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Zusammenfassung

In der Produktion von Adeno-assoziierten Virus (AAV) Vektoren (rAAV) mittels Sf9-
Insektenzell basierten Produktionssystemen (OneBac) kbnnen hohe rAAV-
Ausbeuten erzielt werden, jedoch schwankt die Transduktionseffizienz je nach rAAV-
Serotyp. Besonders gering zeigte sich die Infektiositat von rAAV5. Zudem fiel im
Rahmen der OneBac-Publikation eine gegenuber Vergleichsvektoren aus HEK 293-
Zellen gesteigerte rAAV Fremd-DNA-Verpackung auf. Ziel dieser Arbeit war deshalb
die Herstellung stabiler Sf9-Zelllinien zur Produktion transduktionsoptimierter rAAV5
auf Basis eines erhdhten VP1-Anteils im rAAV5 Kapsid. Im Verlauf der Arbeit wurde
die erhbhte Verpackung von Fremd-DNA auf die Rep-Bindestelle (RBE) der AAV-
Replikationsgene (rep) und AAV-Kapsidgene (cap) beinhaltenden pIR-Plasmide
zuruckgefuhrt, sodass die weitere Zielsetzung in der Herstellung ebenfalls optimierter
rAAVS trotz RBE-Deletion bestand. Durch Klonierung eines artifiziellen Introns mit
zusatzlichem Polyhedrin-Promoter konnte ein neuartiges pIR-Cap-AAV5-Intron-
RBE*-Plasmid erstellt werden, welches mit pIR-Rep78-AAV2-hr2-RBE* in Sf9-Zellen
kotransfiziert wurde. Im Verlauf wurde RBE aus den pIR-Cap und pIR-Rep-
Plasmiden deletiert und diese ebenfalls in Sf9-Zellen kotransfiziert. Nach Anzilichtung
unter Blasticidin-Selektion, Ernte und Aufbereitung der rAAV5 wurden diese auf
Expression der Kapsid- und Replikationsproteine mittels Western Blot, auf
Vektorausbeute pro Sf9-Zelle mittels quantitativer PCR und auf Infektiositat mittels
eines Transduktionsassays mit C12-Zellen untersucht. Der VP1-Anteil der rAAV5-
Kapside konnte gegeniiber den OneBac-rAAV5 deutlich gesteigert werden. Darlber
hinaus gelang es rAAV5 mit hoher Vektorausbeute und gegenuber den Vergleichs-
rAAV5 (OneBac) ca. 100-fach gesteigerter Infektiositat zu generieren. Trotz RBE-
Deletion konnten ebenfalls hochinfektiosse ARBE-rAAV5 in hohem Mal3stab
hergestellt werden. Eine Optimierung des VP1-Anteils ist der Schlissel zu einer
erfolgreichen Produktion hoher Mengen, transduktionsoptimierter rAAV5 im Sf9-
Zellproduktionssystem (OneBac2.0). Zudem beeinflusst eine RBE-Deletion nicht die
Ausbeute und Transduktionseffizienz der gewonnenen rAAV5. Im Rahmen weiterer
Experimente der OneBac2.0-Publikation zeigte sich nach RBE-Deletion eine
minimale rAAV5-Fremd-DNA-Verpackung. Damit stellt das OneBac2.0-System das
erste Insektenzell-basierte Produktionsmodell dar, das eine Herstellung
hochinfektioser rAAVS in groRem Mal3stab mit minimaler Fremd-DNA garantiert und

somit eine effiziente und sichere gentherapeutische Anwendung ermoglicht.
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Abstract

Production of recombinant adeno-associated virus vectors (rAAV) in Sf9-cell systems
(OneBac) guarantees high levels of vectors though transduction potency varies
according to rAAV-subtype. Especially rAAV5 shows low infectivity. Furthermore,
rAAV produced with the OneBac-system showed enhanced encapsidation of foreign
DNA compared to rAAV from HEK293-cells. Aim of this study was to boost rAAV5
infectivity with a new AAV5-capsid coding plasmid enhancing expression of VP1.
Encapsidation of foreign DNA was associated to prevalence of Rep binding element
(RBE) on pIR-plamids. Thus, we aimed to generate rAAV5 in large numbers with high
infectivity despite deletion of RBE. The use of an artificial intron containing an
additional polyhedrin promoter enabled cloning of a new pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*
plasmid which was cotransfected with pIR-Rep78-AAV2-hr2-RBE* in Sf9-cells. In the
course of the study RBE was deleted from pIR-Cap and pIR-Rep-plasmids and
cotransfected in Sf9-cells, too. After blasticidin-controlled growth, harvest and
preparation rAAV5 were analyzed by western blot analysis for expression of
replication and capsid proteins, by quantitative PCR for vector generation per sf9 cell
and by transduction assay for infectivity. In comparison to OneBac-rAAV5 VP1-levels
of the novel rAAV5 capsids were significantly higher and infectivity could be boosted
up to a 100-fold increase. Despite RBE-deletion ARBE-rAAV5 were generated in
large numbers and showed high infectivity. Optimization of VP1-levels is the key to a
production of highly infectious rAAV5 and deletion of RBE enables minimal
encapsidation of foreign DNA as showed in further analysis (OneBac2.0-publication).
OneBac2.0 is the first insect cell-based production system that guarantees high

levels of highly infectious rAAVS5 for efficient and safe clinical appliance.
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1. Einleitung

1.1 Adeno-assoziierte Viren und ihre Verwendung als gentherapeutische

Vektoren

1.1.1 AAV-Wildtyp

Adeno-assoziierte Viren (AAV) gehéren zur Familie der Parvoviren. Parvoviren sind
kleine DNA-Viren mit ca. 25 nm grof3en Virionen.? Es handelt sich somit um
unbehdillte Viren, die erstmals 1965 von Atchinson et al. in
elektronenmikroskopischen Bildern von Adenovirus-Praparationen aus
Nierenzellkulturen von Rhesusaffen beschrieben wurden.? Innerhalb der Familie der
Parvoviren gehdren AAV zu den Dependoviren, da sie replikationsdefekt sind und
nur in Anwesenheit eines Helfervirus replizieren.? Als Helferviren fungieren
beispielsweise (bspw.) Adeno- oder Herpesviren.34 Ohne das Vorliegen eines
Helfervirus persistiert AAV episomal oder integriert in das Genom des Wirtes.> Zum
aktuellen Zeitpunkt sind 12 AAV-Serotypen bekannt.® Hiervon konnten die Serotypen
2, 3, 5 und 6 aus menschlichem Gewebe isoliert werden.”° Die Serotypen 1, 4, 7, 8,
9, 10 und 11 wurden aus Gewebeproben von Primaten teils im Zusammenhang
einer adenoviralen Koinfektion gewonnen.®*! In 80% gesunder Probanden konnen
Antikorper gegen AAV 1 bis 3 und AAV5 nachgewiesen werden.1213 Hierbei liegt die
Préavalenz von Immunglobulin G (1gG)-Antikérpern bei ca. 70% fur AAV1 und 2 und
bei 40% fir AAV5.1 Aktuelle Erkenntnisse zeigen ein mittels spezifischer PCR
detektiertes Vorkommen von AAV von 34% in gesunden Blutspendern. Hierbei wurde
AAV2 zu 77% und AAV5 zu 19% nachgewiesen. In dieser Studie waren
immunsupprimierten Patienten zu 76% AAV-positiv, sodass geschlussfolgert wurde,
dass Immunsuppression die AAV-Replikation einhergehend mit der Reaktivierung
humaner Herpesviren verstarkt. Des Weiteren konnten mittels Zelltrennung CD3* T-
Lymphozyten als Orte der AAV-Persistenz nachgewiesen werden.'> AAV werden
heutzutage Uberwiegend als apathogene Viren angesehen, jedoch konnte zuletzt
durch Nault et al. eine Assoziation zwischen AAV2 und dem Auftreten von

hepatozellularen Karzinomen festgestellt werden.1516

1.1.1.1 Genom von AAV
Im Laufe der Charakterisierung der AAV wurde AAV2 am intensivsten untersucht.

Deshalb wird das AAV2-Genom als Prototyp im Folgenden beispielhaft vorgestellt.
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AAV?2 hat ein ca. 4,7 Kilobasen (kb) langes Einzelstrang-Desoxyribonukleinséure-
Genom (ssDNA), welches an beiden Enden durch ,inverted-terminal repeats” (ITR)
abgeschlossen wird.>'” Bei diesen handelt es sich um 145 Basen enthaltende, T-
formig aufgebaute Haarnadelstrukturen, welche die fir die Replikation und
Virusverpackung (Assembly) notwendigen cis-Elemente enthalten (s. Abbildung 1).°
Die aulRen anliegenden 125 Basen der palindromischen ITR-Sequenz kdnnen als
Basenpaare (bp) vorliegen und so einen DNA-Doppelstrang formen. Zwei interne
Palindrome der ITR-Sequenz bedingen die typische T-Form.'® Des Weiteren
beinhalten die ITRs jeweils eine Rep-Bindestelle (Rep binding element, RBE) und
eine Terminal resolution site (TRS). Die Rep-Bindestelle wird im Laufe der
Replikation durch die Replikationsproteine 78 und 68 als Interaktionspunkt genutzt,
um an der TRS einen Einzelstrangschnitt durchzufihren, der die Haarnadelstruktur
der ITRs offnet (s. 1.1.1.3).18

=]

T H
B =
€ = G
A-T
G =€
€ =G
G =
G ~g RBE
G = @
C - GGCCTCAGTEAGCGAGCGAGCGCGCRGAGAGGGAGTGGCCAA-3"' OH
T FEEererrgprerer ettt er et tgprrerrrrer el
G - CCGGAGTCAETCGCTCGCTCGCGCGECTCTCCCTCACCGGTTGAGGTAGTGATCCCCAAGGA-5"P
g =@
6 - ¢ t
B = @ TRS
G = €
€ — G
[ G
c -G
G c

A

Abbildung 1: AAV2-ITR Sekundarstruktur. Die Inverted-terminal repeats (ITR) umfassen
145 Basen in einer T-formig aufgebauten Haarnadelstruktur. Die Rep-Bindestelle (RBE)
dient der Bindung von Rep78/68 wahrend der Replikation, um an der Terminal resolution site
(TRS) eine Endonukleation durchftihren zu kénnen. Modifiziert nach Goncalves 2005.°

Zwischen den ITRs befinden sich u.a. (unter anderem) das Replikations- (rep) und
das Kapsidgen (cap). Das Replikationsgen kodiert fir 4 Replikationsproteine (Rep),
wahrend das Kapsidgen fir 3 virale Proteine (VP) und AAP kodiert.
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Abbildung 2: AAV2-Genom nach Stutika et al.?° (A) Dargestellt sind rep- und cap-
Sequenzen von AAV2, die vier Rep-Proteine (Rep78, 68, 52, 40), die drei Cap-Proteine
(VP1, 2, 3) und der AAP-Leserahmen (Assembly activating protein). Die schmalen Linien
stellen die Primartranskripte und die gezackten Linien die Intronsequenzen dar, die
ausgespleil’t werden. Die Pfeile (I") zeigen die drei Promotoren (p5, 19, 40) an.
Stromabwarts vom cap-ORF befindet sich ein Polyadenylierungssignal (PolyA). Beidseitig
abgeschlossen wird das AAV2-Genom durch die ITRs. (B) Durch Stutika et al. konnten 2016
weitere SpleiRvarianten identifiziert werden, deren Grol3e in kDa angegeben ist. SD = Splice-
Donorsite, SA = Splice-Acceptorsite.

Die Namensgebung der 4 Replikationsproteine erfolgte hierbei gemal ihrer molaren
Masse in kilo Dalton (kDa): Rep78, 68, 52 und 40.172 Die Expression von Rep78
und Rep68 wird vom p5-Promoter und die Expression von Rep52 und Rep40 vom
p19-Promoter reguliert. Die pra-mRNA von Rep78 und Rep50 enthalt jeweils ein
Intron, welches am C-terminal kodierenden Bereich lokalisiert ist. In der Regel wird
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die gemeinsame pra-RNA nicht gespleildt, sodass Rep78 und Rep50 gebildet
werden. Seltener kommt es zum SpleiRen und zur Bildung von Rep68 und Rep40.%:22
Zwar steigt der Splei3anteil gegen Ende der Replikation an, jedoch scheint
insgesamt der Grof3teil der p5 und p19-Transkripte nicht gespleil3t zu werden.
Interessanterweise werden 90% der p40-Transkripte wahrend der Replikation
gespleilt.?2 Wahrend Rep78 und 68 u.a. die virale Replikation, die spezifisch-
lokalisierte Integration ins Wirtsgenom und die Regulation zellularer und viraler
Promoter steuern, scheinen die kleineren Rep52 und 40 fur die Akkumulation und
Verpackung einzelstrangiger Genome notwendig zu sein.® Die Transkription von cap
und folglich die Expression der viralen Proteinen 1-3 wird durch den p40 Promoter
gesteuert.?? Hierbei ermdglichen zwei unterschiedliche ,splice acceptor sites” die
Bildung von zwei Transkripten. Das langere Transkript (,minor splice acceptor site®)
beginnt mit einem ATG-Startcodon und kodiert VP1.24 Deutlich haufiger entsteht das
kurzere Transkript (,major splice acceptor site“), welches VP2 und 3 kodiert. Hierbei
wird fur VP2 ein alternatives ACG-Startcodon verwendet. Fur VP3 liegt ein haufiger
initiiertes ATG-Startcodon vor.1%2425 |n der Nahe der cap-ORF flankierenden ITR
befindet sich ein von allen Transkripten genutztes Polyadenylierungssignal.l’” Ein
weiteres Gen, das im cap-ORF lokalisiert ist, ist das sogenannte Assembly-activating
protein Gen (AAP-Gen). AAP ist fir das AAV-Kapsid-Assembly notwendig, da ohne
AAP VP1 - 3 rasch proteosomal degradieren.?® Lediglich bei AAV4 und 5 scheint ein
Kapsidassembly in Abwesenheit von AAP, wenngleich auf niedrigem Niveau,
moglich.?® Neuere RNA-Sequenzierungs-Untersuchungen zeigen weitere
SpleilBvarianten, u.a. ein Rep-VP-Fusionsprotein, welches eine Rolle bei der friihen

AAV-Genexpression spielen konnte.2°

1.1.1.2 Kapsid von AAV

Das AAV-Kapsid ist ikosaedrisch aufgebaut und setzt sich aus den drei viralen
Proteinen (VP) VP1, VP2 und VP3 zusammen. Diese liegen quantitativ im Verhaltnis
1:1:10 zueinander.® 60 Proteine (Kapsomere) bilden das Kapsid, welches tber
Interaktionen mit Zellmembranstrukturen die Aufnahme von AAV in die Wirtszelle
ermoglicht.?” Der Zelltropismus und die damit verbundene Effizienz der
gewebespezifischen Transduktion unterscheiden sich zwischen den einzelnen AAV-
Serotypen. Dies wird tber eine individuelle Beschaffenheit der Serotyp-spezifischen

Kapside vermittelt.?®
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Die Ubereinstimmung der in den Kapsiden enthaltenen Aminosauren liegt zwischen
den Serotypen bei rund 40%, wobei AAV4 und 5 die hdchste Abweichung aufweisen.
Die hochste Aminosauren-Varianz zeigt sich an der fir die Zellinteraktion
zustandigen Kapsidoberflache der verschiedenen Serotypen.? Neutralisierende
Antikorper gegen AAV-Kapside, die in der menschlichen Population eine hohe
Pravalenz zeigen (s. 1.1.1), kdnnen Kreuzreaktionen zwischen den Kapsiden der
Serotypen zeigen.® Allerdings scheint eine gewisse Epitopvarianz vorzuliegen, da
bspw. neutralisierende Antikdrper gegen AAV2-Vektoren keine Wirkung gegen
AAV5-Vektoren aufweisen.?® Den drei viralen Proteinen werden unterschiedliche
Funktionen zugeschrieben. Aufgrund eines einzigartigen, im Kapsidinneren
lokalisierten N-Terminus, der eine Phospholipase-Doméane und weitere essentielle
Sequenzen enthalt, scheint VP1 fur das Verlassen der Endosome sowie das virale
Eindringen in den Zellkern zusténdig zu sein.?%-3? Hierbei scheint die Aktivitat der
Phospholipase A2 (PLA2) von pH-Wert und Temperatur abhangig zu sein (s.
1.1.1.3).3334 Auch VP2 verfiigt Giber einen im Kapsidinneren lokalisierten N-
Terminus.3> Dennoch ist die Rolle von VP2 zurzeit noch unklar, da weder das
Virusassembly noch die Transduktionseffizienz bei Anderung der VP2-Sequenz
durch Insertionen entscheidend beeinflusst wird.2® Aufgrund des quantitativen
Verhaltnisses der viralen Proteine stellt VP3 den Grol3teil des Kapsids dar und

beeinflusst so Zelltropismus und Antigenitat der AAV.

1.1.1.3 Lebenszyklus von AAV

Der Anstieg der Pravalenz von neutralisierenden Anti-AAV-Antikdrpern in der
Kindheit konnte auf eine respiratorische Transmission durch AAV analog zu
Adenoviren hinweisen.'31°> Auch eine sexuelle Transmission durch AAV scheint
moglich.1>37 Fir die Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Wirtszelle scheint der
VP3-Anteil des Kapsids entscheidend zu sein. Hierbei interagieren die Kapside der
verschiedenen Serotypen mit unterschiedlichen Glykanen (Polysaccharide) der
Zelle.3® Dabei erfolgt die Bindung vornehmlich an Sialinsauren und Heparansulfate.3°
Fur die endosomale Zellaufnahme sind Serotyp-spezifische Kofaktoren nétig z.B. fur
AAV?2 u.a. der Hepatozyten growth factor Rezeptor (HGFR), der Fibroblast growth
factor Rezeptor 1 (FGFR-1) und der Laminin Rezeptor.° Bei sinkendem pH-Wert
wird VP1 an der Kapsidoberflache exponiert, sodass uber die Phospholipase Az

Phospholipide der Endosomenmembran hydrolytisch gespalten werden und die Viren
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in das Zytoplasma freigesetzt werden.334! Die nukleare Aufnahme scheint tber
spezifische Regionen des N-Terminus von VP1 und mdglicherweise VP2 vermittelt
zu werden.*? Die AAV-DNA persistiert nach Freisetzung aus dem Kapsid im Zellkern
(Uncoating) episomal oder kann in das Wirtsgenom integrieren.?43 Bei AAV2 erfolgt
die Integration in das Chromosom 19.%* Die Integrationsstelle wird als AAVS1
bezeichnet und besteht aus einer 33 bp umfassenden, der Rep-Bindestelle &hnlichen
Sequenz.'®45 Bedeutend fur eine spezifische virale Integration scheinen der p5-
Promoter und die rep-Gene zu sein.*® In der Latenzphase werden durch die Rep-
Proteine 78 und 68 in Interaktion mit der Rep-Bindestelle die AAV-Promotoren vor
allem (v.a.) der p5-Promoter reprimiert.*” Bei Koinfektion mit einem Helfervirus, wie
z.B. dem Adenovirus, setzt die AAV-Replikation und damit perspektivisch die Zelllyse
ein.*® Auch bei UV-vermitteltem oder toxischem Einfluss auf die Wirts-DNA kann es
in kleinerem Umfang zur AAV-Replikation kommen.° Die ITRs dienen hierbei als
Replikationsstartpunkt (Origin of replication, ORI) (s. 1.1.1.4). Durch die Expression
der frihen adenoviralen Gene, u.a. das Ela-Gen, wird der p5-Promoter aktiviert.*®
Konsekutiv werden die Transkripte des p5 und p19- Promoters amplifiziert. Durch die
hochamplifizierten Rep78 und 68 kommt es zur intrinsischen Verstarkung der
Aktivierung der p19- und p40-Promotoren und zur Reprimierung des p5-Promoters.*2
Weitere relevante adenovirale Helfergene sind E1b55K, E2a und E4orf6. Zudem
verstarkt die viral-assoziierte RNA (VA-RNA) des Adenovirus die AAV-
Proteinexpression.® Nach Expression der AAV-Gene erfolgt die Verpackung der
viralen DNA im Kapsid (Assembly) und die Freisetzung der Viren aus der

Wirtszelle.1®

Wahrend AAV im Rahmen einer adenoviralen Koinfektion hochgradig repliziert, wird
parallel die Replikation der adenoviralen DNA stark reprimiert. So konnte gezeigt
werden, dass AVV im Gegensatz zu durch UV-Licht inaktivierte AAV und AAV-
Vektoren die adenovirale DNA-Replikation inhibieren.*® Ursachlich scheinen
Interaktionen zwischen den adenoviralen Genen und v.a. Rep78 zu sein.>° U.a.
scheint das adenovirale E2a Gen reprimiert zu werden.*® Neueste Erkenntnisse
heben auch die Bedeutung einer regulatorischen Sequenz am 3‘-OH-Ende der AAV-
rep-Gene im Zusammenspiel mit dem AAV-p40-Promoters hervor.>!
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1.1.1.4 Replikationszyklus von AAV
Wie bereits beschrieben, kommt es unter bestimmten Umsténden zur Initiation der
AAV-Replikation (s. 1.1.1.3 und Abbildung 3).

Parentalstrang

- - g

---------- Tochterstrang DNA-Polymerisation und ITR-

. Kein Schnitt Auffaltung
--------------------------- g 2 o e
- T
y TRS Monomer-Turnaround Form
" ‘ Endonuklease-Schnitt an TRS
- a %&; .....
DNA-Polymerisation und ITR-
Auffaltung
T e 4 W B T
Monomer-Extended Form
K ITR-Bildung
e A S e R R S S R
- Strangtrennung und DNA-
. Polymerisation
S—— e LU PP LLL L LT PP >
Dimer- "."
St t dITR-
AufiBsung + rangtrennung un

Bildung

Abbildung 3: AAV-Replikationszyklus. Startpunkt der Replikation ist das 3‘-OH-Ende einer
ITR. Nach Synthese des Tochterstranges unter Auffaltung der gegenuberliegenden ITR
entsteht die Monomer-Turnaround Form, die durch Rep78/68 an der TRS geschnitten wird,
sodass der Rest der DNA-Sequenz synthetisiert werden kann (Monomer-Extended Form).
Aus der Monomer-Extended Form entstehen unter ITR-Bildung zwei Einzelstrdnge. Es
kommt entweder zur erneuten DNA-Polymerisation am 3‘-OH-Ende der ITR oder zur
Ausbildung der zweiten ITR am gegentiberliegenden Strangende und zur anschlieBenden
Kapsidverpackung des Stranges. Erfolgt kein Schnitt an der TRS bildet sich die Dimer-
Turnaround Form, die bei Endonukleation in zwei Monomere tbergehen kann. Modifiziert
nach Goncalves 2005.%°

Die Replikation startet an einem 3‘-OH-Ende einer ITR. Dieses wird von einer
zellularen DNA-Polymerase als Primer genutzt.52%2 Im Folgenden kommt es zur
Synthese des Tochterstranges und zur Auffaltung der Haarnadelstruktur der
gegenuberliegenden ITR. Zu diesem Zeitpunkt weist die Sequenz einen
durchgehenden Doppelstrang auf. Dieser ist an einem Ende kovalent geschlossen
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und wird als Monomer-Turnaround Form bezeichnet.>* Aufgrund einer parallelen
Expression der Rep-Proteine 78 und 68 kommt es zur Interaktion mit der Rep-
Bindestelle und durch die Endonuklease-Funktion von Rep78 und 68 zum
Einzelstrangschnitt an der Terminal resolution site.> Da so ein neues 3‘-OH-Ende
entstanden ist, kann dieses als zweiter Primer genutzt werden, sodass die DNA-
Polymerase den Rest der DNA-Sequenz in einen Doppelstrang tberfihren kann.>* In
diesem Zustand wird die Sequenz als Monomer-Extended Form bezeichnet. Die ITR-
Regionen von Tochterstrang und Parentalstrang konnen die Haarnadelstrukturen
ausbilden und die Einzelstrange daraufhin in Kapside verpackt werden. Des
Weiteren kdonnen die Einzelstrénge aus der Monomer-Extended Form durch erneute
DNA-Polymerisation ausgehend vom 3’OH-Ende einer neu gefalteten ITR in die
Monomer-Turnaround Form tbergehen.® SchlieR3lich kommt bei ausbleibendem
Schnitt an der Terminal resolution site durch fortlaufende DNA-Synthese eine Dimer-
Turnaround Form vor, welche 2 Genome und eine intrinsische ITR enthalt. Aus
dieser kbnnen durch die Endonuklease-Funktion von Rep78 und 68 erneut zwei

Monomere entstehen.1®

1.1.1.5 AAV-Serotyp 5

AAVS5 wurde erstmals 1984 von Bantel-Schaal und zur Hausen beschrieben. Das
Material eines menschlichen Kondyloms wurde in eine humane Fibroblastenkultur
inokuliert. Unter Adenovirus Typ 12 Koinfektion konnte ein neuartiger AAV gewonnen
werden, der anschlieRend als AAV5 bezeichnet wurde.” Im Gegensatz zu anderen
AAV-Serotypen, bei denen eine positive Serokonversion (Nachweis von IgG) im
Kindesalter nachgewiesen werden kann, scheint die AAV5-Serokonversion zwischen
dem 15. und 20. Lebensjahr analog zur HSV-Serokonversion stattzufinden.>¢ Somit
liegt die Vermutung nahe, dass HSV als natirlicher Helfervirus von AAV5 fungiert.>’
Im Vergleich zu anderen Serotypen zeigt AAV5 mit Uber 60% die héchste
Aminosaurenvarianz des Kapsids.® Mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse konnte
gezeigt werden, dass das AAV5-Kapsid im Vergleich mit Kapsiden anderer
Serotypen einzigartige variable Regionen (VR) der Kapsidoberflache aufweist.>®
Hierbei wurden die VRII und VRIX identifiziert. Diese scheinen im Rahmen der
Transduktionseffizienz und antigenetischen Eigenschaften der AAV relevant zu sein
und konnten bspw. zur Erklarung unterschiedlicher Zelltropismen und fehlenden

Kreuzreaktionen von neutralisierenden IgG zwischen AAV2 und AAV5 beitragen (s.
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1.1.1.2). Daruiber hinaus scheint das AAV5-Kapsid eine kurzere HI-Schleife
aufzuweisen, welche sich so von der in allen anderen Serotypen gleich ausgepragten
HI-Schleife unterscheidet.>® Die an der Zelloberflache lokalisierte HI-Schleife
wiederum scheint eine wichtige Rolle beim Kapsid-Assembly und bei der
Genomverpackung der AAV zu spielen.3* Wie bei den meisten Serotypen, erfolgt
auch bei AAV5 eine Glykan-vermittelte Zellaufnahme (s. 1.1.1.3). AAV5 bindet
hierbei an zellulare N-glykosylierte Sialinsauren (a2-3 und a 2-6 N-linked sialic
acid).3839 Als Korezeptor der Internalisierung fungiert bei AAV5 der Platelet-derived
growth factor Rezeptor.®° Zelltropismen von AAVS5 sind fir Lunge, Leber und Epithel
der Retina beschrieben.®1-63 Aufgrund dieser Bandbreite an moglichen Zielstrukturen

bietet AAVS als Vektor eine Diversitat an gentherapeutischer Verwendung (s. 1.1.2).

