 5, 7 und 9), wenngleich die Gag-Doppelbanden bei den Vektoren FAD-12 und
FAD-13 (Abb. 17A bzw. 18A, jeweils Spur 9) eine deutlich schwichere Intensitéit aufwiesen,
als bei den Vektoren FAD-2, FAD-10 und FAD-11 (Abb. 17A bzw. 18A, Spuren 5 und 7).
Ohne Doxycyclin erfolgte hingegen keine nachweisbare Induktion der Gag-Expression in den
transduzierten Zellen (Abb. 17A bzw. 18A, Spuren 4, 6 und 8). Die Doxycyclin-abhingige
Induktion der Genexpression konnte auch auf parallel dazu durchgefiihrten Western-Blots der
gleichen Proben fiir pol-Genprodukte erkannt werden. Dabei konnten die Expression des Pol-
Vorlauferproteins (pr127P°1), der Protease/ Reversen Transkriptase/ RNAseH (p85RT/ *N) und
der Integrase (p40™) bei FAD-transduzierten Zellen detektiert werden, die mit Doxycyclin
kultiviert wurden. Einschrinkend muss erwdhnt werden, dass auch in den nicht-Doxycyclin

induzierten Zellen das Pol-Vorlduferprotein (pr127POl

) nachgewiesen werden konnte, was auf
eine Basalaktivitit des Tet-Promotors zuriickgefiihrt werden kann (Abb. 17B bzw. 18B,
Spuren 4, 6 und 8). Die von der Aktivierung der PFV-Genexpression unabhéngig erfolgende
Proteinbiosynthese von IL-1Ra konnte auf diesen Blots ebenfalls sichtbar gemacht werden
(Abb. 17B bzw. 18B, Spuren 6 bis 9). Die verstirkte Intensitit der IL-1Ra-Banden in
Gegenwart von Doxycyclin bestitigte den postulierten Transduktionsmechanismus des FAD-
Vektorsystems und spricht flir eine putative intrazelluldre Retrotransposition foamyviraler
Vektoren bzw. die Sekundirtransduktion weiterer A549 Zielzellen. Mit den PFV-Env
reaktiven Antikérpern (P3E10) konnten bei FAD-Vektoren, deren Transgenkassetten unter
SFFV-U3-Promotorregulation standen, nach der Induktion mit Doxycyclin Env-spezifische
Banden mit einem Molekulargewicht von ~150kDa und eine schwache Bande von ~100kDa
sichtbar gemacht werden, bei denen es sich vermutlich um die glykosylierten Formen des
Env-Vorlduferproteins (gp130*™) und die SU-Untereinheit (gp80°Y) handelte. Bei den FAD-
Vektoren FAD-12 und FAD-13, deren Transgene unter Kontrolle des eEF-la-Promotors
stehen, konnten hingegen auch nach sehr langer Belichtungszeit keine Env-Banden sichtbar
gemacht werden (Abb. 17B bzw. 18B, jeweils Spur 9). Auch fiir den eGFP-exprimierenden
Vektor FAD-9 verlief der Nachweis von Env-Vorlduferproteinen negativ (Daten nicht
gezeigt). Diese Ergebnisse zeigten, dass der Tetracyclin-abhingige Promotor gezielt die
regulierte Expression der PFV-Vektorkassette vom FAD-Vektorgenom vermitteln konnte,
dies jedoch in vollstdindigem Umfang, mit den nachgewiesenen Expressionen von PFV-gag,

-pol und -env, nur fiir die Vektoren FAD-2, FAD-10 und FAD-11 zutraf.
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Abb. 17: Genexpression der rIL-1Ra-exprimierenden FAD-Vektoren
FAD-10 und FAD12

Western-Blot Analyse von FAD-10 und FAD-12 transduzierten A549 Zellen. Die Zellen wurden mit
MOI 100 transduziert und in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von 1pg/ml Doxycyclin fiir 96h
kultiviert. Die hieraus gewonnenen Proteinproben wurden in einem 7,5% SDS-PAGE elektro-
phoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Expressionsanalyse
bestitigte die ordnungsgemifBle Expression der PFV-Proteine Gag, Pol und Env vom FAD-Vektor-
genom bei FAD-10. Bei dem Vektor FAD-12 konnten keine Env-Vorlduferproteine nachgewiesen
werden und Gag wurde nur schwach exprimiert.
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Abb. 18: Genexpression der hIL-1Ra-exprimierenden FAD-Vektoren
FAD-11 und FAD13

Western-Blot Analyse von FAD-11 und FAD-13 transduzierten A549 Zellen. Die Zellen wurden mit
MOI 100 transduziert und in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von 1pg/ml Doxycyclin fiir 96h
kultiviert. Die hieraus gewonnenen Proteinproben wurden in einem 7,5% SDS-PAGE elektro-
phoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Expressionsanalyse
bestitigte die ordnungsgemifBle Expression der PFV-Proteine Gag, Pol und Env vom FAD-Vektor-
genom bei FAD-11. Bei FAD-13 war Gag nur schwach nachweisbar; Env-Vorlduferproteine konnte
nicht detektiert werden.

91



Ergebnisse

4.1.4 Analyse der PFV-Vektorproduktion von FAD-Vektorplasmiden in vitro

Nachdem die Western-Blot Experimente gezeigt hatten, dass von den infektiosen FAD-
Vektoren eine Tetracyclin-regulierbare Genexpression ausging, wurden die Konstrukte auf
ihre Funktionstlichtigkeit hinsichtlich der induzierbaren PFV-Partikelfreisetzung aus den
Zellen charakterisiert. Dafiir wurden PFV-haltige Zellkulturiiberstinde von FAD-transgenen
Zellen auf sekundire Zielzellen transferiert und diese schlieSlich auf das iibertragene
Transgen hin analysiert. Um zu verhindern, dass mdglicherweise noch frei flottierende
infektiose FAD-Vektoren aus einer Primértransduktion auf Sekundérzielzellen iibertragen
werden, wurden die Experimente initial als Transfektionen durchgefiihrt. HEK-293T Zellen
wurden daflir mit den Plasmiden FAD-2 und FAD-11 (Konstrukte, deren Transgene durch
den SFFV-U3-Promotor reguliert werden) und die Plasmide FAD-9 und FAD-13 (Konstrukte,
deren Transgene unter eEF-1a-Promotorkontrolle stehen) transfiziert und in Anwesenheit (+)
oder Abwesenheit (-) von Ipg/ml Doxycyclin fiir 72h kultiviert. AnschlieBend wurde ein
zellfreier Uberstandtransfer auf HT1080 Zellen zur Bestimmung der CCIDsy durchgefiihrt
(3.2.1.6). Nach weiteren 48h wurden die transgenen HT1080 Zellen durchflusscytometrisch
analysiert. Hierzu mussten die potentiell hIL-1Ra-transgenen HT1080 Zellen, die mit FAD-11
oder FAD-13-Uberstinden inkubiert worden waren, mit dem PE-konjugierten Antikorper
Fastimmune™ anti-human IL-1Ra intrazelluldr angefarbt werden (3.2.11). Der PFV-Vektor-
vermittelte eGFP-Gentransfer aus FAD-2 und FAD-9 Uberstinden konnte hingegen direkt am

Durchflusscytometer gemessen werden.

Die Resultate belegten, dass keine nachweisbare Partikelfreisetzung aus den FAD-9 und
FAD-13 transfizierten HEK-293T Zellen stattgefunden hat - transgene HT1080 Zellen waren
durchflusscytometrisch nicht detektierbar. Demgegeniiber konnten bei FAD-2 (Abb. 19A)
und FAD-11 (Abb. 19B) transfizierten Zellen ein effizienter Gentransfer in Anwesenheit von
Doxycyclin festgestellt werden. Aufgrund der Basalaktivitdt des Tetracyclin-abhdngigen
Promotors war jedoch auch ohne Doxycyclin eine Synthese von PFV-Partikeln feststellbar.
Weil die Differenzen der CCIDsp-Werte von Doxycyclin-induziertem zu nicht-induziertem
Zustand aber jeweils fast zwei logjo-Stufen betrugen, waren die PFV-Titer ohne Doxycyclin

etwa 100-fach geringer als in dessen Gegenwart (Abb. 19).
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Abb. 19: Funktionalititsanalyse der Tetracyclin-regulierten FAD-Konstrukte
FAD-2 und FAD-11

Die Plasmide FAD-2 und FAD-11 wurden in HEK-293T Zellen transfiziert und mit (+) oder ohne (-)
Zugabe von 1pg/ml Doxycyclin zum Zellkulturmedium fiir 72h kultiviert. Die Uberstinde wurden
durch 0,45um-Sterilfilter zellfrei filtriert und zur Bestimmung der CCIDs, im Duplikat auf HT 1080
Zellen iibertragen. Der prozentuale Anteil eGFP'-Zellen konnte nach 48h bei Uberstéinden aus der
FAD-2 Transfektion direkt durchflusscytometrisch gemessen werden (19A). Bei den hIL-1Ra-
transgenen Zellen musste vorab eine intrazelluldre Farbung durchgefiihrt werden, bevor die Messung
im Durchflusscytometer erfolgen konnte (19B). Die errechneten CCIDs-Werte wurden in die
Diagramme mit eingefiigt. In Abhéngigkeit vom Induktionsstatus des Tetracyclin-induzierbaren
Promotors ergaben sich signifikante Unterschiede in den jeweiligen PFV-Titern.
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4.1.5 Analyse der PFV-Vektorproduktion
von infektiosen FAD-Vektoren in vitro

Im néchsten Schritt wurde die Funktionalitit der infektiosen FAD-Vektoren hinsichtlich der
induzierbaren PFV-Partikelfreisetzung aus den Zellen charakterisiert. Dafiir wurden A549
Zellen mit den Vektoren FAD-9, FAD-10, FAD-11, FAD-12 bzw. FAD-13 mit einer MOI
von 100 fiir drei Stunden transduziert und nachfolgend zweimal mit PBS gewaschen, um
ungebundene FAD-Vektorpartikel zu entfernen. Die transduzierten Zellen wurden wiederum
mit (+) oder ohne (-) 1pg/ml Doxycyclin inkubiert. Drei Tage nach der Priméartransduktion
wurde ein Uberstandtransfer auf HT1080 Zellen durchgefiihrt und zeitgleich die Gesamt-
RNA der FAD-10, FAD-11, FAD-12 und FAD-13 transduzierten A549 Zellen isoliert. Nach
weiteren 48h wurden die mit den FAD-9 Uberstéinden sekundirtransduzierten HT1080 Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop gepriift. Es konnten keine eGFP'-Zellen wahrgenommen
werden, womit das Ergebnis des initialen Transfektionsexperimentes (4.1.4) bestétigt wurde
(Abb. 20A). Aus allen iibrigen sekundirtransduzierten HT1080 Zellen wurde die Gesamt-
RNA extrahiert. Die gewonnene Gesamt-RNA der Primér-und Sekundértransduktionen wurde
schlieBlich in cDNA umgeschrieben und mittels qRT-PCR die relative Genexpression von
rIL-1Ra bzw. hIL-1Ra quantifiziert. Die experimentellen Befunde sind in den Abbildungen
[20B] und [20C] graphisch dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass alle FAD-Vektoren die
A549 Zellen primér erfolgreich transduziert hatten und erhohte IL-1Ra-Expressionsstirken
durch die Zugabe von Doxycyclin innerhalb eines betrachteten FAD-Vektors zu verzeichnen
waren. So wurden fiir den Vektor FAD-11 infolge der Primértransduktionen der A549 Zellen
mittlere relative hIL-1Ra-Expressionswerte von 142,02 (mit Doxycyclin) und 115,36
(ohne Doxycyclin) gemessen. Bei den FAD-Vektoren mit SFFV-U3-regulierter Transgen-
kassette (FAD-10 und FAD-11) konnte ferner ein sekundidrer PFV-vermittelter IL-1Ra-
Gentransfer auf HT1080 Zellen festgestellt werden. Die Gentransfer-Raten wurden dabei
malgeblich von der Doxycyclin-abhéngigen Induktion der PFV-Vektorkassette im primiren
Transduktionszyklus beeinflusst. Erfolgte keine Zugabe von Doxycyclin im primdren FAD-
Transduktionszyklus waren die relativen IL-1Ra-Genexpressionen in den HT1080 Zellen um
den Faktor 831 (FAD-10) bzw. den Faktor 38 (FAD-11) geringer. Fiir die Vektoren FAD-12
und FAD-13 lieB sich generell kein IL-1Ra-Gentransfer im Sekundirzyklus nachweisen -
die quantifizierten relativen IL-1Ra-Genexpressionen der HT1080 Zellen waren unabhingig
vom PFV-Induktionsstatus der Primértransduktion gleichermafB3en niedrig (Tab. 4). Die nicht-
funktionalen FAD-Gentransfervektoren FAD-12 und FAD-13 fanden deshalb in den weiteren

Experimenten keine Verwendung mehr.
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Funktionalititsanalyse der infektiosen FAD-Vektoren FAD-9 bis FAD-13

A549 Zellen wurden mit MOI 100 transduziert und fir 3 Tage mit (+) oder ohne (-) 1ug/ml
Doxycyclin in Kultur gehalten. Die Zellkulturiiberstinde wurden abgenommen, mit 0,45um-Filtern
sterilfiltriert und Aliquots von jeweils 25ul auf HT 1080 iibertragen. Nach 48h zeigten die fluoreszenz-
mikroskopischen Analysen beim Vektor FAD-9 keinen nachweisbaren eGFP-Gentransfer auf HT 1080
Zellen (20A). Ein wirksamer PFV-vermittelter Gentransfer von IL-1Ra auf HT1080 Zellen nach
Doxycyclinzugabe konnte in qRT-PCR Experimenten fiir die FAD-Vektoren 10 und 11 bewiesen
werden. Die Vektoren FAD-12 und FAD-13 erwiesen sich hinsichtlich ihres Potentials foamyvirale
Vektorpartikel zu bilden als nicht-funktional (20B und 20C). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung von jeweils zwei Versuchen; t-Test: P<0.05, ***,

Tab. 4 Mittlere relative IL-1Ra Expressionswerte nach
A549-Primirtransduktionen und HT1080-Sekundirtransduktionen
T Primirtransduktion | Sekundirtransduktion
Vektor ransgen-l . ansgen
promotor ) ON SOl ON
Doxycyclin | Doxycyclin | Doxycyclin | Doxycyclin
FAD-10 SFFV-U3 rIL-1Ra 6888,62 6008,38 831,75 1
FAD-11 SFFV-U3 hIL-1Ra 142,02 115,36 38,05 1
FAD-12 eEF-1a rIL-1Ra 10085,54 9410,14 1,87 1
FAD-13 eEF-la hIL-1Ra 6208,38 5705,07 1,27 1
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4.1.6 Langzeit-Transduktionsanalysen der Gentransfervektoren FAD-2 und
FAD-11 in den humanen Zelllinien A549 und hMSC-TERT4
sowie in Synovialzellen der Ratte

Zur Untersuchung der PFV-Vektor-abhingigen Langzeit-Transgenexpression nach FAD-
Primértransduktion wurden die humanen Zelllinien A549 und hMSC-TERT4 sowie
Synovialzellen der Ratte zundchst mit dem eGFP-exprimierenden Vektor FAD-2 mit MOI
100 transduziert und in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von lpg/ml Doxycyclin
kultiviert. An den Tagen 2, 7, 12, 17, 22 und 27 nach der Transduktion wurden die Zellen in
einem Verhiltnis von 1 zu 5 passagiert und jeweils 20.000 Zellen durchflusscytometrisch auf
eGFP-Expression analysiert. Die gewonnenen Resultate sind in der Abbildung [21A]
graphisch wiedergegeben. Zur besseren Vergleichbarkeit der Werte wurden die relativen
Anteile eGFP-positiver Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten dargestellt, als 100%-Wert
wurde dabei der Anteil eGFP-positiver Zellen am Tag 2 nach der Transduktion festgelegt.

An Tag 27 nach der Transduktion mit FAD-2 konnte bei A549 Zellen ein um den Faktor 30
hoherer Anteil eGFP-positiver Zellen in Gegenwart von Doxycyclin festgestellt werden. Bei
den hMSC-TERT4 Zellen war der Anteil eGFP-positiver Zellen um den Faktor 40 und bei
den Synovialzellen gar um den Faktor 84 hoher, wenn die Zellen mit Doxycyclin kultiviert
wurden. Die Ergebnisse belegten folglich einen langfristig-stabilen in vitro eGFP-Marker-
gentransfer durch freigesetzte PFV-Vektorpartikel nach Zugabe von Doxycyclin zum Zell-
kulturmedium. Dabei zeigten alle drei untersuchten Zelltypen eine funktionelle Induktion der

PFV-Vektorexpression.

