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Einleitung

1 Einleitung

Retroviren sind in der zell- und molekularbiologischen Grundlagenforschung ein wichtiges
Werkzeug, um Regulationsmechanismen der Genexpression und die Onkogenese zu
studieren. AulBerdem finden sie weit verbreitet Einsatz als Vektoren flir eine
dosiskontrollierte stabile Transgeninsertion in embryonale und adulte Zellen. Ein Grof3teil
der experimentellen und medizinischen Ansitze des retroviralen Gentransfers bezieht sich
auf das hidmatopoetische System, bei dem die himatopoetischen Stammzellen und
Lymphozyten die wichtigsten Zielzellen darstellen. Bei der medizinischen Anwendung des
retroviralen Gentransfers ist unter anderem aufgrund der Langlebigkeit der genetisch
verinderten Zellen grofler Wert auf die biologische Sicherheit zu legen. Aber auch fir die
Grundlagenforschung ist es notwendig, Vektoren mit erhéhter Effizienz und Prazision zu
entwickeln.

Die zentrale Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass iber eine Optimierung der
Vektorarchitektur und der RNA-Prozessierung sowohl die Effizienz als auch die Sicherheit
retroviraler Gentransfervektoren verbessert werden kann. Dies setzt mechanistische

Analysen in geeigneten biologischen und gentherapeutischen Zellsystemen voraus.

1.1 Gentherapie

Bei der Gentherapie wird genetisches Material in Zellen gebracht, um Erkrankungen des
Menschen zu diagnostizieren, zu lindern oder zu heilen (Bundesirztekammer, 1995;
Mulligan, 1993). Man unterscheidet zwischen der Keimbahntherapie und somatischer
Gentherapie. Die Keimbahntherapie fiihrt zu einem homogen transgenen Organismus mit
der Konsequenz, dass die genetische Verinderung vererbt werden kann (Wivel und
Walters, 1993). Dagegen werden bei der somatischen Gentherapie nur somatische
Korperzellen des Menschen genetisch verindert. Die Auswirkungen dieser Verinderung
beschrinken sich zumeist auf eine Zellart bzw. ein Organ. So entsteht ein Chimirismus,
der nicht an Nachkommen vererbt wird. Der somatische Gentransfer bietet eine Vielzahl
neuer therapeutischer Moglichkeiten, beispielsweise bei der Korrektur von Erbkrankheiten
(Cavazzana-Calvo et al, 2000; Drumm et al, 1990; Pawliuk et al, 1998), bei
Infektionskrankheiten (Ramsay et al., 1997) und in der Tumortherapie (Baum et al., 1996;
Dachs et al., 1997; Davis et al., 1996; Thomas et al., 2003).

Grundlegend kann man die Vektorsysteme in virale und nicht-virale unterteilen und einen

transienten und einen stabilen Gentransfer unterscheiden. Bei dem transienten Gentransfer
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wird genetisches Material nur voriibergehend in die Zelle gebracht und dort exprimiert. Die
stabile Integration in das Wirtsgenom ist hierbei nur ein zufilliges, sehr seltenes Ereignis.
Bei den dafiir benutzten nicht-viralen Vektorsystemen erfolgt der Gentransfer mittels
physikochemischer Methoden wie der Elektroporation, der Kalziumphosphattransfektion
oder der Lipofektion. Die Effizienz des Transfers in die meisten Zellen ist gering. Zudem
kann die Kopienzahl in den Zielzellen schlecht kontrolliert werden. Ein Vorteil ist, dass
keine Kontamination mit anderen biologischen Sequenzen wie Virusbestandteilen vorliegt.
Fir den Gentransfer werden hiufig virale Vektorsysteme herangezogen. Vektoren auf der
Grundlage Adeno-assoziierter Viren (AAV) kénnen nur beschrinkt stabil in das
Wirtsgenom integrieren und sind auBlerdem limitiert in ihrer GroéBle. Ein Vorteil dieser
Vektoren ist allerdings, dass sie hohe Titer erzeugen. AuBlerdem zeigen sie eine erhohte
Frequenz zur homologen Rekombination mit zelluliren Sequenzen (Russell und Hirata,
1998). FEine potentielle Durchseuchung mit replikationskompeteten Helferviren
(Adenoviren) ist ein Risikofaktor bei der Anwendung dieser Vektoren in der Gentherapie.
Adenovirale Vektoren konnen Transgensequenzen mit bis zu 28 kb tragen. Da es wie bei
den AAV fir ihren Lebenszyklus nicht essentiell ist, konnen auch diese Vektoren nur
schlecht stabil in das Wirtsgenom integrieren und gehen deshalb vor allem in sich schnell
teilenden Zellen wihrend der Replikation verloren. Ein anderer Nachteil ist ihre hohe
Immunogenitit (Lee et al., 1995; Yang et al., 1994). Aufgrund der im Vektor vorhandenen
viralen Gensequenzen und der Komplementation mit dem Verpackungssystem werden
transduzierte Zellen hiufig von dem Immunsystem als fremd erkannt. Das bedeutet fir die
Anwendung in der Gentherapie, dass das therapeutische Fenster von Nutzen und Toxizitit
des therapeutischen Gens in Kombination mit Virusbestandteilen sehr klein ist (Lozier et
al., 1999).