1.1.2 AAV als gentherapeutischer Vektor

Die ersten AAV-Vektoren wurden in den 1980er Jahren erfolgreich im Zellmodell
erprobt. Seitdem wurde die Gentherapie mit AAV-Vektoren stetig weiterentwickelt
und weist viele Vorteile auf. Aufgrund des unterschiedlichen Zelltropismus der
einzelnen AAV-Serotypen bietet der Einsatz von rekombinanten Adeno-assoziierten
viralen Vektoren (rAAV) viele Mdglichkeiten (s.u.). Des Weiteren ermdglicht die
individuelle Beschaffenheit der Kapsidoberflachen der verschiedenen Serotypen
einen Schutz vor Markierung und anschlieRender Degradation durch die am
weitesten verbreiteten Anti-AAV2-1gG-Antikdrper. Wie beschrieben ist der AAV-
Wildtyp weitgehend apathogen, was AAV-Vektoren fur einen sicheren Einsatz am
Menschen pradestiniert. Da den rAAV im Gegensatz zum Wildtyp-Virus die Rep-
Proteine und der p5-Promoter fehlen, liegt der Grof3teil der Vektor-DNA episomal vor,
auch wenn ein sehr geringer Anteil spontan und zuféllig zu integrieren scheint.®46
Dies bedingt eine ebenfalls geringe Kanzerogenese-Wahrscheinlichkeit.®* AAV-
Vektoren vom Typ 1, 2, 5, 8 und 9 wurden bereits sicher am Menschen in klinischen
Phase I/ll Studien getestet.®* Weiterhin sind rAAV physikochemisch stabil und
kénnen unproblematisch aufgereinigt werden.®® Da ausschlieRlich ruhende Zellen
von AAV infiziert werden, resultiert eine langanhaltende und stabile Genexpression.5¢
Rekombinante AAVs beinhalten im Gegensatz zu den Wildtyp-Viren nicht den rep-
und cap-ORF. Zwischen den fur die Replikation und DNA-Verpackung essentiellen
viralen ITRs befindet sich stattdessen ein beliebiges Gen. Allerdings darf dieses nicht

grolRer als 4,5 kb sein, was jedoch fur viele cDNA-Sequenzen (komplementare DNA,
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gewonnen aus mRNA durch reverse Transkription) ausreicht. Da den Vektoren rep
und cap fehlen, werden zur rAAV-Herstellung diese bspw. in Form von Plasmiden
bereitgestellt, die in verschiedene Zellsysteme (s. 1.2) transfiziert werden. Hierbei
enthalten die Plasmide Adenovirus-Helfergene und die AAV-Gene rep und cap (s.
1.2.2). Um die Anwendungsmoglichkeiten der AAV-Vektoren zu erweitern, kbnnen
AAV2-ITRs und rep-Gene mit dem cap-ORF anderer Serotypen kombiniert
(Pseudotypisierung) und Modifikationen durch zielgerichtete Mutagenese des cap-
ORF an den Kapsiden vorgenommen werden.®” Anwendungsfelder bieten AAV-
Vektoren zurzeit in verschiedenen Bereichen. So gelang 2011 ein Durchbruch in der
Therapie der Hamophilie B. Durch eine einzige Infusion einer rAAV-LOsung mit
AAV8-pseudotypisierten-AAV2-Vektoren konnten die Faktor IX Werte von einigen
Patienten der Studie soweit angehoben werden, dass die regelmalige,
prophylaktische Faktorexposition beendet werden konnte.®® Des Weiteren stand eine
zugelassene, wenngleich wenig verwendete Behandlung mit AAV1-Vektoren fur
Patienten mit familiarer Lipoproteinlipase-Defizienz zur Verfiigung.®® Auch fir die
Leber‘sche kongenitale Amaurose wurde eine erfolgreiche Gentherapie mit Hilfe
einer einmaligen subretinalen Injektion eines AAV2-Vektors etabliert, die eine
langfristig stabile Visusverbesserung der Patienten zeigte.”

Vielversprechende weitere klinische und tierexperimentelle Versuche, kénnten in der
Zukunft die Therapien u.a. neuromuskularer Erkrankungen wie Muskeldystrophie
Duchenne, cystische Fibrose sowie Stoffwechselkrankheiten wie Morbus Pompe
grundlegend verandern.’*’3 Wie bereits beschrieben, weisen AAV5-Vektoren einen
Tropismus fur Lunge, Leber und Epithel der Retina auf. Die Verpackungsgréf3e von
AAV2 und AAVS5 scheint vergleichbar und erméglicht somit die Verpackung
entsprechender Gene.>® So konnte gezeigt werden, dass durch Verabreichung eines
AAV5-Vektors mit dem Gen eines regulatorischen Proteins (Smad7) bei kornealer
Vernarbung beim Hasen mit TGF-B-Mangel, z.B. in Folge von Trauma oder Infektion
des Auges, eine korneale Vernarbung verhindert werden kann.”* Des Weiteren
zeigen rAAV5 eine hohere Transduktionseffizienz von verletztem murinem
Ruckenmark als rAAV2.7> SchlieBlich weisen AAV5-Vektoren im Vergleich zu AAV2-
Vektoren eine divergente Kapsidoberflache und damit einen anderen Zelltropismus

und eine andere Antigenitat auf (s. 1.1.1.5).
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1.2 Herstellung von AAV-Vektoren

1.2.1 Herstellung von AAV-Vektoren in Saugerzellen

Der Ursprung der Herstellung von AAV-Vektoren liegt in Saugerzellen, wobei
besonders die adharent kultivierten HeLa-Zellen und HEK 293-Zellen genutzt werden
(s. 2.2.3.2 und 2.2.3.3). Wie schon beschrieben bedarf es fiir die Vektorproduktion
dreier integraler Bestandteile: 1. ein rep und cap tragendes Plasmid, 2. ein Plasmid
mit von AAV-ITRs flankiertem Transgen sowie 3. ein Plasmid mit Helfervirusgenen,
die die AAV Replikation steuern (s. 1.1.1.3). Als Helferviren kbénnen z.B. Adeno- oder
auch Herpes simplex Viren fungieren. Bei Adenoviren wurden E1A, E1B55K, E2A
und E4ORF6 sowie die viral-assoziierte RNA (VA-RNA) als Helfergene identifiziert.®
Helferfunktionen kdnnen ebenfalls durch HSV-1 Replikationsproteine, wie den
Helikase/Primase-Komplex (kodiert durch die UL5, UL8 und UL52-Gene),
tibernommen werden.® Allerdings zeigte sich die Produktionsausbeute von Vektoren
auf Basis dreier transfizierter Plasmide nicht zufriedenstellend.

Nach heutiger Ansicht stellt das Produktionsmodell von Grimm et al. 1998 den bis
dato entscheidenden Durchbruch hinsichtlich Vektorausbeute dar. Das auf HEK-293-
Zellen beruhende Modell, in dem zwei Plasmide kotransfiziert werden, wird bis heute
als Goldstandardverfahren in der AAV-Vektorproduktion angesehen. Genutzt wurde
ein neuartiges Plasmid, pDG, welches rep und cap sowie die adenoviralen
Helfergene E2A, E4 und VA enthélt. HEK-293-Zellen (s. 2.2.3.3) wurden mit pDG
und einem weiteren Plasmid, welches das von den ITRs flankierte Transgen enthélt,
transfiziert. Durch die Kotransfektion von Transgen und adenoviralen Helfergenen
konnte eine effektive Vektorproduktion erzielt werden.’® Nachteil der Produktion von
rAVV in Saugerzellen ist v.a. deren adharentes Wachstum, was eine Skalierung der
AAV-Vektorproduktion fir die klinische Anwendung limitiert. So sind bis zu 10% rAAV
pro Patient fur die systemische Applikation beim Mensch notig.”” Lésungsansétze
bieten hier modifizierte Sdugerzellsysteme, die in Suspension kultiviert werden
kénnen oder die im Folgenden beschriebene Produktion von rAAV in

Insektenzellen.6.77

1.2.2 Herstellung von AAV-Vektoren in Insektenzellen
Insektenzellsysteme zur Produktion von rekombinanten Proteinen bieten
entscheidende Vorteile. Die Inkubation kann gegentiber Saugerzellsystemen

energiesparend bei niedrigen Temperaturen erfolgen. Zudem wird keine Zufuhr von
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CO2 benotigt. Fur die klinische Anwendung mussen AAV-Vektoren ohne den Zusatz
von fetalem Kéalberserum (FCS) produziert werden, da u.a. ein Kontaminationsrisiko
des FCS durch Mykoplasmen droht. Ein grundsatzlicher Vorteil der Insektenzellen
besteht darin, dass diese auch FCS-frei kultiviert werden kdnnen. Insgesamt kdnnen
so kostengiinstig grol3e Mengen an rekombinanten Proteinen produziert werden. Fur
die Herstellung von rAAV in Insektenzellen werden rekombinante Baculoviren als
Helferviren genutzt. Bei rekombinanten Baculoviren handelt es sich u.a. um Derivate
des Autographa californica nuclear polyhedrosis Virus, das hauptsachlich
Mottenlarven infiziert. Die Virionen des Autographa californica nuclear polyhedrosis
Virus kommen in zwei Zustanden vor - als Occlusion Derived Virus (ODV), der fir die
initiale Infektion des Wirtes essentiell ist, und als Budding Virus (BV), der bei Zelllyse
freigesetzt wird und die weitere Infektion innerhalb des Wirtes vermittelt.”® Aus den
ODV konnen sich grol3ere Okklusionskorper (OB) bilden, die mit vielen Partikeln
gefullt sind und hauptséachlich aus Polyhedrin-Proteinen bestehen.’”® Die beiden
Formen unterscheiden sich in ihrer Lipidhtille. Die BV-Hulle entstammt der
Zellmembran und die ODV-Hiuille der Kernmembran lysierter Zellen.”® Die
Genomgro63e innerhalb der Baculovirus-Gruppe ist divers und kann zwischen 80 bis
180 kb liegen. Dabei enthélt die zirkulare, doppelstrangige Supercoiled-DNA
zwischen 90 bis 180 Gene.”®8° 1970 gelang es erstmals Baculoviren in
Insektenzelllinien zu vermehren.8! Diese stammen von Ovarialzellen des Nachtfalters
Spodoptera frugiperda (Sf9-Zellen) und kénnen ohne CO2 und in FCS-freiem
Medium sowohl adharent als auch mit hoher Zelldichte in Suspension gezichtet
werden. Zusammengefasst bietet das Baculovirus-Insektenzellsystem neben der
Kultivierung der Zellen in Suspension eine hohe Ausbeute an rekombinanten
Proteinen und posttranskriptionellen Modifikationen, die denen in Saugetierzellen zu

einem GroRteil entsprechen.®®

1.2.2.1 Entwicklung des Baculovirus-Insektenzellsystems zur rAAV-Produktion
2002 gelang es Urabe et al. erstmals signifikante Ausbeuten an rAAV2 aus Sf9-
Zellen zu gewinnen, die mit drei rekombinanten Baculoviren infiziert worden waren.
Hierbei wurde je ein Baculovirus fur AAV rep (kodierend fiir Rep 78 und 52), fir AAV
cap (kodierend fiir VP1-3) sowie fir ein ITR-flankiertes Transgen benotigt.”” Als
problematisch erwies sich die Stabilitat der verwendeten Baculoviren, da sich die

Genexpression Uiber mehrere Passagen kontinuierlich verringerte.8? Ursachlich war
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eine abnehmende Rep78- und Rep52-Expression, die sich durch eine Duplikation
der rep kodierenden Sequenzen innerhalb des rep tragenden Baculovirus-Genom
erklaren liel3. Innerhalb des rep tragenden Baculovirus-Genom lag je eine Sequenz
fur die Expression von Rep78 und Rep52 vor. Smith et al. konnten das System 2009
vereinfachen und beziglich der Vektorausbeute verbessern, indem ein Baculovirus
erstellt wurde, das sowohl modifizierte rep- als auch cap-Gene beinhaltete.®3 Durch
die Modifikation von rep, wobei nun Rep78 und Rep52 von einer gemeinsamen
MRNA translatiert wurden, konnte eine stabile Rep und VP-Expression tber 8

Passagen erzielt werden.83

1.2.2.2 Das OneBac-System nach Aslanidi und Mietzsch

Eine alternative Methode der Baculovirus-basierten Produktion von rAAV in
Insektenzellen wurde von Aslanidi et al. 2009 beschrieben. Hierbei wurden zunachst
stabile Sf9-Zelllinien mit Plasmiden fur rep und cap generiert. Nur bei Infektion mit
einem die AAV-ITRs und das Transgen tragendem Baculovirus (Bac-GOlI, Gene of
interest), kam es daraufhin zur Bildung von rAAV2.84 Bac-GOI enthélt hierbei den
immediate-early trans-regulator, dessen Genprodukt IE-1 die Transkription von rep
und cap uber die homologe Region 2 des Autographa Californica Nucleopolyhedro-
Virus aus der Baculovirus-Familie steuert (s. 1.2.2.2.4).8* Der entscheidende Vorteil
des OneBac-Modells ist, dass die Infektion der Sf9-Zellen deutlich erfolgreicher
verlauft, wenn nur ein Baculovirus (Bac-GOIl) verwendet wird, da in den vorherigen
Modellen die Wahrscheinlichkeit einer parallelen Infektion durch 3 Baculoviren pro
Sf9-Zelle bei nur 1,1% lag und somit nur geringe Mengen an Vektoren gewonnen
werden konnten.®* Die bisher etablierten rAAV-Produktionssysteme werden u.a. an
der Zahl genomischer Partikel, die pro Produktionszelle gewonnen werden (Burst
Size), beurteilt. Im AAV2-basierten Saugerzellsystem mit HEK-293 Zellen konnten
bislang bis zu 2 x 10° genomische Partikel pro Zelle gewonnen werden.8 Im von
Urabe et al. 2002 beschriebenen AAV2-basierten Sf9-Zellsystem mit 3 Baculoviren
lagen die Burst Sizes bei bis zu 5 x 10* genomische Partikel pro Zelle.”” Aslanidi et
al. konnten 2009 im AAV2-basierten OneBac-System die Vektorausbeute mit 1,4 x
10° genomische Partikel pro Zelle steigern.®* Im weiteren Verlauf konnten 2014 durch
Mietzsch et al. stabile Sf9-Zelllinien fir die rAAV-Produktion der AAV-Serotypen 1-12

etabliert werden.® Hierbei wurde AAV2 cap durch cap des jeweiligen Serotyps
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ersetzt.® Gegentuiber dem HEK-293-Zellsystem konnten vergleichbare oder hohere

Burst Sizes mit bis zu 5 x 10° genomische Partikel pro Zelle erreicht werden.®

1.2.2.2.1 OneBac: Plasmide

Fur das OneBac-System werden zwei pIR-Plasmide verwendet, die stabil in Sf9-
Zellen unter Blasticidin-Selektion integriert wurden. pIR-Rep78-AAV2-hr2-RBE*
enthalt rep fur die Expression von Rep78 und 52 und wurde bei der Herstellung aller
Serotypen verwendet. pIR-Cap-AAV2-RBE* enthalt cap fur die Expression von VP1,
2, und 3 und wurde spezifisch fur die einzelnen Serotypen modifiziert, indem cap von
AAV2 gegen cap des jeweiligen Serotyps getauscht wurde.

Die pIR-Plasmide enthalten neben rep und cap weitere fir die AAV-Produktion
unerlassliche Sequenzen. Hierbei sind die hr2-09-Sequenz (im weiteren Verlauf als
hr2 bezeichnet), die Rep-Bindestelle und der Polyhedrin-Promoter hervorzuheben.
Die besondere Bedeutung von hr2 zeigt sich daran, dass bei Sf9-
Produktionssystemen, in denen die Transkription von rep und cap lediglich mit
stromaufwarts lokalisierten baculoviralen Promotern wie z.B. dem Polyhedrin-
Promoter gesteuert wird, keine suffiziente AAV-Produktion (bei baculoviraler
Infektion) moéglich wird. Die Polyhydringene werden in der Spatphase der
baculoviralen Replikation durch Aktivierung der Polyhydrin-Promoter
hyperexprimiert.”® Folglich bedarf es zur gezielten Expression von rep und cap in
einem divergenten Insektenzell-Baculovirus-Umfeld zusatzlicher spezifischer
Transkriptionsaktivatoren. Im Baculovirusgenom sind 8 homologe Regionen, welche
als Replikationsstartpunkte und Transkriptionsaktivatoren fungieren, bekannt.6-:87
Hierbei wurde von Aslanidi et al. die homologe Region 2 mit einer zusatzlichen IE-1-
Bindestelle modifiziert und schlieRlich erfolgreich genutzt.8* Zusammenfassend
kommt es bei baculoviraler Infektion durch Bindung des IE-1 Protein an hr2 zur
Aktivierung der Polyhedrin-Promoter, wodurch die zielgerichtete Transkription der auf
den pIR-Plasmiden stromabwarts lokalisierten rep und cap erfolgen kann.8

Die Rep-Bindestelle (RBE) wurde entsprechend der in den AAV-ITRs vorkommenden
RBE in die Plasmide kloniert. Hierbei kommt es einerseits durch Bindung von Rep78
an RBE zur p19-Promoter-Aktivierung, andererseits scheint die Rep-vermittelte
Aktivierung der RBE eine Amplifikation der nachgeschalteten rep- und cap-tragenden

Sequenzen und damit eine Verstarkung von deren Expression zu bewirken.
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Durch den Einsatz von RBE konnte im OneBac-System nach Aslanidi et al. v.a. die
Expression des p19-Promoters und im Folgenden die Expression von Rep52
gesteigert werden.®* Des Weiteren weisen die pIR-Plasmide Gene fir eine Ampicillin-
und Blasticidinresistenz auf. Das Blasticidinresistenzgen, welches fir das
Selektionsverfahren transfizierter Sf9-Zellen essentiell ist, wird hierbei vom EM7 und
OplE1Promoter aktiviert (s. 2.2.3.1.5).
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Polyhedrin Promoter

Ampicillin Resistenz (bla) S |
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Abbildung 4: OneBac: pIR-Plasmide. Die pIR-Plasmide enthalten die rep- oder cap-ORFs, die durch einen vorgeschalteten Polyhedrin-Promoter
gesteuert werden. Das Ampicillin-Resistenzgen (bla) erméglicht das Wachstum von transfizierten Sf9-Zellklonen in Ampicillin-haltigem Medium.
Das Blasticidin-Resistenzgen ermdglicht die Selektion von transfizierten Sf9-Zellklonen. Die homologe Region 2 (hr2) in Interaktion mit dem
baculoviralen Faktor IE-1 aktiviert die Polyhedrin-Promotoren und somit die Rep- und Cap-Expression. Die Rep-Bindestelle erhéht die Synthese
der Rep- und Cap-Proteine. EM7- und OplE1-Promoter steuern die Expression der Blasticidin Resistenz. Die pUC Ori-Sequenz fungiert als
Replikationsstartpunkt (ORI, englisch origin of replication), die OplE2 PolyA-Sequenz als Polyadenylierungssignal (PolyA).
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1.2.2.2.2 OneBac: rep- und cap-Open Reading Frames (ORF)
Der rep-ORF enthalt rep78 und 52 und wird Uber den vorgeschalteten Polyhedrin-

Promoter kontrolliert. Die rep52-Sequenz wird Gber den internen AAV p19-Promoter

reguliert.
Poly. p19 Poly.
mE e e )
RBE RBE
\L ACG l
Rep78 4 B VP1 A = >
Rep52 q b VP2 —— = P
VP3 ——— 4
AAP L 5

Abbildung 5: OneBac modifiziert nach Mietzsch et al.5: AAV2 rep- und AAV5 cap-ORF.
Dargestellt sind die auf den pIR-Plasmiden enthaltenen Open-reading frames (ORF) der
Replikations- und Kapsidgene von rAAV5 und die zwei Rep-Transkripte (Rep78, 52) sowie
die drei Cap-Transkripte (VP1, 2, 3) und das AAP-Transkript. Die Startcodons von VP2 und 3
entsprechen den urspriinglichen Startcodons der Wildtypvirus-DNA, wahrend das Startcodon
von VP1 zu ACG mutiert wurde, um das quantitative Kapsidprotein-Verhaltnis zu wahren.
Die schmalen Linien stellen die Primartranskripte dar. Die Pfeile (I) zeigen die Promotoren
(Polyhedrin- und p19-Promoter) an. Die Polyhedrin-Promoteren steuern die Transkription der
gesamten rep- und cap-Sequenz, wahrend der p19-Promoter die Expression von Rep52
regelt. Vorgeschaltet sind den ORFs das Blasticidin-Resistenzgen (bsd), die hr2-Sequenz
und die RBE-Sequenz.

Das cap-Gen, das fir VP1, 2 und 3 kodiert, wird vom heterologen Polyhedrin-
Promoter kontrolliert. VP2 und 3 besitzen hierbei das Wildtyp-Startcodon, wahrend
das Startcodon von VP1 von ATG zu dem schwachen Startcodon ACG mutiert
wurde, um aufgrund des fehlenden alternativen Splicings das relative

Mengenverhaltnis der VP zu erhalten.””

1.2.2.2.3 OneBac: Rekombinantes Baculovirus — Bac-rAAV-GFP

Essentiell fur die Produktion von rAAV ist im Insektenzellsystem das Baculovirus.
Dieses enthélt einerseits das rAAV-Genom (rAAV-Kassette) inklusive der fur die
Replikation notwendigen ITRs und andererseits als Transgen ein unter der HCMV
Enhancer und Chicken Beta Aktin (CBA) Promoterkontrolle stehendes green
fluorescent Protein (GFP). Im weiteren Verlauf wird das rekombinante Baculovirus
des OneBac-Systems deshalb als Bac-rAAV-GFP bezeichnet. Das Baculovirus IE-1-

Gen ist, wie im folgenden Abschnitt beschrieben, fur die rAAV-Replikation
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unerlasslich (s. 1.2.2.2.4). Neben GFP enthalt die rAAV-Kassette einen Baculovirus-
spezifischen p10-Promoter, der die GFP-Expression/ Transgenexpression wahrend
der Infektion von Sf9-Zellen mit Baculoviren erméglicht.”” Hierbei aktivieren

baculovirale und zellulare Proteine den p10-Promoter.

OneBac: rAAV-Kassette

278 98 717 592 112
=1 - - - —
ITR CBA p10 GFP WPRE bGH ITR

Abbildung 6: OneBac: rAAV-Kassette. Dargestellt ist die in den rekombinanten Baculoviren
enthaltene rAAV-Kassette. Die Sequenzlange der einzelnen regulatorischen Elemente ist
Uber den Elementen in Basenpaaren visualisiert. Die rAAV-Kassette enthalt den Chicken
Beta Aktin Promoter (CBA) und den p10-Promoter, die die Expression von GFP in
Saugerzellen (CBA) und Insektenzellen (p10) erhéhen. Wahrend das Woodchuck hepatitis
virus posttranscriptional regulatory Element (WPRE) die GFP-Expression erhoht, stabilisiert
das Bovine growth hormone (bGH)-Polyadenylierungssignal die bei der Transkription
entstehende mRNA durch Polyadenylierung.

Des Weiteren enthélt die rAAV-Kassette das Woodchuck hepatitis virus
posttranscriptional regulatory Element (WPRE). WPRE verstérkt als cis-aktives RNA
Element posttranskriptionell u.a. RNA-Polyadenylierung und Translation.®* WPRE
erhdht dadurch die Expression von Transgenen — in diesem Fall von GFP — sowohl
bei Infektion mit Baculoviren als auch nach rAAV-Transduktion von Saugetierzellen.*
Schlief3lich weist die AAV-Kassette ein Bovine growth hormone (bGH)-
Polyadenylierungssignal auf. Dieses erhoht Gber Polyadenylierung u.a. die mRNA-

Stabilitat gegenliber Nukleasen und sichert so die Genexpression.%:

1.2.2.2.4 OneBac: Vektor-Produktion

Bei Infektion der stabilen Sf9-Zellen mit Bac-rAAV-GFP kommt es zur Expression
des baculoviralen friihen IE-1-Gens. Das IE-1-Protein dimerisiert, interagiert mit der
hr2-Segeunz und aktiviert die Polyhedrin-Promoter, was wiederum die Transkription
von rep und cap induziert. Es gibt Hinweise, dass der Polyhedrin-Promoter durch
eine vom Baculovirus exprimierte a-Aminitin-resistente RNA-Polymerase transkribiert
wird und dabei zellulare Faktoren, wie das 30 kDa grof3e Polyhedrin-Promoter-
bindende Protein, involviert sind.®?% Das gebildete Rep78 bindet die Rep-Bindestelle
und aktiviert den p19-Promoter mit konsekutiver Erhéhung der Rep52-Expression.
Zellulare DNA-Polymerasen amplifizieren die rAAV-Kassette. In Abhangigkeit von

Rep78 kommt es zur Bildung der ITR-flankierten Einzelstrang-rAAV-Genome (s.