Aquivalente Resultate konnten auch bei analog durchgefiihrten Transduktionsexperimenten
mit dem gentherapeutischen Vektor FAD-11 erzielt werden. Dafiir wurden A549 Zellen,
hMSC-TERT4 Zellen und Synovialzellen der Ratte mit MOI 200 transduziert und mit (+)
oder ohne (-) Doxycyclin fiir 18 Tage in Kultur gehalten. An den Tagen 2, 6, 10, 14 und 18
nach der Transduktion wurden konditionierte Uberstinde fiir die ELISA-Messung des
sekretierten humanen IL-1 Rezeptorantagonisten gewonnen und die Zellen anschlieend im
Verhiltnis 1 zu 5 passagiert. Die Ergebnisse sind in der Abbildung [21B] dargestellt. Ohne
Doxycyclininduktion konnte ab den Tagen 10 (bei hMSC-TERT4) und 14 (bei Synovial-
zellen) kein IL-1Ra mehr im ELISA detektiert werden (Abb. 21).
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Abb.21:  Langzeit eGFP- bzw. hIL-1Ra-Expression nach ~4 () Doxyeyelin
Doxycyclin-vermittelter Induktion der PFV-Vektorexpression

Zur Analyse der PFV-Vektor-abhingigen stabilen in vitro Transgenexpression nach FAD-Primér-
transduktion wurden A549 und hMSC-TERT4 Zellen sowie Synovialzellen der Ratte mit den
Vektoren FAD-2 mit MOI 100 (21A) bzw. FAD-11 mit MOI 200 (21B) transduziert und mit (+) oder
ohne (—) Doxycyclin kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen im Verhiltnis
1 zu 5 passagiert und 20.000 Zellen durchflusscytometrisch auf eGFP-Expression analysiert (21A)
bzw. unmittelbar vor der Zellpassage konditionierte Uberstinde zur quantitativen Bestimmung des
sekretierten hIL-1Ra-Proteins abgenommen (21B). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichung von jeweils zwei Versuchen. Zur besseren Vergleichbarkeit sind auf der y-Achse die
relativen Anteile eGFP-positiver Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten dargestellt; als 100%-Wert
wurde der Anteil eGFP-positiver Zellen am Tag 2 festgelegt (21A). Die ELISA-Messwerte wurden
demgegeniiber nicht skaliert (21B).
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4.1.7 Relative Quantifizierung der intrazelluliren Vektorgenome

Die experimentelle Bestdtigung, dass die unter 4.1.6 beobachteten Effekte der Langzeit-
Transgenexpression in den Zellkulturversuchen von PFV-Integraten resultierten, konnte mit
Hilfe der qRT-PCR erbracht werden. Dafiir wurden Synovialzellen der Ratte (Daten nicht
gezeigt) und A549 Zellen mit dem gentherapeutischen Vektor FAD-11 mit MOI 200
transduziert und in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von 1ug/ml Doxycyclin in Kultur
gehalten. An den Tagen 1, 6, 11, 16, 21 und 26 nach der Transduktion wurden die Zellen in
einem Verhiéltnis von 1 zu 5 passagiert und die genomische DNA isoliert. Mit spezifischen
Primerpaaren fiir den PFV-gag-Bereich und den reversen Tetracyclin-abhéngigen Trans-
aktivator (rtTA) wurden jeweils 10ng der isolierten DNA in der qRT-PCR analysiert. Der
PFV-gag-Bereich ist hierbei sowohl im FAD-Vektorgenom, als auch in den neu gebildeten
PFV-Vektorgenomen enthalten, wohingegen der rtTA-Bereich einzig auf dem FAD-Vektor-
genom lokalisiert ist (Abb. 22A). Dartiber hinaus wurden definierte Bereiche aus jeweils zwei

zelluldren Genen amplifiziert und zur Normalisierung der Proben eingesetzt (3.1.6.1).
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Abb. 22: Kinetik der intrazelluliiren Vektorgenome nach relativer Quantifizierung

Die Abbildung [22A] stellt die Primerbindestellen im FAD-Vektor fiir ##74 und PFV-gag schematisch
dar. Das rtTA-Primerpaar hybridisierte nur im FAD-Genom. A549 Zellen wurden mit FAD-11 mit
MOI 200 transduziert und in An- oder Abwesenheit von 1pg/ml Doxycyclin in Kultur gehalten. Zu
den auf der x-Achse der Graphen angefiihrten Zeitpunkten wurden die Zellen im Verhéltnis 1 zu 5
passagiert, die genomische DNA isoliert und in der qRT-PCR analysiert. Die ermittelten relativen
Kopienzahlen fiir 7#74 und PFV-gag wurden iiber die y-Achse aufgetragen. Es wurde ersichtlich, dass
infolge einer Doxycyclininduktion die relative gag-Kopienzahl stabil um den Faktor 58 bis 68 hoher
lag (22B, linker Graph). Die rtTA-Kopienzahl hingegen reduzierte sich, wie zu erwarten war,
gleichbleibend und unabhéngig von der Gegenwart von Doxycyclin im Medium (22B, rechter Graph).
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Infolge der Stimulation der transduzierten Zellen mit Doxycyclin wurde eine signifikante
Zunahme der relativen gag-Kopienzahl zwischen Tag 1 und 6 beobachtet, die als Folge
proviraler PFV-Integrate gewertet werden kann. In Abwesenheit von Doxycyclin war die gag-
Kopienzahl zu diesem Zeitpunkt um den Faktor 58 niedriger. Auch nach der sechsten Passage
der Zellen, am 26. Tag des Experiments, bezifferte sich die Differenz der relativen gag-
Kopienzahlen zwischen den zwei Kohorten auf den Faktor 68. Demgegeniiber verminderte
sich die relative r#T4-Kopienzahl der Zellen von der ersten bis zur letzten Passage unab-
hiangig vom Induktionsstatus der PFV-Vektorkassette. Daraus konnte geschlossen werden,
dass weitgehende Verluste von FAD-Vektorgenomen (durch Zellpassage) stattgefunden
haben und der hohe Anteil stabiler transgener Zellen unter Doxycyclin aus regulidren

foamyviralen Integrationsereignissen resultierte (Abb. 22B).

4.1.8 Kinetik der PFV-Vektorfreisetzung aus transient
PFV-produzierenden Zellen

Nachdem die Langzeittransgenexpression von eGFP bzw. IL-1Ra in vitro experimentell
erfolgreich gezeigt werden konnte (4.1.6), sollte nun die Kinetik der PFV-Vektorfreisetzung
aus den FAD-transduzierten Zellen untersucht werden. Aufgrund der S/MAR-Elemente
(scaffold/ matrix attachment region), die im HPRT-Lokus der FAD-Stuffer-DNA vorhanden
sind, war eine gewisse Langzeitexpression der translozierten FAD-Vektorgenome im Nukleus
der Zellen und demnach auch eine dauerhafte PFV-Vektorfreisetzung unter Doxycyclin zu
erwarten. S/MARs sind funktionale Elemente der DNA, die mit der Kernmatrix assoziieren
und so die Basis der Chromatinschleifen bilden. Durch die Verankerung an die Kernmatrix
kann die Stabilitdt eingebrachter Fremd-DNA im Zellkern erhoht werden (Cossons et al.
1997; Schiedner et al. 2002; Imperiale und Kochanek 2004).

Zur Analyse der PFV-Vektorpartikelbildung, die innerhalb eines Zeitraumes von 24 Stunden
erfolgt, wurden zuniachst A549 Zellen mit dem eGFP-exprimierenden Vektor FAD-2 mit MOI
100 und Synovialzellen mit MOI 250 transduziert und mit (+) oder ohne (-) Doxycyclin
(1pg/ml) fiir einen Tag kultiviert. Nach 24 Stunden wurde ein zellfreier Uberstandtransfer auf
HT1080 Zellen vorgenommen, die A549 und Synovialzellen zweimal mit PBS gewaschen
und neues Zellkulturmedium, das dem Ausgangsvolumen entsprach, hinzugefiigt. Die Zellen
wurden erneut in Gegenwart oder Abwesenheit von Doxycyclin (1pg/ml) fiir einen Tag

kultiviert. Dem schloss sich wiederum ein Uberstandtransfer auf HT1080 Zellen an.
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Die beschriebene experimentelle Vorgehensweise zur Gewinnung konditionierter PFV-
haltiger Uberstiande wurde zusammenfassend an den Tagen 1, 2, 3, 4, 7, 14 sowie 21 (Tag 21:
nur Synovialzellen) nach der Primértransduktion angewendet. Nach jeweils zweitdgiger
Inkubation mit den PFV-haltigen Uberstinden wurden die HT1080 Zellen durchfluss-

cytometrisch auf eGFP-Expression analysiert.

Die Daten der Sekundirtransduktionen zeigten eine rapide PFV-Titerabnahme bei beiden
Zelltypen innerhalb von 7 Tagen. Die stirkste PFV-Freisetzung konnte bei den A549 Zellen
am Tag 3 (78,3 + 1,5 % eGFP" HT1080 Zellen) und bei den Synovialzellen am Tag 2
(92,5 £ 0,2% eGFP™ HT1080 Zellen) beobachtet werden. Von diesen Maximalwerten
ausgehend, hatten sich die Titer bereits 7 Tage nach der Transduktion um 66%
(Synovialzellen) bzw. um 40% (A549 Zellen) reduziert. Nach 14 und 21 Tagen waren {iber
die Sekundirtransduktionen kaum noch freigesetzte PFV-Vektoren detektierbar (Abb. 23).

Konditionierte Zellkulturiiberstinde Konditionierte Zellkulturiiberstinde
von A549 Zellen von Synovialzellen

=3 (+) Doxycyclin
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Abb. 23: Langzeitkinetik der PFV-Vektorpartikelfreisetzung nach Transduktion
der Zelllinie A549 und Synovialzellen der Ratte mit FAD-2

Das Potential FAD-transduzierter A549 Zellen (linkes Diagramm) und Synovialzellen der Ratte
(rechtes Diagramm) PFV-Vektoren freizusetzen, verminderte sich signifikant im Untersuchungs-
zeitraum von 14 bzw. 21 Tagen. Die Zellen wurden mit dem Vektor FAD-2 mit MOI 100 (A549
Zellen) bzw. MOI 250 (Synovialzellen) transduziert und in Gegenwart oder Abwesenheit von
Doxycyclin (1pg/ml) kultiviert. Zu den auf der x-Achse dargestellten Zeitpunkten wurden Uberstinde,
die immer vierundzwanzig Stunden konditioniert waren, zellfrei auf HT1080 Zellen iibertragen. Nach
48h-Inkubation wurden jeweils 20.000 HT1080 Zellen durchflusscytometrisch analysiert. Die rela-
tiven Werte eGFP" HT1080 Zellen wurden in Relation zum Zeitpunkt nach der Priméirtransduktion
graphisch aufgetragen. Sowohl Primir-, als auch Sekundértransduktionen wurden im Duplikat
durchgefiihrt. (n.d.) nicht detektierbar; (+) Mittelwert mit Standardabweichung.
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Das Experiment wurde mit dem gentherapeutischen Vektor FAD-11 wiederholt. Dabei
wurden abermals A549 Zellen sowie Synovialzellen der Ratte verwendet, die mit MOI 250
(Daten nicht gezeigt) und MOI 500 transduziert wurden. Uberstinde dieser Zellen, die 24h
konditioniert waren, wurden zellfrei auf HT1080 Zellen iibertragen. Am darauffolgenden Tag
wurden die HT1080 Zellen mit PBS gewaschen, frisches Zellkulturmedium hinzugefiigt und
die Zellen fiir weitere 72h in Kultur gehalten. Fiir die Quantifizierung des sekretierten
hIL-1Ra-Proteins, welches in direkter Korrelation zur Transduktionsrate der HT1080 Zellen
stand, wurde der hIL-1Ra-ELISA (R&D Systems) benutzt. Zusétzlich wurden die hIL-1Ra-
Konzentrationen aus den A549- und Synovialzellkulturiiberstinden ermittelt. Der Zeitrahmen

der Experimente erstreckte sich iiber 21 Tage.

Mit den gewonnenen ELISA-Daten konnte die zeitliche Limitation der PFV-Vektor-
freisetzung bestdtigt werden. Die hochste PFV-Vektorfreisetzung unter Doxycyclin-
behandlung wurde durchschnittlich vier Tage nach den Primértransduktionen beobachtet. Auf
HT1080 Zellen iibertragene Uberstinde bewirkten hier die hdchsten hIL-1Ra-Konzen-
trationen im Untersuchungszeitraum von 21 Tagen. Bei den primértransduzierten A549
Zellen war erkennbar, dass ohne die Zugabe von Doxycylin nach Tag 7 (9,2 + 4,3ng/ml) zwar
noch dhnlich viel hIL-1Ra sezerniert wurde, wie nach Tag 3 (8,9 + 2,3ng/ml), nach 14 Tagen
hIL-1Ra aber nur noch in Spuren (1,64 + 0,14ng/ml) und nach 21 Tagen {iberhaupt nicht mehr
nachweisbar war. Doxycyclin induzierte A549 Zellen hingegen sekretierten 7 Tage nach der
Transduktion signifikant hohere hIL-1Ra-Mengen (50,8 + 14,2 ng/ml) ins Medium. Generell
konnte kein PFV-abhédngiger hIL-1Ra-Gentransfer auf HT1080 Zellen ohne Doxycyclin-
induktion der mit FAD transduzierten Zellen nachgewiesen werden. Diesbeziiglich gleich-
wertige Ergebnisse konnten auch von den Synovialzellen gewonnen werden. Dies legte den
Schluf3 nahe, dass die im Nukleus befindlichen FAD-Genome innerhalb kiirzester Zeit instabil
oder von den Zellen epigenetisch verdndert werden und die Langzeittransgenexpression in
den primértransduzierten Zellen nahezu ausschlielich von PFV-Integraten vermittelt wurde.
Die Befunde der intrazelluldren Vektorgenomquantifizierung (4.1.8) konnten dadurch

nochmals verifiziert werden (Abb. 24).
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Abb. 24: Langzeitkinetik der PFV-Vektorpartikelfreisetzung nach Transduktion
der Zelllinie A549 und Synovialzellen der Ratte mit FAD-11

Das Potential FAD-transduzierter A549 Zellen und Synovialzellen der Ratte PFV-Vektoren
freizusetzen, reduzierte sich signifikant innerhalb des Untersuchungszeitraums. Die Zellen wurden mit
dem Vektor FAD-11 mit MOI 500 transduziert und mit oder ohne Doxycyclin (1pg/ml) fiir 21 Tage
kultiviert. Zu den auf der x-Achse dargestellten Zeitpunkten wurden Uberstinde, die immer 24h
konditioniert waren, zellfrei auf HT1080 Zellen iibertragen. Die Medien der HT1080 Zellen wurde
nach 24h gewechselt und die Zellen fiir weitere 72h in Kultur gehalten. Sekretierter hIL-1Ra aus den
im Duplikat durchgefiihrten Transduktionen wurde mit dem hIL-1Ra-ELISA quantifiziert. Graphisch
dargestellt wurden die Mittelwerte mit Standardabweichung. (n.d.) nicht detektierbar.
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Im Zuge dieser Experimente wurden die ersten Versuche unternommen, die physikalische
Zahl freigesetzter foamyviraler Partikel mit Hilfe der qRT-PCR zu quantifizieren. Dafiir
wurde in das Plasmid pMH87tet der ORF von hIL-1Ra kloniert und aus dem neuen Vektor
die PFV-Kassette iiber einen Restriktionsverdau mit Narl und Xhol freigesetzt. Die Grofe
dieses Fragments (10,17kbp) entsprach mit einer Abweichung von 2,26% der GroBe des
verpackten PFV-Genoms und fand als DNA-Standard Verwendung. Durch die Linearisierung
der Standard-DNA konnte zudem ein Hochstmall an Homologie zur DNA-Konformation der
PFV-Vektorgenome erreicht und die Wahrscheinlichkeit einer sterisch bedingten Beeinflus-
sung der DNA-Polymerasen, wie sie bei einer zirkuldren, supercoiled Plasmid-DNA zu
erwarten ist, ausgeschlossen werden. Die Standard-DNA wurde in Zellkulturmedium
verdiinnt und analog der PFV-haltigen Proben 1ul nativ zum Reaktionsansatz pipettiert

(3.1.6.2).

Als exemplarisches Beispiel sei nachfolgend kurz die Strategie zur absoluten Quantifizierung
der PFV-haltigen Uberstinde der FAD-11 transduzierten A549 Zellen (MOI 500) des im Text

zuvor beschriebenen 21 Tage-Experimentes dargestellt.

Zunichst wurde eine frische Verdiinnungsreihe des DNA-Standards von Ing bis 107ng
hergestellt und neben den AS549-Zellkulturiiberstinden im Duplikat analysiert. In der
Abbildung [25] werden die Fluoreszenzkurven fiir die Amplifikation der Standard-DNA und
die daraus errechnete Regressionskurve graphisch dargestellt. Die mathematisch ermittelte
PCR-Effizienz des Standards von 101,9% deutete auf eine optimale Amplifikation hin und
war in den qRT-PCR-Experimenten reproduzierbar. Anhand der Standardkurve und der PCR-
Effizienz wurde ersichtlich, dass das Zellkulturmedium im 20ul-PCR-Gesamtansatz keine
nennenswerten inhibitorischen Effekte auf die PCR-Reaktion zur Folge hatte. Da die zu
analysierenden Zellkulturiiberstdnde einerseits nur 24h alt waren, was eine Akkumulation
potentieller PCR-Inhibitoren aus dem Zellmetabolismus unwahrscheinlich erscheinen lésst,
und die membranumhiillten foamyviralen Vektorpartikel durch den initialen 5-miniitigen
95°C Temperaturschritt der PCR dariiber hinaus thermisch denaturiert werden, wurde eine

vergleichbare PCR-Effizienz der Proben angenommen.