Retrovirale Vektoren ermdglichen einen stabilen Gentransfer und finden derzeit die
hiufigste Anwendung in der Gentherapie (Thomas et al., 2003). Fur den Lebenszyklus der
Viren ist eine stabile Integration in das Wirtsgenom essentiell. Die Limitation einfacher
Retroviren ist die Notwendigkeit der Proliferation der Zielzellen, da fur eine stabile
Insertion die Auflésung der Kernmembran notwendig ist. Terminal differenzierte Gewebe
wie z.B. Gehirn, Muskeln und Leber oder auch ruhende Zellen wie die Stammzellen des
himatopoetischen Systems sind deshalb durch einfache retrovirale Vektoren nur schwer zu
transduzieren. Im Gegensatz dazu sind die von den komplexeren Lentiviren, einer
Untergruppe der Retroviren, abgeleiteten Vektoren eher in der Lage, ruhende Zellen zu
transduzieren, da sie einen Mechanismus entwickelt haben, ithr Genom durch aktiven

Transport in den Zellkern der Wirtszelle zu bringen (Verma und Somia, 1997).
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1.1.1 Himatopoetisches System

In der Gentherapie des Menschen kann man eine zz-vivo- von einer ex-vivo-Anwendung
unterscheiden. Bei der /z-vivo-Anwendung wird der das Transgen tragende Vektor direkt in
den Organismus appliziert. Bei der ex-vzvo-Anwendung werden das entsprechende Organ
bzw. Zellen dem Organismus entnommen und auf3erhalb des Korpers genetisch veridndert.
Darauf erfolgt die Transplantation. Die ex-vivo-Anwendung erfullt einen héheren
Sicherheitsanspruch, da zum einen die verinderten Zellen aufgereinigt und gezielt
transduziert werden konnen, ohne die benachbarten Gewebe oder den ganzen Organismus
zu verdndern. Zum anderen kann die Dosis, mit der der Gentransfer ausgetibt wird, besser
bestimmt und kontrolliert werden. Uberschiissiger Vektor kann entfernt werden.

Ein Organ, das sich hervorragend far die ex-vivo-Anwendung eignet, ist das
himatopoetische System (Abb. 1). Das Knochenmark enthilt das blutbildende System des
menschlichen Koérpers. Die reifen Blutzellen nehmen unterschiedlichste Funktionen wie
Sauerstofftransport, Immunantwort und Wundverschluss wahr. Das Blut ist eine
BilanzgroBe, die von Bildung und Abbau bestimmt wird. Die Blutbildung vollzieht sich in
einer  hierarchischen  Differenzierungsstruktur.  Undifferenzierte  hamatopoetische
Stammzellen (HSZ) verfiigen tiber ein hohes Selbsterneuerungspotential. Diese Zellen sind
selten, konnen aber das gesamte hidmatopoetische System nach Transplantation
rekonstituieren. Aus den HSZ leiten sich die Vorldufer (Progenitoren) der Myelo-,
Erythro-, Thrombo- und Lymphopoese ab. Die nur begrenzt selbsterneuerungsfihigen
Progenitoren stellen das Proliferations- und Reifungsreservoir dar. Dieses wird immer dann
aktiviert, wenn ein Bedarf signalisiert wird. Unter normalen Bedingungen werden erst die
ausgereiften Zellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut abgegeben. Die
Thymozyten vollziehen ihre vollstindige Reifung im Thymus.