31



1.1.1.4), die daraufhin mit Unterstiitzung von Rep52 in Kapside verpackt werden. Die
Baculovirus-abhangige Induktion des p10-Promoters fiihrt parallel zur Bildung von

GFP, sodass die infizierte Sf9-Zellsuspension sich zunehmend griin farbt.%

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Bedeutung von AAV5-Vektoren in der Gentherapie ist integral. Folglich besteht
die Notwendigkeit einer effizienten Produktion an infektiosen und sicheren Vektoren.
Im Rahmen der Arbeiten von Mietzsch et al. stellte sich heraus, dass fur die
Serotypen rAAV4 und rAAV5 zwar hohe Ausbeuten an Vektoren erzielt werden
konnten, diese aber nur eine geringe Infektiositat aufwiesen und damit in der
klinischen Anwendung keinen Nutzen bieten wiirden.® Damit bestand der dringende
Bedarf einer Optimierung der AAV5-Vektorproduktion. Um dieses Ziel zu erreichen,
entstand die Uberlegung, ein modifiziertes AAV5-cap tragendes Plasmid zu klonieren
und mit einem AAV2-rep tragendem Plasmid in Sf9-Zellen zu transfizieren. Die
Infektion der generierten, stabilen Sf9-Zellen mit Baculoviren wiederum wirde die
Produktion von optimierten, hochinfektiosen AAV5-Vektoren ermdglichen und somit
ein fur die klinische Anwendung optimiertes rAAV5-Produktionssystem (OneBac2.0)

etablieren.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Antibiotika/ Antimykotika

Antibiotic-Antimycotic
(100X)

Ampicillin

Amphotericin B

Blasticidin

Penicillin

Streptomycin

2.1.2 Antikorper

Primarantikdrper

Antibiotischer Ansatz der Firma Gibco, der Amphotericin
B, Penicillin und Streptomycin beinhaltet und
Zellkultursuspensionslésungen hinzugegeben wird, um
bakteriellen und mykotischen Kontaminationen
vorzubeugen

Antibiotikum; Ampicillin behindert als Beta-Laktam
Antibiotikum die Neubildung der bakteriellen Zellwand
durch irreversible Blockade der D-Alanin-Transpeptidase
und wirkt somit bakteriostatisch

Antimykotikum; Amphotericin B wirkt antimykotisch durch
eine Erhéhung der Zellmembranpermeabilitat durch eine
Interaktion mit Ergosterin, welches als Membranprotein in
Pilzzellen vorkommt

Blasticidin bindet an tRNA an der P-Stelle von
Ribosomen und hemmt so die Proteinsynthese von Pro-
und Eukaryonten

Antibiotikum; Penicillin wirkt als Beta-Laktam Antibiotikum
analog zu Ampicillin bakteriostatisch

Antibiotikum; Streptomycin interagiert mit der 30S
Untereinheit der prokaryontischen Ribosomen und hemmt
so die bakterielle Proteinsynthese

Maus monoklonaler Antikorper (mAb) gegen AAV2 PROGEN

Cap (B1)

Maus monoklonaler Antikorper gegen AAV2 Rep (303.9) PROGEN

Sekundarantikdrper

Peroxidase-gekoppelter Ziege anti Maus Antikdrper Dianova
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2.1.3 Bakterien

E.coliHB101 Bei Typ HB101 handelt es sich um einen Hybrid zwischen

E.coli K12 und E.coli B

Genotyp: supE44, ara14, galk2 lavY1 A(gtp-proA)62

rpsL20(Strr) xyl-5 mtl-1 redA13 A(mcrC-mar) HsdS-(r-m-)

2.1.4 Chemikalien

Agar

Agarose NEEO Ultra-Qualitat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin-Natriumsalz
Antibiotic-Antimycotic
Bacto™ BBL Yeast-Extract
Bacto™ Trypton

Blasticidin

Bromphenolblau
Calciumchlorid

Cellfectin 1l Reagent
Chloroform
Dinatriumhydrogenphosphat
DMSO (Dimethylsulfoxid)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) +
GlutaMAX™.-|
Entwicklerlésung

Essigsaure 100%

Ethanol (> 99,8%)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fetales Kéalberserum (FCS)
Ficoll Typ 400

Fixierldsung

Formaldehyd 37%

Glycerin (86%)

Glycin

AppliChem
Roth
Sigma
Roth
Gibco
AppliChem
AppliChem
Invitrogen
Roth
Sigma
Invitrogen
Roth

Roth

Roth
Gibco

Agfa
Roth
Roth
Roth
Gibco
Sigma
Agfa
Roth
Roth
Roth
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Isopropanol (2-Propanol)
2-Mercaptoethanol

Methanol

Midori Green Advance

Milchpulver

Natriumcarbonat

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS, 20%)
Natriumhydroxid

Neutralrotldsung

N-Laurylsarcosylat
Penicillin-Streptomycin (10.000 pg/ml)
Roti®-Phenol/C/I

Rotiphorese® Gel 30

Saccharose

Salzsaure

Sf-900™ Medium 1,3 X

Spodopan Insektenzellmedium
TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Triton® X 100

Tween® 20

2.1.5 DNA

Ultrapure dNTP Set
Oligonukleotide (s. Tab. 1)
Plasmide (s. Tab 2)

Roth
Roth
Roth
Nippon
Roth
Merck
Merck
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
Biochrom
Roth
Roth
Roth
Roth
Gibco
PAN
Roth
Roth
Roth
Roth

PegLab
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Tabelle 1: Oligonukleotide

Name Sequenz Herkunft

BGA-1 CTAGAGCTCG CTGATCAGCC Im Labor
vorhanden

BGA-2 TGTCTTCCCA ATCCTCCCCC Im Labor
vorhanden

VP1-Intron AATTAAAGAT CCGCCACCAT GTCTTTTGTT MWG-
GATCACCCTC CAGGTAAGTA CTCCCTATCA

Fwd GTGATAGAG Biotech/
Eurofins
Genomics
VP1-Intron ATTACTGCAG GCTCTTCGAA TCTGAAACAA MWG-
TAGGAAGGGA GTGG )
Rev Biotech/
Eurofins
Genomics
VP2/3 AATTAAGAAT TCGCTCTTCG ATTGGTTGGA MWG-
AGAAGTTGGT GAAGG )
Fwd Biotech/
Eurofins
Genomics
PA-1 AATTAATGAT CAGATACATT GATGAGTTTG Im Labor
GAC
vorhanden

Artifizielles GTAAGTACTC CCTATCAGTG ATAGAGATCT Chen et al.®
ATCATGGAGA TAATTAAAAT GATAACCATC
TCGCAAATAA ATAAGTATTT TACTGTTTTC
Chen% GTAACAGTTT TGTAATAAAA AAACCTATAA
ATATTCCGGA TTATTCATAC CGTCCCACCA
TCGGGCGCGA AGGGGGAAGA CCTGTAGTCA
GAGCCCCCG GCAGCACACA CTGACATCCA
CTCCCTTCCT ATTGTTTCAG

Intron nach

VP1l-Intron- ATGTCTTTTG TTGATCACCC TCCAGGTAAG MWG-
TACTCCCTAT CAGTGATAGA GATCTATCAT

Fragment -\ GATAATT AAAATGATAA CCATCTCGCA  Biotech/

(modifiziert  AATAAATAAG TATTTTACTG TTTTCGTAAC Eurofins

h Chanes AGTTTTGTAA TAAAAAAACC TATAAATATT Conomics
CCGGATTATT CATACCGTCC CACCATCGGG

mit VP1- CGCGAAGGGG GAAGACCTGT AGTCAGAGCC

Anteil (Rot  CCOGGGCAGC ACACACTGAC ATCCACTCCC
TTCCTATTGT TTCAG

markiert))




Tabelle 2: Plasmide

Name Beschreibung Herkunft

pDP5 Enthalt den cap von AAV5 und rep Grimm et
von AAV2 al.7

pBluescript Il SK (+) Leerplasmid mit Ampicillin-Resistenz ~ Stratagene

pUC 131

pTR-Bac-UF26

pIR-Cap-AAV2-RBE*

pIR-Rep78-AAV2-hr2-
RBE*

pIR-Cap-AAV5-Intron-
RBE*

pIR-Rep78-AAV2-hr2-

ARBE

pIR-Cap-AAV5-Intron-
ARBE

Leerplasmid mit Ampicillin-Resistenz

Plasmid mit bGH-
Polyadenylierungssignal

Enthalt den cap-ORF von AAV2 und
u.a. die Rep-Bindestelle sowie
Blasticidin- und Ampicillin-
Resistenzgene

Enthalt den rep-ORF von AAV2 und
u.a. die Rep-Bindestelle sowie
Blasticidin- und Ampicillin-
Resistenzgene

Enthalt den mit einem artifiziellen
Intron modifizierten cap-ORF von
AAV5 und u.a. die Rep-Bindestelle
sowie Blasticidin- und Ampicillin-
Resistenzgene

Enthalt den rep von AAV2, keine Rep-

Bindestelle und u.a. die Blasticidin-
und Ampicillin-Resistenzgene

Enthalt den mit einem artifiziellen
Intron modifizierten cap-ORF von

AAVS5, keine Rep-Bindestelle und u.a.

die Blasticidin- und Ampicillin-
Resistenzgene

Modifiziertes
Plasmid auf
Basis der
puUC-
Plasmide von
Viera und
Messing®®
Aslanidi et
al.84

Aslanidi et

al.84

Aslanidi et

al.84

Modifiziert
nach
Mietzsch et
al.
Modifiziert
nach Aslanidi
et al.84
Modifiziert
von pIR-Cap-
AAVS5-Intron-
RBE"*
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2.1.6 Enzyme
Benzonase

Lysozym
Phusion-Polymerase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
RNase

T4 DNA-Ligase

10 x Ligationspuffer
10 x NEB-Puffer

10 x BSA

5 x Phusion-Reaktionspuffer

2.1.7 Geréate
Horizontalgelapparartur fur Agarosegele
Autoklav

Ausschwingzentrifuge (Megafuge 3.0 R)
Brutschrank

Bunsenbrenner

DNA-Speed Vac (DNA 110)
Eismaschine
Entwicklermaschine
Elektronische Prazisionswaage
Feinanalysewaage
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)
Geldokumentation
Gelfotodrucker

Geltrockner

Heizblock

Schuttelinkubator

Inkubator

Inverses Fluoreszenzmikroskop
Kihlschrank (+4°C)

Merck
Sigma
NEB
Roth
NEB
Genomed
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB

MPI Eigenbau
Webeco

Heraeus Sepatech
Heraeus Sepatech
Tecnomara

Savant

Ziegra

Agfa

Sartorius

Sartorius

Bosch

Forma

Intas

Mitsubishi

BioRad

Stork-Tronic

New Brunswick Scientific
Thermo Life Science
Leica

Liebherr
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Kihlzentrifuge (Mikro 22R)
Lichtmikroskop (CK2)
Light-Cycler

Magnetruhrer

Mikropipetten

Mikrowelle

Spannungsgerat (Power Pac 300)
pH-Meter (761 Calimatic)
Photometer (DU 530)

PipetBoy
Polyacrylamidgelelektrophorese-Apparatur
Schweil3gerat (Polystar 243)
Schwenker (Rockomat)

SemiDry Blotter

S2-Sterilbank

Uberkopfschittler (Reax 2)
Thermocycler

Thermomixer

Tischzentrifuge (5415C)
Ultazentrifuge (L5-75) mit 60Ti-Rotor
Vortexer (Rotamixer deluxe)

Wasserbad

Hochgeschwindigkeitszentrifuge (Avanti J-25)

2.1.8 Kitsysteme

Finnzymes F 420 Light Cycler 2x DyNAmo Master Mix
JETstar 2.0 Plasmid Purification Midi Kit / 50
Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green |

Western Lightning Plus-ECL

Hettich

Olympus

Roche

Ikamag

Eppendorf / Gilson
Toshiba

BioRad

Knick

Beckmann

IBS

Eigenbau
Bachofer
Tecnomara
Eigenbau

BDK

Heidolph

Applied Biosystems
Eppendorf
Eppendorf
Beckmann

Hook & Tucker Ltd.
GFL

Beckman

Finnzyme
Genomed
Roche

PerkinElmer
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2.1.9 Losungen und Puffer

Tabelle 3: Losungen und Puffer

Losung/ Puffer

Konzentrationen

Zusammensetzung

10 x DNA-Ladepuffer

0,25% [wiV]

Bromphenolblau

25% [wi/v] Ficoll Typ 400
10 mM EDTA

3 x DNA-Lysepuffer 70 mM Tris/HCI (pH 8,5)
25 mM EDTA (pH 8,0)
3% [wiv] N-Laurylsarcosylat

Agarosegelldsung
(Gelelektrophorese)

0,8 - 1,0% [W/V]

Agarose in 1 x TAE (Tris, Acetat,
EDTA)

Agarosegellésung 3% (w/v) Agarose
(Baculovirus Plaque- in H20 bidest.
Assay)
Ammoniumpersulfat 10% [wi/V] APS
Ampicillin 100 mg/ml Ampicillin
Blasticidin 25 mg/ml Blasticidin
Blocklésung 6% [w/V] Milchpulver
in1xPBS

Calciumchlorid-Lésung | 3 M CaCl2
Entwicklerlésung 140 mM Na2CO3

16 nM Na25203 x 5H20

0,02% Formaldehyd
Farbeldsung 2,4mM AgNO3

0,03% Formaldehyd
Fixierldsung 50% [v/V] Ethanol

10% [v/iv] Essigsaure

0,02% [v/V] Formaldehyd

Freeze-Squeeze-Puffer

0,3 M
1 mM

Natriumacetat (pH 7,0)
EDTA
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Fortsetzung Tabelle 3: Loésungen und Puffer

Losung/ Puffer

Konzentrationen

Zusammensetzung

Lysepuffer 10 mM Tris-HCI (pH 8,8)

150 mM NacCl

1 mM MgCI?

1% Triton® X 100
Lysozym 10 mg/ml Lysozym
Milchlésung 6% [w/V] Milchpulver
(Antikorper) 0,3% [w/V] Tween® 20

in1xPBS

Neutralrotldsung 1ml Neutralrotldsung

9 ml 1 x PBS
PBS (pH 7,4) 8 mM NazHPO4

2 mM NaH2PO4

150 mM NacCl
PBS-T 0,1% [w/V] Tween® 20

in PBS

Proteinase K 20 mg/ml Proteinase K
Protein-Transferpuffer 25 mM Tris
(pH 8,0) 192 mM Glycin

20% [v/Vv] Methanol
SDS-Laufpuffer (pH 8,8) | 50 mM Tris

380 mM Glycin

0,1% [wiv] SDS
SDS-Proteingellosung B | 1,5 M Tris/HCI
(pH 8,8) 0,4% [w/V] SDS
SDS-Proteingellosung C | 0,75 M Tris/HCI
(pH 6,8) 0,4% [wiV] SDS
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Fortsetzung Tabelle 3: Loésungen und Puffer

Losung/ Puffer

Konzentrationen

Zusammensetzung

2 X SDS-

Proteinprobenpuffer

0,1M

2 mM

20% [vIV]
4% [wiv]
10% [wiv]
0,02% [w/V]

Tris/HCI (pH 7,5)
EDTA

Glycerin

SDS
2-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

STET-Puffer 80 g/l Saccharose
5% [Vv/V] Triton® X 100
50 mM EDTA (pH 8,0)
10 mM Tris (pH 8,0)
50 x TAE-Puffer (pH 2M Tris
8,5) 50 mM EDTA
5,7% [viV] Essigsaure 100%
1 x TE-Puffer 10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA (pH 8,0)
Tris/HCI (pH 8,5) 1M Tris

2.1.10 Marker

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder

2.1.11 Medien

Prokaryonten
LB-Medium

LB-Medium mit Ampicillin

10 g/l
5 g/l
10 g/l

100 pg/mi

Fermentas

Fermentas

Bacto Trypton
Bacto BBL Yeast-Extract
NaCl

Ampicillin
in LB-Medium
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LB-Platten mit Ampicillin

Eukaryonten
Spodopan

Einfrier-Medium [DMEM]

DMEM + GlutaMAX™-|

2.1.12 Software

Adobe Photoshop 2020
Adobe lllustrator 2020
Intas Gel Capture Software
LightCycler Software 3.5
Microsoft Office Word 2020

100 pg/ml
1,5% [wiv]

100 pg/ml
100 pg/ml
25 pg/ml

(10% [viV]

10% [v/V]
10% [v/v]

100 ug/ml
100 ug/ml
10%

Vector NTI Software | Thermo Fisher Scientific

2.1.13 Verbrauchsmaterialien
Becherglaser (100, 200, 1000 ml)

Deckglaser

Einwegpipetten (5, 10, 25 ml)
Erlenmeyerkolben (300, 500, 1000 ml)

Falcon Tubes (15, 50 ml)
Filterpapier

Glasflaschen (100, 200, 500, 1000, 2000 ml)

Ampicillin
Agar
in LB-Medium

Penicillin
Streptomycin
Amphotericin B

FCS im Rahmen der
Selektion)

DMSO
FCS

Penicillin
Streptomycin
FCS

Schott

Menzel — Thermo
Scientific
Sarstedt

Schott

BD
Macherey-Nagel
Schott
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Glaspipetten

Glaswolle

Handschuhe (Nitril)
Light-Cycler-Kapillaren
Loffelspatel

Medizinischer Rontgenfilm
Messzylinder
Nitrocellulose-Transfermembran
Objekttrager
PCR-Reaktionsgefalle
Petrischalen (100 x 15 mm)
Pinzetten

Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pl)
ReaktionsgefalRe (0,5; 1,5; 2,0 ml)
Papier

Scheren

Schlauchfolie

Skalpell

Spritzen

Spritzwasserflasche
Stickstoffbehélter
Ultrazentrifugenréhrchen
Wasserkanister
Zellkulturflaschen (75 cm?)
Erlenmeyerkolben
6-Well-Zellkulturplatten
12-Well-Platten

24-Well-Platten

96-Well-Platten
Whatman-Papier
Zellkulturflaschen (75 cm?, 175 cm?)
Zellkulturschalen (60 x 15 mm)
Zellschaber

Zentrifugenbecher

Hirschmann
Merck
Ansell
Roche
Bochem
Fuji

Simax
Whatman
Brand
Applied Biosystems
Sarstedt
Bochem/Wironit
Sarstedt
Sarstedt
Tork
Bochem
VWR
Feather
BD
Nalgene
Isotherm
Beckmann
Nalgene
Falcon
Schott
Falcon
Costar
Falcon
Sarstedt
Whatman
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

Beckmann
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur

Amplifikation von DNA-Sequenzen genutzt. Bei der PCR werden spezifische DNA-

Abschnitte mit Hilfe von Primern, die die Startpunkte der zu vervielfaltigen Sequenz

markieren und DNA-Polymerasen, die die Synthese gewahrleisten, amplifiziert. Als

Ausgangspunkt fur weitere Versuche diente die PCR der Vervielféltigung einer 255

bp langen kinstlichen Intronsequenz. Diese enthielt einen baculoviralen Polyhedrin-

Promoter sowie cap-Sequenzen, die anteilig VP1 kodieren. In den folgenden

Tabellen sind der Ansatz und das Temperaturprogramm der durchgefuhrten PCR

aufgefuhrt.

Tabelle 4: PCR Ansatz

Komponenten

Volumen in pl

Template DNA (1 ng/ul) 10
Puffer (5 x NEB Phusion Puffer) 10
Primer 1 (Vorwarts, 10 pmol/ul) 15
Primer 2 (Ruckwarts, 10 pmol/ul) 15
dNTPs (10 mM) 1
Polymerase (NEB Phusion) 0,5
Aqua bidest. 25,5
Gesamtvolumen 50
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Tabelle 5: PCR Temperaturprogramm

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen
1. Initiale Denaturierung 94 180 1
2. Amplifikation 10
2.1 Denaturierung 94 30
2.2 Annealing 42 30
2.3 Elongation 72 90
3. Amplifikation 20
3.1 Denaturierung 94 30
3.2 Annealing 42 30
3.3 Elongation 72 90 +5
Verlangerung
pro Zyklus
4. Abschliel3ende Elongation 72 420 1
5. Kihlen 4 1

Nach Abschluss der PCR erfolgte eine Gelelektrophorese mit 5 pl des PCR-
Ansatzes. Anschliel3end wurde optisch kontrolliert, ob die Bande des PCR-Produkts
der erwarteten Grof3e entsprach. Der Rest des PCR-Ansatzes wurde durch eine
Phenol-Chloroform Extraktion mit anschliel3ender Ethanol-Fallung aufgereinigt. Die

gefallte DNA wurde in 20 pl 1 x TE-Puffer resuspendiert.

2.2.1.2 Restriktionsverdau von DNA

Bei Restriktionsverdau-Versuchen erfolgt mittels spezifischer Enzyme ein
zielgerichteter Schnitt von DNA-Strangen. Diese wurde zur Vorbereitung von
Ligationen (Praparation kompatibler DNA-Enden) und zum analytischen
Restriktionsverdau genutzt. Durch analytische Restriktionsverdau-Versuche kann der
Erfolg von Klonierungen, PCR und Ligationen anhand der entstandenen DNA-
Fragmente bzw. ihrer Grol3e nach gelelektrophoretischer Auftrennung abgeschétzt
werden. Bei einem Restriktionsverdau wurden im Rahmen dieser Arbeit stets jeweils
1 pg DNA und 10 Units der Restriktionsenzyme genutzt und Restriktionspuffer
analog zu den Angaben des Herstellers (Suggested NEBuffers) verwendet. Die
Inkubationszeit bei der vom Hersteller angegebenen optimalen Temperatur betrug

mindestens eine Stunde.
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2.2.1.3 Ligation von DNA

Um DNA-Fragmente zu verbinden wurden Ligationen durchgeftihrt. Ligasen
verknupfen hierbei 3-OH- und 5‘-Phosphat-Enden der Fragmente kovalent Uber
Phosphodiesterbindungen. Verwendet wurde ausschlie3lich die aus
Enterobakteriophagen gewonnene T4-DNA-Ligase, welche als Cofaktor ATP
bendtigt. Neben 1pl T4-DNA-Ligase beinhaltete der mit einem Volumen von 10l
angelegte Versuchsansatz 1pul Ligationspuffer sowie je nach DNA-Volumen ein
Restvolumen an 1 x TE-Puffer. Um einen optimalen Ligationserfolg zu erzielen,
wurde das Verhaltnis zwischen Plasmid und dem einzufigenden DNA-Fragment
variiert. Hierbei wurden Verhaltnisse von 1:1, 1:2, 1:3 und 1:4 genutzt. Um das
entstandene Produkt zu amplifizieren, erfolgte anschlie3end eine Transformation von

chemisch-kompetenten Bakterien.

2.2.1.4 Herstellung von chemisch-kompetenten Bakterien

Um chemisch-kompetente Bakterien herzustellen, wurde 400 ml LB-Medium mit 1 ml
einer Ubernachtkultur eines ausgewahlten Bakterienstammes versetzt und tber
Nacht bei 37°C auf einem Flachbrettschttler bei 300 rpm geschiittelt. Die Kultur
wurde bis zu einer ODsgs nm von 0,6 amplifiziert. Dies dauerte in der Regel 3 bis 4
Stunden. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgeflhrt. Als erstes erfolgte
eine Zentrifugation fur 5 min. bei 3000 g. AnschlieRend wurde das Pellet in 100 ml
CaClz-Losung aufgenommen, erneut zentrifugiert, abermals in 100 ml CaClz-Lésung
aufgenommen und wieder zentrifugiert. AbschlieRend wurde das Pellet in 10 ml
CaCl2-L6sung/14%-Glyzerin aufgenommen und in 200 ul Alliquots bei -80°C bis zur
Verwendung gelagert.

2.2.1.5 Transformation von chemisch-kompetenten Bakterien

Um DNA in Bakterien einzubringen, wurde die Calciumchlorid-Methode zur
Transformation von E.coli Hb 101 Bakterien verwendet. Die chemisch-kompetenten
E.coli Bakterien wurden im Eisbad aufgetaut und 50 pl der Kultur mit dem
Ligationsansatz vermischt. Der entstandene Ansatz wurde 30 min. auf Eis gelagert
und anschlieBend einem 90 Sekunden Hitzeschock bei 42°C unterzogen. Nach
Zugabe von 200 pl Ampicillin freien Mediums wurde der Ansatz ftr 30 min. bei 37°C
und 1000rpm geschittelt und abschliel3end auf einer Ampicillin-haltigen LB-
Agarplatte ausplattiert, die bei 37°C Uber Nacht inkubiert wurde.
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2.2.1.6 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten entsprechend ihrer Gré3e dient die Agarose-
Gelelektrophorese. Je nach Grof3e der DNA-Fragmente wurden 0,4%- oder 0,8%-
haltige Agarosegele genutzt. Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese wurde Agarose
in 1 x TAE-Puffer aufgeltst. Nach Erhitzen des Gemisches in der Mikrowelle erfolgte
die rasche Zugabe von 1ul Midori Green Advance. Midori Green bindet hierbei an
DNA-Molekile und kann sie so unter UV-Licht visualisieren. Die flussige
Gelmischung wurde daraufhin in eine vorbereite Form (Gelschlitten) gegossen.
Durch einen vorher eingesetzten Spacer, der nach Aushartung der Gele entnommen
wurde, entstanden beftllbare Taschen. Vor Beginn der eigentlichen
Gelelektrophorese wurden die Schlitten zusatzlich mit 1 x TAE-Puffer und die
Taschen mit den DNA-Proben beflllt. Zur Vorbereitung der Proben erfolgte stets eine
Mischung dieser mit 10 x DNA-Ladepuffer. Der DNA-Ladepuffer enthielt das
Copolymer Saccharose-Epichlorhydrin (Ficoll™), welches die Dichte der Probe
erhoht, das Absinken in der Tasche des Agarosegels beschleunigt und ein dortiges
Verbleiben verlangert. In der ersten Tasche wurde stets der Marker, 2 pl
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas), aufgetragen. Nach Aufbau der
Gelelektrophoreseaparatur wurde ein Netzgeréat angeschlossen, welches eine
definierte Spannung erzeugte, die zur Auftrennung der DNA entsprechend ihrer
Grol3e im Gel fuhrte. Hierbei wanderte die negativ geladene DNA zur Anode. Die
Gelelektrophorese erfolgte mit einer Laufzeit von ca. einer Stunde bei 70 Volt. Nach
Auftrennung der DNA wurde das Gel aus dem Schlitten entnommen und das
Ergebnis unter kurzwelligem UV-Licht fotografisch beurteilt. AnschlieBend erfolgte
ggf. eine Extraktion einer oder mehrerer Banden aus dem Gel unter langwelligem

UV-Licht, welches weniger DNA-Schaden verursacht.

2.2.1.7 DNA-Isolation aus Agarosegelen unter Verwendung der ,,Freeze-
Squeeze“-Methode

Um DNA-Fragmente aus einem Agarosegel zu extrahieren, eignet sich die ,Freeze-
Squeeze“-Methode. Zur Vorbereitung wurden 0,5ml Eppendorfgefale mit einer im
Bunsenbrenner erhitzten Stahinadel am unteren Pol durchstochen, mit Glaswolle,
welche nach manueller Kompression circa ein Drittel des Gefal3es ausfillt, befillt
und abschlief3end in ein groReres 1,5ml Eppendorfgefald eingefiigt. Nach optischer

Identifikation der gesuchten DNA-Bande unter kurzwelligem UV-Licht, wurde diese in
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einem kleinen umgebenden Gelblock mit einem Skalpell unter langwelligem UV-Licht
aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Das herausgeschnittene Gelstiick wurde in das
vorbereitete Gefallkonstrukt (auf die Glaswolle) transferiert und flir circa eine Stunde
bei minus 80°C tiefgefroren. Nach Entnahme des Gefél3es aus dem Eisschrank
wurde eine Zentrifugation bei 2000 rpm fur 15 min. durchgefiihrt. Wahrend das
Agarosematerial in der Glaswolle hangen bleibt, werden die DNA-Fragmente durch
die Glaswolle hindurch in das 1,5ml Eppendorfgefald zentrifugiert. Im Anschluss
wurde eine Ethanol-Fallung genutzt, um die DNA-Probe zu reinigen (siehe Abschnitt
2.2.1.6).

