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4 Ergebnisse 

 

4.1 Etablierung und Optimierung des rAAV-vermittelten Gentargetings 

 

Ziel des rAAV-vermittelten Gentargetings ist die Korrektur einer Mutation über Homologe 

Rekombination gezielt am Genort, wobei das korrigierte Gen unter der Kontrolle des endogenen 

Promotors verbleibt. In dieser Arbeit wurde das rAAV-vermittelte Gentargeting als 

Modellsystem für die Analyse verschiedener Parameter, wie der Vektor-Dosis, der rAAV-

Vektorarchitektur und der Zelllinie verwendet. Aufgrund früherer Beobachtungen, denen zufolge 

die Position der korrekten Nukleotide innerhalb der rAAV-Donor-DNA und die Länge der 

Homologiearme entscheidend für die Frequenz des HR-gestützten Gentargetings sind (63), 

wurden zwei rAAV-vermittelte Gentargeting-Systeme unabhängig voneinander etabliert.  

 

4.1.1 Herstellung von Zelllinien mit einem integrierten Ziellokus 

 

In beiden Systemen lag ein mutiertes egfp-Gen (Deletion bzw. Insertion) vor, das korrigiert 

werden sollte. Für die Korrektur der jeweiligen Mutation wurden sowohl der Donorvektor als 

auch die Endonukleasen (I-SceI, ZFNs), für das Einführen eines DSBs, als rAAV2-Vektoren in 

die Zelle geschleust. Hintergrundgedanke der Entwicklung von zwei rAAV-vermittelten 

Gentargeting-Systemen war, den Einfluss der rAAV-Vektorarchitektur auf das Gentargeting zu 

analysieren. Dafür wurde die korrekte Nukleotidsequenz innerhalb der rAAV-Donor-DNA 

unterschiedlich positioniert. Im Gentargeting-System “L∂G” lag die korrekte Nukleotidsequenz 

in der Mitte des rAAV-Donorvektors (zentrisch) (Abb. 9 A), während im Gentargeting-System 

“mG” die korrekte Nukleotidsequenz am 5`-Ende des rAAV-Donors (azentrisch) lokalisiert war 

(Abb. 9 B). 

Der Ziellokus LacZs31∂GFPINwpre des rAAV-vermittelten Gentargeting-Systems “L∂G” 

wurde mittels eines retroviralen Vektors in die Zellen eingebracht (29). Der Ziellokus bestand aus 

einem mutierten egfp-Gen und einem funktionellen lacZ-Gen (Abb. 9) unter der Kontrolle des 

LTR (long terminal repeat) des Maus-Leukämie Virus (MLV). Die Mutation beruhte auf einer 

Deletion der ersten 33 bp des egfp-Gens, die zu einer Leserasterverschiebung führte. Der 

Nachweis des integrierten Ziellokus “L∂G” erfolgte mit Hilfe des lacZ-Gens über eine LacZ-

Färbung (Kapitel 3.1.3). Zwischen den beiden Genen befanden sich die Erkennungssequenz für 

die I-SceI-Endonuklease sowie die DNA-Bindungsstellen für die Zinkfingernukleasen GZF1-N 

und GZF3-N (171).  
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Der Ziellokus cmvGFP_31iNwpre des Gentargeting-Systems “mG” wurde mittels eines 

lentiviralen Vektors in die Zellen geschleust. Die Mutation des egfp-Gens beruhte auf einer 

Insertion von 34 bp, die die Erkennungssequenz der I-SceI-Endonuklease und die DNA-

Bindungsstellen für die Zinkfingernukleasen GZF1-N und GZF3-N umfasste. Diese Insertion 

führte zudem zu einer Leserasterverschiebung innerhalb des egfp-Gens. Die U3-Regionen 

innerhalb der LTRs des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) lagen deletiert vor. Das mutierte 

egfp-Gen befand sich unter der Kontrolle eines internen CMV-Promotors.  

Zusätzlich zur Leserasterverschiebung lagen in beiden Systemen drei Stop-Codons im Ziellokus 

vor. Ein Neomyzin-Phosphotransferase-Gen (neo) ermöglichte die Selektion der Zellen, die einen 

integrierten Ziellokus trugen. Das neo-Gen wurde über eine interne Ribosomen-Eintrittsstelle 

(IRES) transkriptionell mit der egfp-Kassette verbunden.  

Zudem sollte der Einfluss der Zelllinie auf das rAAV-vermittelte Gentargeting untersucht 

werden. Für diese Analyse wurden zu Beginn der Arbeit unterschiedliche Zelllinien (HEK293,   

U-2 OS, HeLa und HT-1080) mit dem jeweiligen integrierten Ziellokus hergestellt (Zielzellen). 

Die Zielzellen des zentrischen Systems wurden mit „L∂G“ (LacZ∂GFP) abgekürzt und die 

Zielzellen des azentrischen Systems mit „mG“ (mutiertes GFP), (Bsp.: U2OS-L∂G, U2OSmG) 

(Abb. 9 A und B). Für die Experimente wurden polyklonale Zielzellen verwendet, um 

Positionseffekte zu verhindern. Das bedeutet, dass der integrierte Ziellokus an verschiedenen 

Orten im Wirtsgenom integriert vorlag. 
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A                                                                            B 

 
 
Abb. 9: Schema der rAAV-vermittelten Gentargeting-Systeme I+II 
A) Gentargeting-System “L∂G” (zentrisch): Der integrierte Ziellokus (ZL) besteht aus einem 
funktionellen lacZ-Gen und einem deletierten egfp-Gen. Zwischen den beiden Genen (rote Sequenz) 
befindet sich eine I-SceI-Schnittstelle (schwarzes Kästchen) und zwei Bindungsstellen für die 
Zinkfingernukleasen GZF1-N und GZF3-N (Pfeile). Drei Stop-Codons (Striche) und eine 
Leserasterverschiebung verhindern zusätzlich die Translation des LacZ-EGFP-Fusionsproteins. Nach der 
HR (Kreuze) mit dem rAAV-Donorvektor erfolgt die Expression des LacZ-EGFP-Fusionsproteins vom 
MLV-LTR Promotor aus. Die korrekte Nukleotidsequenz liegt zentrisch (*) im Donorvektor vor.          
B) Gentargeting-System “mG” (azentrisch): Der integrierte Ziellokus besteht aus einem mutierten 
egfp-Gen. Die Mutation basiert auf einer Insertion, die eine I-SceI Schnittstelle und die Bindungsstelle für 
GZF1-N und GZF3-N (Pfeile) umfasst. Drei Stop-Codons (Striche) und eine Leserasterverschiebung 
verhindern zusätzlich die Translation des EGFP-Proteins. Nach HR (Kreuze) mit dem rAAV-
Donorvektor erfolgt die Expression des korrigierten egfp-Gens vom CMV-Promotor aus. Die korrekte 
Nukleotidsequenz liegt azentrisch (*) im Donorvektor vor. Die homologen Sequenzen des Donors und 
die der I-SceI Endonuklease (hier nicht gezeigt) liegen in einem rAAV-Vektor verpackt vor. 
LTR, long terminal repeat des Maus-Leukämie-Virus; CMV, Promotor des Zytomegalievirus; SV40, 
Promotor des Simianen Virus 40. IRES, interne ribosomale Eintrittsstelle; Neo, Neomyzin-
Phosphotransferase-Gen; pA, Poly-A-Sequenz; wpre, posttranskriptionelles Regulatorelement des 
Woodchuck  Hepatitis-Virus.*: Position der korrekten Nukleotidsequenzen. 
 

Für das rAAV-vermittelte Gentargeting-Systems “L∂G” wurden ausschließlich Zelllinien 

verwendet, die zu 100% eine Blaufärbung aufwiesen (Abb. 10). Da im Gentargeting-System 

“mG” auf ein zusätzliches lacZ-Markergen verzichtet wurde und somit ein Nachweis des 

integrierten Ziellokus über eine LacZ-Färbung nicht möglich war, wurden die Zellen nach der 

Transduktion mit dem lentiviralen Vektor solange selektioniert (in der Regel 2-3 Wochen nach 

der Transduktion) bis keine toten Zellen unter dem Mikroskop zu beobachten waren.  

 

 

 

 

 

                        



Ergebnisse 

 
41 

                      A                                              B 

              
 

Abb. 10: Nachweis des integrierten Ziellokus  
Der Nachweis des integrierten Ziellokus „LacZ∂GFP“ wurde mit Hilfe einer X-Gal-Färbung 
nachgewiesen. Dafür wurden die HEK293-L∂G-Zellen (A) und die U2OS-L∂G-Zellen (B) an der 
Wachstumsunterlage fixiert und anschließend mit einer X-Gal-Lösung behandelt. Die Bildung des 
Indigofarbstoffes in den Zellen kommt durch die Spaltung des zugegebenen Substrats (X-Gal) durch die 
ß-Galaktosidase (lacZ-Genprodukt) zustande.  
 
Die Zellen des Systems “L∂G”  wiesen unter dem Mikroskop eine unterschiedliche Intensität der 

Blaufärbung auf (Abb. 10), die durch die unterschiedliche Morphologie der Zellen erklärt werden 

kann. Die HEK293-L∂G-Zellen sind im Gegensatz zu den großen flachen U2OS-L∂G-Zellen 

kleiner und kugeliger, weshalb sie im Mikroskop dunkler waren als die U2OS-L∂G-Zellen.  

 

4.1.2 Untersuchung der Vektordosis, der Zelllinie und des rAAV-SceI-Vektortyps auf 

die Gentargetingfrequenz 

 

Im folgenden Abschnitt sollte untersucht werden, ob die Vektordosis und der Zelltyp einen 

Einfluss auf das rAAV-vermittelte Gentargeting haben. Aufgrund früherer Studien, die eine 

Erhöhung der Transgenexpression durch die Verwendung von dsAAV-Vektoren belegen (111), 

entwickelte sich zudem die Frage, ob die Gentargetingfrequenz durch den Einsatz eines dsAAV-

SceI Vektors gesteigert werden könnte, da unmittelbar nach der Infektion die Expression der     

I-SceI-Endonuklease erfolgen kann. Somit würde relativ schnell die Endonuklease für das rAAV-

vermittelte Gentargeting zur Verfügung stehen. Deshalb wurde die I-SceI-Endonuklease als 

ssAAV-Vektor und als dsAAV-Vektor verpackt in die Zelle eingeführt. Der rAAV-Donor.REx 

wurde als ssAAV-Vektor appliziert.  

Für die Titrationsanalysen wurden die Zielzellen des Gentargeting-Systems „L∂G“ mit 

steigenden Mengen an rAAV-Donor und rAAV-SceI infiziert. Während des Experimentes 

wurden die rAAV-transduzierten Zellen nicht unter Selektion gestellt. Am 7. Tag nach der 

Transduktion erfolgte die phänotypische Analyse der Zellen im Durchflusszytometer. Dabei 

wurde die Korrektur des deletierten egfp-Gens anhand der EGFP-positiven Zellen ermittelt. Die 

Anzahl der rAAV-transduzierten Zellen wurde mit Hilfe des Markergens REx des rAAV-

Donorvektors über die Anzahl der REx-positiven Zellen bestimmt.  
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Abb. 11: Titration von ssAAV-SceI und rAAV-Donor.REx in U2OS-L∂G-Zellen 
Die Balken repräsentieren die Anzahl der EGFP-positiven Zellen und der REx-positiven Zellen in 
Abhängigkeit verschiedener Vektormengen an ssAAV-SceI und rAAV-Donor. Die Zellen wurden mit 
unterschiedlichen Mengen an gp rAAV/Zelle infiziert und am 7. Tag nach der Infektion im 
Durchflusszytometer analysiert (n=3). Die Standardabweichungen sind in Form von Fehlerbalken 
angegeben. Die Sterne (,) weisen zum einen auf einen signifikanten Unterschied in der 
Gentargetingfrequenz zum nicht stimulierten Gentargeting (Donor allein, 1. Säule) und zum anderen auf 
eine signifikante Zunahme der Transduktionsfrequenz in Abhängigkeit der rAAV-Donormenge hin.           
(: P < 0,05,: P < 0,005). gp: genomische Partikel. 
 
 

 
Abb. 12: Titration von dsAAV-SceI und rAAV-Donor.REx in U2OS-L∂G-Zellen 
Die Balken repräsentieren die Anzahl der EGFP-positiven Zellen und der REx-positiven Zellen in 
Abhängigkeit verschiedener Vektormengen an dsAAV-SceI und rAAV-Donor. Die Zellen wurden mit 
unterschiedlichen Mengen an gp rAAV/Zelle infiziert und am 7. Tag nach der Infektion im 
Durchflusszytometer analysiert (n=3). Die Standardabweichungen sind in Form von Fehlerbalken 
angegeben. Die Sterne (,) weisen zum einen auf einen signifikanten Unterschied in der 
Gentargetingfrequenz zum nicht stimulierten Gentargeting (Donor allein, 1. Säule) und zum anderen auf 
eine signifikante Zunahme der Transduktionsfrequenz in Abhängigkeit der rAAV-Donormenge hin.           
(: P < 0,05,: P < 0,005). gp: genomische Partikel. 
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In Abwesenheit eines I-SceI-induzierten DSB konnte keine Korrektur des deletierten egfp-Gens in 

den U2OS-L∂G-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 11 und 12). In Gegenwart eines DSB stieg 

die Anzahl der EGFP-positiven Zellen bei beiden rAAV-SceI Vektoren signifikant um ein 600-

800faches an (P < 0,005). Bei 1x104 gp von ssAAV-SceI und 1x103 gp von rAAV-Donor pro 

Zelle wurde ein Maximum von 8% EGFP-positiven Zellen erreicht (Abb. 11). Bei der 

Verwendung von 1x104 gp von dsAAV-SceI und 1x103 gp von rAAV-Donor pro Zelle wurden 

7% der Zellen korrigiert (Abb. 12). Eine Erhöhung der rAAV-Donor Vektordosis von 3x103 gp 

auf 1x104 gp pro Zelle führte zu keiner weiteren Steigerung der Gentargetingfrequenz (Abb. 11 

und 12). Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass die I-SceI-Endonuklease, nicht aber der 

Donorvektor, der limitierende Faktor in dieser Zelllinie ist. 

Die Anzahl der REx-positiven Zellen nahm mit steigenden Mengen des rAAV-Donors 

signifikant zu (P < 0,005), wobei mit der höchsten Dosis von 1x104 gp an rAAV-Donor pro 

Zelle 90% der Zellen transduziert wurden (Abb. 11 und 12).   
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Abb. 13: Titration von ssAAV-SceI und rAAV-Donor.REx in HEK293-L∂G-Zellen 
Die Balken repräsentieren die Anzahl der EGFP-positiven Zellen und der REx-positiven Zellen in 
Abhängigkeit verschiedener Vektormengen an ssAAV-SceI und rAAV-Donor. Die Zellen wurden mit 
unterschiedlichen Mengen an gp rAAV/Zelle infiziert und am 7. Tag nach der Infektion im 
Durchflusszytometer analysiert (n=3). Die Standardabweichungen sind in Form von Fehlerbalken 
angegeben. Die Sterne (,) weisen zum einen auf einen signifikanten Unterschied in der 
Gentargetingfrequenz zum nicht stimulierten Gentargeting (Donor allein, 1. Säule) und zum anderen auf 
eine signifikante Zunahme der Transduktionsfrequenz in Abhängigkeit der rAAV-Donormenge hin.      
(: P < 0,05,: P < 0,005). gp: genomische Partikel. 
 
 

 
 

Abb. 14: Titration von dsAAV-SceI und rAAV-Donor.REx in HEK293-L∂G-Zellen 
Die Balken repräsentieren die Anzahl der EGFP-positiven Zellen und der REx-positiven Zellen in 
Abhängigkeit verschiedener Vektormengen an dsAAV-SceI und rAAV-Donor. Die Zellen wurden mit 
unterschiedlichen Mengen an gp von rAAV/Zelle infiziert und am 7. Tag nach der Infektion im 
Durchflusszytometer analysiert (n=3). Die Standardabweichungen sind in Form von Fehlerbalken 
angegeben. Die Sterne (,) weisen zum einen auf einen signifikanten Unterschied in der 
Gentargetingfrequenz zum nicht stimulierten Gentargeting (Donor allein, 1. Säule) und zum anderen auf 
eine signifikante Zunahme der Transduktionsfrequenz in Abhängigkeit der rAAV-Donormenge hin.      
(: P < 0,05,: P < 0,005). gp: genomische Partikel. 
 



Ergebnisse 

 
45 

In den HEK293-L∂G-Zellen wurde in Gegenwart des rAAV-Donors eine Gentargetingfrequenz 

von 0,02% erreicht. In Gegenwart des ssAAV-SceI Vektors stieg die Gentargetingfrequenz 

signifikant auf 0,8% bzw. beim dsAAV-SceI Vektor auf 1,2% an (P < 0,005) (Abb. 13 und 14). 

Dabei wurde eine Steigerung der Gentargetingfrequenz in Abhängigkeit der Vektordosis beider 

rAAV-Vektoren beobachtet. Die höchsten Gentargetingfrequenzen wurden in Gegenwart der 

höchsten Vektordosen von 1x104 gp/Zelle für den rAAV-Donor und ssAAV-SceI erreicht.  

Die Anzahl REx-positiver Zellen nahm signifikant mit steigenden Mengen an rAAV-Donor zu, 

wobei die höchste Transduktionsfrequenz bei 0,95% lag (P < 0,05). Zudem konnte ein Anstieg 

der REx-positiven Zellen bei einer Erhöhung der rAAV-SceI Dosis beobachtet werden. Eine 

Erklärung dafür gibt es derzeit nicht.   

Zusammenfassend ließ sich beobachten, dass für das rAAV-vermittelte Gentargeting in beiden 

Zelllinien Vektordosen bis zu 1x104 gp rAAV pro Zelle benötigt wurden, um die höchsten 

Gentargetingfrequenzen zu erzielen. Dabei war in den U2OS-L∂G-Zellen die Menge an rAAV-

SceI ausschlaggebend für die Erhöhung der Gentargetingfrequenz, während in den HEK293-

L∂G-Zellen die Gentargetingfrequenz sowohl von der Menge des rAAV-SceI Vektors als auch 

des rAAV-Donorvektors abhängig war. In beiden Zelllinien konnten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen ssAAV-SceI und dsAAV-SceI hinsichtlich der Gentargetingfrequenzen 

festgestellt werden. Es wurden jedoch Unterschiede in der Gentargetingfrequenz und der 

Transduktionsfrequenz zwischen beiden verwendeten Zelllinien festgestellt. In den U2OS-L∂G-

Zellen wurden mit der höchsten Dosis an rAAV-Donor bis zu 90% der Zellen transduziert im 

Vergleich zu 0,9% bei den HEK293-L∂G-Zellen. Dies bedeutet, dass die Transduktionsfrequenz 

in U2OS-L∂G-Zellen um ein 100faches höher war als in den HEK293-L∂G-Zellen. Zudem 

konnte in den U2OS-L∂G-Zellen eine 8fach höhere Gentargetingfrequenz in den HEK293-

L∂G-Zellen nachgewiesen werden.  

 

4.1.3 Kinetik des rAAV-vermittelten Gentargetings in verschiedenen Zielzellen 

 

Im Hinblick auf zukünftige therapeutische Anwendungen eines solchen rAAV-vermittelten 

Gentargeting-Systems ist die Stabilität eines Gentargetingereignisses und somit die 

Langzeitexpression des korrigierten Gens von großer Bedeutung. Aus diesem Grund wurde die 

Gentargetingfrequenz über einen längeren Zeitraum nach der Transduktion beobachtet. Für die 

Kinetikstudie wurden U2OS-L∂G- und HEK293-L∂G-Zellen mit den höchsten Mengen an 

rAAV-SceI und rAAV-Donor (je 1x104 gp/Zelle) infiziert und im Abstand von 7 Tagen über 

einen Zeitraum von 30 bzw. 36 Tagen nach der Infektion mittels Durchflusszytometrie 

analysiert. Während des Experimentes wurden die Zellen nicht unter Selektion gestellt. 
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Abb. 15: Kinetik des rAAV-vermittelten Gentargetings in U2OS-L∂G-Zellen 
Die Graphen repräsentieren die Anzahl der EGFP- und REx-positiven Zellen über einen Zeitraum von 
36 Tagen. Für die Infektion wurden die Zellen mit 1x104 gp von ssAAV-SceI bzw. dsAAV-SceI 
Vektor/Zelle infiziert und im Abstand von 7 Tagen im Durchflusszytometer untersucht (n=3). Während 
des Versuches wurden die Zellen nicht unter Selektion gestellt. Der Ansatz „mock“ gibt die nicht 
infizierten Zellen an. Die Standardabweichungen sind in Form von Fehlerbalken angegeben.  