Die Lebensdauer terminal differenzierter Zellen ist je nach Zelltyp sehr unterschiedlich von
Tagen (Granulozyten) tiber Wochen (Erythrozyten) bis zu Jahren (reife Lymphozyten). Um
das Gleichgewicht dieses komplexen Systems zu gewihrleisten, werden jeden Tag mehr als
10" Zellen neugebildet (Dexter und Spooncer, 1987). Diese stammen von den HSZ.

Die Mechanismen der Homoostase der Himatopoese sind noch wenig verstanden; ein
Zusammenspiel zellulirer (Stroma) und systemischer Faktoren (z.B. Zytokine) ist
wahrscheinlich. Zytokine sind Glykoproteine mit regulierender Wirkung, die das Wachstum
und die Differenzierung hamatopoetischer Zellen im Konzert mit unl6slichen
Komponenten des Knochenmarkstromas kontrollieren. Zytokine wie der Stammzellfaktor

(SCF), Interleukin-3  (1I-3), 1I-6 oder der Granulozyten-Makrophagen-Kolonien
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stimulierende Faktor (GM-CSF) spielen eine bedeutende Rolle fiir das Uberleben, die
Selbsterneuerung und Differenzierung der HSZ und Progenitorzellen. Um murine und
humane  hidmatopoetische =~ Stammzellen  unter  Zz-vitro-Bedingungen in  ihrem
undifferenzierten Zustand erhalten und zu Selbsterneuerungsteilungen anregen zu kénnen,
wurden unterschiedliche Kombinationen von Zytokinen beschrieben (Hogge et al., 1996;
Li et al., 2003; Ramsfjell et al., 1999; Sutherland et al., 1991). Gewdchnlich tberwiegt jedoch
die Differenzierung gegentiber der Stammzellreplikation. Da der retrovirale Gentransfer
durch Zellteilung geférdert wird (siche Kap. 1.1), ist die Optimierung der
Zellkulturverfahren eine wichtige Voraussetzung fir die klinische Entwicklung der

Gentherapie.

Stammzellen Vorlaufer reife Zellen

T-Zelle

/ @ — @ Bzele
O lymphatische
ES HSZ / Vorlaufer
o—0—©
j- myeloische
g:jtglnter\‘ @ Vorlaufer / @ Monozyt
Vorlaufer S~ @

- @ Megakaryozyt

—~—

. Erythrozyt

Abb. 1: Das himatopoetische System

Die Abbildung gibt nur in groben Zigen die Organisation des himatopoetischen Systems
wider. Die Pfeile stehen fiir Expansion und Differenzierung. Die pluripotente embryonale
Stammzelle (ES) hat uneingeschrinktes Selbsterneuerungspotential. Die undifferenzierten
himatopoetischen Stammzellen (HSZ) besitzen ein hohes Selbsterneuerungspotential und
erméglichen die Entwicklung in differenziertere Vorlduferzellen und reife Zellen des
peripheren Bluts. Die reifen Zellen haben eine beschrinkte Lebenszeit. Die Lymphozyten
kénnen ihre Funktion allerdings tiber Jahre ausiiben.