Die qRT-PCR Resultate der A549-Uberstinde konnten die ELISA-Ergebnisse tendenziell
bestéitigen. Eine maximale Partikelfreisetzung liel sich unter Doxycyclininduktion fiir den
vierten Tag zeigen (2,78x10’ + 8,39x10° Partikel/ml). Bereits drei Tage spiter war die

Partikelfreisetzung um anndhernd 60% und nach vierzehn Tagen um 96% abgefallen.
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Alle Cr-Werte der Uberstinde von nicht-Doxycyclin-induzierten A549 Zellen lagen bei
diesem Experiment oberhalb von PCR-Zyklus 29 und damit auBlerhalb des dynamischen
Bereichs der Standardkurve (Nachweisgrenze des qRT-PCR Assays bei 10 ng bzw. 450
PFV-Vektoren/ul). Die Ergebnisse sind in Abbildung [26] graphisch wiedergegeben.

1300 1300

1200 = 1200
1100 1100
1000 1000

a0
80
70
&0
50

o o o o o
mmamu:l
o o o o
o o o o O

PCR Base Line Subtracted CF RFU

400 400
300 300
200 200
100 100
0 1 a
A
-100 -100
a / /14 16/18 20 2\124 26% 30&34 36 38 40 42|44 46 48
0°ng 10'ng 107ng 10°ng 10™*ng 10”ng NTC
Correlation Coeffident: 1,000 Slope: -3,278 Intercept: 13,415 ¥ =-3,278 X + 13,415 o Unknowns
PCR Efficency: 101,9 % ° Standards
30
28
26

=
hreshold Cycle

-5 -4 -3 -2 -1 0 1
Log Starting Quantity, nanograms

Abb. 25:  qRT-PCR Fluoreszenzkurven und Standardkurve der PFV-Standard-DNA

In der oberen Abbildung [25A] wurde der Anstieg der Fluoreszenzsignale (y-Achse) gegen die PCR-
Zyklenzahl (x-Achse) aufgetragen. Die Differenzen der ermittelten Cr-Werte (Cycle Threshold)
unterschieden sich um durchschnittlich drei Zyklen. Mathematisch errechnete sich hieraus eine PCR-
Effizienz von 101,9%. Demnach lief die PCR qualitativ hochwertig ab, dass heifit in jedem Zyklus
wurde die Standard-DNA verdoppelt. In der unteren Abbildung [25B] wurde die eingesetzte DNA-
Ausgangsmenge des logarithmisch verdiinnten Standards auf der x-Achse gegen die Cr-Werte auf der
y-Achse dargestellt. Abbildungen aus iCyclerlQ V3.1 (Bio-Rad). (NTC) Negativkontrolle.
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Abb. 26: Absolute Quantifizierung der freigesetzten PFV-Vektoren aus
FAD-11 transduzierten A549 Zellen unter Doxycyclinbehandlung

A549 Zellen wurden mit dem Vektor FAD-11 mit MOI 500 transduziert und mit (+) oder ohne (-)
Doxycyclin (1pg/ml) fiir 21 Tage in Kultur gehalten. Die Zellen wurden immer fiir einen Tag in den
Zellkulturmedien kultiviert, um die 24-stiindige PFV-Vektorfreisetzung zu charakterisieren. Nach der
Gewinnung der Proben wurden die Zellkulturmedien stets komplett gewechselt. Die untere
Nachweisgrenze des Assays lag bei 450 PFV-Vektoren/ul. Die Messung stellt die mittlere PFV-
Vektorzahl mit Standardabweichung einer Duplikatmessung dar.

4.1.9 Quantitative Analyse des Genexpressionsmusters der
proinflammatorischen Cytokine IL-1f. IL.-6 und I1L.-8
in A549 Zellen nach IL-18 Stimulation

Fiir die Evaluierung der protektiven Effekte eines FAD-vermittelten Gentransfers von IL-1Ra
mussten vorab die proinflammatorischen Wirkungen von IL-1B in vitro untersucht werden.
Der proinflammatorische Mediator IL-1p nimmt eine Schliisselposition bei der Generierung
systemischer und lokaler Immunreaktionen ein. Im Gegensatz zum ebenfalls proinflam-
matorischen IL-1a, das iiberwiegend intrazelluldr lokalisiert ist, wird IL-1 von Cytokin-
produzierenden Zellen sekretiert und fungiert als parakriner Botenstoff. Auf zelluldrer Ebene
vermittelt es seine pleiotropen biologischen Aktivititen iiber Bindung an den membran-
standigen IL-1 Rezeptor Typ I (IL-1RI; siche Abb. 9; 1.4.1). Dabei wird eine nachgeschaltete
komplexe Signalkaskade aktiviert, die schlieBlich iiber die Aktivierung des Transkriptions-
faktors NF-«xB zur Induktion weiterer proinflammatorischer Proteine fiihrt. Die Interaktion
von IL-1B mit dem IL-1RI wird durch das antagonistisch wirkende Cytokin IL-1Ra inhibiert,
welches somit die pathophysiologischen Aktivititen des Agonisten neutralisieren kann

(Abramson und Amin 2002; Barksby et al. 2007).
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Zur Analyse der biologischen Effekte von IL-1p bzw. IL-1Ra mussten deshalb zunéchst
diverse Zelllinien auf die Genexpression des IL-1 Rezeptors Typ I charakterisiert werden.
Dafiir wurden aus den humanen Zelllinien A549, HEK-293T, HelLa, HepG2, HT1080 und
hMSC-TERT4 die Gesamt-RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qRT-PCR die
Genexpression des Rezeptors mit IL-1RI-spezifischen QuantiTect-Primern (Qiagen) bestimmt
(3.1.6.1). In allen untersuchten Zelllinien konnte eine IL-1RI-Expression nachgewiesen
werden. Dabei zeigten hMSC-TERT4 Zellen eine 117-fach hohere relative Genexpression als
HT1080 Zellen (relative Genexpression von 1). A549 Zellen wiesen ebenfalls eine vergleichs-
weise hohe relative IL-1RI-Expression auf (Abb. 27). Diese Daten lassen vermuten, dass die
Sensitivitdt der mesenchymalen Stammzelllinie hMSC-TERT4 und der Lungenepithelzelllinie
A549 auf proinflammatorische IL-1B-Stimuli betrdchtlich hoher liegt, als die der Nierenzell-
linie HEK-293T oder der Fibroblastenzelllinie HT1080. Im Einklang mit diesen Ergebnissen
konnte der IL-1RI durch indirekte Immunfluoreszenzfirbungen sowohl auf hMSC-TERT4

und ebenso auf HT1080 Zellen auch auf Proteinebene nachgewiesen werden (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 27: Relative Genexpressionen des IL-1 Rezeptors Typ I in humanen Zelllinien

Der membranstiandige IL-1 Rezeptor Typ I wird ubiquitdr exprimiert. Qualitativ konnte IL-1RI mRNA
in allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden (Agarosegelbilder). Die kalkulierten mittleren
relativen IL-1RI-Genexpressionen variierten indes deutlich. Sehr hohe Genexpressionen wurden in
hMSC-TERT4 und A549 Zellen gefunden, verhdltnisméBig geringe Genexpressionen zeigten HT 1080
und HEK-293T Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils zwei
Messungen.
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Aufgrund der verhiltnismdBig starken Genexpression des IL-1RI, gepaart mit der hohen
Suszeptibilitdt fiir adenovirale Vektoren vom Serotyp 5 (4.1.13) und foamyvirale Vektoren
(Daten nicht gezeigt), wurde die Lungenepithelzelllinie A549 zur weiteren Uberpriifung des

protektiven Potentials eines IL-1Ra-Gentransfers ausgewéhlt.

In unmittelbar ankniipfenden Experimenten wurde dann die Induktion der Genexpression der
proinflammatorischen Cytokine IL-1PB, IL-6 und IL-8 als Reaktion der Zellen auf eine
Stimulation mit IL-1f untersucht. Daflir wurden in 12-Loch-Kulturplatten jeweils 50.000
A549 Zellen pro Kavitdt ausgesdt und am darauffolgenden Tag mit 0,01ng, 0,1ng, Ing, 10ng
und 100ng rekombinantem IL-1B (R&D Systems) pro ml Zellkulturmedium stimuliert.
Unbehandelte A549 Zellen dienten als Kontrolle. Nach weiteren 24h wurde die Gesamt-RNA
der Zellen isoliert und nach reverser Transkription die Genexpression der erwéhnten

proinflammatorischen Mediatoren mit der qRT-PCR analysiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass der IL-1-Signalweg in den stimulierten Zellen zu einer
profunden Hochregulierung von IL-6 und IL-8 gefiihrt hat. AuBerdem bewirkte der
inflammatorische Stimulus eine Induktion der IL-1B-Transkription, im Sinne einer parakrinen
Genaktivierung der Zellen. Maximale relative Genexpressionen konnten bei einer
Konzentration von Ing IL-1B pro ml Zellkulturmedium erzielt werden. Im Vergleich zu
nichtbehandelten Kontrollzellen wurde IL-13 um das 201-fache, IL-6 um das 42-fache und
IL-8 um das 147-fache hochreguliert. Bei noch héheren IL-1 Konzentrationen konnte keine
weitere Zunahme der Genexpression beobachtet werden. Dieser Plateaueffekt kann
moglicherweise auf eine Sittigung der IL-1 Rezeptoren und des nachgeschalteten intra-

zelluldren Signaltransduktionsweges zuriickgefiihrt werden (Abb. 28 und Tab. 5).
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in A549 Zellen nach IL-1B-Stimulation

Tab. 5: Relative Genexpressionswerte von IL-1f, IL-6 und IL-8
in A549 Zellen nach IL-1B-Stimulation
IL-1B IL-6 IL-8
.. Mittlfere Standard- Mittl.e re Standard- Mittl.e re Standard-
Zelllinie relative . relative . relative .
. abweichung . abweichung . abweichung
Genexpression Genexpression Genexpression
100ng 174,85 17,140 38,05 0,000 163,14 31,985
10ng 163,14 23,988 39,40 5,793 100,43 9,844
Ing 200,85 19,689 42,22 8,278 147,03 0,000
0,Ing 76,11 11,191 20,39 2,999 107,63 5,275
0,01ng 6,28 0,615 3,25 0,318 12,13 1,189
Ong 1,00 0,049 1,00 0,049 1,00 0,049
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Abb. 28: Quantitative Analyse der Genexpression von IL-1p, IL-6 und IL-8

A549 Lungenepithelzellen exprimieren als Reaktion auf eine Stimulation mit IL-1p die proinflam-
matorischen Cytokine IL-1p, IL-6 und IL-8. Fiir die Messung der relativen Genexpressionen wurden
in 12-Loch-Kulturplatten 50.000 A549 Zellen pro Kavitdt in Iml DMEM-Ham's F12 ausgesét und am
nichsten Tag mit 0,01ng, 0,1ng, 1ng, 10ng und 100ng rekombinantem IL-1B je 1ml Medium fiir 24h
stimuliert. Zur Normalisierung der Messwerte wurden die mRNA-Expressionen der Referenzgene
Beta-Aktin und GAPDH bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von
jeweils zwei Messungen.
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4.1.10 Antagonisierung von IL-18 durch hIL-1Ra bei A549 Zellen

Nachdem mit IL-1B, IL-6 und IL-8 drei robuste, leicht zu quantifizierende intrazelluldre
Marker gefunden wurden, die in A549 Zellen in Abhéngigkeit von IL-1 stark hochreguliert
werden, sollte nun die Frage geklidrt werden, wie hoch der molare UberschuBl des
antagonistisch wirkenden IL-1Ra sein muss, um die proinflammatorischen Effekte von IL-13
zu inhibieren. Den Literaturangaben folgend, sind aufgrund des sogenannten ,,spare receptor*-
Effektes sehr hohe IL-1Ra-Konzentrationen notwendig, um die biologischen Effekte von
IL-1PB in vitro und in vivo zu blockieren. Da bereits durch 1-2% IL-1B-besetzter Rezeptoren
eine biologische Antwort induziert wird, muss der IL-1Ra in 10-100-fach hoherer Konzen-
tration vorhanden sein, um durch Absittigung aller vorhandenen Rezeptoren die Zell-
stimulation zu unterbinden (Nashan und Luger 1999; Abramson und Amin 2002; Arend und

Gabay 2004).

Um das notwendige molare UberschuBverhiltnis von IL-1Ra zu IL-1pB in A549 Zellen in vitro
zu bestimmen, wurde in einem Vorversuch rekombinantes humanes IL-1Ra-Protein in
HEK-293T Zellen hergestellt. Dazu wurden 6x10° HEK-293T Zellen in 10cm-Schalen
ausgesdt und am nédchsten Tag mit 15pg des eukaryotischen Expressionsplasmides
pcDNA3.1™ (+)-IL-1Ra, Mensch (Vektor: diese Arbeit) transfiziert. Die Zellen wurden nach
24h zweimal mit PBS gewaschen, 8ml Medium ergédnzt und die Zellen fiir weitere 96h in
Kultur gehalten. Die konditionierten Zellkulturiiberstinde wurden schlieSlich abgenommen,
vereint und sterilfiltriert. Fiir die hIL-1Ra-Konzentrationsbestimmung wurde der hIL-1Ra-
ELISA (R&D Systems) eingesetzt. In einer vierfach-Messung konnte dabei eine hIL-1Ra-
Konzentration von 1546,5 + 27,6ng/ml ermittelt werden. Das rekombinante humane IL-1Ra-

Protein wurde in einem 15ml-Zentrifugenréhrchen bei -80°C gelagert.

Fiir die Antagonisierungsexperimente wurden in einer 12-Loch-Kulturplatte jeweils 50.000
A549 Zellen pro Kavitit ausgesit. Die Zellen wurden einen Tag spéter mit PBS gewaschen
und jeweils 1ml DMEM-Ham's F12 pro Kavitét hinzugefiigt. Zu den Zellen wurden dann die
entsprechenden Volumina fiir 50ng, 100ng, 250ng, 750ng, 1000ng und 2000ng rekombinantes
hIL-1Ra-Protein pipettiert und unmittelbar danach Ing IL-1p erginzt. Jeweils zwei Negativ-
und Positivkontrollen wurden parallel mitgefiihrt. Nach 24h wurden die Zellen geerntet und

die relativen IL-1p- und IL-6-Genexpressionen mit der qRT-PCR eruiert (Abb. 29 und Tab. 6).
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Tab. 6: Inhibition des proinflammatorischen IL-1p durch hIL-1Ra bei A549 Zellen

Die Werte wurden mit dem Gene Expression Macro™ V1.1 (Bio-Rad) fiir Microsoft Excel 2007
kalkuliert. (MRG) mittlere relative Genexpression; (STABW) Standardabweichung.

hIL-1Ra (ng) €<= IL-1p (ng)

0:1 50:1 | 100:1 | 250:1 | 750:1 | 1000:1 | 2000:1 | MOCK

MRG | 238,86 | 6,06 | 429 [ 2,30 | 1,93 1,37 1,19 1,00

IL-1p
STABW | 23,414 | 0,000 | 0,210 | 0,000 | 0,284 | 0,201 0,117 0,294

MRG | 128,00 | 7,21 | 7,21 | 4,00 | 3,86 2,22 3,14 1,00
IL-6

STABW | 12,547 | 1,060 | 1,060 | 0,588 | 0,379 | 0,326 | 0,154 0,245
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Abb. 29: Inhibition des proinflammatorischen IL-1p durch hIL-1Ra bei A549 Zellen
Der hIL-1Ra vermochte durch Blockade der IL-1 Rezeptoren die proinflammatorische IL-1-Antwort
bei A549 Zellen wirksam zu supprimieren. Die funktionsinhibierenden Effekte des hIL-1Ra standen
hierbei in direktem Zusammenhang mit der eingesetzten Konzentration. Fiir die Experimente wurden
50.000 A549 Zellen mit Ing IL-1 B und hIL-1Ra, das im UberschuBverhiltnis von 50 zu 1 bis 2000 zu
1 vorlag, fiir 24h co-kultiviert. Mit der qRT-PCR wurden die relativen Genexpressionen von IL-1f3

und IL-6 analysiert (Tab. 6). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung einer Doppel-
bestimmung. (MOCK) Negativkontrolle.