 

 
 
Abb. 16: Kinetik des rAAV-vermittelten Gentargetings in HEK293-L∂G-Zellen 
Die Graphen repräsentieren die Anzahl der EGFP-positiven Zellen und der REx-positiven Zellen über 
einen Zeitraum von 30 Tagen. Für die Infektion wurden die Zellen mit 1x104 gp von ssAAV-SceI bzw. 
dsAAV-SceI Vektoren infiziert und im Abstand von 7 Tagen im Durchflusszytometer untersucht (n=3). 
Während des Versuches wurden die Zellen nicht unter Selektion gestellt. Der Ansatz „mock“ gibt die 
nicht infizierten Zellen an. Die Standardabweichungen sind in Form von Fehlerbalken angegeben.  
 

In beiden Zelllinien konnte eine signifikante Abnahme der REx-positiven Zellen über den 

Beobachtungszeitraum festgestellt werden (P < 0,005), wobei ab dem 21. Tag ein konstantes 

Level erreicht wurde (Abb.15 und 16). Dabei sank in den U2OS-L∂G-Zellen die Anzahl der 

REx-positiven Zellen signifikant von 90% bis auf 30% ab (P < 0,005) (Abb. 15). In den 

HEK293-L∂G-Zellen konnte ebenfalls eine signifikante Abnahme der REx-positiven Zellen von 

1,7% bis auf 0,2% (P < 0,005) vom Tag 7 zum Tag 30 festgestellt werden (Abb. 16). Die Anzahl 

der EGFP-positiven Zellen blieb in den U2OS-L∂G-Zellen über den Beobachtungszeitraum 

stabil, wohingegen in den HEK293-L∂G-Zellen eine signifikante Abnahme der EGFP-positiven 
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Zellen vom 7. Tag bis zum 30. Tag nach der rAAV-Transduktion festgestellt werden konnte                

(P < 0,005).  

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass die Anzahl der EGFP-positiven Zellen in 

den U2OS-L∂G-Zellen über einen Zeitraum von mindestens 36 Tagen unter nicht selektiven 

Bedingungen stabil blieb, wohingegen in den HEK293-L∂G-Zellen eine Abnahme der EGFP-

positiven Zellen beobachtet werden konnte, was vermutlich auf einen stillgelegten endogenen 

LTR-Promotor zurückgeführt werden kann.  

Aufgrund dieser gewonnen Daten wurden die folgenden Experimente in den U2OS-L∂G-Zellen 

durchgeführt, wobei die höchste Dosis von 1x104 gp/Zelle pro rAAV-Vektor verwendet wurde.  
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4.1.4 Einfluss der Homologielänge zwischen dem mutierten Ziellokus und dem rAAV-

Donorvektor 

 

Neben der Vektordosis und des Zelltyps scheint die Homologielänge zwischen dem mutierten 

Ziellokus und dem rAAV-Donorvektor ein weiterer wichtiger Parameter hinsichtlich der 

Gentargetingeffizienz zu sein. Eine Studie von Hirata und Russell belegt, dass die 

Gentargetingfrequenz verbessert werden kann, wenn die gesamte Homologielänge zwischen dem 

mutierten Ziellokus und dem rAAV-Donor bei 3-4 kb liegt (63). Um dieser Frage nachzugehen, 

wurden im folgenden Experiment rAAV-Donorvektoren hergestellt, deren Homologielängen 

zum Ziellokus variierten. Diese wurden hinsichtlich ihrer Gentargetingfrequenzen miteinander 

verglichen (Abb. 17). Bis auf den Donor D-ZgfpiNwpre, mit der längsten Homologiesequenz 

(4,2 kb), verfügten alle Donorvektoren über eine Gesamthomologielänge von 2,1 kb. Dabei 

befanden sich der kurze Homologiearm (654 bp) am 5`-Ende und der lange Homologiearm     

(1,5 kb) am 3`-Ende der Vektoren. Zudem besaßen zwei dieser Vektoren, D-ZgfpSV40.REx und    

D-ZgfpCMV.REx, ein zusätzliches Markergen (REx) unter der Kontrolle eines CMV-Promotors 

respektive eines SV40-Promotors. Es wurden U2OS-L∂G-Zellen mit 1x104 gp rAAV-Donor und 

rAAV-SceI pro Zelle infiziert und am 10. Tag nach der Transduktion mittels 

Durchflusszytometrie analysiert.  
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          A 

 
            
            B 

 
 

Abb. 17: Einfluss der Vektorarchitektur auf die Gentargetingfrequenz 
A) Schema des Ziellokus (ZL) und der rAAV-Donorvektoren (D). Die Homologe Rekombination 
zwischen dem mutierten Ziellokus (ZL) und dem rAAV-Donor ist in Form von Kreuzen dargestellt.       
B) Titration in U2OS-L∂G-Zellen. Die Balken repräsentieren die Anzahl der EGFP- und REx-positiven 
Zellen. Für die Titration wurden die Zellen mit rAAV-Donorvektoren unterschiedlicher Homologielänge 
(1x104 gp/Zelle) in Gegenwart von ssAAV-SceI (1x104 gp/Zelle) infiziert und am 10. Tag nach der 
Transduktion im Durchflusszytometer analysiert. Der Stern weist auf einen signifikanten Unterschied der 
Gentargetingfrequenzen der Donorvektoren D-ZgfpiNwpre, D-ZgfpCMV.REx und D-ZgfpSV40.REx 
zur Gentargetingfrequenz des Donorvektors D-Zgfp hin (: P < 0,05). CMV, Promotor des 
Zytomegalievirus; IRES, interne Ribosomen-Eintrittsstelle; LTR, long terminal repeat des Maus-Leukämie-
Virus; Neo, Neomyzin-Phosphotransferase-Gen; pA, Poly-A-Sequenz, SV40, Promotor des Simianen 
Virus 40; wpre, posttranskriptionelles Element aus dem Woodchuck  Hepatitis-Virus.  
 

In Abwesenheit eines I-SceI-stimulierten DSB konnte keine Korrektur des mutierten egfp-Gens 

nachgewiesen werden. In Gegenwart eines DSB wurde unter Verwendung des kurzen Donors 

D-Zgfp die höchste Gentargetingfrequenz mit 7% erzielt. Die Donorvektoren, die ein 

zusätzliches Markergen trugen, erzielten mit 3,5% und 4% signifikant geringere 

Gentargetingfrequenzen als der Donor D-Zgfp (P < 0,05). Der rAAV-Donor D-ZgfpiNwpre 

mit der längsten Homologielänge zeigte die niedrigste Gentargetingfrequenz mit 1%. Im 
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Gegensatz zum CMV-getriebenen REx wurde in Gegenwart des SV40-Promotors eine höhere 

Transduktionsfrequenz erreicht, wobei in Gegenwart von rAAV-SceI die Anzahl der REx-

positiven Zellen bei beiden Vektoren abnahm. Eine Erklärung dafür gibt es derzeit nicht. Dabei 

konnte für den Donor D-ZgfpCMV.REx eine Abnahme der REx-positiven Zellen um die Hälfte 

beobachtet werden, wohingegen die Anzahl der REx-positiven Zellen beim Donor D-

ZgfpSV40.REx um 10% niedriger war  (Abb. 17).  

Es wurde gezeigt, dass ein Donorvektor mit einer Homologielänge von 2,1 kb eine höhere 

Gentargetingfrequenz erzielte als ein Donorvektor mit einer Homologielänge von 4,2 kb. Es 

kann dabei nicht ausgeschlossen werden, dass diese Beobachtung ausschließlich auf die 

Homologielänge zurückgeführt werden kann. Es wäre denkbar, dass andere Faktoren in diesem 

Zusammenhang eine wichtige Rolle spielen. Überdies wurde gezeigt, dass die 

Gentargetingeffizienz in Gegenwart eines zusätzlichen Markergens im Vektor niedriger war. Aus 

diesem Grund wurde für die folgenden Experimente des Gentargeting-Systems “L∂G” der 

Donor D-Zgfp mit der kürzeren Homologie und keinem zusätzlichen Markergen verwendet. 

 

4.1.5 Vergleich von rAAV-Kombivektoren und rAAV-Einfachvektoren  

 

Um den Einfluss der Vektorarchitektur genauer zu analysieren, wurde das Gentargeting-System 

“mG” verwendet. Im Gegensatz zum vorigen Gentargeting-System “L∂G” lag die korrekte 

Nukleotidsequenz innerhalb des rAAV-Donors nicht mittig sondern azentrisch vor (Abb. 9).  

Die Aufnahme von AAV erfolgt über eine rezeptorvermittelte Endozytose (8). Dies hat zur 

Folge, dass bei der Verwendung von zwei oder mehreren rAAV-Vektoren mehr Rezeptoren auf 

der Zelloberfläche besetzt werden als bei einer Infektion mit einem Vektor. Dadurch könnte die 

Transduktionsfrequenz negativ beeinflusst werden. Um möglichst viele Viruspartikel in die Zelle 

schleusen zu können und gleichsam eine möglichst hohe Gentargetingfrequenz zu erzielen, 

wurden rAAV-Kombivektoren konstruiert, die sowohl für die homologe Donorsequenz als auch 

für die Sequenz der I-SceI-Endonuklease kodierten (Abb.18 A). Als Kontrolle wurde ein rAAV-

Vektor konstruiert, bei dem die I-SceI-Kassette gegen die REx-Kassette ausgetauscht wurde 

(Abb.18 A). Zudem wurde ein Donorvektor ohne Markergen und ohne I-SceI-Kassette 

hergestellt (D-∂GFPiN).  

Die U2OSmG-Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen an rAAV (1x103 bzw. 1x104 

gp/Zelle) infiziert. Für einen Vergleich von rAAV-Kombi- und Einfachvektoren wurden in 

einem Parallelansatz eine Koinfektion mit den zwei rAAV-Vektoren, rAAV-SceI und rAAV-

Donor, durchgeführt. 



Ergebnisse 

 
51 

                  A   

 

                    B                                               C 

 

                    D                                              E 

 
Abb. 18: Vergleich von rAAV-Kombi- und Einfachvektoren 
A) Schema des Ziellokus (ZL) und der rAAV-Kombi- und rAAV-Einfachvektoren des Gentargeting-
Systems “mG”. Die Homologe Rekombination zwischen dem mutierten Ziellokus (ZL) und dem rAAV-
Donor ist in Form von Kreuzen dargestellt. B, C, D, E) Kinetik in U2OSmG-Zellen. Die Graphen 
repräsentieren die Anzahl der EGFP- und REx-positiven Zellen über einen Zeitraum von 38 Tagen. Die 
Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen (1x103 bzw. 1x104 gp/Zelle) an rAAV-Kombi- und rAAV-
Einfachvektoren infiziert (n=3) und wöchentlich mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die 
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben. B) Infektion mit dem Kombivektor rAAV-
∂GFP.SceI. C) Koinfektion mit rAAV-SceI und dem Donorvektor rAAV-∂GFPIN ohne Markergen. D, 
E) Koinfektion mit rAAV-SceI und dem Donorvektor rAAV-∂GFP.REx mit Markergen. CMV, 
Promotor des Zytomegalievirus; pA, Poly-A-Sequenz, SV40, Promotor des Simianen Virus 40; IRES, 
interne Ribosomen-Eintrittsstelle; Neo, Neomyzin-Phosphotransferase-Gen; wpre, posttranskriptionelles 
Element aus dem Woodchuck Hepatitis-Virus.  
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Mit der höchsten Vektordosis (1x104 gp/Zelle) des Kombivektors rAAV-∂GFP.SceI wurden 

65% der Zellen korrigiert (Abb. 18 B), während bei der Koinfektion mit rAAV-∂GFPiN und 

rAAV-SceI 25% der Zellen korrigiert wurden (Abb. 18 C). Die Verwendung des REx-

kodierenden Donorvektors rAAV-∂GFP.REx in Kombination mit rAAV-SceI führte mit den 

höchsten Vektordosen zu einer Gentargetingfrequenz von 5% (Abb. 18 D). Die Korrektur des 

mutierten egfp-Gens blieb über den zeitlichen Beobachtungszeitraum von 38 Tagen bei allen 

Infektionsansätzen stabil. Im Vergleich dazu sank die Anzahl der REx-positiven Zellen ab dem 

14. Tag bis auf ein konstantes Level ab (Abb. 18 E), was bereits zuvor beobachtet werden konnte 

(Abb. 15).  

Um den Einfluss der Zelllinie auf das rAAV-vermittelte Gentargeting mittels Kombivektoren 

genauer zu analysieren wurden im folgenden Versuch verschiedene Zelllinien (HT1080mG und 

HeLamG) mit der höchsten Vektordosis (1x104 gp/Zelle) an rAAV-∂GFP.SceI infiziert. Die 

Analyse der EGFP- und REx-positiven Zellen erfolgte im Abstand von 7 Tagen über einen 

Beobachtungszeitraum von 38 Tagen.  

 

              A                                                   B 

 
 

Abb. 19: Einsatz von rAAV-Kombivektoren in verschiedenen Zielzellen  
Die Graphen repräsentieren die Anzahl der EGFP-positiven Zellen (A) und der REx-positiven Zellen (B) 
über einen Zeitraum von 38 Tagen. Die Zellen (HeLamG- und HT1080mG-Zellen) wurden mit jeweils 
1x104 gp rAAV infiziert (n=3) und wöchentlich mittels Durchflusszytometrie analysiert. Für die 
Korrektur des mutierten egfp-Gens wurden der Kombivektor rAAV-∂GFP.SceI und als Kontrolle der 
Vektor rAAV-∂GFP.REx verwendet. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben. 
 

Die höchste Menge an rAAV-∂GFP.SceI führte in den HeLamG- und den HT1080mG-Zellen 

zu Gentargetingfrequenzen von 5% (Abb. 19 A). Für den Nachweis der rAAV-Transduktion 

wurde der Kontrollvektor rAAV-∂GFP.REx verwendet. In beiden Zelllinien sank die Anzahl der 

REx-positiven Zellen innerhalb von 10 Tagen unter 1% ab (Abb. 19 B), was bereits im rAAV-

vermittelten Gentargeting-System “L∂G” beobachtet werden konnte.  
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Anhand der vorliegenden Daten konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der EGFP-positiven 

Zellen in U2OSmG-Zellen mit 65% um ein 13faches höher war, als in HeLamG- und 

HT1080mG-Zellen. Beim Vergleich der Gentargetingeffizienz von rAAV-Kombi- und 

Einfachvektoren konnte beobachtet werden, dass mit zwei Einfachvektoren (rAAV-SceI und 

rAAV-Donor  D-∂GFPiN) eine signifikant geringere Gentargetingfrequenz von 25% erreicht 

wurde, als mit einem rAAV-Kombivektor  (Abb. 19 C) (P < 0,005), was auf eine Absättigung der 

AAV-Rezeptoren zurückgeführt werden könnte. Für die Berechnung des P-Wertes wurden die 

10-Tage-Werte der EGFP-positiven Zellen beider Ansätze miteinander verglichen. 

 

4.2 rAAV-vermitteltes Gentargeting mit Zinkfingernukleasen  

 

4.2.1 Titration und Kinetik des ZFN-stimulierten Gentargetings 

 

Im Hinblick auf zukünftige klinische Anwendungen eines rAAV-vermittelten Gentargeting-

Systems ist der Einsatz der I-SceI-Endonuklease für die Stimulation der HR limitiert, da eine 

Erkennungssequenz für I-SceI im menschlichen Genom sehr selten vorkommt. 

Zinkfingernukleasen, die speziell für jede Zielsequenz konstruiert werden können, stellen 

demnach eine gute Alternative dar.  

In Transfektionsexperimenten wurde gezeigt, dass spezifisch schneidende ZFNs zu einer 

Erhöhung der Gentargetingfrequenz führten. Jedoch ist nicht jede Zelllinie bzw. jedes Gewebe 

für eine Transfektion geeignet. AAV2-Vektoren können sowohl ruhende als auch sich teilende 

Zellen infizieren und sind daher gut geeignet, um ZFNs in die Zelle zu schleusen. Die 

verwendeten ZFNs GZF1-N.KV und GZF3-N.EA wurden zuvor durch Mutationen in der 

FokI-Domäne (171) und weiteren Veränderungen (4) optimiert (Kapitel 1.1.1).  

Für die Kinetikstudien wurden U2OS-L∂G-Zellen und U2OSmG-Zellen mit verschiedenen 

Mengen der zwei rAAV-ZFNs und des rAAV-Donors infiziert (Abb. 17) und im Abstand von 7 

Tagen über einen Beobachtungszeitraum von 24 Tagen ausgewertet.  
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A                                                                      B                           

       
 

C                                                                      D 
        

 
 

Abb. 20: Kinetik des ZFN-stimulierten Gentargetings  
(A, B) Schema der Zielloki des Gentargeting-Systems „L∂G” (A) und „mG“ (B) sowie der rAAV-
Vektoren für das ZFN-stimulierte Gentargeting. Die Homologe Rekombination zwischen dem mutierten 
Ziellokus (ZL) und dem rAAV-Donor ist in Form von Kreuzen dargestellt. (C, D) Kinetik in U2OS-
L∂G-Zellen (C) und U2OSmG-Zellen (D). Die Graphen repräsentieren die Anzahl der EGFP-positiven 
Zellen über einen Zeitraum von 24 Tagen (C) bzw. 38 Tagen (D). Die Zellen wurden mit steigenden 
Mengen an rAAV-GZF1-N.KV und rAAV-GZF3-N.EA infiziert und wöchentlich mittels 
Durchflusszytometrie analysiert (n=3). Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt. 
CMV, Promotor des Zytomegalievirus; D, Donorvektor; IRES, interne Ribosomen-Eintrittsstelle; kZL, 
korrigierter Ziellokus Neo, Neomyzin-Phosphotransferase-Gen; pA, Poly-A-Sequenz; SV40, Promotor 
des Simianen Virus 40; wpre, posttranskriptionelles Element aus dem Woodchuck  Hepatitis-Virus.  
 
 
Mit den rAAV-ZFNs wurde eine maximale Gentargetingfrequenz von 2,5% am 3. Tag nach der 

Transduktion erreicht, wobei steigende Mengen an rAAV-ZFNs zu keiner weiteren Erhöhung 

der Gentargetingfrequenz führten (Abb. 20 C und D). Innerhalb der ersten 14 Tage konnte eine 

Abnahme der EGFP-positiven Zellen beobachtet werden. Anschließend stellte sich ein 

konstantes Niveau bei 1% ein (Abb. 20 C).  
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4.2.2 Nachweis des korrigierten egfp-Gens auf Genomebene 

 

Für den Nachweis des korrigierten egfp-Gens auf Genomebene wurden PCR-Analysen 

durchgeführt. Dafür wurden 300 ng genomische DNA aus U2OSmG-Zellen (38. Tag nach der 

rAAV-Transduktion) eingesetzt, die zuvor mit 1x104 gp rAAV-Vektor infiziert wurden.  

 
Abb. 21: Nachweis des korrigierten egfp -Gens mittels PCR auf genomischer Ebene  
Für die PCR wurde genomische DNA aus U2OSmG-Zellen verwendet, die mit 1x104 gp rAAV.GZF1-
N.KV, rAAV.GZF3-N.EA und rAAV-Donor pro Zelle infiziert wurden. Als Positivkontrolle wurde 
rAAV-Donor.SceI verwendet. Die DNA wurde am 38. Tag nach der Transduktion isoliert. Für die PCRs 
wurden 300 ng genomische DNA eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde genomische DNA aus nicht 
infizierten U2OSmG-Zellen (mock) verwendet. Für den Nachweis der HR wurden die schwarzen 
Primerpaare (#136/#559, #361/#559, Abb. 28) eingesetzt. Als Kontrolle wurde die Anzahl der 
gesamten Zielloki (ZL) über das rote Primerpaar #361/#237 (Abb. 28) nachgewiesen. Zusätzlich wurde 
DNA aus nicht-infizierten Zellen („mock“) eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden anschließend in einem 
Agarosegel aufgetrennt.  
 

Mit Hilfe der PCR-Analyse ließ sich ausschließlich die Korrektur des mutierten Gens in 

Gegenwart der I-SceI-Endonuklease nachweisen (Abb. 21). Für den Nachweis des Gentargetings 

mit Hilfe von rAAV-ZFNs konnte kein spezifisches PCR-Produkt nachgewiesen werden, da die 

Gentargetingfrequenz in diesen Ansätzen mit 1% unter der PCR-Nachweisgrenze lag.  

 

4.2.3 Expressionsanalyse der ZFNs nach rAAV-Transduktion 

 

Aufgrund der niedrigen Gentargetingfrequenzen des ZFN-stimulierten Gentargetings wurde eine 

Expressionsanalyse der rAAV-ZFNs durchgeführt. Dahinter stand die Vermutung, die 

Konzentration der ZFNs könnte für das Gentargeting zu niedrig sein.  

