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1 Einleitung

Die Gentherapie beschiéftigt sich nach Definition der Deutschen Forschungsge-
meinschaft mit dem Einbringen von Genen in Gewebe oder Zellen mit dem Ziel,
durch die Expression und Funktion dieser Gene therapeutischen oder préaventi-
ven Nutzen zu erlangen. Der Vorgang, mit dem Gene in Zellen eingebracht wer-
den, wird Gentransfer genannt. Unterschieden wird dabei zwischen dem Gen-
transfer in Korperzellen, der sogenannten somatischen Gentherapie (griechisch
soma= der Korper), und dem Gentransfer in Keimzellen (Keimbahntherapie), der
in Deutschland allerdings durch das Embryonenschutzgesetz verboten ist. Die

somatische Gentherapie ladsst sich wie folgt unterteilen:
o Genkorrektur (Reparatur eines defekten Gens),

e Genaddition (Kompensation defekter Gene durch Einbringen einer intakten

Genkopie) und

e Inaktivierung pathologisch verdnderter Gene (Antisense-Therapie, RNA-

Interferenz)

Das Einbringen genetischer Informationen mittels nicht-viraler Vektoren wird
als Transfektion, mittels viraler Vektoren als Transduktion bezeichnet. Bisher
steht die symptomatische Behandlung von Krankheiten im Vordergrund. Oft-
mals stellt diese auch die einzig potenziell verfiigbare Therapieform dar. Die
Gentherapie bietet durch das Einschleusen funktioneller Gene grundsitzlich die
Moglichkeit einer kausalen Behandlung monogenetisch bedingter Erkrankun-
gen. Aufierdem besteht die Moglichkeit, durch Hoch- oder Herabregulierung

bestimmter Gene in einen pathologischen Vorgang im Korper einzugreifen. In
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den letzten Jahren hat diese relativ neue Technologie weltweit grofies Interes-
se geweckt. Aus diesem Grund hat sich die Gentherapie zu einem sehr schnell

fortschreitenden Forschungsgebiet entwickelt.

Bei der Gentherapie gibt es zwei unterschiedliche Moglichkeiten Zellen eines
Organismus zu verdndern. Bei der in vivo Gentherapie werden Zellen innerhalb
des Korpers, z.B. durch Injektion oder Inhalation der Genvektoren, behandelt.
Im Gegensatz dazu werden bei der ex vivo Gentherapie Zellen aus einem Korper
entnommen, in einem kiinstlichen Nahrmedium weiter kultiviert und mit Gen-
vektoren behandelt. Nach erfolgreicher Manipulation der Zellen werden diese in
den Korper riickimplantiert. Entstammen die Zellen demselben Organismus in
den sie in verdnderter Form auch wieder eingebracht werden, spricht man von
,autogenetisch”. Weiterhin konnen korperfremde Zellen ex vivo modifiziert und
anschlieffend in einen Korper verabreicht werden. In diesem Fall unterschiedet
man die beiden Begriffe ,allogenetisch”, wobei die Zellen aus einem Organis-
mus der gleichen Spezies stammen und , xenogenetisch”, wobei die Zellen aus

einem Organismus einer anderen Spezies stammen.

Die Gentherapie als Kausaltherapie birgt ein vielversprechendes Potenzial
bei der Behandlung verschiedener Krankheiten. Zu Beginn der Forschung stan-
den primdr monogene Erbkrankheiten im Fokus. Durch die Korrektur eines
einzelnen Gens konnte die betreffende Krankheit geheilt werden. Zu den schwe-
ren monogenen Erberkrankungen zdhlen unter anderem die Zystische Fibro-
se oder die schwere Storung des Immunsystems SCID (engl. Severe Combined
Immundeficiency). Daher wurde die erste klinische Studie mit Gentherapeuti-
ka auch ex vivo an Patienten, die an Adenosindeaminase-Defizienz litten, ei-
ner schweren kombinierten Immundefizienz (ADA-SCID), durchgefiihrt (Blaese
et al., 1995). Seither wurden tiber 1500 klinische Studien realisiert oder initi-
iert (www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/). Der Grofteil der Studien fand in
den USA (64%) und in Europa (30%) statt. Inzwischen hat sich ihr Fokus weg
von den monogenen Krankheiten hin zur Onkologie entwickelt. Bereits 65% der
klinischen Studien befassen sich mit der Behandlung verschiedener Krebserkran-

kungen. Ferner werden Studien bei kardiovaskuldren Krankheiten, Infektions-
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krankheiten und monogenetischen Erbkrankheiten durchgefiihrt. Da die meisten
gentherapeutischen Ansitze noch in der Entwicklungsphase sind, finden tiiber
95% der Studien in Phase I und II statt, wobei es sich meist um Dosisfindungs-
und Vertrdglichkeitsstudien handelt. Nur 3% der Studien befinden sich in der
klinischen Phase III und ermitteln damit zulassungsrelevante Daten. Bis heute
gibt es, abgesehen von China, wo Gendicine® und Oncorine® zugelassen sind,
kein zugelassenes gentherapeutisches Arzneimittel. Die Zulassung des in Euro-
pa und USA zugelassenen Antisense Medikaments Vitravene® wurde 2002 aus

kommerziellen Griinden wieder zurtickgezogen.

1.1 Die Lunge als Zielorgan der Gentherapie

Es gibt viele vererbte und erworbene Lungenkrankheiten, die bis jetzt noch nicht
zufriedenstellend behandelt werden konnen. Daher eignet sich die Lunge als
Zielorgan fiir die Gentherapie. Ein Beispiel fiir eine monogenetisch bedingte Lun-
generkrankung ist die Zystische Fibrose (Mukoviszidose). Es handelt sich dabei
um einen vererbbaren Gendefekt, bei dem es durch Mutationen im CFTR-Gen
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) zum Fehlen oder zu
einer eingeschrankten Funktion des CFTR-Proteins kommt. Das CFTR-Protein,
welches einen Chlorid-Kanal bildet, reguliert den Wasser- und Salztransport in
den Epithelzellen. Trotz guter Behandlungsfortschritte ist die Therapie bis jetzt
nur symptomatisch und greift nicht an der Ursache der Erkrankung an. Durch
das Einbringen des funktionellen CFTR-Gens in die betroffenen Zellen konnte
die Krankheit ursdchlich behandelt werden. Weitere Lungenerkrankungen, die
von der Entwicklung einer effektiven Gentherapie profitieren kénnten, sind der
Alpha-1-Antitrypsinmangel, Surfactant-Protein Méangel oder Lungenkrebs.
Anatomisch betrachtet kann die Lunge grob in zwei Abschnitte unterteilt wer-
den: in einen luftfiihrenden Teil (Trachea, Bronchien und Bronchiolen) und einen
Teil, in dem der tatsdchliche Gasaustausch (Alveolen) stattfindet. Grundvoraus-
setzung eines erfolgreichen Gentransfers in die Lunge ist das effektive Einbringen

des applizierten Gens in die Zielzellen. Hier stellen die pulmonale Architektur,



Kapitel 1. Einleitung

Clearance-Mechanismen, das Immunsystem und die Anwesenheit von Mucus

die grofsten Hindernisse dar.

1.2 Nicht-viraler Gentransfer

Die Gentransfermethoden konnen in zwei grofse Bereiche aufgeteilt werden. Ein
Bereich umfasst nicht-virale Vektoren, der andere befasst sich mit viralen Vekto-
ren (siehe Abschnitt 1.4). Beim nicht-viralen Gentransfer werden Nukleinsduren,
die in Kapitel 1.2.1 ndher beschrieben werden, durch Transfektion in Zellen ein-
gebracht. Die verschiedenen physikalischen Methoden, die verwendet werden
konnen, sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst. Die Nukleinsdure kann auch in
Form von Lipo- oder Polyplexen, komplexiert mit Lipiden oder Polymeren, oder
als , nackte”Nukleinsdure in Zellen eingebracht werden. Die Lipide und Polyme-

re werden in den Abschnitten 1.2.2 und 1.2.3 genauer beschrieben.

1.2.1 Nukleinsauren

Als nicht-virale Gentherapeutika werden derzeitig hauptséachlich
e Plasmid-DNA (pDNA),
o messenger RNA (mRNA) und
o small interfering RNA (siRNA)

eingesetzt. Dabei ist die Plasmid-DNA die am héufigsten verwendete Nuklein-
sdure, da sie einfach und kostengiinstig hergestellt werden kann. Im Folgenden

werden die drei Therapeutika niher erldutert.

Plasmid-DNA (pDNA)

Plasmid-DNA kann linear, offenkettig-zirkuldr oder kovalent-geschlossen-zir-
kulér vorliegen, wobei die zirkuldr geschlossene Form als einzige auch in Bakte-
rien vorliegt. Die in der Gentherapie verwendete pDNA besteht meist aus einer

Expressionskassette (meist eukaryontischen Ursprungs) und einem bakteriellen
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Tabelle 1.1: Physikalische Methoden fiir den Gentransfer

Technik Prinzip Material Vorteile Nachteile
Magnetische Hohe Effizi- )
Magnetfeld-  Nanopar- enz, sowohl Magnetisches
& : fiir virale Feld nimmt
Magneto- gesteuerte tikel / al auch mit der Di-
fektion Aufnahme in Transfek- .s ) ¢ ! €
Zellen Honsreagenz nicht-virale stanz  stark
Maenetfeld ” Vektoren ab
& anwendbar
Hlektrisches | Hohe  Effi- Toxizitit,
Elektro- Ziert Zell- Elektoden zienz, kein Metho-
oration membran- und Elektro- Gentransfer- de durch
p Permeabi- porator reagenz Elektroden
lisierung notig invasiv
Ultraschall
indu- Ultraschall Imaein
. ziert Zell- Probe + Gas .. &g Effizienz, To-
Sonoporation . wiahrend der U
membran- Microbub- Xizitat
Permeabi- bles Behandlung
lisierung

Plasmid-Riickgrad. Von grofier Bedeutung ist der Promotor, {iber den das Trans-
gen reguliert wird. Am hdufigsten werden starke virale Promotoren eingesetzt,
um eine hohe Expression des Transgens zu erreichen. Es konnen aber auch gewe-
bespezifische Promotoren verwendet werden, die die Expression des Transgens
auf einen bestimmten Zelltypen beschranken. Die pDNA stellt keine Wirkform
dar und wird somit als Prodrug bezeichnet. Nach erfolgreicher Transkription im
Zellkern und anschliefSender Translation im Zytosol kann diese in ihre Wirkform,
das Protein, umgewandelt werden. Durch Verwendung von pDNA anstelle von
Proteinen kénnen hohe Herstellungskosten, verbunden mit Stabilitdtsproblemen
bei Proteinen, vermieden werden. Die Limitation bei der Verwendung von pDNA
liegt dagegen in der Notwendigkeit, in den Zellkern zu gelangen. Plasmid-DNA
ist ein sehr grofies Molekiil und kann nur iiber einen aktiven Transportmechanis-

mus in den Zellkern sich nicht teilender Zellen transportiert werden. Es konnte
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gezeigt werden, dass nur 0,01% der ins Cytosol applizierten pDNA in den Nu-
kleus gelangt (Capecchi, 1980). Der Transport in sich teilende Zellen ist einfacher.
Bei der Mitose kann die pDNA gut im Nukleus aufgenommen werden, da die
Zellkernhiille bei diesem Prozess aufgelost wird. Im Gegenzug kann sie aber
auch bei der Zellteilung wieder aus dem Zellkern verloren gehen, weshalb es bei

der Verwendung von pDNA meist nur zu einer transienten Expression kommt.

Messenger RNA (mRNA)

Eine Alternative zur pDNA stellt die mRNA dar. Sie muss nicht wie die pDNA
in den Nukleus der Zelle eindringen, sondern kann im Zytosol in ihre Wirkform,

das Protein, translatiert werden. Daraus ergeben sich eine Reihe von Vorteilen:
e hohere Effizienz
e keine genomische Integrationsgefahr
e Reduktion von insertioneller Mutagenese und damit von Nebenwirkungen

Neben diesen Vorteilen hat die Verwendung von mRNA aber auch einige Nach-
teile, die neben der aufwendigeren und kostenintensiveren Herstellung im Grofs-
mafistab auch die geringe Stabilitit der mRNA umfassen. Durch verschiedene
Modifikationen konnte die Stabilitdt allerdings verbessert werden (Yamamoto

et al., 2009).

Small interfering RNA (siRNA)

Die RNA-Interferenz (RNAi) Technologie wurde Ende der 1990er Jahre erstmals
von Craig Mello und Andrew Fire fiir den Fadenwurm C. elegans beschrieben
(Fire et al., 1998). Small interfering RNAs (siRNAs) setzen sich aus 21-28 Nu-
kleotiden zusammen, die auf natiirliche Weise im Zytoplasma der Zelle durch
Zerschneiden von doppelstrangiger RNA durch das Enzym Dicer entstehen. Es
ist aber auch moglich die siRNA von aufien mittels Transfektion in die Zellen

einzubringen. Die siRNAs werden anschliefend in einen Proteinkomplex RISC



1.2 Nicht-viraler Gentransfer

(RNA-induced silencing complex) eingebaut. Mit Hilfe der inkorporierten RNA-
Fragmente bindet RISC komplementar an der Ziel-mRNA, was in der Folge zum
Abbau der mRNA fiihrt. Fiir die Arzneimittelentwicklung werden synthetisch
hergestellte siRNAs eingesetzt, um durch RNAi die Expression spezifischer Ziel-
gene zu verringern, die bei verschiedenen pathologischen Verdnderungen eine

Rolle spielen.

1.2.2 Kationische Lipide fiir den nicht-viralen Gentransfer

Kationische Lipide sind amphiphile Molekiile mit einer hydrophoben Schwanz-
gruppe und einer positiv geladenen Kopfgruppe, welche mit der negativ gelade-
nen pDNA interagieren kann (Marshall et al., 2000). Sie wurden zuerst von Fel-
gner et al. fiir den Gentransfer in Zellen verwendet. Das Mischen von pDNA und
kationischen Lipiden fiihrt zur spontanen Bildung von Lipoplexen, bei denen
davon ausgegangen werden kann, dass die pDNA komplett von kationischen
Lipiden umgeben ist und somit die negative Ladung der pDNA neutralisiert
wird. Letztendlich bilden sich positiv geladene Lipoplexe, die mit der negativ
geladenen Zelloberfldache interagieren und so die pDNA in die Zelle transpor-
tieren konnen (Felgner et al., 1987). Neben dem zunéchst verwendeten DOTMA
(N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chloride) wird vor al-
lem DOTAP (N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chlori-
de) (Leventis and Silvius, 1990) fiir den Gentransfer verwendet, welches auf-
grund der Estergruppe zwar etwas instabiler im Vergleich zur Etherbindung bei
DOTMA ist, aber dafiir eine geringere Toxizitét zeigt. Die erfolgreiche Transfekti-
on von Lungenzellen in vivo konnte durch intravendse Applikation der Lipople-
xe demonstriert werden (Li and Huang, 1997). Der Gentransfer von kationischen
Lipiden nach i.v. Verabreichung beruht hauptséachlich auf einem passiven Me-
chanismus, bei dem es durch den Kontakt mit anionischen Serumproteinen des
Blutes zur Aggregation der Lipoplexe kommt. Da das alveolare Kapillarsystem
das erste und grofite Kapillarsystem darstellt, in das die aggregierten Lipoplexe
gelangen, kommt es zur Transfektion der Lunge (Kuruba et al., 2009). Werden

innerhalb von 60 Minuten anionische Lipide appliziert, kann der Gentransfer in-
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hibiert werden (Barron et al., 1999). Die Transfektion der Lunge in vivo konnte
weiterhin durch intratracheale Applikation von Liposomen gezeigt werden (For-
tunati et al., 1996).

Nachteile der kationischen Lipide sind ihre geringe Effizienz in vivo und ihr
proinflammatorisches Potenzial (Noone et al., 2000). Die Toxizitét ist wahrschein-
lich auf die CpG-Motive in den Plasmiden zuriickzufiihren, die durch Aktivie-
rung des Toll-like Rezeptors 9 (TLR 9) die Produktion der proinflammatorischen
Zytokine IL-13, TNF-oc und IL-12 stimulieren (Hemmi et al., 2000). Aufierdem ist
ein spezifisches Zelltargeting durch die unspezifische Membranaktivitat der Li-
poplexe kaum moglich und daneben kann es durch Bindung an negativ geladene

Plasmaproteine zur Inaktivierung der Lipoplexe kommen (Urtti et al., 2000).

1.2.3 Polymere fur den nicht-viralen Gentransfer

Neben den kationischen Lipiden werden fiir den Gentransfer hauptsichlich ka-
tionische Polymere eingesetzt. Diese Gruppe von Polymeren umfasst nattirliche
DNA-bindende Proteine (z.B. Histone), synthetische Aminosdure-Polymere (z.B.
Poly-L-Lysin), Dendrimere und Kohlenhydrat-basierende Polymere (z.B. Chito-
san) und andere kationische Polymere, wie Polyethylenimin (PEI). Die Verwen-
dung eines Polymers zum nicht-viralen Gentransfer setzt voraus, dass es zusam-
men mit der negativ geladenen Nukleinsdure unter physiologischen Bedingun-
gen spontan durch Selbstassoziation einen Komplex bildet. Das positive Zetapo-
tenzial der Polymere resultiert aus der Anwesenheit von priméren, sekundaren
oder tertidren Aminogruppen. Die Komplexierung fiihrt zur Aufhebung der ne-
gativen Ladung der Nukleinsdure und netto entstehen positiv geladene Komple-
xe. Wie bei den Lipiden erlaubt die positive Ladung der Polyplexe die Adsorp-
tion an die negativ geladene Zelloberflache, worauf die Aufnahme der Komple-
xe durch Endozytose erfolgt. Die Komplexe haben meist eine Grofle von 50 bis
500 nm, wobei sie tendenziell kleiner und in der Regel stabiler sind als Lipoplexe
(De Smedt et al., 2000). Bei der Komplexierung mittels kationischer Lipide spielt
das Verhiltnis von Nukleinsdure zu Polymer eine wichtige Rolle und wird als

N /P-Verhiltnis angegeben. Dabei beschreibt N die Stoffmenge an Aminogrup-
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Abbildung 1.1: Strukturformeln verzweigtes (a) und lineares (b) Polyethylenimin. Primére
(blau), sekundére (rot) und tertidre (schwarz) Aminogruppen

pen im Polymer und P die Stoffmenge an Phosphatgruppen, die im Riickgrad
der Nukleinsdure vorhanden sind.
Im Folgenden werden die drei am hdufigsten eingesetzten kationischen Poly-

mere Polyethylenimin, Poly-L-Lysin und Chitosan ndher vorgestellt.

Polyethylenimin

Der Goldstandard unter den kationischen Polymeren ist das Polyethylenimin
(PEI). Es wurde erstmals 1995 zum Zwecke des Gentransfers in verschiedene
Zelllinien in vitro und auch fiir in vivo Versuche in Gehirnen von neugeborenen
Maéusen erfolgreich eingesetzt (Boussif et al., 1995). Es wird je nach Verzweigung
zwischen linearem (I-PEI) und verzweigtem (branched) PEI (br-PEI) unterschie-
den. Das 1-PEI besteht fast ausschliefSlich aus sekunddren Aminogruppen, wo-
hingegen im br-PEI primaére, sekundédre und auch tertidre Aminogruppen vor-
liegen (vergl. Abbildung 1.1). Fiir den Gentransfer werden hauptsachlich 25 kDa
branched und 22 kDa lineares PEI eingesetzt. Verschiedene Publikationen konnten
aber auch die erfolgreiche Verwendung von niedermolekularem PEI demonstrie-
ren (Shin et al., 2005; Thomas et al., 2005). Bei PEI ist jedes dritte Atom der Po-
lymerkette Stickstoff und somit protonierbar. Daraus resultiert eine starke Puf-
terkapazitdat, womit sich die hohe Transfektionseffizienz erkldren ldsst (Boussif
et al., 1995). Die Transfektion von Zellen mit PEI startet mit der Adsorption der
Komplexe an die Zelloberflache. Es folgt die Endozytose der Komplexe. Im Endo-
som sinkt der pH-Wert auf 5 ab, wodurch der Protonierungsgrad des PEI steigt.
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Durch das darauf folgende Einstromen von Chloridionen und Wasser erhoht sich
der osmotische Druck im Endosom. Dies fiihrt schliefslich zur Ruptur des Endo-
soms und setzt die PEI/pDNA-Komplexe ins Zytosol frei. Diese Eigenschaft wird
auch als Protonenschwammeffekt (engl. proton sponge effect) bezeichnet (Boussif
et al., 1996). Die positive Ladung von Stickstoffatomen bedingt allerdings auch
die Toxizitat, die vor allem bei der in vivo Anwendung von Nachteil ist. Die Ver-
wendung von br-PEI fiir die pulmonale Applikation fiihrte zu einer 9-fach ho-
heren Expression im Lungengewebe im Vergleich zu 1-PEI (Rudolph et al., 2005).
Bei der Verwendung von br-PEI als Aerosol hat ein N/P-Verhéltnis von 10 den
effektivsten Gentransfer geliefert (Gautam et al., 2000).

Poly-L-Lysin

Poly-L-Lysin (PLL) ist ein kationisches Polymer, das als eines der ersten zum Gen-
transfer eingesetzt wurde. Es handelt sich um ein lineares Polymer aus Lysin-
Bausteinen. PLL ist bioabbaubar und eignet sich deshalb besonders gut fiir die
in vivo Anwendung. Trotz der dhnlich effizienten Aufnahme der PLL/pDNA-
Komplexe in die Zelle, ist die Expression im Vergleich zu PEI/pDNA-Komplexen
niedriger. Dieses Phanomen wird auf den fehlenden Protonenschwammeffekt zu-
riickgefiihrt (Merdan et al., 2002), wodurch die Freisetzung der pDNA ins Zytosol
vermindert ist. Die zusétzliche Gabe von Chloroquin, das den pH-Wert innerhalb
der endosomalen Vesikel neutralisiert, kann die Effizienz steigern (Pouton et al.,

1998).

Chitosan

Chitosan ist ein lineares Biopolymer, welches sich von Chitin ableitet. Es besteht
aus [3-1,4-glykosidisch verkniipften N-Acetylglucosaminresten. Je nach Moleku-
largewicht kann Chitosan zusammen mit Nukleinsduren stabile, etwa 100 nm
grofle Komplexe bilden (MacLaughlin et al., 1998). Wie PLL ist Chitosan bio-
abbaubar und somit weniger toxisch als PEI. Im direkten Vergleich der beiden
Polymere konnte jedoch nach intratrachealer Applikation fiir PEI eine hohere

Genexpression in der Lunge gezeigt werden. Dies wird darauf zuriickgefiihrt,
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dass pDNA aus PEI-Komplexen schneller freigesetzt wird. Die Expression, die
mit Chitosan erreicht werden kann, ist vergleichbar zu derjenigen die mit Lipo-

plexen erreicht wird (Koping-Hoggard et al., 2001).

1.3 Applikation von nicht-viralen Genvektoren in
die Lunge
Es gibt zwei Applikationswege in die Lunge:
(1) die systemische Applikation iiber die Blutbahn
(2) die lokale Applikation mit Aerosolen

Sowohl mit Lipoplexen als auch mit Polyplexen konnte die erfolgreiche Transfek-
tion des Lungengewebes in vivo durch intravenose Gabe erreicht werden (Li and
Huang, 1997; Goula et al., 1998). Die systemische Gabe hat verschiedene Nachtei-
le, so miissen z.B. intravends applizierte Partikel auf ihrem Weg zur Lunge ver-
schiedene physikalische und biologische Hiirden iiberwinden. Dadurch erreicht
in der Regel nur ein Bruchteil des eingesetzten Materials das Zielorgan. Folglich
miissen hohe Substanzmengen eingesetzt werden, was insbesondere hinsichtlich
der Toxizitdat Probleme birgt (Chollet et al., 2002).

Die lokale Applikation von Gentherapeutika bietet eine attraktive Alternative
zur intravendsen Verabreichung. Ein grofSer Vorteil dieser Methode besteht darin,
dass der Eingriff nicht invasiv und somit schonender ist. Die Verminderung von
schwerwiegenden Nebenwirkungen durch systemische Entziindungsreaktionen
ist als weiterer Vorteil hervorzuheben (Gautam et al., 2000). Es stehen bereits gut
entwickelte Methoden zur Verfligung, wie beispielsweise die Applikation als Ae-
rosol (Rudolph et al., 2005) oder die lokale Applikation mittels MicroSprayer®
Aerosolizer (Bivas-Benita et al., 2005). In beiden Féllen werden die Gentransfer-
Komplexe mittels Ultraschall beziehungsweise Druck zu kleinen Aerosoltropf-
chen mit einem Durchmesser von ca. 0,5- 5,0 um vernebelt oder verspriiht und so

in die Lunge von Versuchstieren appliziert.

11
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1.3.1 Limitationen der Aerosolapplikation

Mit der Vernebelung von PEI/pDNA-Polyplexen konnte bereits in vivo die erfolg-
reiche Transfektion von Atemwegsepithelzellen gezeigt werden (Rudolph et al.,
2005). Trotzdem gibt es bei der lokalen Applikation der Genvektoren verschie-
dene Limitationen. So wird die Effizienz des Gentransfers durch die Anwesen-
heit von alveolaren Makrophagen reduziert. Diese fithren durch Phagocytose
der Genvektor-Partikel zu einer schnellen alveoldren Elimination (Lombry et al.,
2004; Dames et al., 2007). Durch den Einsatz von modifizierten Polymeren mit
zielgerichteten Liganden konnte der Gentransfer in die Lunge effektiver gestaltet
werden (Elfinger et al., 2009; Geiger et al., 2009). Dank des Einbringens von Li-
ganden kommt es wahrscheinlich zu einer schnelleren Internalisierung der Kom-
plexe, wodurch sie fiir extrazellulire Abwehrmechanismen nicht mehr sichtbar
sind und die Effizienz gesteigert ist.

Der grofite Nachteil bei der Verwendung von Aerosolen ist die geringe Stabi-
litat der Genvektor-Komplexe in wissrigen Losungen (Anchordoquy and Koe,
2000). Es kommt schon nach kurzer Zeit zur Aggregation der Partikel (Mahato
etal., 1997). Weiterhin entsteht ein Verlust bei der Transfektions-Effizienz (Cherng
et al.,, 1997), mit der Folge, dass die Genvektor-Komplexe direkt vor der Ver-
abreichung hergestellt werden miissen, um einen maximalen Effekt zu erzielen
(Caplen et al., 1995). Aus diesem Grund miissen Formulierungen gefunden wer-

den, die iiber eine erhohte Stabilitdt verfiigen.

1.3.2 Pulveraerosole als alternative Applikationsform

Die Stabilitatsprobleme, die bei wéassrigen Genvektor Formulierungen auftreten,
konnen durch die Formulierung als Pulveraerosol iiberwunden werden. Pulver-
aerosole bieten eine Reihe von Vorteilen gegeniiber wéassrigen Formulierungen

(Li et al., 2003):
e erhohte Stabilitat

e verminderter Arzneistoffverlust wahrend der Applikation
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e verbesserte Mobilitit bei der Applikation

Pulveraerosole sind weitestgehend frei von Wasser, wodurch die Gefahr von
hydrolytischen Spaltungen der einzelnen Pulverbestandteile minimiert wird. Die
Verneblung z.B. mit einem Pariboy (PARI GmbH, Starnberg) erfordert den Ein-
satz grofser Volumina, wobei ein Rest der Formulierung in der Vernebelungskam-
mer zuriickbleibt. Dies kann bei Pulveraerosolen verhindert werden, da das Pul-
ver aus seinen einzelnen Reservoirs komplett in die Lunge aufgenommen wird,
wodurch der Arzneistoffverlust vermindert wird. Einen weiteren Vorteil bietet
die handlichere Form eines Pulverinhalators. Es ist moglich, das Pulver an je-
dem Ort ohne grofien Aufwand zu applizieren, was bei einem Vernebler nicht
zwangsldufig der Fall ist.