2.2.1.8 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um DNA aus lysierten Zellen zu gewinnen, missen bei der Zellyse anfallende
Proteine entfernt werden. Hierbei kommt die Phenol-Chloroform-Extraktion zum
Einsatz. Das Volumen der Probe wurde im Verhaltnis 1:1 mit Rotiphenol (Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol) gevortext und anschlie3end fir 2 min bei 15000 rpm
zentrifugiert. Von den drei entstehenden Phasen, beinhaltet die Untere Phenol-
Chloroform, die Mittlere denaturiertes Protein und die Obere gereinigte DNA.

Letztere kann in ein neues Eppendorfgefald abpipettiert werden.

2.2.1.9 DNA-Féllung mit Ethanol/ Isopropanol

Ziel einer Ethanol-/Isopropanol-Fallung ist die Aufreinigung und Konzentration von
DNA. Durch eine Verringerung der Ldslichkeit der DNA in einer Ethanolldsung l&asst
sich eine Fallung erreichen. Diese wird durch die Zugabe von Natriumacetat (0,3 M
konzentriert) verstarkt. Hierbei wird der pH-Wert der Losung abgesenkt und die DNA
leicht protoniert. Zu Beginn wurde der DNA-Probe das 2,5-fache Volumen an
100%igen Ethanol hinzugeflgt. Im Anschluss wurde die Probe fir 20 min. bei -80°C
gelagert und fir 10 min. bei 15000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mittels einer grol3volumigen Pipette abgesaugt und verworfen.

Bei einer Isopropanol-Fallung wurde der Probe das 0,7-fache Volumen Isopropanol
hinzugefugt. Die Probe wird bei -80°C fur 20 min. gelagert und anschlie3end fir 10
min. bei 15000 rpm sowie 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die
gemeinsame Endstrecke der beiden Fallungen beinhaltete jeweils ein Waschen des
Pellets in 70%igen Ethanol, eine erneute, wie oben beschriebene, Zentrifugation, ein

Verwerfen des Uberstandes, ein vorsichtiges Lufttrocknen des Pellets und eine
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weitere zweiminutige Trocknung in der Speed-Vac. AbschlieRend wurden die DNA-

Pellets in 20 ul 1 x TE-Pfuffer resuspendiert.

2.2.1.10 Plasmid-Préaparation

Um Plasmide aus rekombinanten E. coli zu isolieren, bedarf es einer Zellyse der
Bakterien und Isolation des Plasmids. Im Folgenden werden die Lysozym-Methode
und Medi-/Maxi-Préparation beschrieben. Zur Vorbereitung wurden Klone von der
Petri-Schale mit Hilfe einer Pipettenspitze gepickt und die Pipettenspitze in 3ml
(Lysozym-Methode) oder 10ml (Medi-/Maxi-Praparation) LB-Medium mit Ampicillin
transferiert. Uber Nacht wurden die Kulturen bei 37°C und 120 rpm geschiittelt.

2.2.1.10.1 Lysozym-Methode

Um die Identitat eines neuen Plasmids zu verifizieren, sollte zunachst eine
Praparation in kleinem Volumen mit anschlie3endem analytischen
Restriktionsverdau erfolgen. Hierfuir wurde die Lysozym-Methode verwendet. Nach
Kultivierung tiber Nacht wurden jeweils 1,5ml der Kulturen abgenommen und bei 4°C
und 10000 rpm fur 5 min zentrifugiert (Zentrifuge: Hettich MIKRO 22R). Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 200ml Stet-Puffer aufgenommen.
Um die Zellwand aufzubrechen wurde den Proben jeweils 20ul Lysozym (10mg/ml)
hinzugeflgt. AnschlieRend wurden die Proben gevortext und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einmindtigen Hitzeschock bei 95°C im Heizblock
erfolgte eine Zentrifugation fir 10 min. bei 14000 rpm und 4°C (Zentrifuge: Hettich
MIKRO 22R). Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR tiberfihrt und die
DNA durch Isopropanol-Fallung isoliert. Zur Verifizierung wurde die Plasmid-DNA

mittels eines Restriktionsverdaus und Gelelektrophorese analysiert.

2.2.1.10.2 Midi-/Maxi-Praparation

Die Midi-/Maxi-Praparation wird zur Aufbereitung von Bakteriensuspensionen mit
hoheren Volumina bzw. Plasmidmengen verwendet. Hierbei erfolgt die Zelllyse auf
Basis einer alkalischen Losung. Die DNA wird an eine lonenaustauscherséule
gebunden und schlief3lich aus dieser durch eine Elutionslésung ausgewaschen. In
dieser Arbeit wurde das Jetstar 2.0 Plasmid Midi/Maxi Kit von Genomed verwendet
und die Versuche entsprechend der Gebrauchsanweisung durchgefihrt.®” Im

Anschluss wurden die Proben durch Ethanolfallung gereinigt und die DNA in 100l
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(Medi-Praparation) oder 200ul (Maxi-Praparation) 1 x TE-Puffer resuspendiert. Durch
eine abschliel3ende photometrische Analyse wurden die Proben hinsichtlich ihrer

DNA-Konzentration und maglicher Verunreinigungen durch Proteine untersucht.

2.2.1.11 Photometrische Analyse der DNA-Konzentration

Durch Bestimmung der optischen Dichte (OD) einer DNA-Probe im UV-Photometer
lasst sich die Nukleinsdurekonzentration errechnen. Hierbei absorbiert DNA bei einer
Wellenlange von 260 nm, wéahrend Proteine bei 280 nm absorbieren. Dies ermdglicht
auch eine Beurteilung der Reinheit einer Probe. Der Quotient von OD260 nm/OD280 nm
sollte bei 1,8 — 2,0 liegen, was fur eine geringe Verunreinigung durch Proteine
spricht. Vor Bestimmung der DNA-Konzentration einer Probe wurde eine 1:50
Konzentration mittels 1 x TE-Puffer hergestellt. Eine ermittelte OD von 1,0 entspricht
einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Uber diesen Referenzwert lasst sich die

DNA-Konzentration einer Probe bestimmen.

2.2.1.12 Sequenzierung von DNA

Zur Uberpriifung der gewiinschten DNA-Modifikationen klonierter Plasmide wurden
diese sequenziert. Die Sequenzierung wurde durch Eurofins MVG Operon
durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der Probe wurde 1 pg der Plasmid-DNA in 15 ul TRIS
(pH 8, 5 mM) aufgenommen. Die Ubermittelte DNA-Sequenz wurde mittels des

Programms ,Vektor NTI“ kontrolliert.

2.2.2 Proteinnachweis

2.2.2.1 SDS-Polyacrylamidgel: Herstellung und Gelelektrophorese

Um Proteine entsprechend ihrer molaren Masse aufzutrennen wird die SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese verwendet. Sodium-Dodecyl-Sulfat fuhrt zu einer
negativen Ladung aller Proteine, sodass sich bei Anlage einer Spannung die
Proteine zum Positivpol bewegen. Vorab wurden Sammel- und Trenngele vorbereitet
(s. Tabelle 6). Als Vorlage fir die Herstellung des Sammelgels wurde die Methode
nach Laemmli genutzt.%® Zur Herstellung des Trenngels diente die Methode nach
Kronberg.®®
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Tabelle 6: Ansatz fur SDS-Polyacrylamidgele

Komponenten

Rotiphorese® Gel 30 (30% Acrylamid)
LOosung B

Losung C

H20 bidest

10% APS

TEMED

Sammelgel (ml)
3

5

11,8

0,2

0,04

Trenngel (ml)
10

7,5

12,3

0,2

0,04

Das fertige Trenngelgemisch wurde zlgig in die vorbereiteten Gelkammern
gegossen und nach Aushartung, um das Sammelgelgemisch erganzt. Hierbei wurde
zur Taschenvorbereitung ein Kamm Luftblasen-frei eingesetzt. Nach Polymerisation
des Gels wurde SDS-Laufpuffer in die Kammern gefullt. Anschlieend wurden die
Proben und 5 pl des Markers, Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas), aufgetragen. Daraufhin erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der
Proteingemische im Bereich des Sammelgels mit einer Stromstérke von 12 mA pro
Gel und im Bereich des Trenngels von 18 mA pro Gel. Nach erfolgreicher
Auftrennung der Proteine wurde im Anschluss ein Western Blot durchgefuhrt.

2.2.2.2 Western Blot

Das Prinzip des Western Blots besteht darin, dass nach elektrophoretischer
Auftrennung im Trenngel, ein Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran
erfolgt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Semi-Dry Verfahren verwendet. Auf der
Membran werden die Zielproteine mit einem spezifischen Antikorper inkubiert. Dieser
Antikdrper wird in einem zweiten Schritt durch einen gegen ihn gerichteten
Peroxidase-konjugierten Zweitantikbrper detektiert. Bei Zugabe von
Wasserstoffperoxid und Luminol kommt es im Rahmen einer Redoxreaktion zur
Photonenemission, die auf einen Film projiziert werden kann. Initial erfolgte der
Aufbau des Semi-Dry-Verfahrens im Blotgeréat. Zur Kathode hin wurden drei Lagen
Whatman-Papier, die Nitrocellulosemembran, das Trenngel sowie weitere drei Lagen
Whatman-Papier platziert. Das Whatman-Papier und die Nitrocellulosemembran
wurden vorab in 1x Methanol-haltigen Proteinlaufpuffer befeuchtet. Nach erfolgter
Schichtung erfolgte bei 4°C das Blotverfahren. Hierbei wurde je Gel eine Stromstarke

von 50 mA gewahlt. Nach 90 Minuten wurde die Nitrocelluosemembran entnommen

52



und zur Blockade freier Bindungsstellen der Membran fir eine Stunde in
Milcheiweil3ldsung (6%) bei Raumtemperatur gelagert. Hierbei und in allen folgenden
Schritten erfolgte die Inkubation auf einem Horizontalkippschuttler. AnschlieR3end
wurde die Milchlésung verworfen und die Membran Uber Nacht bei 4°C mit dem
Primarantikorper inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran dreimalig
fur je 15 min mit 1 x PBS-Tween gewaschen und danach fur zwei Stunden mit dem
Sekundarantikdrper bei Raumtemperatur inkubiert. Abermals erfolgte ein dreimaliger
Waschvorgang mit 1 x PBS-Tween fiir jeweils 5 min. AnschlieRend wurde die
Membran mit der vorab angesetzten Chemolumineszenslosung Western Lightning
Plus-ECL von PerkinElmer (Verhéltnis der beiden Komponenten 1:1) flr eine Minute
inkubiert und die Photonenemission auf einem Film in der Dunkelkammer
festgehalten. Daraufhin konnte der Film mit unterschiedlichen Expositionszeiten (3 s
bis 2 min) entwickelt, eingescannt und die dargestellten dunklen Banden beurteilt

werden.
Die Primar- und Sekundarantikdrper wurden in Milch-Tween aufgenommen und
verdunnt. Im Folgenden sind die verwendeten Antikdrper in ihren entsprechenden

Verdinnungen aufgefiuhrt.

Priméare und sekundare monoklonale Antikdrper (mAb)

Primarer mAb (Maus) gegen AAV-Kapsidproteine (B1) 1:10
Primarer mAb (Maus) gegen AAV2-Replikationsproteine (303.9) 1.5
Sekundarer mAb (Ziege) gegen murine mAb 1:2500

2.2.3 Zellbiologische Methoden
2.2.3.1 Sf9-Zellen

Bei Sf9-Zellen handelt es sich um eine immortalisierte Zelllinie, die urspruinglich aus
den Ovarien des Nachtfalters Spodoptera frugiperda gewonnen wurde. 10101 Dje
Kultivierung kann sowohl adhérent als auch in Suspension erfolgen. Der optimaler
pH-Wert liegt bei 6,2 bei einer optimalen Inkubationstemperatur von 27°C ohne
Zugabe von CO2. Als Wachstumsmedium wird Spodopan-Medium verwendet.
Diesem wird Penicillin, Streptomycin und Amphotericin B im Verhaltnis 1:1000 und
bei Bedarf fetales Kalberserum im Verhaltnis 1:100 als Wachstumsfaktor

hinzugefiigt. Sterile Arbeit ist mit Sf9-Zellkulturen unerlasslich, da die Zellkulturen
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trotz Zugabe von antibiotischen und antimykotischen Substanzen leicht

kontaminieren.

2.2.3.1.1 Kultivierung von Sf9-Zellen in Zellkulturflaschen

Sf9-Zellen wachsen adharent. Die Passage kann bei Konfluenz mittels sanften
Absptlens mit einer grol3volumigen Pipette oder Abschabens mit einem Zellschaber
erfolgen. Die so gewonnene Zellsuspension kann z.B. im Verhaltnis 1:10 oder 1:5
verdunnt und in eine neue mit Spodopan-Medium beftillte Zellkulturflasche

transferiert werden.

2.2.3.1.2 Kultivierung von Sf9-Zellen in Suspension

Sf9-Zellen kbnnen zudem in Suspension kultiviert werden. Abhéngig vom Volumen
erfolgt die Kultivierung in sterilen Erlenmeyer-Kolben, deren Offnungen mit Alufolie
verschlossen werden, in einem Inkubator mit Schuttelfunktion bei 27°C. Regelméaliig
muss hierbei die Zellzahl bzw. Zelldichte Gberpruft werden. Dies geschieht mittels
einer langen Pipette mit der ein kleines Volumen der Zellsuspension entnommen und
in einer Zellkammer gezahlt werden kann. Bei 3 bis 4 x 10° Zellen/ml muss die
Passage erfolgen. Es sollte eine Verdinnung zwischen 0,5 bis 1 x 10® Zellen/ml

erreicht werden.

2.2.3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Eingefrorene Zellkulturen (Sf9- und C12-Zellen) wurden stets in Kryogefalien
gelagert. Das Einfriermedium wurde mit einem Volumen von 1ml bestehend aus
DMEM und 10% Dimethylsulfoxid sowie 10% FCS angesetzt. Dimethylsulfoxid
verhindert die Bildung von Eiskristallen, fuhrt in flissigen Aggregatzustand allerdings
zum Zelltod. Beim Auftauen muss die eingefrorene Zellkultur deshalb im Wasserbad
bei 37°C schnell erwdrmt werden. Sobald die noch kalte Kultur flissig war, wurde sie
aus dem Kryogefal in einen 15 ml Tube mit 1 ml frischen Medium (Spodopan bei
Sf9- oder DMEM bei C12-Zellen) transferiert und anschlieend fiir 5 min bei 600 rpm
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Zellpellet in 9 ml Medium
(Spodopan oder DMEM) und 1 ml FCS resuspendiert und in eine Zellkulturflasche
(75 cm?) transferiert. Zur spateren Verwendung wurden wiederholt Zellkulturen
eingefroren. In der Regel wurden 1 x 107 Zellen als Suspension in ein 15 ml Tube

transferiert und ftr 5 min bei 600 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml
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Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryogefal3 transferiert. Das Kryogefaf}
wurde daraufhin in einem zur Halfte mit Isopropanol gefullten Kryo-Einfrier-Container
bei -80°C eingefroren. Die Isopropanolfillung bewirkt hierbei eine gleichmalige

Abkuhlung um 1°C pro Minute.

2.2.3.1.4 Transfektion von Sf9-Zellen

Um AAV-Rep und —Cap exprimierende Sf9-Helferzellininien fir die AAV-
Vektorproduktion zu generieren, missen Expressionsvektoren fir die Cap und Rep-
Expression in Sf9-Zellen eingebracht werden. Die entsprechenden Plasmide wurden
in Sf9-Zellen mittels Cellfectin von Invitrogen transfiziert. Hierbei wird die zu
transfizierende DNA von Liposomen umschlossen. Die Liposomen fusionieren

wiederum mit der Zellmembran und schleusen so Plasmide in die Zellen.

Transfektionsansatz (fur eine 6 cm Schale) rAAV5-RBE*-Zellklone
1. pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*/pIR-Rep78-AAV2-hr2-RBE (15 pg DNA im molaren
Verhéltnis 2,5:1) in Antibiotika freien Spodopan-Medium (Gesamtvolumen 150 pl)

+

2. 20 pl Cellfectin Il + x Antibiotika freies Spodopan-Medium (Gesamtvolumen 150
p)

Transfektionsansatz (fir eine 6 cm Schale) rAAV5-ARBE-Zellklone
3. pIR-Cap-AAV5-Intron-ARBE/pIR-Rep78-AAV2-hr2-ARBE (15 pg DNA im molaren
Verhéltnis 2,5:1) in Antibiotika freien Spodopan-Medium (Gesamtvolumen 150 pl)

+
4. 20 ul Cellfectin 1l + x Antibiotika freies Spodopan-Medium (Gesamtvolumen 150
ul)

Vorbereitend wurden in 6 cm Schalen je 3 x 108 Sf9-Zellen in Suspension ausgesaht
und nach Adhérenz der Zellen das Spodopan-Medium gegen 1 ml Antibiotika-freies
Spodopan-Medium ausgetauscht. Daraufhin wurde der Plasmid-Cellfectin-Ansatz
tropfchenweise auf die Schalen pipettiert und fir 3 Stunden bei 27°C inkubiert.
Anschliel3end wurde das Antibiotika-freie Medium entfernt, durch 2,5 ml Spodopan-

Medium ersetzt und die Zellen bis zur Selektion bei 27°C inkubiert.
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2.2.3.1.5 Selektion transfizierter stabiler Sf9-Zellen

Das Prinzip der Selektion von transfizierten Sf9-Zellen beruht darauf, dass die
eingebrachten Plasmide eine Resistenz gegen das Antibiotikum Blasticidin
vermitteln. Sollte die Integration der Plasmide in das Sf9-Zell-Genom fehlgeschlagen
sein, kommt es zum Zelltod. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die
adharenten Sf9-Zellen aus den Zellschalen abgeschabt. Die Zellsuspension wurde in
unterschiedlichen Verdinnungen (1:500, 1:250, 1:125, 1:50, 1:25) auf 10 mit 3 ml
Blasticidin-haltigen Spodopan-Medium befillte 6 cm Schalen gegeben und bei 27°C
bis zur Ausbildung von Einzelkolonien inkubiert. Isolierte Einzelkolonien-wurden bei
ausreichender GroRRe (ca. 0,5 mm) mit einer Pipettenspitze abgesaugt und in
einzelne Vertiefungen einer 96-Well-Platte transferiert. Vorab wurden die einzelnen
Vertiefungen der 96-Well mit 0,5 ml Blasticidin-haltigen Spodopan-Medium befiillt.
Die aulRersten Partitionen wurden mit destilliertem Wasser beftllt, welche einer
Ubermafigen Verdunstung des Mediums im Inkubator vorbeugen soll. Im Rahmen
der pIR-Cap-Intron-AAV5-RBE Versuchsreihe wurden insgesamt 90 Einzelkolonien
auf drei 96-Well-Platten verteilt. Bei der pIR-Cap-Intron-AAV5-RBE-A Versuchsreihe
wurden 30 Zellklone auf eine 96-Well-Platte transferiert. Bei Konfluenz der Zellen
erfolgte der sukzessive Transfer in jeweils groRere Vertiefungen einer 12-Well, 6-
Well, 6 cm Schale, 75cm?-Zellkulturflasche, 10 ml Zellsuspension im
Erlenmeyerkolben und schliel3lich 30 ml Erlenmeyer Kolben. Im Rahmen der
Passage in groRere Volumina bzw. GefalRe wurde der Anteil an FCS von initial 10%
auf schlie3lich 0% reduziert. Blasticidin wurde ab der Passage der Sf9-Zellen in
Zellkulturflaschen weggelassen. Die Zellkulturen wurden stets bei 27°C inkubiert. In
Suspension erfolgte die Inkubation im New Brunswick Scientific Schittelinkubator bei
50 rpm.

2.2.3.2 C12-Zellen

Um das Infektionspotenzial von AAV-Vektoren zu testen, wurden in dieser Arbeit
C12-Zellen verwendet. Bei diesen handelt es sich um modifizierte HeLa-Zellen, die
erstmals von Clark et al. 1996 beschrieben wurden.%? HeLa-Zellen wiederum sind
eine immortalisierte Zellreihe, die urspringlich von Dr. George Otto Gey aus dem
Gewebe eines Zervixkarzinoms der Patientin Henrietta Lacks am John Hopkins

Hospital in Baltimore 1951 generiert wurde.%® C12-Zellen enthalten stabil ins Genom
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integriert rep und cap, sodass es bei Infektion durch rAAV zur Amplifikation des

rAAV-Genoms kommt.

2.2.3.2.1 Kultivierung von C12-Zellen in Zellkulturflaschen

C12-Zellen wachsen adhérent in Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO2. Als
Medium wurde Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) mit Glutamat (GlutaMAX),
angereichert mit 10% FCS sowie 100 yg Penicillin und Streptomycin/ ml, verwendet.
Bei ca. 80% Konfluenz erfolgte eine Passage mit einer Verdinnung der Zellen im

Verhaltnis 1:6 in eine neue Zellkulturflasche, Ublicherweise alle 48 Stunden.

2.2.3.3 HEK 293-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden AAV5-Vektoren verwendet, die aus Plasmid-
transfizierten HEK 293-Zellen gewonnen wurden. Die Vektoren wurden als Frier-Tau-
Uberstanden vom Labor zur Verfiigung gestellt. Bei HEK 293-Zellen (human
embryonic kidney cells) handelt es sich um eine immortalisierte Zellreihe, die von
humanen embryonalen Nierenzellen stammt und erstmals von Graham et al 1977
beschrieben wurde und die die frihen adenoviralen Helfergene E1A und E1B Genen
stabil exprimieren.1%4 Die Kultivierung und Passage erfolgt bei HEK 293-Zellen
analog zu C12-Zellen (s. 2.2.3.2).

2.2.3.4 Produktion von Baculoviren und AAV-Vektoren
2.2.3.4.1 Baculovirus-Produktion

Sf9-Zellen werden von Baculoviren infiziert und fur ihre Vermehrung genutzt. Das im
Labor vorhandene rekombinante Baculovirus besitzt eine ins Genom integrierte AAV-
Vektor-Kassette mit dem Reportergen fir das ,green fluorescent protein“ (GFP). Fur
die Produktion von AAV-Vektoren sollten replikationskompetente Baculoviren
verwendet werden. Diese konnen in einem wie folgend beschriebenen Baculovirus-
Plagueassay gewonnen werden. Vom Ursprungslysat wurden Verdiinnungen (102
bis 107) erstellt. Zur Vorbereitung wurden Sf9-Zellen in Suspension bis 2 x 106
Zellen/ml geziichtet und dann auf 6 cm Schalen in einem Volumen von 3 ml und
einer Konzentration von 3 x 10 Zellen pro Schale ausgesat. Nach Adharenz der
Zellen wurde das Medium entfernt und 500 pl der Baculovirus-Verdinnungen 10° bis
107 auf die jeweiligen Schalen tropfchenweise pipettiert. Fur die darauffolgende

Stunde wurden die Schalen bei Raumtemperatur inkubiert und alle 15 min ausgiebig
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geschwenkt. Nach einer Stunde wurden die Virusverdinnungen entfernt und 6 ml

einer Agarose-Medium Matrix pro Schale auf die Zellen gegossen.

Tabelle 7: Ansatz fur 5 Schalen Agarose-Medium-Gelmatrix

Material Volumen [ml]
1,3 x Sf900 Medium 20
3 % Agarose in A. dest. 11
100 x Anti-Anti 0,15
FCS 1,65

Bevor die Materialien fir die Agarose-Medium-Gelmatrix gemischt wurden, wurde die
Agarose aufgekocht. Nach Aushartung der Gelmatrix wurde je Schale 2 ml
Spodopan-Medium auf die Matrix pipettiert. Anschlie3end wurden die Schalen fur 72
Stunden bei 27°C inkubiert. Nach drei Tagen wurde das Spodopan-Medium entfernt
und eine steril-filtrierte Neutralrot-Losung zur Verfarbung der entstandenen
Baculoviren-Plagues genutzt. Die Farbeldsung wurde nach zweistindiger Inkubation
bei 27°C wieder entfernt. Plaques die unter dem Fluoreszenz-Mikroskop grin
fluoreszierten wurden unter sterilen Bedingungen mit Hilfe einer Pasteur-Pipette
mitsamt der Gelmatrix in ein Eppendorfgefal3 gefillt mit 1 ml Spodopan-Medium
transferiert (Passage 1). Dieses wurde tUber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Titer-
Bestimmung wurde die Virusverdiinnung mit der Anzahl der Plagques sowie der Zahl
5 multipliziert. Die ermittelte Einheit wurde mit plaque forming units/ml angegeben.
Zur Erzeugung von Baculoviren im héheren Mal3stab wurde 500 pl des Volumens am
folgenden Tag auf eine Schale mit adharenten Sf9-Zellen gegeben und fir 72
Stunden bei 27°C inkubiert (Passage 2). Bei griner Fluoreszenz vieler Zellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop, erfolgte die Mobilisierung der Zellen mittels Abschaber
und der Transfer der Losung in einen vorbereiteten Kolben mit frischen Sf9-Zellen in
Suspension. Nach weiteren 72 Stunden und Prifung der griinen Fluoreszenz
konnten die Suspensionen schliel3lich in 50 ml Tubes transferiert und bis zur
weiteren Verwendung bei 4°C im Dunklen lichtgeschutzt z.B. durch einen
Aluminiumfolienmantel gelagert werden. Die in den Suspensionen befindlichen Sf9-
Zellen sinken im Tube rasch ab und aus dem Uberstand kénnen jederzeit
Baculoviren entnommen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden stets Baculoviren

der Passage 2 verwendet.
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2.2.3.4.2 Produktion von AAV-Vektoren

Um AAV-Vektoren aus stabilen Sf9-Zellen zu gewinnen, bedarf es einer Infektion
durch Baculoviren. Baculovirale Helfergene induzieren hierbei die Expression von
rep und cap und somit die Produktion von AAV-Vektoren (s. 1.2.2.2.4). 30 m| Sf9-
Zellkultursuspensionen mit mutmalflich stabil integrierten rep und cap wurden bei
einer Dichte von 2x10% mit einer Multiplizitat der Infektion (MOI) von 5 mit 1 ml
Baculovirensuspension infiziert. Als Negativkontrolle wurden begleitend native Sf9-
Zellen ebenfalls mit Baculoviren infiziert. Die infizierten Zellsuspensionen wurden
anschlieend fur insgesamt 72 Stunden bei 27°C inkubiert. Nach 48 Stunden erfolgte
eine orientierende optische Kontrolle eines kleinen Volumens der Zellkultur auf
einem Objektglastrager bzw. einer Zellzahlkammer unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Bei erfolgreicher Infektion konnte hierbei eine Fluoreszenz
der Zellen festgestellt werden. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen

geerntet.