Für die Expressionsanalyse der rAAV-ZFNs wurden U2OSmG-Zelle mit 1x104 gp rAAV pro 

Zelle infiziert und am 3. Tag nach der Infektion geerntet. Als Kontrolle wurden gleiche Mengen 

an rAAV-SceI appliziert.  
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Abb. 22: Expressionsanalyse der ZFNs nach rAAV-Transduktion  
Für die Expressionsanalyse der ZFNs wurden U2OSmG-Zellen mit 1x104 gp an ssAAV-SceI, rAAV-
GZF1-N.KV und rAAV-GZF3-N.EA pro Zelle infiziert und am 3. Tag nach der Transduktion geerntet. 
Als Negativkontrolle wurden nicht infizierte U2OSmG-Zellen („mock“) geerntet. Pro Spur wurden       
100 µg Proteinlysat eingesetzt. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe eines HA-spezifischen Primärantikörpers. 
 

Mit Hilfe der Westernblot-Analysen konnte die Expression der ZFNs in rAAV-transduzierten 

U2OSmG-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 22). Dabei unterschieden sich die 

Expressionsstärken der ZFNs voneinander. Für GZF3-N.EA konnte eine stärkere Expression 

nachgewiesen werden als für GZF1-N.KV. Zudem wurde ein Größenunterschied zwischen den 

beiden ZFNs beobachtet, der bereits in früheren Studien beobachtet wurde (171). Als Kontrolle 

wurde die rAAV-SceI Endonuklease nachgewiesen. Das Proteinlysat aus nicht infizierten Zellen 

diente als Kontrolle.   

 

4.2.4 Feineinstellung der rAAV-ZFN Dosis für das ZFN-stimulierte Gentargeting 

 

Aufgrund der Beobachtung, dass die ZFNs nach der Infektion in unterschiedlichen 

Konzentrationsverhältnissen in der Zelle vorlagen, wurde eine Feineinstellung der ZFNs-

Mengen in Form einer Titrationsanalyse vorgenommen.  

Dafür wurden die U2OSmG-Zellen mit unterschiedlichen Mengen an rAAV-GZF1-N.KV und 

rAAV-GZF3-N.EA sowie rAAV.∂GFPiN infiziert und am 10. Tag nach der Transduktion 

mittels Durchflusszytometrie analysiert. 
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A                                                                 B 

 
Abb. 23: Titration der rAAV-ZFNs für das ZFN-stimulierte Gentargeting  
(A) Schema des Ziellokus und der rAAV-Vektoren für das ZFN-stimulierte Gentargeting. Die Homologe 
Rekombination zwischen dem mutierten Ziellokus (ZL) und dem rAAV-Donor ist in Form von Kreuzen 
dargestellt.  (B) Titration der rAAV-ZFNs in U2OSmG-Zellen. Die Balken repräsentieren die Anzahl der 
EGFP-positiven Zellen. Die Zellen wurden mit verschiedenen Mengen an rAAV.GZF1-N.KV und 
rAAV.GZF3-N.EA und rAAV-∂GFPiN infiziert und am 10. Tag nach der Infektion mittels 
Durchflusszytometrie analysiert (n=3). Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben. 
CMV, Promotor des Zytomegalievirus; kZL, korrigierter Ziellokus; IRES, interne Ribosomen-
Eintrittsstelle; Neo, Neomyzin-Phosphotransferase-Gen; pA, Poly-A-Sequenz; SV40, Promotor des 
Simianen Virus 40; wpre, posttranskriptionelles Element aus dem Woodchuck  Hepatitis-Virus. 
   

Bei einem Verhältnis der rAAV-ZFNs Mengen von 3:1 zwischen rAAV.GZF1-N.KV und 

rAAV.GZF3-N.EA wurde die höchste Gentargetingfrequenz von 10% erreicht (Abb. 23 B). Bei 

einem umgekehrten Verhältnis von 1:3 zwischen rAAV-GZF1-N.KV und rAAV-GZF3-N.EA 

wurden 6% der Zellen korrigiert. Gleiche rAAV-ZFN Mengen von 1x103  gp pro Zelle erzielten 

Gentargetingfrequenzen von 3%, während gleiche rAAV-ZFN Mengen von 3x103 gp pro Zelle 

zu 4% EGFP-positiven Zellen führten. Bei einer Erhöhung der rAAV-ZFN Vektordosis auf 

2x104 gp pro Zelle wurden niedrigere Gentargetingfrequenzen von 1,5% erreicht (Abb. 23 B), 

was auf ein zytotoxisches Problem der ZFNs hinweist.  

Zusammenfassend ließ sich zeigen, dass sowohl die Menge als auch das Mengenverhältnis der 

rAAV-ZFNs entscheidend für das ZFNs-stimulierte Gentargeting waren. Dabei führten hohe 

rAAV-ZFNs Vektordosen von ≥ 1x104 gp pro Zelle zu einer Abnahme der 

Gentargetingfrequenz.  
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4.3 Chancen/Risiko-Analyse des rAAV-vermittelten Gentargetings 

 

4.3.1 Bestimmung der Targe t ing Rat io mittels Durchflusszytometrie 

 

Um eine Aussage über das Verhältnis zwischen der Korrektur des Gens und der rAAV-

Zufallsintegration treffen zu können, wurde die Targeting Ratio als ein Chancen/Risiko-Faktor 

berechnet. Dieser Faktor lässt sich als Quotient aus der Anzahl der EGFP-positiven Zellen 

(Gentargeting) und der Anzahl der REx-positiven Zellen (zufällige Integration) am 36. Tag nach 

der rAAV-Transduktion der U2OS-L∂G-Zellen darstellen. Die verschiedenen Zielzellen wurden 

mit jeweils 1x104 gp von rAAV-SceI und rAAV-Donor pro Zelle infiziert und mittels der 

Durchflusszytometrie analysiert.  

 

 
Abb. 24: Durchflusszytometrische Bestimmung der Targe t in g Ra tio  für die U2OS-L∂G-Zellen  
Für die Berechnung der Targeting Ratio (EGFP-positive Zellen/REx-positive Zellen) wurden die Daten der 
Durchflusszytometrie am 36. Tag verwendet. Die Zellen wurden mit 10,000 gp rAAV/Zelle infiziert 
(n=3). Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben. 
 

Für den Ansatz mit dem Donorvektor wurde eine Targeting Ratio von 1:230 ermittelt (Abb. 24 A). 

Das bedeutet, dass ein Korrekturereignis pro 230 Zufallsintegrationsereignissen auftrat. In 

Gegenwart eines I-SceI-induzierten DSB wurde das Verhältnis zu Gunsten des Gentargetings auf 

1:5 verbessert (Abb. 24).  

 

4.3.2 Bestimmung der Targe t ing Rat io mittels Allel-spezifischer real- t ime  PCRs 

 

Mittels der phänotypischen Analyse der rAAV-transduzierten Zellen wurde eine Aussage über 

das Verhältnis eines Gentargetingereignisses gegenüber einer zufälligen rAAV-Integration 

getroffen. Um die mittels Durchflusszytometrie gewonnenen Daten auf Genomebene zu 

bestätigen, wurden Allel-spezifische real-time PCRs entwickelt, mit der das Verhältnis zwischen 

einer zufälligen Integration und einem Gentargetingereignis quantitativ bestimmt werden konnte 

(Abb. 25). 
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Für den Nachweis der Gesamtanzahl der Zielloki (ZL) wurde das Primerpaar #384/#385 (blau) 

verwendet. Für die Detektion des korrigierten Ziellokus (kZL) wurde eine nested PCR etabliert. In 

der ersten äußeren PCR wurde das Primerpaar #386/#377 (grün) benutzt, wobei der Primer 

#377 spezifisch für den korrigierten Bereich des egfp-Gens war. Der Primer #386 detektierte 

ausschließlich das 5`-Ende des lacZ-Gens, das im Donorvektor nicht vorhanden war. Durch die 

Wahl dieses Primerpaares wurde eine unspezifische Amplifikation des Donorvektors und des 

nicht korrigierten ZL ausgeschlossen. Aufgrund der Größe des PCR-Produkts von 2 kb, konnte 

diese äußere PCR nicht für die anschließende Quantifizierung im LightCycler verwendet werden. 

Aus diesem Grund wurde für die real-time PCR das blaue Primerpaar verwendet, dessen Produkt 

bei cirka 120 bp lag. Zufällige Integrationen des Donorvektors wurden mit dem Primerpaar 

#369/#370 (rot), welches das Reportergen REx detektierte, nachgewiesen.  

 

 
 

Abb. 25: Position und Orientierung der Primer des rAAV-vermittelten Gentargeting-Systems 
“L∂G” 
Die in den PCRs eingesetzten Primer sind als Pfeile dargestellt. Die PCRs sind durch verschiedene Farben 
der Pfeile gekennzeichnet. Für den Nachweis zufälliger Integrationen von rAAV wurde das rote 
Primerpaar verwendet. Der kZL wurde über eine nested PCR nachgewiesen (1. PCR: grün, 2. PCR: blau). 
Für den Nachweis des ZL wurde das blaue Primerpaar verwendet. Die Homologe Rekombination 
zwischen dem mutierten Ziellokus (ZL) und dem rAAV-Donor ist in Form von Kreuzen dargestellt. Der 
Stern markiert die Deletion innerhalb der ITR des rAAV-SceI Vektors. CMV, Promotor des 
Zytomegalievirus; IRES, interne Ribosomen-Eintrittsstelle;  kZL, korrigierter Ziellokus; LTR, long terminal 
repeat des Maus-Leukämie Virus; Neo, Neomyzin-Phosphotransferase-Gen; pA, Poly-A-Sequenz, SV40, 
Promotor des Simianen Virus 40; wpre, posttranskriptionelles Element aus dem Woodchuck Hepatitis-
Virus. 
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Anhand der real-time PCR Daten wurde die Targeting Ratio für den Genotyp der rAAV-

transduzierten U2OS-L∂G-Zellen bestimmt. Dafür wurde die ermittelte Kopienzahl der 

Korrekturereignisse (kZL) bzw. Integrationsereignisse (REx) auf die Gesamtkopienzahl der 

Zielloki (ZL) in 100 ng bezogen. Anschließend wurde der Quotient aus kZL/ZL (Gentargeting) 

und REx/ZL (Integration) gebildet. 

 
 

Abb. 26: Target in g Ratio  des Genotyps in U2OS-L∂G-Zellen  
Die Balken repräsentieren die Targeting Ratio (Quotient aus kZL/ZL und REx/ZL) für den Genotyp der 
rAAV-transduzierten U2OS-L∂G-Zellen, die logarithmisch dargestellt sind. Für die real-time PCRs wurde 
100 ng genomische DNA vom 38. Tag nach der Infektion eingesetzt (n=3). Die Standardabweichungen 
sind als Fehlerbalken angegeben. 
 
Für diese PCR-Analysen wurde ausschließlich genomische DNA aus U2OS-L∂G-Zellen 

verwendet, da in den HEK293-L∂G-Zellen die Anzahl der REx-Gene als Indikator für die 

zufällige Integration des rAAV-Vektors aus Sensitivitätsgründen nicht bestimmt werden konnte. 

Dies kann auf die geringe Anzahl der REx-positiven Zellen zurückgeführt werden, die zum 

Zeitpunkt der DNA-Isolierung unter 0,5% lag. Aufgrund dieser Beobachtung konnte somit eine 

untere Detektionsgrenze für den Nachweis von rAAV-Integrationen festgelegt werden. In den 

U2OS-L∂G-Zellen dagegen lag die Anzahl der REx-positiven Zellen am Tag der DNA-

Isolierung bei 40%, die mittels real-time PCR verifiziert wurde. Die Targeting Ratio, die für den 

Genotyp ermittelt wurde, lag für den Ansatz mit dem rAAV-Donor bei 1:330, d.h. ein 

Korrekturereignis pro 330 Zufallsintegrationen. Durch einen I-SceI-induzierten DSB wurde das 

Verhältnis auf 1:25 verbessert (Abb. 26). Zusammenfassend ließ sich feststellen, dass mittels der 

etablierten real-time PCRs die Daten des Phänotyps der U2OS-L∂G-Zellen auf Genomebene 

bestätigt wurden. 
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4.3.3 Genotypisierung von U2OS-L∂G-Klonen 

 

Zusätzlich zu der real-time PCR Analyse wurden die rAAV-transduzierten Zellen auf klonaler 

Ebene mittels herkömmlicher blockcycler PCRs genotypisiert. Dadurch sollten die in den real-time 

PCRs ermittelten Daten auf Einzelklonebene bestätigt werden. Zudem stellte sich die Frage, ob 

und wie häufig ein Integrations- und Gentargetingereignis in ein und derselben Zelle stattfand. 

Für diese Untersuchungen wurden die transduzierten U2OS-L∂G-Zellen im Anschluss an die 

Kinetikstudien (36 Tage nach der Transduktion) klonal kultiviert (Kapitel 3.1.4) und vor der 

Isolierung der genomischen DNA im Durchflusszytometer untersucht. Für die PCR-Analysen 

wurden nur phänotypisch eindeutige Klone verwendet (Abb. 27 A). Jeder Klon wurde mittels 

verschiedener Detektions-PCRs untersucht. Zufällige Integrationsereignisse wurden über die 

Detektion der REx-Kassette (#369/#370, rot) und des I-SceI-Gens (1. PCR: #536/#537, 2. 

PCR #538/#539, violett) nachgewiesen. Der Nachweis von HR-Ereignissen erfolgte über das 

Primerpaar #386/#377 (grün), wobei der Primer #377 ausschließlich das 5`-Ende des egfp-Gens 

detektierte. Der nicht korrigierte Ziellokus (ZL) wurde über die Primer #225/#237 (grau) 

nachgewiesen, wobei der Primer #225 die I-SceI-Schnittstelle zwischen dem lacZ-Gen und dem 

egfp-Gen detektierte. Eine Detektion des Donorvektors konnte somit ausgeschlossen werden. Mit 

der Kontroll-PCR (#48/#77, schwarz) wurde die Gesamtheit der LacZ-GFP-Kassetten 

detektiert. Die Lage und Orientierung der beschriebenen Primerpaare sind in der Abbildung 27 B 

nochmals schematisch dargestellt. 
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A 

  
 

B                                                                                             C 

 
Abb. 27: Geno- und Phänotypisierung der U2OS-L∂G-Klone  
(A) Phänotypische Analyse der U2OS-L∂G-Klone im Durchflusszytometer. Die X-Achse repräsentiert 
die Anzahl der REx-positiven Zellen und die Y-Achse die Anzahl der EGFP-positiven Zellen. Der 
Phänotyp des jeweiligen Klons ist in Klammern angegeben. (B) Schematische Darstellung der Position 
und Orientierung der Primerpaare (Pfeile). Die Homologe Rekombination ist in Form von Kreuzen 
dargestellt. Der Stern markiert die Deletion innerhalb der ITR des dsAAV-SceI Vektors. Die 
verschiedenen Farben der Pfeile kennzeichnen die jeweiligen PCRs. Für den Nachweis von 
Zufallsintegrationen von rAAV wurden die „rote PCR“ (REx) und die „violette PCR“ (I-SceI) eingesetzt. 
Der korrigierte Ziellokus (kZL) wurde über die „grüne PCR“ und der Ziellokus (ZL) über die „graue 
PCR“ nachgewiesen. Als Kontrolle wurde die „schwarze PCR“ eingesetzt. (C) Genotypisierung. Für die 
PCRs wurden 100 ng genomische DNA aus U2OS-L∂G-Klonen eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden 
in einem Agarosegel aufgetrennt. Die nachzuweisende Zielsequenz der jeweiligen PCR ist rechts neben 
den Gelbildern angegeben, wobei die Kontroll-PCR (cto) die Gesamtanzahl der Zielloki, d.h. korrigierte 
Zielloki (HR) und nicht korrigierte Zielloki (ZL) angibt. Als Positivkontrolle (pcto) wurde Plasmid-DNA 
und als Negativkontrolle RNase freies Wasser verwendet. CMV, Promotor des Zytomegalievirus; IRES, 
interne Ribosomen-Eintrittsstelle; LTR, long terminal repeat des Maus-Leukämie Virus; Neo, Neomyzin-
Phosphotransferase-Gen; pA, Poly-A-Sequenz, SV40, Promotor des Simianen Virus 40; wpre, 
posttranskriptionelles Element aus dem Woodchuck  Hepatitis-Virus. 
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In Tabelle 14 sind Phäno- und Genotyp aller analysierten Klone zusammenfassend aufgeführt. 

Dabei gibt der Phänotyp die Anzahl der Zellen an, die im Durchflusszytometer identifiziert 

wurden. Für die genotypische Analyse wurde die zufällige rAAV-Integration des rAAV-

Donorvektors über die REx-PCR und die Integration des rAAV-SceI Vektors über die I-SceI-

PCR detektiert (Abb. 27 B). Die Korrektur des egfp-Gens (HR) wurde anhand der „grünen PCR“ 

nachgewiesen (Abb. 27 B). 

 

Tab. 14: Zusammenfassung der PCR-Analysen der U2OS-L∂G-Klonen 

      
 

In allen EGFP-exprimierenden Klonen konnte auf Genomebene das korrigierte egfp-Gen 

nachgewiesen werden (Tab. 14, Abb. 27 C). Zudem konnte in 2 von insgesamt 9 REx-

exprimierenden Klonen, deren Phänotyp nicht auf ein erfolgreiches rAAV-vermitteltes 

Gentargeting schließen ließ, ein korrigierter Ziellokus detektiert werden (Abb. 27 C, Klon 17-

111). Diese Beobachtung könnte möglicherweise auf einen stillgelegten LTR-Promotor 

zurückgeführt werden. Die Mehrheit der analysierten Klone wies eine Zufallsintegration eines 

rAAV-Vektors auf (Tab. 14), wobei in Klonen, deren Phänotyp nicht auf eine rAAV-Integration 

hinwies (weiße Klone), auch ein REx-Gen nachgewiesen werden konnte (Tab. 14). 

 

Zusammenfassend ließ sich beobachten, dass mit Hilfe der Einzellklonanalyse die Daten des 

Phänotyps bezüglich der Gentargetingfrequenz bestätigt wurden. Zusätzlich wurden jedoch auch 

Zufallsintegrationen in Zellen detektiert, die anhand der phänotypischen Analyse nicht 

nachgewiesen wurden (Tab. 14, Nachweis der I-SceI-Kassette). Das bedeutet, dass die Anzahl der 

rAAV-Integrationen unterschätzt wurde.  
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4.4 Analyse der rAAV-Vektorgenome im Wirtsgenom 

 

4.4.1 Vergleich der rAAV-Integrationsereignisse eines Zwei-Vektor-Systems und eines 

Ein-Vektor-Systems 

 
Im folgenden Experiment sollten die Gentargeting- und Integrationsereignisse von rAAV-

Einfachvektoren mit denen des rAAV-Kombivektors verglichen werden. Der 

Hintergrundgedanke war, dass durch die Verwendung nur eines rAAV-Vektors (Ein-Vektor-

System) die Gentargetingfrequenz verbessert und gleichsam die Integrationsfrequenz von rAAV 

im Vergleich zu einer Koinfektion (Zwei-Vektor-System) gesenkt werden kann.  

Für diese Untersuchungen wurden U2OSmG-Zellen mit 1x104 gp von rAAV-Kombivektor bzw. 

rAAV-Einfachvektoren pro Zelle infiziert und am 38. Tag nach der Transduktion geerntet. 

Anschließend wurde die isolierte genomische DNA mit Hilfe von Allel-spezifischen real-time 

PCRs quantitativ analysiert.  

 
 
 

Abb. 28: Genotypische Analyse der rAAV-Integrationen und Gentargetingereignisse des rAAV-
Kombivektors 
Das Schema stellt die Lage und Orientierung der verwendeten Primerpaare (Pfeile) dar. Die Homologe 
Rekombination zwischen dem mutierten Ziellokus (ZL) und dem rAAV-Donor ist in Form von Kreuzen 
dargestellt. Die verschiedenfarbigen Primerpaare repräsentieren die Detektions-PCRs. Für die Detektion 
der Zufallsintegrationen von rAAV wurden die blauen Primerpaare eingesetzt. Die Gesamtanzahl der 
HR-Ereignisse wurde mittels der schwarzen Primerpaare bestimmt. Für die Normierung wurde das rote 
Primerpaar verwendet. Es wurden jeweils 100 ng genomische DNA aus U2OSmG-Zellen (vom 38. Tag 
nach der Transduktion) in den PCRs eingesetzt. CMV, Promotor des Zytomegalievirus; IRES, interne 
Ribosomen-Eintrittsstelle; kZL, korrigierter Ziellokus; mGFP, mutiertes egfp-Gen; Neo, Neomyzin-
Phosphotransferase-Gen; wpre, posttranskriptionelles Element aus dem Woodchuck  Hepatitis-Virus. 
 