Zum Verodffentlichungszeitpunkt dieser Arbeit liegen nur wenige Studien vor,
die sich mit Pulveraerosolen fiir den nicht-viralen Gentransfer beschiftigen. In ei-
ner kiirzlich veroffentlichten Untersuchung wurde der erfolgreiche Einsatz eines
durch Spriih-Gefriertrocknung hergestellten Pulvers, bestehend aus pDNA, Chi-
tosan und Mannitol, im Tierversuch demonstriert (Mohri et al., 2010). In einer ver-
gleichenden Studie zwischen Genvektorlosungen, bestehend aus PEI und Chito-
san, konnte gezeigt werden, dass PEI zu einer hoheren Transfektions-Effizienz
tihrt (Koping-Hoggard et al., 2001). Deshalb wiirde die in dieser Arbeit ange-
strebte Entwicklung eines Pulveraerosols mit PEI/pDNA-Partikeln einen Fort-

schritt darstellen.

1.3.3 Methoden zur Herstellung von Pulveraerosolen

Zur Herstellung von Pulveraerosolen fiir Genvektor-Komplexe stehen drei ver-

schiedene Verfahren zur Verfiigung:
(1) Gefriertrocknung
(2) Spriithtrocknung

(3) Spriih-Gefriertrocknung

13
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Gefriertrocknung

Die Gefriertrocknung, die auch als Lyophilisation oder Sublimationstrocknung
bezeichnet wird, ist ein schonendes Verfahren zur Trocknung fliissiger Formulie-
rungen. Die Eiskristalle sublimieren bei diesem Verfahren direkt ohne den Uber-
gang in den fliissigen Zustand. Das Endprodukt der Gefriertrockung wird als
Lyophilisat bezeichnet. In der aus zwei Kammern bestehenden Lyophilisations-
Apparatur steht die zu trocknende Formulierung auf einer beheiz- und kiihl-
baren Stellfliche und wird zuerst bei Normaldruck eingefroren. In der zweiten
Kammer ist ein Kondensator eingebaut, der auf eine niedrigere Temperatur als
die Formulierung eingestellt ist. Im ersten Trocknungsschritt wird das im Gut
enthaltene Wasser durch Anlegen eines Vakuums sublimiert. Diesem Vorgang
liegt die Eigenschaft des Wassers zugrunde, auch im gefrorenen Zustand einen
ausreichend hohen Dampfdruck zu haben, um direkt vom gefrorenen in den gas-
formigen Zustand iibergehen zu kénnen. Der sublimierte Wasserdampf schlagt
sich als Eis auf dem kalteren Kondensator nieder. Die Sekundéartrocknung ent-
fernt durch Erwarmen stiarker gebundenes Wasser aus der Formulierung.

Die Gefriertrocknung ist die am héufigsten verwendete Methode zur Her-
stellung von trockenen Protein- oder Genvektor-Formulierungen. Eine Reihe
von Studien hat die Eignung der Lyophilisation zur Stabilisierung von nicht-
viralen Genvektor-Systemen, wie Lipid-pDNA-Komplexen (del Pozo-Rodriguez
et al., 2009; Maitani et al., 2008; Molina et al., 2004), PEGylierten Lipid-pDNA-
Komplexen (Armstrong et al., 2002) und PEI/pDNA-Komplexen (Brus et al.,
2004; Talsma et al., 1997) gezeigt. Zur Erhaltung von Partikelgrofie und Trans-
tektions-Effizienz mussten unterschiedliche Lyoprotektoren eingesetzt werden
(Packhaeuser et al., 2009; Reinisalo et al., 2006; Anchordoquy et al., 2005; Talsma
et al., 1997). Fiir Protein-Formulierungen konnte gezeigt werden, dass Lyopro-
tektoren, die als Hilfsstoffe bei der Gefriertrocknung eingesetzt werden, Was-
serstoffbriickenbindungen zum Protein ausbilden (Carpenter and Crowe, 1989).
Weiterhin spielen die verwendeten Hilfsstoffe eine wichtige Rolle im getrock-
neten Gut, indem sie direkte Wechselwirkungen mit dem getrockneten Protein

eingehen (Carpenter et al., 1993). Liegen Protein und Hilfsstoff beide amorph
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vor, bindet der Hilfsstoff an das in gleicher Phase vorliegende Protein und sta-
bilisiert die Proteinstruktur (Carpenter and Crowe, 1988). Da der Hilfsstoff in
diesem Fall als Wasserersatz fungiert, wird diese Theorie auch als water replace-
ment theory bezeichnet. Der protektive Effekt der Lyoprotektoren bei Genvektor-
Formulierungen wird kontrovers diskutiert. Crowe et al. postulierten, dass die
Vitrifizierung (Glasbildung) wahrscheinlich nétig sei, um die Partikelgrofie von
Lipid/pDNA-Komplexen beizubehalten, allerdings nicht alleine ausreiche, um
dieses Ziel zu erreichen (Crowe et al., 1994). Allison et al. haben dagegen die Hy-
pothese aufgestellt, dass die Beibehaltung der Partikelgrofie nicht auf die , Glas-
bildung“mit den Disacchariden zuriickzufiihren sei, sondern vielmehr auf die
Separation von einzelnen Komplexen innerhalb der nicht gefrorenen Fraktionen
der Formulierung. Diese Theorie wird als particle isolation hypothesis bezeichnet

(Allison et al., 2000).

Bei der Lyophilisation von Genvektor-Komplexen werden am hédufigsten Di-
saccharide, wie Saccharose und Trehalose, oder Zuckeralkohole, wie Mannitol,
als Lyoprotektoren verwendet (Packhaeuser et al., 2009; Brus et al., 2004; Molina
et al., 2001; Cherng et al., 1999). Vor kurzem wurden eine Studie veroffentlicht,
in der Hyaluronsdure als Lyoprotektor eingesetzt wurde (Ito et al., 2010). Au-
ferdem fiihrt der Einsatz niedrig molekularer Dextrane zur Stabilisierung nicht-
viraler Formulierungen (Anchordoquy et al., 2005). Der Zusatz dieser Hilfsstoffe
ermoglicht es, die Partikelgrofie in den Formulierungen konstant zu halten. Ver-
schiedene Studien haben gezeigt, dass die Beibehaltung der Partikelgrofse eng
mit der Transfektions-Effizienz nach der Lyophilisation korreliert ist (Allison and
Anchordoquy, 2000; Cherng et al., 1997, 1999) und somit eine wichtige Rolle fiir

die weitere Verwendung dieser Komplexe spielt.

Fiir die Verwendung als Pulveraerosol miissen die getrockneten Lyophilisate
im Anschluss zerkleinert werden. Diese Methode wurde bisher kaum untersucht.
In einer Veroffentlichung von Seville et al. wurden lyophilisierte DOTAP /Prota-
minsulfat/pDNA Komplexe mit Pistill und Morser zu einem feinen Pulver zer-
kleinert. Daraus resultierte jedoch ein heterogenes Pulver mit einer mittleren Par-

tikelgrofie von mehr als 18 um (Seville et al., 2002). Dieses Ergebnis zeigt, dass
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eine weitere Entwicklung des Zerkleinerungsverfahrens noétig ist, um Pulverae-
rosole zu generieren, die eine lungengéangige Partikelverteilung (1- 5 pm aerody-

namischer Durchmesser) aufweisen.

Spruhtrocknung

Die Spriihtrocknung stellt eine weitere Methode zur Generierung trockener Pul-
verformulierungen dar. Bei dieser Methode wird die fliissige Formulierung im
oberen Teil des Spriithturms vernebelt. Dabei stromt gleichzeitig heifse Trock-
nungsluft entweder von unten nach oben (Gegenstromverfahren) oder von oben
nach unten (Gleichstromverfahren) durch den Turm und trocknet die feinen
Tropfen durch ihre grofse Oberflache fast augenblicklich. Als fertiges Produkt
entsteht ein feines Pulver. Je nach Einstellung der Spriihdiise und des Luftstroms
kann dabei die Partikelgrofse der Pulverteilchen so eingestellt werden, dass eine
lungengdngige Verteilung entsteht. Dadurch kann auf einen weiteren Zerkleine-
rungsschritt, wie er bei der Lyophilisation nétig ist, verzichtet werden.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Spriihtrocknung ein
geeignetes Verfahren zur Herstellung trockener Genvektor-Formulierungen dar-
stellt (Seville et al., 2002; Li et al., 2003, 2005). Zur Stabilisierung der Komplexe
wurde jeweils Lactose zugesetzt. Aufierdem wurden verschiedene Aminosauren
auf ihre Fahigkeit, die Vernebelung der resultierenden Pulver zu verbessern, un-

tersucht (Li et al., 2003, 2005).

Spriih-Gefriertrocknung

Die Spriih-Gefriertrocknung kombiniert die beiden oben beschriebenen Metho-
den. Eine wéssrige Losung wird mit einer Spriihdiise in kleine Tropfchen zerteilt,
die in fliissigen Stickstoff eingeleitet werden und damit sofort einfrieren. Im Fol-
genden wird das in den gefrorenen Tropfchen enthaltene Wasser durch Lyophi-
lisation entfernt. Es resultiert ein feines Pulver, welches aus sehr pordsen kleinen
Partikeln besteht.

Die Spriih-Gefriertrocknung wurde bereits in verschiedenen Versuchen zur

Herstellung von trockenen Genvektor-Formulierungen verwendet. Es konnte
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gezeigt werden, dass die pDNA durch Polymere wie Chitosan oder PEI ge-
schiitzt sein muss, um nicht wahrend des Prozessen zerstort zu werden (Kuo and
Hwang, 2004; Mohri et al., 2010). Auflerdem miissen, wie auch bei der Lyophi-
lisation, Lyoprotektoren zugesetzt werden, um die Partikelgrofie und damit die
Transfektions-Effizienz beizubehalten. Dazu wurden die Disaccharide Saccharo-
se und Trehalose sowie der Zuckeralkohol Mannitol eingesetzt (Kuo and Hwang,
2004).

1.4 Viraler Gentransfer

Virale Vektoren stellen die zweite grofle Gruppe der Gentherapeutika dar. Viren
haben die Eigenschaft ihre Nukleinsdure in eine Wirtszelle einzubringen und eig-
nen sich daher zum Einsatz in der Gentherapie. Bei den fiir den Gentransfer ein-
gesetzten Vektoren werden die viralen Gene durch das gewiinschte therapeuti-
sche Gen ersetzt. Aufgrund ihrer hohen Effektivitdt sind sie die am h&ufigsten
eingesetzten Vektoren in klinischen Studien. Virale Vektoren fiir den Gentrans-
fer sind in der Regel replikationsdefizient, das heifst sie konnen sich nach Trans-
duktion einer Zelle nicht in dieser vermehren, was die Ausbreitung der viralen
Vektoren nach in vitro- und in vivo-Applikation verhindert. Daher miissen zur
Produktion der viralen Vektoren sogenannte Verpackungszelllinien und Helfer-
konstrukte eingesetzt werden (Thomas et al., 2003).

Trotz vielfdltiger Entwicklungen beschrdnken sich die fiir den pulmonalen
Gentransfer verwendeten Vektoren hauptsdchlich auf Retro- bzw. Lentiviren,
Adenoviren und Adeno-assoziierte Viren, die im Folgenden ndher dargestellt

werden.

1.4.1 Retro- und Lentiviren

Retro- und Lentiviren sind einzelstrangige RNNA-Viren, die ihr RNA Genom
durch reverse Transkription in DNA umschreiben und anschlieffend diese DNA
in die chromosomale DNA des Wirts einbauen. Das Genom eines Retrovirus ist

7-12 kb grofs und diploid angelegt, das heifst jedes Retrovirus hat zwei Kopien
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seines Genoms. Es enthélt retrovirale Gene, die von beiden Seiten von LTRs (long
terminal repeats) flankiert sind. Die drei Gene gag, pol und env kodieren jeweils fiir

Kernproteine, Reverse Transkriptase und Hiillproteine.

Die Verwendung von Retroviren bietet eine Reihe von Vorteilen (McTaggart
and Al-Rubeai, 2002):

e stabile Integration des therapeutischen Gens in das Zielgenom und dadurch

persistierende Genexpression

e hohe Transduktionseffizienz

o vielfdltige Zielzellen konnen durch pseudotyping (das heifst durch den Ein-

satz verschiedener Virushiillen) transduziert werden

e geringe Immunogenitat

Demgegeniiber stehen verschiedene Nachteile. Mit Retroviren ist es z.B. nicht
moglich, sich nicht-teilende Zellen zu tranduzieren (Engelhardt et al., 1992). Den
grofiten Nachteil stellt aber die insertionelle Mutagenese dar, die bei der Verwen-
dung von Retroviren in klinischen Studien beobachtet wurde (Hacein-Bey-Abina
et al., 2003). Als insertionelle Mutagenese wird die Aktivierung eines Protoonko-
gens oder die Zerstorung eines Tumorsuppressorgens in der Zielzelle durch die
genomische Integration der viralen DNA bezeichnet (Akagi et al., 2004). Diese Be-
tunde schrdnken die klinische Anwendung von Retroviren stark ein. Mit der Ent-
wicklung der Lentiviren konnte die Transduktion von sich nicht-teilenden Zellen
erreicht werden. Aulerdem konnte in Studien in CD34" hamptopoetischen Zel-
len gezeigt werden, dass die Hauptintegrationsstellen der Lentiviren sich nicht in
der Ndhe von Protoonkogenen anreichern (Cattoglio et al., 2007), wodurch sich
die Gefahr der insertionellen Mutagenese verringern soll. Ganz ausgeschlossen
werden kann sie allerdings nicht, da die Integration von Zelltyp zu Zelltyp un-

terschiedlich verlauft.
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1.4.2 Adenoviren

Adenoviren sind lineare, doppelstrangige, DNA-enthaltende, hiillenlose Viren.
Das Genom von Adenoviren ist mit ca. 35 kb deutlich grofier und komplexer als
das der Retroviren (Smith, 1995). Sie haben einen Tropismus fiir die Luftwege
und die Fahigkeit, eine breite Anzahl verschiedener Zellen zu transduzieren, da
es eine Vielzahl verschiedener Serotypen gibt (Wu et al., 2002). Von Nachteil ist,
dass der Coxsacki-Adenovirus-Rezeptor nur auf der basolateralen Seite der Epi-
thelzellen in den unteren Luftwegen lokalisiert ist (Pickles et al., 2000). Dadurch
ist der Gentransfer in vivo in die Lunge sehr ineffizient. Ein weiterer Nachteil ist
die starke Immunantwort, die durch die Applikation von Adenoviren, insbeson-
dere der ersten Generation, induziert wird. Neben der Bildung von neutralisie-
renden Antikorpern, die eine wiederholte Applikation ineffektiv macht, kommt
es zu starken inflammatorischen Immunreaktionen und zu einer zytotoxischen
T-Zell-Antwort (O'Neal et al., 1998; Yang et al., 1995). Die Entwicklung von helper
dependant-Adenoviren hat einige Verbesserungen mit sich gebracht. Bei diesen
Viren sind alle viralen Gene durch humane ,Fill“-DNA ersetzt. Fiir sie konnte
eine reduzierte Inmunantwort kombiniert mit einer verbesserten Expression in
vivo gezeigt werden (Toietta et al., 2003). Ob mit diesem Vektor allerdings eine

wiederholte Applikation moglich ist, wurde noch nicht untersucht.

1.4.3 Adeno-assoziierte Viren

Adeno-assoziierte Viren (AAV) sind hiillenlos und tragen einzelstrangige DNA.
Der Wildtyp-Virus ist beim Menschen nicht pathogen, integriert an einer defi-
nierten Stelle in Chromosom 19 und kann eine Vielzahl sich teilender und nicht
teilender Zellen transduzieren (Samulski et al., 1991). Bei AAV handelt es sich
um helferabhédngige Viren, das heifit sie brauchen zur Proliferation einen Helfer-
virus, der sie mit Proliferationsgenen versorgt. Bei der Verwendung von AAV in
der Gentherapie werden das rep Gen, das fiir die gezielte Integration in Chromo-
som 19 verantwortlich ist, und das cap Gen, das fiir das Capsid kodiert, durch das

Transgen zusammen mit dessen Promotor ersetzt. Somit bleiben nur die beiden
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inverted terminal repeats (ITRs) aus dem Wildtyp erhalten. Einen Nachteil stellt
die mit 4,7 kb begrenzte Kapazitit der AAV dar. Auflerdem liegen die AAV nach
Transduktion episomal vor und werden nicht ins Wirtsgenom integriert (McCar-
ty et al., 2004). Da das Lungengewebe aber zum grofiten Teil aus differenzierten
Zellen besteht, diirfte der Virus-Verlust durch subsequente Zellteilung in vivo zu
vernachlédssigen sein.Bei den AAV besteht die Moglichkeit durch Pseudotyping die
Affinitdt zu bestimmten Zellen zu erhdhen, wobei das Capsid durch ein Capsid
eines anderen Virus-Subtyps ersetzt wird (Burger et al., 2004). Im Gegensatz zu
Adenoviren resultieren AAV in einer milden Immunantwort. Es kommt nach der
Applikation zur Entwicklung von neutralisierenden Antikdrpern (NAB), die aber
durch transiente Inmunsuppression wahrend der ersten Applikation verhindert
werden kann (Halbert et al., 1998). Untersuchungen bei gesunden Menschen ha-
ben gezeigt, dass etwa 70% durch Infektion mit dem Wildtyp-Virus bereits NABs
gegen den Serotypen 2 gebildet haben. Fiir die Subtypen AAVS5, -6, -8 und -9 wur-
den geringere Pravalenzen und geringere Titer gezeigt. Dies sind Anzeichen da-
tiir, dass die Verwendung dieser Subtypen von Vorteil sein konnte (Boutin et al.,

2010).

1.5 AAV2/9 fur den viralen Gentransfer in die Lunge

Die meisten klinischen Studien wurden mit dem Serotypen 2 durchgefiihrt (Mu-
eller and Flotte, 2008). Dabei fiihrte vor allem der Mangel an Rezeptoren an der
apikalen Seite der Luftwegs-Epithelzellen zu einer limitierten Effizienz (Virella-
Lowell et al., 2005). Mit der Einfithrung des Pseudotypings ergab sich die Mog-
lichkeit, die Limitationen durch fehlende Rezeptoren und hohe NAB Titer zu
umgehen (Rabinowitz et al., 2002; Halbert et al., 2001, 2006). In vielen Studien
mit verschiedenen Serotypen konnte die Langzeit-Expression nach pulmonaler
Applikation eines Transgens gezeigt werden (Halbert et al., 2001, 2007; Sumner-
Jones et al., 2006; Liqun Wang et al., 2009; Zabner et al., 2000; Limberis et al.,
2009b). In einer weiteren Studie, in der verschiedene Serotypen in vivo, in muri-

nen Lungen, und in vitro, in humanen Atemwegs-Epithelzellen, verglichen wur-
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den, zeigte sich, dass AAV9 zusammen mit anderen Serotypen zu einer hoch effi-
zienten Expression fiithrt (Limberis et al., 2009b). Des Weiteren konnte nach intra-
pulmonaler Applikation die Transduktion von alveolaren Epithelzellen gezeigt
werden (Limberis and Wilson, 2006; Limberis et al., 2009b), wodurch dieser Sero-
typ ein vielversprechender Kandidat fiir die Behandlung von Surfactant-Protein-

Mangelkrankheiten ist, die primar die Alveolarzellen Typ II betreffen.

Die Studie von Limberis et al. war die Erste, die die erfolgreiche pulmona-
le Applikation von AAV2/9 demonstrieren konnte (Limberis and Wilson, 2006).
In dieser Studie wurden humanes Alpha-1-Antitrypsin und nukleédr lokalisierte
Beta-Galactosidase als Reporter bei C57BL/6-Méusen eingesetzt. Fiir diese Mdu-
se ist eine Immuntoleranz gegeniiber humanem Alpha-1-Antitrypsin bekannt
(Flotte and Laube, 2001) und auch die Verwendung von Beta-Galactosidase fiihrt
im Vergleich zu Balb/c-Médusen zu einer reduzierten Immunantwort (Gavin et al.,
1993). Tatsdchlich konnte fiir die drei am hadufigsten verwendeten Reportergene
lacZ (Gavin et al., 1993), EGFP (Gambotto et al., 2000) und firefly-Luciferase (Lim-
beris et al., 2009a) eine hthere Immunogenitit in Balb/c-Méausen im Vergleich zu

C57BL/6-Méusen gezeigt werden.

Bei der Behandlung chronischer Krankheiten muss gewihrleistet werden, dass
das Transgen tiber den gesamten Lebenszeitraum eines Individuums exprimiert
wird. Da die Lunge aber zum grofiten Teil aus terminal differenzierten Zellen
besteht (Rawlins and Hogan, 2008) und diese sich nicht weiter erneuern, wird
es wahrscheinlich mit jedem Vektor notig sein, wiederholt zu behandeln, so-
lange keine , Lungenstammzellen”transduziert werden. Beziiglich der Moglich-
keit zur wiederholten Applikation von AAV gibt es widerspriichliche Veroffent-
lichungen. Die Entwicklung neutralisierender Antikorper vermindert die Effekti-
vitdt bei wiederholter Behandlung mit demselben Serotypen (Sumner-Jones et al.,
2007; Halbert et al., 2000). Verschiedene Studien haben die erfolgreiche, wieder-
holte Applikation von AAV gezeigt, wenn das Immunsystem wéahrend der er-
sten Applikation supprimiert wurde. Dazu wurden immunsupprimierende An-
tikorper wie anti-CD4 und /oder anti CD40L (Manning et al., 1998) oder generell

immunsuppremierende Reagenzien wie Cyclophosphamid (Bouvet et al., 1998)
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eingesetzt. Weiterhin konnte in zwei Studien die erfolgreiche Readministration
gezeigt werden, wenn die Applikationen im Abstand von mindestens 28 Wo-
chen stattfanden (Limberis and Wilson, 2006; Auricchio et al., 2002). Diese Er-
gebnisse sind allerdings widerspriichlich zu denen von Sumner-Jones et al., bei
denen die Applikation von rAAVS5 in einer anhaltenden Entwicklung von NABs
gegen das Virus Capsid resultierte und den Gentransfer auch 36 Wochen nach
der ersten Applikation noch stark einschriankte (Sumner-Jones et al., 2007). Die
unterschiedlichen Ergebnisse konnten auf die Verwendung verschiedener Maus-
stimme zuriickzufiihren sein. Wahrend die immunsupprimierenden Versuche in
C57BL/6-Mausen durchgefiihrt wurden, fanden die Versuche von Sumner-Jones
et al. in Balb/c-Mdusen statt. Diese Ergebnisse zeigen, dass vermutlich der ver-
wendete Mausstamm einen Einfluss auf die Immunantwort, die ein AAV-Vektor

induziert, haben kann.

Der verwendete Mausstamm kann nicht nur einen Einfluss auf die Immunant-
wort haben, sondern auch auf die Genexpression nach pulmonaler Applikation
(Dames et al., 2007). Weiterhin hat das Geschlecht der Mause einen Einfluss auf
Genexpression und Biodistribution (Davidoff et al., 2003; Paneda et al., 2009).

Neben geeigneten immunmodulatorischen Methoden miissen die Genvekto-
ren in geeigneten Tiermodellen getestet werden. Nahezu alle Studien werden an
gesunden Méausen durchgefiihrt. Bei der Behandlung von Lungenkrankheiten
wie der Zystischen Fibrose oder dem Surfactant-Protein-B (SPB)-Mangel ist die
Lunge des Patienten aber mit einer starken Entziindung belastet. Untersuchun-
gen mit einem AAV2-Vektor haben nach Inkubation mit der broncho-alveolaren
Lavage von CF-Patienten eine komplette Inhibition der Genexpression gezeigt
(Virella-Lowell et al., 2000). Aus diesem Grund sollte der AAV2/9-Vektor zuerst
in einer entziindeten Lunge getestet werden, bevor die weitere Anwendung im
therapeutischen Modell denkbar ist. Als Modell zur Untersuchung des Gentrans-
fers in entziindeten Lungen bieten sich die konditionellen SPB-Knockout-Mause
an. Diese Mduse sind in der Literatur sehr gut beschrieben (Clark et al., 1995; Mel-
ton et al., 2003; Ikegami et al., 2005). Sie exprimieren das humane SPB unter der

Kontrolle des CCSP Promotors. Dieser wird nur bei Anwesenheit von Doxycy-



1.6 Zielsetzung der Arbeit

clin abgelesen, welches den Tieren iiber das Trinkwasser zugefiihrt werden kann.
Bei dem SPB handelt es sich um ein Surfactant Protein der Lunge, das fiir eine
niedrige Oberflichenspannung im Alveolarbereich sorgt und so ein Kollabieren
und Verkleben der Alveolen wihrend der Ausatmung verhindert. Die Sympto-
matik des SPB-Mangels kann durch Absetzen des Doxycyclin-haltigen Wassers
ausgelost werden. Die Mduse entwickeln innerhalb kiirzester Zeit eine starke
Entziindung in der Lunge, die mit erhchten IL-6, IL-13 und den Macrophagen-
Entziindungsprotein-2 Werten einhergeht und innerhalb von vier bis fiinf Tagen
zum Tod durch Atemversagen fiihrt (Ikegami et al., 2005). Die erneute Doxycy-
clingabe kann durch die wiederaufgenommene Expression von SPB die Entziin-

dung hemmen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die lokale Applikation nicht-viraler und viraler Genvektoren in die Lunge bie-
tet vielversprechendes Potenzial bei der Behandlung pulmonaler Krankheiten.
Bei den nicht-viralen Genvektoren stellt insbesondere die geringe Stabilitdt der
Aerosol-Formulierungen eine Limitation in der Anwendung dar. Im ersten Teil
dieser Arbeit soll daher ein Pulveraerosol fiir den nicht-viralen Gentransfer
entwickelt werden. Pulveraerosole haben im Vergleich zu wéssrigen Formulie-
rungen eine Reihe von Vorteilen, insbesondere verfiigen sie iiber eine bessere
Stabilitdt und sind einfacher anzuwenden. Unter den nicht-viralen Gentrans-
ferreagenzien bietet Polyethylenimin als effektivstes kationisches Polymer das
grofite Potenzial und wurde aus diesem Grund fiir die folgenden Untersuchun-
gen verwendet. Die Herstellung des Pulveraerosols erfolgte durch Lyophilisation
und anschlieflende Zerkleinerung der Lyophilisate. Dazu wurden verschiedene
Disaccharide als Stabilisatoren eingesetzt. Die biophysikalischen Eigenschaf-
ten (Partikelgrofie, Zetapotenzial und Freisetzung der pDNA aus den Komple-
xen) der Genvektor-Komplexe wurden untersucht und die Pulver mit einem
Andersen-Kaskaden-Impaktor charakterisiert. Anschlielend wurden die ver-

schiedenen Formulierungen zuerst in vitro und im Anschluss in vivo untersucht.
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Die in vivo Versuche wurden zuerst mit einem Reporterplasmid durchgefiihrt.
Im zweiten Versuch wurde mit einem fiir Erythropoetin kodierenden Plasmid
untersucht, ob die Genexpression in einer physiologischen Antwort resultiert.
Da mit nicht-viralen Systemen nur eine transiente Genexpression erreicht wer-
den kann, soll im zweiten Teil der Arbeit ein viraler Vektor fiir die pulmonale
Gentherapie untersucht werden. Unter den viralen Vektoren stellen die AAV-
Vektoren eine besonders aussichtsreiche Gruppe dar. Der Wildtyp Virus ist im
Menschen nicht pathogen, die Immunantwort verlduft mild und es besteht auf
Grund der episomalen Positionierung keine Gefahr der insertionellen Mutagene-
se. Die meisten Studien verwenden einen auf Serotyp 2 basierenden AAV-Vektor.
In dieser Arbeit wurde ein mit dem Capsid des AAVY ausgestatteter Vektor cha-
rakterisiert. Nach Optimierung des Vektors-Riickgrads wurde der produzierte
AAV2/9-Vektor in verschiedenen in vivo Anwendungen untersucht. Zunéichst
wurde der Einfluss verschiedener Applikationswege auf die Genexpression, die
Entwicklung neutralisierender Antikdrper und die Biodistribution tiberpriift. Im
Anschluss wurde der Einfluss der Vektor-Dosis pro Maus untersucht. Veroffent-
lichte Studien tiber den Einfluss des Mausstammes auf die Genexpression und
die Immunantwort fiithrten zu vergleichenden Untersuchungen in verschiede-
nen Mausstimmen. Aufserdem fand der Stellenwert des Geschlechtes auf Gen-
expression und Immunantwort Berticksichtigung. Da die Entwicklung neutrali-
sierender Antikorper bisher die grofite Hiirde fiir die wiederholte Applikation
von AAV-Vektoren darstellt, wurde danach untersucht, ob es durch Immunsup-
pression mit Dexamethason moglich ist die Entstehung neutralisierender Anti-
korper zu inhibieren. Aufierdem wurde die Genexpression nach Applikation der
Vektoren in entziindete Lungen verfolgt und mit der von gesunden Méausen ver-

glichen.



