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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
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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.?®

17



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.>!

19



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).
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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

20



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.
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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

34



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
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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 