2.2.3.5 Analyse von AAV-Vektoren

2.2.3.5.1 Ernte von AAV-Vektoren

72 Stunden nach Infektion mit Baculoviren wurden die Zellkulturen der
verschiedenen Reihen geerntet. Von den 30 ml Zellsuspensionen wurden 27 ml in 50
ml Tubes transferiert und flr 10 min bei 2000 rpm zentrifugiert
(Ausschwingzentrifuge Megafuge 3.0 R). Das Pellet wurde in 1,5 ml Lysepuffer
resuspendiert und in ein Eppendorf Gefal} transferiert. Zur Freisetzung der AAV-
Vektoren aus den Sf9-Zellen erfolgten drei Frier-Tau-Zyklen mit Hilfe des minus 80°C
Tiefkhlschrankes und einem 37°C Wasserbades. Das wechselnde Einfrieren und
Auftauen fuhrt zur Zelllyse. AnschlieRend wurde freie DNA und RNA durch 250 Units
der DNAse/RNAse Benzonase (1 ul auf das Gesamtvolumen von 1,5 ml des Frier-
Tau-Uberstandes) bei 37°C fir eine Stunde degradiert. AbschlieRend erfolgte eine
Zentrifugation fiir 20 min bei 10.000 g. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf
Gefal} transferiert und konnte im Folgenden u.a. zur Quantifizierung der gewonnen
rAAV genutzt werden. Fur die Western Blot Analyse (s. 2.2.2.2) wurden 3 ml der
Zellsuspensionen in 15 ml Tubes transferiert und bei 2000 rpm fir 10 min
zentrifugiert (Ausschwingzentrifuge Megafuge 3.0 R). Das Zellpellet wurde in 500 pl

Proteinprobenpuffer resuspendiert und bei 95°C fir 5 Minuten aufgekocht.
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2.2.3.5.2 Light Cycler PCR — quantitative Analyse

Fur die Quantifizierung der rAAV, die pro Sf9-Zellklon gewonnen werden konnten,
wurde eine quantitative PCR im Light Cycler System durchgefiihrt. Im Genom der
AAV-Vektoren befindet sich ein bGH-Polyadenylierungssignal, welches durch die
Primer BGA-1 und BGA-2 gebunden wird. Die so entstandene doppelstrangige DNA
wird durch den Farbstoff SYBR Green gebunden. Der DNA-Farbstoff-Komplex
absorbiert gelbes Licht bei 494 nm und emittiert wiederum griines Licht bei 521 nm.
Letzteres wird vom Gerat gemessen und ermdglicht die Quantifizierung der
freigesetzten AAV-DNA (genomische Partikel) pro Sf9-Zellklon. Dabei muss
berticksichtigt werden, dass auch die fir die Sf9-Zell-Infektion eingesetzten
Baculoviren ein bGH-Polyadenylierungssignal der rAAV-Kassette tragen und somit
auch quantifiziert werden. Da die einzelnen Sf9-Zellklone mit der gleichen Menge
Baculoviren infiziert wurden, ergibt sich hinsichtlich der Anzahl entstandener rAAV
eine Vergleichbarkeit. Zudem wurden als Negativkontrolle native Sf9-Zellen mit
Baculoviren infiziert. Um Kapsidproteine der AAV-Vektoren und der Baculoviren zu
eliminieren wurden je 50 pl eines Frier-Tau-Uberstandes, wie in Tabelle 4 dargestellt,
eingesetzt. Der Ansatz wurde fur 2 Stunden bei 56°C inkubiert.

Tabelle 8: Ansatz fir einen Proteinase K-Verdau

Material Volumen [ul]
Frier-Tau-Uberstand 50
TE-Puffer 47
3 x DNA-Lysepuffer 50
Proteinase K (20 mg/ml) 2
pBluescript Il SK (+) 1
Gesamtvolumen 150

Anschlie3end wurde eine Aufreinigung der DNA mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion (s. 2.2.1.8) sowie eine Ethanol-Fallung (s. 2.2.1.9) durchgefihrt. Das
Bluescript-Plasmid wird hierbei co-prazipiert und fungiert so als Carrier-DNA. Dies
erhoht die Gesamteffizienz der DNA-Féallung insbesondere bei kleinen DNA-Mengen
der zu untersuchenden Probe. Schlie3lich wurden die Pellets in 50 pl A. dest.
resuspendiert. Zur Vorbereitung der Light Cycler PCR wurde die DNA zusétzlich
1:100 in A. dest. verdiinnt. Als Konzentrationsstandard wurde ein bGH-
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Polyadenylierungssignal aufweisendes pTR-Bac-UF26-Plasmid in den

Konzentrationen 10°, 10 und 107 verwendet. Die Anséatze wurden, wie in Tabelle 9

dargestellt, erstellt und in Glaskapillaren geftllt. Die Glaskapillaren wurden far

wenige Sekunden zentrifugiert, um die Flussigkeit im Hals der Kapillaren zu

nivellieren.

Tabelle 9: Ansatz fir die Light Cycler PCR

Material Volumen [ul]
PCR-Mix 2,5
Primer BGA-1 0,25
Primer BGA-2 0,25
A. dest. 0,75
25 mM MgClz 1
DNA aus Frier-Tau-Uberstand (1:100) 1,25
Gesamtvolumen 6
Nachfolgend ist das Light-Cycler PCR Programm aufgefihrt.
Tabelle 10: Light Cycler PCR Temperaturprogramm
Schritt Temperatur [°C] Zeit[s] Geschwindigkeit Zyklen
[°C/s]
1. Initiale 95 600 1
Denaturierung

2. Amplifikation 40
2.1 Denaturierung 95
2.2 Annealing 60 4
2.3 Elongation 72 15 20
3. Schmelzkurve 95 0 1

60 60 20

95 0 0,1

Um die tatsachliche Konzentration der AAV-Vektoren in den Frier-Tau-Uberstanden

zu berechnen, mussten die in der Light Cycler PCR ermittelten Werte, die sich auf

das Volumen in den Glaskapillaren bezieht, hochgerechnet werden. Hierflr wurde
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folgender Faktor (s. Tabelle 11) bestimmt. Die einzelnen Light Cycler Werte wurden
mit dem Faktor 4800 verrechnet und die bestimmten Konzentrationen der AAV-
Vektoren pro Frier-Tau-Uberstand fiir den anschlieBend durchgefiihrten

Transduktionsassay (s. 2.2.3.5.3) verwendet.

Tabelle 11: Herleitung des Faktors zur Bestimmung der genomischen Partikel pro

Frier-Tau-Uberstand

Verdinnungsschritt Faktor
Light Cycler PCR Wert 1
1,25 plin PCR-Ansatz (6 pl gesamt) 4,8
1: 100 Verdinnung 480
1 : 3 Verdinnung im Rahmen der DNA Aufreinigung ~1400
Verbleibendes Restvolumen des Frier-Tau-Uberstandes 1 ml = 2400
Faktor x 2 rAAV-Partikel (ssSDNA), Standard-Plasmide (dsDNA) 4800

2.2.3.5.3 Transduktionsassay — qualitative Analyse

Um die Infektiositat der generierten AAV-Vektoren zu prifen, wurde ein im OneBac-
System etabliertes Modell mit C12-Zellen genutzt, welches im Folgenden als
Transduktionsassay bezeichnet wird. Hierbei beruht das Prinzip darauf, dass bei
erfolgreicher Infektion der C12-Zellen mit rAAV das im Genom codierte Green
fluorescent protein exprimiert wird. Die emittierte Fluoreszenz kann mit Hilfe der
fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Analyse detektiert werden.

Um das Volumen an Frier-Tau-Uberstand fiir die Transduktion zu bestimmen,
wurden die in der quantitativen PCR ermittelten und hochgerechneten Werte genutzt.
Anhand folgender Formel wurde das Volumen an Frier-Tau-Uberstand fir die

Transduktion berechnet.

Tabelle 12: Herleitung des Transduktionsvolumens pro Frier-Tau-Uberstand [pl]
C12-Zellen/ Wellfeld (24-Well Schale)  MOI
400.000 x 1000 / Vektorkonzentration in
10.000 gp/ul

Zur Vorbereitung wurden in einer 24-Well Schale C12-Zellen ausgesat. 500ul DMEM
wurden vorgelegt und um 100 pl C12-Zellen ergéanzt. Am folgenden Tag konnte der
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Transduktionsassay begonnen werden. Zu Beginn des Transduktionsassays wurde
das DMEM bis auf 100 ul entfernt. Als MOI fr die Infektion der C12-Zellen mit
rAAV5-GFP wurde ein Wert von 1000 oder 10.000 angesetzt. Das jeweilige Volumen
aus den Frier-Tau-Uberstanden oder gereinigten Vektorkonzentraten wurde auf die
C12-Zellen gegeben. Zusatzlich wurden die C12-Zellen mit den hierbei als
Helferviren fungierenden Adenoviren Typ 2, die vom Labor bereitgestellt wurden, bei
einer MOI von 10 Uberinfiziert. Die 24-Well Schale wurde fiir eine Stunde bei 37°C
und 5% COz2 inkubiert und alle 15 min geschwenkt, um eine suffiziente Verteilung der
Virussuspension zu erreichen. Im Anschluss wurde das Volumen mit DMEM auf 600
ul je Well-Feld erhdht und die Schale fur 48 Stunden bei 37°C und 5% CO: inkubiert.
Nach 24 Stunden erfolgte eine erste visuelle Kontrolle unter dem Fluoreszenz-
mikroskop. Bei erfolgreicher Infektion der C12-Zellen konnte eine griine Fluoreszenz
der Zellen festgestellt werden. 48 Stunden nach der Infektion wurden das die C12-
Zellen abgesplilt und die Suspensionen in Eppendorf Gefal3e transferiert. Im
Anschluss erfolgte eine Zentrifugation fir 5 min bei 1000 rpm. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet mit 1 ml 1 x PBS gewaschen. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurde das Pellet schlief3lich in 4% Formaldehyd-haltigen PBS
resuspendiert und in ein FACS-R6hrchen transferiert. Bis zur Verwendung in der
FACS-Analyse wurden die FACS-Ro6hrchen auf Eis gelagert. Unmittelbar vor der
FACS-Analyse wurden die FACS-RoOhrchen kurz gevortext. Dariber hinaus wurde
das Protokoll der FACS-Analyse der Firma Becton & Dickinson fir das Gerat FACS
Calibur befolgt.1% Fir die FACS-Analyse wurden 100.000 Zellen pro Probe gezahlt.
Der Anteil GFP-positiver Zellen wurde entsprechend den Herstellerprotokollangaben
festgelegt.1% Zellen, die Gber 30 im FL1-H Kanal erreichten, wurden als positiv
gezahlt. Der FL1-H Kanal detektiert Licht bei 530 nm (gruines Licht).
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3. Ergebnisse

3.1 Hintergrund: OneBac2.0

In der Arbeit von Mietzsch et al. zeigte sich ein grundséatzliches Problem von rAAV5 —
eine ineffiziente Transduktionseffizienz.® Da VP1 mit seiner Phospholipase-Domane
essentiell fir das Verlassen der Endosome nach viraler Infektion bzw. vektorieller
Transduktion ist, liegt die Vermutung nahe, dass die verminderte VP1-Expression die
schwache Infektiositat der AAV5-Vektoren im OneBac-System verursacht. Ziel dieser
Arbeit war deshalb eine Steigerung der VP1-Expression zur Optimierung der
Transduktionseffizienz der AAV5-Vektoren bei weiterhin hohen Vektorausbeuten im
OneBac-Produktionssystem. Hierflr wurde auf Basis eines artifiziellen Introns ein
verandertes cap-tragendes plIR-Plasmid hergestellt (pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE™) und
mit dem bereits vorhandenen pIR-Rep78-AAV2-hr2-RBE™ in Sf9-Zellen kotransfiziert.
Im Anschluss wurden beide pIR-Plasmide durch das Entfernen der Rep-Bindestelle
modifiziert, um die Herstellung transduktionseffizienter AAV5-Vektoren bei méglichst

geringer verpackter viraler DNA zu ermdglichen.

3.1.1 Veranderung des AAV5-cap auf Basis eines artifiziellen Introns

Da das von Mietzsch et al. verwendete Expressionsplasmid fir AAV5-cap nur zu
minimaler VP1-Expression fiuihrte, wurde die Expression der VP-Gene mithilfe einer
artifiziellen Intronsequenz verandert, die in einem anderen zellularen Kontext zu
einer erhohten VP1-Expression bei rAAV1, 2, 6 und 8 gefihrt hatte.%

Zudem wurde im Gegensatz zum AAV5-cap von Mietzsch et al. das Startcodon von
VP1 analog zu der Publikation von Chen et al. von ACG zu ATG geéndert.

Das artefizielle Intron enthéalt hierbei einen zusétzlichen Polyhedrin-Promoter. Der
erste Polyhedrin-Promoter, der cap vorgeschaltet ist, steuert nun die Expression von
VP1 wahrend der zweite, in der Intronsequenz lokalisierte Polyhedrin-Promoter, die
Synthese von VP2/3 regelt. Nach Transkription des VP1-Gens wird die
Intronsequenz aus der VP1-mRNA gespleil3t. Die VP2/3-mRNAs werden wie beim
Wildtyp-Virus stromaufwarts gespleildt (s. Abbildung 7). Die erwartete Steigerung der
VP1-Expression sollte die Infektiositat der AAV5-Partikel und die
Transduktionseffizienz durch rAAVS steigen. In der vorliegenden Arbeit wurde auf
Basis der von Chen et al. beschriebenen Intronsequenz eine neue Intronsequenz
samt N-terminalem VP1-Anteil synthetisiert und fir die folgenden Klonierungen von
pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE™* genutzt (s. Tabelle 1).
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Abbildung 7: cap von AAV5-Wildtyp, OneBac und OneBac2.0 im Vergleich. Dargestellt sind die Kapsidgene des AAV5-Wildtyp-Genoms des in
der OneBac-Publikation verwendeten pIR-Cap-AAV5-RBE"-Plasmids sowie des neuartigen pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*-Plasmids. Ebenfalls
abgebildet sind die jeweiligen drei cap-Transkripte (VP1, 2, 3) mit den korrespondierenden Startcodons. Das Startcodon von VP1 wurde im
Rahmen der Herstellung des pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*-Plasmids wieder zu ATG mutiert. Die schmalen Linien stellen die Primartranskripte, die
gezackten Linien die Intronsequenzen dar. Die roten Pfeile zeigen die Promotoren (Polyhedrin- und P40-Promoter) an. Die Expression der
gesamten cap-Sequenz wird beim AAV5-Wildtyp-Genom lber den P40-Promoter und beim pIR-Cap-AAV5-RBE*-Plasmid der OneBac-Publikation
Uber den Polyhedrin-Promoter gesteuert. Die Expression der cap-Sequenz des pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*-Plasmids wird Uber zwei Polyhedrin-
Promotoren geregelt. Hierbei steuert der vor cap gelegene Polyhedrin-Promoter die VP1-Synthese, wahrend die VP2- und VP3-Synthese durch
den zweiten in der cap-Sequenz lokalisierten Polyhedrin-Promoter geregelt wird. Die Sequenz des zweiten Polyhedrin-Promoters befindet sich
dabei in einem Intron, welches aus dem VP1-Primartranskript ausgespleil3t wird.
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3.1.2 Deletion der Rep-Bindestelle (RBE)

Im Verlauf der Analyse mehrten sich Hinweise, dass durch die Prasenz der Rep-
Bindestelle vor den rep- und cap-Sequenzen der urspringlichen pIR-Plasmide von
Aslanidi et al. nicht nur — wie gewiinscht — die rep- und cap-Genexpression
hochreguliert wird, sondern durch die Plasmidamplifikation Teile der Plasmid-DNAs
insbesondere rep- bzw. cap-Gensequenzen in die rAAVs verpackt werden. Das
gehaufte Vorkommen von Fremd-DNA in AAV-Vektoren des OneBac-Systems wurde
von Mietzsch et al. beobachtet.® Ursachlich konnte die auf den Plasmiden
vorhandene Rep-Bindestelle sein, die auch als Verpackungssignal fir AAV-Vektoren
dient.?® Einer der wichtigsten Anspriiche an virale Vektoren ist, dass sie moglichst
wenig Fremd-DNA enthalten. Um diese Annahme zu verifizieren und zu testen, ob
das Verpackungssystem auch ohne RBE Signal funktioniert, wurde aus den
Plasmiden pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE™ und pIR-Rep78-AAV2-hr2-RBE* die Rep-

Bindestelle mittels Restriktionsenzymen entfernt.

3.2 Produktion der AAV5-Vektoren

3.2.1 Herstellung von pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE”

Fur die Herstellung des pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*-Plasmids wurde das VP1-Intron-
Fragment mit den Primern VP-1-Intron-Fwd und VP-1-Intron-Rev mittels PCR
amplifiziert. AnschlieRend wurde das VP-1-Intron-Fragment PCR-Produkt mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Pstl geschnitten und mit dem pBluescript Il SK (+)
(pBS)-Plasmid, welches vorab ebenfalls mit BamHI und Pstl geschnitten wurde,
ligiert. Das entstandene pBS-VP1-Intron-Plasmid wurde im Rahmen der
Plasmidpraparation vervielfaltigt und aufgereinigt. Daraufhin wurde das VP-1-Intron-
Fragment aus dem Plasmid mit Hilfe von Sapl geschnitten und abschliel3end mit
BamHI verdaut. Somit lag das fertige VP-1-Intron-Insert vor (s. Abbildung 8 A). Das
VP2/3-Fragment wurde mit den Primern VP2/3-Fwd und PA-1 aus dem Plasmid
pDP5, welches die AAVS5 cap- und rep-Gene enthalt, mittels PCR amplifiziert.
Anschlie3end wurde das VP2/3-Fragment PCR-Produkt mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Xbal geschnitten und mit dem pUC 131 (pUC)-
Plasmid, welches vorab ebenfalls mit EcCoRI und Xbal geschnitten wurde, ligiert. Das
entstandene pUC-VP2/3-Plasmid wurde im Rahmen der Plasmidpraparation

vervielfaltigt und aufgereinigt. Daraufhin wurde das VP-2/3-Fragment aus dem
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Plasmid mit Hilfe von Asel geschnitten und abschlielRend mit Sapl und Xbal verdaut.
Somit lag auch das fertige VP-2/3-Insert vor (s. Abbildung 8 B).

Fur die Ligation des pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*-Plasmids wurde die cap-Sequenz
mit Hilfe der Restriktionsenzyme BamHI und Xbal aus dem pIR-Cap-AAV2-RBE*-
Plasmids geschnitten. Im Anschluss wurden das VP1-Intron-Fragment, das VP2/3-
Fragment und der vorbereitete pIR-Rahmen zusammen ligiert (s. Abbildung 8 C).
Abschliel3end wurde das gewonnene Plasmid sequenziert und als pIR-Cap-AAV5-
Intron-RBE* bezeichnet. Die gewlinschte DNA-Sequenz konnte in der
Sequenzierung des gesamten Plasmids bestatigt werden.

A. B. C.

VP1-Intron- Fragment BamH | EcoR | BamH |
Pst | @
Xba |

l j Xba |
BamH | Pst 1 EcoR | VP2/3-Fragment Xba |
Sap | Ase |
pBS-VP1-Intron pUC-VP2/3
Sap | o
BamH | l Sap | 1 Xba |
% | /

pIR-Cap-AAV5-
Intron-RBE*

Abbildung 8: Herstellung des pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*-Plasmids. A. Das VP1-Intron-
Fragment wurde mittels PCR amplifiziert, mit BamHI und Pstl geschnitten und mit dem
pBluescript 1l SK (+)-Plasmid (pBS)- ligiert. Anschliel3end wurde das VP-1-Intron-Fragment
mit Sapl aus dem pBS-VP1-Intron-Plasmid geschnitten und mit BamHI verdaut. B. Das
VP2/3-Fragment wurde aus dem Plasmid pDP5 mittels PCR amplifiziert, mit EcoRI und Xbal
geschnitten und mit dem pUC 131-Plasmid (pUC) ligiert. Daraufhin wurde das VP-2/3-
Fragment aus dem pUC-VP2/3-Plasmid mit Asel geschnitten und abschlieRend mit Sapl und
Xbal verdaut. C. Die cap-Sequenz wurde mit BamHI und Xbal aus dem pIR-Cap-AAV2-
RBE*-Plasmids (pIR) geschnitten und stattdessen das VP1-Intron-Fragment und das VP2/3-
Fragment in den pIR-Rahmen kloniert.
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Abbildung 9: pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*-Plasmid. Das fertige Plasmid in der Blow-Up-
Darstellung mit dem VP1-Fragement, dem VP2/3-Fragment und den Schnittstellen der
Restriktionsenzyme.

In Abbildung 10 sind die Plasmide pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE* und pIR-Rep78-
AAV2-hr2-RBE* dargestellt.
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Abbildung 10: pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE* und pIR-Rep78-AAV2-hr2-RBE". Die pIR-Plasmide enthalten die rep- oder cap-ORFs, die durch
einen vorgeschalteten Polyhedrin-Promoter gesteuert werden. Zudem enthélt das pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE*-Plasmid einen zusatzlichen im cap-
ORF in Form eines Introns lokalisierten Polyhedrin-Promoters, der die Expression von VP2 und VP3 steuert. Das Ampicillin-Resistenzgen (bla)
ermoglicht das Wachstum von transfizierten Sf9-Zellklonen in Ampicillin-haltigem Medium. Das Blasticidin-Resistenzgen ermdglicht die Selektion
von transfizierten Sf9-Zellklonen. Die homologe Region 2 (hr2) in Interaktion mit dem baculoviralen Faktor IE-1 aktiviert die Polyhedrin-Promotoren
und somit die Rep- und Cap-Expression. Die Rep-Bindestelle erhdht die Synthese der Rep- und Cap-Proteine. EM7- und OplE1-Promoter steuern
die Expression der Blasticidin Resistenz. Die pUC Ori-Sequenz fungiert als Replikationsstartpunkt (ORI, englisch origin of replication), die OplE2

PolyA-Sequenz als Polyadenylierungssignal (PolyA).
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3.2.2 Herstellung von pIR-Cap-AAV5-Intron-ARBE und pIR-Rep78-

AAV2-hr2-ARBE

Die Plasmide pIR-Cap-AAV5-Intron-ARBE und das pIR-Rep78-AAV2-hr2-ARBE
wurden aus den vorab hergestellten pIR-Cap/Rep78-AAV5-(Intron)-RBE*-Plasmiden
gewonnen. Mit Hilfe des Restriktionsenzyms Bglll wurde die Rep-Bindestelle aus
beiden pIR-Cap/Rep78-AAV5-(Intron)-RBE*-Plasmiden geschnitten. Anschlie3end
erfolgte eine Ligation sowie abschlieBend eine Sequenzierung des gesamten
Plasmids. Die Plasmide wurden als pIR-Cap-AAV5-Intron-ARBE und pIR-Rep78-
AAV2-hr2-ARBE bezeichnet (s. Abbildung 11).

3.2.3 Pooltestung

Zur Herstellung stabiler Insektenzelllinien (AAV5-RBE*-Zellklone und AAV5-ARBE-
Zellklone) wurden die rep- und cap-tragenden Plasmide mit Lipofektin in Sf9-Zellen
kotransfiziert. Wahrend anschlieRend Verdinnungsreihen unter Blasticidin-Selektion
erstellt wurden, erfolgte parallel eine Pooltestung der AAV5-RBE*-Zellklon-Testreihe
ohne Basticidin-Selektion. Hierfur wurde eine Teilmenge der kotransfizierten,
unselektierten Sf9-Zellen mit rekombinanten Baculoviren (Bac-rAAV-GFP) infiziert
und die Rep- und Cap-Expression im Western Blot untersucht. Als Vergleich wurden
AAV5-Vektoren aus Frier-Tau-Uberstanden des OneBac Sf9-Zellklons #6, der keinen
zusatzlichen Polyhedrin-Promoter (in Form eines artifiziellen Introns) besitzt sowie
AAV5-Vektoren aus Frier-Tau-Uberstanden von pDG-Plasmid-transfizierten HEK
293-Zellen genutzt. Diese wurden im Rahmen der OneBac-Publikation hergestellt
und waren im Labor vorhanden.® In Abbildung 12 zeigt sich eine starkere Expression
der VP1- und VP2-Kapsidproteine der AAV5-Intron-RBE*-Vektoren (in Abbildung 12
als Art. Intron bezeichnet) im Vergleich zu den Kapsidproteinen der AAV5-Vektoren,
die aus Sf9-Zellklon #6 und aus HEK 293-Zellen gewonnen wurden. Aus diesem
Ergebnis leitet sich ab, dass durch Einbringen des artefiziellen Introns mit
zuséatzlichem Polyhedrin-Promoter tatséachlich eine hohere VP1-Expression mdglich

ist.
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Abbildung 11:
Herstellung der
pIR-ARBE-
Plasmide.

A. Die Rep-
Bindestelle
(RBE) wurde mit
Bglll aus dem
pIR-Cap-AAV5-
Intron-RBE*-
Plasmid
geschnitten.

B. Die Rep-
Bindestelle
(RBE) wurde
ebenfalls mit
Bglll aus dem
pIR-Rep78-
AAV2-hr2-RBE*-
Plasmid
geschnitten.
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Abbildung 12: Western Blot der Kapsidproteine und Replikationsproteine von AAV5-
Vektoren im Vergleich. Eine 6cm? Zellkulturschale mit Sf9-Zellen nach Transfektion mit
pIR-Cap-AAV5-Intron-RBE* wurde mit Bac-rAAV-GFP infiziert und nach 3 Tagen geerntet.
Die Suspension wurde in ein 15 ml Tube transferiert und bei 2000 rpm fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 pl Proteinproben-
puffer resuspendiert sowie bei 95°C aufgekocht. Fir die Western Blot Analyse wurden die
Proteinproben in einem 10% Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Membrantransfer mit
dem monoklonalen B1 Antikdrper (A) oder dem monoklonalen 303.9 Antikorper (B) inkubiert.
Abschlieend konnten die Banden mittels Western Lightning Plus-ECL detektiert werden.
Art. Intron entspricht der unselektierten Zellsuspension aus Sf9-Zellen transfiziert mit pIR-
Cap-AAV5-Intron-RBE"* und pIR-Rep78-AAV2-hr2-RBE". Im Vergleich sind die Kapsid- und
Replikationsproteine aus den stabilen Zellklonen #6 und 293 dargestellt.