Für den Nachweis des Gentargetings erfolgte eine Präamplifikation mittels blockcyler PCR 

(#136/#559). Die anschließende Quantifizierung mittels real-time PCR erfolgte mit dem 

Primerpaar #361/#559 (schwarze PCR). Zufallsintegrationen wurden über die Detektion des 

SceI-Gens des rAAV-SceI Vektors ebenfalls in einer nested PCR nachgewiesen. Die erste PCR 

erfolgte mit dem Primerpaar #536/#537, die real-time PCR wurde mit dem Primerpaar 
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#538/#539 (blaue PCR) durchgeführt. Für den Nachweis der rAAV-Integrationen am DSB 

wurde in der ersten PCR der, in antisense Orientierung vorliegende, rAAV-Kombivektor über das 

Primerpaar #136/#538 präamplifiziert. Durch die Verwendung des Primers #136 wurde 

sichergestellt, dass ausschließlich der 5`-Bereich des egfp-Gens im Ziellokus detektiert werden 

konnte. Dieser Bereich des egfp-Gens ist auf dem rAAV-Kombivektor deletiert, so dass eine 

Amplifikation des rAAV-Vektors nicht erfolgen konnte. Für die quantitative nested PCR wurde 

ein I-SceI-spezifisches Primerpaar (#538/#539) verwendet. Die Normierung der PCRs erfolgte 

mit Hilfe einer PCR, mit der die Gesamtzahl der Zielloki über der Primerpaar #361/#237 

bestimmt werden konnte. Für die PCRs wurde jeweils 100 ng genomische DNA aus den 

U2OSmG-Zellen vom 38. Tag nach der Transduktion eingesetzt. Die Position und Orientierung 

der Primerpaare sind in der Abbildung 28 schematisch dargestellt.  

 

Tab. 15: Genotypisierung des rAAV-vermittelten Gentargetings in U2OSmG-Zellen  

Ansatz 
Genkorrektur 

kZL/ZL 
(Kopien/100ng) 

zufällige Integration 
SceI /ZL 

(Kopien/100ng) 

Targe ting Ra tio 
(kZl/zufällige Integration) 

PCR schwarz/rot blau/rot schwarz/blau 

rAAV-
Donor.SceI 

0,41 ± 0,07 0,21 ± 0,13 2,50 ± 1,24 

rAAV-SceI + 
rAAV-Donor 

0,09 ± 0,02 0,04 ± 0,01 2,69 ± 1,09 

rAAV-SceI 0,00 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,08 ± 0,04 

rAAV-
Donor.REx 

0,01 ± 0,01 0,00 ± 0,00 / 

 

Anhand der in der Tabelle 15 aufgeführten Werte für den korrigierten Ziellokus und die 

zufälligen Integrationsereignisse, wurde die Targeting Ratio für den rAAV-Kombivektor (rAAV-

Donor.SceI) sowie für die rAAV-Einzelvektoren (rAAV-SceI und rAAV-Donor) des rAAV-

vermittelten Gentargeting-Systems “mG” berechnet. Die Werte stellen Mittelwerte von 3fach 

gemessenen Mehrfachansätzen (n=3) dar. 

Hinsichtlich der Targeting Ratio für das Ein-Vektor-System und das Zwei-Vektor-System wurden 

ähnliche Verhältnisse zwischen der Genkorrektur und der Zufallsintegration von 2,5:1 bzw. 2,7:1 

(3:1) bestimmt. Eine Erklärung dafür findet sich bei der Betrachtung der einzelnen Werte für die 

Genkorrektur und die Zufallsintegration (Tab.15). Dabei war in Gegenwart des rAAV-

Kombivektors die Anzahl der korrigierten Zielloki mit 0,4 Kopien des rAAV-Kombivektors pro 

Ziellokus höher als beim Koinfektionsansatz (0,09 rAAV-Kopien pro Ziellokus). Zudem 

konnten bei der Analyse der Integrationen des rAAV-Kombivektors mit 0,2 rAAV-Kopien pro 

Ziellokus mehr rAAV-Integrationen detektiert werden als für das Zwei-Vektor-System mit bis zu 

0,04 Kopien des rAAV-SceI Vektors pro Ziellokus. Anhand dieser Werte wird ersichtlich, dass 
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unter Verwendung eines rAAV-Kombivektors zwar eine höhere Gentargetingfrequenz erzielt 

wurde als beim Koinfektionsansatz, wobei gleichsam aber auch eine höhere Integrationsfrequenz 

des rAAV-Kombivektors nachgewiesen werden konnte. Dadurch blieb das Verhältnis zwischen 

dem Gentargeting und der Zufallsintegration bei beiden Ansätzen (Ein-Vektor-System und 

Zwei-Vektor-System) unverändert. Da der Nachweis von Zufallsintegrationen ausschließlich 

über die I-SceI-Kassette erfolgte, diente der Donor.REx-Vektor als Kontrolle. Es kann jedoch 

davon ausgegangen werden, dass beide Vektoren, rAAV-SceI und rAAV-Donor, mit der 

gleichen Wahrscheinlichkeit in das Wirtsgenom integrierten. Dies sollte bei der anschließenden 

Diskussion der Intgrationsfrequenzen eines Ein-Vektor-Systems und eines Zwei-Vektor-Systems 

mit berücksichtigt werden.  

Zudem konnte beobachtet werden, dass die Werte der quantitativen real-time PCRs im Vergleich 

zu den Daten der Durchflusszytometrie mit 65% für den rAAV-Kombivektor und 40% für die 

Koinfektion niedriger waren. Das kann durch eine geringe Sensitivität der real-time PCRs erklärt 

werden. Dennoch konnte unter Berücksichtigung der Fehlerraten (Tab.15) eine gute 

Übereinstimmung der Daten auf genotypischer- und phänotypischer Ebene festgestellt werden.  

Zusammenfassend konnte bei der Genotypisierung der rAAV-transduzierten U2OSmG-Zellen 

festgestellt werden, dass die Daten der Durchflusszytometrie durch die quantitativen real-time 

PCRs bestätigt werden konnten. Zudem wurde gezeigt, dass die Gentargeting- und 

Integrationsfrequenzen beider Ansätze miteinander korrelierten, so dass die Targeting Ratio für 

beide Systeme mit cirka 3 Gentargetingereignissen zu einem Zufallsintegrationsereignis nahezu 

gleich war.  

 

4.4.2 Analyse der rAAV-Integrationsereignisse am I-SceI-induzierten DSB 

 

Die Beobachtung einer 5-10fach höheren Integrationsfrequenz des rAAV-Kombivektors im 

Vergleich zum Zwei-Vektor-System, führte zu der Vermutung, dass die Donorsequenz des 

rAAV-Kombivektors während der HR eine Integration des rAAV-Vektors in den I-SceI-

induzierten DSB vermitteln könnte. Aus diesem Grund wurde mit Hilfe von 

Sequenzierungsanalysen die I-SceI-Schnittstelle im Ziellokus genauer untersucht. Dafür wurde 

genomische DNA aus U2OSmG-Zellen eingesetzt, die mit dem rAAV-Kombivektor infiziert 

wurden. Für die Sequenzierung wurde eine Präamplifikation mit Hilfe des Primerpaares 

#536/#185 durchgeführt, mit dem ausschließlich rAAV-Integrationen am I-SceI-induzierten 

DSB detektiert werden konnten. Die analysierten Klone sind in den folgenden Abbildungen 29 

und 30 schematisch dargestellt. 
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Abb. 29: HR-gekoppelte Integration eines rAAV-Vektors am I-SceI-induzierten DSB  
A) Schematische Darstellung der HR-gekoppelten Integration am I-SceI-induzierten DSB. Das Kreuz gibt 
die Homologe Rekombination zwischen dem Donorvektor und dem Ziellokus an. Der Querstrich 
repräsentiert die Integration des Donorvektors am DSB. Mittels des Primerpaares #538/#185 (Pfeile) 
wurden die rAAV-Integrationsstellen am DSB amplifiziert und anschließend sequenziert. Für die PCR 
wurde genomische DNA aus rAAV-transduzierten U2OSmG-Zellen vom 38. Tag nach der rAAV-
Transduktion verwendet (1x104 gp rAAV-Kombivektor/Zelle). Für die Sequenzierungsanalyse wurden 
die PCR-Fragmente anschließend in das Plasmid pJET.blunt2 kloniert. Die Sequenzierung erfolgte 
ebenfalls mit den Primern #538 und #185. B) Schematische Darstellung der Sequenzierungsklone (k). 
Das rote Kästchen gibt die I-SceI-Schnittstelle an. Die Triangel geben die Deletionen innerhalb der ITRs 
an. CMV, Promotor des Zytomegalievirus; IRES, interne Ribosomen-Eintrittsstelle; mGFP, mutiertes gfp-
Gen; Neo, Neomyzin-Phosphotransferase-Gen; wpre, posttranskriptionelles Element aus dem Woodchuck  
Hepatitis-Virus; ZL, Ziellokus 
 

Mit Hilfe der Sequenzanalysen konnte die Integration von rAAV am I-SceI-induzierten DSB 

verifiziert werden. Zudem wurden zwei verschiedene Versionen von HR-gekoppelten 

Integrationen identifiziert, die nach der Infektion mit dem rAAV-Kombivektor am I-SceI-

induzierten DSB stattfanden (Abb. 29 und Abb. 30). Beide dieser Ereignisse führten zu einer 

Korrektur des mutierten egfp-Gens. Das in Abbildung 29 dargestellte HR-Ereignis ist mit einer 

Integration eines rAAV-Kombivektors am I-SceI-induzierten DSB assoziiert. Anhand der 

schematischen Darstellung der rAAV-Integrationsereignisse (Abb. 29 B) ist zu erkennen, dass die 

Integrationen des rAAV-Vektors mit Deletionen der ITRs verbunden waren. Weder auf Seiten 

des Wirtsgenoms noch auf Seiten des rAAV-Vektors konnten dabei Umordnungen der 

Sequenzen beobachtet werden. Ein Teil der I-SceI-Schnittstelle blieb nach der Integration 

ebenfalls erhalten (rotes Kästchen).  
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Abb. 30: HR-gekoppelte Integration eines rAAV-Konkatamers am I-SceI-induzierten DSB  
A) Schematische Darstellung der HR-gekoppelten Integration am I-SceI-induzierten DSB. Das Kreuz gibt 
die HR zwischen dem Donorvektor und dem Ziellokus an. Der Querstrich repräsentiert die Integration 
des rAAV-Konkatamers am DSB. Für die PCRs wurde genomische DNA aus rAAV-transduzierten 
U2OSmG-Zellen vom 38. Tag nach der rAAV-Transduktion verwendet (1x104 gp rAAV-
Kombivektor/Zelle). Mittels des Primerpaares #538/#185 wurden die rAAV-Integrationsstellen am DSB 
amplifiziert, in das Plasmid pJET.blunt2 kloniert und anschließend sequenziert. B) Schema der 
Sequenzierungsklone (K). Die Triangel geben die Deletionen innerhalb der ITRs an. CMV, Promotor des 
Zytomegalievirus; IRES, interne Ribosomen-Eintrittsstelle; LTR, long terminal repeat des Maus-Leukämie 
Virus; mGFP, mutiertes gfp-Gen; Neo, Neomyzin-Phosphotransferase-Gen; wpre, posttranskriptionelles 
Element aus dem Woodchuck  Hepatitis-Virus; ZL, Ziellokus 
 
 

In der Abbildung 30 ist der zweite Typ der HR-gekoppelten Integration am I-SceI-induzierten 

DSB schematisch dargestellt. Dieses Ereignis setzt eine Rekombination zwischen den ITRs von 

zwei oder mehreren rAAV-Kombivektoren und die daraus bedingte Bildung eines rAAV-

Konkatamers voraus. Aufgrund der Positionen der Sequenzierungsprimer konnte keine Aussage 

über das 3`-Ende des DSB gemacht werden.  

Anhand der schematischen Darstellung wird deutlich, dass in den meisten Klonen die 

Sequenzierung, sowohl von der Seite des I-SceI-Gens als auch vom 3`-Ende des egfp-Gens, 

innerhalb der rekombinierten ITRs abbrach.  

Anhand der Anzahl der analysierten Klone lässt sich schlussfolgern, dass diese beiden Versionen 

der HR-gekoppelten Integration am I-SceI-induzierten DSB in gleichen Verhältnissen in den 

rAAV-transduzierten Zellen auftraten. Eine Quantifizierung dieser Ereignisse war nicht möglich, 

dar kein ausreichend spezifisches Primerpaar konstruiert werden konnte.  
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4.4.3 real- t ime  PCR gestützte Quantifizierung von rAAV-Integrationen am I-SceI-

induzierten DSB  

 

Aufgrund des vorherigen Nachweises von rAAV-Integrationen am I-SceI-induzierten DSB, ergab 

sich die Frage, wie häufig solche Integrationsereignisse während des rAAV-vermittelten 

Gentargetings in einem Zwei-Vektor-System (rAAV-SceI und rAAV-Donor) und in einem Ein-

Vektor-Systems (rAAV-Kombivektor) auftraten.  

Für die Untersuchung des Zwei-Vektor-Systems wurden spezifische PCRs etabliert, die zuerst 

auf Ebene der blockcycler PCR durchgeführt wurden. Anschließend erfolgte eine Quantifizierung 

der Integrationsereignisse am I-SceI-induzierten DSB mit Hilfe einer spezifischen real-time PCR. 

Für die PCRs wurde genomische DNA aus U2OS-L∂G-Zellen eingesetzt, die mit 1x104 gp von 

rAAV-SceI und rAAV-Donor.REx pro Zelle infiziert und am 36. Tag nach der Transduktion 

geerntet wurden. Die Position und Orientierung der Primerpaare sind in der Abbildung 31 

dargestellt.  
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Abb. 31: Nachweis von rAAV-Integrationen am I-SceI-induzierten DSB des Zwei-Vektor-Systems 
A) Schematische Darstellung der Lage und Orientierungen der verwendeten Primerpaare (Pfeile) für die 
Detektion der sense und antisense Integrationen sowie der Gentargeting-Ereignisse. Die Querstriche geben 
die Integration des rAAV-Vektors am I-SceI-induzierten DSB an. B) blockcycler PCRs. Die sense-Integration 
wurde über das Primerpaar #48/#14 und antisense Integrationen über das Primerpaar #14/#237 
nachgewiesen. Der Nachweis des Gentargetings erfolgte mit dem Primerpaar #378/377. Für die PCRs 
wurde 300 ng genomische DNA aus U2OS-L∂G-Zellen eingesetzt, die mit 10,000 gp von rAAV-SceI und 
rAAV-Donor.REx infiziert wurden. Die Ernte der DNA erfolgte am 36. Tag nach der rAAV-
Transduktion. Als Negativkontrolle wurde genomische DNA aus nicht infizierten U2OS-L∂G-Zellen und 
RNase freies Wasser verwendet. C) Quantitative Analyse der Integration des rAAV-SceI Vektors am 
DSB. Für die real-time PCR (#13/#14) wurde 100 ng genomische DNA eingesetzt, die in einer 
vorgeschalteten blockcylcer PCR präamplifiziert wurde (#14/#237) (n=4). Die Anzahl der 
Zufallsintegrationen bzw. Integrationen am DSB wurde mit der Anzahl der Zielloki (blaue PCR, Abb. 27) 
verrechnet. CMV, Promotor des Zytomegalievirus; IRES, interne Ribosomen-Eintrittsstelle; LTR, long 
terminal repeat des Maus-Leukämie Virus; Neo, Neomyzin-Phosphotransferase-Gen; wpre, 
posttranskriptionelles Element aus dem Woodchuck  Hepatitis-Virus; ZL, Ziellokus. 
 

Mit Hilfe der spezifischen Primerpaare konnten sowohl rAAV-Integrationen am DSB in sense 

Orientierung (#48/#14) als auch in antisense Orientierung (#14/#237) nachgewiesen werden 

(Abb. 31 B). Dabei wurde ausschließlich die Integration des rAAV-SceI Vektors nachgewiesen. 

Für den Nachweis des integrierten rAAV-Donors konnte keine ausreichend spezifisches 

Primerpaar konstruiert werden. Bei der Analyse wurden in einigen Ansätzen PCR-Fragmente 

unterschiedlicher Größe nachgewiesen. Dies könnte durch eine Integration mehrerer rAAV-

Genome am DSB erklärt werden. Zusätzlich wurde in den Ansätzen mit rAAV-SceI und rAAV-

Donor die Korrektur des deletierten egfp-Gens nachgewiesen (Abb. 31 B, Gentargeting).   

C 

rAAV Integration am 
DSB/Zielloki 

Zufallsintegration 
(REx)/Zielloki 

Integration am 
DSB/Zufallsintegration 

Donor.REx 0 ±  0 6,03 ±  2,35 0 ±  0 

Donor.REx  + 
SceI 

0,027 ±  0,01 2,73 ±  1,53 0,01 ±  0 
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Die quantitative Analyse erfolgte ausschließlich für die antisense Orientierung, wobei eine 

zusätzliche nested PCR im LightCycler durchgeführt wurde. Für die Analyse wurde 100 ng 

genomische DNA aus U2OS-L∂G-Zellen eingesetzt. Diese wurden mit 1x104 gp von rAAV-SceI 

und rAAV-Donor.REx pro Zelle infiziert und am 36. Tag nach der Transduktion geerntet (n=4). 

In der ersten PCR wurde der, in antisense Orientierung integrierte rAAV-SceI Vektor über das 

Primerpaar #14/#237 präamplifiziert. Die quantitative nested PCR erfolgte anschließend über das 

Primerpaar #13/#14, das den CMV-Promotor des rAAV-Vektors detektierte. Die Kopienzahlen 

der antisense Integrationen am I-SceI-induzierten DSB wurden normiert auf die Anzahl der 

gesamten Zielloki (Abb. 27, blaue PCR). Dabei konnten 0,027 rAAV-Kopien pro Ziellokus 

berechnet werden (Abb. 31 C). Infektionsansätze, in denen ausschließlich der rAAV-Donor 

verwendet wurde, waren, wie erwartet, in der PCR negativ. Für die Berechnung der Integrationen 

am I-SceI-induzierten DSB wurde die Kopienzahl der Integration am DSB durch die Kopienzahl 

der Zufallsintegrationen dividiert. Pro 1000 Zufallsintegrationen traten 10 Integrationen am I-

SceI-induzierten DSB auf (0,01 Kopien/Zufallsintegration). Das bedeutet, dass die Mehrheit der 

rAAV-Integrationen nicht am I-SceI-induzierten DSB erfolgte.  

Im weiteren Verlauf der Genotypisierung wurden die Integrationen des rAAV-Kombivektors am 

I-SceI-induzierten DSB quantitativ bestimmt. Für die real-time PCR wurden 100 ng genomische 

DNA aus U2OSmG-Zellen eingesetzt, die mit 1x104 gp von rAAV-Donor.SceI bzw. rAAV-

Donor.REx pro Zelle infiziert und am 38. Tag nach der Transduktion geerntet wurden. Die 

Position und Orientierung der Primerpaare sind in der Abbildung 32 dargestellt. 
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   A                                                           B 

 
 

Abb. 32: Nachweis von rAAV-Integrationen am I-Sc eI-induzierten DSB des Ein-Vektor-Systems 
A) Schematische Darstellung der Lage und Orientierungen der verwendeten Primerpaare (Pfeile) für die 
Detektion der Integrationen am DSB. Die Querstriche geben die Integrationsstellen des rAAV-Vektors 
am I-SceI-induzierten DSB an. Die Primerpaare der PCRs sind als Pfeile dargestellt. B) Quantitative 
Analyse der Integration von rAAV-Donor.SceI am I-SceI-induzierten DSB. Für die real-time PCR 
(#538/#539) wurde 100 ng genomische DNA eingesetzt, die in einer vorgeschalteten blockcylcer PCR 
präamplifiziert wurde (#136/#536) (n=3). Die Anzahl der Integrationen wurde mit der Anzahl der 
Zielloki (rote PCR, Abb. 28) verrechnet. CMV, Promotor des Zytomegalievirus; IRES, interne 
Ribosomen-Eintrittsstelle; mGFP, mutiertes egfp-Gen; Neo, Neomyzin-Phosphotransferase-Gen; wpre, 
posttranskriptionelles Element aus dem Woodchuck  Hepatitis-Virus; ZL, Ziellokus. 
 