Bereits ein 50-facher hIL-1Ra-Uberschuf zeigte in den Rezeptorbindungsexperimenten
signifikante antiinflammatorische Effekte auf die Transkription der proinflammatorischen
Mediatoren. Die mittleren relativen Genexpressionen von IL-1p und IL-6 verminderten sich
um den Faktor 40 bzw. 18 im Vergleich zur Positivkontrolle. Eine weitere Verminderung der
IL-1B- und IL-6-Genexpressionen konnte mit zunehmendem hIL-1Ra-Uberschuf nach-
gewiesen werden. Gleichwohl konnte die proinflammatorische IL-1-Signaltransduktion durch
IL-1B am IL-I1RI selbst bei einer 2000-fachen hIL-1Ra-UberschuBkonzentration nicht

vollstdndig gehemmt werden.
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4.1.11 Protektive Wirkung des FAD-11 vermittelten
hlL-1Ra-Gentransfers in A549 Zellen

Fiir die Evaluierung der protektiven Effekte eines FAD-vermittelten Gentransfers von IL-1Ra
wurden in einer 12-Loch-Kulturplatte jeweils 100.000 A549 Zellen ausgesdt. Am darauf-
folgenden Tag wurden die Zellen mit dem hIL-1Ra-exprimierenden Vektor FAD-11 mit MOI
500 fir 3h transduziert und anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen, um noch frei
flottierende Vektorpartikel zu entfernen. Pro Kavitit wurde dann jeweils 1ml DMEM-Ham's
F12 hinzugefiigt und die A549 Zellen in An- (+) oder Abwesenheit (-) von 1ug/ml
Doxycyclin fiir 96h kultiviert. Die transduzierten Zellen wurden schlielich mit 1ng IL-1p fiir
24h stimuliert.

Fiir die Sekundértransduktionen wurden in einer 12-Loch-Kulturplatte 50.000 A549 Zellen
ausgesdt und jeweils 250ul der konditionierten Zellkulturiiberstinde aus der Primér-
transduktion zellfrei libertragen. Am nichsten Tag wurden die transduzierten Zellen zweimal
mit PBS gewaschen, jeweils Iml DMEM-Ham’s F12 erginzt und fiir 96h in Kultur
genommen. Die A549 Zellen aus der Sekundirtransduktion wurden schlieBlich ebenfalls mit

Ing IL-1 fiir 24h stimuliert.

Nach den 24-stiindigen IL-1B-Inkubationen der Priméar- und Sekundértransduktionen wurden
die Zellkulturiiberstinde zur ELISA-Messung der sezernierten hIL-1Ra- und PGE,-Mengen
abgenommen und bis zur Messung bei -80°C asserviert. Das entziindungsfordernde Gewebs-
hormon Prostaglandin E, (PGE;), das ein Abkdmmling der Arachidonsdure ist, wird von
Zellen als Reaktion auf proinflammatorische Stimuli freigesetzt (Simmons et al. 2004).
Eine PGE,-Sekretion nach IL-1B-Stimulus konnte bereits bei A549 Zellen gezeigt werden
(Lin et al. 1999). Darum stellte die PGE,-Bestimmung einen weiteren direkten Parameter fiir
die Untersuchung der biologischen Wirksamkeit des FAD-11 Vektorsystems dar. Aus den
transduzierten Zellen der Primér- und Sekundirtransduktionen wurde die Gesamt-RNA
isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. In der qRT-PCR wurden die proinflammatorischen
Marker IL-1p und IL-6 gemessen. Daneben wurde die hIL-1Ra-Expression mit der qRT-PCR

analysiert, die mit der Zelltransduktionseffizienz korrelierte.

Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente wurden jeweils zwei Negativ- und

Positivkontrollen parallel mitgefiihrt. (Abb. 30 und 31).

112



Ergebnisse

>
=

+1ng IL-1beta +1ng IL-1beta

12509 "

100-
754 10004
750-
500-

250+

Relative IL-1 3 Genexpression
8
L

Relative IL-6 Genexpression

o

@
i~

+1ng IL-1beta +1ng IL-1beta

721 : 25044

2004
1504

1004

(5]
o
1

Relative hiL-1Ra
Genexpression [log ;]
w
[l
hiL-1Ra (ng/ml)

+1ng IL-1beta
daoge 7T ; , -
l relative Genexpression IL-1f3

3000+
relative Genexpression IL-6
20004
relative Genexpression hIL-1Ra

hIL-1Ra-Konzentration (ELISA)
PGE;-Konzentration (ELISA)

PGE; (pg/mi)

1000

= O A w »

Abb. 30: Biologische Wirksamkeit des Vektorsystems FAD-11
nach Primirtransduktion in vitro

Infolge der Primértransduktion von A549 Zellen mit FAD-11 konnten durch den IL-1Ra-Gentransfer
wirksame protektive Effekte gegeniiber IL-1p erzielt werden. Eine ausfiihrliche Beschreibung des
experimentellen Systems findet sich im oberen Textabschnitt (4.1.11). Dargestellt sind die Mittelwerte
mit Standardabweichung von jeweils zwei Messungen. ((+) DOX) Inkubation mit 1pg/ml Doxycyclin;
((-) DOX) Inkubation ohne Doxycyclin; (hIL-1Ra) IL-1Ra, Mensch; (n.d.) nicht detektierbar;
(MOCK) Negativkontrolle.
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Abb. 31: Biologische Wirksamkeit des Vektorsystems FAD-11
nach Sekundirtransduktion in vitro

Durch den Transfer zellfreier PFV-haltiger Uberstéinde aus der Primirtransduktion konnten A549
Zellen wirksam vor der proinflammatorischen Wirkung von supplementiertem IL-1B geschiitzt
werden. Die detaillierte Erklarung des Experimentes ist im Text (4.1.11) ausgefiihrt. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils zwei Messungen. ((+) DOX) Uberstand aus
Doxycyclin induzierter Primirtransduktion; ((-) DOX) Uberstand aus nicht-Doxycyclin induzierter
Primartransduktion; (hIL-1Ra) IL-1Ra, Mensch; (n.d.) nicht detektierbar; (MOCK) Negativkontrolle.
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Die Daten belegten, dass sich mit einem FAD-11 vermittelten Gentransfer von IL-1Ra unter
den gewdhlten experimentellen Bedingungen in vitro ein effektiver antiinflammatorischer
Schutz vor IL-1B in den Primér- und Sekundértransduktionen erzielen lies. Das von den
FAD-11 transduzierten AS549 Primirkulturen sekretierte IL-1Ra-Protein, das in Konzen-
trationen von 221,5 + 20,5ng/ml (Doxycyclin-induziert) bzw. 194 + 42ng/ml (nicht-
Doxycyclin-induziert) in den konditionierten Zellkulturmedien vorlag, konnte das
supplementierte IL-1B wirksam antagonisieren. Die IL-1B-bedingte Genaktivierung von IL-1[3
und IL-6 war in diesen Zellen deutlich schwicher ausgepragt als in den IL-1B-behandelten
Kontrollzellen. Im direkten Vergleich zu IL-1B-unbehandelten A549 Zellen waren die
inflammatorischen Marker in den transgenen Zellen nur leicht erh6ht. Ferner konnte bei

FAD-transduzierten Zellen kein PGE, im Uberstand festgestellt werden.

Die Ergebnisse der Sekundértransduktion zeigten in Abhidngigkeit von der Herkunft der
transferierten Uberstinde ein differenzierteres Bild. Stammten die Uberstinde von
Doxycyclin-induzierten Priméarkulturen, konnten die pathophysiologischen Wirkungen von
IL-1B im direkten Vergleich zu Kontrollzellen erkennbar inhibiert werden. So wurde die
relative Genexpression von IL-1B durch den von den transgenen Zellen sekretierten IL-1Ra
(44,8 = 6,3 ng/ml) um ungefdhr das 4-fache vermindert, lag aber immer noch annidhernd

siebenmal hoher als bei den IL-1B-unbehandelten Kontrollzellen.

Ein ginzlich anderes Bild konnte bei den sekundirtransduzierten A549 Zellen beobachtet
werden, die mit zellfreien Uberstinden von nicht-Doxycyclin-induzierten Primérkulturen
transduziert wurden. Bei diesen Proben fand kein nachhaltiger PFV-vermittelter IL-1Ra-Gen-
transfer statt, wie die QRT-PCR Messwerte der IL-1Ra-Expression und die IL-1Ra-ELISA-
Messungen zeigten. Das von diesen Zellen ins Zellkulturmedium abgegebene IL-1Ra-Protein
(1,36 £ 0,13 ng/ml) vermochte IL-1B nicht hinreichend zu inhibieren. Alle untersuchten
inflammatorischen Marker lagen bei diesen Zellen unter Einfluf3 von IL-1p auf dem gleichen

hohen Niveau wie die IL-1B-behandelten Kontrollzellen.

Abschlieend konnte mit diesen Experimenten der Beweis erbracht werden, dass das
exprimierte transgene hlL-1Ra-Protein demnach tatséchlich biologisch aktiv war, die intra-

zelluldre Proteinfaltung und Prozessierung folglich korrekt stattgefunden hat.
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4.1.12 Einfluss von I1.-1B auf die SFFV-U3-Promotoraktivitit

Wurden A549 Zellen mit FAD-Vektoren transduziert, deren Transgene unter der Regulation
des SFFV-U3-Promotors standen (FAD-2, FAD-10 und FAD-11), so konnte stets eine leicht

erhohte Transgenexpression unter IL-1B-Behandlung gefunden werden.

Fiir die Validierung dieser zufilligen Beobachtung wurden in einer 24-Loch-Kulturschale
25.000 A549 Zellen in 0,5ml DMEM-Ham's F12 pro Kavitit ausgesit. Die Zellen wurden am
ndchsten Tag mit dem hIL-1Ra-exprimierenden Vektor FAD-11 mit MOI 250 fiir 3h
transduziert, anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen, 0,5ml frisches Zellkulturmedium
erginzt und fiir weitere 24h in Kultur gehalten. Einen Tag nach der Transduktion wurden fiinf
Kavitdten mit Ing IL-1p stimuliert, fiinf Kavitdten blieben unbehandelt. Zusétzlich wurden
zwei von vier parallel ausgesidten Negativkontrollen ebenfalls mit IL-1p inkubiert. An den
darauffolgenden drei Tagen wurden jeweils 120ul Zellkulturmedium abgenommen und die
hIL-1Ra-Konzentrationen mit dem hIL-1Ra-ELISA (R&D Systems) gemessen (Abb. 32). Der
eingesetzte ELISA wies keine Kreuzreaktivitidt zu menschlichem IL-1p auf (R&D Systems) -

die Negativkontrollen zeigten keinen hIL-1Ra an.
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Abb. 32: Einfluss von IL-1f auf die Aktivitit des SFFV-U3-Promotors

Der SFFV-U3-Promotor wurde in Gegenwart von IL-1p starker aktiviert. FAD-11 transduzierte A549
Zellen sezernierten in Anwesenheit (+) von Ing IL-1B pro betrachteter Zeiteinheit mehr hIL-1Ra
(Tag 3: 4163 + 250 pg/ml) als vergleichbare Kontrollzellen (Tag 3: 2301 + 380 pg/ml). Nach drei
Tagen konnten signifikant héhere IL-1Ra-Konzentrationen in IL-1B-behandelten Ansdtzen gemessen
werden. n=5, t-Test: P=0.025, * . Im hIL-1Ra-ELISA waren IL-1B-behandelte und -unbehandelte
Kontrollzellen am dritten Tag hIL-1Ra negativ (Daten graphisch nicht gezeigt).
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In einem vergleichbar durchgefiihrten Experiment wurden die relativen Genexpressionen von
hIL-1Ra und der proinflammatorischen Marker IL-1 und IL-6 in FAD-11 transduzierten
Zellen quantifiziert. Durch die akquirierten Daten der qRT-PCR konnten die ELISA-
Ergebnisse bestitigt werden. Das kalkulierte hIL-1Ra-Genexpressionsniveau IL-1B-stimu-
lierter A549 Zellen (relative Genexpression: 2,26 + 0,111) wurde im Vergleich zu nicht-
stimulierten Zellen (relative Genexpression: (1,0 = 0,049) um mehr als das Doppelte erhoht

(Abb. 33).
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Abb. 33: Einfluss von IL-1p auf die Aktivitit des SFFV-U3-Promotors, qRT-PCR

Der SFFV-U3-Promotor wurde in Gegenwart von IL-1f starker aktiviert. FAD-11 transduzierte A549
Zellen exprimierten in Anwesenheit (+) von Ing IL-18 mehr hIL-1Ra als vergleichbare Kontrollzellen
(rechtes Balkendiagramm). Parallel dazu wurden erhohte Genexpressionen von IL-1f und IL-6
gemessen (linkes und mittleres Balkendiagramm). Analysiert wurden jeweils zwei Proben. Es wurden
die mittleren relativen Genexpression mit Standardabweichungen graphisch dargestellt.

In einem dritten Experiment wurden A549 Zellen mit dem eGFP-exprimierenden Vektor
FAD-2 transduziert und in An- oder Abwesenheit von Ing IL-1p flir 96h kultiviert. Die
durchflusscytometrische Analyse ergab auch hier eine deutlich erh6hte eGFP-Expression der
Zellen infolge des supplementierten IL-1B. Die mittlere Fluoreszenzintensitit lag dabei im

Durchschnitt um 44% hoher (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend zeigten die Experimente, dass die Genexpressionsrate vom SFFV-U3-
Promotor durch Stimulation mit IL-1B hochstwahrscheinlich um bis zu 100% gesteigert
werden kann. Dabei wies eine in silico Analyse der SFFV-U3-Basensequenz auf vier putative
NF-«B Bindestellen (Konsensussequenz: GGGRNNYYCC) in der 370bp-umfassenden
Promotorregion hin, was einen unmittelbaren Hinweis auf die erh6hte Promotoraktivitit unter

IL-1B liefern konnte (http://www.phylofoot.org/consite).
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4.1.13 Suszeptibilitit verschiedener Zelllinien fiir FAD-Vektoren

Der mogliche Erfolg gentherapeutischer Modelle wird ganz wesentlich von der Empfanglich-
keit der Zielzellen fiir den eingesetzten viralen Vektor bestimmt. Eine effiziente und
spezifische Aufnahme der applizierten viralen Vektoren vom Zielgewebe kann dabei das
Risiko toxischer Nebeneffekte malBgeblich beeinflussen. Toxische Nebeneffekte konnen
beispielsweise infolge einer unerwiinschten Transduktion von Nicht-Zielgeweben oder durch
die Entstehung pathologischer Immunantworten aufgrund inaddquater Vektordosen auftreten

(Thomas et al. 2003; Verma und Weitzman 2005).

Um die Permissivitit diverser Zelllinien fiir FAD-Vektoren experimentell zu evaluieren,
wurden jeweils 1x10° Zellen ausgesit. Analysiert wurde die Permissivitit der humanen
Zelllinien A549, HelLa, HEK-293T, HepG2, HT1080 und die humane mesenchymale
Stammzelllinie hMSC-TERT4. Ferner wurden die Hamster-Ovarialzelllinie CHO-KI und die
Hamster-Nierenfibroblastenzelllinie BHK-21 in die Untersuchung mit einbezogen. Auflerdem
wurde die Suszeptibilitdt von priméren Synovialzellen der Ratte fiir FAD-Vektoren analysiert.
Die ausgesiten Zellen wurden mit dem eGFP-exprimierenden Vektor FAD-9 mit MOI 50 fiir
drei Stunden transduziert und anschlieend zweimal mit PBS gewaschen, um ungebundene
Vektorpartikel zu entfernen. Wegen der defekten induzierbaren PFV-Expression vom FAD-9
Riickgrat konnte eine Verfilschung der Gentransfer-Raten durch freigesetzte PFV-Partikel
ausgeschlossen werden. Die Zellen wurden 48h nach der Transduktion durchfluss-
cytometrisch auf ihre eGFP-Expression analysiert. Der prozentuale Anteil eGFP- positiver
Zellen aus der Gesamtpopulation korrelierte dabei mit der Suszeptibilitdt des analysierten
Zelltyps. Es zeigte sich, dass die FAD-Vektoren alle Zelllinien erfolgreich transduzieren
konnten, die individuelle Empfanglichkeit jedoch sehr variabel ausfiel. Au3erordentlich hohe
Transduktionsraten konnten bei den Zelllinien A549 (74,04 + 4,91% eGFP'-Zellen) und
HEK-293T (55,43 + 2,63% eGFP'-Zellen) beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war die
Permissivitdt der humanen mesenchymalen Stammzelllinie hMSC-TERT4 (3,5 = 0,79%
eGFP"-Zellen) und der Synovialzellen der Ratte (8,49 = 0,27% eGFP'-Zellen) fiir die
applizierten FAD-Vektoren nur gering ausgepragt (Abb. 34A).
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Die gewonnenen Transduktionsergebnisse konnten mit einem qRT-PCR-Experiment, in dem
die relative mRNA-Expression des sogenannten Coxsackie-Adenovirus-Rezeptors (CAR) bei
humanen Zelllinien bestimmt wurde, untermauert werden. Der CAR nimmt eine Schliissel-
rolle bei der Adsorption der humanpathogenen Adenoviren der Subgenera A, C, D, E und F
an der Zelloberflache ein (Roelvink et al. 1998; Shenk 2001).