3.2.4 AAV5-RBE*-Zellklone

Das Selektionsverfahren, welches im Anschluss an die Kotransfektion mit pIR-Cap-
AAV5-Intron-RBE* mit pIR-Rep78-AAV2-hr2-RBE* angewandt wurde (s. Abbildung
13), basiert auf einem auf beiden Plasmiden enthaltenen OplE1-Promoter. Dieser
exprimiert die Blasticidin S Deaminase, welche das Antibiotikum Blasticidin

inaktiviert.®> Durch Zugabe von Blasticidin in das Medium sterben Zellen ohne
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Blasticidin S Deaminase ab. 90 Einzelklone wurden isoliert und unter Blasticidin-
Selektion (bis zur Suspension in Kolben) weiterpassagiert. 47 Zellklone tUberlebten
den Selektionsprozess und konnten schlief3lich in 30 ml Suspensionen transferiert
werden. Von den Suspensionen wurden 2 Proben von jeweils 1 x 107 Zellen
entnommen und eingefroren (s. 2.2.3.1.3). 35 Zellklone wurden bei einer Dichte von
2 x 108 pro ml mit Bac-rAAV-GFP infiziert. Nach 72 Stunden konnten die

entstandenen AAV5-RBE*-Vektoren mittels Frier-Tau-Verfahren geerntet werden.
pIR-Cap-AAV5- pIR-Cap-AAV5-
Intron-RBE* O / Intron-ARBE O S M
l Verdunnungsreihen +
Blasticidin Selektion
pIR-Rep78-AAV pIR-Rep78-AAV Kotransfektion
2-hr2-RBE* 2-hr2-ARBE in Sf9-Zellen

l Blasticidin
Selektion

6-Wellplatte 12-Wellplatte l Transfer der Zellklone
in 96-Wellplatte

XX
ooooquoo
@@e@eooo

Stabile Rep/Cap-Sf9- Suspensionskultur
Zellklone

Abbildung 13: Selektionsverfahren der transfizierten Sf9-Zellklone. Die pIR-Cap-AAV5
bzw. -Rep-AAV5-Plasmide wurden in den RBE* und ARBE-Versuchsreihen in Sf9-Zellen
kotransfiziert. Verschiedene Verdiunnungsreihen wurden unter Blasticidin-Zugabe angesetzt
und von diesen Einzelzellklone in 96-well-Platten transferiert. Unter Blasticidin-Selektion
wurden die Zellklone bis zur 6-Wellplatte passagiert. AnschlieRend wurden die stabilen
rep/cap-Sf9-Zellklone in Suspension kultiviert. Modifiziert nach Mietzsch et al. 2017.10

3.2.5 AAV5-ARBE-Zellklone

Nach Lipofektin-Kotransfektion von pIR-Cap-AAV5-Intron-ARBE pIR-Rep78-AAV2-
hr2-RBE* wurden 20 Einzelklone analog zu den AAV5-RBE*-Zellklonen passagiert.
12 Zellklone Uberlebten den Selektionsprozess und konnten in Suspension gebracht
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werden. Von den Suspensionen wurden 2 Proben von jeweils 1 x 107 Zellen
entnommen und eingefroren (s. 2.2.3.1.3). 12 Zellklone wurden bei einer Dichte von
2 x 108 pro ml mit Bac-rAAV-GFP infiziert. Nach 72 Stunden konnten die

entstandenen AAV5-ARBE-Vektoren mittels Frier-Tau-Verfahren geerntet werden.

3.3 Analyse der AAV5-Intron-RBE*-Vektoren

3.3.1 Western Blot

Die aufbereiteten AAV5-Vektoren aus 47 AAV5-RBE*-Zellklonen wurden mittels
Western Blots untersucht. Aus Kapazitatsgrinden erfolgte der erste Western Blot-
Durchgang mit 35 Vektoren (s. Abbildung 14). 18 Vektoren (C3A, C5A, C6A, C6B,
C9B, C10B, D2C, D3B, D6A, D5B, D7A, D9A, E5B, E10B, F2C, F3B, F5C, F9A)
zeigten eine starke Expression von VP1, 2 und 3. Bei 4 Vektoren (D4B, D8B, E4B,
E7A) war die VP1- und VP2-Expression reduziert und bei weiteren 4 Vektoren (D5A,
D7B, E2C, F10A) war lediglich VP3 Uber der Nachweisgrenze. Bei 9 Vektoren (C8A,
C8B, D3A, D6B, E5C, F5A, F6C, F7A, F8C) konnte keine VP-Expression
nachgewiesen werden. Ursachlich konnte hierbei z.B. ein Verlust der
Transgenkassette des Bac-rAAV-GFP gewesen sein. Wie aus den Ergebnissen mit
den Zellpools zu erwarten, zeigte sich bei der Uberwiegenden Anzahl der getesteten
AAV5-Vektoren eine erhdhte VP1- und VP2-Konzentration gegeniber den aus
Plasmid-transfizierten HEK 293-Zellen gewonnenen AAV5-Vektoren. Die Spezifitat
des Antikorper-Nachweis ist hoch, es zeigten sich keine kreuzreagierenden
Proteinbanden bei Proben aus nativen Sf9-Zellen, die als Negativkontrolle dienten.
Im zweiten Durchgang wurden 8 bereits getestete AAV5-Vektoren und die
ungetesteten 12 Vektoren mit AAV5-Vektoren aus dem OneBac Sf9-Zellklon #6
(ohne zusatzlichen Polyhedrin-Promoter) mittels Western Blot verglichen (s.
Abbildung 15). Bei 17 Vektoren (C6B, D3A, D5A, D7B, D8B, D8C, E4C, E5B, E8B,
E9C, F4A, FAC, F5B, F6A, F8B, F8C, F10A) zeigte sich eine starke Expression aller
Kapsidproteine im Vergleich zu einer geringeren VP1-Expression der Vektoren aus
dem OneBac Vergleichszellklon #6 und Vektoren aus Plasmid-transfizierten HEK
293 Zellen. Bei 3 Vektoren (D3C, D10C, E3C) zeigte sich eine geringere VP1- und
VP2-Expression. Bei den 8 bereits getesteten Vektoren bestétigte sich die starke
Kapsidproteinexpression. Bei den Vektoren D3A, D5A, D7B, F8C und F10A hatte
sich im ersten Durchgang kaum oder keine Expression der Kapsidproteine gezeigt.

In der in Abbildung 15 gezeigten zweiten Testung wiesen diese Vektoren, die aus
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erneut in Suspension gebrachten und abermals mit Bac-rAAV-GFP infizierten AAV5-
RBE™*-Zellklone gewonnen wurden, nun allesamt eine starke
Kapsidproteinexpression auf. Dies kdonnte bei erneuter Kultivierung in Suspension
und Baculovirus-Infektion der Zellklone auf den nun regelrechten Erhalt der
Transgenkassette des Bac-rAAV-GFP zurtickzufuhren sein.
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Abbildung 14: Western Blot der Kapsidproteine von AAV5-Vektoren aus 35 stabilen
AAV5-RBE*-Zellklonen im Vergleich zu nativen Sf9-Zellen und AAV5-Vektoren aus 293-
Zellen. 30 ml Zellsuspensionen (2 x 108 Zellen/ml) wurden mit Bac-rAAV-GFP infiziert
(MOI=5) und nach 3 Tagen geerntet. Je 3 ml der Kultur wurden in 15 ml R6hrchen
transferiert und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 pl Proteinprobenpuffer
resuspendiert und bei 95°C aufgekocht. Die pl-Menge der verwendeten Proteinproben wurde
zur besseren Vergleichbarkeit anhand der in der quantitativen PCR ermittelten rAAV5-
Konzentrationen festgelegt. Fir die Western Blot Analyse wurden die Proteinproben in einem
10% Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Membrantransfer mit dem monoklonalen B1
Antikorper inkubiert. AbschlieBend konnten die Banden mittels Western Lightning Plus-ECL
detektiert werden. Sf9 entspricht einer nativen Zellsuspension aus Sf9-Zellen als
Negativkontrolle. 293 entspricht den rAAV5 aus HEK-293-Zellen, die mitanalysiert wurden.
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Fortsetzung Abbildung 14: Western Blot der Kapsidproteine von AAV5-Vektoren aus 35
stabilen AAV5-RBE"-Zellklonen im Vergleich zu nativen Sf9-Zellen und AAV5-Vektoren

aus 293-Zellen.

76



CceB
D3A
D3C
D5A
D7B
293

kDa £
140 —
100 — T e — VP1
P ———m e i
50
2 88 8 9 g
kba ® & & o o o g
140 —
100 | — - o~ VE
70 | — gy —  \/ >3
m m O <C (@) ™
kDa 0 O @ T ¥ g
140 —
VP

100 —| — ————
:‘-—“ — VP2
0 L ——— P

50 —

3 £ 3 8 5 g
kDa £ T (e e (e o =
140 —

R S———— E— _VP2
10 T e e— e —\|P3
50 —

Abbildung 15: Western Blot der Kapsidproteine von AAV5-Vektoren aus 20 stabilen
AAV5-RBE*-Zellklonen im Vergleich zu AAV5-Vektoren aus dem Sf9-Zellklon #6 und
293-Zellen. 30 ml Zellsuspensionen (2 x 108 Zellen/ml) wurden mit Bac-rAAV-GFP infiziert
(MOI=5) und nach 3 Tagen geerntet. Je 3 ml der Kultur wurden in 15 ml R6hrchen
transferiert und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 pl Proteinprobenpuffer
resuspendiert und bei 95°C aufgekocht. Die pl-Menge der verwendeten Proteinproben wurde
zur besseren Vergleichbarkeit anhand der in der quantitativen PCR ermittelten rAAV5-
Konzentrationen festgelegt. Fir die Western Blot Analyse wurden die Proteinproben in einem
10% Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Membrantransfer mit dem monoklonalen B1
Antikérper inkubiert. AbschlieBend konnten die Banden mittels Western Lightning Plus-ECL
detektiert werden. Sf9 entspricht einer nativen Zellsuspension aus Sf9-Zellen als
Negativkontrolle. 293 entspricht den rAAV5 aus HEK-293-Zellen, die mitanalysiert wurden.
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3 AAV5-RBE*-Zellklone (D7B, D8B und E5B) mit starker Kapisdproteinexpression
der Vektoren wurden in je 3 Kolben a 30 ml (Dreifachbestimmung) in Suspension
gebracht und erneut mit Bac-rAAV-GFP infiziert. Die Auswahl der Vektoren bzw.
Zellklone erfolgte hierbei nach der im Folgenden beschriebenen quantitativen PCR
und Infektiositatstestung. Ziel der Dreifachbestimmung war die Reproduzierbarkeit

der Kapsidproteinexpression zu validieren. Alle aus den Zellklonen D7B, D8B und

E5B gewonnene AAV5-Vektoren zeigten eine erhdhte Expression der Kapsidproteine

mit Ausnahme von D7B Ill. Bei D7B Il zeigte sich im Vergleich zu den anderen
Vektoren eine geringere VP1-Konzentration und eine nicht nachweisbare VP2-
Konzentration. Alle Vektoren zeigten eine regelrechte Expression der
Replikationsproteine (s. Abbildung 16). Im Vergleich von D7BI bis Il lie3 sich
allerdings eine abnehmende Rep78 und 52 Konzentration darstellen.

Zusammenfassend wurden 47 AAV5-RBE™*-Zellklone bzw. die aus ihnen gewonnen
Vektoren hinsichtlich ihrer Kapsidproteinexpression getestet. Uberwiegend zeigte
sich gegenuber den AAV5-Vektoren aus den zu vergleichenden
Produktionssystemen eine erhdhte VP1-Expression. Bei 3 Zellklonen konnte die

gesteigerte VP1-Konzentration in Dreifachbestimmung reproduziert werden.
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Abbildung 16: Western Blot der Kapsidproteine und Replikationsproteine von AAV5-
Vektoren aus 3 stabilen AAV5-RBE*-Zellklonen im Vergleich. Von jedem Zellklon wurden
jeweils 3 Zellsuspensionen angefertigt (Dreifachbestimmung). Die 30 ml Zellsuspensionen (2
x 106 Zellen/ml) wurden mit Bac-rAAV-GFP infiziert (MOI = 5) und nach 3 Tagen geerntet.
3ml der Kultur wurden in 15 ml Tubes transferiert und bei 2000 rpm fiir 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 pl Proteinprobenpuffer
resuspendiert sowie bei 95°C aufgekocht. Die pul-Menge der verwendeten Proteinproben
wurde zur besseren Vergleichbarkeit anhand der in der quantitativen PCR ermittelten rAAV5-
Konzentrationen festgelegt. Fir die Western Blot Analyse wurden die Proteinproben in einem
10% Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Membrantransfer mit (A) dem monoklonalen B1
Antikdrper gegen die Cap-Proteine oder (B) dem monoklonalen 303.9 Antikérper gegen die
Rep-Proteine inkubiert. Abschliel3end konnten die Banden mittels Western Lightning Plus-
ECL detektiert werden.

3.3.2 Quantitative PCR

Mittels der Western Blot Analysen konnte gezeigt werden, dass die VP1-
Konzentration bei den hergestellten AAV5-Intron-RBE*-Vektoren deutlich hdher ist.
Im Weiteren wurde evaluiert, wie viele Vektoren aus den AAV5-RBE*-Zellkonen
gewonnen werden konnten. Einerseits erwarteten wir im hocheffizienten OneBac-
System eine hohe Vektorausbeute pro Sf9-Zelle, andererseits musste die Anzahl an
Vektoren pro Frier-Tau-Uberstand bzw. ihre Konzentration fir die unter 3.3.3

beschriebene Infektiositatstestung bekannt sein. Daftir wurde mit den Vektoren aus
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den Frier-Tau-Uberstanden von 20 Zellklonen nach Benzonase- und Proteinase K-
Verdau eine LightCycler PCR durchgefuhrt. Der Benzonase-Verdau dient zur
Eliminierung von DNA in den Frier-Tau-Lysaten, da in der quantitativen PCR nur die
DNA, die in den AAV-Vektoren enthalten ist, gemessen werden soll. Hierbei muss
allerdings beachtet werden, dass durch den Benzonase-Verdau nicht alle freie DNA
eliminiert wird und die Ergebnisse der quantitativen PCR dementsprechend
interpretiert werden. Eine absolute Beurteilung der Vektorkonzentration bzw. der
Vektorausbeute pro Zelle im Produktionssystem ist nur nach einer weiteren
Aufbereitung bspw. einer Affinitatschromatographie moglich. Bei paralleler
Durchfiihrung der Vektor-Produktions- und Analyseschritte ergibt sich unter den
Proben jedoch eine grobe Vergleichbarkeit, die insbesondere fir die anschlieRende

Infektiositatstestung entscheidend ist.

Zum Vergleich mit den AAV5-Intron-RBE*-Vektoren wurden im Labor vorhandene
Frier-Tau-Uberstande mit AAV5-Vektoren der HEK 293-Zellreihe ebenfalls fir einen
Proteinase K-Verdau genutzt und die Vektorkonzentration in der quantitativen PCR
mitbestimmt. Die Konzentration der AAV-Vektoren wird im Folgenden in genomische
Partikel pro ml angegeben. Genomischer Partikel bedeutet hierbei die DNA pro
Vektor, die im Kapsid, welches im Proteinase K Verdau zerstort wird, enthalten ist.
Aus dem Zellklon D7B konnten 8,34 x 10° gp/ml AAV5-Intron-RBE*-Vektoren
gewonnen werden. Bei dem Zellklon D8B betrug die Vektor-Konzentration 6,50 x
10! gp/ml und bei dem Zellklon E5B 9,6 x 10! gp/ml. Im Vergleich konnten aus dem
Zellklon #6 4,60 x 10 gp/ml und aus der HEK 293-Zellreihe 1,90 x 10%° gp/ml
gewonnen werden. Damit lag die Vektorausbeute der 3 genannten stabilen AAV5-
RBE*-Zellklone Uber der Vektorausbeute des Sf9-Zellklons #6 und der HEK 293-
Zellreihe. In Abbildung 17 ist die Vektorausbeute der 20 AAV5-RBE*-Zellklone im
Vergleich mit dem Zellklon #6 und der HEK 293-Zellreihe dargestellt.
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Abbildung 17: AAV5-Vektorausbeute aus 20 stabilen AAV5-RBE*-Zellklonen im
Vergleich zu AAV5-Vektorgewinn aus dem Sf9-Zellklon #6 und 293-Zellen. 30 ml
Zellsuspensionen (2 x 108 Zellen/ml) der 20 stabilen Zellklone sowie des Zellklons #6 wurden
mit Bac-rAAV-GFP infiziert und nach 3 Tagen geerntet. Nach Zentrifugation wurden die
Zellpellets in 1 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach 3 Frier-Tau-Zyklen, Benzonase- und
Proteinase K-Verdau erfolgte eine quantitative PCR (s. 2.2.3.5.2). Hier zur Ubersichtlichkeit
in 2 Diagrammen veranschaulicht. Frier-Tau-Uberstande von Plasmid-transfizierten HEK
293-Zellen wurden durch das Labor zur Verfigung gestellt, parallel zu den anderen Sf9 Zell
Prapararationen aufbereitet und analysiert. gp, Genomische Partikel.

Die drei Zellklone (D7B, D8B und E5B), die in der im Folgenden beschriebenen
Infektiositatstestung gute Ergebnisse gezeigt hatten, wurden ausgewahlt und parallel
zum OneBac-Zellklon #6 erneut in Suspensionskultur angeziichtet, mit Bac-rAAV-
GFP infiziert, wie oben beschrieben geerntet und aufbereitet. In der folgenden
quantitativen PCR dienten AAV5-Vektoren aus Frier-Tau-Uberstanden der HEK-293-
Zellreihe erneut als Vergleich. In Abbildung 11 ist die durchschnittliche
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Vektorausbeute sowie Mittelwerte der Vektorausbeute und Standardabweichung in
genomischen Partikel pro ml optisch dargestellt. Es zeigt sich, dass aus allen

Zellklonen AAV5-Vektoren in ahnlichem Mal3stab gewonnen werden konnten.
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Abbildung 18: AAV5-Vektorgewinn aus 3 stabilen AAV5-RBE*-Zellklonen - Zellklone
D7B, D8B und E5B im Vergleich mit AAV5-Vektorgewinn aus HEK-293 Zellen und #6 -
Mittelwert £ Standardabweichung in gp/ml. Von den Zellklonen D7B, D8B, E5B und #6
wurden jeweils 3 Zellsuspensionen angefertigt (Dreifachbestimmung). Die 30 ml
Zellsuspensionen (2 x 108 Zellen/ml) wurden mit Bac-rAAV-GFP infiziert und nach 3 Tagen
geerntet. Nach Zentrifugation wurden die Zellpellets in 1 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach 3
Frier-Tau-Zyklen, Benzonase- und Proteinase K-Verdau erfolgte eine quantitative PCR (s.
2.2.3.5.2). Frier-Tau-Uberstande aus 3 Praparationen von HEK 293-Zellen wurden durch das
Labor zur Verfiigung gestellt und parallel zu den anderen Prapararationen vorbereitet und
mit Hilfe der quantitativen PCR hinsichtlich Vektorausbeute analysiert. gp, Genomische
Partikel.

3.3.3 Transduktionsassay: Infektiositatstestung

Um die Infektiositat der AAV5-Intron-RBE*-Vektoren zu testen, wurde ein im
OneBac-System etabliertes Modell mit C12-Zellen, im Folgenden
Transduktionsassay genannt, genutzt. Dieses simuliert an modifizierten HelLa-Zellen
(C12-Zellen) die Wirkung bzw. Infektiositat der Vektoren auf menschliches Gewebe
in vitro. C12-Zellen enthalten stabil ins Genom integriert rep (und cap), sodass es bei
Infektion durch AAV-Vektoren zur Amplifikation des AAV-Vektor-Genoms kommt.
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Das AAV5-Intron-RBE*-Vektor-Genom codiert das Green fluorescent protein (GFP),
sodass bei erfolgreicher Infektion der C12-Zellen AAV-Vektoren und GFP gebildet
werden. Die dann emittierte Fluoreszenz kann mit Hilfe der FACS-Analyse detektiert
werden. Daraus lasst sich ein Infektionspotential des Vektors ableiten. Anhand der in
der quantitativen PCR bestimmten Konzentration der gewonnenen AAV5-Intron-
RBE*-Vektoren (Frier-Tau-Uberstande) aus den 20 stabilen AAV5-RBE*-Zellklonen
wurde das Transduktionsvolumen (s. Tabelle 12) festgelegt und anschliel3end der
Transduktionsassay durchgefuhrt. Hierfur wurden 16 Zellklone (C6B, D3A, D3C,
D5A, D7B, D8B, D8C, E4C, E5B, E8B, E9C, F4C, F5B, F6A, F8B, F10A)
ausgewabhlt, deren in der quantitativen PCR ermittelten Vektorkonzentrationen tber 1
x 10%° gp/ml lagen. Die C12-Zellen wurden mit den AAV5-Vektoren aus den
Zellklonen mit einer MOI von 1000 transduziert. Parallel wurden C12-Zellen mit
AAV5-Vektoren aus dem Sf9-Zellklon #6 und mit AAV5-Vektoren aus HEK 293-
Zellen ebenfalls mit einer MOI von 1000 transduziert. Als Helfervirus wurden
Adenoviren Typ 2 mit einer MOI von 10 genutzt. Nach Ernte der C12-Zellen wurde
eine FACS-Analyse durchgefuhrt. In Abbildung 19 sind exemplarisch C12-Zellen
dargestellt, die mit AAV5-Vektoren aus den Zellklonen D7B, #6 und 293 transduziert
wurden. Wie hier zu sehen, zeigen die mit AAV5-Vektoren aus #6 transduzierten
C12-Zellen kaum GFP-Expression, wahrend der Anteil an GFP-Expression bei
denen mit AAV5-Vektoren aus HEK 293-Zellen und dem AAV5-RBE*-Zellklon D7B
Transduzierten deutlich héher ist.
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Abbildung 19: Transduktionseffizienz der AAV5-Vektoren aus Frier-Tau-Uberstanden
des stabilen AAV5-RBE*-Zellklons D7B im Vergleich mit AAV5-Vektoren aus Frier-Tau-
Uberstanden des Sf9-Zellklons #6 und 293-Zellen im Transduktionsassay mit C12-
Zellen. Im Rahmen des Transduktionsassay (s. Abbildung 7) hier exemplarisch Ergebnisse
der FACS-Analyse der rAAV5 aus den Zellklonen #6, 293 und D7B. Fur die FACS-Analyse
wurden 100.000 Zellen pro Probe gezahlt. Zellen, die Uber 30 im FL1-H Kanal erreichten,
wurden als positiv gezahlt. FSC-H, Vorwartsstreulicht (englisch forward scattered light). FL1-
H, Lesekanal, der bei 530 nm detektiert (griines Licht).
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Von den getesteten AAV5-Vektoren zeigten die aus den Zellklonen D7B und D8B
gewonnenen Vektoren ein rund 10-fach héheres Transduktionspotenzial als die
AAV5-Vektoren aus dem Vergleichszellklon #6. Aus dem Zellklon E5B gewonnene
AAV5-Vektoren zeigten ein 3-fach und AAV5-Vektoren aus HEK 293-Zellen ein 20-
fach hoheres Transduktionspotenzial. In Abbildung 20 sind alle im
Transduktionsassay getesteten AAV5-Vektoren relativ ihrer Transduktionseffizienz
gegenuber den AAV5-Vektoen aus dem Zellklon #6 dargestellt. Die Vektoren aus
den Zellklonen D7B, D8B und E9C zeigten eine etwa 10-fache hthere
Transduktionseffizienz, die Anderen eine mindestens so effektive Transduktion wie
die Vektoren aus dem Vergleichsklon #6. Die deutlich héhere Transduktionseffizienz
der AAV5 aus den HEK-293 Zellen ist Uberraschend angesichts des erhdéhten VP1-
Anteils der AAV5-Intron-RBE*-Vektoren, jedoch kann eine Variabilitat zwischen den
nicht zeitgleich durchgefiihrten Praparationen nicht ausgeschlossen werden. Folglich
ist bspw. eine zu hoch berechnete AAV5-Intron-RBE*-Vektorkonzentration moglich.
Deshalb wurde das Experiment parallel mit AAV5-Vektoren aus den zwei besten
AAVS5-Intron-RBE*-Zellklonen (D7B, D8B), dem weiteren guten AAV5-Intron-RBE™-
Zellklon (E5B), dem OneBac Vergleichs-Zellklon #6 und AAV5-Vektoren aus

Plasmid-transfizierten HEK 293-Zellen in Dreifachbestimmung wiederholt.

84



204

Relative Transduktionseffizienz

#6 293 C6B D3AD3CD5AD7B D8B D8C E4C E5B E8B E9C F4C F5B F6A FS8BF10A NK
Frier-Tau Uberstande

Abbildung 20: Relative Transduktionseffizienz der AAV5-Vektoren aus Frier-Tau-
Uberstanden von 20 stabilen AAV5-RBE*-Zellklonen im Vergleich mit AAV5-Vektoren
aus Frier-Tau-Uberstanden des Sf9-Zellklons #6 und 293-Zellen im
Transduktionsassay mit C12-Zellen. 30 ml Zellsuspensionen (2 x 10® Zellen/ml) wurden
mit Bac-rAAV-GFP infiziert und nach 3 Tagen geerntet. Nach Zentrifugation wurden die
Zellpellets in 1 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach 3 Frier-Tau-Zyklen und Benzonase-Verdau
konnte entsprechend der in der quantitativen PCR ermittelten Vektorausbeute bei einer MOI
von 1000 C12-Zellen transduziert werden. Als Helferviren wurden bei einer MOI von 10
Adenoviren Typ 2 eingesetzt. 48 Stunden nach Transduktion erfolgte die C12-Zellernte und
abschliel3end wurde eine durchflu3zytometrische Analyse (s. 2.2.3.5.3) durchgefiihrt. Dabei
wurde bei erfolgreicher Infektion der C12-Zellen das Green fluorescent protein exprimiert und
die Fluoreszenz mit Hilfe der fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Analyse detektiert.
Fur die FACS-Analyse wurden 100.000 Zellen pro Probe gezahlt. Zellen, die tiber 30 im FL1-
H Kanal erreichten, wurden als positiv gezahlt. Dargestellt sind jeweils der Mittelwert sowie
die Standardabweichung der jeweiligen rAAV5 der korrespondierenden Zellklone. Die
Transduktionseffizienz der rAAVS5 aus Zellklon 10 wurde als 1 gesetzt, die Werte der
anderen rAAV5 wurden diesbezlglich prozentual dargestellt. NK entspricht Negativkontrolle
mit Adenoviren ohne rAAVS5.