Mit Hilfe der Primerpaare #136/#536 und #538/#539 (orangefarbene Primerpaare) wurden 

antisense Integrationsereignisse des rAAV-Kombivektors am I-SceI-induzierten DSB 

nachgewiesen. Der Primer #136 wurde so gewählt, dass ausschließlich das 5`-Ende des egfp-Gens 

im Ziellokus nachgewiesen werden konnte, da dieser Sequenzbereich im rAAV-Kombivektor 

deletiert wurde. Der Nachweis von sense Integrationen des rAAV-Kombivektors erwies sich als 

nicht ausführbar, da in diesem Fall eine Detektion von integrierten rAAV-Konkatameren 

(mehrere miteinander verbundene AAV-Genome) nicht ausgeschlossen werden konnte. Anhand 

der real-time PCR Daten (Abb. 32 B) ist zu erkennen, dass 0,4% der rAAV-Kombivektoren am    

I-SceI-induzierten DSB in antisense Orientierung integrierten. Für den Donorvektor rAAV-

Donor.Rex, der als Negativkontrolle verwendet wurde, war die I-SceI-spezifische PCR negativ. 

Aufgrund nicht ausreichend spezifischer Primer konnte jedoch keine Quantifizierung der 

Integration des rAAV-Kombivektors in sense Orientierung gemacht werden. 

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Integrationsfrequenz des rAAV-

Kombivektors am I-SceI-induzierten DSB höher war als die des rAAV-SceI-Vektors im Zwei-

Vektor-System. In beiden Systemen war die Integrationsfrequenz am I-SceI-induzierten DSB 

niedriger als die Frequenz der Zufallsintegrationen, was darauf hindeutet, dass die Mehrheit der 

rAAV-Integrationen nicht am I-SceI-induzierten DSB erfolgte. 

 

Ansatz Integrationen am DSB /ZL 
(Kopien/100ng) 

 orange/rot 

rAAV-Donor.SceI 0,4% ± 0,2% 

rAAV-Donor.REx 0,0% ± 0,0% 
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5 Diskussion 

 

Das rAAV-vermittelte Gentargeting ermöglicht die Korrektur eines mutierten Gens direkt an 

seinem Genlokus im Genom. Dabei wird ein in der Zelle natürlich auftretender Mechanismus, 

die Homologe Rekombination, ausgenutzt. In dieser Arbeit wurden die korrekten homologen 

Sequenzen mit Hilfe von rAAV2-Vektoren in die Zelle geschleust. Parameter, wie die Architektur 

des rAAV-Vektors, die rAAV-Dosis sowie die verwendete Zelllinie können dabei einen Einfluss 

auf die Gentargetingfrequenz haben.   

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde daher ein rAAV-vermitteltes Gentargeting-System als 

Modellsystem für die Korrektur eines mutierten egfp-Gens etabliert, um den Einfluss dieser 

Parameter auf die Gentargetingfrequenz einfach und quantitativ zu untersuchen. Es konnte 

gezeigt werden, dass die Gentargetingfrequenz abhängig von der verwendeten Zelllinie, der 

rAAV-Vektordosis sowie der Architektur des rAAV-Vektors war. Um die Gentargetingfrequenz 

zu erhöhen, wurde ein DSB mit Hilfe der homing Endonuklease I-SceI am Ort der Mutation 

eingeführt. Dabei konnten mit einem rAAV-Kombivektor 65% der Zellen korrigiert werden im 

Vergleich zu einer Koinfektion mit zwei Vektoren, bei der bis zu 25% der Zellen korrigiert 

wurden. Im Hinblick auf zukünftige klinische Anwendungen des rAAV-vermittelten 

Gentargetings, wurden künstliche ZFN eingesetzt, die im Gegensatz zu der Endonuklease I-SceI, 

spezifisch für jede mutierte Sequenz konstruiert werden können. Durch den Einsatz von rAAV-

ZFNs konnte das mutierte egfp-Gen in bis zu 10% der Zellen korrigiert werden.  

Während des rAAV-vermittelten Gentargetings kann ein rAAV-Vektor zufällig in das 

Wirtsgenom der Zelle integrieren. Um eine Aussage über das Verhältnis des Gentargetings versus 

der Zufallsintegrationen von rAAV treffen zu können, wurde im zweiten Teil der Arbeit die 

Targeting Ratio als ein Chancen/Risiko-Faktor auf phänotypischer und genotypischer Ebene 

bestimmt. Dabei wurde die Targeting Ratio durch einen I-SceI-induzierten DSB zu Gunsten des 

Gentargetings verbessert. Die genotypische Analyse mittels Allel-spezifischer real-time PCRs 

bestätigte die phänotypische Analyse. Zudem konnten neben Zufallsintegrationen der rAAV-

Vektoren auch Integrationen am I-SceI-induzierten DSB nachgewiesen werden.  
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5.1 Optimierung des rAAV-vermittelten Gentargetings  

 

Das rAAV-vermittelte Gentargeting wurde erstmals in zwei Systemen unabhängig voneinander 

gezeigt. In dem einen System wurde ein in  humanen Zellen integriert vorliegendes neo-Gen als 

mutierte Zielsequenz benutzt, dessen Korrektur über G418-resistente Klone nach erfolgreicher 

HR mit dem rAAV-Donorvektor gemessen werden konnte (75). Im zweiten Ansatz wurde keine 

Korrektur sondern eine Inaktivierung des auf dem X-Chromosom kodierten endogenen HPRT-

Gens (Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase) durch Deletion von Nukleotiden durchgeführt. 

Die Selektion der rAAV-transduzierten männlichen XY-Zellen erfolgte mittels des 6-Thioguanins 

(6-TG) (153). In beiden Systemen wurden Gentargetingfrequenzen zwischen 0,02% und 0,042% 

erzielt.  

In weiteren Studien wurden nicht-selektive Systeme für die Untersuchung des rAAV-vermittelten 

Gentargetings verwendet. Der Vorteil eines solchen Systems, in dem beispielsweise eine 

mutiertes egfp-Markergen verwendet wird, besteht darin, dass ein Gentargetingereignis unter 

nicht-selektiven Bedingungen direkt über die EGFP-Expression in der lebenden Zelle mittels 

Durchflusszytometrie gemessen werden kann. In primären embryonalen Mauszellen (PMEFs) 

wurden mit 0,006% EGFP-positiven Zellen im Vergleich zu HEK293-Zellen mit 0,1% nur 

niedrige Gentargetingfrequenzen erreicht (100), was auf die schlechtere Transduktionsfrequenz in 

den PMEFs-Zellen zurückgeführt werden konnte. Die unterschiedlichen Gentargetingfrequenzen 

von 0,006% bis 0,042% wiesen darauf hin, dass das rAAV-vermittelte Gentargeting von der 

rAAV-Vektordosis und den verwendeten Zelllinien abhängig war.  

Für die Untersuchung eines rAAV-vermittelten Gentargeting-Systems in vivo wurde ein 

Mausmodell entwickelt. Mit Hilfe eines rAAV2-Vektors, der in die Mäuse injiziert wurde, konnte 

ein mutiertes lacZ-Gen innerhalb des ubiquitär exprimierten ROSA26-Genlokus korrigiert 

werden. Dabei wurden Gentargetingfrequenzen von 2x10-5 bis 8x10-6 ß-Galaktosidase-positiven 

Hepatozyten/ Leberzelle nachgewiesen (120).  

Ähnlich wie in den oben aufgeführten Beispielen, wurde in dieser Arbeit in Gegenwart eines 

rAAV-Donorvektors allein eine geringe bis gar keine Gentargetingfrequenz nachgewiesen. Das 

kann dadurch erklärt werden, dass ein HR-Ereignis in humanen Zellen sehr selten ist (1 HR in 

106 Zellen). Im Hinblick auf zukünftige gentherapeutische Anwendungen eines rAAV-

vermittelten Gentargeting-Systems kann jedoch die Höhe der Gentargetingfrequenz entscheidend 

für den Erfolg der Therapie sein. Eine Selektion der Zellen, die korrigiert wurden, ist jedoch in 

den meisten Fällen nicht möglich. Das zeigt die Notwendigkeit auf, die Gentargetingfrequenz zu 

erhöhen ohne dabei auf eine Selektion der Zellen angewiesen zu sein. Um die bisher erzielten 
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Gentargetingfrequenzen unter Verwendung von rAAV-Vektoren weiter zu verbessern wurde 

daher in dieser Arbeit eine Optimierung des rAAV-vermittelten Gentargetings vorgenommen. 

Durch das Einführen eines I-SceI-induzierten DSB am Ort der Mutation konnte bereits mehrfach 

eine Erhöhung der rAAV-vermittelten Gentargetingfrequenz um ein 60-100faches beobachtet 

werden (117, 139). In dieser Arbeit konnten in der Gegenwart eines I-SceI-induzierten DSB mit 

den höchsten Vektordosen bis zu 65% der Zielzellen korrigiert werden. Das bedeutet eine 

6500fache Erhöhung des rAAV-vermittelten Gentargetings im Vergleich zum nicht stimulierten 

Gentargeting. 

Anhand der Titrationsexperimente konnte zudem eine Abhängigkeit des rAAV-vermittelten 

Gentargetings von der rAAV-Vektordosis festgestellt werden, wobei steigende Dosen an rAAV-

SceI zu einer Zunahme der Gentargetingfrequenz führten. In HEK293-Zellen hatte eine 

Erhöhung der Donorvektordosis einen zusätzlichen stimulierenden Einfluss auf die 

Gentargetingfrequenz, wohingegen in U2OS-Zellen keine weitere Steigerung der 

Gentargetingfrequenz beobachtet werden konnte. Diese Beobachtung führte zu folgenden 

Schlussfolgerungen: Zum einen hat die Vektordosis einen entscheidenden Einfluss auf die 

Gentargetingfrequenz und zum anderen ist die Expression der Endonuklease ein limitierende 

Faktor in U2OS-Zellen nicht aber in HEK293-Zellen. Das kann dadurch erklärt werden, dass in 

den HEK293-Zellen im Vergleich zu den U2OS-Zellen keine Sättigung der rAAV-Transduktion 

vorlag. Beim Einsatz höherer Mengen an rAAV-SceI in HEK293-Zellen würde möglicherweise 

die Menge an rAAV-SceI ebenso limitierend bezüglich der Gentargetingfrequenz sein, wie in den 

U2OS-Zellen. 

Aufgrund der Beobachtung, dass die I-SceI-Endonuklease ein wichtiger Faktor in diesem System 

„L∂G“ ist, sollte die Expression der I-SceI-Endonuklease in der Zelle weiter erhöht werden, 

indem dsAAV-SceI Vektoren eingesetzt wurden. Diese Vermutung basiert auf der Beobachtung, 

dass in HeLa-Zellen eine 5-140fache Steigerung der Transduktionsfrequenz bei der Verwendung 

von dsAAV-Vektoren nachgewiesen werden konnte (111). Das kann dadurch erklärt werden, 

dass bei diesen Vektoren die Zweitstrangsynthese umgangen wird (Kapitel 1.1.1), so dass im 

Gegensatz zu den ssAAV-Vektoren unmittelbar nach dem uncoating doppelsträngige Genome für 

die Transkription der I-SceI-Endonuklease zur Verfügung stehen. Folglich würde man erwarten, 

dass nach der Infektion mit dsAAV-SceI im Gegensatz zu ssAAV-SceI höhere Mengen der         

I-SceI-Endonuklease für das Einführen eines DSB zur Verfügung stehen und somit das 

Gentargeting stimuliert würde. In einer noch nicht veröffentlichten Studie von Hirsch und 

Samulski, wurde gezeigt, dass das rAAV-vermittelte Gentargeting unter Verwendung eines 

dsAAV-SceI Vektors geringfügig erhöht werden konnte (64).  In dieser Arbeit wurden ebenfalls 

keine Unterschiede zwischen ssAAV-SceI und dsAAV-SceI hinsichtlich der 
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Gentargetingfrequenz beobachtet. Eine mögliche Erklärung könnte die Genomgröße von 

ssAAV-SceI sein. Diese entspricht mit 2,5 kb der Hälfte eines herkömmlichen einzelsträngigen 

Vektorgenoms von 4,7 kb. Solche Genome können aufgrund ihrer Größe ebenfalls als Dimere 

verpackt werden (36, 63, 124), weshalb nach der Infektion der Zelle, ebenso wie bei dsAAV-

Vektoren, doppelsträngige Genome für die Transkription zur Verfügung stehen. 

In früheren Zellkultur-Studien von Hirata und Russell wurde gezeigt, dass in Abwesenheit eines 

DSB (i) die Art der Mutation, (ii) die Position der korrekten Nukleotide im rAAV-Donorvektor 

und (iii) die Homologielänge zwischen dem rAAV-Donor und dem mutierten Ziellokus einen 

Einfluss auf das rAAV-vermittelte Gentargeting haben (63). In dieser Arbeit wurde der Einfluss 

dieser Parameter auf das rAAV-vermittelte Gentargeting erstmals in Gegenwart eines induzierten 

DSB analysiert.  

(i) In einer Reihe von rAAV-vermittelten Gentargting-Systemen mit unterschiedlich mutierten 

Zielgenen konnten sowohl kleine Insertionen (< 25 bp) sowie kurze Deletionen (< 25 bp) und 

Substitutionen (1-2 bp) eingefügt bzw. korrigiert werden, wobei sich Insertionen schlechter 

korrigieren ließen als Deletionen (62, 63, 74, 75). Die in dieser Arbeit verwendeten rAAV-

vermittelten Gentargeting-Systeme unterschieden sich hinsichtlich der Mutation im Ziellokus 

voneinander. Im System „L∂G“ wurde das egfp-Gen in den ersten 33 bp deletiert, wohingegen im 

System „mG“ eine 34 bp Insertion in der 3´-Region des egfp-Gens eingeführt wurde. (ii) Der 

Hauptunterschied beider Gentargeting-Systeme lag jedoch in der Position der korrekten 

Nukleotide im rAAV-Donorgenom. Unter Verwendung eines mutierten AP-Gens (Alkalische 

Phosphatase) wurde gezeigt, dass die besten Gentargetingfrequenzen erzielt werden konnten, 

wenn die korrekten Nukleotide in der Mitte der Donorsequenz und nicht an den Enden des 

rAAV-Vektors lokalisiert waren (63, 75). In dieser Arbeit lagen im System „L∂G“ die korrekten 

Sequenzen mittig der rAAV-Donorsequenz, wohingegen im System „mG“ die korrekten 

Nukleotide am 3`Ende des rAAV-Donors lokalisiert waren. Zusammenfassend ließ sich zeigen, 

dass die Art der Mutation als auch die Position der Nukleotide keinen Einfluss auf die 

Gentargetingfrequenz hatten, da bei einer Koinfektion der U2OS-Zellen mit rAAV-SceI und 

rAAV-Donor.REx im System „L∂G“ mit 8% eine ähnliche Gentargetingfrequenz erzielt wurde 

wie in U2OS-Zellen des Systems “mG” mit 6%. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, 

dass sowohl die Mutationsart als auch die Position der korrekten Nukleotide keinen 

entscheidenden Einfluss auf das rAAV-vermittelte Gentargeting haben, wenn die HR durch 

einen DSB stimuliert wird. Um jedoch den Einfluss der Mutationsart auf die 

Gentargetingfrequenz genauer analysieren zu können, sollten sich die Insertion bzw. die Deletion 

an ein und derselben Stelle im Ziellokus befinden. Zudem sollten für beide Systeme gleiche 

rAAV-Donorvektoren mit gleichen Gesamthomologielängen verwendet werden. (iii) Es konnte 
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gezeigt werden, dass in Abwesenheit eines DSB ein kurzer Homologiearm von 150 bp am        

5`-Ende und ein längerer Homologiearm von 500 bp am 3`-Ende des rAAV-Vektors ausreichend 

für das Gentargeting waren. Die Gentargetingfrequenz konnte um ein 2-5faches gesteigert 

werden, wenn die Gesamthomologielänge zwischen dem Vektor und dem Ziellokus von 1,7 kb 

auf 3,0 kb erhöht wurde (63). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein 

Donorvektor (D-Zgfp) mit einer kurzen Gesamthomologielänge von 2,1 kb zum Ziellokus eine 

7fach höhere Gentargetingfrequenz erzielte als der Donorvektor D-ZgfpiNwpre mit einer 

Gesamthomologielänge von 4,2 kb. Ein möglicher Grund für die unterschiedlichen 

Gentargetingfrequenzen könnte die IRES-Sequenz sein, die im längeren Donorvektor vorhanden 

war. Diese Sequenz könnte aufgrund ihrer komplexen Sekundär-/Tertiärstruktur von ssDNA 

einen störenden Einfluss auf die Rekombination zwischen dem Donorvektor und dem Ziellokus 

haben. Gegen diese Hypothese spricht jedoch die Beobachtung, dass im Gentargeting-System 

“mG” mit dem Donorvektor D-∂GFPiN, der ebenfalls eine IRES-Sequenz enthielt, bessere 

Gentargetingfrequenzen erzielt wurden als mit einem REx-kodierenden Donorvektor D-

∂GFPiN.REx. Diese Beobachtung führt zu einer weiteren Vermutung, der zufolge das REx-

Protein einen toxischen Einfluss auf das HR-vermittelte Gentargeting haben könnte.  

Bei therapeutischen Anwendungen von rAAV-Vektoren, wie beispielsweise bei der Behandlung 

der Cystischen Fibrose oder der Hämophilie B, die auf der Komplementation eines fehlenden 

Proteins beruhen, ist oftmals eine mehrmalige Applikation des rAAV-Vektors notwendig, um die 

Konzentration des Proteins in der Zelle aufrechtzuerhalten (108).  

Ziel eines gentherapeutischen Ansatzes ist daher auch immer eine Langzeitexpression des 

korrigierten Gens, um die Anzahl der Applikationen von rAAV-Vektoren zu minimieren, da 

aufgrund eventuell bestehender Antikörper der gentherapeutische Effekt reduziert werden kann. 

Anhand der Kinetikstudien konnte gezeigt werden, dass die Korrektur des mutierten egfp-Gens  in 

allen Zelllinien, ausgenommen den HEK293-Zellen, über einen Zeitraum von 4-5 Wochen stabil 

blieb, wobei die rAAV-transduzierten Zellen nicht unter Selektion gestellt wurden. Die Abnahme 

der EGFP-positiven Zellen in den HEK293-Zellen könnte möglicherweise auf einen stillgelegten 

LTR-Promotor (gene silencing) zurückgeführt werden.   

Für die Untersuchung des rAAV-vermittelten Gentargetings in verschiedenen Zelllinien wurden 

polyklonale Zelllinien verwendet. Der Hintergrundgedanke war, dass die Position des integrierten 

Ziellokus im Wirtsgenom einen Einfluss auf das rAAV-vermittelte Gentargeting haben könnte. 

Beim Vergleich verschiedener klonaler Zelllinien müsste der Ziellokus in allen Ziellinien am 

selben Genlokus integriert vorliegen, damit sich solche Positionseffekte nicht bemerkbar machen. 

Die Wahrscheinlichkeit, dass bei der Herstellung der Zielzellen der Ziellokus jeweils an derselben 
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Stelle im Wirtsgenom integriert wurde, ist jedoch sehr gering. Durch die Verwendung 

polyklonaler Zielzellen wurden solche Positionseffekte vermindert. 

Bei einem Vergleich der verschiedenen Zielzellen (U2OS und HEK293) konnten beachtliche 

Unterschiede zwischen den Gentargetingfrequenzen festgestellt werden. Eine Erklärung dafür 

könnte das unterschiedliche Vorkommen und Zusammenspiel der an der HR und am NHEJ 

beteiligten zellulären Proteine in den verschiedenen Zelllinien sein. Die beiden DNA-

Reparaturwege, HR und NHEJ, können in einer Art Gleichgewichtszustand vorliegen. Die 

genauen Mechanismen, die diesen Zustand regulieren sind derzeit noch unklar. Es ist jedoch 

bekannt, dass das Gleichgewicht je nach Zellzyklusstadium (S-/G2-Phase: HR, G1-Phase: 

NHEJ) in Richtung eines der beiden Wege verschoben ist. Mit Hilfe von knockout-Zellen 

und/oder Zellen, in denen einige der relevanten DSBs-Reparaturproteine runterreguliert wurden, 

konnten wichtige Hinweise bezüglich der Regulation beider DNA-Reparaturwege gewonnen 

werden. Ein wichtiger regulatorischer Faktor für die Wahl des DSB-Reparaturweges scheint unter 

anderem der Phosphorylierungszustand der DNA-abhängigen Protein-Kinase (DNA-PKcs) zu 

sein. Für das NHEJ ist eine Phosphorylierung der DNA-PKcs wichtig (94). Durch eine Abnahme 

der Phosphorlyierung der Protein-Kinase wird das NHEJ in der S-Phase runterreguliert (24). Das 

bedeutet, dass durch Suppression oder knockout wichtiger Proteine des NHEJ, wie die DNA-

PKcs, KU70 oder XRCC4 die HR begünstigt werden kann (3, 133).  

Obwohl der genaue Mechanismus des rAAV-vermittelten Gentargetings derzeit noch unklar ist, 

konnten bereits wichtige Erkenntnisse bezüglich der am rAAV-vermittelten Gentargeting 

beteiligten zellulären Proteine gewonnen werden. Demnach scheinen die über RAD51/RAD54 

regulierten Schritte der HR essenziell für das rAAV-vermittelte Gentargeting zu sein (179). 