Fir die relative Quantifizierung der CAR-Expression wurde die Gesamt-RNA aus den
humanen Zelllinien A549, HeLa, HEK-293T, HepG2, HT1080 und hMSC-TERT4 isoliert
und die qRT-PCR mit einem CAR-spezifischen QuantiTect-Primerpaar (Qiagen) im Duplikat
durchgefiihrt. Fiir die Normalisierung der CAR-Expression wurden gleichzeitig die Gen-
expressionen von Beta-Aktin und GAPDH ermittelt. Die geringste CAR-mRNA-Expression
wurde flir hAMSC-TERT4 Zellen (mittlerer Cr-Wert ~ 31,65) gemessen, alle anderen Zelllinien
zeigten mittlere Cp-Werte, die mindestens 8 Zyklen niedriger lagen (HT1080: mittlerer Cr-
Wert ~ 23,15). Die Cr-Werte der Haushaltsgene aller Zelllinien lagen dabei maximal 3
Zyklen auseinander. Daraus errechnete sich eine mittlere relative CAR-Expression, die fiir

hMSC-TERT4 = 1 betrug und fiir HT1080 Zellen um den Faktor 304 hoher lag (Abb. 34B).
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Abb. 34: Transduktionspotential der FAD-Vektoren fiir verschiedene Zellen
und relative mRNA-Expression des humanen CAR

Die Zellen wurden bei einer MOI von 50 mit FAD-9 transduziert und der prozentuale Anteil eGFP-
positiver Zellen nach 48h durchflusscytometrisch analysiert. Die Messungen erfolgten im Triplikat; im
Durchflusscytometer wurden jeweils 20.000 Zellen auf eGFP-Expression untersucht (34A). Zur
relativen Quantifizierung der CAR-Expression wurde die Gesamt-RNA der Zellen isoliert und revers
transkribiert. Jeweils 1ul cDNA-Template wurden in der qRT-PCR zur Amplifikation von CAR, Beta-
Aktin und GAPDH eingesetzt. Zur Berechnung der relativen Genexpression wurde der AACt-
Algorithmus benutzt. Die CAR-Expression humaner mesenchymaler Stammzellen war sehr schwach
(34B). (n.d.) nicht bestimmt.
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In einem parallel dazu durchgefiihrten qRT-PCR-Experiment wurden in verschiedenen
Geweben der Ratte die Genexpressionslevel des spezifischen Ratten-CAR bestimmt. Die
niedrigste relative Expression wurde bei Synovialzellen ermittelt. Im direkten Vergleich lag
die relative mRNA-Menge von CAR im Lungengewebe der Tiere um den Faktor 104 hoher
(Abb. 35). Da Adenoviren vom Serotyp 5, deren Capside denen der FAD-Vektoren entspre-
chen, epidemiologisch vor allem Infektionen des Respirationstraktes verursachen, bestétigten
diese Resultate den natiirlichen Tropismus fiir Alveolarepithelgewebe (Horwitz 2001; Shenk

2001).
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Abb. 35: Relative Genexpression des CAR in Geweben der Ratte

Der direkte Vergleich der relativen Genexpressionen des CAR zeigte erhebliche Differenzen zwischen
den verschiedenen Geweben auf. Analysiert wurden die homogenisierten Organe einer ménnlichen
Wistar-Ratte.

Die Versuche ergaben, dass FAD-Vektoren zwar einerseits erfolgreich ein breites Spektrum
unterschiedlicher Zelltypen transduzieren konnten, ihr Tropismus jedoch stark mit der CAR-

Expression korrelierte.
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4.2 Tierexperimentelle Untersuchungen

4.2.1 Intraartikulare Applikation von FAD-2 Vektoren in vivo

Das Gentransferpotential der in vitro erfolgreich charakterisierten FAD-Vektoren wurde im
Tiermodell getestet. Zur Standardisierung des Versuchsvorhabens wurden gesunde immun-
kompetente ménnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 150-200g und 12-20 Wochen
alte gesunde immundefiziente RNU-Nacktratten verwendet. Die Tiere wurden in Typ IV
Standardkifigen artgerecht gehalten, Futter und Wasser standen ad [libitum zur Verfligung.
Die FAD-Vektoren wurden bei einer definierten Dosis von bis zu 1x10® infektidsen Partikeln
(u) in einem Gesamtvolumen von 50ul steril filtriertem PBS resuspendiert. Unter Narkose
wurden den Tieren die Vektorsuspensionen mit 30G Insulinspritzen direkt in die Knie-
gelenkshohlen injiziert. Die Doxycyclin-abhidngige Induktion des Tet-Promotors sollte mit der
Zugabe von Doxycyclin zum Trinkwasser bei einer Endkonzentration von 200ug/ml erreicht
werden. Zur Steigerung der Akzeptanz des Doxycyclins wurde das Wasser zusétzlich mit 5%
Saccharose supplementiert. Das Trinkwasser wurde jeden dritten Tag bis zum Versuchsende

gewechselt (Kistner et al. 1996).

Allgemein konnte festgestellt werden, dass die applizierten Vektoren sowohl von den
immunkompetenten Wistar-Ratten, als auch den immundefizienten Nacktratten gut vertragen
wurden. Offensichtliche Mobilitdtsstorungen infolge der Operation oder immunologische

Reaktionen der Tiere waren nicht erkennbar.

Zur Evaluierung des Gentransferpotentials wurden initial Experimente mit dem eGFP-
exprimierenden Vektor FAD-2 durchgefiihrt. An insgesamt vier Operationstagen wurden den
Versuchstieren jeweils 1x10” iu FAD-2 in beide Kniegelenke appliziert. Es wurden hierbei
vier Nacktratten (drei weibliche Tiere, ein mannliches Tier) sowie vier minnliche Wistar-
Ratten verbraucht und die Tiere zwei, fiinf oder sieben Tage nach den Operationen getotet.
Aus den Kniegelenken wurden die Synovialzellen isoliert (3.3.2), wobei die Zellausbeuten
individuell sehr starken Schwankungen unterlagen. Bei zwei Versuchstieren konnten
fluoreszenzmikroskopisch wenige eGFP-positive Synovialzellen (<< 5%) detektiert werden
(Abb. 36). Die Effizienz der Synovialpriaparationen dieser zwei Tiere war im Vergleich zu
anderen Synovialpridparationen besonders hoch und es hatten sich sehr viele Synovialzellen

am Boden der Zellkulturflaschen angesiedelt.
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Abb. 36: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis eGFP"-Synovialzellen
nach FAD-2 Applikation

FAD-Vektoren konnen Synovialzellen in vivo erfolgreich transduzieren. Mannlichen Wistar-Ratten
wurden 1x10” iu FAD-2 intraartikuldr appliziert und nach zwei Tagen (36A) und fiinf Tagen (36B) die
Kniegelenke entnommen. Transgene Zellen konnten detektiert werden, die Transduktionsrate erwies
sich hingegen als gering (<< 5% eGFP-positive Zellen). Helligkeit und Kontrast der Fluoreszenz-
aufnahmen wurden mit der Bildanalysesoftware GIMP 2.6.10 nachtréglich erhoht.
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4.2.2 Intraartikulire Applikation von FAD-11 Vektoren in vivo

Zur Verifizierung der FAD-2 Ergebnisse (4.2.1) und um die biologische Relevanz des FAD-
vermittelten intraartikuldren Gentransfers quantitativ beschreiben zu konnen, wurde in den
nachfolgenden Experimenten das hIL-1Ra-exprimierende Vektorsystem FAD-11 verwendet.
Dabei wurden explantierte Kniegelenke der FAD-11 behandelten Versuchstiere in 24-Loch-
Kulturplatten iiberfiihrt und mit 1ml Zellkulturmedium iiberschichtet. Nach 24h wurden die
konditionierten Uberstinde abgenommen und mit dem hIL-1Ra-ELISA analysiert (3.3.3). Die
Menge des von den transgenen Zellen innerhalb von 24h sezernierten humanen Interleukin-1
Rezeptorantagonisten ermdglichte es, dass Potential der Vektoren fiir gentherapeutische in

vivo Applikationen prizise einzuschitzen.

Bei den Experimenten mit FAD-11 wurden vier minnliche Wistar-Ratten und fiinf
Nacktratten (ein weibliches und vier méinnliche Tiere) verbraucht. Die Versuchstiere wurden
drei und fiinf Tage nach den Operationen getdtet und die Kniegelenke explantiert. Zur
Untersuchung der Biodistribution des Transgens und der Vektoren wurden aus den Wistar-
Ratten auBBerdem Gewebeproben der Leber und der Lunge entnommen. Ferner wurden den
Wistar-Ratten Herz, Gonaden und die Milz entfernt und vor der Entnahme des Herzens
Blutproben durch Aufschneiden des Myokards gesammelt. Die Gewebeproben wurden mit
einem Skalpell zerkleinert, circa 100mg in 24-Loch-Kulturplatten {iberfiihrt und zur

Gewinnung konditionierter Uberstinde mit 1ml Zellkulturmedium iiberschichtet.

Den vier Wistar-Ratten wurden jeweils 1x10* FAD-11 Vektoren pro Kniegelenk injiziert und
die Tiere drei oder fiinf Tage nach der Operation getotet. Zwei von vier Tieren erhielten kein
Doxycyclin, wobei jeweils eines dieser Tiere pro Zeitpunkt getdtet wurde. Den Nacktratten
wurden Vektordosen von 5x106, 1x107, 2,5x107, 5x107 oder 1x10% iu pro Kniegelenk
appliziert und die Tiere fiinf Tage nach der Operation getotet.

Bei den fiinf Nacktratten sowie naiven Kontrolltieren konnte mit dem hIL-1Ra-ELISA kein
sezernierter hIL-1Ra in den Kniegelenksiiberstinden nachgewiesen werden. Demgegentiiber
konnte sekretierter hIL-1Ra bei den Kniegelenksexplantaten der Wistar-Ratten drei und fiinf
Tage nach der Vektorapplikation gefunden werden (Abb. 37A und Tab.7). Die parallel dazu
analysierten Gewebeproben zeigten nur bei Leberbiopsien, die von Wistar-Ratten drei Tage
nach der Operation gewonnen wurden, deutlich hohere Messwerte (508 + 65 pg/ml) im

Vergleich zu einem Kontrolltier (57 + 8,5 pg/ml) an.
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Bei den Lebergeweben, die fiinf Tage nach der Operation aus den Wistar-Ratten entnommen
wurden, lagen die Messwerte bei 59 pg/ml und damit auf dem Niveau des Kontrolltieres. Alle
anderen Gewebeproben zeigten minimale, unspezifische hIL-1Ra-Konzentrationen an

(Abb. 37B).

Tab. 7: hIL-1Ra aus konditionierten Uberstiinden nach
intraartikulirer FAD-11 Applikation in Wistar-Ratten (1x10% iu)
TagFe :Sfi‘lder PFV- hIL-1Ra hIL-1Ra
Vektorapplikation Induktion Mittelwert | Standardabweichung
Tag 3 (+) Doxycyclin 10,3 ng/ml 4,7 ng/ml
Tag 3 (-) Doxycyclin 9 ng/ml 1,4 ng/ml
Tag 5 (+) Doxycyclin 18,9 ng/ml 16,1 ng/ml
Tag 5 (-) Doxycyclin 5,3 ng/ml 7,5 ng/ml
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Abb. 37: hIL-1Ra Messwerte aus konditionierten Uberstinden nach
intraartikulirer Applikation von FAD-11 in Wistar-Ratten (1x10® iu)

FAD-11 Vektoren (1x10® iu) wurden méannlichen immunkompetenten Wistar-Ratten intraartikulér
appliziert und die Versuchstiere in Gegenwart oder Abwesenheit von 200ug/ml Doxycyclin im
Trinkwasser paarweise gehalten. Kniegelenke (37A) und Organe (37B) der Tiere wurden drei und fiinf
Tage nach der Operation explantiert und fiir 24h in 1ml DMEM/Ham’s F-12 Medium in Kultur
genommen. Die Balkendiagramme stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen der ELISA-
Messungen dar. (*) nicht detektierbar.
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5. Diskussion

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische, progressive und systemische Autoimmun-
erkrankung, in deren Zentrum das dauerhaft entziindete Synovialgewebe der Gelenke steht.
Im Laufe der Erkrankung kommt es zu irreversiblen Deformationen und damit einher-
gehenden nachhaltigen Funktionalitdtsverlusten der betroffenen Gelenke durch eine Vielzahl
Knochen- und Knorpel-destruierender Prozesse. Obwohl die Atiologie der RA trotz intensiver
Forschungen bisher noch unbekannt geblieben ist, konnten die experimentellen Arbeiten der
letzten Jahre viele Aspekte der komplexen Pathogenese aufklidren. Als Hauptcharakteristikum
der entziindlichen Gelenkdestruktion wurde dabei die exzessive Synthese proinflamma-
torischer Cytokine identifiziert, wobei insbesondere IL-1p und dessen pleiotrope patholo-
gische Effekte eine herausragende und tragende Rolle bei der Auspriagung der klinischen
Manifestationen zugesprochen wird (sieche Schema Abb. 9). Die Aktivitdt von IL-1p kann
durch kompetitive Blockade des IL-1 Rezeptors Typ I (IL-1RI) mit dem natiirlich
vorkommenden, antiinflammatorischen IL-1Ra-Protein spezifisch inhibiert werden. Der
Cytokin-blockierende Therapieansatz mit Anakinra, einem rekombinant hergestellten, nicht-
glykosylierten IL-1Ra, konnte die pharmakologischen Behandlungsmoglichkeiten der RA seit
2001 wesentlich erweitern. Gleichwohl erfordern die geringen Halbwertszeiten von IL-1Ra
in vivo regelmifBige subkutane Injektionen, um hinreichende therapeutische Wirkstoffspiegel
im Patienten aufrecht zu erhalten (Abramson und Amin 2002; Moritz et al. 2006; Evans et al.

2009).

Vor diesem Hintergrund bieten somatische Gentherapiekonzepte eine vielversprechende
Ergénzung zu den konventionellen medikamentdsen, physiotherapeutischen oder operativen
Behandlungsstrategien bei der RA-Therapie. Ein IL-1Ra-Gentransfer ins Gelenk soll die
persistierende, lokale, endogene Synthese des therapeutischen antiinflammatorischen IL-1Ra-
Proteins ermdglichen und ldsst in dieser Hinsicht eine effektive und nachhaltige Verbesserung
der klinischen Symptomatik erwarten. Desweiteren gibt es Hinweise, dass endogen
produzierter, nativer IL-1Ra eine hohere biologische Aktivitdt aufweist, als das parenteral
applizierte Biological Anakinra (Gouze et al. 2003). Der signifikante therapeutische Nutzen
eines IL-1Ra-Gentransfers in die Gelenke von Kaninchen, Ratten oder Maiusen mit
experimentell induzierter Arthritis und dariiber hinaus in klinischen Phase I Studien am
Patienten wurde bereits mehrfach gezeigt. Hierbei bieten sich zwei unterschiedliche
praktische Ansétze fiir den intraartikuldren Gentransfer an, die als ex vivo und in vivo

Strategien definiert werden (Abb. 10). Die ex vivo Strategien, bei denen Synovialzellen aus
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dem Gelenk explantiert, in vitro expandiert und nach einer Virusvektor-vermittelten
Ubertragung des Transgens reimplantiert werden, haben dabei diverse Vorteile, aber auch
Nachteile erkennen lassen. Positiv ist vor allem die Moglichkeit, die Syntheseaktivitdt der
transgenen autologen Zellen vor der Reimplantation zu testen und deren Zahl im Rahmen der
Reimplantation exakt einzustellen. Dariiber hinaus miissen bei den ex vivo Ansdtzen keine
infektiosen Agenzien direkt appliziert werden - folglich entfallt das Risiko unspezifischer
systemischer Zelltransduktionen. Als Haupteinschriankung ist die teure und zeitaufwendige
in vitro Zellkultivierung sowie die Notwendigkeit des zweimaligen operativen Eingriffs zu
sehen. Auflerdem besteht bei den héufig eingesetzten Gammaretrovirus-basierenden Vektoren
ein aullerordentlich hohes Risiko der insertionalen Mutagenese, was eine breite klinische
Nutzung von ex vivo Gentransferstrategien mit den gegenwértig verfligbaren Vektoren auf

absehbare Zeit zweifellos limitieren wird (Robbins et al. 2003; Evans et al. 2006 und 2009).