Hierflr wurden die AAV5-Intron-RBE*-Zellklone und Zellklon #6 parallel in 3 Kolben a
30 ml (Dreifachbestimmung) in Suspension gebracht und wie bereits beschrieben bei
einer Konzentration von 2 x 108 Zellen/ml mit Bac-rAAV-GFP infiziert, geerntet und
aufbereitet (Frier-Tau). Quantifizierte AAV5 Frier-Tau-Uberstande aus HEK-293
dienten als Kontrolle. Nach Benzonase- und Proteinase K-Verdau erfolgte zur
Konzentrationsbestimmung eine quantitative PCR. Fir die vergleichende
Infektiositatstestung der AAV5-Vektoren wurde der Transduktionsassay in C12-
Zellen wie bereits beschrieben durchgefiihrt. Basierend auf den ermittelten
Konzentrationen in gp/ml erfolgte eine Transduktion der C12-Zellen mit den AAV5-
Vektoren aus den Zellkonen D7B, D8B, E5B, Vergleichszellklon #6 und den Vektoren
aus den HEK 293-Zellen bei einer MOI von 10.000. Als Helfervirus diente abermals
das Adenovirus Typ 2 mit einer MOI von 10. In der FACS-Analyse bestétigte sich,
dass alle AAV5-Intron-RBE*-Vektoren eine deutliche hohere Transduktionseffizienz
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als die Vektoren aus dem Vergleichszellklon #6 aufwiesen (s. Abbildung 21).
Interessanterweise wiesen die AAV5-Intron-RBE*-Vektoren zudem eine 2,5 bis 3-
fache hohere Transduktionseffizienz im Vergleich zu den AAV5-Vektoren aus den
HEK 293-Zellen auf. Dies lasst sich am ehesten auf die hohe Variabilitat im
Vorversuch bei insgesamt hoher Probenanzahl zurlckfihren. Zusammenfassend
konnte bei nun erfolgter Dreifachbestimmung die deutlich hhere
Transduktionseffizienz der AAV5-Intron-RBE*-Vektoren gegeniber den AAV5-
Vektoren aus Vergleichszellklon #6 bestatigt werden. Zudem konnte durch eine im
Rahmen der Dreifachbestimmung streng parallel durchgefiihrte Anztichtung und
Ernte bei einer definierten Zelldichte von 2x108 Sf9-Zellen/ml der AAV5-RBE*-
Zellklone eine hohere Transduktionseffizienz der AAV5-Intron-RBE*-Vektoren
gegenuber den AAV5-Vektoren aus HEK 293-Zellen festgestellt werden. Fur die
optimierten bzw. gegentiber dem Vorversuch besser standardisierten
Produktionsbedingungen spricht auch die nun hohere Transduktionseffizienz der
AAV5-Intron-RBE*-Vektoren aus Zellklon E5B gegeniber den Vektoren aus HEK
293-Zellen und der vergleichbaren Transduktionseffizienz der AAV5-Intron-RBE™-

Vektoren untereinander.

Relative Transduktionseffizienz
N
1

293 #6 D7B D8B EHBB NK
Frier-Tau Uberstande

Abbildung 21: Relative Transduktionseffizienz der AAV5-Vektoren aus Frier-Tau-
Uberstanden von 3 stabilen AAV5-RBE*-Zellklonen im Transduktionsassay mit C12-
Zellen. Von jedem Zellklon wurden jeweils 3 Zellsuspensionen angefertigt (Dreifach-
bestimmung). Die 30 ml Zellsuspensionen (2 x 106 Zellen/ml) wurden mit Bac-rAAV-GFP
infiziert und nach 3 Tagen geerntet. Nach Zentrifugation wurden die Zellpellets in 1 ml
Lysepuffer resuspendiert. Nach 3 Frier-Tau-Zyklen und Benzonase-Verdau konnte
entsprechend der in der quantitativen PCR ermittelten Vektorausbeute C12-Zellen bei einer
MOI von 10.000 mit rAAVS transduziert werden. Als Helferviren wurden bei einer MOI von 10
Adenoviren Typ 2 eingesetzt. 48 Stunden nach Transduktion erfolgte die C12-Zellernte und
abschliel3end wurde eine durchflu3zytometrische Analyse (s. 2.2.3.5.3) durchgefihrt.
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Fortsetzung Abbildung 21: Dabei wurde bei erfolgreicher Infektion der C12-Zellen das Green
fluorescent protein exprimiert und die Fluoreszenz mit Hilfe der fluorescence-activated cell
sorting (FACS)-Analyse detektiert. Fur die FACS-Analyse wurden 100.000 Zellen pro Probe
gezahlt. Zellen, die tGber 30 im FL1-H Kanal erreichten, wurden als positiv gezahlt. NK
entspricht Negativkontrolle mit Adenoviren ohne rAAV5. Dargestellt sind jeweils der
Mittelwert sowie die Standardabweichung der jeweiligen rAAV5 der korrespondierenden
Zellklone. Die Transduktionseffizienz der rAAV5 aus HEK 293-Zellen wurde als 1 gesetzt, die
Werte der anderen rAAV5 wurden diesbezlglich prozentual dargestellt.

3.4 Analyse der AAV5-Intron-ARBE-Vektoren

Ein essentieller Anspruch an virale Vektoren ist, dass sie méglichst wenig Fremd-
DNA enthalten. Im Rahmen der OneBac-Publikation unseres Labors fiel auf, dass die
hochgereinigten AAV5-Vektoren noch geringe Mengen an Fremd-DNA enthalten. Bei
dieser handelte es sich um mittels quantitativer PCR detektierte rep-, cap-,
Blasticidinresistenzgen- und hr2-Sequenzen, die auf den pIR-Plasmiden enthalten
sind.?®> Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Vermutung gestellt, dass die in den pIR-
Plasmiden integrierte, als Verpackungssignal fungierende Rep-Bindestelle dabei eine
fuhrende Rolle spielt. Aufgrund dieser Annahme entfernten wir in den Vorversuchen
die auf den pIR-Plasmiden vorhandene Rep-Bindestelle. Um zu testen, ob das
Verpackungssystem bzw. die AAV5-Vektorproduktion auch ohne RBE gelingt,
analysierten wir die von uns generierten AAV5-Intron-ARBE-Vektoren analog zu den
AAV5-Intron-RBE*-Vektoren.

3.4.1 Western Blot

12 stabile AAV5-Intron-ARBE-Zellklonen wurden auf VP-Expression analysiert wie
unter 3.3.1 beschrieben. Im Western Blot (s. Abbildung 22) zeigten die Zellklone 1, 3,
10, 7 eine ausgepréagte Expression von VP1. Schwécher fiel die VP1-Expression bei
den Zellklonen 2, 4, 8, 9, 12 aus. Die Zellklone 5, 6 und 11 zeigten eine kaum
detektierbare VP1-Expression. Bei allen Zellklonen wurden die Kapsidproteine VP 2

und 3 stark exprimiert.

87



kDa 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 i

140 —

100 — w—  —— - — . VP1
70 — - -— —\/P2
e I

Abbildung 22: Western Blot der Kapsidproteine von AAV5-Vektoren aus 12 stabilen
AAV5-ARBE-Zellklonen im Vergleich. 30 ml Zellsuspensionen (2 x 10° Zellen/ml) wurden
mit Bac-rAAV-GFP infiziert (MOI=5) und nach 3 Tagen geerntet. 3 ml der Kultur wurden in 15
ml Tubes transferiert und bei 2000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 500 pl Proteinprobenpuffer resuspendiert sowie bei 95°C
aufgekocht. Anschlie3end erfolgte ein Western Blot. Die pyl-Menge der verwendeten
Proteinproben wurde zur besseren Vergleichbarkeit anhand der in der quantitativen PCR
ermittelten rAAV5-Konzentrationen festgelegt. Fir die Western Blot Analyse wurden die
Proteinproben in einem 10% Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Membrantransfer mit
dem monoklonalen B1 Antikdrper inkubiert. Abschlieend konnten die Banden mittels
Western Lightning Plus-ECL detektiert werden. Zur Ubersichtlichkeit wurden hier drei Gele
bzw. Membranen parallel dargestellt.

Um die Reproduzierbarkeit des Vorversuchs zu testen wurden drei Zellklone (1, 7
und 10) ausgewahlt und in Suspension vermehrt. Von jedem Zellklon wurden 3
Kolben a 30 ml (Dreifachbestimmung) angesetzt und bei einer Konzentration von 2 x
108 Zellen/ml mit Bac-rAAV-GFP infiziert, geerntet und hinsichtlich der Expression
der Kapsid- und Replikationsproteine der gewonnenen AAV5-Intron-ARBE-Vektoren
mittels Western Blot untersucht. Alle Vektoren zeigten eine starke VP2- und VP3-
Expression. Die Vektoren der Zellklone 7 und 10 zeigten ebenfalls eine erhdhte VP1-
Expression, wahrend die Vektoren aus Zellklon 1 eine kaum detektierbare VP1-
Expression zeigten (s. Abbildung 23 A). Dies ist Uberraschend, da die Vektoren aus
Zellklon 1 im Vorversuch eine starke VP1-Expression aufwiesen. Ursachlich kdnnte
bei insgesamt schwacherer Kapisdproteinkonzentration aller Vektoren im Vergleich
zum Vorversuch eine zu geringe Belichtungszeit des Films sein. Eine niedrigere
Vektorkonzentration konnte in der anschliel3enden quantitativen PCR
ausgeschlossen werden. Im Western Blot der Replikationsproteine (s. Abbildung 23
B) zeigte sich einerseits eine regelrechte Expression von Rep78 und 52, andererseits
eine erhohte Konzentration unspezifischer Banden. Bei nicht parallel mitanalysierter
nativer Sf9-Zellkontrolle ist eine Antikorper-Kreuzreaktivitat nicht beweisbar, jedoch
denkbar.
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Abbildung 23: Western Blot der Kapsidproteine und Replikationsproteine von AAV5-
Vektoren aus 3 stabilen AAV5-ARBE-Zellklonen im Vergleich. Von jedem Zellklon
wurden jeweils 3 Zellsuspensionen angefertigt (Dreifachbestimmung). Die 30 ml
Zellsuspensionen (2 x 108 Zellen/ml) wurden mit Bac-rAAV-GFP infiziert (MOI=5) und nach 3
Tagen geerntet. 3 ml der Kultur wurden in 15 ml Tubes transferiert und bei 2000 rpm fiir 10
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 pl
Proteinprobenpuffer resuspendiert sowie bei 95°C aufgekocht. Die pl-Menge der
verwendeten Proteinproben wurde zur besseren Vergleichbarkeit anhand der in der
guantitativen PCR ermittelten rAAV5-Konzentrationen festgelegt. Fir die Western Blot
Analyse wurden die Proteinproben in einem 10% Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach
Membrantransfer mit (A) dem monoklonalen B1 Antikérper gegen die Cap-Proteine oder (B)
dem monoklonalen 303.9 Antikérper gegen die Rep-Proteine inkubiert. Abschlie3end
konnten die Banden mittels Western Lightning Plus-ECL detektiert werden.

3.4.2 Quantitative PCR

Vektoren aus 11 AAV5-ARBE-Zellklone sowie aus dem AAV5-RBE*-Zellklon E5B
wurden analog zu den AAV5-RBE™-Zellklonen geziichtet, geerntet und ftr die
anschlieRende quantitative PCR aufbereitet (Benzonase- und Proteinase K-Verdau).
Aus dem Zellklon 1 konnten 6,50 x 10 gp/ml AAV5-Intron-ARBE-Vektoren
gewonnen werden. Bei dem Zellklon 7 betrug die Vektor-Konzentration 5,33 x 10%°
gp/ml und bei dem Zellklon 10 1,26 x10** gp/ml. Im Vergleich konnten aus dem

Zellklon E5B 5,54 x 10 gp/ml Vektoren gewonnenen werden. Damit lag die

89



Vektorausbeute der 3 genannten stabilen AAV5-ARBE-Zellklone auf dem Niveau der
Vektorausbeute des Zellklons E5B trotz vorheriger Entfernung der Rep-Bindestelle.
In Abbildung 24 ist die Vektorausbeute aus allen 11 Zellklonen im Vergleich mit dem
Zellklon E5B abgebildet. Die Probe von Zellklon 4 erbrachte in der quantitativen PCR
keinen Wert, ist hier deshalb nicht dargestellt und wurde folglich auch nicht im

Transduktionsassay verwendet.
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Abbildung 24: AAV5-Vektorgewinn aus 11 stabilen AAV5-ARBE-Zellklonen im Vergleich
mit dem stabilen AAV5-RBE*-Zellklon E5B. 30 ml Zellsuspensionen (2 x 10° Zellen/ml)
wurden mit Bac-rAAV-GFP infiziert und nach 3 Tagen geerntet. Nach Zentrifugation wurden
die Zellpellets in 1 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach 3 Frier-Tau-Zyklen, Benzonase- und
Proteinase K-Verdau erfolgte eine quantitative PCR (s. 2.2.3.5.2). gp, Genomische Partikel.

Nach der Charakterisierung der 12 stabilen Zellklone mittels Westen Blot,
quantitativer PCR und Transduktionsassay (s. 3.4.3) wurden drei Zellklone (1, 7 und
10) ausgewahlt und erneut in Suspension gebracht, um die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu testen. Von jedem Zellklon wurden 3 Kolben a 30 ml
(Dreifachbestimmung) angesetzt und bei einer Konzentration von 2 x 108 Zellen/m|
mit Bac-rAAV-GFP infiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellklone wie oben
beschrieben geerntet, aufbereitet und hinsichtlich der Vektor-Ausbeute mittels
guantitativer PCR untersucht. In der folgenden Tabelle (s. Tabelle 13) sind die
Mittelwerte der Vektorausbeute sowie Standardabweichung in genomischen Partikel
pro ml und pro Zelle aufgefuhrt.
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Tabelle 13: Durchschnittliche Vektorausbeute der Zellklone 1, 7 und 10

Zellklon Mittelwert +

Standardabweichung in gp/ml

Mittelwert +

Standardabweichung in gp/Zelle

1
7
10

2,2x1012+ 1,6 x 1012
6,3 x 101 +2 2 x 1011
2,4x1012+1,2x 1012

8,4 x 10+ 7,1 x 10*
3,3x10%+1,3x 104
8,5 x 10% + 4,4 x 10%

In Abbildung 25 ist die durchschnittliche Vektorausbeute optisch dargestellt. Es zeigt

sich, dass aus den drei Zellklonen Vektoren in &hnlichem Mal3stab gewonnen

werden konnten. Somit konnte trotz Entfernung der Rep-Bindestelle Vektoren in

hohem Mal3stab reproduzierbar hergestellt werden. Beachtet werden muss, dass es

sich nicht um aufgereinigte rAAV5 handelt. Bei tblicherweise nicht vollstandigem

Benzonase-Verdau aller DNA (auf3erhalb der rAAV5-Kapside) werden von Bac-

rAAV5-GFP eingebrachte rAAV5-Transgenkassetten mitbestimmt. Bei strenger

Paralleltestung mit Einsatz einer stets gleichen Bac-rAAV5-GFP-Menge ergibt sich

jedoch eine Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Zellkonen.
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Abbildung 25: AAV5-Vektorausbeute aus 3 stabilen AAV5-ARBE-Zellklonen - Zellklon 1,
7 und 10 im Vergleich. Von jedem Zellklon wurden jeweils 3 Zellsuspensionen angefertigt
(Dreifachbestimmung). Die 30 ml Zellsuspensionen (2 x 108 Zellen/ml) wurden mit Bac-rAAV-
GFP infiziert und nach 3 Tagen geerntet. Nach Zentrifugation wurden die Zellpellets in 1 ml
Lysepuffer resuspendiert. Nach 3 Frier-Tau-Zyklen, Benzonase- und Proteinase K-Verdau
erfolgte eine quantitative PCR (s. 2.2.3.5.2). gp, Genomische Partikel.

A. Dargestellt sind die Zellklone 1, 7 und 10 in Dreifachbestimmung in gp/ml.

B. Dargestellt sind die Zellklone 1, 7 und 10 in Dreifachbestimmung in gp/Zelle.
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3.4.3 Transduktionsassay: Infektiositatstestung

Nach Bestimmung der Konzentration (quantitativen PCR) der gewonnenen Vektoren
(Frier-Tau-Uberstande) aus den 11 stabilen AAV5-ARBE-Zellklonen und Ermittlung
des Transduktionsvolumens (s. Tabelle 12) erfolgte der Transduktionsassay. Ziel war
die Beurteilung des Infektionspotenzials der AAV5-Intron-ARBE-Vektoren zu den
AAVS5-Intron-RBE*-Vektoren aus dem Zellklon E5B. Hierfur wurden alle 11 Zellklone
verwendet. Vorab wurden C12-Zellen wie beschrieben in einer 24-Wellschale
vorbereitet und anschlie3end mit den Vektoren aus den Zellklonen mit einer MOI von
1000 transduziert. Parallel wurden C12-Zellen mit Vektoren aus dem AAV5-RBE™-
Zellklon E5B ebenfalls mit einer MOI von 1000 transduziert. Als Helferviren wurden
Adenoviren Typ 2 mit einer MOI von 10 genutzt. 48 Stunden nach Transduktion
wurden die C12-Zellen geerntet und wie oben beschrieben fir eine FACS-Analyse
vorbereitet. Bei erfolgreicher Transduktion kam es zur GFP-Expression der C12-
Zellen. Die Vektoren aus den Zellklonen 1, 3, 8, 10 zeigten gegeniber denen aus
dem Zellklon E5B eine gleichwertige Transduktionseffizienz. Aus dem Zellklon 7
gewonnene Vektoren zeigten sogar ein zweifach hoheres Transduktionspotenzial. In
Abbildung 26 sind alle im Transduktionsassay getesteten Vektoren relativ ihrer

Transduktionseffizienz gegeniber den Vektoren aus dem Zellklon E5B dargestellt.
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Abbildung 26: Relative Transduktionseffizienz der AAV5-Vektoren aus Frier-Tau-
Uberstanden von 11 stabilen AAV5-ARBE-Zellklonen im Vergleich mit AAV5-Vektoren
aus Frier-Tau-Uberstanden des AAV5-RBE*-Zellklons E5B im Transduktionsassay mit
C12-Zellen. 30 ml Zellsuspensionen (2 x 10° Zellen/ml) wurden mit Bac-rAAV-GFP infiziert
und nach 3 Tagen geerntet. Nach Zentrifugation wurden die Zellpellets in 1 ml Lysepuffer
resuspendiert. Nach 3 Frier-Tau-Zyklen und Benzonase-Verdau konnte entsprechend der in
der quantitativen PCR ermittelten Vektorausbeute bei einer MOl von 1000 C12-Zellen
transduziert werden. Als Helferviren wurden bei einer MOI von 10 Adenoviren Typ 2
eingesetzt. 48 Stunden nach Transduktion erfolgte die C12-Zellernte und abschlieRend
wurde eine durchfluRzytometrische Analyse (s. 2.2.3.5.3) durchgefiihrt.
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Fortsetzung Abbildung 26: Dabei wurde bei erfolgreicher Infektion der C12-Zellen das Green
fluorescent protein exprimiert und die Fluoreszenz mit Hilfe der fluorescence-activated cell
sorting (FACS)-Analyse detektiert. Fur die FACS-Analyse wurden 100.000 Zellen pro Probe
gezahlt. Zellen, die tGber 30 im FL1-H Kanal erreichten, wurden als positiv gezahilt.
Dargestellt sind jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung der jeweiligen rAAV5
der korrespondierenden Zellklone. Die Transduktionseffizienz der rAAV5 aus Zellklon E5B
wurde als 1 gesetzt, die Werte der anderen rAAV5 wurden diesbeziiglich prozentual
dargestellt. NK entspricht Negativkontrolle mit Adenoviren ohne rAAVS5.

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu testen, wurden nach Charakterisierung
der Vektoren aus den AAV5-ARBE-Zellklone und Ermittlung des
Transduktionsvolumens (s. Tabelle 12) drei Zellklone (1, 7 und 10) ausgewahlt und
erneut in Suspension gebracht. Von jedem Zellklon wurden 3 Kolben a 30 ml
(Dreifachbestimmung) angesetzt und bei einer Konzentration von 2 x 108 Zellen/ml
mit Bac-rAAV-GFP infiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellklone geerntet und
hinsichtlich der Vektorausbeute-Ausbeute mittels quantitativer PCR untersucht. Im
Anschluss konnte der Transduktionsassay erfolgen. Vorab wurden C12-Zellen wie
beschrieben in einer 24-Wellschale vorbereitet und anschliel3end mit den Vektoren
aus den Zellklonen mit einer MOI von 10.000 und 1000 transduziert. Als Helferviren
wurden Adenoviren Typ 2 mit einer MOI von 10 genutzt. 48 Stunden nach
Transduktion wurden die C12-Zellen geerntet und fur eine FACS-Analyse vorbereitet.
Bei erfolgreicher Transduktion kam es wie beschrieben zur GFP-Expression der
C12-Zellen. Von den getesteten Vektoren zeigten die aus dem Zellklon 7
gewonnenen Vektoren gegenulber denen aus den Zellklonen 1 und 10
durchschnittlich sowohl bei einer MOI von 10.000 als auch einer MOI 1000 eine
hdhere Transduktionseffizienz (s. Abbildung 27). Damit lieRen sich die Ergebnisse
wie erhofft in Dreifachbestimmung reproduzieren. Zusammenfassend konnten trotz
der Deletion der Rep-Bindestelle reproduzierbar infektiose AAV5-Vektoren in hohem
Malstab produziert werden. Hierbei zeigten sich die Vektoren aus AAV5-Intron-
ARBE Zellklon 7 sogar infektitser als die Vektoren aus dem AAV5-Intron-RBE™-
Zellklon E5B.
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Abbildung 27: Relative Transduktionseffizienz der AAV5-Vektoren aus Frier-Tau-
Uberstanden von 3 stabilen AAV5-ARBE-Zellklonen im Transduktionsassay mit C12-
Zellen. Von jedem Zellklon wurden jeweils 3 Zellsuspensionen angefertigt (Dreifach-
bestimmung). Die 30 ml Zellsuspensionen (2 x 106 Zellen/ml) wurden mit Bac-rAAV-GFP
infiziert und nach 3 Tagen geerntet. Nach Zentrifugation wurden die Zellpellets in 1 ml
Lysepuffer resuspendiert. Nach 3 Frier-Tau-Zyklen und Benzonase-Verdau konnte
entsprechend der in der quantitativen PCR ermittelten Vektorausbeute C12-Zellen
transduziert werden. Als Helferviren wurden bei einer MOI von 10 Adenoviren Typ 2
eingesetzt. 48 Stunden nach Transduktion erfolgte die C12-Zellernte und abschlieend
wurde eine durchflul3zytometrische Analyse (s. 2.2.3.5.3) durchgefiihrt. Dabei wurde bei
erfolgreicher Infektion der C12-Zellen das Green fluorescent protein exprimiert und die
Fluoreszenz mit Hilfe der fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Analyse detektiert. Fur
die FACS-Analyse wurden 100.000 Zellen pro Probe gezahit. Zellen, die tber 30 im FL1-H
Kanal erreichten, wurden als positiv gezahlt. NK entspricht Negativkontrolle mit Adenoviren
ohne rAAVS5. Dargestellt sind jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung der
jeweiligen rAAVS5 der korrespondierenden Zellklone. Die Transduktionseffizienz der rAAV5
aus Zellklon 10 wurde als 1 gesetzt, die Werte der anderen rAAV5 wurden diesbeziiglich
prozentual dargestellt. A. Transduktion von C12-Zellen mit rAVV5 bei einer MOI von 10.000,
B. Transduktion von C12-Zellen mit rAVV5 bei einer MOI von 1000.
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4. Diskussion

AAV-Vektoren haben sich zu einem bedeutenden Bestandteil der
gentherapeutischen Medizin entwickelt. Durch die Anwendung unterschiedlicher
Serotypen-Kapside bieten sie fir eine steigende Anzahl von vorwiegend genetischen
Erkrankungen potentielle Therapiemaoglichkeiten. Wie einleitend dargelegt, zeigte
sich in der Vergangenheit jedoch die Produktion von Vektoren in biotechnologischem
Malfl3stab als problematisch, da die Plasmidtransfektion von Saugerzellsystemen mit
einem enormen Material- und Zeitbedarf einhergeht, um ausreichende
Vektormengen flr den in vivo-Einsatz zu generieren. Losungsmaglichkeiten bieten
das 2002 entwickelte, auf Koinfektion von drei Baculoviren basierende Sf9-
Insektenzellsystem von Urabe et al. und das OneBac-System, welches 2009 von
Aslanidi entwickelt und 2014 von Mietzsch et al. optimiert wurde.®7784 Im Rahmen
dieser Arbeit konnten erstmalig zwei wesentliche Probleme im OneBac-
Insektenzellproduktionssystem mit AAV5-Vektoren gel6st werden. Einerseits konnte
durch Steigerung des VP1-Anteils die Infektiositat der gewonnenen Vektoren
gegenuber den Vergleichsvektoren aus HEK 293-Zellen deutlich gesteigert werden.
Andererseits gelang es im Weiteren, trotz Deletion der Rep-Bindestelle AAV5-
Vektoren in hoher Konzentration und mit ebenfalls gesteigerter Infektiositéat
gegenuber den Vergleichsvektoren aus HEK 293-Zellen zu gewinnen. Im Rahmen
unserer OneBac2.0-Publikation konnten wir dartiber hinaus zeigen, dass sich durch
Deletion von RBE die parallele Verpackung von nicht-Vektor-DNA in rAAV5 drastisch
reduziert. Auf Basis dieser Verbesserungen lasst sich eine hohe Bedeutung dieser
Arbeit fur die Produktion und Anwendung von rAAV5 im Rahmen der klinischen
Gentherapie ableiten.