2 Materialien

Im Folgenden sind samtliche Reagenzien, Chemikalien, Enzyme, Kits, Medien

und Medienzusitze sowie Gerite aufgelistet, die in dieser Arbeit verwendet wur-

den.

2.1 Reagenzien und Chemikalien

In Tabelle 2.1 finden sich die Bezeichnungen der wihrend dieser Arbeit verwen-

deten Reagenzien und Chemikalien mit Herstellerangaben.

Tabelle 2.1: Reagenzien und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

Agarose Biozym Diagnostik GmbH, Deutschland
Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

Complete® Protease Inhibitoren
Dimethylformamid
Di-Natriumhydrogenphosphat
D-Luciferin 99%

DPBS 1x

DNA Ladder 100bp

DNA Ladder 1kB

DTT (Dithiothreitol)

Ethanol 96% p.a.

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Synchem OHG, Deutschland

Invitrogen GmbH, Germany

PlasmidFactory GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

PlasmidFactory GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Amersham Biosciences

Merck KGaA, Deutschland
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Tabelle 2.1: Reagenzien und Chemikalien
Bezeichnung

Hersteller

Fluorescein-NHS (5-(6-) Carboxyfluorescein-
succinimidylester)

GelRed™

Heparansulfat

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-
ethansulfonsiure)

Lactose monohydrat

Kaliumchlorid

Kanamycinsulfat

KAPATM SYBR FAST® BioRad iCycler”™

Kupfersulfat

Lipofectamin 2000

Mannitol

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumphosphat

Natronlauge 1M
Paraformaldehyd
Polyethylenimin, verzweigt 25kDa
Rekombinante Luciferase
Rinderserumalbumin (BSA) Protein Standard
Salzsdure 36%

Standard Protein Assay
Saccharose

TAE 50x buffer

Trehalose

Tris/HCL (pH?7,5)

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

VWR International GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Invitrogen GmbH, Germany

PEQLAB Biotechnologie GMBH, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Invitrogen GmbH, Germany

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland

BioRad Laboratories GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Invitrogen GmbH, Germany

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

VWR International GmbH, Deutschland



2.2 Enzyme

Tabelle 2.1: Reagenzien und Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Trypsin-EDTA
Tween 20
Wasser fiir Injektionszwecke

Xylencyanol

Invitrogen GmbH, Germany

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

Die aufgelisteten Reagenzien und Chemikalien wurden ohne weitere Reini-

gungsschritte verwendet.

Verzweigtes Polyethylenimin wurde in destilliertem Wasser gelost und mit

Salzsédure auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

PEI-Fluorescein wird durch die Kopplung von Fluorescein-NHS an verzweig-

tes Polyethylenimin gewonnen. Dazu wurde Fluorescein-NHS in einem 10-

molaren Uberschuss mit PEI fiir 2 Stunden inkubiert. Anschliefend wurde das

Kopplungsprodukt durch Grofsenausschluss-Chromatographie iiber eine PD-10

Desalting Column (GE Healthcare) gereinigt. Die Gehaltsbestimmung erfolgte

tiber ein Kupfersulfat-Assay nach Ungaro et al. (Ungaro et al., 2003).

2.2 Enzyme

Folgende Enzyme wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 2.2: Restriktionsenzyme

Bezeichnung Hersteller

EcoRI Fermentas

Minl Fermentas

Pmel New England Biolabs
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2.3 Kits

Es wurden folgende Kits wahrend dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 2.3: Verwendete Kits
Bezeichnung

Hersteller

BetaGal Reportergene Assay Kit
DNEasy® Blood & Tissue Kit
NucleoBond PC 2000 EF
NucleoSpin extract II

NucleoSpin plasmid

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Quiagen AG, Deutschland
MACHEREY-NAGEL GmbH, Deutschland
MACHEREY-NAGEL GmbH, Deutschland

MACHEREY-NAGEL GmbH, Deutschland

2.4 Medien und Medienzusatze

Folgende Medien und Medienzusitze wurden wahrend dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 2.4: Medien und Medienzusitze
Bezeichnung

Hersteller

Fetal Bovine Serum (FBS)
Minimum Essential Media mit GlutaMAX”™
Penicillin/Streptomycin 100x

RPMI 1640 Medium mit GlutaMAX™TM

PAA Laboratories GmbH, Osterreich
Invitrogen GmbH, Germany
PAA Laboratories GmbH, Osterreich

Invitrogen GmbH, Germany

2.5 Gerate und Chromatographiesaulen

Folgende Gerdte und Chromatographiesdulen kamen in dieser Arbeit zum Ein-

satz:



2.5 Geréte und Chromatographiesdulen

Tabelle 2.5: Verwendete Gerite
Bezeichnung

Hersteller

Airpump, Model AP-1

Analysenwaage Electronic Balance ABJ 80-
M

Brookhaven 90 Plus Partikelgroflenmessgerat
Bruker AV 250 MHz Spektrometer

CapMix

Dry-Powder-Insufflator

Excella E24 Incubator shaker series

Geldokumentation, Camera system Diana II

Gelelektrophoresekammer Horizon® 11x14
Haematologie-System KX-21
Heizblock Thermomixer compact

Heizplatte Tempcontrol-37

iCycler IQ Real Time PCR Detection System
Inkubator CO5-Series

Inkubator-Shaker Excella E24
Inkubator 1000/ Schiittler Polymax 1040
IVIS 100 in vivo imaging System
Kiihlschrank FKS 1800

Kihlschrank Liebherr Comfort
Lichtmikroskop Axiovert 25
Luminometer Lumat LB9507

LyoVac GT2

Malvern Zetasizer Nano

Nanodrop ND-1000

Orthoscop Beta 200

Penn-Century, Inc

Kern & Sohn GmbH, Deutschland

BIC Brookhaven Inst. Corp., Osterreich
Bruker BioSpin GmbH, Deutschland
3M ESPE

Penn-Century, Inc

New Brunswick Scientific GmbH, Deutsch-

land

Raytest Isotopenmessgerdte GmbH, Deutsch-
land

GIBCO BRL, Deutschland
Sysmex, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Deutsch-
land

BioRad Laboratories GmbH, Deutschland
Sheldon Mfg Inc., USA

New Brunswick Scientific Inc., USA
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Xenogen Inc., USA

Liebherr GmbH, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Carl Zeiss AG, Deutschland

Berthold AG, Deutschland

LH Leybold, Deutschland

Malvern Instruments, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Heine Optotechnik, Deutschland
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Tabelle 2.5: Verwendete Gerite
Bezeichnung

Hersteller

pH-Meter pH 330i
Steilwerkbank Herasafe
Tiefkiihler Liebherr Premium
Tischwaage Navigator?™
Tischzentrifuge Centrifuge 5417R
Vortexer MS2 Minishaker

Wallac Victor? / 1420 Multilabel Counter

Wasserbad 1008

Zentrifuge, ]2-21 Centrifuge

Zentrifuge, Centrifuge 5417R

2.6 Oligonukleotide

WTW, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Deutschland
Liebherr GmbH, Deutschland

Ohaus GmbH, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Ika GmbH & Co. KG, Deuschland
PerkinElmer Inc., USA

Gesellschaft  fiir
Deutschland

Labortechnik  GmbH,

Beckmann Coulter GmbH, Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland

Die Synthese der in dieser Arbeit verwendeten, nachfolgend aufgelisteten Oligo-

nukleotide wurde von der Firma Biomers GmbH, Deutschland durchgefiihrt.

Tabelle 2.6: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5" nach 3’)
FP Luciferase tca aag agg cga act gtg tg
RP Luciferase ggt gtt gga gca aga tgg at

FP Zeocin

RP Zeocin

gcc atg ttg acc agt get gte

cct cag tec tge tec tet gee



2.7 Arzneistoffe

2.7 Arzneistoffe

Folgende Arzneistoffe wurden als Narkosemittel, Antidot und zur Immunsup-

pression bei den Tierversuchen eingesetzt:

Tabelle 2.7: Verwendete Arzneistoffe
Bezeichnung

Bezugsquelle

Dexa-ratiopharm® 4 mg Injektionslosung

Domitor® ad us. vet., Injektionslésung (Me-

detomidin 1 mg/ml)

Fentany® -Janssen 0,1 mg Injektionslosung

(Fentanyl 0,1 mg/ml)

Flumazanil HEXAL ® 0,1 mg/ml Injektions-

losung
Forene®

Midazolam-ratiopharm® 15 mg/3 ml Injekti-

onslosung (Midazolam 5 mg/ml)
Naloxon Inresa 0,4 mg Injektionslosung

Revertor® 5mg/ml

Ratiopharm GmbH, Deutschland
Pfizer AG, Deutschland

Janssen-Cilag GmbH, Deutschland

Hexal AG, Deutschland

Abbott GmbH & Co. KG, Deutschland

Ratiopharm GmbH, Deutschland

Inresa Arzneimittel GmbH, Deutschland

CP-Pharma GmbH, Deutschland
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2.8 Zusammensetzung von Puffern

Nachfolgend ist die Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Puffer

beschrieben. Die Puffer wurden mit demineralisiertem, sterilem Wasser herge-

stellt.

10x Zelllysepuffer (Luziferase Assay)

Tris/HCl pH 7.8 250 mM
Triton-X 100 0,1%

6x DNA-Ladepuffer (Agarosegele)
Bromphenolblau 0,25%
Glycerol 30%
Xylencyanol FF 0,25%
Lysepuffer (Lungenhomogenisat)

Tris/HCl pH 7.4 25 mM
Triton-X 100 0,1%
Protease Inh. Complete® 1x
Luciferin-Substrat

D-Luciferin 470 uM
Coenzym A 270 uM
DTT 33,3 mM
ATP 530 uM
(MgCO3)sMgyx5 H,O 1,07 mM
MgSO,4 2,67 mM
EDTA 0,1 mM
Tricin 20 mM



3 Methoden

Im folgenden werden alle in dieser Arbeit angewandten Methoden beschrieben.

3.1 Zellkultur

Die in vitro Versuche wurden auf verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt, die zu-

sammen mit den Kultivierungsbedingungen im Folgenden beschrieben werden.

3.1.1 Zelllinien

Folgende Zelllinien wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 3.1: Verwendete Zelltypen

Bezeichnung Zelltyp Bezugsquelle
A549 humane Alveolar Typ II Zelllinie DSMZ, Deutschland
BEAS-2B humane Bronchialepithel Zelllinie ATCC, Deutschland
16HBE140- humane Bronchialepithel Zelllinie Prof. D. C. Gruenert*
MLE12 murine Alveolar Typ II Zelllinie ATCC, Deutschland

*Prof. D. C. Gruenert, University of Vermont, Burlington, USA

3.1.2 Kultivierungsbedingungen

Die humanen Alveolar- und Bronchialepithelzelllinien A549, BEAS-2B und
16HBE140- sowie die murine alveolar Typ II Zelllinie MLE12 wurden in Mini-
mum Essential Medium (MEM) kultiviert. Bovines Serumalbumin (FBS) wurde
MEM in einer Konzentration von 10% zugesetzt. Die adhédrenten Zelllinien A549,

BEAS-2B, 16HBE140- und MLE12 wurden alle 3-4 Tage passagiert. Dazu wurde
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das Medium abgesaugt, die Zellen durch Waschen mit PBS von Calcium- und
Magnesiumionen befreit und anschlieffend mit Trypsin-EDTA vom Boden der
Kulturflasche abgelost. Ein Teil der gelosten Zellen wurde entnommen und fri-
sches Medium zugefiigt. Die Zellen wurden maximal bis Passage 20 verwendet,
um die Transfizierbarkeit zu erhalten. Alle Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO,
und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach Transfektion wurden die Zellen in

Medium mit Antibiotika-Zusatz (Penicillin/ Streptomycin 10 U/ml) kultiviert.

3.2 Plasmid-DNA

Dieser Abschnitt beschreibt die in dieser Arbeit verwendeten Plasmid-DNA Kon-

strukte, deren Klonierung und Amplifizierung.

3.2.1 Verwendete Plasmid-DNA Konstrukte

Abbildung 3.1 zeigt schematisch die Expressionskassetten sowie wichtige spezi-
tische Elemente der verwendeten Plasmid-DNA Konstrukte. Das jeweils zugeho-
rige Plasmid-Riickgrad besteht aus dem bakteriellen Replikationsursprung und
einem Selektionsmarker mit Promotor.

Die Plasmide pCLuc, pCpGLuc und pCpGLacZ wurden alle bei Plasmid Fac-
tory (PlasmidFactory GmbH, Deutschland) bestellt und sind nicht dargestellt.

3.2.2 Klonierung von pCB6-Luc und pCB7-Luc

Zur Klonierung der beiden Vektoren pCB6-Luc und pCB7-Luc standen die beiden
Vektor-Backbones pCB6 und pCB7 zur Verfiigung. Das Reportergen wurde aus
pVAX1-Luc herausgeschnitten. Dieses Plasmid wurde bereits beschrieben (Ane-
ja et al., 2009). Dazu wurde pVAX1-Luc mit Pmel nach Herstellerangaben ver-
daut. Das Luciferase-Insert wurde nach Auftrennung mittels Gelelektrophorese
aus dem Gel ausgeschnitten und mittels NucleoSpin extract II Kit isoliert. Die
beiden Backbones wurden mit den Enzymen EcoRI und Mlul nach Herstelleran-

gaben verdaut und auf gleiche Weise isoliert. Im Anschluss wurden sowohl das



3.2 Plasmid-DNA
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Abbildung 3.1: Plasmidmappen der selbst hergestellten Plasmide

Insert als auch die Backbones mittels T4-Polymerase zu Blunt Ends vervollstidn-
digt. Die Backbones wurden mit Phosphatase nach Herstellerangaben behandelt,
wodurch die Phosphatgruppe entfernt wird und die Religation verhindert wird.
Hierfiir wurde die Shrimp Alkaline Phosphatase nach Protokoll des Herstellers
verwendet. Anschlieffend wurden das Insert mit dem jeweiligen Riickgrat in ei-
nem molaren Verhéltnis von 5:1 mittels T4-Ligase nach Protokoll des Herstel-
lers miteinander ligiert. Aus diesem Reaktionsansatz wurde 1 ul zur Transfor-
mation in DH10B E. coli-Bakterien (Invitrogen GmbH, Deutschland) verwendet.
Die transformierten Bakterien wurden bis zur Ausbildung der entsprechenden
Antibiotika-Resistenz fiir eine Stunde in Antibiotika-freiem LB Medium bei 37°C
inkubiert und anschlieffend auf Antibiotika-haltigen Agar-Platten ausgestrichen.

Nach Inkubation der Platten fiir 16-18 Stunden bei 37°C wurden einzelne Klo-
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ne wie in Abschnitt 3.2.3 amplifiziert. Zum Schluss wurde die richtige Orientie-
rung des Inserts im Vektor-Backbone mittels Restriktionverdau und anschliefsen-

der Gelelekrophorese kontrolliert.

3.2.3 Amplifizierung von Plasmid-DNA

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA wurden die jeweiligen Plasmid-DNA tra-
genden E. coli-Klone von Antibiotika-haltigen Agar-Platten gepickt und in 5ml
("Mini-Prdap") oder in 500 ml LB-Medium ("Mega-Prédp") mit dem jeweiligen An-
tibiotikum bei 37°C tiber Nacht inkubiert. Aus den resultierenden E. coli-Kulturen
wurde unter Verwendung der Kits NucleoSpin Plasmid oder NucleoBond PC
2000 EF die Plasmid-DNA isoliert. AnschliefSend wurde diese in 50 ul oder 500 ul
Aqua ad inj. aufgenommen und die Konzentration und Reinheit mittels Nano-
Drop 1000 bestimmt. Im Fall von pCLuc und pCpG-luc ccc wurde die in E. coli
amplifizierte und aufgereinigte Plasmid-DNA von Plasmid Factory (PlasmidFac-

tory GmbH, Deutschland) bezogen.

3.2.4 Produktion von AAV2/9

Die Herstellung von AAV2/9 erfolgte durch die Firma Penn Vector Core (Phil-
adelphia). Dort wurde eine Trippel-Transfektion in 293 Zellen mit den folgenden
Plasmiden durchgefiihrt:

o AAV-cis Plasmid (pCB7-Luc) (enthélt das spéter im Virus enthaltene Trans-
gen und die ITRs)

e AAV-trans Plasmid (enthélt die beiden AAV Gene rep und cap)

e Adenovirus Helferplasmid (pD6F) (kodiert fiir die vom Adenovirus beno-

tigten Proteine zur Produktion von AAV)

Nach drei Tagen wurden die Zellen geerntet und die viralen Vektoren durch wie-
derholtes Auftauen und Einfrieren aus den Zellen befreit. Dem folgte die Reini-

gung der Vektoren durch zwei aufeinander folgende Cesiumchlorid-Gradienten.



3.3 Herstellung von Pulveraerosolen

Am Ende wurden die viralen Vektoren in PBS mit 35 mM Natriumchlorid und

5% Glycerol aufgenommen und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

3.3 Herstellung von Pulveraerosolen

Branched-PEI und Plasmid-DNA wurden zur Herstellung von Polyplexen in ei-
nem N/P Verhiltnis von 10 gemischt. Dazu wurden PEI und pDNA jeweils im
gleichen Volumen Aqua ad inj. verdiinnt, so dass eine pPDNA Konzentration von
0,1mg/ml vorlag. Anschlielend wurde die pDNA-L6sung zu der PEI Losung
gegeben, durch 8-maliges Auf- und Abpipettieren gemischt und fiir 20 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert.

Vor der anschlieffenden Lyophilisation wurden die hergestellten Komplexe mit
verschiedenen Zuckern versetzt, die wahrend der Lyophilisation als Lyoprotek-
toren dienen sollen. Dazu wurden Lactose, Trehalose und Saccharose eingesetzt
und in den Zucker/DNA Verhiltnissen 1000/1,500/1,250/1,100/1 und 50/1 zu
den Komplexen als Feststoff zugemischt. Auf die Charakterisierung der Partikel-
16sungen erfolgte ein 10-mintitiges Einfrieren in fliissigem Stickstoff. In Studien
konnte gezeigt werden, dass ein schnelles Einfrieren in fliissigem Stickstoff zu ei-
ner geringeren Partikelaggregation fiihrt (Anchordoquy et al., 1998). Die gefrore-
nen, gedffneten Eppis wurden in die Lyophilisations-Apparatur gestellt und mit
Parafilm abgedeckt, um ein Herausspringen des Lyophilisates zu verhindern. Zur
Gewdhrleistung des Wasseraustritts wurde der Parafilm mit einer Nadel durch-
l16chert. Die Lyophilisation fand bei einem Druck von 0,1 bar iber einen Zeitraum

von 24 Stunden statt.

Die Zerkleinerung der erhaltenen Lyophilisate mit Silica-Beads erfolgte mit
Hilfe des CapMix. Dazu wurden 3 Silica-Beads zu dem Lyophilisat im Eppi ge-
geben und fiir 5 Sekunden im CapMix behandelt.
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3.4 Partikelcharakterisierung

In diesem Abschnitt werden die biophysikalischen Methoden zur Partikelcharak-

terisierung beschrieben.

3.4.1 PartikelgroBenmessung mittels

Photonenkorrelationsspektroskopie

Die Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers der Komplexe erfolgte in
einem Brookhaven Instruments 90 Plus Partikelgrofienmessgerat. Hier wird das
Verfahren der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) angewendet, wobei es
sich um ein dynamisches Streulichtverfahren handelt, welches bereits ausfiihrlich
beschrieben worden ist (Miiller and Schuhmann, 1996). Das Messprinzip basiert
auf der Korrelation zwischen der Diffusionsgeschwindigkeit von Partikeln im
Medium und ihrer Grofle. Kleine Teilchen besitzen auf Grund der Brown’schen
Molekularbewegung eine hohere Geschwindigkeit als grofie Partikel. Dies fiihrt
bei einem einfallenden Laserlicht zu einer stiarkeren Intensitdtsschwankung, wel-
che mit Hilfe eines Detektors (meist im 90°-Winkel) gemessen werden kann. Es
wurden jeweils 200 ul der hergestellten Polyplexe mit einer pDNA Konzentra-
tion von 0,02mg/ml in eine Halbmikro-Kiivette pipettiert und vermessen. Fol-
gende Finstellungen wurden dabei verwendet: 5 Messungen pro Probe fiir eine
Minute; Viskositat von Wasser 0,89 cP; Ref-Index 1,330, Dielektrizititskonstante
78,54 F/m.

3.4.2 Zetapotenzialmessung

Das Zetapotenzial ist eine wichtige Kenngrofle fiir die Stabilitat einer Dispersion.
Es gibt die Oberflachenladung der Partikel und somit die Moglichkeit der elektro-
statischen Abstofsung zwischen den einzelnen Partikeln an. Die Bestimmung des
Zetapotenzials erfolgt durch Anlegen eines elektrischen Feldes tiber der Formu-
lierung. Partikel in einer Dispersion, die ein Zetapotenzial ungleich Null haben,

wandern zur Elektrode der entgegengesetzten Polarisation. Die Wanderungsge-
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schwindigkeit, die durch Laser Doppler Anemometrie gemessen werden kann,
ist dabei proportional zum Zetapotenzial. Die Oberflichenladung wurde mit ei-
nem Malvern Zetasizer Nano bestimmt. Fiir die Messung wurden die Proben
auf eine pDNA Konzentration von 0,02mg/ml verdiinnt und in die Messzelle
gefiillt. Folgende Parameter wurden wahrend der Messung verwendet: 3 Mes-
sungen pro Probe mit jeweils 10 bis 30 Subruns; Viskositidt von Wasser 0,89 cP;

Ref-Index 1,330, Dielektrizitatskonstante 78,54 F/m; Temperatur 25°C.

3.4.3 DNA-Freisetzungsassay

Die Komplexierung und Freisetzung der pDNA aus den Polyplexen wurde mit-
tels DN A-Freisetzungsassay bestimmt. Polyplexe mit 100 ng Plasmid-DNA wur-
den in 10 ul Aqua ad inj. verdiinnt. Jede Probe wurde doppelt hergestellt. Eines
der Duplikate wurde mit 10 pg Heparansulfat versetzt, welches als stiarkeres An-
ion die Plasmid-DNA kompetitiv aus den Polyplexen verdrangt. Die andere Pro-
be blieb unbehandelt. Nach 45-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wur-
den die Proben mit 1,5 ul Ladepuffer versetzt und auf ein 0,8%-iges mit GelRed
versetztes Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fiir eine Stunde
bei 120V in TAE-Puffer. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht sichtbar ge-

macht und mittels Gelkamera aufgenommen.

3.5 Pulvercharakterisierung mittels

Andersen-Kaskaden-Impaktor

Zur Bestimmung des massenbezogenen medianen aerodynamischen Durchmes-
sers (MMAD) wurden die Pulver vor der Lyophilisation mit Natriumfluorescein
versetzt und mit Hilfe des Andersen-Kaskaden-Impaktors analysiert. Die Half-
te der Masse der Partikel hat einen kleineren Durchmesser als der MMAD, die
andere Halfte der Masse besteht aus Partikeln mit einem grofieren Durchmesser.
Die Messung erfolgte bei einem Luftstrom von 28,31/min. Jede Impaktionsplatte

wurde mit einer Tween/Glycerol-Mischung eingerieben, um das Wiedereintreten
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von bereits impaktierten Partikeln in den Luftstrom zu vermeiden. Vor dem Pro-
beneinlass wurde ein ABLE-Spacer befestigt. Die Proben wurden mit Hilfe des
Insufflators vernebelt, wobei bei jeder Applikation 2 mg Pulver in den Insufflator
gefiillt und mit 2 mal 1 ml Luftvolumen vernebelt wurden. Diese Prozedur wur-
de jeweils 5 mal durchgefiihrt, um Pulverdepositionen im detektierbaren Bereich
zu erhalten. Nach der Messung wurden jede einzelne Impaktionsplatte und der
Probeneinlass mit 10 ml Aqua ad inj. gespiilt, um die Probe in Losung zu bringen.
AnschlieBend wurde die Fluorescein Emission an einem Wallac Victor? 1420 Mul-
tilabel Counter gemessen, wobei jeweils 100 pl der Losungen eingesetzt wurden.
Zur Erstellung einer Standardkurve wurde die jeweilige Disaccharid-Fluorescein
Losung verdiinnt und es wurden ebenfalls 100 pl der verschiedenen Verdiinnun-

gen in einem Wallac Victor? 1420 Multilabel Counter vermessen.

3.6 Transfektion mittels kationischer Polymere und
Lipide

Fiir die Transfektionsstudien wurden 24 Stunden vor Beginn des Experiments
100.000 Zellen pro Well in einer 24-Well-Platte ausgesit. Dies resultierte in ei-
ner Konfluenz von ca. 70-80%. Direkt vor der Transfektion wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen mit 500 ul PBS gewaschen und 450 ul serumfreies Medium
zugegeben.

Bei der Verwendung von kationischen Polymeren wurden die Polyplexlosun-
gen, deren Herstellung in Abschnitte 3.3 beschrieben wurde, auf eine Konzen-
tration von 0,02 mg/ml verdiinnt. Davon wurden jeweils 50 ul (entsprechen 1 ug
pDNA) pro Well aufgetragen.