Aus diesem Grund werden die direkten in vivo Strategien mit viralen Vektoren als die
geeigneteren Alternativen fiir die Klinik diskutiert. Die gentherapeutischen Vektoren werden
hierbei durch direkte intraartikuldre Injektionen appliziert und transduzieren die Zielzellen
in situ. Vor dem Hintergrund des chronisch entziindeten Gelenks lassen solche minimal-
invasiven Applikationsformen, bei denen zusétzliche inflammatorische Stimuli weitgehend
vermieden werden, auch eine hohere Akzeptanz beim Patienten erwarten. In der Vergangen-
heit wurden mit der in vivo Strategie bereits rekombinante adenovirale Vektoren der ersten
Generation, lentivirale Vektoren (LV), AAV-basierende Vektoren und HSV-1 Vektoren
hinsichtlich der Wirksamkeit und Dauer der IL-1Ra-Transgenexpression in priklinischen
Tierversuchen evaluiert. Als Hauptbarriere fiir eine stabile Transgenexpression konnten dabei
vor allem die Immunantworten gegen nicht-homologe Proteine (xenogener IL-1Ra und native
virale Proteine) identifiziert werden (Gouze et al. 2007). Unterstiitzt wurden diese Befunde
durch Experimente an immunkompromittierten Tieren, die zeigten, dass langfristige Trans-
genexpressionen im Synovium theoretisch moglich sind. Um eine dauerhafte Korrektur des
krankhaften Phianotyps zu erreichen, miissen Vektorsysteme eingesetzt werden, die episomal
stabil im Zellkern verbleiben kdnnen oder ins Zellgenom integrieren und auf diese Weise eine
persistierende Synthese des antiinflammatorischen IL-1Ra gestatten. Weil die intranukledre
Stabilitdt und Replikation episomal vorliegender Vektorgenome in teilungsaktiven Geweben
aber bisher noch nicht befriedigend gelost werden konnte (Miither et al. 2009) und in
Hinblick auf die Proliferation der RA-Synovialzellen in vivo von einem raschen Genom-
verlust auszugehen ist, werden dauerhafte antiarthritische Effekte beim Patienten nur mit

stabil-integrierenden Vektoren zu erreichen sein. VSV-G pseudotypisierte LV-Vektoren
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konnen diesbeziiglich Synovialzellen unabhidngig vom Zellzyklus stabil transduzieren und
zeigten im Rattentiermodell hohe IL-1Ra-Expressionsraten (Gouze et al. 2002 und 2003).
Dennoch scheint ihre breite klinische Anwendung, zum einen durch die Gefahr einer
malignen Transformation infolge der unspezifischen chromosomalen Integration und zum
anderen durch die Stigmatisierung als ,,AIDS-Virus* sowie den daraus resultierenden psycho-
logischen Barrieren beim Patienten, fraglich (Verma und Weitzman 2005; Porteus et al.
2006). Diesen sicherheitsrelevanten Beschrankungen sind foamyvirale Vektoren (FV) nicht
unterworfen. Sie weisen ein vorteilhafteres Integrationsmuster als LV-Vektoren auf, was
onkogene Risiken minimiert. FV gelten als apathogen und sind zudem in der Lage iiber die
intrazelluldre Retrotransposition, ohne die Bildung extrazelluldirer FV-Partikel, Zielzellen
stabil zu transduzieren, was einen zusdtzlichen Sicherheitsgewinn in der klinischen
Anwendung bedeutet. Der gegenwirtigen Generation von FV-Vektoren ist es jedoch nicht
moglich, ausdifferenzierte postmitotische Zellen effizient zu transduzieren. Um eine regulierte
PFV-Morphogenese und Partikelfreisetzung in situ zu ermdglichen, wurde eine komplette
PFV-Vektorkassette in das Riickgrat eines adenoviralen Drittgenerationsvektors (HC-AdV)
vom Serotyp 5 kloniert. Die rekombinanten Foamyvirus-Adenovirus-Hybridvektoren (FAD)
dieser Arbeit sollten die effizienten adenoviralen Transduktionsmechanismen mit dem
Potential der foamyviralen somatischen Integration fiir einen direkten in vivo Gentransfer
kombinieren. Préklinische RA-Studien mit adenoviralen Drittgenerationsvektoren, die
aufgrund der vollstdndigen Deletion aller viralen Gene eine, im Vergleich zu Erst- und Zweit-
generationsvektoren, stark verminderte Immunogenitit aufweisen, wurden bis zum gegen-

wartigen Zeitpunkt noch nicht publiziert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene gentherapeutische FAD-Vektoren fiir die
Expression der IL-1Rezeptorantagonisten von Ratte und Mensch (rIL-1Ra bzw. hIL-1Ra)
unter der Regulation des SFFV-U3- bzw. eEF-1a-Promotors kloniert und die Funktionalitit
der Konstrukte in vitro und in vivo charakterisiert. Ein parallel dazu entwickelter FAD-
Hybridvektor mit einer eEF-1a-regulierten eGFP-Kassette sollte als Reporterkonstrukt dienen
(Abb. 15B). FAD-Vektoren konnten mit konventionellen HC-AdV vergleichbaren Titern von
circa 10" iu/ml hergestellt werden. Die regulierbare Expression der PFV-Vektorkassetten
mittels Tetracyclin-induzierbarer Promotoren (Abb. 13B) erfiillt den fiir in vivo Applikationen
haufig geforderten Anspruch, das Niveau der Transgenexpression durch einen exogenen
Induktor beeinflussen zu konnen (Goverdhana et al. 2006). In initialen Western-Blot
Experimenten konnte die Tetracyclin-abhingige PFV-Proteinexpression vom FAD-Riickgrat

sowohl nach Transfektion von FAD-Plasmiden, als auch nach Transduktion mit viralen FAD-
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Vektoren (Abb. 17 und 18) erfolgreich gezeigt werden. Das exogen zugefiihrte Tetracyclin-
derivat Doxycyclin induzierte die Expression foamyviraler Proteine nach dem Tet-On-Prinzip
(Gossen et al. 1995). Weiterhin deutete der direkte Vergleich mit dem etablierten MDO09-
Vektorsystem auf eine ordnungsgemaéle Prozessierung der PFV-Proteine hin. So konnten mit
den Gag-spezifischen Antikorpern die charakteristischen foamyviralen pr71/p685*.-Doppel-

banden gefunden werden. Der Nachweis des Pol-Vorlduferproteins (pr127°

) und der davon
abstammenden Reversen Transkriptase (p85RT/ RNy sowie Integrase (p40™) zeigten die
autokatalytische Aktivitit der PFV-Proteaseuntereinheit an. PFV-Proteinbanden konnten im
Western-Blot in geringem Maf3e auch bei nicht-induzierten Proben nachgewiesen werden und
deuteten eine miBige Basalaktivitidt der Tetracyclin-induzierbaren Promotoren an. Abwei-
chend davon konnte bei Vektoren mit eEF-1a-regulierter Transgenkassette (FAD-9, FAD-12
und FAD-13) reproduzierbar keine funktionale Expression des Env-Vorlduferproteins
(gp130™™) im Western-Blot detektiert werden. Ferner exprimierten diese drei Vektoren PFV-
Gag in deutlich geringerem Mafle, als die Vektoren FAD-10 und FAD-11 mit SFFV-U3-
regulierter Transgenkassette. Da simtliche FAD-Vektoren auf einer einheitlichen Klonierungs-
strategie basierten, wurden die beobachteten Suppressionseffekte auf die PFV-Genexpression
sehr wahrscheinlich durch den stromabwiérts gelegenen, starken eEF-1a-Promotor in cis
verursacht. Uber die zugrunde liegenden Ursachen dieser als transkriptionellen Interferenz
beschriebenen Phanomene besteht derzeit noch keine vollige Klarheit (Eszterhas et al. 2002).
Diskutiert werden unter anderem Positions- oder kompetitive Effekte, die durch die Aktivitat
einzelner starker Promotoren hervorgerufen werden und die Transkription benachbarter Gene
negativ beeinflussen. So konnte die effizientere Rekrutierung basaler Transkriptionsfaktoren
bzw. des RNA Polymerase II Holoenzymkomplexes am eEF-1a-Promotor prinzipiell eine
limitierte transkriptionelle Initiation am Tetracyclin-induzierbaren Promotor zur Folge haben
(kompetitive Effekte). In diesem Zusammenhang wire es ebenso vorstellbar, dass die PFV-
Genexpression aufgrund einer verminderten Zuganglichkeit der DNA-Matrize fiir die
Transkriptionsmaschinerie am Tetracyclin-induzierbaren Promotor inhibiert wurde, was aus
der priferentiellen eEF-1a-Promotor-regulierten Transgenexpression resultierte (sterische
Hinderung bzw. Positionseffekte). Die dargestellten Inhibitionseffekte konnten ebenso die
Transkription des stromabwirts gelegenen rtTA-Gens, unter der Kontrolle des hCMV
immediate-early Promotors, negativ beeinflusst haben. Unterstiitzt wird diese These durch die
komparative Analyse der Expressionsstirken der beiden heterologen Promotoren, bei der je nach
Versuchsansatz eine durchschnittlich 6- bis 8-fach hohere Transgenexpression unter eEF-1a-

Promotorkontrolle ermittelt wurde (Abb. 16).
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Die Funktionalitdt und Kinetik der Doxycyclin-induzierbaren PFV-Partikelfreisetzung der
gentherapeutischen FAD-Vektoren wurde in verschiedenen redundanten Experimenten
in vitro berpriift. Zundchst wurde die Funktionsfidhigkeit der PFV-Vektoranteile auf
Plasmidbasis analysiert (Abb. 19). Dazu wurden die hIL-1Ra-exprimierenden Vektorplasmide
FAD-11 bzw. FAD-13 sowie das eGFP-exprimierende Vektorplasmid FAD-9 in Zellen
transfiziert und in An- oder Abwesenheit von Doxycyclin kultiviert. In Kontrollansétzen
wurde das bereits etablierte FAD-2 Plasmid parallel mitgefiihrt. Die zellfreie Ubertragung der
Uberstinde von pFAD-transfizierten Zellen auf HT1080 Zielzellen zeigte nur bei pFAD-2
und pFAD-11 Ansétzen einen effizienten Gentransfer (GT). Ohne die Zugabe von Doxycyclin
wurden dabei erheblich geringere GT-Raten, die jeweils um circa zwei log;o-Stufen niedriger
lagen, ermittelt. Gleichzeitig bestitigte sich die bereits im Western-Blot beobachtete basale
Transkriptionsaktivitit der Tetracyclin-induzierbaren Promotoren (vgl. Abb. 17 und 18).
Demgegeniiber war eine PFV-Partikelfreisetzung aus pFAD-9 und pFAD-13 transfizierten
Zellen generell nicht nachweisbar. Die im ndchsten Schritt durchgefiihrten Transduktions-
experimente mit infektiosen gentherapeutischen FAD-Vektoren untermauerten diese
Resultate (Abb. 20 und Tab. 4). Ein sekundédrer PFV-vermittelter Transduktionszyklus lief3
sich nur bei FAD-Vektoren mit SFFV-U3-regulierter Transgenkassette (FAD-10 und
FAD-11) feststellen. Dabei fiihrte die Induktion der PFV-Expression mit Doxycyclin zu
signifikant hoheren GT-Raten bei den Sekundértransduktionen. Im Gegensatz dazu konnten
bei den Vektoren FAD-12 und FAD-13 grundsitzlich keine PFV-vermittelten Transgen-
expressionen von rIL-1Ra bzw. hIL-1Ra im Sekundérzyklus gemessen werden. In den Folge-
versuchen wurden die nicht-funktionalen Vektoren mit eEF-1a-regulierter Transgenkassette
(FAD-12 und FAD-13), bei denen die induzierbare PFV-Expression vom FAD-Riickgrat

nachweislich defekt war, nicht mehr eingesetzt.

Die Féhigkeit der FAD-Vektoren zum langfristigen stabilen GT wurde in Langzeit-
Transduktionsanalysen tiiberpriift (Abb. 21). Dafiir wurden verschiedene Zelllinien mit dem
hIL-1Ra-exprimierenden Vektor FAD-11 bzw. dem eGFP-Kontrollvektor FAD-2 transduziert
und der Verlauf der Transgenexpression fiir bis zu 27 Tage analysiert. Die transduzierten
Zellen wurden in regelmifBigen zeitlichen Abstdnden identisch passagiert. Bei vergleichbarer
initialer Primartransduktionsrate innerhalb einer jeweiligen Zelllinie wurden signifikant
hohere Raten persistierenden Gentransfers in Gegenwart von Doxycyclin beobachtet. So
konnten bei FAD-2 transduzierten A549 Zellen nach 27 Tagen bzw. 6 Zellpassagen unter
Inkubation mit Doxycyclin 64,13 + 5,18% eGFP'-Zellen gemessen werden. Ohne Doxycyclin

wurden zu diesem Zeitpunkt hingegen nur noch 2,93 + 1,48% eGFP'-Zellen mit dem
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Durchflusscytometer festgestellt (Abb. 21A). Auch beim gentherapeutischen Vektor FAD-11
wurden stabile hIL-1Ra-Transgenexpressionen in Gegenwart von Doxycyclin iiber den
Versuchszeitraum von 18 Tagen bzw. 5 Zellpassagen gemessen. So konnten fiir FAD-11
transduzierte A549 Zellen nach 5 Zellpassagen in Gegenwart von Doxycyclin hIL-1Ra-
Konzentrationen von 23,5 + 4,4ng/ml im konditionierten Uberstand gemessen werden. Ohne
Doxycyclin wurden zu diesem Zeitpunkt hingegen nur noch sehr geringe hlL-1Ra-Konzentra-
tionen (0,5 = 0,Ing/ml) im gewonnenen konditionierten Zellkulturiiberstand festgestellt
(Abb. 21B). Zwischen den einzelnen Zelllinien (A549 Zellen, Synovialzellen der Ratte sowie
humane mesenchymale Stammzellen) wurden dabei erhebliche Unterschiede hinsichtlich der
initialen Primértransduktionsrate ermittelt, durch die sich betrachtliche Unterschiede im
Niveau der Transgenexpressionen ergaben. Insgesamt zeigten jedoch alle untersuchten Zell-

kulturen eine funktionelle Induzierbarkeit der PFV-Vektorexpression durch Doxycyclin.

Der hohe Anteil langfristig eGFP- bzw. hIL-1Ra-transgener Zellen in Gegenwart von
Doxycyclin wies auf reguldre retrovirale Integrationsereignisse hin. Fiir den experimentellen
Nachweis wurden mit der qRT-PCR relative Quantifizierungen der intrazelluldren FAD- und
PFV-Vektorgenome aus Langzeit-Transduktionsexperimenten vorgenommen (Abb. 22).
Hierfiir wurde ein definierter Sequenzabschnitt aus PFV-gag, der sowohl in chromosomalen
PFV-Integraten, als auch im FAD-R{iickgrat nachweisbar ist und parallel dazu ein definierter
Bereich vom reversen Tetracyclin Transaktivatorgen (#¢/74), das nur im FAD-Riickgrat
lokalisiert ist, amplifiziert (Abb. 22A). Wiederum wurden die FAD-transduzierten Zellen in
regelméBigen zeitlichen Abstinden in gleichbleibenden Verhéltnissen passagiert. Dadurch
verminderte sich erwartungsgeméal die relative rtTA-Kopienzahl, die in Korrelation zur Zahl
intrazelluldrer FAD-Vektorgenome stand, im zeitlichen Verlauf. Die Reduktion erfolgte
unabhingig vom Induktionsstatus der PFV-Vektorkassette. Im Gegensatz dazu wurde bei
Doxycyclin-induzierten Zellen im Vergleich zu nicht-induzierten Zellen ein signifikanter
Anstieg der relativen gag-Kopienzahl zwischen Tag 1 und 6 gemessen, der auf die induzierte
PFV-Partikelfreisetzung zuriickgefiihrt werden kann. Weiterhin wurde bei den Doxycyclin-
induzierten Zellen eine Stabilisierung der relativen gag-Kopienzahlen nach der vierten
Zellpassage festgestellt. Ab diesem Zeitpunkt waren die FAD-Vektoren unter den experimen-
tellen Bedingungen ausverdiinnt und die gag-Amplifikate resultierten wahrscheinlich nahezu
ausschlieBlich von PFV-Integraten. Nach der sechsten Zellpassage bezifferte sich die
Differenz der relativen gag-Kopienzahlen von Doxycyclin-behandelten und -nicht-
behandelten Zellen auf den Faktor 68 und lag damit in der gleichen GréBenordnung wie bei

der Langzeit-Transduktionsanalyse (Abb. 22B). Letztlich bestéitigten die qRT-PCR
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Experimente, dass persistierende Transgenexpressionen durch foamyvirale intrazelluldre
Retrotransposition bzw. durch die Bildung extrazelluldrer PFV-Partikel und einen sekundéren

Transduktionszyklus hervorgerufen wurden.