RAD51 nimmt dabei eine Schlüsselrolle ein, indem es das Replikationsprotein A (RPA) am 

ssAAV-Genom ersetzt und eine Nukleoprotein-Filament bildet (170). Die Funktion des RPA-

Proteins besteht vermutlich darin, das ssAAV-Genom vor der Nuklease-vermittelten 

Degradation zu schützen und somit die HR zu garantieren. Zudem konnte durch eine 

Inaktivierung der an der HR beteiligten zellulären Proteine, wie RAD52 und RAD54, eine 

Abnahme der stimulierten HR und der Gentargetingfrequenz beobachtet werden (40, 147, 179). 

Das RAD51-Paralog XRCC3 scheint ebenso ein wichtiges Element beim HR-vermittelten 

Gentargeting zu sein, da eine Runterregulation der XRCC3-Expression in Zellkultur-Studien das 

rAAV-vermittelte Gentargeting negativ beeinflusste (179). Es ist vorstellbar, dass das XRCC3-

Protein die RAD51-vermittelte Nukleoprotein-Filamentbildung unterstützt  (45, 178). Dieses 

Nukleoprotein-Filament paart sich anschließend aufgrund der homologen Sequenzen mit der 

mutierten Ziellokussequenz, wobei das RAD54-Protein die doppelsträngige genomische DNA 

entwindet (178, 179).  
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Anhand dieser Beobachtungen wäre es denkbar, dass in den U2OS-Zellen, die eine höhere 

Gentargetingfrequenz aufwiesen als die übrigen Zelllinien, ein höheres Proteinlevel an den HR 

beteiligten Proteine vorlag. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ein Anstieg der Genexpression 

von RAD51 und RAD52 während der S-Phase zu einer Erhöhung der HR führte (25). Zudem 

könnten aber auch Proteine des NHEJ-Reparaturweges in den U2OS-Zellen in geringeren 

Konzentrationen vorgelegen haben, wodurch die HR eventuell gefördert wurde. Diese 

Hypothesen können jedoch nur durch die Herstellung und Analyse weiterer knockout-Zelllinien 

geklärt werden.  

Ein weiterer wichtiger Punkt, der bei der Analyse der unterschiedlichen Gentargetingfrequenzen 

nicht außer Acht gelassen werden sollte, ist die rAAV-Transduktionsfrequenz, d.h. die Anzahl der 

funktionellen rAAV-Partikel, die in die Zelle gelangen. Die Transduktionsfrequenz wurde mittels 

des REx-Proteins bestimmt. Im Vergleich zu allen anderen verwendeten Zelllinien wurden in den 

U2OS-Zellen die höchsten Transduktionsfrequenzen und Gentargetingfrequenzen erreicht. In 

den HEK293-Zellen war die Gentargetingfrequenz am niedrigsten, wobei die Anzahl der REx-

positiven Zellen ebenfalls niedriger war als in den anderen Zellen. Diese Beobachtungen lassen 

die Schlussfolgerung zu, dass die Effizienz des rAAV-vermittelten Gentargetings von der 

Transduktionsfrequenz und der Transduktionseffizienz abhängig ist.  

Die Transduktionseffizienz ist unter anderem durch den unterschiedlichen Anteil der AAV-

Rezeptoren auf der Zelloberfläche bedingt. Das Problem geringer Transduktionsfrequenzen kann 

jedoch zum einen durch den Einsatz verschiedener AAV-Serotypen gelöst werden, die einen 

unterschiedlichen Zelltropismus aufweisen. Für die Transduktion von Hepatozyten sind vor 

allem rAAV8-Vektoren (47) geeignet, für die Transduktion von Muskelzellen dagegen rAAV1 

(26), um nur einige rAAV-Vektoren zu nennen. Durch Produktion von rAAV-Chimären mittels 

Rekombination verschiedener rAAV-Serotypen kann für jeden Zell- bzw. Gewebetyp der 

passende rAAV-Pseudotyp identifiziert werden (16). 

Eine Möglichkeit die Gentargetingfrequenz zu steigern und eine effiziente Transduktion zu 

garantieren, ist die Verwendung von rAAV-Kombivektoren. Solche Vektoren liefern sowohl die 

Sequenz der Endonuklease als auch die homologen Sequenzen des Donors. Im Gentargeting-

System “mG” wurden mit einer Koinfektion von rAAV-SceI und rAAV-Donor ∂GFPiN 25% 

der U2OSmG-Zellen korrigiert. Im Gegensatz dazu wurde in Gegenwart eines einzelnen rAAV-

Kombivektors eine signifikant höhere Gentargetingfrequenz mit 65% erzielt. Dies kann dadurch 

erklärt werden, dass die Gesamtmenge an rAAV-Partikeln durch den Einsatz eines rAAV-

Kombivektors reduziert wird. Die Gefahr einer Rezeptorabsättigung und der damit verbundenen 

Reduzierung der Transduktionsfrequenz kann dadurch verringert werden. Ein positiver 

Nebenaspekt ist die Senkung der Produktionskosten für nur einen rAAV-Vektor. Im Hinblick 
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auf den Einsatz von rAAV-verpackten ZFNs könnten die Produktionskosten ebenfalls gesenkt 

werden, indem beispielsweise beide ZFNs auf einem Vektorgenom vereinigt werden.  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass ein direkter Vergleich beider verwendeten 

Gentargeting-Systeme schwierig ist, da die unterschiedlichen Gentargetingfrequenzen ein 

Zusammenspiel der zuvor erwähnten Parameter sein können. Dies zeigt die Notwendigkeit auf, 

dass jedes rAAV-vermittelte Gentargeting eines zu korrigierenden Ziellokus vor einem in vivo 

Einsatz ausreichend optimiert werden muss.  
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5.2 Risikoabschätzung des rAAV-vermittelten Gentargetings  

 

Für das rAAV-vermittelte Gentargeting mussten hohe Viruspartikelzahlen pro Zelle eingesetzt 

werden, damit möglichst hohe Gentargetingfrequenzen erzielt werden konnten. Dies bestätigt 

frühere Gentargeting-Studien, in denen in Gegenwart eines I-SceI-induzierten DSB ebenfalls 

hohe Vektordosen mit bis zu 1,5x105 genomische Partikel pro Zelle eingesetzt wurden (117). In 

diesem Zusammenhang sollte nicht außer Acht gelassen werden, dass die Aufnahme der rAAV-

Partikel in die Zelle durch den Anteil der Rezeptoren auf der Zelloberfläche limitiert wird. 

Zudem ist bisher noch nicht bekannt, wie viele rAAV-Partikel nach der Endozytose tatsächlich 

zum Kern transportiert werden und anschließend in den Zellkern gelangen. In der Annahme, 

dass nur ein Allel eines Gens genetisch modifiziert werden soll, bedeutet dies, dass nach er 

Infektion vermutlich weitaus mehr Viruspartikel in der Zelle vorlagen als theoretisch für das 

Gentargeting benötigt wurden. Daher stellte sich die Frage, welches Schicksal die übrigen rAAV-

Genome ereilt, die nicht für das rAAV-vermittelte Gentargeting verwendet wurden. Obwohl 

bereits nachgewiesen werden konnte, dass die Mehrheit der rAAV-Genome als 

extrachromosomale Episome in der Zelle vorliegt (51, 129, 160), ist es durchaus möglich, dass 

einige der rAAV-Vektoren während des rAAV-vermittelten Gentargetings in das Wirtsgenom der 

Zelle integrierten. Im folgenden Verlauf dieses Diskussionsabschnittes soll daher untersucht 

werden, wie häufig ein solches  rAAV-Integrationsereignis während des rAAV-vermittelten 

Gentargetings stattfand.  

Mittels Hepatektomiestudien in rAAV-transduzierten Mäuse-Lebern konnte bereits gezeigt 

werden, dass in den zur Teilung angeregten Hepatozyten die extrachromosomal vorliegenden 

rAAV-Episome ausgedünnt wurden (129). Diese Beobachtung erklärt die Abnahme der REx-

positiven Zellen in allen verwendeten Zielzelllinien über einen Zeitraum von cirka 21 Tagen nach 

der Transduktion um mehr als die Hälfte. Während des Beobachtungszeitraumes von bis zu 36 

Tagen wurden die rAAV-transduzierten Zellen mindestens zweimal pro Woche während der 

Zellpassagierung jeweils 1:10 ausgedünnt, was insgesamt einem Verdünnungsfaktor von 1012 

entspricht. Einundzwanzig Tage nach der rAAV-Transduktion erreichte die REx-Expression ein 

konstantes Niveau, was auf integrierte rAAV-Genome zurückgeführt werden kann. Dabei lag die 

Anzahl der REx-positiven U2OS-Zellen höher als für die übrigen Zelllinien (HeLa, HT-1080 und 

HEK293), was höchstwahrscheinlich durch die höhere initiale Transduktionsfrequenz in U2OS-

Zellen bedingt war.  
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Wie anhand der klinischen X-SCID-Studien beobachtet werden konnte, können Integrationen 

von viralen Vektoren Veränderungen des Erbguts hervorrufen, was zu einer Entartung der 

betroffenen Zelle bis hin zur Bildung von Karzinomen führen kann (20, 32, 54, 161). Mehrere 

Studien belegen das Vorkommen zufälliger Integrationen von rAAV-Vektoren, wobei die 

durchschnittlichen Integrationsfrequenzen mit einem Integrationsereignis pro 103-104 

Vektorpartikeln gering sind (116, 155). Anders als bei der Verwendung der in den X-SCID-

Studien eingesetzten retroviralen Vektoren konnte in den klinischen Gentherapiestudien mit 

rAAV-Vektoren, wie der Cystischen Fibrose (Phase II) oder der Hämophilie B (Phase I) bisher 

keine insertionsbedingten Erkrankungen nachgewiesen werden (56, 109). Bisher gibt es nur eine 

einzige, in Fachkreisen sehr umstrittene, da bislang nicht reproduzierbare, Studie mit rAAV-

Vektoren in Mäuse-Hepatozyten, in denen eine insertionsbedingte Karzinogenese beobachtet 

wurde. Dennoch kann jedes Integrationsereignis die Gefahr einer insertionsbedingten Entartung 

der Zelle erhöhen. Die konstante REx-Expression, die sich im Laufe der Zeit nach der rAAV-

Transduktion einstellte, weist darauf hin, dass rAAV-Integrationen während des rAAV-

vermittelten Gentargetings auftraten. Für zukünftige gentherapeutische Anwendungen des 

rAAV-vermittelten Gentargetings ist daher die Abschätzung des Risikopotenzials von rAAV-

Vektoren hinsichtlich insertionsbedingter Mutagenesen enorm wichtig. Eine Quantifizierung und 

Charakterisierung der rAAV-Integrationen und der Rekombinationsereignisse während des 

rAAV-vermittelten Gentargetings war deshalb auch Gegenstand dieser Arbeit. Dabei ging es 

nicht allein darum, die Veränderung des Phänotyps einer rAAV-transduzierten Zelle, die eine 

Korrektur des mutierten egfp-Gens mit sich bringt, zu analysieren, sondern auch um eine 

Untersuchung auf genomischer Ebene.  

Während des gentherapeutischen rAAV-vermittelten Gentargetings sollten die Integration eines 

Gentherapievektors und die damit verbundene Gefahr einer Insertionsmutagenese möglichst 

gering sein. Daher stellte sich die Frage, wie häufig eine rAAV-Integration im Vergleich zum 

rAAV-vermittelten Gentargeting auftrat. Aus diesem Grund wurde die Targeting Ratio 

(Gentargeting/zufällige Integration) als ein Chancen/Risiko-Faktor berechnet. Anhand der 

phänotypischen Daten des 36. Tages nach der Transduktion wurde für die U2OS-L∂G-Zelllinie 

ein Verhältnis von 1 Gentargetingereignis pro 230 rAAV-Zufallsintegrationen in Abwesenheit 

eines DSB berechnet. Durch einen I-SceI-induzierten DSB wurde das Verhältnis auf 1:5 

verbessert, was einem Faktor von 46 entspricht. Das bedeutet, dass das Risiko einer 

Insertionsmutagenese durch die Stimulation des HR-vermittelten Gentargetings verringert 

werden kann. Um diese Beobachtung auch auf genomischer Ebene verifizieren zu können, 

wurden Allel-spezifische real-time PCRs etabliert, die eine spezifische Detektion sowie eine 

Quantifizierung der Integrations- und Gentargetingereignisse ermöglichten. Diese Art der 
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Genomanalyse bietet gegenüber anderen Systemen vor allem den Vorteil, dass sowohl 

Integrationsereignisse als auch HR-Ereignisse parallel in ein und derselben Probe (genomischer 

DNA) detektiert werden können. Zudem ist die Quantifizierung durch die Verwendung von 

spezifischen Primerpaaren genauer, als beispielsweise ein Bakterien-basiertes rescue-System, in 

dem die Anzahl positiver Gentargeting-Ereignisse über die Selektion von Bakterienklonen 

bestimmt wird (116). Eine solche Analyse durchläuft viele Schritte, wie die Isolierung und den 

Restriktionsverdau der genomischen DNA sowie die Klonierung und Selektion der isolierten 

rAAV-Sequenz, die allesamt fehlerbehaftet sein können.  

Für die quantitative PCR-Analyse wurde die genomische DNA am letzten Tag der Kinetikstudien 

isoliert, um eine Detektion von episomal vorliegenden rAAV-Genomen auszuschließen. Mit 

Hilfe der real-time PCRs wurden, unter Berücksichtigung der Standardabweichungen, nahezu 

gleiche Verhältnisse zwischen der rAAV-Integration und dem Gentargeting von 1:330 (in 

Abwesenheit eines DSB) und 1:25 (in Gegenwart eines DSB) wie in der phänotypischen Analyse 

detektiert. Durch die PCR-gestütze Analyse der U2OS-L∂G-Einzellklone konnte das zuvor 

festgestellte Verhältnis zwischen der Korrektur des egfp-Gens und einer Zufallsintegration 

bestätigt werden. Das lässt darauf schließen, dass der Phänotyp die molekularbiologischen 

Verhältnisse in der Zelle widerspiegelt. Jedoch sollte berücksichtigt werden, dass die 

Integrationsfrequenz von rAAV ausschließlich über die Detektion der REx-Kassette erfolgte. Da 

es sich aber um eine Koinfektion (Zwei-Vektor-System) handelte, bei der parallel zum rAAV-

Donor.REx Vektor auch der rAAV-SceI Vektor appliziert wurde, liegt die Vermutung nahe, dass 

die Integrationsfrequenz höher war. Dabei konnte davon ausgegangen werden, dass beide 

Vektoren ähnliche Integrationsfrequenzen aufwiesen. Diese Annahme konnte durch die Analyse 

der U2OS-L∂G-Einzellklone bestätigt werden (Kapitel 3.4.4), da in nahezu allen Klonen 

Integrationen des rAAV-Donorvektors und des rAAV-SceI Vektors nachgewiesen werden 

konnten. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Integrationsfrequenz tatsächlich 

höher war, als zuvor angenommen.  

Bezug nehmend zu der eingangs gestellten Frage hinsichtlich des Schicksals der rAAV-Genome 

während des rAAV-vermittelten Gentargetings kann folgendes festgehalten werden: (i) Die 

Mehrheit der funktionellen rAAV-Genome (Abnahme der REx-positiven Zellen von 90% auf 

30%) wurde über die Zellpassagierung ausgedünnt. (ii) Die anschließend beobachtete konstante 

REx-Expression konnte mittels PCR-Analysen auf integrierte rAAV-Genome zurückgeführt 

werden, wobei eine rAAV-Integrationen und ein Gentargetingereignis parallel in einer Zelle 

auftraten. 

Wenngleich die Gefahr einer insertionsbedingten Mutagenese durch den Verlust der mehrheitlich 

episomal vorliegenden rAAV-Genome verringert wird und die Targeting Ratio durch einen 
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spezifisch eingeführten DSB verbessert werden konnte, sollte im Hinblick zukünftiger klinischer 

Anwendungen der Frage nachgegangen werden, wie die Integrationsfrequenz weiter reduziert 

werden könnte. Eine Möglichkeit war, die Menge an rAAV-Partikeln pro Zelle zu reduzieren. 

Wie anhand der rAAV-Titrationsexperimente nachgewiesen werden konnte, hätte das jedoch eine 

Abnahme der Gentargetingfrequenz zur Folge gehabt (Kapitel 4.1.2). Um eine Senkung der 

Integrationsfrequenz zu ermöglichen und gleichsam eine Abnahme der Gentargetingfrequenz zu 

verhindern, wurde ein rAAV-Kombivektor konstruiert, der sowohl für die homologen Sequenzen 

des Donorvektors als auch für die CMV-gesteuerte I-SceI-Endonuklease kodierte. Durch 

Verwendung nur eines rAAV-Vektors (Ein-Vektor-System), der beide essenziellen Faktoren 

vereinigte, konnte die Virusmenge pro Zelle im Vergleich zu einem Zwei-Vektor-System 

verringert werden. Mittels quantitativer real-time PCRs wurde untersucht, ob durch die 

Verringerung der rAAV-Vektorpartikelzahl bei der Verwendung nur eines rAAV-Vektors auch 

die Anzahl der rAAV-Zufallsintegrationen reduziert wurde. 

Im Gentargeting-System „mG“ wurde für den rAAV-Kombivektor als auch für die Koinfektion 

eine ähnliche Targeting Ratio von 3:1 (GK:ZI) erzielt. Das bedeutet, dass 3 Gentargetingereignisse 

pro einer Zufallsintegration auftraten. Im Vergleich zum Gentargeting-System „L∂G“ steht 

demnach das Verhältnis zwischen Gentargeting und Zufallsintegration auf Seiten des 

Gentargetings. Wie sind jedoch diese unterschiedlichen Targeting Ratios der beiden Gentargeting-

Systeme „L∂G“  und „mG“ zu erklären? Anhand des Vergleichs verschiedener Donorvektoren 

im rAAV-vermittelten Gentargeting wurde deutlich, dass ein rAAV-Donorvektor ohne ein 

zusätzliches Markergen (D-∂GFPiN) mit 25% eine weitaus höhere Gentargetingfrequenz erzielte 

als ein Donorvektor mit einem REx-Markergen (5-8% EGFP-positive Zellen). Das könnte 

bedeuten, dass die rAAV-Vektorarchitektur möglicherweise einen Einfluss auf die Targeting Ratio 

hat, indem sie die HR zwischen dem rAAV-Vektor und dem Ziellokus begünstigt und somit das 

Verhältnis zu Gunsten des Gentargetings verschiebt. 

Wie ist jedoch zu erklären, dass kein Unterschied hinsichtlich der Targeting Ratio zwischen dem 

rAAV-Kombivektor und der Koinfektion ermittelt werden konnte? Eine Erklärung findet sich 

bei einer genaueren Betrachtung der Kopienzahlen für den korrigierten Ziellokus (kZL/ZL) und 

für die rAAV-Integrationen (I-SceI-Integrationen/ZL) (Tab. 15). Dabei wird anhand der Anzahl 

korrigierter Zielloki deutlich, dass beim Einsatz eines rAAV-Kombivektors die 

Gentargetingfrequenz im Vergleich zu einer Koinfektion um das 4,5fache erhöht werden konnte 

(0,41 kZL/ZL versus 0,09 kZL/ZL). Ebenso war aber auch die Integrationsfrequenz des rAAV-

Kombivektors, gemessen an der Anzahl integrierter I-SceI-Sequenzen, um ein 5-10faches im 

Vergleich zur Infektion mit zwei rAAV-Vektoren erhöht (0,21 ZI/ZL versus 0,02-0,04 ZI/ZL). 

Das bedeutet, dass das Verhältnis zwischen dem rAAV-vermittelten Gentargeting und der 
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Zufallsintegration in beiden Ansätzen (Ein-Vektor-System bzw. Zwei-Vektor-System) gleich 

blieb.  

Zudem muss vermerkt werden, dass die genotypische Analyse niedrigere Werte erzielte als die 

phänotypische Analyse, was mit einer geringeren Sensitivität der quantitativen PCR erklärt 

werden kann. Obwohl in dem Gentargeting-System “mG” für die Quantifizierungsanalysen eine 

blockcycler PCR vorgeschaltet werden musste, konnten die PCR-Signale nicht weiter verbessert 

werden. Überdies sollte nicht außer Acht gelassen werden, dass die Integrationsfrequenz des 

rAAV-Donors D-∂GFPiN nicht ermittelt wurde, da kein spezifisches Primerpaar gefunden 

werden konnte, um den rAAV-Donorvektor von dem korrigierten Ziellokus unterscheiden zu 

können. Bei einer ähnlichen Kopienzahl für die Integration des Donorvektors würde theoretisch 

eine Gesamtkopienzahl von cirka 0,08 ermittelt werden, die immer noch um ein 2faches niedriger 

wäre als die des rAAV-Kombivektors.  