Fiir die Transfektion mit kationischen Lipiden wurde das kommerziell erhélt-
liche Lipofectamin 2000 verwendet. Die Herstellung der Lipoplexe und Durch-
tithrung der Lipofektion erfolgte gemaf; den Angaben des Herstellers. Die DNA-
Lipid Komplexe wurden in FBS-freiem Medium durch Inkubation fiir 20 min ge-
bildet. Anschliefiend wurden die Komplexe mit 800 ng pDNA auf die Zellen in
FBS-freiem Medium gegeben.



3.7 Messung der Luciferase- und -Galactosidase-Aktivitat

Nach 4-sttindiger Inkubation im Brutschrank wurde das Medium wieder ab-

gesaugt und durch serumhaltiges Medium mit Zusatz von Antibiotika ersetzt.

3.7 Messung der Luciferase- und

p-Galactosidase-Aktivitat

Luciferase- und -Galaktosidase-Expression wurden 24 Stunden nach der Trans-
fektion gemessen. Im Falle des Neutralisierenden Antikorper-Assays wurde die
Luciferase-Expression 72 Stunden nach Transduktion gemessen. Die Zellen wur-
den mit PBS gewaschen, bevor jeweils 100 pl Lysepuffer zugegeben und die Zel-
len fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur lysiert wurden. Jeweils 50 ul des Lysats
wurden fiir die Luciferase- oder §-Galaktosidase-Expressionsbestimmung und
5ul fiir die Proteinbestimmung mittels BioRad Protein-Assay verwendet. Die
Messungen wurden in einem Wallac Victor?/ 1420 Multilabel Counter durch-
gefiihrt. Im Falle der Luciferase-Bestimmung wurden pro Replikat automatisch
100 pl Luciferase-Assay-Puffer (Surovoy et al., 1998) zugegeben und die daraus
resultierende Lichtemission 5 Sekunden lang vermessen. Fiir die Bestimmung der
p-Galaktosidase-Expression wurde das BetaGal Reportergene Assay Kit verwen-

det. Alle Messwerte wurden auf den Proteingehalt des Replikats normalisiert.

3.8 Tierversuche

Im Folgenden werden die in den Tierversuchen verwendeten Tiere und die dabei
angewandten Methoden beschrieben. Aufierdem werden die Methoden beschrie-
ben, bei denen Organe oder Blut als Ausgangsprodukt dienten. Alle Tierversuche
wurden von der Regierung Oberbayern genehmigt und kontrolliert. Die Durch-

fiihrung erfolgte geméafs den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes.
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3.8.1 Versuchstiere

Weibliche BALB/c Méduse wurden im Alter von sechs bis acht Wochen von
Charles River Laboratories (Deutschland) gekauft und unter speziellen pa-
thogenfreien Bedingungen gehalten. Die Tiere wurden an die Umgebung der
Tierversuchsanstalt iiber einen Zeitraum von mindestens sieben Tagen vor der
Versuchsdurchfiihrung akklimatisiert. Weibliche und méannliche SPB /- Mause
wurden in der Tierversuchsanstalt der Klinik geziichtet. Bei diesen Mdusen steht
das Surfactant Protein B (SPB) Gen unter der Kontrolle eines Doxycyclin abhan-
gigen Promotors. Die Mduse wurden mit Doxycyclinwasser (200 mg Doxycyclin

pro Liter) versorgt, um die Sympthomatik des SPB-Mangels zu verhindern.

3.8.2 Applikation von Pulveraerosolen

Die Produktion der Pulveraerosole erfolgte wie in Kapitel 3.3 beschrieben, al-
lerdings wurden Fluorescein-gelabeltes PEI und pCpGLuc zur Herstellung der
Komplexe und ein Zucker/DNA Verhéltnis von 100/1 verwendet. Es wurden
12 bis 14 Wochen alte weibliche BALB/c Méuse mittels Injektionsnarkose (i.p.-
Injektion von Medetomidin 0,5 mg/kg; Midazolam 5 mg/kg; Fentanyl 50 pug/kg)
betdubt. Sie wurden mit den oberen Nagezdhnen an einem Plattensystem (Hal-
lowell EMC) im 45° Winkel aufgehédngt. Ein modifiziertes Kaltlicht Otoscop Be-
ta 200 (Heine Optotechnik) wurde verwendet, um einen optimalen Blick in die
Trachea der Tiere zu ermoglichen. Es wurden ca. 2mg Pulver in den Insufflator
(Penn Century) geladen. Die Spitze des Insufflators wurde bis zur Bifurkation
in die Trachea eingefiihrt, so dass ein tiefes Eindringen des Pulvers in die Lunge
gewdhrleistet war. Bei jeder Behandlung wurden 2 Spriihstofse mit einem Luftvo-
lumen von 1 ml abgegeben, wodurch ca. 1 mg Pulver appliziert wurde, was einer
pDNA-Menge von ca. 10 pg entspricht. Nach der Behandlung wurden die Mause
mittels Antidot (Atipamizol 50 pg/kg; Flumazanil 10 pg/kg; Naloxon 24 pug/kg)
wieder aufgeweckt. Bei der Behandlung mit dem EPO Plasmid wurde nur noch
das Lactose-Pulver verwendet. Auflerdem wurde PEI anstatt von PEI-Fluorescein

eingesetzt.
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3.8.3 Applikation von AAV-Vektoren

Der virale Vektor wurde auf die gewtinschte Konzentration eingestellt, bevor die
Applikation bei den Méusen erfolgte. Dazu wurden 10%, 10'° und 10" Vekto-
ren auf ein Volumen von 100 ul mit PBS verdiinnt. Die Applikation der Vektoren
erfolgte im ersten Ansatz mit 10'! Vektoren entweder intranasal (i.n.) oder in-
tratracheal (i.t.). In allen weiteren Versuchen erfolgte eine i.t. Gabe der Vektoren.
Die Mause wurden zuerst mittels Injektionsnarkose betdaubt. Bei der i.n. Appli-
kation wurden anschlieffend 100 pl Vektorlosung tropfenweise auf die Nase der
Tiere pipettiert, welche durch die Atmung in die Lunge gelangt. Diese Technik
wird als sniffing bezeichnet. Wahrend der Applikation wurden die Mduse in einer
senkrechten Lage gehalten, um eine moglichst tiefe Penetration der Vektoren zu
ermoglichen. Bei deri.t. Applikation wurden die Mduse mit den oberen Nagezah-
nen an einem Plattensystem (Hallowell EMC) im 45° Winkel aufgehdngt. Ein mo-
difiziertes Kaltlicht Otoscop Beta 200 (Heine Optotechnik) wurde verwendet, um
einen optimalen Blick in die Trachea der Tiere zu ermdglichen. Die Vektorldsung
wurde in einer 1ml Spritze aufgezogen. An der Spitze der Spritze wurde eine
abgestumpfte Kaniile befestigt, welche in die Trachea eingefiihrt wurde, um den
Vektor langsam in die Lunge zu geben. Die Mduse wurden nach der Behandlung
noch ca. 2 Minuten im 45° Winkel belassen, um eine tiefe Penetration der Vek-
toren in die Lunge zu gewihrleisten. Anschlieffend wurden sie mittels Antidot
wieder aufgeweckt. Die Versuche wurden zuerst an BALB/c und dann an SPB™/~-
Maéusen durchgefiihrt, da es zu Unterschieden in der Expression in Abhédngigkeit
des Mausstammes kommen kann. Die Versuche mit den SPB”--Mé&usen wurden
sowohl an ménnlichen als auch an weiblichen Mdusen durchgefiihrt, um den Ein-
fluss des Geschlechtes auf die Expression zu messen. Im folgenden Schritt wur-
de der Einfluss des Immunsystems untersucht. Dazu wurden sowohl weibliche
als auch ménnliche Méause 3 Tage vor der Vektor-Applikation mit 10 mg/kgKG
Dexamethason behandelt, welches intraperitoneal (i.p.) appliziert wurde. Die Be-
handlung mit Dexamethason erfolgte alle 3 Tage tiber einen Zeitraum von 30 Ta-

gen und ist im Dosierungsschema in Abbildung 3.2 dargestellt.
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Abbildung 3.2: Dexamethason Dosierungsschema. Die Applikation des Dexamethasons erfolg-
te intraperitoneal. Die Behandlung begann 3 Tage vor der Vektor-Applikation und wurde dann
tiber vier Wochen fortgefiihrt, wobei die Dosis am Ende ausgeschlichen wurde.

3.8.4 Messung der in vivo Luciferase-Aktivitat

Die Messung der Luciferase-Aktivitat in vivo erfolgte 24 h nach der Pulverappli-
kation. Den durch Injektionsnarkose betdubten Mausen wurde pro Maus mittels
sniffing 1,5mg D-Luciferin in 50 pl PBS appliziert (Buckley et al., 2008). Wahrend
der 10-miniitigen Inkubationszeit wurden die Mause auf einer Warmeplatte bei
37°C gehalten. Anschlieffend wurde die Biolumineszenz mittels IVIS 100 Imaging
System bestimmt. Dabei wurden folgende Kameraeinstellungen verwendet: Ge-
sichtsfeld 10, High Resolution Binning und Belichtungszeit 10 Minuten. Nach der
Messung wurden die Mause mittels Genickbruch getotet.

Die mit dem AAV-Luc Vektor behandelten Mduse wurden zur Bestimmung der
Langzeit-Expression in regelméfiigen Abstanden nach der Vektor-Applikation im
IVIS 100 Imaging System vermessen. Dazu wurden jeweils 3 mg D-Luciferin in
100 pl i.p. injiziert. Bei diesen Mdusen betrug die Belichtungszeit abhdngig vom
Zeitpunkt der Messung entweder 1 oder 2 Minuten. Die Mduse wurden nach den
Messungen mittels Antidot wieder aufgeweckt. Die Expression wurde bis zu 450
Tage verfolgt. Nach der letzten Messung wurden diese Maduse ebenfalls durch
Genickbruch getotet. Die Auswertung der in vivo Biolumineszenz erfolgte mit

der Living Image 2.5 Software.

3.8.5 Blutentnahme und Serumgewinnung

Die Blutentnahme erfolgte in Narkose durch retroorbitale Punktion. Pro Maus
wurden ca. 200 ul Blut entnommen.

Fiir die Erythropoetin-Versuche wurde das mit EDTA versetzte Blut sofort in
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einem Haematologie-System KX-21 vermessen, wobei der Hamatokritwert be-
stimmt wurde.

Bei den AAV-Versuchen wurde eine Probe ohne EDTA zur Gewinnung von
Serum {iiber Nacht bei 4°C inkubiert und am néchsten Tag bei 12.000 rpm fiir
10 min zentrifugiert. Der Uberstand (Serum) wurde abgenommen und bei -80°C

bis zur Durchfiihrung des Assays auf neutralisierende Antikorper gelagert.

3.8.6 Assay auf neutralisierende Antikorper

Zur Bestimmung neutralisierender Antikdrper aus Maus-Seren wurden 24 h vor
Versuchsbeginn 70.000 MLE12 Zellen pro Well einer 24-Well-Platte ausgesit. Die
Seren der einzelnen Gruppen wurden gepoolt, so dass ein Volumen von 10 pl
resultierte. Dies wurde bei den behandelten Gruppen in mehreren Verdiinnungs-
schritten mit PBS auf die Konzentrationen 10~!, 1072, 1072, 10~* verdiinnt. Die Se-
ren von unbehandelten Kontroll-Méusen wurden in der Konzentration von 10!
eingesetzt. Jede dieser Verdiinnungen wurde mit der volumengleichen Menge an
AAV-Luc Vektor, welcher zuvor mit PBS auf die gewiinschte Konzentration ver-
dinnt wurde, fiir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Als Positivkontrolle wur-
de der Vektor mit PBS inkubiert. Unmittelbar vor der Transduktion wurde das
Medium tiiber den Zellen abgesaugt und durch ein serum- und antibiotikahalti-
ges Medium ersetzt. Pro Well wurden 40 ul appliziert, was einer Vektordosis von
2x10° Partikeln entspricht. Die Luciferase-Aktivitit wurde 72 h nach Transdukti-

on gemessen und auf das Gesamtprotein normalisiert.

3.8.7 Organentnahme und Aufbereitung

Nach der Totung der Méuse durch zervikale Dislokation wurde der Brustkorb
chirurgisch geoffnet. Die Lunge wurde durch Injektion isotonischer Kochsalz-
16sung in den rechten Vorhof des Herzen perfundiert, um verbliebenes Blut zu
entfernen.

Die Lungen der mit Pulveraerosol behandelten Mduse wurden entnommen, in

fliissigem Stickstoff tiefgefroren und in gefrorenem Zustand mittels Morser und
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Pistill homogenisiert. Die Lungenhomogenisate wurden bis zur Lumineszenz-

Messung und DNA-Isolierung bei -80°C gelagert.

Zur Bestimmung der Biodistribution der AAV-Vektoren in BALB/c Médusen
wurden alle Organe (Lunge, Herz, Leber, Milz, Niere, Gonaden, Gehirn) und
Muskelgewebe aus dem Oberschenkel entnommen, ebenfalls im fliissigem Stick-

stoff gelagert, homogenisiert und bis zur DNA-Extraktion bei -80°C gelagert.

3.8.8 Histologische Lungenschnitte

Zur Erstellung von histologischen Schnitten wurden die Lungen nach Entnahme
fiir 24h in 10%igem, phosphatgepuffertem Formalin eingelegt, bevor sie dann in
70% Ethanol eingelegt wurden. Im Anschluss wurden die Lungen in 1,5%igem
Agar eingebettet. Nachdem der Agar ausgehértet war wurde die Lunge in Schei-
ben geschnitten und in Casetten gelegt, welche erneut in 70%igem Ethanol gela-
gert wurden. Danach erfolgt die Einbettung in Paraffin, wovon diinne Schnittpra-
parate erstellt und anschlieffend mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt wurden. Diese

Schnitte wurden dann unter dem Mikroskop untersucht.

3.8.9 Messung der Luciferase-Aktivitat im

Lungenhomogenisat

Fiir die Luciferase-Aktivitatsbestimmung wurden ca. 200 mg homogenisiertes
Lungengewebe in 400 ul Lysepuffer fiir 20 min auf Eis inkubiert. AnschliefSend
wurde 10min bei 14.000rpm zentrifugiert und 100 ul des Uberstandes wur-
den fiir die Luciferase-Bestimmung verwendet. Nach der Zugabe von 100 ul
Luciferase-Assay-Puffer wurde die Lumineszenz in einem Lumat LB9507 Roh-

renluminometer bestimmt.
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3.8.10 Isolierung von Fluorescein aus dem

Lungenhomogenisat

Zur Bestimmung der tatsdchlich applizierten Menge an PEI/pDNA-Komplexen
bei den Pulveraerosolen wurden die Lungen mit dem Lysepuffer und der Pro-
teinase K des DNeasy Blood and Tissue Kits iiber Nacht bei 56°C verdaut. Aus
dem Uberstand wurde das Fluorescein bestimmt, indem von jeweils 50 ul Uber-
stand die Fluoreszenz in einer schwarzen 96-Well Platte in einem Wallac Victor®

gemessen wurde.

3.8.11 Isolierung der Gesamt-DNA aus Geweben

Die Extraktion der Gesamt-DNA erfolgte mittels DNeasy Blood and Tissue Kit
nach Anleitung des Herstellers. Die isolierte DNA wurde in 100 pl Elutionspuf-
fer eluiert. Vor der quantitativen Bestimmung mittels Real-Time PCR wurde die

DNA-Konzentration mittels NanaDrop 1000 bestimmt.

3.8.12 Quantifizierung mittels Real-Time PCR

Zur quantitativen Bestimmung von pCpGLuc und AAV-Luc wurde das iCycler
IQ Real Time PCR Detection System benutzt. Dessen Prinzip beruht auf der Mes-
sung des DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green I (2-2-[(3-
Dimethylaminopropyl)- propylamino]-1-phenyl-1H-chinolin-4-ylidenmethyl-3-

methyl-benzothiazol-3-ium-Kation) wahrend der Amplifikation.

Protokoll fiir pCpGLuc

Zur Bestimmung von pCpGLuc wurden spezifische Primer fiir die Zeocin-
kodierende Sequenz eingesetzt. Die Primersequenzen fiir den forward (FP Zeocin)
und den reverse (RP Zeocin) Primer sind in Tabelle 2.6 dargestellt.

Fiir die Quantifizierung mittels Real-Time PCR wurde eine Menge von 500 ng
isolierter Gesamt-DNA eingesetzt, welche wie zuvor beschrieben aus den Lun-

gen isoliert wurde. Die DNA-Menge wurde mit Aqua ad inj. auf 10 ul verdiinnt.
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In einer 96-Well PCR Platte wurden 10,4 ul KAPA SYBR Fast qPCR Master Mix
2x und je 0,2 ul von forward und reverse Primer (100 uM) vorgelegt. Dann wurden
10 ul DNA Losung hinzugemischt. Fiir die Bestimmung wurde folgendes Real Ti-
me Protokoll verwendet: 95°C fiir 3 Minuten (Denaturierung der DNA), gefolgt
von 40 Zyklen bei 97°C (Denaturierung), 67°C (Annealing) und 72°C (Elongation)
tir jeweils 20 Sekunden.

Die ermittelten c(t)-Werte wurden auf die Plasmid-Menge umgerechnet, indem
eine Standardkurve mit reinem pCpGLuc-Plasmid erstellt wurde. Dazu wurden
pCpGLuc-Mengen von 5 ng bis 5 fg mit dem gleichen PCR-Protokoll amplifiziert.

Alle Daten wurden mit der iCycler IQ Software 3.1 ausgewertet.

Protokoll fiir AAV-Luc

Fir die Quantifizierung der AAV-Luc DNA aus den verschiedenen Geweben
wurden spezifische Primer fiir die Luciferase-kodierende Sequenz eingesetzt. Die
Sequenzen des forward (FP Luciferase) und des reverse (RP Luciferase) Primers
sind in Tabelle 2.6 dargestellt.

Fiir die Quantifizierung wurden bei diesen Proben insgesamt 100 ng Gesamt-
DNA eingesetzt, welche in Aqua ad inj. auf ein Volumen von 10 ul eingestellt
wurde. In den 96-Well PCR Platten wurden 11 pl KAPA SYBR Fast qPCR Ma-
ster Mix 2x und je 0,5ul von forward und reverse Primer (50 uM) vorgelegt.
Nach Zugabe der DNA wurde das folgende PCR Programm durchgefiihrt:
95°C fiir 3 Minuten, gefolgt von 40 Zyklen bei 97°C, 60°C und 72°C fiir jeweils
20 Sekunden.

Zur Ermittlung der Standardkurve wurde pCB7-Luc in definierten Mengen

von 5ng bis 5 fg mit dem gleichen PCR-Protokoll amplifiziert.



4 Entwicklung eines Pulveraerosols

far den nicht-viralen Gentransfer

Dieser Abschnitt der Arbeit beschéftigt sich mit der Herstellung eines Pulver-
aerosols fiir den nicht-viralen Gentransfer in die Lunge. Zur Herstellung der
Pulveraerosole wurde die Technik der Lyophilisation verwendet. Zur Stabilisie-
rung der Komplexe wihrend diesem Vorgang, wurden verschiedene Disacchari-
de als Lyoprotektoren eingesetzt und verglichen. Auflerdem wurden die Disac-
charide in verschiedenen Zucker/DNA Verhiltnissen gemischt, um den Einfluss
der Disaccharidmenge auf die Partikeleigenschaften zu untersuchen. Im Folgen-
den werden zuerst die physikalischen Eigenschaften (Partikelgrofie, Zetapoten-
zial und die Freisetzung der pDNA aus den Komplexen) beschrieben. Dann wer-
den die Ergebnisse aus den in vitro Versuchen dargestellt. Zum Schluss folgt die in
vivo Anwendung der hergestellten Formulierungen zuerst mit dem Reportergen

Luciferase und letztendlich mit dem physiologischen Gen Erythropoetin.

4.1 Versuche zur Partikel-Charakterisierung

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Charakterisierungsversuche dar-
gestellt. Dabei wurde die Partikelgrofie, das Zetapotenzial und die Freisetzung
der pDNA aus den Komplexen jeweils vor Lyophilisation, nach Lyophilisation

und nach Pulverisierung bestimmt.
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4.1.1 PartikelgroBenmessung

Die Partikelgrofie der PEI/pDNA-Komplexe wurde bestimmt, um den Einfluss
der verschiedenen Versuchsschritte auf diese zu untersuchen. Zuerst wurde
durch Messung der Partikelgrofie vor und nach Disaccharidzugabe, deren Ein-
fluss betrachtet. Die beiden ndchsten Bestimmungen erfolgten nach Gefriertrock-
nung bzw. nach Pulverisierung der Komplexe. Dazu wurden die Formulierungen
in Aqua ad inj. aufgelost und auf eine Konzentration von 0,02 mg/ml eingestellt.
Bei den Messungen wurde neben der Partikelgrofie auch die Polydispersitit, also
die Breite der Partikelgrofsenverteilung, bestimmt.

Bei der Bestimmung der Partikelgrofle ergab sich kein Unterschied zwischen
den verschiedenen Disacchariden (Abbildung 4.1a, 4.1b, 4.1c). Der Zusatz der
einzelnen Disaccharide in den verschiedenen Mengen hatte keinen Einfluss auf
die Grofie der PEI/pDNA-Komplexe. Nach der Lyophilisation war ein deutli-
cher Zusammenhang zwischen eingesetzter Disaccharidmenge und resultieren-
der Partikelgrofse feststellbar. Es zeigte sich bei allen drei Disacchariden, dass fiir
die Erhaltung der Partikelgrofie mindestens ein Zucker/DNA Massenverhiltnis
von 250/1 eingesetzt werden muss. War das Verhiltnis geringer (Zucker/DNA
von 100/1 und 50/1), so kam es zu einem deutlichen Anstieg der Partikelgrofse.
Dabei verdoppelte sich die Partikelgrofie bei einem 100/1 Verhéltnis und vervier-
fachte sich bei einem 50-fachen Uberschuss. Die Lyophilisation von PEI/pDNA-
Komplexen ohne Disaccharidzusatz fithrte zu einer Verzehnfachung der Aus-
gangsgrofie.

Der Prozess der Pulverisierung fiihrte bei allen Formulierungen zu einer Zu-
nahme der Partikelgrofle; einzig bei den Proben mit nur einem 50-fachen Uber-
schuss von Saccharose und Lactose kam es zu einer leichten Abnahme der Parti-
kelgrofe.

Die Polydispersitdt wurde durch die Zugabe der Disaccharide nicht beein-
flusst. Sie nahm nach der Lyophilisation und der Pulverisierung zu, blieb aber
bei Zusatz von Lyoprotektoren unter 0,3. Ohne den Zusatz von Disacchariden
stieg sie starker an. Insgesamt war bei der Partikelgrofie und der Polydispersitat

kein Unterschied zwischen den einzelnen Disacchariden zu erkennen.
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Abbildung 4.1a: Entwicklung von Partikelgréfe und PI mit Lactose als Lyoprotektor. Wie in den
folgenden Abbildungen 4.1b und 4.1c wurden PEI/pDNA-Komplexe mit einem N/P Verhiltnis
von 10 mit unterschiedlichen Mengen verschiedener Disaccharide versetzt. Die Formulierungen
wurden lyophilisiert und im Anschluss pulverisiert. Die Partikelgrofie wurde zu den Zeitpunk-
ten vor Lyophilisation, nach Lyophilisation und nach Pulverisierung bestimmt. Die Disaccharide
hatten keinen Einfluss auf die Partikelgrofie. Nach der Lyophilisation kam es in allen Proben zu
einem Anstieg der Partikelgrofie abhéngig von der zugesetzten Disaccharidmenge. Nach der Pul-
verisierung nahm die Partikelgrofe in fast allen Proben noch weiter zu. Die Polydispersitat (PI)
wurde nicht von der Disaccharidzugabe beeinflusst. Sie nahm nach Lyophilisation und Pulveri-
sierung zu. Die Partikelgrofe ist in Form von Balken als Mittelwert + Standardabweichung, die
PI als horizontale Markierung dargestellt.
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Abbildung 4.1b: Entwicklung von Partikelgréfle und PI mit Saccharose als Lyoprotektor
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Abbildung 4.1c: Entwicklung von Partikelgréfle und PI mit Trehalose als Lyoprotektor

4.1.2 Bestimmung des Zetapotenzials

Die Ergebnisse der Zetapotenzial-Messungen sind in Tabelle 4.1 dargestellt. Vor
der Bestimmung des Zetapotenzials wurden alle Proben mit Aqua ad inj. auf die
gleiche DNA-Konzentration von 0,02 mg/ml eingestellt. Das Zetapotenzial ver-
dnderte sich nicht durch die Zugabe der verschiedenen Disaccharide. Nach der
Lyophilisation kam es bei allen Proben zu einer Zunahme des Zetapotenzials.
Diese Zunahme war unabhingig von den zugesetzten Disaccharidmengen. Nach
der Pulverisierung kam es bei den meisten Proben zu einer Abnahme des Zetapo-
tenzials. Bei diesen Messungen konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen den

einzelnen Disacchariden beobachtet werden.

4.1.3 DNA-Freisetzungs-Assay

Mit dem Freisetzungs-Assay wurde untersucht, ob die pPDNA nach den verschie-
denen Behandlungsschritten weiterhin komplett durch das Polymer komplexiert
ist und ob die komplexierte pPDNA nach der Pulverherstellung weiterhin intakt
ist.

Die Elektrophoresebilder der verschiedenen Zucker sind in den Abbildungen
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Tabelle 4.1: Zetapotenzial von PEI/pDNA-Komplexen nach Zusatz verschiedener Lyoprotekto-
ren. PEI/pDNA-Komplexe wurden bei einem N /P Verhiltnis von 10 mit unterschiedlichen Men-
gen verschiedener Disaccharide versetzt (m(Zucker)/m(pDNA)). Die erhaltenen Formulierungen
wurden lyophilisiert und im Anschluss pulverisiert. Das Zetapotenzial wurde zu den Zeitpunk-
ten vor Lyophilisation, nach Lyophilisation und nach Pulverisierung bestimmt. Die Disaccharide
hatten keinen Einfluss auf das Zetapotenzial. Nach der Lyophilisation kam es in allen Proben zu
einem Anstieg des Zetapotenzials, welche unabhédngig von der zugesetzten Zuckermenge war.
Nach Pulverisierung nahm das Zetapotenzial leicht ab, blieb aber iiber den Werten vor der Ly-

ophilisation. Es sind die Mittelwerte 4+ Standardabweichung dargestellt (n=3).