In diesem Zusammenhang zeigten die Experimente zur Kinetik der PFV-Partikelfreisetzung
in vitro, dass die intrazelluliren FAD-Genome relativ schnell verloren gehen bzw. die vom
FAD-Riickgrat ausgehende PFV-Expression zeitlich restringiert ist (Abb. 23 und 24). Dafiir
wurden A549- und Synovialzellen mit den Vektoren FAD-2 bzw. FAD-11 transduziert und
bis zu 21 Tage in Gegenwart oder Abwesenheit von Doxycyclin in Kultur gehalten. Die
innerhalb von jeweils 24 Stunden ins Zellkulturmedium freigesetzten PFV-Partikel wurden
zellfrei auf HT1080 Zellen iibertragen. Die Messung der GT-Raten, die unmittelbar mit der
Zahl freigesetzter PFV-Partikel korrelierte, erfolgte durchflusscytometrisch (fiir FAD-2) oder
iber einen hlL-1Ra-spezifischen ELISA (fiir FAD-11). Im Ergebnis belegten die Analysen,
dass in Gegenwart von Doxycyclin bereits innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Primér-
transduktion extrazellulire PFV-Partikel gebildet wurden. Die hochsten PFV-Partikelfreiset-
zungen waren zwei bis vier Tage nach den Primértransduktionen zu beobachten. Bei FAD-11
transduzierten A549 Zellen lieB sich beispielsweise feststellen, dass mit Zellkultur-
iiberstinden, die vier Tage nach der Primirtransduktion gewonnen wurden, die hochsten GT-
Raten bei HT1080 Zellen erzielt werden konnten (Abb. 24). Die Bestimmung von hIL-1Ra in
den Zellkulturiiberstainden der transgenen HT1080 Zellen mittels ELISA zeigte dabei die
hochste gemessene hlL-1Ra-Expression im Sekundérzyklus wéhrend des Untersuchungszeit-
raums (46,4 + 9,6ng/ml). Bereits zwei Tage spiater war die GT-Rate um den Faktor 3
(16,4 £ 1,7ng/ml) gesunken und reduzierte sich nach weiteren zehn Tagen um den
Gesamtfaktor 26 (1,8 £ 0,2ng/ml). Zwei Wochen nach den Primértransduktionen konnten
tiber den sekundédren Transduktionszyklus von Zielzellen grundsitzlich kaum noch
freigesetzte PFV-Partikel aus FAD-transduzierten Zellen detektiert werden. Die parallel dazu
durchgefiihrten hIL-1Ra-Quantifizierungen aus den Zellkulturiiberstinden der FAD-trans-
duzierten Zellen bestitigten die bisherigen Befunde und den postulierten PFV-vermittelten
sekundédren Transduktionszyklus. Dabei wurden bei FAD-transduzierten Zellen im direkten
Vergleich ab dem vierten Tag nach der Primértransduktion deutlich hohere hIL-1Ra-
Expressionen in Gegenwart von Doxycyclin detektiert. Offensichtlich hatten die transient
PFV-produzierenden Zellen zu diesem Zeitpunkt bereits PFV-Integrate {iber den Sekundér-
zyklus akkumuliert, was einen Anstieg des hIL-1Ra-Transgenexpressionsniveaus zur Folge
hatte. Hohe und stabile PFV-vermittelte hIL-1Ra-Expressionen konnten in Gegenwart von

Doxycyclin flir bis zu 21 Tage nachgewiesen werden. Erfolgte keine PFV-Induktion durch
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Doxycyclin fielen die hIL-1Ra-Expressionen ab Tag 7 nach der Transduktion stetig bis unter
die Nachweisgrenze des ELISAs nach Tag 14 ab. Demzufolge resultierten persistente hIL-
1Ra-Expressionen, die iiber einen Zeitraum von zwei Wochen nach der FAD-11 Transduktion
der A549 Zellen hinaus gemessen wurden, ausschlieBlich aus PFV-Integraten (Abb. 24). Der
rasche intrazellulire Verlust der FAD-Genome bzw. deren schnelle transkriptionelle
Inaktivitdt ldsst in dieser Hinsicht eine dauerhafte Induktion der PFV-Transkription mit
Doxycyclin fiir unnétig erscheinen. Die moglichen Griinde fiir die transiente PFV-Produktion
sind spekulativ, konnten aber in einem protrahierten ,,Versagen® des Tet-On-Systems,
beispielsweise aufgrund einer epigenetischen Repression des Tetracyclin-induzierbaren
Promotors durch DNA-Methylierungen, liegen (Ubersicht in: Bao-Cutrona und Moral 2009).
Ebenso denkbar sind cytotoxische Effekte infolge einer iiberméfigen Expression foamyviraler
Proteine. Diese konnten einen Verlust FAD-transduzierter Zellen bedingt haben, obgleich
offenkundige cytopathische Effekte in den Zellkulturen nicht beobachtet wurden.
Abschliefend bewiesen die Experimente zur Kinetik der PFV-Partikelfreisetzung, dass die
SFFV-U3-Transgenkassetten fiir mindestens drei Wochen in A549 Zellen und Synovialzellen

transkriptionell aktiv waren.

Ergénzend zu diesen Befunden zeigten auch die Resultate der absoluten physikalischen
Partikelquantifizierung aus konditionierten Zellkulturiiberstinden von FAD-11 transduzierten
A549 Zellen mittels QRT-PCR, dass aus den Zellen nur transient PFV-Partikel freigesetzt
wurden (Abb. 26). Die graphisch dargestellte PFV-Titerkurve spiegelte die Messungen der
hIL-1Ra-Transgenexpression aus den PFV-vermittelten Sekundartransduktionen wider (Abb.
24 und 26). Im Vergleich mit anderen Methoden zur Titerbestimmung, findet keine Differen-
zierung zwischen infektidsen und nicht-infektiosen Partikeln statt. Insofern liefert dieser
molekularbiologische Ansatz zur Titerberechnung keinen Hinweis auf die Infektiositéit des
getesteten Inokulums. Dennoch stellt die hier vorgestellte PCR-basierte Titerschitzung eine
gute Grundlage fiir die Quantifizierung replikationsinkompetenter viraler Vektoren ohne
Reportergene (z.B. fluoreszierende Proteine, B-Galaktosidase) dar, bei denen eine klassische
Titration mit Transduktion von Indikatorzellen (Endpunkt-Verdiinnungsmethode) keine
addquaten Riickschliisse auf die Anzahl der infektidsen Partikel pro Volumeneinheit erlaubt.
Mit der weiteren Validierung der Methode konnte ein schnelles und kostengiinstiges Test-
system geschaffen werden, bei dem der infektiose PFV-Titer durch Interpolation hinreichend

genau ermittelt werden kann.
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Fiir die Evaluierung der protektiven Effekte eines FAD-vermittelten Gentransfers von IL-1Ra
wurden im Vorfeld die proinflammatorischen Auswirkungen von IL-1B anhand der Gen-
expressionsmuster von IL-1B, IL-6 und IL-8 untersucht. Die Genexpression des trans-
membrandren IL-1RI konnte in allen darauthin charakterisierten humanen Zelllinien nach-
gewiesen werden (Abb. 27). Sein Vorhandensein wurde auch auf Proteinebene durch
indirekte Immunfluoreszenzfarbungen festgestellt (Daten nicht gezeigt). A549 Zellen, die eine
vergleichsweise hohe relative IL-1RI-Expression aufwiesen, zeigten bei einer 24-stiindigen
Induktion bereits mit 10pg/ml IL-1B eine Hochregulierung der Entziindungsmediatoren.
Maximale relative Genexpressionen konnten bei einer Konzentration von 1ng/ml IL-1P3
gemessen werden. Dartiber hinaus wurden keine weiteren Steigerungen der Genexpressionen
beobachtet. Wahrscheinlich kann dieser Plateaueffekt auf eine Sittigung der IL-1RI und des
nachgeschalteten intrazelluldren Signaltransduktionsweges zuriickgefiihrt werden (Abb. 28
und Tab. 5). Die Ergebnisse bestitigten experimentelle Arbeiten, die unléngst auch bei RA-
Synovialzellen eine starke Hochregulierung von IL-1B, IL-6 und IL-8 unter IL-1pB-
Behandlung nachweisen konnten (Jeong et al. 2004). Weitere Analysen zeigten, dass hIL-1Ra
die NF-kB-vermittelten proinflammatorischen Effekte von IL-1P auf die Induktion der IL-1p-
und IL-6-Genexpression in A549 Zellen effektiv inhibiert. In Ubereinstimmung mit der
Literatur (Abramson und Amin 2002; Arend und Gabay 2004) wurde der ,,spare receptor-
Effekt auch in A549 Zellen nachgewiesen (Abb. 29 und Tab. 6). In den Antagonisierungs-
experimenten zeigte dabei schon ein 50-facher hIL-1Ra-UberschuB8 eine signifikante
Reduktion des IL-1B- bzw. IL-6-Genexpressionsniveaus. Gleichwohl wurde selbst bei einem
2000-fachen hIL-1Ra -Uberschuf} die Transkription der proinflammatorischen Cytokine nicht

vollstdndig supprimiert.

Die biologische Wirksamkeit des hIL-1Ra-exprimierenden Vektorsystems FAD-11 wurde an
A549 Zellen erfolgreich gezeigt (Abb. 30 und 31). Dafiir wurden die Zellen mit FAD-11
transduziert und in Gegenwart oder Abwesenheit von Doxycyclin fiir 96h inkubiert. Nach
einer 24-stliindigen Inkubation mit Ing/ml IL-1B wurden in den transgenen Zellen deutlich
schwichere Expressionen der proinflammatorischen Mediatoren IL-1p und IL-6 und des
Gewebehormons PGE, im Vergleich zu nicht-transduzierten Kontrollzellen gemessen. Eine
unmittelbare Erklarung hierfiir lieferten die auffallend hohen hIL-1Ra-Anreicherungen in den
Zellkulturiiberstanden von Doxycyclin-behandelten (221,5 £+ 20,5ng/ml) und -unbehandelten
(194 £ 42ng/ml) Zellen, was sich gleichsam auch auf mRNA-Ebene manifestierte (Abb. 30C
und 30D). Infolgedessen wurden die durchschnittlichen relativen Genexpressionen von IL-10

bei Doxycyclin-behandelten Zellen um das 48-fache und von IL-6 um das 18-fache im
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Vergleich zu IL-1B-stimulierten Kontrollzellen geddmpft (Abb. 30A und 30B). Die Messung
von PGE,, das als Reaktion der Zellen auf inflammatorische Stimuli freigesetzt wird, festigte
diese Aussage (Abb. 30E). Die Tatsache, dass die proinflammatorischen Effekte des supple-
mentierten IL-1B trotz FAD-11 vermittelter Uberexpression von hIL-1Ra im direkten
Vergleich zu MOCK-Zellen nicht vollstandig reprimiert wurden, ist wiederum auf den ,,spare
receptor“-Effekt des IL-1-Signalweges zurlickzufiihren. Im sekundédren Transduktionszyklus
ergaben die Messungen ein differenzierteres Bild, wobei sich gleichzeitig die postulierte
Funktionsweise des FAD-Vektorsystems widerspiegelte (Abb. 31). Gute therapeutische
Effekte konnten mit Zellkulturiiberstinden erreicht werden, die von Doxycyclin-induzierten
Primérkulturen stammten. So wurde die relative Genexpression von IL-1p durch den FV-
vermittelten hIL-1Ra-Gentransfer (Konzentration im Zellkulturmedium: 44,8 + 6,3ng/ml) um
ungefdahr das 4-fache und von IL-6 um das 5-fache im Vergleich zu IL-1B-stimulierten
Kontrollzellen vermindert (Abb. 31A und 31B). Dennoch wurden die inflammatorischen
Marker deutlich stirker exprimiert als bei IL-1B-unbehandelten Kontrollzellen. Keine
nachweisbare therapeutische Wirksamkeit wurde mit Zellkulturiiberstdnden erzielt, die von
Doxycyclin-unbehandelten Primarkulturen stammten — augenscheinlich vermochten es die
vereinzelten, unspezifisch freigesetzten PFV-Partikel keinen ausreichend hohen und

protektiven GT im Sekundarzyklus zu vermitteln.

Ein weiterer Fokus der Arbeit lag darin, die Funktionalitit der in vitro erfolgreich
charakterisierten FAD-Vektoren am Tiermodell zu testen. Zudem sollte das Potential der
Vektoren fiir eine IL-1Ra-basierte somatische RA-Gentherapie ermittelt werden. Dafiir
wurden bis zu 1x10® iu FAD in 50ul PBS resuspendiert und gesunden immunkompetenten
Wistar-Ratten bzw. immundefizienten RNU-Nacktratten intraartikuldr injiziert. Die appli-
zierten FAD-Vektordosen bewegten sich in einem Bereich (5xlO6 iu bis 1x10® i), in dem
adenovirale Erstgenerationsvektoren vom Serotyp 5 (AdV5) einen effizienten intraartikuldren
Gentransfer in Ratten bzw. Mausen demonstriert hatten (Gouze et al. 2002 und 2007; Hur et
al. 2006). Nach den FAD-Injektionen wurden keine motorischen Beeintrichtigungen oder
immunologischen Reaktionen bei den Tieren beobachtet. Die Induktion der PFV-Partikel-
freisetzung sollte mit der Zugabe von Doxycyclin (200pg/ml) im Trinkwasser erreicht werden
(Kistner et al. 1996). Um die Akzeptanz des bitter schmeckenden Doxycyclins zu steigern,
wurde das Trinkwasser zusétzlich mit 5% Saccharose supplementiert. Von den Tieren wurde
das so vorbereitete Trinkwasser letztlich sehr gut angenommen. Die initial durchgefiihrten
intraartikuldren Injektionen des eGFP-exprimierenden Vektors FAD-2 (1x107 iu) zeigten, dass

ein direkter in vivo Gentransfer in das Synovium von Ratten prinzipiell moglich ist -
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transgene eGFP'-Synovialzellen konnten aus den Kniegelenken der behandelten Tiere isoliert
werden. Gleichwohl erwiesen sich die GT-Raten, mit auffallend wenigen eGFP'-Synovial-
zellen innerhalb der Gesamtpopulation aller préparierten Synovialzellen, als unerwartet gering
(Abb. 36). Fiir die weitere quantitative Evaluierung des FAD-Gentransferpotentials wurde das
hIL-1Ra-exprimierende Vektorsystem FAD-11 verwendet. Bei diesen Experimenten wurden
den Versuchstieren drei bzw. fiinf Tage nach der Applikation von jeweils 1x10® iu FAD-11
die Kniegelenke explantiert und mit einem hIL-1Ra-spezifischen ELISA die innerhalb von
24 Stunden sekretierten hIL-1Ra-Mengen gemessen (Abb. 37 und Tab. 7). Die so ermittelten
zelluldren hIL-1Ra-Syntheseraten standen in direkter Beziehung zur Effizienz des FAD-
vermittelten Gentransfers und unterlagen vergleichsweise niedrigeren methodisch bedingten
Schwankungen als die direkte Priparation von eGFP'-Synovialzellen aus den Gelenken. Die
gewonnenen Daten sprachen auch hier fiir eine eingeschrinkte Effizienz des FAD-
vermittelten Gentransfers und erhdrteten die vorangegangenen in vivo Befunde. Die maximal
festgestellten hIL-1Ra-Konzentrationen betrugen lediglich 18,9 + 16,1ng/ml und lagen damit
deutlich unterhalb dessen, was in der Literatur bei identischer Methodik fiir andere Vektor-
systeme beschrieben wurde (Abb. 37 und Tab. 7). So konnten beispielsweise Gouze et al.
(2003) fiinf Tage nach der intraartikuliren Injektion von 5x10” iu eines hIL-1Ra-exprimie-
renden lentiviralen Vektorsystems in Ratten im Mittel mehr als 115ng/ml hIL-1Ra messen.
Angesichts der offenbar relativ niedrigen GT-Raten und in Hinblick auf die erforderlichen
hohen UberschuBkonzentrationen von IL-1Ra gegeniiber IL-1B im erkrankten Gelenk muss
das therapeutische Potential der konstruierten FAD-Vektoren fiir in vivo Applikationen
deshalb grundsitzlich infrage gestellt werden. Die mdglichen Ursachen fiir die beobachteten
schwachen GT-Raten konnten erstens in einer zu geringen Vektordosis, zweitens in einer
niedrigen in vivo Transduktionseffizienz, drittens in einer eingeschrinkten Transgen- bzw.

PFV-Expression oder viertens in immunologischen Reaktionen begriindet liegen.

Adaptive Immunantworten gegen die transduzierten Zellen (xenogenes hIL-1Ra-Protein bzw.
PFV-Proteine) sind zwar prinzipiell moglich, erscheinen aber in Anbetracht des kurzen
Versuchszeitraumes von maximal fiinf Tagen als unwahrscheinlich (Liu und Muruve 2003).
Abgesehen davon konnen adenovirale Vektoren dosisabhingig starke unspezifische
Immunreaktionen hervorrufen, die unter anderem eine Freisetzung proinflammatorischer
Cytokine / Chemokine (z.B. IL-6, TNF- o, IFN-y, IP-10 oder RANTES) aus antigenprisen-
tierenden Zellen, wie Makrophagen, induzieren (Liu und Muruve 2003; Campos und Barry
2007). Diese Aktivierung, die auch bei der Applikation adenoviraler Drittgenerationsvektoren

gefunden wurde, wird den adenoviralen Capsid-Proteinen zugesprochen (Alba et al. 2005;
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Campos und Barry 2007). Weil die Versuchstiere aber immunologisch naiv waren und im
Vorfeld keine experimentelle Arthritis erzeugt wurde, die eine Infiltration von Immunzellen
ins behandelte Gelenk bewirkt hitte, kann der Einfluss des Immunsystems auf die schwachen
GT-Raten in diesem experimentellen Kontext als vernachldssigbar eingeschitzt werden.
Uberdies traten, wie schon erwihnt, keine offensichtlichen Komplikationen infolge der FAD-

Applikation bei den Tieren auf.