Die ursprünglich aufgestellte Hypothese, ein rAAV-Kombivektor würde im Vergleich zu einem 

Zwei-Vektor-System zu niedrigeren Integrationsfrequenzen führen, konnte somit widerlegt 

werden. Es stellte sich folglich die Frage, welche Faktoren die erhöhte Integrationsfrequenz des 

rAAV-Kombivektors bedingten. Da der einzige Unterschied zwischen beiden Ansätzen die 

Architektur des rAAV-Kombivektors war, führte das zu der Vermutung, die Donorsequenz des 

rAAV-Kombivektors könnte während der HR einen Einfluss auf die Integration der rAAV-

Kombivektors haben, indem sie möglicherweise dessen Sequenzen wie die I-SceI-Sequenz in die 

DNA-Bruchstelle „zieht“. In einem solchen Fall könnte die I-SceI-Sequenz im Ziellokus 

nachgewiesen werden. Mit Hilfe von Sequenzierungsanalysen trat zu Tage, dass die I-SceI-

Sequenz des rAAV-Kombivektors am I-SceI-induzierten DSB nachgewiesen werden konnte. 

Anhand der hohen Gentargetingfrequenzen von 65% ist es sehr wahrscheinlich, dass diese 

rAAV-Integrationen am DSB mit einer Korrektur des egfp-Gens verbunden waren, wodurch die 

zuvor aufgestellte Hypothese, die Donorsequenz des rAAV-Kombivektors könnte während der 

HR die Integration des rAAV-Vektors vermitteln, untermauert werden konnte.  

Bei der Analyse konnten zwei verschiedene Typen der HR-gekoppelten Integration identifiziert 

werden, wobei beim ersten Typ die HR mit einer Integration eines einzelnen rAAV-Genoms am 

DSB verbunden war. Der zweite Typ basierte auf einer vorangegangenen Konkatamerbildung 

zwischen zwei oder mehreren rAAV-Vektorgenomen. Die Sequenzierung dieser HR-gekoppelten 

Integration erwies sich als schwierig. Eine Erklärung dafür findet sich in den rekombinierten 

ITR-Sequenzen, die sich zu Sekundärstrukturen ausbilden und die Amplifikation beeinträchtigen 

können. Die Anzahl der sequenzierten Klone war für beide Typen gleich hoch, so dass vermutet 

werden könnte, dass beide Versionen der HR-gekoppelten Integration in gleichen Verhältnissen 

auftraten. Dabei sollte erwähnt werden, dass sich beide Typen nicht notwendiger Weise 
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gegenseitig ausschließen, da der erste Typ auch bei der HR-gekoppelten Integration der rAAV-

Konkatamere zusätzlich am 3`-Ende des DSB erfolgen könnte. Anhand der Position des 

Sequenzierungsprimers kann jedoch keine differenzierte Aussage über die Sequenz am 3`-Ende 

des DSB getroffen werden. 

Die Bildung und Integration von Konkatameren ist bereits mehrmals beschrieben worden (41, 

190) und erfolgt über eine intramolekulare Rekombination zwischen den ITRs von zwei oder 

mehreren rAAV-Genomen (41, 190). In Hepatozyten rAAV8-infizierter neonataler Mäuse lag die 

Integrationsfrequenz bei durchschnittlich 0,2 Kopien pro Zelle, was ebenfalls auf eine 

Konkatamerbildung hindeutete (73). Solche rAAV-Vektoren können theoretisch in beiden 

Orientierungen am DSB vorliegen. Mit Hilfe zwei verschiedener blockcylcer PCRs, die den 

Nachweis von rAAV-Integrationen am I-SceI-induzierten DSB zuließen, wurden rAAV-

Integrationen in beiden Richtungen, sense und antisense, nachgewiesen (Abb. 29). Die PCR-

Fragmente zeigten im Agarosegel unterschiedliche Größen, die durch unterschiedliche Längen 

der rAAV-Konkatamere erklärt werden können.  

Aufgrund dieser und frühere Beobachtungen von Miller und Russell, wonach rAAV-Vektoren 

am I-SceI-induzierten DSB integrieren (116), wurde eine real-time gestützte PCR etabliert, die eine 

Quantifizierung der Integrationen des rAAV-Kombivektors am I-SceI-induzierten DSB zuließ. 

Dabei konnte in 0,4% der Zielloki eine Integration des rAAV-Vektors in antisense Orientierung 

nachgewiesen werden. Für die HR-gekoppelte Integration des rAAV-Kombivektors in sense 

Orientierung am I-SceI-induzierten DSB konnte jedoch kein ausreichend spezifisches Primerpaar 

konstruiert werden, um zwischen den Integrationsereignissen am I-SceI-induzierten DSB und den 

Zufallsintegrationen von rAAV-Konkatameren unterscheiden zu können. Eine solche PCR wäre 

jedoch von enormer Wichtigkeit, um die Ergebnisse der Sequenzanalyse quantitativ belegen zu 

können. Für die quantitative Analyse der Integrationen am I-SceI-induzierten DSB für das 

Gentargeting-System “L∂G” wurde in 2,7% der Zielloki eine antisense Integration des rAAV-SceI 

Vektors am DSB nachgewiesen (Abb. 29). Das bedeutet, dass 1% der rAAV-Integrationen in 

antisense Orientierung an einem DSB vorlagen.  

Diese Beobachtungen führen zu folgender Schlussfolgerung, wonach die Mehrheit der rAAV-

Integrationen während des rAAV-vermittelten Gentargetings nicht an einem I-SceI-induzierten 

DSB erfolgte. Das bestätigt eine frühere Studie von Miller und seinen Mitarbeitern, wonach 7,4-

7,7% der rAAV-Integrationen an einem I-SceI-induzierten DSB erfolgten (116). Für zukünftige 

Anwendungen des rAAV-vermittelten Gentargetings hinsichtlich der Korrektur endogener Gene 

ist dieses Ergebnis bedeutsam, da in diesem System spezifische DSBs am Ziellokus eingeführt 

werden müssen, um eine möglichst hohe Gentargetingfrequenz zu garantieren. Wenngleich die 

Integration am I-SceI-induzierten DSB in antisense Orientierung niedrig war, könnte die 
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Integration des rAAV-Kombivektors in sense Orientierung jedoch höher liegen, was auf der 

eingangs gestellten Hypothese beruht, die Donorsequenz könnte einen Einfluss auf die 

Integration des rAAV-Kombivektors haben. Demzufolge scheint ein Ein-Vektor-System 

hinsichtlich des rAAV-vermittelten Gentargetings von Nachteil gegenüber einem Zwei-Vektor-

System sein. 

Um dieses Ergebnis jedoch zu bestätigen, müsste zudem die in sense Orientierung integrierten 

rAAV-Vektoren und die Integrationen des rAAV-Donorvektors quantitativ bestimmt werden. 

Ein exakter Vergleich hinsichtlich der Integration am I-SceI-induzierten DSB zwischen dem Ein-

Vektor-System und dem Zwei-Vektor-System ist zudem nur dann möglich, wenn für beide 

Ansätze dasselbe Primerpaar verwendet wird.   
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5.3 Zukunftsperspektiven des rAAV-vermittelten Gentargetings 

 

Obwohl derzeit rund 1400 klinische Gentherapiestudien laufen, fanden gentherapeutische 

Anwendungen bisher noch keinen Eingang in die Praxis. Das ist vor allem darauf 

zurückzuführen, dass in der Vorzeit in einigen Studien erhebliche Sicherheitsprobleme mit 

Todesfolge auftraten, die die Forschungswelt schwer erschütterten. Das hatte zur Folge, dass die 

Öffentlichkeit und die regulatorischen Behörden eine distanzierte Haltung gegenüber dem 

klinischen Einsatz der Gentherapie einnehmen. Nichts desto trotz können solche Rückschläge 

eine weitere Verwendung als proof of principle Systeme für zukünftige Gentherapiestudien finden. 

Infolge dieser Erfahrungen wurde geradezu eine stärkere Auseinandersetzung mit den Risiken 

und Gefahren von Gentherapiestudien von den Behörden gefordert. Daher steht heutzutage vor 

allem die Sicherheit und Effizienz der, in vielen Gentherapieansätzen eingesetzten, viralen 

Vektoren im Mittelpunkt der Gentherapieforschung. 

Im Hinblick auf zukünftige gentherapeutische Anwendungen des rAAV-basierenden 

Gentargetings wurde auch in dieser Arbeit der Sicherheitsaspekt dieses Systems im 

Zusammenhang mit dessen Vor- und Nachteilen genauer beleuchtet. Die Vorteile des rAAV-

basierenden Gentargetings gegenüber anderen viralen Gentargeting-Systemen sind vor allem die 

Verwendung eines einzelsträngigen AAV-Donorgenoms, die niedrige Integrationsfrequenz des 

rAAV-Vektors und die Durchführbarkeit dieses rAAV-basierenden Systems in verschiedenen 

humanen Zelllinien.  

In dieser Arbeit wurden die homologen Sequenzen für das HR-vermittelte Gentargeting über 

einen ssAAV-Vektor in die Zelle gebracht, da einzelsträngige DNA-Moleküle sehr 

wahrscheinlich für den Prozess der Homologen Rekombination leichter zugänglich sind als eine 

doppelsträngige DNA (59, 63). Ein solcher rAAV-Vektor kann deshalb gegenüber anderen 

RNA- und DNA-Vektoren, wie beispielsweise retroviralen- oder adenoviralen Vektoren von 

Vorteil sein, da er einzelsträngig ist.  

Unter Verwendung eines Retrovirus-basierenden Vektors wurden beim Gentargeting eines 

mutierten neo-Gens in humanen Zellen ein Gentargetingfrequenz von 1 selektionierten Zelle pro 

3x106 infizierten Zellen erzielt (39). Dabei musste nach der Infektion das RNA-Genom des 

retroviralen Maus-Leukämie-Vektors zunächst in eine cDNA umgeschrieben werden. Ein Grund 

für die schlechte Gentargetingfrequenz könnte möglicherweise ein erschwerter Zugang dieser 

überwiegend integriert vorliegenden cDNA zum chromosomal vorliegenden neo-Gen, im 

Gegensatz zu einer einzelsträngigen DNA, gewesen sein. Diese Hypothese würde auch die 
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niedrigen Gentargetingfrequenzen von 0,3-1x10-5 Aprt+ Kolonien pro infizierter Zelle erklären, 

die mittels doppelsträngigen adenoviralen Vektoren erzielt wurden (183).  

Frühere Studien belegen die Stimulation der HR und somit eine Erhöhung der 

Gentargetingfrequenz durch Einführen eines DSBs am Ort der Mutation. In dieser Arbeit wurde 

jedoch gezeigt, das ein solcher DSB nicht nur das Verhältnis zwischen dem Gentargeting und der 

Zufallsintegration des Vektors verbessert, sondern auch eine Gefährdung für die Zelle darstellen 

kann, indem es ein potenzielles Ziel für rAAV-Integrationen darstellt. Diese Gefahr kann jedoch 

vermutlich durch die Konstruktion des rAAV-Vektors beeinflusst werden. Das bedeutet, dass 

durch die Verwendung eines Zwei-Vektor-Systems die Gefahr einer Integration am I-SceI-

induzierten DSB wahrscheinlich gesenkt werden könnte.  

Wie gefährlich zufällige Integrationen viraler Vektoren im Hinblick auf eine Entstehung 

karzinogener Zellen sein können, wurde im Fall der an X-SCID erkrankten Kinder deutlich, die 

mit einem retroviralen Vektor behandelt wurden. X-SCID ist eine Immunschwächeerkrankung, 

bei der mehrere Interleukinrezeptoren mutiert vorliegen können. Dies führt dazu, dass sich aus 

den hämatopoetischen Stammzellen keine Vorläufer-T-Lymphozyten und keine NK-Zellen 

entwickeln können. In den Jahren 1999-2000 wurden in Großbritannien und Frankreich 

insgesamt 20 Kindern hämatopoetische CD34-positive Stammzellen entnommen. Diese wurden 

ex vivo mit Hilfe eines Maus-Leukämie-Vektors transformiert und den Kindern wieder 

reimplantiert. Drei Jahre nach der Behandlung, die zunächst vielversprechend verlief, 

entwickelten 5 der 20 Kinder eine Leukämie (4 Kinder in Paris, 1 Kind in London) (20, 32, 54, 

161), an der 1 Kind starb. Als mögliche Ursache der Leukämie wurde die Integration des viralen 

Vektors nahe des Promotors des LMO2-Proto-Onkogens aufgeführt. Studien im Mausmodell 

deuten darauf hin, dass das LMO2-Gen als Onkogen wirken könnte, da in 33% der 

transformierten Mäuse nach 1,5 Jahren eine Leukämie auftraten (135), was darauf hindeutet, dass 

die Insertionsmutagenese nicht der einzige Grund für die Mutation des LMO2-Gens gewesen ist. 

Anhand dieser Beobachtung könnte vermutet werden, dass rAAV-Vektoren ähnliche Risiken 

hinsichtlich gentherapeutischer Ansätze in sich bergen wie retrovirale Vektoren.  

Die Integration solcher retroviraler Vektoren ist jedoch eine Voraussetzung für die Expression 

des Transgens und daher im Vergleich zu den rAAV-Vektoren viel höher. Dies kann vor allem 

dadurch erklärt werden, dass die retroviralen Vektoren im Gegensatz zu den rAAV-Vektoren ein 

Enzym (Integrase) mit sich bringen, das DNA-DSBs im Wirtsgenom einführt und dadurch  die 

Integration vermittelt. Aufgrund der schnellen Integrationskinetik von γ-retroviralen Vektoren 

wurden im Laufe der Zeit Integrations-defiziente lentivirale Vektoren (IDLVs) entwickelt, in 

denen das Gen für die Integrase mutiert wurde. Aufgrund intramolekularer Rekombination der 

mutierten LTRs sind diese IDLVs in der Lage extrachromosomale Episome zu bilden (17, 102, 
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177, 188). Diese lentiviralen Episome weisen eine geringe Integrationsfrequenz auf und werden 

über Zellteilungen ausgedünnt. In einem Gentargeting-System konnte gezeigt werden, dass unter 

Verwendung solcher IDLVs, in Gegenwart eines I-SceI-induzierten DSB, ein mutiertes efgp-Gen 

in 12% der verwendeten humanen Zellen korrigiert werden konnte. Zudem konnte eine niedrige 

Integrationsfrequenz der IDLVs auf Genomebene nachgewiesen werden (29, 103). 

Im Gegensatz zu retroviralen Vektoren besitzen rAAV-Vektoren keine DSB-induzierenden 

Proteine und nutzen möglicherweise bereits existierende DSBs im Wirtsgenom. Diese Annahme 

basiert auf der Beobachtung, dass durch chemische und physikalische DNA-schädigende 

Agenzien eine Erhöhung der rAAV-Transduktionsfrequenz und der rAAV-Integration 

beobachtet werden konnte (2, 152). Im Gegensatz zum rAAV-vermittelten Gentargeting, an dem 

die zellulären Proteine der HR beteiligt sind, wird die Integration von rAAV-Vektoren sehr 

wahrscheinlich über die Proteine des NHEJ vermittelt. Derzeit existieren jedoch nur Modelle für 

den genauen Mechanismus der rAAV-Integration. Dabei könnten die zu hairpin-loops gefalteten 

ITRs des rAAV-Vektors von der Reparaturmaschinerie als DNA-Doppelstrang-Bruchstellen 

vom Ku-Protein erkannt und anschließend mit den freien Enden des DNA-DSBs mittels des 

Ligase IV/XRCC4-Komplex verknüpft werden (151, 155) (Kapitel 1.1.1). Im Anschluss daran 

liegt das virale Vektorgenom integriert im Wirtsgenom vor. Um ein genaueres Bild über den 

Vorgang der rAAV-Integration zu erlangen, sind weitere Analysen notwendig, um die am NHEJ 

beteiligten zellulären Proteine identifizieren zu können. 

Nichts desto trotz könnte der Einsatz eines solchen rAAV-basierenden Gentargeting-Systems für 

die Korrektur eines endogenen Gens, das beispielsweise in der Nähe eines Proto-Onkogens 

lokalisiert ist oder selbst ein Proto-Onkogen ist, risikobehaftet sein. Bei der Verwendung 

retroviraler Vektoren können solche Gene aufgrund der viralen regulatorischen Elemente 

aktiviert werden, wie im Fall von X-SCID gezeigt wurde. Ein vorteilhafter Aspekt des rAAV-

basierenden Gentargetings ist jedoch, dass rAAV-Vektoren solche regulatorischen Elemente in 

der Regel nicht mit sich bringen, wie anhand der rAAV-Donorvektoren gezeigt wurde. Eine 

Ausnahme stellen exogene Promotoren, wie beispielsweise der CMV-Promotor der rAAV-SceI 

und rAAV-ZFNs Vektoren dar. Eine Integration des rAAV-SceI Vektor konnte in dieser Arbeit 

mittels der Integrationsanalysen am I-SceI-induzierten DSB durch CMV-spezifische Primer 

bestätigt werden. Ein solches Integrationsereignis könnte je nach Integrationsort des rAAV-

Vektors eine Gefahr für die Stimulation benachbarter Gene sein. Für rAAV wurde gezeigt, dass 

bevorzugt aktiv transkribierte Gene Ziele für rAAV-Integrationen sind (126). Wenn nur ein Allel 

eines aktiv transkribierten Gens durch die Integration betroffen ist, würde die Expression immer 

noch vom zweiten Allel des Gens erfolgen können. Würde jedoch ein Proto-Onkogen durch die 

rAAV-Integration aktiviert werden, hätte dies dagegen einen weitaus schlimmeren Effekt. Für 
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rAAV-Vektoren konnten jedoch, wie bereits erwähnt wurde, keine Stimulationen von Proto-

Onkogenen nachgewiesen werden. 

(iv) Aufgrund der großen Mannigfaltigkeit der AAV-Serotypen ist das rAAV-basierende System 

„L∂G“ in einer Reihe von Gewebetypen anwendbar. Dies ermöglicht die Korrektur eines 

therapeutisch relevanten Gens in einer Vielzahl von Zelltypen, wie unter anderem den 

embryonalen Stammzellen (ES) von Mäusen oder mesenchymalen Zellen (MSCs). Letztere 

können sich in eine Reihe von Zelltypen differenzieren wie beispielsweise in knochenbildende 

Osteoblasten. Solche MSCs wurden aus Patienten mit Osteogenesis imperfecta Typ III (OI) für ein   

ex vivo durchgeführtes rAAV-vermitteltes Gentargeting isoliert. Diese genetisch bedingte 

Knochenerkrankung (ugs. Glasknochenkrankheit) beruht auf einer dominanten Mutation in den 

Kollagen-Genen COL1A1 und COL1A2, die zu einer erhöhten Knochenbrüchigkeit führen. Mit 

Hilfe von rAAV-Vektoren wurden die mutiert vorliegenden COL1A1-Gene in den MSCs 

inaktiviert. Durch Einführen eines neo-Gens mit Hilfe eines rAAV-Vektors konnte nach Selektion 

der transduzierten Zellen eine Gentargetingfrequenz von 90% beobachtet werden. In Mäusen 

wurde zudem nach einer Xenotransplantation der rAAV-transduzierten humanen MSCs eine 

normale Kollagenproduktion und Knochenbildung beobachtet (22). Das rAAV-vermittelte 

Gentargeting ist jedoch nur beschränkt einsetzbar, da es auf den natürlichen Prozess der HR 

angewiesen ist, der ausschließlich in teilungsfähigen Zellen abläuft. Für postmitotische Zellen, wie 

beispielsweise Zellen des ZNS, ist ein solches System daher ungeeignet. Zudem zeigte die 

Transduktion von hämatopoetischen Stammzellen (HSC) mit rAAV-Vektoren nur begrenzten 

Erfolg (165).  

Derzeit beschäftigen sich eine Reihe von Forschungsgruppen mit der Frage, wie die rAAV-

vermittelte Gentargetingfrequenz weiter verbessert werden kann, beispielsweise durch (i) 

Runterregulation essenzieller Proteine des NHEJ, (ii) Synchronisation der zu transduzierenden 

Zellen in der S-Phase und (iii) der Applikation von Chemikalien.  