Zucker/DNA - . .
Massenver-  Zucker vor Lyophili- r}ach Lyophi- ngch Pulveri-
hiltnis sation lisation sierung
0/1 ohne Zucker 45 +5,1 n.a. 594+ 2,8

Lactose 4914+04 61 +0,6 482 + 14
50/1

Trehalose 451 +25 71,7+ 1,4 50,9 +1,4

Saccharose 446 +24 66,7 + 0,5 62,7 +0,9

Lactose 455+ 3,7 55,6 £2,2 559 +2
100/1

Trehalose 433+ 1,5 744 + 3,9 65,6 £2,2

Saccharose 45,3 + 0,8 63,6 £1,3 59,7 +2,7

Lactose 40,8 +2,8 51,7 £ 4,7 419 +1
250/1

Trehalose 46 + 1,1 554+1,9 654 +34

Saccharose 454 4+ 3,6 56,9 + 0,4 56,1 + 3,6

Lactose 445+ 34 61,4+0,9 61,2 +45
500/1

Trehalose 455+ 34 59,7 +1,8 60,5 +2,6

Saccharose 4354+ 0,6 58 +1 52,6 +2,1

Lactose 41,1 +£5,1 55,4+ 2,2 54,7+ 0,9
1000/1

Trehalose 445 + 3,2 58,2 +0,8 62,8 +1,2

Saccharose 416 +1 58,8 +1,8 462 + 14
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Abbildung 4.2a: DNA-Freisetzungs-Assay mit Lactose als Lyoprotektor. Wie in den folgenden
Abbildungen 4.2b und 4.2c wurden PEI/pDNA-Komplexe mit einem N /P Verhdltnis von 10 mit
unterschiedlichen Mengen (1000/1 -50/1 Disaccharid/pDNA) verschiedener Disaccharide ver-
setzt. Nach Lyophilisation (lyo) und Pulverisierung (pul) wurden die Komplexe ohne (-) und
mit (+) Heparansulfat inkubiert, durch Gelelektrophorese auf einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt
und mittels Zusatz von GelRed sichtbar gemacht. Unkomplexierte pCLuc Plasmid-DNA (D) und
frisch hergestellte PEI/pDNA-Komplexe (P/D) dienten als Kontrolle, auflerdem wurde ein 1kb
Ladder (L) mit aufgetragen. Die DNA konnte bis auf die pulverisierten Proben mit einem 50-
fachen Disaccharid Uberschuss komplett freigesetzt werden.

4.2a,4.2b und 4.2c dargestellt. Die pDNA blieb bei allen Proben ohne den Zusatz
von Heparansulfat in der unteren Tasche. Dies ist ein Anzeichen fiir eine stabile
Komplexierung der pDNA durch PEI. Weder die Lyophilisation noch die Pulveri-
sierung mittels CapMix beschddigten die Komplexe. Der Zusatz von Heparansul-
fat fiihrte bei nahezu allen Proben zur kompletten Freisetzung der pPDNA aus den
Komplexen; lediglich die Proben, bei denen ein 50-facher Disaccharidiiberschuss
eingesetzt wurde, zeigten eine schwéchere Bande. Bei den pulverisierten Proben
mit einem 50-fachen Disaccharidiiberschuss kam es zu einer deutlich geringeren
Freisetzung von pDNA. In den Gelen konnten lediglich Plasmid-spezifische Ban-
den detektiert werden. Dies zeigt, dass die pPDNA durch die Lyophilisation und
anschlieffende Pulverisierung nicht zerstort wurde. Es zeigten sich dabei keine

Unterschiede zwischen den verschiedenen Disacchariden.
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Abbildung 4.2b: DNA-Freisetzungs-Assay mit Saccharose als Lyoprotektor
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Abbildung 4.2c: DNA-Freisetzungs-Assay mit Trehalose als Lyoprotektor
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4.2 Charakterisierung des Pulveraerosols

80

1 —@— Saccharose

| @ Lactose
—¥— Trehalose

kumulative Masse [%]

Grenzdurchmesser [um]

Abbildung 4.3: Bestimmung des MMAD. Die mit Natrium-Fluorescein versetzten Pulver-
aerosole werden mittels Insufflator in den Andersen Kaskaden-Impaktor gespriiht. Das impak-
tierte Pulver auf den einzelnen Prallplatten wurde mittels Fluoreszenzmessung quantifiziert. Die
kumulative Masse wurde gegen den Grenzdurchmesser aufgetragen. Bei einer kumulativen Mas-
se von 50% wurde das Lot gefdllt und so der MMAD bestimmt.

Nach der Charakterisierung der einzelnen Komplexe wurde die Teilchenvertei-
lung des Pulveraerosols bestimmt. Zur Bestimmung der Lungengangigkeit wur-
de das Pulver, das vor der Lyophilisation mit Natrium-Fluorescein versetzt wur-
de, in einem Andersen Kaskaden-Impaktor analysiert. Mit dieser Messung wur-
de der MMAD des Aerosols bestimmt. Bei der Messung wurde das Pulver mit
Hilfe das Insufflators in einen ABLE Spacer gespriiht, der an der Offnung des
Kaskaden-Impaktors befestigt war. In Abbildung 4.3 sind die kumulativen Mas-
sen in Abhédngigkeit des Grenzdurchmessers der einzelnen Impaktionsplatten
dargestellt. Es zeigte sich bei allen Proben, dass etwa 30% der Masse schon auf
der ersten Impaktionsplatte bzw. im Probeneinlass impaktieren. Die restlichen

70% des Pulvers impaktierten auf den folgenden Impaktionsplatten und lieferten



4.3 In vitro Charakterisierung

unterschiedliche MMADs fiir die verschiedenen Disaccharide. Der Einsatz von
Saccharose lieferte das feinste Pulver mit einem MMAD von 4,3 um. Mit Lactose
als Lyoprotektor entstand ein MMAD von 4,7 um und der Einsatz von Trehalose

tithrte zum grobkornigsten Pulver mit einem MMAD von 5 pm.

4.3 In vitro Charakterisierung

Die Versuche zur in vitro Charakterisierung wurden auf den beiden Zelllinien
BEAS-2B und 16HBE140- durchgefiihrt. Der Parameter, der bei allen Versuchen
als Ergebnis gewertet wurde, war die Luciferase-Expression 24 Stunden nach der
Transfektion. Im ersten Versuchsteil wurde der Einfluss der Disaccharide unter-
sucht. Im zweiten und dritten Teil wurden die zuvor lyophilisierten bzw. pulveri-

sierten Formulierungen zur Transfektion der verschiedenen Zelllinien eingesetzt.

4.3.1 Einfluss von Disacchariden auf die Transfektion

Zur Untersuchung des Einflusses der Disaccharide auf die Transfektionseffizi-
enz der PEI/pDNA-Komplexe, wurden die beiden Bronchialepithel-Zelllinien
BEAS-2B und 16HBE140- mit PEI/pDNA-Komplexen transfiziert, denen zuvor
verschiedene Uberschiisse an Disacchariden zugesetzt worden waren. Die einge-
setzten Mengen entsprachen dabei denjenigen, die auch bei der Lyophilisation
eingesetzt wurden. Es zeigte sich bei keinem getesteten Disaccharid ein Unter-
schied zwischen den Komplexen ohne Disaccharidzusatz und den Komplexen
mit unterschiedlichen Mengen an Disaccharid. In Abbildung 4.4a und 4.4b ist
beispielhaft das Ergebnis der Transfektion der beiden Zelllinien mit Uberschiis-

sen von Trehalose dargestellt.
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Abbildung 4.4a: Transfektion von BEAS-2B Zellen mit verschiedenen Zuckeriiberschiissen.
PEI/pCLuc Komplexe mit einem N/P Verhiltnis von 10 wurden mit unterschiedlichen Mengen
Trehalose versetzt und dienten zur Transfektion von BEAS-2B oder 16HBE140- Zellen (siehe 4.4b)
eingesetzt. 24 Stunden nach Transfektion wurde die Luciferase-Expression bestimmt. Die Treha-
lose hatte keinen Einfluss auf die Transfektion. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabwei-

chung dargestellt (n=4).
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Abbildung 4.4b: Transfektion von 16HBE140- Zellen mit verschiedenen Zuckeriiberschiissen
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4.3.2 Einfluss der Lyophilisation auf die Transfektion

Im zweiten Schritt wurde der Einfluss der Lyophilisation auf die Transfektions-
effizienz der Komplexe untersucht. Nach der Lyophilisation wurden die erhal-
tenen Lyophilisate in Aqua ad inj. aufgelost und auf eine Konzentration von
0,02mg/ml eingestellt. Zur Kontrolle wurden frisch hergestellte PEI/pDNA-
Komplexe ohne den Zusatz der entsprechenden Disaccharide eingesetzt. Es
zeigte sich sowohl auf den BEAS-2B (Abbildung 4.5a, 4.5b und 4.5c) als auch
auf den 16HBE140- Zellen (Abbildung 4.6a, 4.6b und 4.6c) kein Unterschied
zwischen den lyophilisierten und den frisch hergestellten Komplexen. Es war
keine Differenz zwischen den verschiedenen Disacchariden zu erkennen und
auch die unterschiedlichen Disaccharidmengen hatten keinen Einfluss auf die
Transfektionseffizienz. Wenn die Lyophilisation allerdings ohne den Zusatz ei-
nes Disaccharids durchgefiihrt wurde, kam es zu einer signifikant schlechteren

Expression der Luciferase (p<0,001).

4.3.3 Einfluss der Pulverisierung

Im abschliefsenden in vitro Versuch wurde der Einfluss der Pulverisierung auf
die Transfektionseffizienz untersucht. Dazu wurden BEAS-2B und 16HBE14o0-
Zellen mit den pulverisierten Proben transfiziert. Diese wurden zuvor in Aqua
ad inj. gelost und auf eine Konzentration von 0,02 mg/ml eingestellt. Es konnte
kein Unterschied zwischen den verschiedenen Disacchariden festgestellt werden.
Bei allen Proben waren die RLU/mg Protein vergleichbar mit denen der Kon-
trolle, sofern wiahrend der Lyophilisation mindestens ein 100-facher Disaccharid-
tiberschuss eingesetzt wurde. Die Proben mit einem 50-fachen Uberschuss zeig-
ten tendenziell eine niedrigere Expression, wobei die Unterschiede nicht signifi-
kant waren. Allein bei der Probe, die ohne Disaccharid lyophilisiert und pulve-
risiert wurde, kam es zu einer signifikanten Abnahme der Luciferase-Expression

(p<0,001).
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Abbildung 4.5a: Transfektion von BEAS-2B mit Lactose als Lyoprotektor. Wie in den folgenden
Abbildungen 4.5b und 4.5c wurden PEI/pDNA-Komplexe mit einem N /P Verhdltnis von 10 mit
unterschiedlichen Mengen verschiedener Disaccharide versetzt. Die erhaltenen Losungen wur-
den lyophilisiert und im Anschluss pulverisiert. Pro Well wurde 1 ng pCLuc zur Transfektion
von BEAS-2B Zellen verwendet. Als Kontrolle dienten frisch hergestellte PEI/pCLuc-Komplexe.
Bei den Proben mit Lyoprotektor hatten Lyophilisation und Pulverisierung keinen Einfluss auf
die Expression. Bei den Proben ohne Lyoprotektor kam es zu einer signifikanten Reduktion der
Expression. Es sind jeweils die Mittelwerte 4 Standardabweichung dargestellt (n=4). Signifikante
Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p<0,001).
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Abbildung 4.5b: Transfektion von BEAS-2B mit Saccharose als Lyoprotektor
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Abbildung 4.5c: Transfektion von BEAS-2B mit Trehalose als Lyoprotektor
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Abbildung 4.6a: Transfektion von 16HBE140- mit Lactose als Lyoprotektor. Wie in den folgen-
den Abbildungen 4.6b und 4.6c wurden PEI/pDNA-Komplexe mit einem N/P Verhiltnis von
10 mit unterschiedlichen Mengen verschiedener Disaccharide versetzt. Die erhaltenen Losun-
gen wurden lyophilisiert und im Anschluss pulverisiert. Pro Well wurde 1 ug pCLuc zur Trans-
fektion von 14HBE-140 Zellen verwendet. Als Kontrolle dienten frisch hergestellte PEI/pCLuc-
Komplexe. Bei den Proben mit Lyoprotektor hatten Lyophilisation und Pulverisierung keinen
Einfluss auf die Expression. Bei den Proben ohne Lyoprotektor kam es zu einer signifikanten Re-
duktion der Expression. Es sind jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt (n=4).
Signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p<0,001).
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Abbildung 4.6b: Transfektion von 16HBE140- mit Saccharose als Lyoprotektor
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Abbildung 4.6¢: Transfektion von 16HBE140- mit Trehalose als Lyoprotektor
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Dem erfolgreichen Test der Pulver in vitro folgte die Untersuchung im Tiermodell.
Vorversuche hatten gezeigt, dass Méduse als Versuchstiere maximal 2 Spriihstofe
mit einem Luftvolumen von 1 ml tolerieren. Spriihversuche, in denen das Pulver
mit dem Insufflator verspriiht wurde, hatten zu dem Ergebnis gefiihrt, dass es mit
2 Spriihstofien moglich ist eine Dosis von ca. 1 mg Pulver zu vernebeln. Es sollten
10 ug pDNA pro Tier appliziert werden, weshalb die Formulierungen mit einem
100-fachen Disaccharidiiberschuss eingesetzt wurden. Im ersten in vivo Versuch
wurde ein Reporterplasmid eingesetzt, welches fiir die firefly-Luciferase kodiert.
Im darauf folgenden Versuch wurde ein fiir Erythropoetin kodierendes Plasmid
eingesetzt, um zu testen, ob die Expression des Transgens zu einem potenziell

therapeutischen Effekt fithren kann.

4.4.1 Versuche mit Luciferase

In diesem Versuchsteil wurde das pCpGLuc Plasmid und Fluorescein-gelabeltes
PEI eingesetzt. Die Komplexe wurden wie in Abschnitt 3.3 beschrieben herge-
stellt und mit einem 100-fachen Uberschuss an Disaccharid versetzt, lyophilisiert
und pulverisiert. Die Mduse wurden narkotisiert und mit den Nagezdhnen an
einem Plattensystem aufgehingt. Der mit dem jeweiligen Pulver gefiillte Insuf-
flator wurde in die Trachea bis zur Carnia (erste Bifurkation) der Tiere eingefiihrt
und das Pulver durch 2 Spriihstofie appliziert. Danach wurde die Narkose ant-
agonisiert. Am ndchsten Tag wurden die Versuchstiere erneut narkotisiert und
nach in. Applikation von 1,5mg Luciferin im IVIS 100 Imaging System ver-
messen (Abbildung 4.7). Die Darstellung der Luciferase-Aktivitat durch in vivo
Biolumineszenz zeigte bei den behandelten Mdusen ein Lumineszenz-Signal in
der Brustgegend. Bei den Aufnahmen fiel auf, dass das Signal meist auf die
linke Seite der Lunge beschriankt war. Die Quantifizierung des Biolumineszenz-
Signals zeigte einen leichten Trend dahingehend, dass Lactose zu der hochsten
Expression des Reportergens fiihrt, allerdings waren die Unterschiede zwischen

den einzelnen Disacchariden nicht signifikant (Abbildung 4.8). Nach der in vivo
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Abbildung 4.7: Biolumineszenz-Messung nach Pulveraerosol-Applikation. Die Maus wurde mit
dem Lactose-Pulveraerosolen behandelt. 24 Stunden nach Applikation wurde nach intranasaler
Applikation von Luciferin und einer 10-mintitigen Inkubation die Biolumineszenz gemessen.
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Abbildung 4.8: Quantifizierung der Biolumineszenz-Messung im IVIS 100 Imaging System. Die
Mause wurden mit verschiedenen Pulveraerosolen behandelt. 24 Stunden nach Applikation wur-
de die Biolumineszenz gemessen. Die Biolumineszenz-Signale im Brustbereich wurden mit der
Living Image Software quantifiziert und der Hintergrund subtrahiert. Lactose lieferte die hochste
Luciferase-Expression, gefolgt von Saccharose und Trehalose. Die Unterschiede waren nicht signi-
fikant. Es sind die Werte der Luciferase-Expression aller Mause, sowie der Mittelwert dargestellt
(n=4).
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Abbildung 4.9: Lumineszenzmessung im Luminometer. Die Mduse wurden mit verschiedenen
Pulveraerosolen behandelt. 24 Stunden nach Applikation wurden die Mduse getotet, die Lungen
entnommen und homogenisiert. Anschlieffend wurde die Luciferase-Expression im Luminome-
ter quantifiziert und auf das eingesetzte Lungengewebe bezogen. Es sind die Signale aller Mduse,
sowie der Mittelwert dargestellt (n=4). Signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeich-
net (p<0,05).

Biolumineszenz-Messung wurden die Mause getotet und die Lungen isoliert,
um nach Homogenisation die Luciferase-Expression je mg Lungengewebe quan-
titativ zu bestimmen (Abbildung 4.9). Das Lactose-Pulver lieferte die hochste
Luciferase-Expression pro mg Lungengewebe. Es fiihrte zu einer signifikant ho-
heren Expression im Vergleich zum Trehalose-Pulver (p<0,05), verglichen mit

dem Saccharose-Pulver war der Unterschied allerdings nicht signifikant.

Die Bestimmung der tatsdchlich in der Lunge deponierten Pulvermenge er-
folgte durch Quantifizierung des zuvor an das PEI gekoppelte Fluorescein aus
den Lungenhomogenisaten. Es zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen
den verschiedenen Gruppen, der aber bedingt durch die breite Verteilung nicht
signifikant war. Die grofite Menge an Pulver und somit an pDNA wurde mit
9,3+4,8 ug pDNA pro Maus in der Saccharose-Gruppe in der Lunge deponiert,
gefolgt von der Lactose-Gruppe (6,8+1,6 ug). Die geringste Menge wurde in der
Trehalose-Gruppe in der Lunge deponiert (3,9+1 pg).

Nach Isolation der Gesamt-DNA aus den Lungenhomogenisaten, wurde eine
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Abbildung 4.10: Quantifizierung von pCpG-luc im Lungenhomogenisat mittels Real Time PCR.
pCpGluc wurde 24 h nach Applikation der Pulveraerosole aus der isolierten Gesamt-DNA der
Lungenhomogenisate quantifiziert. Die Lactose-Gruppe fiihrte zu signifikant hoheren Plasmid-
mengen im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Es sind die Werte aller Mause, sowie der
Mittelwert dargestellt (n=4). Signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p<0,05).

Real-Time PCR durchgefiihrt, die zur Bestimmung der tatsdchlich in der Lunge
deponierten pDNA-Menge diente (Abbildung 4.10). Die Quantifizierung zeig-
te signifikant hohere Konzentrationen an pDNA in den mit Lactose-Pulver be-
handelten Méusen (p<0,05) im Vergleich zu den beiden anderen Behandlungs-
gruppen. Auflerdem zeigte sich wie auch schon bei den Luciferase-Expressions-
Messungen, dass das Saccharose-Pulver im Vergleich zum Trehalose-Pulver zu
hoherer pPDNA Deposition fiihrte, welche sich aber nicht signifikant unterschie-

den.

Neben der pDNA Deposition und der Gentransfereffizienz wurde auch die
Histologie der Lunge nach erfolgter Pulverapplikation untersucht. Dazu wurden
die Lungen einer mit PEI/pDNA-Lactosepulver und einer nur mit Lactosepulver
behandelten Maus 24 Stunden nach Applikation entnommen und histologisch
aufgearbeitet. In Abbildung 4.11 sind die histologischen Lungenschnitte abgebil-
det. Das PEI/pDNA Pulver fiihrte zu kleinen Einblutungen und zur Einwande-
rung neutrophiler Granulozyten in den Alveolarbereich. Dies konnte auch nach

Applikation von reinem Lactosepulver beobachtet werden.
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Abbildung 4.11: Histologische Lungenschnitte nach Pulverapplikation. 24 Stunden nach Ap-
plikation des PEI/pDNA Lactosepulvers (a) und des reinen Lactosepulvers (b) wurden die
Lungen der Mduse entnommen, in Formalin eingelegt, histologisch aufgearbeitet und mit ei-
ner Hamatoxylin-Eosin-Farbung abgefarbt. Sowohl nach Applikation des PEI/pDNA-Pulvers als
auch des reinen Pulvers kam es zu Einblutungen und zur Einwanderung von neutrophilen Gra-
nulozyten in den Alveolarbereich, die bei der unbehandelten Kontrolllunge (c) nicht zu beobach-
ten sind.

4.4.2 Versuche mit Erythropoetin

In einem weiterfithrenden Versuch sollte untersucht werden, ob die Expression
des Transgens ausreicht, um in einem physiologischen Effekt zu resultieren. Da-
zu wurde ein Plasmid (pEPO) eingesetzt, welches fiir Erythropoetin kodiert. Das
Pulveraerosol wurde mit Lactose als Lyoprotektor formuliert, da dieser Zucker
in den in vivo Versuchen mit dem Luciferase-Plasmid die beste Gentransfereffi-
zienz zeigte. Vor der ersten Behandlung wurde Blut von jeder Maus (n=8) abge-

nommen, um den Ausgangs-Hamatokritwert zu bestimmen. Im Anschluss wur-
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Abbildung 4.12: Entwicklung der Himatokrits nach Pulverapplikation. Balb/c Méduse (n=8) be-
kamen an Tag 0 und 8 ein Pulveraerosol, welches PEI/ pEPO-Komplexe enthielt. Der Hamatokrit-
wert wurde tiber mehrere Wochen verfolgt. An Tag 16 kam es zu einer signifikanten Erh6hung
des Hamatokritwertes im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (p<0,001). Die Werte sind
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Signifikante Unterschiede sind mit einem * ge-
kennzeichnet.

de das Pulveraerosol appliziert. Da es mit der Methode nur moglich war, etwa
7 ug pDNA in die Lunge zu applizieren, wurden die Mduse nach 8 Tagen ein
zweites Mal behandelt. In zuvor durchgefiihrten Versuchen konnte gezeigt wer-
den, dass die Applikation von 20 png desselben Plasmids ausreicht, um den Ha-
matokritwert signifikant anzuheben (Aneja et al., 2009). Die Blutentnahme und
die Bestimmung des Hamatokritwertes erfolgten an verschiedenen Zeitpunkten
nach der Applikation (Abbildung 4.12). Es zeigte sich an Tag 16 ein hochst signifi-
kanter Anstieg des Hamatokritwertes (p<0,001). An Tag 27 nach der ersten Appli-
kation war der Hamatokritwert noch immer signifikant erhoht, bevor er an Tag
55 wieder auf das Niveau der unbehandelten Mause zurtickfiel. Mit diesem Ver-
such konnte gezeigt werden, dass die Applikation von PEI/pDNA-Komplexen in
Form eines Pulveraerosols nicht nur zur Expression des applizierten Gens fiihrt,

sondern auch in einem physiologischen Effekt resultiert.
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Diskussion der Ergebnisse

Dieser Teil der Arbeit untersuchte eine neue Applikationsmethode in Form eines
Pulveraerosols, um nicht-virale Genvektoren in die Lunge zu applizieren. Kom-
plexe, bestehend aus branched Polyethylenimin und pDNA, wurden zusammen
mit verschiedenen Lyoprotektoren lyophilisiert und im Anschluss zu einem fei-
nen Pulveraerosol zerkleinert. Zu diesem Zweck wurden die Lyophilisate mit
Silica Beads in einem CapMix pulverisiert. Die Formulierungen wurden vor Ly-
ophilisation, nach Lyophilisation und nach Pulverisierung in vitro auf Lungen-
zellen untersucht. Anschlieflend wurden die optimierten Formulierungen in vivo
in Mdusen zuerst mit dem Reportergen firefly-Luciferase und dann mit dem phy-
siologischen Gen Erythropoetin untersucht. Das Aerosol wurde dazu mit einem
Insufflator in die Lungen der narkotisierten Mduse appliziert. Es konnte gezeigt
werden, dass es mit der Verwendung der Pulveraerosole moglich war, die Ex-
pression des applizierten Gens zu erreichen. Weiterhin resultierte die Expression

bei Verwendung des Erythropoetin Plasmids in einem physiologischen Effekt.

Im ersten Teil wurden die biophysikalischen Eigenschaften der Genvektor-
Komplexe in den verschiedenen Formulierungen untersucht. Die Untersuchung
der Partikelgrofie zeigte, dass die Zugabe der verschiedenen Disaccharide keinen
Einfluss auf die Grofie und Polydispersitdt der Komplexe hat. Die Lyophiliosa-
tion fiihrte mit steigender Disaccharidmenge, unabhédngig vom Disaccharid, nur
zu einem geringen Anstieg oder sogar zur Beibehaltung der Partikelgrofie. Dazu
war mindestens ein 250-facher Disaccharidiiberschuss notig. Bei Verwendung
eines nur 100- bzw. 50-fachen Uberschusses kam es zur Verdopplung bzw. Ver-
vierfachung der Ausgangsgrofie. Die Lyophilisation der Komplexe komplett
ohne Disaccharide resultierte in einer starken Aggregation der Komplexe und
damit zu einer Verzehnfachung der Ausgangsgrofie. Daraus lasst sich schlussfol-
gern, dass die Disaccharidmenge eine kritische Rolle bei der Beibehaltung der
Partikelgrofie spielt. Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass

Disaccharide durch Bildung einer glasartigen Matrix die Aggregation der Kom-
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plexe wihrend der Lyophilisation verhindern konnen (Crowe et al., 1994). Dabei
dienen vor allem die polaren Gruppen der Disaccharide als Ersatz fiir die mit
dem Wasser gebildeten Wasserstoffbriickenbindungen. Weiterhin wurde gezeigt,
dass es durch den Zusatz von Disacchariden moglich ist, die Partikelgrofie von li-
posomalen und PEI-Formulierungen wahrend der Lyophilisation beizubehalten

(Molina et al., 2001; Allison and Anchordoquy, 2000).

Nach der Pulverisierung kam es bei nahezu allen Formulierungen, unabhéan-
gig von der zugesetzten Disaccharidmenge, zu einer Zunahme der Partikelgrofe.
Die Zunahme der Partikelgrofie konnte auf die Druckkrifte wahrend des Pul-
verisierungsprozesses zuriickgefiihrt werden, wodurch es zur Aggregation der
Komplexe untereinander kommt. Lediglich bei den Formulierungen mit einem
50-fachen Uberschuss an Saccharose und Lactose kam es zu einer leichten Ab-
nahme der Partikelgrofle. Die Abnahme der Partikelgrofie lasst vermuten, dass
die zugesetzte Disaccharidmenge nicht ausreicht, um die Partikel ausreichend
vor den Scherkriften, die ebenfalls wahrend der Pulverisierung auf die Komple-

xe wirken, zu schiitzen und es somit zur Zerkleinerung der Komplexe kommt.

Neben der Zunahme der Partikelgrofie kam es zur Zunahme des Zetapoten-
zials, was auch schon von anderen gezeigt werden konnte (Brus et al., 2004; An-
chordoquy et al., 1998; Molina et al., 2001). Es wurde vorgeschlagen, dass die Ver-
danderung des Zetapotenzials auf die zusatzliche Inkorporation von freier pPDNA
oder freien PEI-Molekiilen in die Komplexe zuriickzufiihren ist (Molina et al.,
2001). Die zu beobachtende Zunahme des Zetapotenzials ldsst vermuten, dass
es zu einer zusitzlichen Aufnahme von freien PEI-Molekiilen in die Komplexe
kommt. Nach der Pulverisierung kam es wieder zu einer leichten Abnahme des
Zetapotenzials. Dies reflektiert erneut den Einfluss der Pulverisierung, der sich
auch schon in der Zunahme der Partikelgrofse gezeigt hat. Im Gegensatz zur Par-
tikelgrofie hatte die Disaccharidmenge aber keinen Einfluss auf die Zunahme des

Zetapotenzials.

Das im Anschluss durchgefithrte DNA-Freisetzungs-Assay lieferte bei der
Komplexierung der pDNA keinen Unterschied vor Lyophilisation, nach Lyophi-

lisation und auch nach Pulverisierung. Die gesamte pDNA-Menge befand sich
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noch in der Tasche, in die sie geladen wurde. Dies ldsst auf eine komplette Kom-
plexierung der pPDNA und damit auf die Unversehrtheit der Komplexe schliefSen.
Der Zusatz von Heparansulfat resultierte bei nahezu allen Proben zur kompletten
Freisetzung der pDNA; einzig bei den pulverisierten Proben mit einem 50-fachen
Uberschuss der verschiedenen Disaccharide kam es lediglich zur Freisetzung ei-
nes Teils der komplexierten pDNA. Dies ldsst, zusammen mit der abnehmenden
Partikelgrofie nach Pulverisierung in diesen Proben, auf eine Beschddigung der
Komplexe wihrend der Pulverisierung schliefSen. Die Freisetzung der pDNA
aus Komplexen spielt eine wichtige Rolle fiir den erfolgreichen Gentransfer und
konnte schon in anderen Untersuchungen als kritischer Parameter identifiziert

werden (Huth et al., 2006).