Wie bereits dargelegt wurde, konnte in fritheren experimentellen Arbeiten ein effizientes
Gentransferpotential von AdV5 an Synovialzellen des Menschen und Kaninchens (Roessler et
al. 1995; Nita et al. 1996), der Maus (Hur et al. 2006) oder der Ratte (Gouze et al. 2002 und
2007) gezeigt werden. Andererseits berichteten die Publikationen von Bakker et al. (2001),
Goossens et al. (2001) und Toh et al. (2005) von einer niedrigen Permissivitdt muriner und
humaner Synovialzellen fiir AdV5. Die geringe Suszeptibilitit dieser Zellen fiir AdV5 wurde
der niedrigen bzw. nicht nachweisbaren Genexpression des zelluldren Coxsackie-Adenovirus-
Rezeptors (CAR) zugeschrieben, was im Umkehrschluss hohe Viruspartikelzahlen (MOI) pro
Zelle fiir eine therapeutisch relevante Transduktionseffizienz notwendig macht. Die Daten der
vorliegenden Arbeiten wiesen ebenfalls auf den wesentlichen Einfluss der CAR-Expression
bei der Transduktion von Zielzellen hin (Abb. 34). In vergleichenden in vitro Transduktions-
analysen, die in diesem Zusammenhang durchgefithrt wurden, konnten erhebliche
Unterschiede in der Permissivitdt verschiedener Zelllinien fiir FAD-Vektoren festgestellt
werden (Abb. 34A). Unter anderem zeigten die Messungen, dass Synovialzellen reproduzier-
bar deutlich schlechter transduziert wurden, als die hochpermissive Zelllinie A549. Ein
direkter Vergleich der relativen CAR-Expression zwischen diesen beiden Zelllinien war
wegen des nicht-homologen genetischen Hintergrundes nicht mdglich (Abb. 34B). Gleich-
wohl war auch die fiir FAD-Vektoren vergleichsweise niedrigpermissive humane
mesenchymale Stammzelllinie hMSC-TERT4 durch eine sehr geringe CAR-Expression
gekennzeichnet, was den signifikanten Einfluss dieses Rezeptors fiir die Transduktionsrate
unterstrich (Knaén-Shanzer et al. 2005; Campos und Barry 2007). Die parallel dazu
analysierten relativen CAR-Expressionen in verschiedenen Geweben der Ratte ergaben
dariiber hinaus nur minimale mRNA-Mengen des Ratten-CAR im Synovium (Abb. 35).
Dennoch konnten auch in Synovialzellen der Ratte unter Anwendung hoher MOIs (>500)
gute Transduktionsraten von iiber 50% transgenen Zellen mit FAD-Vektoren in vitro erzielt
werden (Daten nicht gezeigt). Es erscheint daher naheliegend, dass eine hohere Vektordosis
eine Steigerung der Transgenexpression in vivo bewirkt hitte. Desweiteren wurden bei der

in vivo Applikation adenoviraler Vektoren sogenannte Schwellenwert-Effekte beobachtet, bei
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denen steigende Vektordosen zu iiberproportionalen, nicht-linearen Transgenexpressionen
fiihrten (Bristol et al. 2000). Eine Erhohung der Vektordosis ist dennoch nicht unkritisch, weil
hierdurch unweigerlich einerseits das Risiko moglicher vektorassoziierter cytotoxischer
Nebenwirkungen zunimmt und andererseits das Risiko eines akuten Aufflammens der RA
(,,flare”) steigt (Thomas et al. 2003; Toh et al. 2005). AuBerdem konnte sich bei einer
potenzierten Vektordosis auch die Wahrscheinlichkeit der ungewollten Dissemination
injizierter Vektorpartikel aus dem abgeschlossenen Kompartiment der Gelenkhohle erhohen
und schwere, womoglich sogar letale, systemische Nebenwirkungen hervorrufen.
Diesbeziiglich wurden in der Literatur ebenso Schwellenwerteffekte fiir AdV5 beschrieben
(Thomas et al. 2001; Morral et al. 2002). Aus diesem Grund wird es zweifellos der
zweckmiBigere Ansatz sein, gezielt den Tropismus der Vektoren fiir Synovialzellen zu
steigern (transduktionales Targeting). Entsprechende Ansédtze umfassen unter anderem den
Austausch des AdV5-Fiberproteins gegen die Fiberproteine anderer Serotypen (Goossens et
al. 2001), die Einfiihrung von arg-gly-asp-Aminosduresequenzen (RGD-Motive) an die
terminale Knopfregion des Fiberproteins (Bakker et al. 2001) oder eine Verkiirzung des
Fiberproteins (Toh et al. 2005). Die chimdren AdV dieser Arbeiten zeigten gegeniiber
konventionellen AdV5 deutlich gesteigerte Transduktionsraten bei Synovialzellen. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass sich mit diesen oder dhnlichen Targetingstrategien ebenso bei den

AdV5-basierten FAD-Vektoren das therapeutische Fenster wesentlich erweitern lief3e.

SchlieBlich konnten auch niedrige Promotoraktivititen zu den festgestellten geringen Trans-
genexpressionen in vivo beigetragen haben. Aufgrund der Komplexitit des FAD-Vektor-
systems ist die volle intrazelluldre Funktionalitit der Konstrukte von der Aktivitdt dreier
Promotoren abhingig (Abb. 13). Zunichst miissen der Tetracyclin-induzierbare Promotor der
PFV-Vektorkassette sowie der konstitutiv aktive hCMV immediate-early Promotor des Trans-
aktivatorgens 7tTA transkriptionelle Aktivititen aufweisen. Obwohl eine funktionelle Indu-
zierbarkeit der PFV-Expression in Synovialzellen in vitro gezeigt werden konnte, muss dieses
nicht notwendigerweise auch in vivo gelten. Ferner ist es fiir die Funktion des Tet-On-
Systems unerldsslich, dass eine hinreichende Konzentration des Induktors Doxycyclin in der
Gelenkfliissigkeit erreicht wird. Diesbeziiglich hat das Antibiotikum Doxycyclin neben seiner
bakteriostatischen Wirkung (Therapie der Borrelien-induzierten Lyme-Arthritis) auch gute
therapeutische Effekte auf degenerative Gelenkerkrankungen gezeigt, was u.a. der Hemmung
von matrixdegradierenden Enzymen (MMPs) und bisher weniger gut charakterisierten anti-
inflammatorischen Effekten (u.a. Inhibition der NO-Synthetase) zugesprochen wird (Sapadin
und Fleischmajer 2006; Attar 2009). Wegen seines lipophilen Charakters ist Doxycyclin dabei
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in der Lage, die Synovialmembran effektiv zu iiberwinden und in die Gelenkfliissigkeit zu
diffundieren. Es ist mit hoher Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass das mit dem Trink-
wasser zugefiihrte Doxycyclin in der Ratte eine vergleichbare Pharmakokinetik wie im
Menschen aufweist und aus diesem Grunde mutmallich keinen limitierenden Faktor in den
Tierversuchen dargestellt hat. In diesem Zusammenhang konnten Titrationsexperimente
zeigen, dass der Tetracyclin-induzierbare Promotor in vitro schon bei einer Konzentration
von Ing/ml anndhernd fiinfundzwanzig Prozent Expressionsaktivitit und bei einer
Konzentration von 10ng/ml annéhernd achtzig Prozent Expressionsaktivitit im Vergleich zur

Standardkonzentration von 1pg/ml aufwies (Daten nicht gezeigt).

Fiir eine abschlieende Gesamtbewertung der FAD-Vektoren in Hinblick auf ihr somatisches
GT-Potential muss auch die Stirke der SFFV-U3-Promotor-vermittelten Transgenexpression
beriicksichtigt werden. Diesbeziiglich konnte wiederholt gezeigt werden, dass der konstitutive
SFFV-U3-Promotor grundsitzlich eine Transgenexpression in Synovialzellen der Ratte
vermitteln konnte, die im direkten Vergleich zu anderen Zelllinien aber stets niedriger ausfiel
(Abb. 21, 24 und 36). Aufgrund der individuell sehr unterschiedlichen Suszeptibilitidten der
diversen getesteten Zelllinien fiir FAD-Vektoren (Abb. 34) ist ein unmittelbarer Vergleich der
jeweils gemessenen Promotoraktivitidten jedoch schwierig. Ungeachtet dessen konnten auch
bei Synovialzellen, die in vitro mit dem PFV-Vektorsystem MDO09 transduziert wurden,
reguldr hohe Transgenexpressionen unter der Regulation des SFFV-U3-Promotors ermittelt
werden (Daten nicht gezeigt). Diese Befunde lassen vermuten, dass die vergleichsweise
niedrigen Transgenexpressionen bei Synovialzellen primér auf die relativ geringe
Permissivitit dieser Zellen fiir FAD-Vektoren zuriickzufiihren sind. Ob sich die
experimentellen Befunde, die eine Amplifikation der SFFV-U3-Promotor-vermittelten
Transgenexpression unter IL-1p Inkubation bei A549 Zellen zeigen konnten (Abb. 32 und 33)
auch bei Synovialzellen bestitigt hitten, bleibt offen. Die erhdhte transkriptionelle Aktivitét
des SFFV-U3-Promotors wurde wahrscheinlich durch die verstdrkte IL-1B-bedingte NF-kB
Aktivierung induziert. Obgleich mittels einer in silico Analyse vier putative NF-xB Binde-
stellen im Bereich des SFFV-U3-Promotors identifiziert wurden und NF-kB-abhéngige Gen-
expressionen dariiber hinaus auch bei anderen viralen Promotoren (u.a. HIV-LTR-U3-,
hCMV immediate-early Promotor) beschrieben wurden, konnen andere Mechanismen nicht

géinzlich ausgeschlossen werden (Goft 2001; Mocarski und Tan Courcelle 2001).
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Letztlich bleibt der Einsatz von viralen FAD-Hybridvektoren fiir somatische in vivo Gen-
therapien, insbesondere an lokal begrenzten Geweberdumen wie dem Kniegelenk, attraktiv.
Obwohl die therapeutischen FAD-Vektoren dieser Arbeit in préiklinischen Tierversuchen
bisher nur niedrige Expressionen des immunsuppressiven IL-1Ra ermdglichten, kdnnten
weitere Verbesserungen des Systems zukiinftig die Basis fiir ein effektives Werkzeug zum
intraartikuliren Gentransfer bieten. Zur weiteren Verbesserung der FAD-Vektoren
hinsichtlich ihrer Effizienz, Spezifitdt und Sicherheit kdnnten einerseits autonom-regulierende
gewebespezifische Promotoren, die durch endogene proinflammatorische Stimuli induziert
werden, beitragen. Mit solchen Strategien (transkriptionelles Targeting) konnte eine physio-
logisch-regulierte Transgenexpression in Abhédngigkeit vom Entziindungsstatus sichergestellt
werden (Evans et al. 2009). Entsprechende Ansdtze auf dem Gebiet der RA-Gentherapie
wurden bereits in der Literatur beschrieben (Miagkov et al. 2002; van de Loo et al. 2004;
Geurts et al. 2009). Andererseits konnte der FAD-Vektortropismus fiir Synovialzellen, wie
schon erldutert wurde, durch Modifikationen der adenoviralen Fiberproteine erhoht werden
(transduktionales Targeting) und den weiteren Weg hin zu einer klinischen Anwendung ebnen

(Goossens et al. 2001; Bakker et al. 2001; Toh et al. 2005).
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7. Anhang

7.1 Zusammenfassung

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische, progressive und systemische Autoimmun-
erkrankung, in deren Zentrum das dauerhaft entziindete Synovialgewebe der Gelenke steht.
Aufgrund vielfiltiger Knochen- und Knorpel-destruierender Prozesse kommt es zu irrever-
siblen Funktionalititsverlusten der betroffenen Gelenke. Eine tragende Rolle bei der
Ausprigung der klinischen Manifestationen wird dabei der exzessiven Synthese des
proinflammatorischen Cytokins IL-1 zugesprochen. Dessen Aktivitdt kann durch kompetitive
Blockade des IL-1 Rezeptors Typ I mit dem natiirlich vorkommenden, antiinflammatorischen
IL-1 Rezeptorantagonisten (IL-1Ra) inhibiert werden. Der Cytokin-blockierende Therapie-
ansatz mit Anakinra, einem rekombinant hergestellten IL-1Ra, konnte die pharmakologischen
Behandlungsmdglichkeiten der RA seit 2001 wesentlich erweitern. Gleichwohl erfordern die
geringen Halbwertszeiten von IL-1Ra regelméBige subkutane Injektionen, um hinreichende
therapeutische Wirkstoffspiegel im Patienten aufrecht zu erhalten. Vor diesem Hintergrund
bieten somatische Gentherapiekonzepte eine vielversprechende Alternative zu den konventio-
nellen Behandlungsstrategien bei der RA-Therapie. Ein IL-1Ra-Gentransfer ins Gelenk soll
die persistierende, lokale, endogene Synthese des therapeutischen IL-1Ra-Proteins
ermdglichen und ldsst in dieser Hinsicht eine nachhaltige Verbesserung der klinischen Symp-
tomatik erwarten. In dieser Arbeit wurden dafiir gentherapeutische Foamyvirus-Adenovirus-
Hybridvektoren (FAD) zur Expression des IL-1Ra entwickelt und die Funktionalitdt der
Konstrukte evaluiert. Die Vektoren sollten die effizienten adenoviralen Transduktions-
mechanismen mit dem Potential der foamyviralen somatischen Integration filir einen direkten
in vivo Gentransfer kombinieren. Das System besteht aus einem adenoviralen Hochkapazitéts-
vektor vom Serotyp 5, der eine selbstinaktivierende PFV-Vektorkassette unter Kontrolle des
Reversen Tetracyclin Transaktivator Systems (Tet-On) enthilt. In FAD-transduzierten Zellen
wurde die funktionelle Induzierbarkeit der PFV-Vektorexpression nachgewiesen und die
Kinetik der PFV-Partikelfreisetzung charakterisiert. Nach Induktion der PFV-Vektorkassette
konnte in FAD-transduzierten Zellen ein langfristig-stabiler IL-1Ra-Gentransfer gezeigt
werden. Ferner konnten protektive Effekte eines FAD-vermittelten IL-1Ra-Gentransfers im
Zellkulturmodell nachgewiesen werden. Tierexperimentelle Untersuchungen zeigten eine
erfolgreiche Transduktion von Synovialzellen nach intraartikuldrer Applikation von FAD-
Vektoren. Das Tetracyclin-regulierbare Hybridvektorsystem zur Expression des IL-1Ra, das
in der vorliegenden Arbeit geschaffen wurde, konnte zukiinftig die Basis fiir ein effektives

Werkzeug zum intraartikuldren Gentransfer in der klinischen Praxis bieten.
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7.2 Summary

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, progressive and systemic autoimmune disease,
characterized by invasive synovial hyperplasia. Several inflammatory cartilage- and bone-
destroying processes lead to an irreversible loss of joint functionality. The excessive synthesis
of the pro-inflammatory cytokine IL-1 has been implicated as a primary mediator of
pathology in RA. The activity of IL-1 is initiated upon binding to the IL-1 receptor type I and
can be inhibited by the naturally occurring anti-inflammatory IL-1 receptor antagonist
(IL1-Ra) protein. The cytokine-blocking therapeutic approach with anakinra, a recombinant
form of IL-1Ra, has significantly improved the pharmacological treatment of RA since 2001.
Nevertheless, due to the short half-life of IL-1Ra, repeated subcutaneous injections are
required to maintain therapeutic concentrations in the patient. Thus, somatic gene therapy
may offer a promising alternative to conventional therapeutic strategies for treating RA.
Following gene delivery of IL-1Ra, it may be expected that a sustained improvement of
clinical symptoms is achievable due to the endogenous cellular synthesis and local secretion
of the therapeutic IL-1Ra protein. In this work, foamy virus-adenovirus hybrid vectors (FAD)
were developed for the expression of IL-1Ra and the functionality of the constructs was
evaluated. The hybrids combine the high transduction efficiency of adenovirus vectors with
the integrative potential provided by prototype foamy virus (PFV) vectors, for direct in vivo
gene transfer. In the system, a complete expression cassette for self-inactivating PFV vectors,
which is under the control of the tetracycline-dependent regulatory system (Tet-On), was
inserted into the backbone of a serotype 5-based high-capacity adenoviral vector. In FAD-
transduced cells, the induction of the PFV vector cassette was demonstrated and the release of
secondary infectious PFV vectors was characterized. After the induction of the PFV vector
cassette in FAD-transduced cells, a stable long-term ILI1-Ra expression was shown.
Furthermore, the anti-inflammatory potential of the FAD-mediated IL-1Ra gene transfer was
successfully evaluated in a cell culture model. Animal studies indicated successful
transduction of cells in the synovium after intra-articular application of FAD-vectors. The
tetracycline-inducible hybrid vector system for the expression of IL-1Ra, which was created
in the present work, may provide the future basis for an effective tool for intra-articular gene

transfer in clinical settings.
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