4.1 Bedeutung von VP1

Bislang zeigten sich aus Baculovirus-Sf9-Insektenzellsystemen gewonnene rAAV5
weniger infektids als rAAV5 aus Saugetiersystemen. Dies konnte in der OneBac-
Publikation von Mietzsch et al. bestatigt werden; rAAV5 zeigte im Vergleich zu rAAV5
aus HEK 293-Zellen ein reduziertes Transduktionspotenzial trotz hoher
Vektorausbeute pro Sf9-Zelle.® Interessanterweise zeigte sich in Western Blot-
Analysen eine verminderte VP1-Expression der OneBac rAAV5-Kapside im
Vergleich zu rAAV5 aus HEK 293-Zellen. Durch die reduzierte VP1-Expression ist
bei OneBac rAAVS5 von einer Stérung der initial fur das AAV2 Wildtyp Kapsid
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beschriebene, fur alle Serotypen geltende, stochiometrische Verhéltnis von 1:1:10
zwischen VP1, VP2 und VP3 auszugehen. VP1 ist fir das Kapsid-Assembly nicht
notwendig, jedoch durch die N-terminal lokalisierte Phospholipase-Doméne PLA2
integral fur die Vektorinfektiositat.?® PLA2 ermdglicht hierbei das Verlassen der
Vektoren aus den zellularen Endosomen. Die PLA2-Domane ist unter den AAV-
Serotypen nicht divergent mit Ausnahme von AAV5, was mit einer reduzierten
Infektiositat einhergehen konnte.3? Im auf Koinfektion von drei Baculoviren
beruhenden Sf9-Insektenzellsystem konnte eine erhéhte Infektiositat durch die
Fusion der N-terminalen VP1-Domane von AAV2 mit dem VP2-, VP3-ORF von AAV5
erzielt werden.1%” Das dadurch entstehende AAV5/2-Hybridkapsid divergiert
allerdings durch eine veranderte Oberflachenbeschaffenheit vom urspriinglichen
AAV5-Kapsid mit denkbaren Folgen fur den in vivo Einsatz. Auf Basis dieser
Feststellungen implementierten wir die Hypothese, dass die geringe
Transduktionsfahigkeit am ehesten auf die reduzierte VP1-Expression zurtickgefuhrt
werden muss. Hierfur konnten wir das urspriingliche VP1-Startcodon zum Wildtyp-
Startcodon ATG andern und ein neuartigen pIR-Cap-Plasmid mit artefiziellen Intron
mit zusatzlichem Polyhedrin-Promoter fir die Koexpression von VP1, 2 und 3
generieren. Nach Kotransfektion mit pIR-Rep in Sf9-Zellen, Hochziichtung und
Aufbereitung der Vektoren konnten wir die rAAV5 aus HEK 293-Zellen und dem
OneBac-System mit den gewonnenen neuartigen rAAV5 durch Western Blot,
quantitative PCR und C12-Transduktionsassay vergleichen. Aus unserer Sicht
beweisend fir die verbesserte Infektiositat durch einen erhéhten VP1-Anteil im
rAAV5 Kapsid ist der direkte Vergleich zwischen rAAV5 aus HEK 293-Zellen und
rAAV5 aus dem OneBac- sowie dem im Rahmen dieser Arbeit implementierten
OneBac2.0-System im Transduktionsassay. Bei erhéhtem VP1-Anteil der rAAV5-
Kapside im OneBac2.0-System zeigten sich die Vektoren (D7B, D8B und E5B)
infektioser als die Vektoren aus dem OneBac-System und interessanterweise
infektioser als rAAV5 aus dem HEK 293-System. Daraus leitet sich die
biomedizinische Bedeutung dieser Arbeit ab, da durch die erhdhte Infektiositat der
rAAV5 im OneBac2.0-System bei hoher Vektorausbeute pro Sf9-Zelle das rAAV5-
Produktionssystem entscheidend verbessert werden konnte. Der dadurch mogliche
Einsatz von weniger Vektoren bei héherer Infektiositat, damit erhdhter Expression
des Transgens und schliel3lich geringen Produktionskosten gegeniber den

Saugetier-Produktionssystemen ist aus unserer Sicht wegweisend.
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Interessanterweise war die Infektiositat der rAAV5 OneBac2.0 gegentuber den rAAV5
aus HEK 293-Zellen erh6ht. Mdglich erscheint eine optimierte VP1-Konzentration der
rAAV5 OneBac2.0 auch gegeniber der rAAV5 aus HEK 293-Zellen und ein damit
einhergehendes verbessertes Endosomenescape. Um diese Annahme zu
verifizieren mussten allerdings in Folgeexperimenten die absoluten VP1-
Konzentrationen in einem quantitativen Western Blot untersucht werden. Aus
unseren Ergebnissen folgerte sich die Annahme, dass durch eine Optimierung des
VP1-Anteils der rAAV-Kapside eine generelle Potenzierung der
Transduktionseffizienz aller Serotypen erreichbar ist. Allerdings konnten Mietzsch et
al. in der Anwendung des OneBac2.0-System bei rAAV1, 2 und 8 die VP1-
Konzentration der rAAV-Kapside durch Einsatz des zusatzlichen Polyhedrin-
Promoters nicht steigern.1% Die Transduktionseffizienz stagnierte auf dem Niveau
der urspriinglichen rAAV1, 2, und 8 des OneBac-Systems.'% Daraus lasst sich
schlieBen, dass rAAV5 im OneBac-System als einziger rAAV-Serotyp einen
zusatzlichen Polyhedrin-Promoter zur suffizienten VP1-Synthese bendétigt.
Zusammenfassend konnten wir fir rAAV5 im OneBac2-System erfolgreich zeigen,
dass eine Erh6hung des VP1-Anteils im Kapsid mit einer gegentuber den
Vergleichsvektoren aus dem OneBac-System und HEK 293-Zellen erhdhten
Infektiositat bei hoher Vektorausbeute pro Sf9-Zelle einhergeht. Von einem Vortell
der Verwendung des OneBac2.0-Systems bei anderen rAAV-Serotypen lasst sich

bislang allerdings nicht ausgehen.

4.2 Bedeutung der Rep-Bindestelle (RBE)

Ein grundsatzliches Problem in der Herstellung viraler Vektoren in der Gentherapie
ist die Verpackung von nicht-Vektor DNA neben dem Transgen in den Vektor. Durch
Mietzsch et al. konnte gezeigt werden, dass im OneBac-System Fremd-DNA gehauft
neben dem Transgen verpackt wird, die Koverpackung von rep und cap jedoch
relativ gering ist. Im Verlauf der Arbeit am OneBac2.0-System bestatigten sich die
Hinweise, dass durch die Prasenz der Rep-Bindestelle Teile der Plasmid-DNAs
insbesondere rep- bzw. cap-Gensequenzen in die rAAVs verpackt werden.
Urspriinglich wurde das RBE, welches sich beim AAV-Wildtypvirus im Bereich der
ITRs befindet, auf den AAV2-rep-tragenden Plasmiden als Transkriptionssignal zur
Steigerung der Amplifikation von rep und cap bzw. zur Steigerung der

Vektorausbeute implementiert. Um zu beweisen, dass die Interaktion von hr2 und
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dem baculoviralen Faktor IE-1 bzw. die konsekutive Polyhedrin-Promoter-Aktivierung
fur die Herstellung hoher Mengen infektioser rAAV5 ausreicht, analysierten wir die
gewonnen ARBE-rAAV5 hinsichtlich ihrer Kapsidproteine, Vektormenge und
Transduktionseffizienz. Im OneBac2.0 System konnten wir eine bspw. zum Aslanidi
et al. System vergleichbare ARBE-rAAV5-Ausbeute erzielen.?>84 So lag diese bei
Zellklon 7 bei 3,3 x 10% rAAV5 pro Sf9-Zelle im Vergleich zu der von Aslanidi et al.
beschriebenen Vektorausbeute von 1,4 x 10° rAAV5 pro Sf9-Zelle.8* Im
Transduktionsassay konnten wir zeigen, dass die rAAV5 aus den Zellklonen 1, 3, 8
und 10 eine dem rAAV5 E5B gleichwertige Transduktionseffizienz aufwiesen.
Interessanterweise zeigte rAAV5 aus Zellklon 7 gegentber rAAV5 E5B sogar ein 2-
fach erhdhtes Transduktionspotenzial, wobei dies bei Einfachbestimmung allerdings
nur bedingt vergleichbar ist. In Zusammenschau dieser Ergebnisse l&sst sich
feststellen, dass die Rep-Bindestelle fur die Verpackung der Transgenkassette in das
Vektorkapsid nicht notwendig ist und trotz ihrer Deletion aus den pIR-Plasmiden
hohe Vektormengen sowie transduktionseffiziente rAAV5 produziert werden kdnnen.
Damit scheint die hr2-Sequenz im Zusammenspiel mit dem baculoviralen IE-1 Faktor
und den Polyhedrin-Promotoren eine ausreichende Transkription von rep und cap
bzw. rAAV5-Genese zu gewahrleisten. Nach Abschluss dieser Arbeit wurden im
Rahmen unserer OneBac2.0-Publikation weitere Experimente mit dem Nachweisziel
durchgefuhrt, dass durch die Deletion von RBE die Verpackung von Fremd-DNA in
die rAAVS5 reduziert wird. Hierfir wurden zunachst die rep- und cap-tragenden pIR-
RBE*-Plasmide und die rep- und cap-tragenden pIR-ARBE-Plasmide in Sf9-Zellen
kotransfiziert. In der folgenden PCR-Analyse zeigten sich jeweils ca. 2 Kopien von
rep und 5 Kopien von cap pro Sf9-Zelle - unabhangig vom Vorliegen von RBE. Nach
Baculovirus Infektion stieg die rep- und cap-Expression beim RBE*-Zellklon E5B
allerdings um das 10-fache im Vergleich zum ARBE-Zellkon 7 an.?® Die rep-
Kopienzahl nach Baculovirus-Infektion lag bei RBE*-Zellklon E5B bei 443 Kopien pro
Sf9-Zelle gegentiber 41 Kopien bei ARBE-Zellklon 7.?5 Die cap-Kopienzahl lag bei
Klon E5B bei 1434 und bei Klon 7 bei 208.2°> Trotz Deletion von RBE kam es zu einer
ca. 65-fachen rep- und cap-Amplifikation.?® Interessanterweise scheint eine
Reduzierung der rep- und cap-Kopien die schlie3lich entstandene Vektormenge von
1,6 x 1012 RBE*-rAAV5 (aus Zellklon E5B) gegentlber von 1,4 x 102 ARBE-rAAV5
(aus Zellklon 7) nicht zu beeinflussen bzw. eine 65-fache rep/cap-Amplifikation fur

eine hohe Vektormenge vollig ausreichend zu sein. Nach Ernte und Aufbereitung der
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rAAVS5 liel sich dariber hinaus mittels quantitativer PCR nachweisen, dass die
Menge verpackter Fremd-DNA (rep, cap, bsd (Blasticidin- Resistenzgen), hr2-
Sequenz) in den ARBE-rAAVS5 unter denen der RBE*-rAAV5 und sogar unter denen
der rAAV5 aus HEK-293 Zellen lag.?® Es zeigte sich, dass unter 0,001% der ARBE-
rAAVS5 rep und 0,02% cap enthielten, wahrend 12,5% der RBE*-rAAVS5 rep und
35,6% cap beinhalteten.?® Ebenso lasst sich durch das Folgeexperiment die Rolle
der hr2-Sequenz als Transkriptions-Enhancer und Startpunkt der DNA-Replikation
unterstreichen, da die Anzahl der amplifizierten bsd-Sequenzen in etwa im Bereich
der addierten Anzahl der rep- und cap-Kopien liegt und damit die Amplifikation der
gesamten Expressionskassette der plR-Plasmide durch hr2 gesteuert scheint.
Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen folgern, dass die Rep-
Bindestelle einerseits die Verpackung viraler DNA bzw. Fremd-DNA in rAAV5
vermittelt. Andererseits, dass eine RBE-Deletion die Verpackung von Fremd-DNA
zwar drastisch reduziert, jedoch keine Reduktion der Vektorausbeute und der
Transduktionseffizienz auftritt. Durch Mietzsch et al. konnte in einer Folgepublikation
ebenfalls bei den rAAV-Serotypen 1, 2 und 8 durch Deletion der Rep-Bindestelle der
genutzten pIR-Plasmide die Verpackung viraler DNA drastisch reduziert werden.1%

4.3 Vor- und Nachteile des OneBac2.0-System

Das OneBac?2.0-System bietet gegentber bisherigen rAAV5-Produktionssystemen
viele Vorteile. So konnten gegeniber der rAAV5-Gewinnung aus HEK-293 Zellen
und aus #6-Sf9-Zellen (OneBac-System) hohe Vektorausbeuten bei héherer
Transduktionseffizienz und minimaler Fremd-DNA Verpackung erzielt werden.
Fremd-DNA entspricht bspw. auf den verwendeten Plasmiden Elementen wie cap,
rep, Antibiotikaresistenzgenen oder Promoter. Hauck et al. zeigten, dass in einem
AAV2-Saugetierproduktionssystem die Menge von koverpackten cap in die rAAV2
zwischen 0.016 und 0.021% lag.1% Dies entspricht den obig beschrieben Werten im
OneBac2.0-System. Damit besteht im OneBac2.0-System kein Nachteil hinsichtlich
verpackter Fremd-DNA gegentber Saugetierproduktionssystemen. Darlber hinaus
besteht im Gegensatz zu Saugetierproduktionssystemen nach rAAV-Transduktion
der Zielzelle keine Gefahr einer rep oder cap-Transkription, da der regulierende
Polyhedrin-Promoter in Saugetierzellen nicht aktiv ist. Ein weiteres Problem in der
rAAV-Herstellung besteht im sogenannten reversen Verpacken von Gensequenzen

bspw. dem Ampicillin-Resistenzgen ausgehend von den ITRs, die das Transgen
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flankieren.1%° Durch Einsatz einer verlangerten Plasmid-Sequenz, die die
Fullkapazitat von rAAV Ubersteigt, kann die reverse Verpackung reduziert werden. Im
OneBac-System ist die rAAV-Kassette im 134 kb langen Baculovirus-Genom
lokalisiert, welches fiir eine Verpackung in rAAV zu grol3 ist und damit reverser
Verpackung vorbeugt. Eine weitere mogliche Quelle von verpackter Fremd-DNA ist
das Genom der Produktionszelle. HUser et al. konnten zeigen, dass chromosomale
DNA-Sequenzen, die funktionelle Rep-Bindestellen besitzen, koverpackt werden.* In
diesem Sinne ist es denkbar, dass in der rAAV-Herstellung auch Teile des Sf9-
Zellgenoms koverpackt werden kdénnten. Eine im Rahmen unserer OneBac2.0
Publikation durchgefuhrte erste Suche nach RB-Elementen im Sf9-Genom zeigte
kein Vorhandensein der vollstandigen, 16 bp langen RBE-Sequenz der AAV2 ITRs.?®
Allerdings lasst sich bislang nicht ausschlie3en, dass Sequenzvariationen, die eine
Rep78-Bindung ermdglichen, im Sfo9-Zellgenom existieren.

Das OneBac(2.0)-System weist gegenluber Saugetiersystemen geringere
Produktionskosten und eine groRere Produktionseffizienz auf, da hohe
Vektorausbeuten pro Sf9-Zelle erzielt werden und Sf9-Zellen dartber hinaus in
Suspension kultiviert werden kdnnen. Hierbei kann wiederum das gesamte Volumen
der Kultur genutzt werden, wahrend bei adharent wachsenden Zellkulturen die
Zellmenge bzw. konsekutiv die Vektorausbeute durch die Flache der Kulturflasche
begrenzt ist. Des Weiteren bietet das OneBac(2.0)-System den enormen Vorteil von
stabilen, rAAV-Serotyp-Kapsid spezifischen Zellklonen, die konstante
Kapsidoberflachen und Zelltropismen bei variablen Transgen erméglichen. Die
Zellklone kénnen eingefroren, bei Bedarf aufgetaut, mit einem Transgen-spezifischen
Baculovirus infiziert und so zur Herstellung eines Transgen-spezifischen rAAV
genutzt werden. Dadurch lassen sich auf effiziente, Zeit und Kosten sparende Weise
rAAV in grolRem Mal3stab fir den klinischen Einsatz generieren.

Ein Problem der Insektenzellproduktionssysteme ist die Transgeninstabilitat in
Abhéangigkeit der Passageanzahl der verwendeten Baculoviren. Im urspriinglichen
auf drei Baculoviren beruhenden Insektenzellsystem von Urabe et al. limitierte dieser
Umstand die Vektorausbeute.’””1%” Im OneBac-System reduziert sich die Problematik
durch Verwendung eines einzelnen Baculovirus jedoch erheblich. Des Weiteren lasst
sich die Transgen-Stabilitat durch Verwendung frischer Baculoviren der zweiten
Passage gewahrleisten. Schlief3lich erfolgt die Vektorgewinnung im OneBac(2.0)

nach Bac-rAAV-GFP Infektion bislang ausschlie3lich aus abzentrifugierten Zellen,
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wahrend Vektoren, die bereits in das Medium freigesetzt wurden, verworfen werden.
Im HEK-293-System konnten transduktionseffiziente Vektoren aus dem Medium
gewonnen werden, was eine ebensolche Moglichkeit im Insektenzellsystem
nahelegt.''® Zusammenfassend stellt das OneBac2.0-System gegenuiber
Vorsystemen ein schnelles, kostengunstiges und effektives Verfahren zur

Herstellung grofRer Mengen héchst transduktionseffizienter rAAV5 dar.

4.4 Klinische Anwendung von rAAV5

Der Gentransfer mit rAAV bietet eine stabile Zelltransduktion mit langanhaltender
Genexpression und hat von anfanglich vorklinischen Versuchen bis zum klinischen
Einsatz eine rasante Entwicklung erlebt. In der klinischen Anwendung hat sich rAAV
in den vergangenen Jahren u.a. im Bereich der Hamophilie A und B Therapie
etabliert. Bei der Hamophilie kommt es durch den Mangel an Faktor VIII (A) bzw. IX
(B) u.a. zu rezidivierenden Spontanblutungen in Gelenke, Weichgewebe aber auch
dem zentralen Nervensystem (intrakranielle Hamorrhagie). Ohne eine Faktor-
Substitution, die tblicherweise drei- bis viermalig pro Woche erfolgen muss, kann ein
an Hamophilie-Erkrankter nicht am Alltagsleben teilnehmen. Zunachst konnten
Nathwani et al. 2011 Uber Therapieerfolge der Hamophile B berichten. Hierbei
konnte durch eine einmalige Infusion mit AAV8-Vektoren zur Transduktion der Leber
die Faktor IX-Defizienz von Patienten mit Hamophilie B langfristig behoben
werden.%811 |m Jahr 2017 konnten Rangarajan et al. auf Basis eines im OneBac
Sf9-Insektenzellsystem entwickelten rAAV5 mit einem kodon-optimierten FVIII-
Transgen ohne B-Domane ebenfalls tber eine erfolgreiche Behandlung bei der
Hamophilie A berichten. Durch eine einmalige Infusion von rAAV5 bei 9 Patienten
konnten die Serumspiegel von Faktor VIII langfristig normalisiert werden.*'2 Auch im
3-Jahres Follow-Up zeigte sich eine drastische Reduktionen in Faktor VIl
Substitutionen und Blutungsereignissen.''® Weitere interesannte Entwicklungen in
der Anwendung von rAAV5 gibt es im Bereich der rheumatoiden Arthritis (RA) zu
berichten. Bei der RA kommt es durch autoimmune Vorgangen in deren Zentrum der
Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) steht unbehandelt v.a. zu Gelenkdestruktionen. Das
Zytokin Interferon B stellt hierbei einen immunmodulierenden TNFa Gegenspieler dar
und konnte therapeutisch eingesetzt zu einer Reduktion der entziindlichen Vorgénge
fuhren. Aalbers et al. konnten in Tierversuchen zeigen, dass eine intraartikulare

Injektion von rAAV5 mit einem humanen Interferon $ (hIFNB-Transgen) zu einer
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hohen IFNB-Expression in den injezierten Gelenken fiihrt und das tber 93% der
Vektor-DNA lokal im Gelenk verbleibt, was flr die klinische Anwendung hoch
relevant ist.''4 Die per rAAV5 eingebrachte Expressionskassette bietet neben dem
IFNB-Transgen einen Promoter (ART-102), der unter Kontrolle des zellularen
nuklearen Faktors kB steht, der bei inflammatorischen Prozessen hochreguliert wird.
In vivo wirde dieser interessante Ansatz bedeuten, dass es nur bei einer artikuléaren
Inflammation zu einer Expression vom antiinflammatorischen IFN kommen und
konsekutiv die Gelenkentziindung unterbunden werden wirde. Gerade bei
monoartikularen Befall scheint eine einmalige gentherapeutische rAAV-Anwendung
gegenuber einer lebenslangen Immunsuppression von entscheidendem Vorteil.
Vielversprechende Ergebnisse zu potentiellen klinischen rAAV5-Anwendungen
liegen im Bereich der Chorea Huntington (HD) Forschung vor. Bei HD handelt es
sich um eine neurodegenerative Erkrankung, die auf einer CAG-Trinukleotid-
Wiederholung im Huntinigtin-Gen beruht. Eine wirksame Therapie gegen die todlich-
verlaufende Erkrankung gibt es bislang nicht. Eine Reduktion der Huntingtin-
Genexpression ist das primare Ziel experimenteller Studien. Zuletzt (2018) konnte
durch Evers et al. gezeigt werden, dass durch intrazerebrale Injektion eines rAAV5
mit einem Mikro-RNA-Transgen die Huntingtin-Expression im Tierversuch an
Minischweinen drastisch reduziert werden konnte.''®> Die GroRRe des rAAV-Genoms
muss bei der Herstellung von Vektoren fiir genetische Erkrankungen besonders bei
grol3en betroffenen Genen bertcksichtigt werden. Hierbei scheint der rAAV-Serotyp
keine Auswirkungen auf die Genomgréf3e zu haben. So hat bspw. rAAV5 die gleiche
Verpackungskapazitat wie rAAV2.58 Jedoch gelingt eine Verpackung in rAAV selbst
bei einem grol3en Gen wie dem des Faktors VIII durch Deletion der B-Doméne. In
frihen klinischen Anwendungen stellte sich eine geringe Expression des Transgens
als Problem dar. Um die Transgen-Expression zu erhéhen werden heutzutage haufig
Kodon-optimierte Sequenzen verwendet. Auch finden bspw. scAAV-Vektoren (self-
complementary AAV-Vektoren), die das Transgen in doppelter Ausfiihrung enthalten
und nach Transduktion einen DNA-Doppelstrang bilden, Anwendung.%816 Somit ist
im Gegensatz zu rAAV keine Synthese des Komplementarstrangs notig. Die
Verwendung von scAAV kann die Ausbeute an Transgen deutlich erhéhen, allerdings
wird die mogliche GréRe des Transgens auf ca. 2,4 kb reduziert.17118
Neutralisierende Antikorper stellen in der klinischen Anwendung von rAAV weiterhin

ein Hindernis dar, da wie beschrieben hohe Seropréavalenzen gegeniber AAV1 und 2
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bestehen. Eine Losung bietet hier u.a. die Verwendung von rAAV auf Basis von rep
von AAV2 und cap von AAV5 oder 8 (Pseudotypisierung), da gegen die Kapside von
AAVS5 und AAVS seltener neutralisierende Antikorper vorliegen. Wie bereits
angefuhrt, besteht bei AAV5 zudem keine Kreuzreaktion mit gegen AAV2 gerichteten
Antikdrpern. Des Weiteren treten neutralisierende Antikérper gegen AAV5 zu einem
spateren Zeitpunkt im menschlichen Leben auf, sodass ein gentherapeutischer
Einsatz bei jungen Menschen erleichtert wéare.>® Nach neueren Erkenntnissen
scheint die Pravalenz von AAV in immunsupprimierten Patienten gegenuber der
restlichen Population deutlich erhéht.*> Damit durfte auch das Vorkommen von
neutralisierenden Antikérpern steigen, was die Chancen einer erfolgreichen
Transduktion mit rAAV-Einsatz z.B. bei therapeutisch immunsupprimierten Patienten
wie z.B. der RA verringert. Im Rahmen der klinischen rAAV-Applikation scheint die
kritische Phase die Immunantwort des Wirtes innerhalb von zwei Monaten nach
Transduktion zu sein, da in dieser Zeit durch zellulare Proteolyse Kapsidproteine der
Vektoren an der Zelloberflache prasentiert werden.® Hauck et al. konnten zeigen,
dass eine zytotoxische T-Zell-Aktivierung auf die bei der Transduktion eingebrachten
Kapsidproteine zurtickzufuhren ist, sofern die rAAV lediglich minimale cap-Mengen
enthalten.1% Bei hoheren cap-Verunreinigungen der rAAV ware eine Kapsidprotein-
Expression der transduzierten Zellen denkbar mit konsekutiver Detektion und
Zerstorung durch zytotoxische T-Zellen. Ein Einsatz von Immunsuppressiva zur
Hemmung einer Antikérper-vermittelten AAV-Neutralisierung und T-Zell-vermittelten
Lyse der transduzierten Zellen scheint sinnvoll und fand bspw. in Form einer
begleitenden Prednisolon-Gabe im Rahmen der Hamophilie A Studie von
Rangarajan et al. Anwendung. Abschlie3end bleibt zu bedenken, dass der Einsatz
mit rAAV eines Serotyps nur einen einzigen Versuch ermdglicht, da im weiteren
Verlauf neutralisierende Antikdrper gegen die eingesetzten rAAV gebildet werden

und somit ein weiterer Einsatz wirkungslos sein kénnte.1°
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4.5 Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit konnte mit der Herstellung optimierter, transduktionseffizienter
rAAVS5 in hoher Menge und mit sehr wenig enthaltener Fremd-DNA erreicht werden.
Im Rahmen der Vektorproduktion sollte die Charakterisierung von rAAV aus dem
Insektenzellmedium vorangetrieben werden, um der Frage nachzugehen, ob es sich
bei diesen um transduktionseffiziente Vektoren handelt. Des Weiteren bedarf es der
steten Verbesserung der AAV-Verpackungskapazitat bzw. des Transgen-Designs,
um in Zukunft fir méglichst viele Erkrankungen Gentherapie mit AAV anbieten zu
kénnen. Auch die Forschung der Interaktion von AAV und dem Immunsystem bzw.
der Einsatz immunsuppressiver Substanzen zur Reduktion neutralisierender
Antikdrper und zur Hemmung T-Zell-vermittelter Zelllyse im Rahmen von in vivo
Transduktion sollte intensiviert werden, da ein Transduktionserfolg maf3geblich durch
das Immunsystem des Wirtes beeinflusst wird. Die Erkenntnisse von Huser et al. zur
AAV-Persistenz in CD3* T-Lymphozyten bieten zudem interessante Ansatzpunkte fir
weitere Forschung zum in vivo Verhalten und zur Epidemiologie von AAV beim
Menschen und sollten auf eine gut definierte Patientenpopulation ausgedehnt

werden.
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