Nach den biophysikalischen Untersuchungen wurde die Transfektions-Effi-
zienz der Formulierungen in vitro untersucht. Zu diesem Zweck wurden die
lyophilisierten und pulverisierten Komplexe mit frisch hergestellten Komplexen
auf den zwei verschiedenen Bronchialepithel-Zelllinien, 1l6HBE140- und BEAS-
2B, verglichen. Bei diesen Versuchen konnten keine Unterschiede zwischen den
eingesetzten Disacchariden festgestellt werden. Nach Lyophilisation und Pul-
verisierung war kein signifikanter Unterschied bei der Luciferase-Expression,
bezogen auf die Positivkontrolle, auf den beiden Zelllinien zu detektieren. Durch
Lyophilisation und Pulverisierung ohne den Zusatz eines Disaccharids kam es
zu einer signifikant schlechteren Expression im Vergleich zur Positivkontrol-
le. Es konnten bei den Expressions-Daten allerdings zwei verschiedene Trends
beobachtet werden. Die lyophilisierten Proben fiihrten zu einer geringfiigig ho-
heren Expression im Vergleich zu den Kontroll-Komplexen. Da die Expression
aber nicht durch den Disaccharidzusatz alleine positiv oder negativ beeinflusst
wird und es auch keinen Zusammenhang zwischen der eingesetzten Disaccha-
ridmenge und der Erh6hung der Expression gibt, kann die erhohte Expression
wahrscheinlich auf die Zunahme des Zetapotenzials zurtickgefiihrt werden. Es
konnte gezeigt werden, dass durch die starkere positive Ladung von Genvektor-
Komplexen die Affinitdt zur negativ geladenen Zellmembran erhoht wird (Brus

et al.,, 2004), wodurch sich die hohere Expression in den lyophilisierten Pro-
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ben erkldren lassen konnte. Bei den pulverisierten Proben kam es dagegen mit
sinkender Disaccharidmenge zu einer leichten Abnahme der Expression. Zu-
sammen mit den physikalischen Daten, die bei den Proben mit einem 50-fachen
Uberschuss eine Abnahme der Partikelgrofie und eine nicht mehr komplette Frei-
setzung gezeigt hatten, ist zu vermuten, dass die schlechtere Expression auf die
mangelnde Freisetzung der pDNA aus den Komplexen zuriickgefiihrt werden

kann, da diese durch die Pulverisierung beschiadigt werden.

Zur weiteren Validierung der in vitro Daten wurden die Proben in vivo im
Mausmodell untersucht. Es wurden die Genexpression, die applizierte Pulver-
menge und die effektiv aufgenommene Genvektor-Menge quantifiziert. Fiir die-
se Versuche wurden die Formulierungen mit einem 100-fachen Disaccharidiiber-
schuss verwendet. Die zuvor durchgefiihrten Charakterisierungsversuche hatten
gezeigt, dass diese Disaccharidiiberschiisse ausreichen, um die biophysikalischen
Eigenschaften sowie die in vitro Transfektions-Effizienz beizubehalten. Vorversu-
che hatten gezeigt, dass es mit 2 Spriihstofien mit einem jeweiligen Luftvolumen
von 1 ml moglich ist, ca. 1 mg Pulver zu vernebeln. Durch den Einsatz der Proben
mit einem 100-fachen Disaccharidiiberschuss war es moglich, etwa 10 ug pDNA
in die Lunge der Méduse zu applizieren. Im ersten Versuchsteil, bei dem Luci-
ferase als Reportergen eingesetzt wurde, konnte gezeigt werden, dass die Appli-
kation der Pulveraerosole mit dem Insufflator zu einer messbaren Expression in
den Lungen der Méuse fiihrt. Dabei wurde die Expression bei nahezu allen Tie-
ren nur in der linken Lungenhalfte detektiert. Dies konnte mit der Anatomie der
Mauslunge zusammenhdngen. Die linke Lunge besteht nur aus einem Lappen,
wohingegen die rechte Lunge aus vier Lappen besteht. Auflerdem kann es bei
der Applikation durch leichte Neigung des Insufflators auf die rechte Seite, wo-
durch sich die Spitze des Insufflators nach links ausrichtet, zur ausschliefSlichen

Applikation des Pulvers in den linken Lungenfliigel kommen.

Bei keiner physikalischen Untersuchung konnte ein Unterschied zwischen den
verwendeten Disacchariden Lactose, Saccharose und Trehalose festgestellt wer-
den. Dagegen lieferte die Charakterisierung der Pulverpartikel erste Unterschie-

de zwischen den einzelnen Disacchariden. Die untersuchten MM A Ds unterschie-
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den sich bei den verschiedenen Disacchariden. Die Analyse der applizierten Pul-
vermenge in den Mdusen bestétigte diese Ergebnisse. Mit dem feinsten Pulver,
das mit Saccharose als Lyoprotektor produziert wurde, war es moglich, die grofs-
te Menge an Pulver in die Lungen der Méduse zu applizieren. Die etwas groberen
Pulver mit Lactose und Trehalose fiihrten zu stetig geringeren applizierten Pul-

vermengen.

Nach Quantifizierung der Luciferase-Expression in den homogenisierten Lun-
gen konnte eine signifikant hohere Expression in den mit Lactose-Pulver behan-
delten Tieren im Vergleich zu den mit Trehalose behandelten Tieren detektiert
werden. Die Bestimmung der in die Lunge deponierten pDNA resultierte in si-
gnifikant hoheren Mengen in der Lactose-Gruppe im Vergleich zu den beiden
anderen Disaccharid-Gruppen. Im Gegensatz zu den in vitro Untersuchungen,
bei denen keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Disacchariden festge-
stellt werden konnte, kam es bei den in vivo Versuchen zu deutlichen Unterschie-
den zwischen den einzelnen Disacchariden. Die Quantifizierung des Fluorescein-
Signals hat gezeigt, dass mit dem Saccharose-Pulver die hochste Pulverdosis in
der Lunge deponiert wurde. Es ist daher erstaunlich, dass die Applikation des
Lactose-Pulvers im Vergleich zu dem Saccharose-Pulver zu einer hheren Expres-
sion und Aufnahme der pDNA fiihrte. Es konnte in anderen Studien gezeigt wer-
den, dass die Konjugation von Lactose an Polymere wie PEI und Polylysin die
zelluldre Aufnahme von Genvektor-Komplexen fordert (Bandyopadhyay et al.,
1999; Kollen et al., 1999). In diesem Fall lag zwar keine kovalente Bindung zwi-
schen der Lactose und den PEI Molekiilen vor, trotzdem kann vermutet werden,
dass die zelluldare Aufnahme durch Lactose in vivo verbessert wird, was die ver-

besserte Genexpression in dieser Gruppe erkldren konnte.

Die histologische Untersuchung der Mauslunge zeigte nach Applikation von
PEI/pDNA-Lactosepulver Einblutungen und die Einwanderung von neutrophi-
len Granulozyten in den Alveolarbereich. In einer Studie von Kleemann et al.
konnte gezeigt werden, dass es nach intratrachealer Instillation von PEI/pDNA-
Komplexen zu einer Infiltration von neutrophilen Granulozyten kommt (Klee-

mann et al., 2005). Bei Verwendung von reiner Lactose, die mit Hilfe des Insuf-
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flators vernebelt wurde, kam es ebenfalls zu einer leichten Inflammation. Aller-
dings fiel die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten geringer aus. Daher
kann vermutet werden, dass die histologischen Verdnderungen nicht nur durch
die PEI/pDNA-Komplexe, sondern auch durch die Applikationsmethode her-
vorgerufen werden. Die Luftwege der Maus sind sehr klein und es kann durch
die Applikation von etwas grofieren Pulverpartikeln zur Verlegung der Atemwe-
ge kommen (Yamashita and Tanaka, 1995). Dies fiihrt zu einer Stauungsblutung,
wodurch es zur Einwanderung von Erythrozyten und neutrophilen Granulozy-

ten kommt.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Applikation der Pulveraerosole zur
Expression des verwendeten Reportergens fiihrt, sollte herausgefunden werden,
ob die Expression ausreicht, um in einem physiologischen Effekt zu resultieren.
Auricchio et al. konnten durch Verwendung eines rAAV Vektors und Erythropoe-
tin als physiologischem Marker zeigen, dass es mit einem nicht invasiven Eingriff
moglich ist, ein in die Blutbahn sekretiertes therapeutisches Gen in die Lunge zu
applizieren (Auricchio et al., 2002). Zur Demonstration dieses Effekts mit dem
Pulveraerosol wurde das pEPO Plasmid eingesetzt, welches ebenfalls fiir Ery-
thropoetin kodiert. Das Plasmid steht unter der Kontrolle des EF1« Promotors,
der fiir seine Langzeit-Expression in Lungenzellen bekannt ist (Gill et al., 2001).
In einer Publikation, in der dasselbe Plasmid verwendet wurde, konnte gezeigt
werden, dass die Applikation von 20 ug pEPO als i.v. Injektion in die Schwanz-
vene ausreicht, um den Hamatokrit anzuheben (Aneja et al., 2009). Die Verwen-
dung des Pulveraerosols erlaubt nur die Applikation von ca. 7 ug pDNA bei ei-
ner Behandlung. Aus diesem Grund wurden die Mduse zwei Mal mit dem Pulver
behandelt, wobei die zweite Dosis acht Tag nach der Ersten verabreicht wurde.
Durch Blutabnahme zu verschiedenen Zeitpunkten nach Applikation wurde die
Entwicklung des Hamatokritwerts in der behandelten Gruppe mit der von unbe-
handelten Mausen verglichen. Es zeigte sich 16 Tage nach der ersten Behandlung
eine signifikante Zunahme des Hamatokritwerts in der behandelten Gruppe. An
Tag 27 war der Hamatokritwert noch immer signifikant erhoht, bevor er an Tag

55 wieder auf das Niveau der unbehandelten Mause zuriickfiel. Der Verlauf des



4.5 Zusammenfassende Betrachtung und Diskussion der Ergebnisse

Hamatokritanstiegs und -abfalls auf das Niveau der unbehandelten Méuse ent-
sprach dabei dem Verlauf, der auch in einer zuvor durchgefiihrten Studie zu be-
obachten war (Aneja et al., 2009). Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden,
dass die Verwendung des Pulveraerosols zur einer gewiinschten physiologischen
Reaktion in der Maus fiihrt. Es konnte also eine effektive Behandlungsalternative

zu den bisher eingesetzten Aerosolen darstellen.
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5 Untersuchungen von AAV2/9 fur
den Gentransfer in die Lunge

In diesem Teil der Arbeit wurde ein AAV2/9-Vektor fiir den viralen Gentransfer
in die Lunge untersucht. Bevor der virale Vektor produziert und bei verschie-
denen Mausstammen appliziert wurde, erfolgte die Optimierung des Vektors,
indem der Einfluss des Introns auf die Expression untersucht wurde. Nach intra-
nasaler (i.n.) oder intratrachealer (i.t.) Applikation des Vektors wurde in Balb/c-
Maiusen die Transgen-Expression iiber die Zeit, die Biodistribution und die Im-
munogenitdt des Vektors untersucht und verglichen. Im zweiten Versuchsteil
wurde der Vektor an SPB”/--M4usen untersucht, wobei der Effekt des Geschlech-
tes auf die Transgen-Expression und auf die Entwicklung neutralisierender An-
tikdrper untersucht wurde. Weiterhin wurde je eine Gruppe von ménnlichen
und weiblichen Méusen iiber einen bestimmten Zeitraum mit Dexamethason be-
handelt, um das Immunsystem zu inhibieren. Auch bei diesen Tieren wurde die
Transgen-Expression und die Entwicklung von neutralisierenden Antikdrpern

analysiert.

5.1 Einfluss des Introns auf die Expression

Der erste Schritt bei der Entwicklung des AAV2/9-Vektors war die Optimie-
rung des Vektor-Riickgrads. Hierzu wurden zwei Vektoren untersucht, die sich
lediglich darin unterschieden, dass ein Vektor das komplette Chicken Beta-Aktin
Intron und der andere nur einen Teil dieses Introns enthilt. In beide Vektoren

wurde Luciferase als Reportergen einkloniert, um zu vergleichen, ob das gan-
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Abbildung 5.1: Effekt des Introns auf die Expression. Die beiden Plasmide pCB6- und pCB7-
Luc wurden zusammen mit einem fiir Beta-Galactosidase kodierenden Plasmid auf zwei Zell-
linien (A549 und MLE12) kotransfiziert. Nach 24h Stunden wurde die Luciferase- und die
Beta-Galactosidase-Expression gemessen, wobei die Luciferase-Expression relativ zur Beta-
Galactosidase dargestellt wurde. Es konnte gezeigt werden, dass es bei der Verwendung von
pCB7-Luc zu einer signifikant hoheren Luciferase-Expression kommt (p<0,05). Signifikante Un-
terschiede sind mit einem * gekennzeichnet. Es sind jeweils die Mittelwerte &+ Standardabwei-
chung dargestellt.

ze oder nur ein Teil des Introns noétig ist, um eine effektive Genexpression zu
erhalten. Beide Vektoren wurden anschliefiend in der Zellkultur auf zwei ver-
schiedenen Zelllinien getestet. Als Transfektions-Kontrolle wurde ein fiir Beta-
Galactosidase kodierendes Plasmid eingesetzt. Die alveolaren Zelllinien, A549
und MLE12, wurden mit den beiden Plasmiden kotransfiziert, wobei Lipofecta-
mine 2000 als Transfektions-Reagenz eingesetzt wurde. Nach 24 Stunden wur-
de sowohl die Beta-Galactosidase- als auch die Luciferase-Aktivitit bestimmt.
Die Luciferase-Signale wurden relativ auf die Beta-Galactosidase-Signale bezo-
gen (Abbildung 5.1). Es zeigte sich auf beiden Zelllinien, dass der Vektor mit
dem kompletten Intron zu einer signifikant hoheren Expression fiihrte (p<0,05).
Aus diesem Grund wurde der Vektor mit dem ganzen Intron verwendet, um den

AAV-Luc Vektor herzustellen.
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5.2 Einfluss der Applikationsroute

Im ersten in vivo Versuch wurde der Einfluss von zwei unterschiedlichen Appli-
kationsrouten auf die Langzeit-Expression, die Biodistribution und die Entwick-
lung neutralisierender Antikorper untersucht. Weibliche Balb/c-Méduse wurden
jeweils mit 10" GC (Gen Kopien)/Maus behandelt, die in der einen Gruppe
intranasal und in der zweiten Gruppe intratracheal verabreicht wurden. Die
Transgen-Expression wurde {iber ein Jahr lang verfolgt, bevor die Méduse eutha-
nasiert und ihre inneren Organe zur Bestimmung der Biodistribution entnommen
wurden. Aufferdem wurde vor der Euthanasie Blut abgenommen, aus dem das
Serum gewonnen wurde. Dies diente zur Bestimmung neutralisierender Anti-

korper (NAB) gegen den applizierten Vektor.

5.2.1 Langzeit-Expression

Zur Bestimmung der Langzeit-Expression wurden die Mduse an verschiedenen
Zeitpunkten nach Vektor-Applikation in Narkose gelegt und nach intraperitonea-
ler Applikation von Luciferin die in vivo Luciferase-Expression im IVIS 100 Ima-
ging System gemessen (Abbildung 5.2). Bei beiden Applikationsrouten konnte
bereits am siebten Tag nach Vektor-Applikation ein Luciferase-Signal detektiert
werden. Die Expression blieb bis zum Ende der Studie nach 450 Tagen konstant.
Die Quantifizierung des Luciferase-Signals im Bereich der Brust zeigte im gesam-
ten Messzeitraum keine Unterschiede zwischen den beiden Applikationsrouten
(Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.2: Biolumineszenz-Messung Balb/c-Méduse mit 10'* AAV-Luc Vektoren an ver-
schiedenen Zeitpunkten. Weibliche BALB/c-Méduse wurden jeweils mit 10'* AAV-Luc Vektoren
behandelt. Dafiir wurden die viralen Vektoren auf ein Volumen von 100 ul verdiinnt und ent-
weder i.t. (n=5)(a) oder i.n. (n=5) (b) appliziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Applikation
wurde das Substrat Luciferin i.p. injiziert und die Biolumineszenz mittels IVIS 100 Imaging Sy-
stem bestimmt. Die obere Reihe stellt jeweils die Messung von Tag 7, die untere Reihe von Tag
442 dar. In beiden Gruppen bleibt die Expression tiber den gesamten Messzeitraum von 450 Tagen
konstant und es kénnen keine Unterschiede zwischen den beiden Applikationsrouten detektiert
werden.
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Abbildung 5.3: Langzeit-Expression in Balb/c-Mdusen mit 10'! GC/Maus. Zwei Gruppen von
Balb/c-Méusen (n=5) wurden mit jeweils 10'! AAV-Luc Vektoren behandelt, wobei die Appli-
kation in einer Gruppen in. und in der anderen Gruppe i.t. erfolgte. Durch Biolumineszenz-
Messungen an unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Applikation wurde die Luciferase-
Expression im IVIS 100 Imaging System gemessen und das Signal iiber der Brustgegend quan-
tifiziert. Es kam zu keinem Zeitpunkt zu einem signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Applikationsrouten. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

5.2.2 Entwicklung neutralisierender Antikorper

Zur Detektion von NABs gegen den applizierten Vektor wurde den Mausen Blut
zur Serumgewinnung abgenommen. Zur Kontrolle wurde Serum von unbehan-
delten Balb/c-Médusen verwendet. Die gepoolten, seriell verdiinnten Seren der
behandelten Mduse wurden mit jeweils derselben Vektor-Menge fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie auf MLE12 Zellen gegeben und nach
72 h die Luciferase-Aktivitiat bestimmt wurde (Abbildung 5.4). Die 10-fache Ver-
diinnung des Serums fiihrte in beiden Applikationsgruppen zu einer komplet-
ten Neutralisierung der Vektoren. Die 100-fache Verdiinnung resultierte in ei-
ner Reduktion der Luciferase-Aktivitit auf 2% der unbehandelten Kontrolle. Bei
der 1000-fachen Verdiinnung der Seren konnte keine Reduktion der Luciferase-
Aktivitit festgestellt werden. Ahnlich der Langzeit-Expression lasst sich kein Un-

terschied zwischen den beiden Applikationsrouten detektieren.
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Abbildung 5.4: Entwicklung von NAB bei Miusen mit 10" GC/Maus. Zwei Gruppen von
Balb/c-Miusen (n=5) wurden mit jeweils 10'* AAV-Luc Vektoren behandelt, wobei die Appli-
kation in einer Gruppe i.n. und in der anderen Gruppe i.t. erfolgte. Am Ende des Versuchs wurde
von beiden Gruppen Serum gewonnen. Aus den gepoolten Serumproben wurde die Entwicklung
von NABs verglichen. Dazu wurden die Proben in mehreren Schritten 10-fach verdiinnt und mit
dem AAV-Luc Vektor inkubiert. Als Kontrollen wurde Kontrollserum (KS) von unbehandelten
Maéusen, der Vektor alleine und Zellen alleine verwendet. Die Luciferase-Messung erfolgte 72 h
nach der Transduktion. Bei der 10-fachen Verdiinnung kam es zu einer kompletten Neutralisie-
rung der Vektoren, bei der 100-fachen Verdiinnung sank die Expression auf 2% der unbehandelten
Serumkontrolle. Es war kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu detektieren. Die Wer-
te sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Signifikante Unterschiede zum KS sind
mit einem * gekennzeichnet.

5.2.3 Biodistribution

An Tag 450 nach Vektorapplikation wurden die Mause euthanasiert und die Or-
gane (Lunge, Herz, Leber, Milz, Nieren, Gehirn, Gonaden) sowie Muskelgewebe
zur Bestimmung der Biodistribution isoliert. Nach Homogenisierung und DNA-
Isolation wurde mit der gewonnenen Gesamt-DNA eine Real-Time PCR durch-
gefiihrt, um die Menge an AAV-Luc Vektor in jedem Organ/Gewebe zu bestim-
men. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.5 dargestellt. Die absolute Quantifizie-
rung zeigte die hochste Konzentration an Vektor-DNA in beiden Gruppen in der
Lunge. Die Gonaden waren in beiden Applikationsgruppen bei allen Mdusen ne-
gativ und sind in der Abbildung nicht dargestellt. Der Vergleich zwischen den

beiden Applikationsrouten zeigte, dass die intratracheale Applikation zu hohe-
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(b) intranasale Applikation

Abbildung 5.5: Biodistribution bei Méausen mit 10! GC/Maus. Nach Isolierung der Gesamt-
DNA aus jedem Organ wurde die Vektor-DNA bezogen auf die Gesamt-DNA mittels Real-Time
PCR bestimmt. Bei allen Tieren lag die hochste Vektor-DNA Menge in der Lunge vor. In der
in. Gruppe kam es im Vergleich zur i.t. Gruppe zu einer hoheren Vektor-DNA Konzentration in
Leber und Milz. Die Unterschiede zwischen den Applikationsrouten waren aber nicht signifikant.
Es sind sowohl die einzelnen Tiere, als auch der Mittelwert dargestellt.



5.3 Einfluss der Dosisreduktion

ren Vektor-DNA Mengen in der Lunge, kombiniert mit geringeren Mengen in
Leber und Milz fiihrt. Die folgenden Versuche wurden trotz nicht signifikanter

Unterschiede mit der intratrachealen Applikation durchgefiihrt.

5.3 Einfluss der Dosisreduktion

Die in vivo Biolumineszenz-Aufnahmen und Biodistributionsstudien haben ge-
zeigt, dass es bei der Applikation von 10'! Vektoren zu einer Verteilung der Vek-
toren im gesamten Korper der Maus kommt. Aus diesem Grund wurde versucht,
durch Reduktion der applizierten Dosis die Verteilung des Vektors auf die Lunge
einzuschranken. Es wurden zwei weitere Versuchsgruppen gebildet, wobei eine
Gruppe 10" und die andere Gruppe 10° AAV-Luc Vektoren intratracheal instil-
liert bekam. Analog zur ersten Versuchsgruppe wurde die Luciferase-Aktivitat
tiber die Zeit verfolgt. Am Versuchsende wurden Organe und Blut entnommen,
um die Biodistribution und die Entwicklung neutralisierender Antikdrper zu un-

tersuchen.

5.3.1 Langzeit-Expression

Die Langzeit-Expression der Luciferase wurde durch in vivo Biolumineszenz-
Messungen verfolgt. Die Luciferase-Aktivitdt konnte bereits nach sieben Tagen
detektiert werden. In Abbildung 5.6 sind die Biolumineszenz-Aufnahmen der
verschiedenen Dosierungsgruppen an Tag 28 dargestellt. Die Dosisreduktion
fiihrte zu einer geringeren Verteilung des Genexpression im Koérper der Méuse.
In der 10" Gruppe war die Biolumineszenz in der ganzen Maus detektierbar,
wohingegen sie in der 10" Gruppe hauptsichlich auf Brust- und Lebergegend
beschriankt und in der 10° Gruppe nur noch schwach in einem Lungenfliigel
ermittelbar war. Die Quantifizierung der Luciferase-Expression im Brustbereich
zeigte, dass eine 10-fache Dosisreduktion zu einer 50-fach schlechteren Transgen-
Expression fiihrte (Abbildung 5.7). Eine weitere 10-fache Reduzierung resultierte

in Luciferase-Signalen, die knapp iiber dem Hintergrund lagen.

83



Kapitel 5. Untersuchungen von AAV2/9 fiir den Gentransfer in die Lunge

84

Color Bar
Min =10000
Max =4e+06

%

i,
CR200%724912418

Abbildung 5.6: Biolumineszenz-Aufnahme von Balb/c-Mausen verschiedener AAV-Luc Dosis-
gruppen. Weibliche BALB/c-Méduse wurden mit drei verschiedenen Dosen von AAV-Luc behan-
delt: Obere Reihe: 10'' GC/Maus; Mittlere Reihe: 1019 GC/Maus; Untere Reihe: 10° GC/Maus.
Dafiir wurden die Vektoren auf ein Volumen von 100 ul verdiinnt und i.t. appliziert. Zu verschie-
denen Zeitpunkten nach Applikation wurde das Substrat Luciferin i.p. injiziert und die Biolumi-
neszenz mittels IVIS 100 Imaging System bestimmt. Hier sind die Messungen von Tag 28 nach
Vektor-Applikation dargestellt. Durch Reduzierung der Dosis kam es zu einer deutlichen Redu-
zierung des Luciferase-Signals in der Brustgegend, kombiniert mit einer Abnahme der Vertei-
lung des Luciferase-Signals. Bei der Gruppe die 10° AAV-Luc Vektoren instilliert bekam, war die
Luciferase-Expression kaum noch messbar.

5.3.2 Entwicklung neutralisierender Antikorper

Im néchsten Schritt wurden die NABs bei den Versuchsgruppen mit 10'° und
10° Vektoren pro Tier bestimmt, um zu sehen ob die Dosisreduktion auch einen
Einfluss auf die Immunreaktion hat. Analog zu den zuvor durchgefiihrten Ex-
perimenten wurden die gepoolten Seren in verschiedenen Verdiinnungen mit

derselben Vektor-Dosis fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, bevor
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Abbildung 5.7: Langzeitexpression der verschiedenen AAV-Luc Dosierungen. Drei Gruppen
von Méiusen (n=5) wurden mit drei verschiedenen Dosen von AAV-Luc behandelt: 10'!, 10'° und
10°. Durch Biolumineszenz-Messungen an unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die Luciferase-
Expression im IVIS 100 Imaging System gemessen und das Signal iiber der Brustgegend quanti-
fiziert. Durch die 10-fache Reduzierung der Dosis kam es zu einer mehr als 10-fachen Reduktion
des Luciferase-Signals. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

sie auf MLE12 Zellen gegeben und nach 72h die Luciferase-Aktivitat bestimmt
wurde. Beide Gruppen fiihrten bei der 10-fachen Verdiinnung des Serums zu ei-
ner kompletten Neutralisierung der Vektoren (Abbildung 5.8). Unterschiede zwi-
schen ihnen konnten bei der 100-fachen Verdiinnung detektiert werden. Die 100-
fache Verdiinnung der 10° Gruppe resultierte in keiner signifikanten Redukti-
on der Luciferase-Expression, wohingegen es bei derselben Verdiinnung in der
10'° Gruppe zu einer Reduktion der Expression auf 65% der unbehandelten Kon-
trolle kam. Verglichen mit der 10" Gruppe, bei der es zu einer Absenkung der
Luciferase-Expression auf 2% der Negativkontolle kam, konnte die Bildung der

NABs durch Dosisreduktion vermindert werden.
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Abbildung 5.8: Entwicklung von NAB bei reduzierter Dosis. Zwei Gruppen von Balb/c-Méusen
(n=5) wurden mit 10'° oder 10° AAV-Luc Vektoren behandelt. Bei beiden Gruppen wurde am
Ende des Versuchs Serum gewonnen. Aus den gepoolten Serumproben wurde die Entwicklung
von NABs verglichen, indem die Proben seriell 10-fach verdiinnt und mit dem AAV-Luc Vektor
inkubiert wurden. Als Kontrollen wurden Kontrollseren (KS) unbehandelter Mause, der Vektor
alleine und Zellen alleine verwendet. Die Luciferase-Messung erfolgte 72 h nach Transduktion.
Bei der 10-fachen Verdiinnung kam es in beiden Gruppen zu einer kompletten Neutralisierung
der Vektoren, bei der 100-fachen Verdiinnung sank die Expression in der 10'° Gruppe auf 65% der
unbehandelten Serumkontrolle. In der 10° Gruppe kam es dagagen zu keiner Reduktion bei die-
ser Verdiinnung. Die Werte sind als Mittelwert & Standardabweichung dargestellt. Signifikante
Unterschiede zum KS sind mit einem * gekennzeichnet.