(i) Wie bereits erwähnt wurde, führte das knockout bestimmter NHEJ-Proteine zu einer Erhöhung 

der HR (3, 33, 133). Es ist daher vorstellbar, das Proteinlevel von regulatorisch bedeutsamen 

Proteinen des NHEJ, mittels siRNA-Technik zu senken, wodurch die HR gefördert und somit 

das rAAV-vermittelte Gentargeting erhöht werden kann. Für DNA-PKcs konnte jedoch bereits 

gezeigt werden, dass durch Stilllegung der Genexpression auf Transkriptionsebene das rAAV-

vermittelte Gentargeting nicht beeinflusst wurde (179). (ii) Es konnte bereits gezeigt, dass die 

Reparatur von DSBs über HR in Zellen, die sich durch Synchronisation (Arretierung der Zellen 

in einer bestimmten Phase des Zellzyklus) in der S-Phase befanden, um das 39fache höher war 

als in Zellen, die in der M-Phase vorlagen (156). Hinsichtlich des rAAV-vermittelten 

Gentargetings wäre es daher denkbar, die Zielzellen vor der rAAV-Infektion, beispielsweise 
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durch Entzug des fötalen Kälberserums im Zellkulturmedium, zu synchronisieren, um die 

Gentargetingfrequenz zu erhöhen. (iii) Derzeit laufen einige Untersuchungen auf 

Zellkulturebene, die sich mit der Stimulation der Gentargetingfrequenz durch den Einfluss 

verschiedener Chemikalien, wie beispielsweise Indirubin, Hydroxyurea oder Vinblastin, 

beschäftigen (Rahman et al, in Vorbereitung). In diesem Zusammenhang ist eine zusätzliche 

Genomanalyse unabdingbar, um etwaige negative Einflüsse der Chemikalien auf die Targeting 

Ratio ausreichend abschätzen zu können. 

Neben der gezielten Korrektur von Genen kann das rAAV-vermittelte Gentargeting aber auch 

für die Herstellung von knockout-Zelllinien und knockout-Mäusen verwendet werden. Dabei wird 

ein Gen gezielt ausgeschaltet, wodurch es zu einem Funktionsverlust des jeweiligen Gens kommt 

(knockout). Auf Zellkulturebene dienen knockout-Zelllinien als Modellsysteme für die Analyse von 

zellspezifischen Einflüssen (144). Die Verwendung von knockout-Mäuse, die als 

Krankheitsmodelle für bestimmte Krankheiten wichtige Hinweise über bestimmte 

krankheitsbezogene Prozesse innerhalb des Organismus dienen, scheint zudem zukunftsweisend 

zu sein. Dabei wird das Gen, das von Interesse für die jeweilige Krankheit ist, gezielt 

ausgeschaltet, um anschließend dessen Wirkung im Organismus zu überprüfen. Die Methoden zu 

Herstellung von knockout-Zelllinien und knockout-Mäusen mit Hilfe von rAAV-Vektoren sind 

ähnlich. Mittels eines zum Ziellokus homologen rAAV-Vektors wird ein Selektionsgen, das von 

loxP-Schnittstellen flankiert sein kann, in das Wirtsgenom eingebracht. Über homologe 

Rekombination mit dem rAAV-Vektor wird das Gen (oder Teile des Gens), welches 

ausgeschaltet werden soll, durch das Selektionsgen des rAAV-Vektors ersetzt. Anschließend 

erfolgt eine positiv-negativ Selektion der Zellen, die das Selektionsgen im Genom integriert 

haben. Mit Hilfe einer zusätzlichen Cre-Rekombinase, die an den loxP-Schnittstellen schneidet, 

kann das Selektionsgen nach der Selektion wieder aus dem Genom entfernt werden.  

Zukunftsweisend für den Einsatz des rAAV-vermittelten Gentargetings für die Korrektur eines 

therapeutisch relevanten Gens ist vor allem der Einsatz von rAAV-verpackten ZFNs. Die 

Bedeutung solcher ZFNs im rAAV-vermittelten Gentargeting wird daher im folgenden Abschnitt 

ausführlich diskutiert. 
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5.4 rAAV-vermitteltes Gentargeting mit ZFNs 

 

Die Verwendung der I-SceI-Endonuklease für das Einführen eines DSB ist nur im Modellsystem 

möglich, da es theoretisch keine Erkennungssequenzen für diese Endonuklease im menschlichen 

Genom gibt. Ein gezielt eingeführter DSB am Ort der Mutation ist, wie bereits mehrfach gezeigt 

wurde, essenziell für hohe Gentargetingfrequenzen. Für ein therapeutisch einsetzbares rAAV-

vermitteltes Gentargeting-System könnten solche spezifischen DSBs mit Hilfe künstlich 

hergestellter ZFNs eingeführt werden. Diese speziell für den zu korrigierenden Zielort 

konstruierten ZFNs ermöglichen eine Reihe von Genmodifikationen wie (i) die Korrektur 

mutierter Gene, (ii) die Insertion von zusätzlichen Gensequenzen (Genaddition) und (iii) die 

Herstellung von knockout-Zellen.  

(i) Bei der ZFNs-vermittelten Korrektur des endogenen IL2Rγ-Gens (Interleukin-2 Rezeptor), 

das beim schweren Immundefekt X-SCID eine wichtige Rolle spielt, wurden mittels Transfektion 

Gentargetingfrequenzen bis zu 18% erreicht (175). (ii) In einer anderen Studie wurden ZFNs 

verwendet, um ein egfp-Gen gezielt über HR in den menschlichen CCR5-Genlokus einzubringen. 

Dabei wurde in bis zu 39% der Zellen eine Genaddition nachgewiesen, wobei die HR-Frequenz 

von der verwendeten Zelllinie abhängig war (103). (iii) Ein weiteres Beispiel für die Verwendung 

von ZFNs ist das Ausschalten (knockout) von Genen. In einem Modellsystem konnte in 1% der 

transfizierten chinesischen Hamsterovarienzellen (CHO) eine Unterbrechung der Gensequenz in 

beiden Allelen des endogenen DHFR-Gens (Dihydrofolat Reduktase) festgestellt werden (159).  

Die Applikation der ZFNs mittels konventioneller Transfektionsmethoden kann jedoch je nach 

Zielorgan erschwert sein. Daher müsste beim Einsatz solcher ZFNs in vivo auf andere Methoden 

zurückgegriffen werden. Eine Möglichkeit für das Einschleusen von ZFNs in die Zellen liefern 

virale Vektoren. Unter Verwendung von Integrase-defizienten Lentiviren konnte im Fall des 

IL2Rγ-Gens die Gentargetingfrequenz auf bis zu 29% erhöht werden (103). In einem in vivo-

Tiermodell wurde das ZFNs-vermittelte Gentargeting mit Hilfe eines adenoviralen Vektors für 

das knockout des Glucocorticoid-Rezeptors (GR) in Glioblastoma-spezifischen zytolytischen      

T-Lymphozyten (CTLs) eingesetzt. Dadurch sollte eine CTLs-vermittelte Zerstörung maligner 

Glioblastoma-Zellen in Gegenwart von Glucocorticoiden garantiert werden. Dabei wurde sowohl 

in vivo als auch in vitro eine zytolytische Aktivität als auch eine Tumorzell-Spezifität der GR-

resistenten CTLs beobachtet (146).  

Eine Alternative zu den lentiviralen Vektoren stellen rAAV-Vektoren dar, da AAV zum einen 

über ein breites Wirtszellspektrum verfügt und zum anderen sowohl ruhende als auch sich 

teilende Zellen infizieren kann. Eine Verpackung der ZFNs in rAAV-Vektoren konnte jedoch 

bisher nicht gezeigt werden. In einer unveröffentlichten Studie von Hirsch und Samulski wurde 
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in einer humanen embryonalen Hämophilie B Zelllinie versucht mit Hilfe von rAAV-verpackten 

ZFNs eine 2 bp Mutation in der Faktor IX-Sequenz zu korrigieren (64). Es konnte jedoch nur 

eine Korrektur des Gens nachgewiesen werden, wenn die ZFNs in Form von Plasmid-DNA 

zusammen mit dem dsAAV-Donorvektor in die Zelle geschleust wurden. Ein möglicher Grund 

könnten die zuvor mehrfach beobachteten zytotoxischen Effekte der ZFNs sein, die zur 

Abnahme des Gentargetings und der korrigierten Zellen führen (4, 119, 138, 139, 171). Die 

Toxizität kann zum einen durch eine hohe DNA-Spaltungsaktivität der FokI-Domänen 

begründet werden und/oder durch eine nicht-optimale Linker-Sequenz (55) sowie einer 

schlechten DNA-Bindungsaktivität der Zinkfingermodule (30) (Kapitel 1.1.4). Letzteres 

begünstigt unspezifische Bindungen der ZFNs an die DNA, die zu unspezifischen DSBs im 

Wirtsgenom (off-target sites) führen. Diese unspezifischen DSBs können in der Zelle akkumuliert 

werden. Wenn keine Reparatur der DNA-Schäden erfolgt, wird die Apoptose eingeleitet, 

woraufhin die Zelle stirbt und die Gentargetingfrequenz reduziert wird. Für zukünftige klinische 

Anwendungen ist es daher notwendig diese toxischen Nebeneffekte der ZFNs zu reduzieren, um 

die Stabilität des ZFNs-stimulierten Gentargetings zu gewährleisten. Im Zuge der Entwicklung 

und Optimierung neuer ZFNs wurden in früheren Studien spezifischere ZFNs mit verbesserten 

DNA-Bindungsspezifitäten und geringerem Toxitzitätspotenzial entwickelt. Eine Möglichkeit 

ZFN zu konstruieren ist das Modular Assembly, bei dem einzelne Zinkfinger-Module (ZF-Module), 

mit bereits charakterisierter Spezifität, miteinander verbunden werden (7, 10, 107, 162). Die 

Effizienz der Herstellung funktioneller ZFN-Paare liegt jedoch bei weniger als 6% (145). Zudem 

können ZFN entstehen, die eine geringe Aktivität und/oder eine hohe Toxizität aufweisen (30, 

140). Eine weitere Möglichkeit für die Entwicklung spezifischer ZFNs ist eine Kombination aus 

Selektions-Methoden, wie beispielsweise das Bacterial-Two-Hybrid (B2H) System, mit dem ZF-

Module mit hohen DNA-Bindungsspezifitäten selektioniert werden (68, 78). Die ZFNs weisen 

zusätzlich eine hohe DNA-Affinität und Aktivität sowie eine geringe Toxizität auf (30, 140). Der 

Nachteil für viele Labore ist jedoch der Umgang mit großen ZF-Bibliotheken, die für diese 

Selektionsmethoden benötigt werden.  

In der vorliegenden Arbeit wurden ZFNs in rAAV-Vektoren verpackt, die hinsichtlich des 

Linkers und der FokI-Domäne optimiert wurden (171). Um die zytotoxischen Effekte der ZFNs 

zu reduzieren, wurden Veränderungen innerhalb der FokI-Domänen durchgeführt. Durch die 

Symmetrie an der FokI-Dimerisierungsdomäne kann die Bildung von ZFNs-Homodimeren nicht 

ausgeschlossen werden, die unspezifische DSBs im Genom hervorrufen können. Durch den 

Austausch von Aminosäuren in der FokI-Dimerisierungsdomäne, wurden asymmetrische FokI-

Dimerisierungsdomänen hergestellt, wodurch die Bildung von Homodimeren unterbunden und 

die Toxizität signifikant vermindert wurde (171).  
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Obwohl am 3. Tag nach der rAAV-Transduktion die ZFNs im Westernblot detektierbar waren, 

erwies sich der Nachweis der rAAV-ZFNs als schwierig, da trotz einer rAAV-Vektordosis von 

1x104 gp pro Zelle nur schwache Signale detektiert werden konnten. Diese Beobachtung liegt 

möglicherweise einer niedrigen Expression der ZFNs in den U2OS-Zellen im AAV-Kontext 

zugrunde. Mittels der Westernblot-Analysen konnte festgestellt werden, dass die beiden ZFNs   

1-KV und 3-EA in unterschiedlichen Konzentrationen (steady-state level) vorlagen, wobei 1-KV 

schwächer exprimiert wurde als 3-EA. Daher wurde eine Feineinstellung der ZFNs in Form einer 

rAAV-Titration durchgeführt. Dabei wurde bei einem Mengenverhältnis von 1:3 zwischen 

rAAV-GZF1-N.KV und rAAV-GZF3-N.EA ein Maximum der Gentargetingfrequenz von 10% 

erreicht. Steigende Mengen der rAAV-ZFNs (> 1x104 gp/Zelle) führten zu einer Abnahme der 

Gentargetingfrequenz, was auf verbleibende zytotoxische Effekte der ZFNs hinweist.  

Zusammenfassend ließ sich zeigen, dass zum ersten Mal ZFNs mit Hilfe von rAAV-Vektoren in 

einem rAAV-vermittelten Gentargeting-System zum Einsatz gebracht wurden, die über Modular 

Assembly konstruiert wurden (4). Im Vergleich zu herkömmlichen Transfektionsmethoden 

wurden dabei ähnlich hohe Gentargetingfrequenzen erreicht. Im Hinblick auf den Einsatz von 

rAAV-ZFNs in zukünftigen Gentherapiestudien sind jedoch weitere Optimierungen der ZFNs 

notwendig, um die noch bestehenden zytotoxischen Effekte zu eliminieren. Dabei sollte 

berücksichtigt werden, dass die ZFNs aufgrund integrierter rAAV-ZFNs konstitutiv exprimiert 

werden, wodurch die zytotoxischen Effekte verstärkt werden können. Mit Hilfe eines 

autoregulatorischen Systems könnte die Toxizität der ZFNs reduziert werden, indem die 

integrierten rAAV-Vektoren durch die ZFNs wieder aus dem Genom herausgeschnitten werden. 

Als Voraussetzung müssten die ZFN-Bindestellen zuvor in das rAAV-Vektorgenom, 

beispielsweise in der Nähe der ITR-Sequenzen, eingeführt werden.  

Eine weitere Möglichkeit, neben der Optimierung eines bereits existierenden ZFNs-Paares, wäre 

die Entwicklung eines neuen ZFNs-Paares, das gegenüber dem verwendeten ZFNs-Paar eine 

höhere DNA-Bindungsspezifität aufweist. Dafür könnte das neu entwickelte System OPEN 

(Oligomerized Pool ENgineering) verwendet werden, das eine Verbesserung der bereits beschriebenen 

Methoden zur Konstruktion neuer ZF darstellt. Gegenüber dem Modular Assembly werden mit der 

OPEN-Strategie aktivere ZFNs-Paare konstruiert (106). Bisher wurden 37 ZFNs-Paare generiert, 

die eine effiziente Modifikation des egfp-Gens, sowie der endogenen Gene VEGF-A, CFTRG 

und HoxB13 in menschlichen Zellen ermöglichten.  
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Diese kontrovers diskutierten Aspekte sollten nochmals veranschaulichen, wie bedeutend eine 

solche molekular- und zellbiologische Charakterisierung des rAAV-vermittelten Gentargetings im 

Hinblick auf zukünftige therapeutische Anwendungen ist. Zudem sollte gezeigt werden, welche 

Vorteile und Anwendungsmöglichkeiten ein solches rAAV-vermitteltes Gentargeting-System 

gegenüber anderen viralen Gentargeting-Systemen hinsichtlich der Behandlung therapeutisch 

relevanter Gene mit sich bringt. 
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6 Zusammenfassung  

 

Vektoren des Adeno-Assoziierten Virus (AAV) zeichnen sich durch eine Reihe von vorteilhaften 

Eigenschaften aus, wie beispielsweise einer geringen Immunanwort, ein breites Wirtszellspektrum 

sowie die Fähigkeit sowohl ruhende als auch sich teilende Zellen infizieren zu können. Aufgrund 

dieser Eigenschaften sind rekombinante AAV-Vektoren (rAAV) geradezu als 

Gentherapievektoren prädestiniert. 

Ziel meiner Arbeit war die Etablierung eines rAAV-vermittelten Gentargeting-Systems, das als 

proof of principle System verwendet wurde, um ein defektes egfp-Gen über Homologe 

Rekombination (HR) direkt am mutierten Ziellokus korrigieren zu können. Dafür wurden 

verschiedene menschliche Zelllinien mit einem integriert vorliegenden mutierten egfp-Gen mit 

rAAV-Vektoren kotransduziert. Für das Gentargeting wurde die zum mutierten Ziellokus 

homologe Donor-DNA sowie die I-SceI-Endonuklease als auch die spezifisch für den Ziellokus 

konstruierten Zinkfingernukleasen (ZFNs), für das Einführen eines DNA-Doppelstrangbruches 

(DSB) am mutierten Ziellokus, in rAAV-Vektoren verpackt. Die Genkorrekturfrequenz wurde 

durch die Messung der EGFP-positiven Zellen im Durchflusszytometer bestimmt. Dabei konnte 

durch das Einführen eines I-SceI-induzierten DSB in den mutierten Ziellokus das Gentargeting 

um ein 6500faches stimuliert werden. Durch die Verwendung eines einzelnen rAAV-Vektors, der 

sowohl für die Donorsequenz als auch für die I-SceI-Endonuklease kodierte, konnten 

Gentargetingfrequenzen bis zu 65% erreicht werden. Im Gegensatz dazu führten Infektion mit 

zwei rAAV-Vektoren, rAAV-SceI und rAAV-Donor, zu 25% EGFP-positiven Zellen. Unter 

Verwendung von rAAV-ZFNs wurden Gentargetingfrequenzen bis 10% erreicht. Zudem konnte 

gezeigt werden, dass die Gentargetingfrequenz vom Zelltyp, der rAAV-Vektordosis und der 

Donorvektor-Architektur abhängig war.  

Obwohl jedes Integrationsereignis auch immer mit der Gefahr einer Mutagenese der 

transduzierten Zelle verbunden sein kann, konnten rAAV-Vektoren bisher nicht mit einer 

onkogenen Transformation in Verbindung gebracht werden. Nichts desto trotz wurde, im 

Hinblick auf zukünftige klinische Versuche, das Risikopotenzial des rAAV-vermittelten 

Gentargetings durch Bestimmung der Targeting Ratio als ein Chancen/Risiko-Faktor untersucht. 

Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Daten konnte ein Verhältnis von 1 Genkorrekturereignis 

zu 230 rAAV-Zufallsintegrationen bestimmt werden, dass durch Einführen eines spezifischen 

DSB im mutierten Ziellokus auf 1:5 verbessert werden konnte. Diese Ergebnisse konnten mit 

Hilfe von Allel-spezifischen real-time PCRs auf genomischer Ebene bestätigt werden.  
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Zusammenfassend wurde gezeigt, dass mit Hilfe von speziell konstruierten rAAV-Vektoren 

therapeutisch relevante Gentargetingfrequenzen erzielt werden konnten. Das rAAV-vermittelte 

Gentargeting ist daher ein vielversprechender therapeutischer Ansatz, um bestimmte 

Erbkrankheiten in naher Zukunft behandeln zu können.  
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7 Summary 

 

Vectors based on adeno-associated virus (AAV) have a number of advantageous properties, such 

as low immunogenicity, a broad host range and the ability to transduce dividing and non-dividing 

cells. Due to these abilities recombinant AAV vectors hold great promise as gene therapy vectors. 

In my thesis I aimed at establishing an AAV-mediated gene targeting system. In a proof-of-

principle approach a mutated egfp gene was corrected by homologous recombination (HR) 

directly at the mutated target locus. To this end, different human target cell lines with an 

integrated mutated egfp target locus were co-transduced with AAV vectors, which either served as 

a donor vector for gene targeting or that contained expression cassettes encoding the I-SceI 

homing endonuclease or specifically designed zinc-finger nucleases (ZFNs) for introducing a 

DNA double strand break (DSB) at the target locus. The frequency of gene correction was 

detected by assessing the number of EGFP-positive cells using flow cytometry. As shown, gene 

targeting at the mutated egfp target locus could be stimulated up to 6500-fold by an I-SceI-induced 

DSB. Using a single AAV-vector, encoding the I-SceI endonuclease and the donor sequence, gene 

targeting frequencies up to 65% were reached. In contrast, infections with two vectors, AAV-

SceI and AAV-donor, rendered up to 25% of EGFP-positive cells. Moreover, when using AAV-

ZFNs gene conversion was observed in up to 10% of the target cells. My data further revealed 

that the gene targeting frequency was dependent on the cell type, the vector dose and the donor 

vector architecture. 

Even though integration events can potentially lead to mutagenesis of transduced cells, AAV-

based vectors have never been associated with oncogenic transformation. Nonetheless, with 

regard to future clinical trials, I assessed the potential risk of AAV-mediated gene targeting by 

determining the targeting ratio as a risk/benefit indicator. A targeting ratio of 1 gene correction 

event per 230 random AAV integration events were calculated based on the flow cytometry data. 

This ratio could be improved to 1:13 upon insertion of a specific DSB in the egfp target locus. 

The phenotypic targeting ratio could be confirmed on the genomic level using allele-specific real-

time PCR.  

In summary, transduction of target cells with appropriately designed AAV vectors can induce 

therapeutically relevant gene targeting frequencies. AAV-mediated gene targeting could hence be 

a promising therapeutic approach to treat certain inherited disorders in the near future. 
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