5.3.3 Biodistribution

Die Biodistribution wurde aufgrund der kaum detektierbaren Luciferase-Expres-
sion und der geringen NAB-Titer in der 10°-Gruppe ausschlieflich in der 10*°-
Gruppe durchgefiihrt. Die Mduse wurden 230 Tage nach der Vektor-Applikation
euthanasiert, die inneren Organe wurden entnommen und zur DNA-Isolierung
verwendet. Die Vektor-DNA wurde mittels Real-Time PCR aus der isolierten
Gesamt-DNA quantifiziert (Abbildung 5.9). Die hochsten Vektor-DNA Mengen
konnten wie in der 10'*-Gruppe in der Lunge detektiert werden. In den Gonaden
konnte wie auch bei der 10'!-Gruppe keine Vektor-DNA nachgewiesen werden,

allerdings war der Vektor in allen anderen getesteten Organen nachzuweisen.
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Abbildung 5.9: Biodistribution bei Mausen mit 10'® GC/Maus. Nach Isolierung der Gesamt-
DNA aus jedem Organ wurde die Vektor-DNA bezogen auf die Gesamt-DNA mittels Real-Time
PCR bestimmt. Bei allen Tieren lag die hochste Vektor-DNA Menge in der Lunge vor. Es sind
sowohl die einzelnen Tiere, als auch der Mittelwert dargestellt.

Der direkte Vergleich zwischen der 10"~ und der 10'°-Gruppe ist nicht moglich,

da die Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Applikation getdtet wurden.

5.4 Einfluss des Mausstammes auf die Expression

Die Ergebnisse aus den Dosisstudien haben gezeigt, dass es mittels Dosisreduk-
tion moglich ist, die Entwicklung von NAB zu reduzieren. Gleichzeitig war es
aber nicht moglich die Biodistribution positiv zu beeinflussen und die Expressi-
on nahm um ein Vielfaches ab. Die folgenden Versuche wurden mit einer Dosis
von 10" Vektoren pro Tier durchgefiihrt, da eine hohe Expression des Transgens
wichtig ist.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass der Gentransfer in die
Lunge und somit auch die Genexpression vom verwendeten Mausstamm ab-

héangt (Dames et al., 2007; Liu et al., 2002). Deshalb wurden zum Vergleich SPB/--
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Abbildung 5.10: Langzeit-Expression in Balb/c- und SPB/--Médusen. Zwei Gruppen von Mau-
sen (n=5) wurden jeweils mit 10! AAV-Luc Vektoren behandelt. Eine Gruppe bestand aus weib-
lichen Balb/c-Miusen, die andere setzte sich aus weiblichen SPB/"-Miusen zusammen. Durch
Biolumineszenz-Messungen an unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Applikation wurde die
Luciferase-Expression im IVIS 100 Imaging System gemessen und das Signal iiber der Brustge-
gend quantifiziert. Es waren keine Unterschiede in der Expression zwischen den beiden Maus-
stimmen zu detektieren. Die Werte sind als Mittelwert £ Standardabweichung dargestellt.

Maiuse verwendet, die in der Literatur gut beschrieben sind und die einen FVB/n-
Hintergrund haben, ein Mausstamm, der meist bei Transgenen Tieren verwendet

wird (Clark et al., 1995; Melton et al., 2003; Ikegami et al., 2005).

In den folgenden Versuchen, wurden weibliche SPB/--M&use i.t. mit 10'! AAV-
Luc Vektoren behandelt. Zum Vergleich der Expression wurden sie an unter-
schiedlichen Zeitpunkten nach der Vektor-Applikation im IVIS 100 Imaging
System vermessen. Die quantifizierten Luciferase-Signale iiber dem Brustbe-
reich wurden mit denen der Balb/c-Méause verglichen (Abbildung 5.10). Die
Biolumineszenz-Aufnahmen der SPB”--Méuse zeigten nach einer Woche die Ex-
pression des Transgens. Die Expression blieb iiber den gesamten Messzeitraum
konstant. Im Vergleich zu den Balb/c-Méausen war die Expression in den SPB”/"-
Méusen zwar tendenziell etwas hoher, insgesamt aber waren die Unterschiede

nicht signifikant.
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5.5 Einfluss von Geschlecht und

Immunsuppression

Nachdem der Einfluss des Mausstammes zu keinen Unterschieden in der Gen-
expression gefiihrt hatte, wurden nun zwei weitere Einflussfaktoren untersucht.
Zum einen wurde der Einfluss des Geschlechts untersucht. Zum anderen soll-
te herausgefunden werden, ob eine Inmunsuppression mit Dexamethason einen
Effekt auf die Genexpression und auf die Entwicklung neutralisierender Anti-
korper hat. Zu diesem Zweck wurden 4 Gruppen (n=5) von SPB”/"-Méausen gebil-
det, die jeweils mit 10'" AAV-Luc Vektoren behandelt wurden. Dabei bestanden 2
Gruppen aus mannlichen und 2 Gruppen aus weiblichen Madusen, wovon jeweils
eine Gruppe mit Dexamethason behandelt wurde. Bei diesen Gruppen wurde
zu unterschiedlichen Zeitpunkten sowohl die Luciferase-Expression im IVIS 100

Imaging System bestimmt als auch Blut zur Serumgewinnung abgenommen.

5.5.1 Langzeit-Expression

Die Biolumineszenz-Messungen fiihrten bei allen untersuchten Gruppen bereits
7 Tage nach Vektor-Applikation zu einem messbaren Luciferase-Signal, das tiber
den gesamten Messzeitraum konstant blieb. In den Abbildungen 5.11 und 5.12
sind die Biolumineszenzaufnahmen von Tag 14 nach der Vektor-Applikation dar-
gestellt. Das Luciferase-Signal ist, dhnlich wie bei den Balb/c-Méusen, in beiden
Geschlechtern bei mehreren Mdusen im gesamten Korper detektierbar. Die hoch-
ste Intensitdt kann aber bei allen Tieren in der Brustgegend gemessen werden. Es
fallt auf, dass bei je einer weiblichen und einer ménnlichen Maus das Signal nur
sehr schwach ist im Vergleich zu den anderen Madusen derselben Versuchsgrup-
pe.

Der optische Vergleich der Signalstdrke in der Brustgegend gibt den Eindruck
einer hoheren Expression bei den weiblichen Mdusen. Die rote Farbe bei diesen
Maédusen zeigt einen hohe Signalintensitit in diesem Bereich, welche auf eine ho-

he lokale Expression der Luciferase schliefSen ldsst. Dagegen ist die Brustgegend
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Abbildung 5.11: Biolumineszenz-Messung bei weiblichen SPB/"-Mausen. Weibliche SPB”"-
Méause wurden jeweils mit 10! AAV-Luc Vektoren behandelt. Dafiir wurden die Vektoren auf
ein Volumen von 100 pl verdiinnt. Das Immunsystem wurde zuvor entweder nicht supprimiert
(a) oder es wurde mittels Dexamethason supprimiert (b). Es lies sich kein Unterschied zwischen
den beiden Behandlungsgruppen erkennen.
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Abbildung 5.12: Biolumineszenz-Messung bei méannlichen SPB/--Médusen. Mannliche SPB”"-
Méiuse wurden jeweils mit 10'! AAV-Luc Vektoren behandelt. Dafiir wurden die Vektoren auf ein
Volumen von 100 pl verdiinnt. Das Immunsystem wurde zuvor entweder nicht supprimiert (a)
oder es wurde mittels Dexamethason supprimiert (b). Es lies sich kein Unterschied zwischen den
beiden Behandlungsgruppen erkennen.

bei den méannlichen Mdusen nur griin eingefarbt und zeigt damit eine geringere

Signalstédrke. Dies spricht fiir eine geringere lokale Expression.

Die Signale im Brustbereich wurden quantifiziert, um die Expression in den
verschiedenen Gruppen besser vergleichen zu konnen. In Abbildung 5.13 ist der
Einfluss des Geschlechtes auf die Langzeit-Expression dargestellt. Es zeigte sich
in den beiden Behandlungsgruppen ohne Dexamathason (5.13(a)) eine um den

Faktor 10 hohere Expression bei den weiblichen Médusen im Vergleich zu den
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Abbildung 5.13: Einfluss des Geschlechts auf Langzeit-Expression in SPB”/--Mausen mit 10'*
GC/Maus. Vier Gruppen von SPB”/"-Méusen (n=5) wurden i.t. mit jeweils 10'! AAV-Luc Vekto-
ren behandelt. Dabei bestanden 2 Gruppen aus mannlichen und 2 Gruppen aus weiblichen Mau-
sen, wovon jeweils eine Gruppe mit Dexamethason behandelt wurde. Durch Biolumineszenz-
Messungen an unterschiedlichen Zeitpunkten nach Applikation wurde die Expression im IVIS
100 Imaging System gemessen und das Signal iiber der Brustgegend quantifiziert. Die Expression
bei den weiblichen Mausen in (a) ist tendenziell hoher als bei den médnnlichen Méusen, die Unter-
schiede sind aber zu keinem Zeitpunkt signifikant. In (b) unterscheiden sich die quantifizierten
Luciferase-Signale kaum zwischen den beiden Geschlechtern. Die Werte sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 5.14: Einfluss von Immunsuppression auf Langzeit-Expression in SPB/"-Méausen
mit 10'* GC/Maus. Vier Gruppen von SPB”/"-Méusen (n=5) wurden i.t. mit jeweils 10!* AAV-
Luc Vektoren behandelt. Dabei bestanden 2 Gruppen aus ménnlichen und 2 Gruppen aus
weiblichen Médusen, wovon jeweils eine Gruppe mit Dexamethason behandelt wurde. Durch
Biolumineszenz-Messungen an unterschiedlichen Zeitpunkten nach Applikation wurde die Ex-
pression im IVIS 100 Imaging System gemessen und das Signal tiber der Brustgegend quantifi-
ziert. Bei den weiblichen Mausen (a) kam es durch die Dexamethasongabe tendenziell zu einer
Verschlechterung der Expression. Bei den ménnlichen Méusen (b) kam es dagegen zu einer Erho-
hung der Expression, die zu den Zeitpunkten (Tag 28, 51 und 120) signifikant war (p<0,05). Die
Werte sind als Mittelwert & Standardabweichung dargestellt. Signifikante Unterschiede sind mit
einem * gekennzeichnet.
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méannlichen Mdusen. Dies bestétigt den optischen Eindruck. Die Unterschiede
waren aber aufgrund der breiten Streuung zu keinem Zeitpunkt signifikant. In
Abbildung 5.13(b) wurde die Expression zwischen den beiden mit Dexametha-
son behandelten Gruppen verglichen. In diesen Gruppen war kein Unterschied
zwischen den ménnlichen und den weiblichen Mdusen erkennbar. Die Expressi-
on blieb in beiden Gruppen iiber den gesamten Messzeitraum vergleichbar.

Zur Bestimmung des Effekts der Inmunsuppression auf die Transgen-Expres-
sion sind in Abbildung 5.14 die quantifizierten Luciferase-Signale innerhalb des
gleichen Geschlechts mit und ohne Dexamethasonbehandlung dargestellt. Bei
den méannlichen Mausen (Abbildung 5.14 (b)) hatte die Dexamethasonbehand-
lung einen positiven Effekt auf die Genexpression, da die Genexpression in den
mit Dexamethason behandelten Tieren tendenziell hoher war im Vergleich zur
unbehandelten Gruppe, wobei die Unterschiede zu verschiedenen Zeitpunkten
(Tag 28, 51 und 120) signifikant waren (p<0,05). Im Gegensatz dazu kam es bei
den weiblichen Mdusen (Abbildung 5.14 (a)) zu einer tendenziell schlechteren
Transgenexpression, wenn sie mit Dexamethason behandelt wurden. Die Dar-
stellung der beiden Expressionskurven ldsst eindeutig den Trend erkennen, dass
die Expression in der mit Dexamethason behandelten Gruppe kontinuierlich ab-
nimmt, auch wenn dieser Trend nicht signifikant ist. Die weiblichen Mduse, die
dagegen nicht mit Dexamethason behandelt wurden, wiesen eine konstante und

stabile Genexpression auf.

5.5.2 Entwicklung neutralisierender Antikorper

Die Entwicklung von NAB konnte durch Serumgewinnung zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Applikation genau verfolgt werden. Die Serumproben der ein-
zelnen Gruppen und Messzeitpunkte wurden gepoolt. Die Durchfiihrung der
Versuche verlief analog zu den zuvor durchgefiihrten Assays auf neutralisie-
rende Antikorper. In den Abbildungen 5.15 und 5.16 sind alle Ergebnisse der
einzelnen Gruppen dargestellt. Die 10-fache Verdiinnung aller Proben fiihrte zu
jedem Zeitpunkt zu einer kompletten Inhibierung der Luciferase-Expression.

Unterschiede zwischen den verschiedenen Messzeitpunkten ergaben sich ledig-
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Abbildung 5.15: Entwicklung von NAB bei verschiedenen Geschlechtern ohne Immunsuppres-
sion. Zwei Gruppen von SPB”/--Miusen (n=5) wurden jeweils mit 10'* AAV-Luc Vektoren behan-
delt. An verschiedenen Zeitpunkten nach der Applikation wurde Serum gewonnen. Zum Ver-
gleich der NAB-Entwicklung wurden die gepoolten Proben in mehreren Schritten 10-fach ver-
diinnt und mit dem AAV-Luc Vektor inkubiert. Als Kontrollen wurden Kontrollserum (KS) von
unbehandelten Mausen und der Vektor alleine verwendet. Die Luciferase-Messung erfolgte 72 h
nach Transduktion. Bei der 10-fachen Verdiinnung kam es schon nach einer Woche (W) in bei-
den Gruppen zu einer kompletten Neutralisierung der Vektoren, bei der 100-fachen Verdiinnung
sank die Expression mit der Zeit. Nach 9 bzw. 13 Wochen wurden die Vektoren auch von den 100-
fach verdiinnten Seren komplett neutralisiert. Es war kein Unterschied zwischen weiblichen und
ménnlichen Médusen zu messen. Die Werte sind als Mittelwert & Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 5.16: Entwicklung von NAB bei verschiedenen Geschlechtern mit Immunsuppressi-
on. Zwei Gruppen von SPB”/"-Mausen (n=5) wurden jeweils mit 10'* AAV-Luc Vektoren behan-
delt, wobei das Immunsystem mittels Dexamethason supprimiert wurde. An verschiedenen Zeit-
punkten nach der Applikation wurde Serum gewonnen.Zum Vergleich der NAB-Entwicklung
wurden die gepoolten Proben in mehreren Schritten 10-fach verdiinnt und mit dem AAV-Luc
Vektor inkubiert. Als Kontrollen wurden Kontrollserum (KS) von unbehandelten Mausen und
der Vektor alleine verwendet. Die Luciferase-Messung erfolgte 72 h nach Transduktion. Bei der
10-fachen Verdiinnung kam es schon nach einer Woche (W) in beiden Gruppen zu einer kom-
pletten Neutralisierung der Vektoren, bei der 100-fachen Verdiinnung sank die Expression mit
der Zeit. Es war kein Unterschied zwischen weiblichen und mannlichen Médusen zu messen. Die
Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 5.17: Abhingigkeit der NAB Entwicklung von Immunsuppression mit Dexametha-
son. Die Luciferase-Signale der 100-fach verdiinnten Seren und der dazugehorigen 10-fach ver-
diinnten Seren der unbehandelten Kontrollgruppen mit und ohne Immunsuppression mit Dexa-
methason sind in Abhéngigkeit zur Zeit dargestellt. Sowohl bei den weiblichen (a) als auch bei
den méannlichen (b) Médusen kam es durch die Immunsuppression mit Dexamethason zu einer
signifikant reduzierten Bildung von NAB (p<0,05). Signifikante Unterschiede zwischen der Ex-
pression mit und ohne Dexamethasonbehandlung sind mit einem * gekennzeichnet. Die Werte
sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.
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lich bei der 100-fachen Verdiinnung der Proben, da bei den 1000-fach verdiinnten
Proben kein Unterschied zur unbehandelten Serumkontrolle festgestellt werden
konnte. Die Entwicklung neutralisierender Antikorper verlief bei médnnlichen
und weiblichen Tieren analog. Es kam in beiden Gruppen bis zu 9 bzw. 13 Wo-
chen nach Vektor-Applikation zu einer weiteren Zunahme der neutralisierenden
Antikorper. Danach nahm der Titer nicht mehr weiter zu. Zu diesem Zeitpunkt
wurde die Luciferase-Expression in der 100-fachen Verdiinnung der Seren kom-
plett inhibiert.

Zur Darstellung des Effekts, den Dexamethason auf die Entwicklung neutrali-
sierender Antikorper hat, wurden die Luciferase-Signale der 100-fachen Verdiin-
nung und der unbehandelten Kontrolle gegen die Zeit aufgetragen. Als Kontroll-
gruppe fiir die Mduse die nur mit dem Vektor behandelt wurden, dienten un-
behandelte Mduse. Eine weitere Kontrollgruppe stellten unbehandelte, aber mit
Dexamethason immunsupprimierte Mduse dar. In der Abbildung 5.17 wurden
die Luciferase-Signale auf ein Niveau angepasst, da es bei den unterschiedlichen
Gruppen zu Variationen in der Intensitdt der unbehandelten Kontrolle kam. In
Abbildung 5.17 (a) wird die Entwicklung der NAB bei den weiblichen Mausen
mit und ohne Dexamethasonbehandlung dargestellt. Bei den mit Dexamethason
behandelten Tieren kam es zu einer deutlich verringerten Bildung von NAB, auch
wenn die komplette Inhibierung der NAB-Produktion nicht moglich war. Ein
dhnliches Bild ergab sich bei den ménnlichen Versuchstieren (Abbildung 5.17(b)).
Die Bildung von NAB konnte bis zu einem bestimmten Level verhindert, wenn
auch nicht komplett blockiert werden. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die
Immunsuppression einen positiven Effekt auf die Entwicklung der NAB hat, was

bei einer wiederholten Applikation des Vektors von Vorteil ist.
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5.6 Applikation der AAV-Luc Vektoren in
entzindeten Lungen von konditionellen

SPB-Knockout-Mausen

In diesem Abschnitt sollte analysiert werden, ob der Entziindungsstatus der Lun-
ge einen Einfluss auf Gentransfer und -expression der Tiere hat. Dazu wurden
SPB”/--M4use verwendet, da bei diesen Méusen sehr einfach eine physiologische
Entziindung in der Lunge hervorgerufen werden kann, indem man ihnen kein
mit Doxycyclin versetztes Wasser, sondern normales Wasser gibt. Diese Mause
sind in der Literatur beschrieben (Clark et al., 1995; Melton et al., 2003; Ikega-
mi et al., 2005). Sie exprimieren das humane SPB unter der Kontrolle des CCSP
Promotors. Dieser wird nur bei Anwesenheit von Doxycyclin abgelesen, welches
den Tieren iiber das Trinkwasser zugefiihrt werden kann. Durch Absetzen des
Doxycyclinwassers entwickeln die Mause innerhalb kiirzester Zeit eine starke
Entziindung in der Lunge, die mit erhéhten IL-6, IL-13 und den Macrophagen-
Entziindungsprotein-2 Werten einhergeht und innerhalb von vier bis fiinf Tagen
zum Tod durch Atemversagen fiihrt (Ikegami et al., 2005). Die erneute Doxycy-
clingabe kann durch die wiederaufgenommene Expression von SPB die Entziin-

dung hemmen.

Zur Untersuchung wurden daher drei verschiedene Gruppen (n=4) gebildet.
Bei der ersten Gruppe wurde das Doxycyclin fiir zwei Tage und bei der zweiten
tiir einen Tag abgesetzt. Als Kontrolle wurde am Versuchstag eine weitere Grup-
pe, bei der das Doxycyclin zu keinem Zeitpunkt abgesetzt wurde, ebenfalls i.t.
mit 10'" AAV-Luc Vektoren behandelt. In der Gruppe, die zwei Tag ohne Doxy-
cyclin war, iiberlebte keine Maus die Applikation der Vektoren. Alle Tier starben
entweder schon in der Narkose oder in den folgenden 24 Stunden nach Appli-

kation. Von dieser Gruppe konnte die Expression somit nicht bestimmt werden.

Die Expression in den anderen beiden Gruppen wurde tiber vier Wochen ver-

folgt, da schon in den vorherigen Versuchen gezeigt werden konnte, dass die Ex-

99



Kapitel 5. Untersuchungen von AAV2/9 fiir den Gentransfer in die Lunge

100

Color Bar
Min = 30000
Max = 4e+06

CRED100701112430)

Color Bar
Min = 30000
Max = 4e+06

CR200070 1111404 § CR2010070#412049

(b) Méuse 1 Tag ohne Doxycyclin

Abbildung 5.18: Abhingigkeit der Genexpression vom Entziindungsstatus der Mauslunge.
Zwei Gruppen von SPB/"-Mausen (n=4) wurden i.t. mit jeweils 10'* AAV-Luc Vektoren behan-
delt. Eine Gruppe war einen Tag ohne Doxycyclin, die andere Gruppe bekam immer Doxycyclin.
An verschiedenen Zeitpunkten nach Applikation wurde das Substrat Luciferin i.p. injiziert und
die Biolumineszenz mittels IVIS 100 Imaging System bestimmt. AufSer bei einer Maus konnte in
beiden Gruppen das Luciferase-Signal im Brustbereich der Mduse detektiert werden.

pression ab Tag sieben iiber einen sehr langen Zeitraum konstant bleibt. Analog
zu den zuvor durchgefiihrten Versuchen wurde einmal pro Woche die Luciferase-
Aktivitdt mittels Biolumineszenz-Messungen bestimmt und das erhaltene Si-
gnal im Brustbereich quantifiziert. In Abbildung 5.18 sind die Biolumineszenz-
Aufnahmen von Tag 14 dargestellt. Das Luciferase-Signal ist bei nahezu allen
Maiusen im Brust- und Leberbereich deutlich zu erkennen. In der Gruppe, die
einen Tag ohne Doxycyclin war, kam es bei einer Maus zu keinem Zeitpunkt
zu einer messbaren Luciferase-Expression. In Abbildung 5.19 kann das quantifi-
zierte Signal zu den verschiedenen Messzeitpunkten verfolgt werden, wobei das

quantifizierte Signal der Maus die keine Expression zeigt nicht bertiicksichtigt ist.



5.6 Applikation der AAV-Luc Vektoren in entziindeten Lungen von konditionellen
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Abbildung 5.19: Langzeit-Expression in SPB”/"-Mausen mit und ohne Doxycyclin. Zwei Grup-
pen von SPB/"-Mausen (n=4) wurden i.t. mit jeweils 10'' AAV-Luc Vektoren behandelt. Eine
Gruppe war einen Tag ohne Doxycyclin, die andere Gruppe bekam immer Doxycyclin. An ver-
schiedenen Zeitpunkten nach Applikation wurde die Biolumineszenz mittels IVIS 100 Imaging
System bestimmt und das Signal im Brustbereich quantifiziert. Es kam zu keinem Zeitpunkt zu
einem signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die Werte sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 5.20: Quantifizierung der AAV-Luc DNA in Mauslungen. Zwei Gruppen von SPB”"-
Méusen (n=4) wurden i.t. mit jeweils 101! AAV-Luc Vektoren behandelt. Eine Gruppe war einen
Tag ohne Doxycyclin, die andere Gruppe bekam immer Doxycyclin. An Tag 28 wurden die Lun-
gen der Mduse entnommen und nach DNA-Isolation mittels Real-Time PCR die in der Lunge
applizierte Menge AAV-Luc bestimmt. Es kam zu keinem signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Gruppen. Es sind jeweils die einzelnen Mause, sowie der Mittelwert dargestellt.
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Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen
festgestellt werden. Das Entziindungsgeschehen in der Lunge hatte somit keinen
Einfluss auf die resultierende Luciferase-Expression.

Nach 28 Tagen wurden die narkotisierten Mduse durch zervikale Dislokation
getotet und die Lungen enthommen. Nach Isolation der Gesamt-DNA aus je-
der Lunge wurde mittels Real-Time PCR die in der Lunge applizierte AAV-Luc
DNA bestimmt (Abbildung 5.20). Es konnte in beiden Gruppen die gleiche DNA-
Menge in den Lungen detektiert werden. Bei der Maus, die zu keinem Zeitpunkt
ein Signal im IVIS 100 Imaging System gezeigt hatte, konnte auch keine AAV-Luc
DNA nachgewiesen werden (nicht mit in der Abbildung dargestellt). Die Entziin-

dung der Lunge hatte damit keinen Einfluss auf den Gentransfer.
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5.7 Zusammenfassende Betrachtung und

Diskussion der Ergebnisse

In dieser Studie wurde ein AAV2/9-Vektor fiir den pulmonalen Gentransfer un-
tersucht. Nach Optimierung des AAV-Vektors wurde zuerst der Einfluss der Ap-
plikationsroute auf die Expression, die Entwicklung neutralisierender Antikor-
per und die Biodistribution untersucht. Dem schloss sich eine Untersuchung der
Dosisreduktion an. Weitere Faktoren, die die oben genannten Parameter beein-
flussen konnen, sind der Mausstamm, das Geschlecht der Versuchstiere und das
Vorliegen einer Entziindung in der Lunge, weshalb diese Einflussfaktoren analy-
siert wurden. Zuletzt wurde der Einfluss der Inmunsuppression mit Dexametha-
son auf Genexpression und Entwicklung neutralisierender Antikorper gemessen.
Es konnte gezeigt werden, dass die Applikationsroute keinen Einfluss auf die
Expression, die Entwicklung von NAB und die Biodistribution hat. Durch Do-
sisreduktion kam es zu keiner Einschrankung der Biodistribution, wohingegen
die Entwicklung von NAB und die Expression abnahmen. In weiteren Versuchen
wurde der Einfluss des Mausstammes und einer vorherrschenden Entziindung in
der Lunge auf die Expression untersucht, wobei keine signifikanten Unterschiede
gemessen werden konnten. Durch Immunsuppression mit Dexamethason war es
moglich die Entwicklung von NAB zu senken, eine komplette Blockade war aber

nicht moglich.

Bevor der AAV-Vektor produziert wurde, wurde das Vektor-Riickgrad opti-
miert. Zu diesem Zweck wurden zwei Vektoren untersucht, die sich lediglich
darin unterschieden, dass ein Vektor das komplette Chicken Beta-Aktin-Intron und
der andere nur einen Teil dieses Introns enthélt. In beiden Vektoren wurde Luci-
ferase als Reportergen einkloniert, um zu vergleichen, ob das ganze oder nur ein
Teil des Introns notwendig ist, um eine effektive Genexpression zu erhalten. Es
konnte in der in vitro Untersuchung gezeigt werden, dass es bei Verwendung des
kompletten Introns zu einer signifikant besseren Genexpression kommt. Dieses
Ergebnis bestétigt eine Studie in der gezeigt werden konnte, dass Introns einen

positiven Einfluss auf die Genexpression haben (Huang and Gorman, 1990). Au-
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lerdem konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden, dass die hier verwendete
Expressionskassette aus CMV Enhancer, Chicken Beta-Actin-Promotor und Chicken
Beta-Actin-Intron zu einer sehr effizienten Genexpression im Vergleich zu anderen

Promotoren fiihrt (Xu et al., 2001).

Die in vivo-Studien mit dem optimierten AAV2/9-Vektor zeigten in zwei ver-
schiedenen Mausstimmen die stabile Expression des Transgens iiber den ge-
samten Versuchszeitraum (450 bzw. 120 Tage nach Applikation), die nicht durch
die Applikationsroute beeinflusst wurde. Als erster Mausstamm wurden Balb/c-
Maiuse untersucht. Fiir diese Mduse konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen
gezeigt werden, dass unterschiedliche Transgene eine hohere Immunogenitit in
diesem Mausstamm besitzen (Gavin et al., 1993; Gambotto et al., 2000; Limbe-
ris et al., 2009a). In der ersten Studie von Limberis et al (Limberis and Wilson,
2006), die den erfolgreichen Einsatz von AAV2/9-Vektoren fiir den pulmonalen
Gentransfer demonstrieren konnte, wurden C57BL/6-Mduse eingesetzt. Diese
wurden mit AAV Vektoren behandelt, die fiir die Transgene Alpha-1-Antitrypsin
oder Beta-Galactosidase kodierten, wobei fiir beide Transgene eine Immuntole-
ranz (Flotte and Laube, 2001), beziehungsweise eine verminderte Immunreak-
tion (Gavin et al., 1993) in dem verwendeten Mausstamm besteht. Als zweiter
Mausstamm wurden konditionelle SPB/--M&use mit dem Vektor behandelt. Die-
ses Mausmodell hat einen FVB/n-Hintergrund, welcher haufig zur Generierung
von transgenen Méusen eingesetzt wird. Somit konnen die hier gewonnenen Er-
gebnisse gut auf andere transgene Mause iibertragen werden. In einer von Dames
et al. durchgefiihrten Studien konnte gezeigt werden, dass der pulmonale Gen-
transfer vom Mausstamm abhéngt, wenn nicht-virale PEI/pDNA-Partikel ver-
nebelt wurden (Dames et al., 2007). Die Verwendung von AAV2/9-Vektoren re-
sultierte dagegen nicht in einem signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Mausstdimmen. Tendenziell kam es aber in den SPB/"--Méusen zu eine etwas ho-
heren Luciferase-Expression. Diese Untersuchung belegt, dass AAV2 /9-Vektoren
zur Langzeit-Expression eines Transgens in verschiedenen Mausstimmen fiih-
ren, welche keinerlei Immuntoleranz gegentiber dem verwendeten Transgen auf-

weisen.
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Es gibt verschiedene Untersuchungen, die einen Einfluss des Geschlechts auf
die Transgenexpression zeigen (Davidoff et al., 2003; Paneda et al., 2009). Des-
halb wurde eine Vergleichsstudie mit ménnlichen und weiblichen SPB”/--Méausen
durchgefiihrt, die zeigen sollte, ob es bei diesem Vektor zu geschlechtsspezi-
tischen Unterschieden kommt. Die Mduse beider Geschlechter wurden mit je-
weils 10! GC/Maus behandelt und die Luciferase-Expression iiber die Zeit ver-
folgt. Bei den weiblichen Madusen kam es tendenziell zu einer hoheren Transgen-
Expression. Die Unterschiede waren aber nicht signifikant. Nach Quantifizierung
der Vektor-DNA in den Lungen der Maduse konnten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den beiden Geschlechtern festgestellt werden. Es kann somit
vermutet werden, dass die erhohte Genexpression auf die erhohte Expression des

Transgens bei den weiblichen Mdusen zurtiickzufiihren ist.

Die klinische Anwendung eines Vektors setzt die Wirksamkeit des Vektors
in der bereits erkrankten Lunge voraus. In einer Studie von Virella-Lowell et
al. konnte fiir einen AAV2-Vektor gezeigt werden, dass es nach Inkubation mit
der Broncho-Alveolaren-Lavage von CF-Patienten zu einer kompletten Inhibie-
rung der Genexpression kommt (Virella-Lowell et al., 2000). Daher wurde der
AAV2/9-Vektor in einem passenden Tier-Modell untersucht. Bei den konditio-
nellen SPB”/"-Knockout-Méusen ist es durch den Entzug von Doxycyclin aus
dem Trinkwasser moglich, innerhalb von kiirzester Zeit eine Entziindung in
der Lunge hervorzurufen, die innerhalb von vier bis fiinf Tagen zum Tod fiihrt
(Clark et al., 1995). Daher bietet sich dieser Mausstamm an, um den Effekt einer
pulmonalen Entziindung auf die Transgen-Expression zu untersuchen. In einem
Versuch wurde zwei Gruppen von Méusen iiber verschiedene Zeitspannen das
Doxycyclin entzogen, bevor sie mit dem AAV2/9-Vektor behandelt wurden. Die
Maéuse, die zwei Tage ohne Doxycyclin waren, iiberlebten die Behandlung mit
den Vektoren nicht. Bei ihnen war die Entziindung wahrscheinlich schon so
weit fortgeschritten, dass es zusammen mit der Fliissigkeit, die bei der Vektor-
Applikation in die Lunge gelangte, zum Atemversagen kam. Die Mduse, die nur
einen Tag ohne Doxycyclin waren, haben die Behandlung gut tiberstanden. Im

Vergleich zu den Méusen, die die ganze Zeit Doxycyclin bekommen haben, wa-
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ren keine Unterschiede in der Genexpression zu sehen. Im Gegensatz zu dem von
Variella-Lowell et al. verwendeten AAV2-Vektor scheint sich der AAV2/9-Vektor

auch zum Gentransfer in die entziindete Lunge zu eignen.

Es ist bekannt, dass die Immunogenitat eines Transgen-Produktes durch Fak-
toren wie den genetischen Hintergrund des Versuchstieres oder die verwendete
Vektormenge beeinflusst werden kann. Dabei sind vor allem vektor- bzw. trans-
genspezifische T-Zellen an der Inaktivierung eines Transgens beteiligt (Thomas
et al., 2003). Die stabile Expression iiber einen Zeitraum von mehr als einem Jahr
in beiden Mausstammen ldsst auf eine nicht vorhandene oder nur sehr geringe T-
Zell Antwort schliefSen, die durch die Applikation von AAV2/9-Vektoren in die

Lunge ausgelost wird.

Neben der T-Zell-vermittelten Immunantwort spielt aber auch die von den B-
Zellen vermittelte Entwicklung von NAB eine wichtige Rolle, vor allem im Bezug
auf die wiederholte Applikation von AAV (Flotte et al., 2007; Daya and Berns,
2008). Die Anwesenheit von NAB bei einer zweiten Applikation verringert die
Effizienz um ein Vielfaches, da die NAB den applizierten Vektor noch vor Trans-
duktion der Zielzellen neutralisieren und damit inaktivieren. Bei einer dritten
Applikation kommt es zu nahezu keiner weiteren Transduktion, da alle Vekto-
ren zuvor neutralisiert worden sind (Sumner-Jones et al., 2007). Die Verwendung
von AAV2/9 resultierte in beiden Mausstimmen in der Entwicklung von NAB.
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Titer im Verlauf der Zeit weiter zu-
nehmen, bis sie nach ca. 13 Wochen ihren Hochststand erreicht haben. Bei der
NAB-Entwicklung konnte kein Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern
testgestellt werden. Die Dosisreduktion um das 10- bzw. 100-fache fiihrte zu ei-
ner Senkung der NAB-Titer. Allerdings war die mit der reduzierten Dosis korre-
lierende Reduktion der Genexpression nicht tolerabel. Die Entwicklung der NAB
sollte daher von Beginn an blockiert werden. In Versuchen bei denen das Im-
munsystem der Versuchstiere vor der Behandlung supprimiert wurde, konnte
die Entwicklung neutralisierender Antikorper inhibiert werden (Manning et al.,
1998; Halbert et al., 1998). Die dabei eingesetzten Immunsuppresiva sind aller-

dings mit schweren Nebenwirkungen verbunden. In anderen Studien wurde po-
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stuliert, dass es zu einer erfolgreichen zweiten Applikation kommen kann, wenn
die beiden Applikationen mindestens 28 Wochen auseinander liegen (Auricchio
et al., 2002; Limberis and Wilson, 2006). Fiir den hier untersuchten Vektor er-
scheint dies nicht sehr wahrscheinlich, da die NAB auch nach tiber einem Jahr
noch in sehr hoher Konzentration vorhanden sind. Diese Vermutung wird auch
durch Daten einer anderen Studie belegt, bei der es 36 Wochen nach der ersten
Applikation noch immer zu einer verminderten Transduktion durch die Anwe-

senheit von NAB kam (Sumner-Jones et al., 2007).

Die wiederholte Applikation des AAV2/9-Vektors setzt die Inhibierung der
NAB-Entwicklung voraus. Dazu sollte eine auch in der Klinik anwendbare Me-
thode verwendet werden. Dexamethason ist ein in der Klinik weit verbreitetes
Cortison-Derivat, das bereits zur Immunsuppression eingesetzt wird. Es wurde
schon erfolgreich zur Immunsuppression bei Mdusen eingesetzt, die mit adeno-
viralen Vektoren behandelt wurden. Es fiihrte in diesem Versuch zu einer Hem-
mung der Immunantwort und verlangerte damit die Expression des applizier-
ten Transgens (Kumahara et al., 2005). In dem hier durchgefiihrten Versuch wur-
den méannliche und weiblichen Méuse iiber vier Wochen mit Dexamethason be-
handelt, wobei die Behandlung drei Tage vor der Vektor-Applikation begann.
Im Anschluss wurde die Entwicklung der NAB-Titer mit den Titern von nicht
immunsupprimierten Mdusen verglichen. In der Dexamethason-Gruppe kam es
zwar noch immer zur Bildung von NAB, allerdings waren die Titer wesentlich
geringer und stabilisierten sich schon zu einem fritheren Zeitpunkt. Damit eignet
sich Dexamethason zur Reduzierung der NAB-Titer. Es war aber nicht mdoglich
die Bildung komplett zu blockieren. Bezogen auf die wiederholte Applikation
lasst sich so vermuten, dass es bei der Verwendung von Dexamethason zu einer
hoheren Transduktionsrate bei der zweiten Applikation des Vektors kommt, da
weniger Vektoren durch die vorhandenen NAB neutralisiert werden. Prinzipiell
wiirde aber wahrscheinlich die Effizienz im Verlauf der folgenden Transduktio-
nen abnehmen, da sich immer mehr NAB bilden wiirden. Neben der verminde-
ten Bildung von NAB wurde die Expression durch die Dexamethsonbehandlung

leicht beeinflusst. Es kam zu unterschiedlichen Reaktionen bei den Geschlech-
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tern. Bei den madnnlichen Mausen hatte die Behandlung einen positiven Einfluss
auf die Expression, wohingegen es bei den weiblichen zu einer leichten Abnahme
kam. Die Unterschiede innerhalb der weiblichen Mduse waren nicht signifikant.
Dagegen waren sie bei den madnnlichen Mausen ab Tag 28 signifikant.

Im Gegensatz zur Expression und zur Entwicklung von NAB, die nicht durch
den Applikationsweg beeinflusst wurden, konnten bei den Biodistributions-
Untersuchungen Unterschiede zwischen der intratrachealen und der intranasa-
len Applikation festgestellt werden. In der intratrachealen Gruppe konnte im
Vergleich zur intranasalen Gruppe eine hohere Vektor-DNA-Menge in der Lun-
ge kombiniert mit geringeren Mengen in Leber und Milz detektiert werden.
Biodistributions-Untersuchungen in anderen Studien konnten zeigen, dass es
nach intratrachealer Applikation zu einer mehr als 1000-fach hoheren Vektor-
DNA-Konzentration in der Lunge im Vergleich zu anderen Organen kommt
(Limberis and Wilson, 2006; Liqun Wang et al., 2009). Hier liegen die Unter-
schiede in einem Bereich zwischen einer 3- und 60-fach hoheren Konzentration.
Besonders nach intranasaler Applikation war die Konzentration in der Lunge
nur 3-fach hoher im Vergleich zu der in der Leber detektierten Vektor-DNA-
Konzentration, wohingegen es nach intratrachealer Applikation zu einem 10-
fachen Unterschied kam. Die Biodistributions-Untersuchungen zeigten die Dis-
tribution der Vektor-DNA im ganzen Korper der Tiere. Zusitzlich belegen die in
vivo Biolumineszenz-Aufnahmen die Expression in diesen , Off-Target“Organen.
Die Expression eines therapeutischen Transgens in diesen Organen konnte zu
unerwiinschten Nebenwirkungen fithren. Wenn Strategien gefunden werden,
die die Biodistribution des Vektors nach der lokalen Applikation verhindern, ist
AAV2/9 ein aussichtsreicher Kandidat zur Behandlung verschiedener respirato-

rischer Erkrankungen.



6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zwei Themengebiete des pulmonalen Gentransfers be-
handelt. Im ersten Teil wurde ein Pulveraerosol fiir den nicht-viralen Gentrans-
fer mit PEI/pDNA-Komplexen entwickelt. Im zweiten Teil wurde ein AAV2/9-
Vektor zum lokalen viralen Gentransfer in die Lunge untersucht.

Die Entwicklung des Pulveraerosols hat den Hintergrund, dass die Applika-
tion nicht-viraler Genvektoren in Form von wissrigen Aerosol-Formulierungen
grofie Stabilitdtsprobleme mit sich bringt, die mit der Entwicklung eines Pulvera-
erosols behoben werden konnen. Dies ist von besonderer Bedeutung bei der Ver-
wendung von Aerosol-Formulierung in klinischen Studien, da diese zum aktuel-
len Zeitpunkt stets unmittelbar vor der Anwendung hergestellt werden miissen.
Dies ist angesichts der gewiinschten GMP-Bedingungen problematisch.

Die Herstellung der Pulveraerosole erfolgte durch Lyophilisation von PEI/
pDNA-Komplexen zusammen mit Disacchariden (Lactose, Trehalose und Sac-
charose) und anschlieffende Zerkleinerung im CapMix. Die Untersuchung ver-
schiedener Disaccharide als Lyoprotektoren ergab keine Unterschiede beziiglich
der biophysikalischen Eigenschaften der resultierenden Formulierungen. Die
Partikelgrofie nahm zu, sobald die Lyophilisation nicht mit mindestens 250-
fachem Disaccharidiiberschuss durchgefiihrt wurde. Im Weiteren kam es nach
Pulverisierung zu einer Partikelgrofsenzunahme unabhéngig von der zugesetz-
ten Disaccharidmenge; einzig Formulierungen mit einem 50-fachen Disaccharid-
tiberschuss resultierten in kleineren Komplexen. Nach der Lyophilisation kam
es unabhdngig von der zugesetzten Disaccharidmenge zu einem Anstieg des
Zetapotenzials, das auch nach Pulverisierung noch erhéht war. Die Freisetzung

der pDNA aus den lyophilisierten Komplexen mittels Inkubation mit Heparan-
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sulfat und anschiefSender Gelelektrophorese erfolgte komplett. Nach der Pulve-
risierung wurde die pDNA ebenfalls aus den Komplexen freigesetzt, allerdings
konnte bei den Proben mit einem 50-fachen Disaccharidiiberschuss nur ein Teil

der pDNA freigesetzt werden.

Die Charakterisierung der Pulveraerosole am Andersen Kaskadenimpaktor
zeigte erste Unterschiede zwischen den eingesetzten Disacchariden. Der ermit-
telte MMAD war fiir Saccharose mit 4,3 um am kleinsten, womit Saccharose das
feinste Pulveraerosol lieferte. Mit Lactose resultierte eine MMAD von 4,7 um und

mit Trehalose einer von 5 um.

Die in vitro Untersuchungen wurden auf zwei verschiedenen Bronchialepithel-
Zelllinien durchgefiihrt. Es konnte wie auch bei den biophysikalischen Unter-
suchungen kein Unterschied zwischen den Disacchariden festgestellt werden.
Tendenziell kam es nach Lyophilisation zu einer leicht verbesserten Genexpres-
sion bei allen eingesetzten Disaccharidiiberschiissen im Vergleich zur Kontrol-
le. Nach der Pulverisierung war die Genexpression vergleichbar mit derjenigen
der Kontrollkomplexe, wenn mindestens ein 100-facher Disaccharidiiberschuss
eingesetzt wurde. Formulierungen mit einem 50-fachen Uberschuss resultierten

nach Pulverisierung in einer tendenziell schlechteren Expression.

Die in vivo Versuche mit Luciferase zeigten die Genexpression in den Lun-
gen der Mduse. Nach Quantifizierung der Luciferase-Expression bezogen auf
das Lungengewebe konnte fiir Lactose als Lyoprotektor die hochste Genexpres-
sion gezeigt werden. Die Bestimmung der in der Lunge aufgenommenen pDNA
mittels Real-Time PCR resultierte in signifikant hoheren Werten in der Lactose-
Gruppe im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Die Verwendung eines
tiir Erythropoetin kodierenden Plasmids in Form des Lactose-Pulvers resultierte
in einer signifikanten Erhohung des Hamatokritwertes. Histologische Untersu-
chungen der Lungen zeigten eine geringgradige Entziindung, die mit der Ein-
wanderung von Erythrozyten und neutrophilen Granulozyten einherging. Dies
konnte sowohl nach Applikation der PEI/pDNA-Pulveraerosols aus auch nach

der Verneblung von reinem Lactosepulver beobachtet werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch Verwendung geeig-



neter Lyoprotektoren die Formulierung von Pulveraerosolen mit PEI/pDNA-
Komplexen moglich ist und die in vivo Applikation zu einem physiologischen
Effekt fithrt. Damit stellt diese Applikationsform eine vielversprechende Option

tiir den pulmonalen Gentransfer dar.

Die Verwendung nicht-viraler Vektoren fiihrt nur zu einer transienten Ex-
pression des Transgens, weshalb im zweiten Abschnitt dieser Arbeit ein viraler
AAV2/9-Vektor fiir den pulmonalen Gentransfer untersucht wurde. Unter den
viralen Vektoren bieten AAV-Vektoren verschiedene Vorteile. Der Wildtypvi-
rus ist beim Menschen nicht pathogen, es besteht keine Gefahr der insertionellen
Mutagenese und die Immunantwort nach Applikation verlduft sehr mild. Im Ver-
gleich zu dem bisher am héufigsten verwendeten AAV2-Vektoren sind sowohl
die Prdvalenz neutralisierender Antikorper als auch deren Titer fiir AAV2/9-

Vektoren deutlich niedriger, weshalb diese eine attraktive Alternative darstellen.

Nach Optimierung des Vektor Backbones, konnte in Balb/c-Mdusen gezeigt
werden, dass die Applikationsroute keinen Einfluss auf die Transgenexpression
hat. Sowohl nach intranasaler als auch nach intratrachealer Applikation blieb die
Genexpression iiber 450 Tage konstant. Weiterhin hatte der Mausstamm keinen
Einfluss auf die Genexpression. Dies konnte durch Versuche in konditionellen
SPB”/--M4usen gezeigt werden. Des Weiteren war die Genexpression unabhingig
vom Geschlecht der Mause. Zwar war die Expression bei den weiblichen SPB/"-
Maiusen zwischen 10- und 50-fach hoher im Vergleich zu den ménnlichen Mau-
sen, die Unterschiede waren aber nicht signifikant. Die Applikation des AAV2/9-
Vektors in die entziindete Lunge von SPB/--Méausen hatte ebenfalls keinen Ein-

fluss auf die Expression.

Die Entwicklung neutralisierender Antikorper gegen den Vektor stellt die
grofite Hiirde bei der wiederholten Applikation von AAV-Vektoren dar. Die Ap-
plikationsroute hatte keinen Einfluss auf diese Entwicklung. In beiden Gruppen
waren 450 Tage nach Vektor-Applikation NAB nachzuweisen. Durch Dosisre-
duktion konnten zwar die NAB-Titer verringert werden, allerdings ging damit
auch eine starke Verminderung der Transgenexpression einher. Weiterhin wurde

die Entwicklung von NAB nicht durch das Geschlecht beeinflusst. Durch Immun-
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suppression mit Dexamethason konnten aufSerdem die Titer der NAB reduziert
werden.

Es konnte gezeigt werden, dass es nach lokaler Applikation des AAV2/9-
Vektors zur Transgenexpression in der gesamten Maus kommt. Die Verteilung
des Vektors konnte durch Biodistributionsstudien belegt werden. Es zeigte sich
die hochste Vektor-DNA Deposition in der Lunge. Die intratracheale Applikati-
on lieferte eine hohere Vektor-DNA Konzentration in der Lunge kombiniert mit
niedrigeren Mengen in Leber und Milz im Vergleich zur intranasalen Gruppe,
allerdings waren die Unterschiede nicht signifikant.

Diese Ergebnisse zeigen, dass AAV2 /9-Vektoren geeignet sind, um die Langzeit-
Expression eines Transgens zu erreichen. Die Effizienz dieses Vektors in entziin-
deten Lungen ladsst auf gute Ergebnisse in einem therapeutischen Modell hoffen.
Bevor dieser Vektor allerdings klinisch eingesetzt werden kann, muss nach Me-
thoden gesucht werden, die die Biodistribution nach lokaler Applikation verhin-

dern und die Immunogenitit reduzieren.
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7 Summary

This work is divided into two parts, both addressing pulmonary gene delivery.
The overall goal of the first part of the thesis was the development of a powder
aerosol for the delivery of PEI/pDNA complexes to the lung. The second part
investigated the effect of gene expression, biodistribution and immune response
after pulmonary application of an AAV2/9 vector.

The rationale underlying the development of dry powder aerosol(s) for pul-
monary gene delivery is the well documented physical instability of aqueous
suspensions of non-viral vector complexes over time. These instabilities inclu-
de aggregation tendencies and loss of transfection efficiency, thus requiring fresh
preparation each time directly prior to injection for maximal effect. Besides incre-
ased stability, dry powder systems confer additional advantages including redu-
ced drug loss during administration and improved portability.

The technique of lyophilization was used to produce dry powder cakes fol-
lowed by powderization with zirconia beads using a CapMix. Different sugars,
namely lactose, sucrose and trehalose, were used as lyoprotectants. Biophysical
characterization of complexes before and after lyophilization and after powderi-
zation was performed. Particle size measurements of gene vector complexes sho-
wed that augmenting the amount of sugar, independent of the sugar type, used
during lyophilization led to lower increase or maintenance of the particle size.
Complexes lyophilized without sugar showed an enormous increase in particle
size. After powderization, the particle size increased in nearly all samples. Only
samples with a 50-fold excess of sucrose resulted in smaller particles in compari-
son to the size after lyophilization. In contrast to particle size, the increase of zeta

potential is not influenced by the amount of sugar. DNA retardation assay revea-
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led no major differences between freshly prepared, lyophilized and powderized
complexes with exception of the powderized sample with an excess of 50/1 of

sugar, which did not completely release pDNA.

After characterizing the nanoparticles, the resulting powders were analyzed
by Andersen Cascade Impactor. Sucrose led to the finest powder with a MMAD
of 4.3 um, followed by Lactose (4.7 pm). The trehalose sample had a MMAD of
5 um, thus producing the most coarse powder of all samples. These results show
that although the sugars have no influence on the particle size of gene vector

complexes, they do influence the MMAD of the powder aerosol.

After biophysical characterization, complexes were used in transfection stu-
dies to explore their gene delivery potential in vitro. Lyophilized and powderi-
zed complexes were compared to freshly prepared complexes on BEAS-2B and
16HBE140- cells. Lyophilization with different sugars did not lead to any dif-
ference in gene expression in both cell lines. Values measured with lyophilized
samples were slightly higher than those of freshly prepared positive controls.
Addition of free sugars, did not influence the transfection efficiency. After pow-
derization process, gene delivery was retained in comparison to freshly prepared
complexes. Only samples containing a 50-fold excess of sugar showed slightly

decreased expression values.

In vivo administration of powder aerosols with a sugar/pDNA ratio of 100/1
resulted in gene expression in lungs of treated mice. Quantification of pDNA in
lung tissue by real-time PCR resulted in significantly, up to 3-fold higher values
with lactose as lyoprotector during lyophilization compared to the other two ly-
oprotectants. By using a plasmid coding for murine erythropoietin formulated
with lactose, a significant increase of the hematocrit value could be achieved,
demonstrating a physiological response after powder aerosol treatment. Histolo-
gical analysis of lungs treated with either PEI/pDNA lactose powder or lactose
powder without gene vector complexes, showed a mild inflammation with incre-

ased numbers of erythrocytes and neutrophil granulocytes in the alveolar region.

In summary, the first part of the work convincingly shows the applicability of

dry powder aerosols for pulmonary gene delivery and expression of the desired



transgene at physiological levels, making this technique a promising option for

pulmonary gene delivery.

Despite numerous advancements in the field of non-viral vectors, clinical tri-
als of gene therapy are currently dominated by viral vectors. Dominance of viral
vectors in numerous gene therapy clinical trials can be attributed to their high
efficiency of gene transfer. Desirable attributes like lack of pathogenicity, ability
to transduce non-dividing cells, prolonged transgene expression and low immu-

nogenicity present AAVs as potential vectors for clinical applications.

The second part of this work successfully demonstrates stable long term ex-
pression using AAV2/9 based vector in two different mouse strains (BALB/c-
mice and SPB”/"-mice). After optimization of the vector backbone, no effect of
either mouse genotype or pulmonary route of delivery on transgene expressi-
on could be observed. Gene expression was constant over 450 days both after
intranasal and intratracheal application of the vector. Besides mouse strain, ani-
mal gender has also been shown to influence AAV mediated gene delivery. This
study demonstrates no gender specific differences in transgene expression post
AAV2/9 mediated gene delivery. A 10-50 fold higher expression was observed in
female mice compared to their male counterparts, but all results were insignifi-
cant. Further, no significant difference in expression was observed when AAV2/9
was delivered to inflamed lungs of SPB/"-mice. These results point to the resistan-

ce of AAV2/9 to pulmonary inflammation.

NAB development is a major limitation of viral vectors and inhibits vector
readministration. Pulmonary route of administration had no influence on NAB
development, as demonstrated in BALB/c-mice. By using 10- and 100-fold lower
doses, significantly reduced NAB titers were achieved but lower doses also resul-
ted in drastically reduced transgene expression. In SPB”/"-mice, by using transient
immunosuppression with dexamthasone, the development of NABs was signifi-
cantly inhibited in both gender types thereby overcoming a major hurdle in the
way of using AAV based vectors for gene therapy.

In contrast to transgene expression and NAB development which were unaf-

fected by the pulmonary route of application, biodistribution studies showed a
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trend for higher delivery to the lungs combined with lower deposition in spleen
and liver when using the intratracheal route. Using real time PCR mediated vec-
tor quantification and in vivo bioluminescence imaging, systemically distributi-
on post pulmonary gene delivery and persistent gene expression in various or-
gans of the vector was observed. These findings bode well for the application
of AAV2/9 based vectors, where long-term transgene expression is desired. The
performance of AAV2/9 in the presence of lung inflammation gives hope for use
in a therapeutic setting. However, prior to clinical application, strategies need to

be developed that limit viral biodistribution and immunogenicity.
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