Wenn sich eine Stammzelle teilt, entstehen entweder zwei identische Tochterzellen, die
wiederum beide Selbsterneuerungspotential haben, oder es kommt zur Induktion der

Differenzierung in einer bzw. beiden Tochterzellen. Eine entscheidende Rolle beim

Differenzierungsprozess von Stamm- iiber Vorlduferzellen bis zu terminal ausgereiften
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Blutzellen spielen die Transkriptionsfaktoren, deren Aktivierung wahrscheinlich in einer
Kombination deterministischer und stochastischer Prozesse erfolgt (Enver et al., 1998; Just
et al, 1993). Die unterschiedliche Expression von Transkriptionsfaktoren reguliert die
Expression weiterer zellulirer Gene. Je nach Stadium der Himatopoese und der Zelllinie
wird ein unterschiedliches Set an Transkriptionsfaktoren exprimiert (Enver et al., 1998).

Im Zusammenspiel mit den Transkriptionsfaktoren spielt die epigenetische Organisation
des Chromatins eine entscheidende Rolle fur die Genaktivierung (Brandeis et al., 1994;
Macleod et al, 1994). Nachdem die Transkriptionsrate eines  Gens
differenzierungsabhingig eingerichtet worden ist, hidngt das weitere Schicksal der
transkribierten Sequenzen entscheidend von den vielfiltigen Mechanismen der RNA-
Prozessierung ab, die ebenfalls differenzierungsabhingig reguliert sein kénnen. Folglich
sollte ein Transgen regulatorische Sequenzen tragen, die dem Transkriptionsprofil und der
RNA-Prozessierung der Zielzelle méglichst gut entsprechen.

Zur gezielten Transduktion von HSZ der Maus ist von Li et al. (2003) ein optimiertes
Protokoll entwickelt worden, das eine Aufreinigung undifferenzierter bzw. geringgradig

differenzierter , liniennegativer Zellen beinhaltet.
1.1.2  Sicherheit in der Gentherapie

So effizient sich die Gentherapie von hidmatopoetischen Stammzellen durch retrovirale
Vektoren inzwischen zeigt, so beunruhigend sind die Komplikationen, die im Jahre 2002
beobachtet wurden (Hacein-Bey-Abina et al., 2003; Kohn et al., 2003b; Li et al., 2002).
Eine Gentherapiestudie, die von Cavazzana-Calvo et al. (Cavazzana-Calvo et al., 2000)
durchgefiihrt wurde, beinhaltete die retrovirale Modifikation himatopoetischer Zellen von
zehn Kindern, die seit Geburt unter XSCID (X-linked severe combined
immunodeficiency) leiden. Aufgrund der fehlenden y-Kette des Interleukin-2-Rezeptors,
der an der Signaltransduktion von funf verschiedenen Wachstumsfaktoren fir die
Lymphozytenentwicklung beteiligt ist, waren die Patienten nicht zur Immunreaktion fihig.
Die gentherapeutische Substitution der fehlenden Rezeptorkomponente konnte die
Immunfunktion bei neun von zehn Patienten wieder herstellen. Die Sicherheit der
retroviralen Anwendungen in Frage stellend, entwickelten mittlerweile zwei der Patienten
eine T-Zellleukdmie. Molekulare Analysen zeigten, dass bei beiden leukdmischen Klonen
eine retrovirale Integration im LMOZ2-Gen stattgefunden hatte. LMO2 ist ein
Protoonkogen. Das Genprodukt wird in himatopoetischen Vorlduferzellen und Zellen der
myeloiden Linie exprimiert und bindet Transkriptionsfaktoren. Die Aktivierung von LMO2

durch retrovirale Insertion war vermutlich nicht die alleinige Ursache der Leukdmie. Es

5
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spielten wahrscheinlich weitere, potentiell krankheitsspezifische Faktoren eine Rolle (Baum
et al, 2004; Hacein-Bey-Abina et al, 2003). Dies stimmt mit dem Modell der
Tumorentstehung durch eine initiale Mutation und akkumulierende Zweitmutationen
tberein (Wu und Pandolfi, 2001). Die Onkogenaktivierung durch Vektorinsertion ist auch
bei der Entwicklung von Leukimien nach Infektion mit replizierenden Retroviren das
entscheidende pathogenetische Ereignis; hingegen scheint die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen bei der Entstehung onkogener Mutationen durch retrovirale
Insertionen weniger bedeutsam zu sein (Akagi et al., 2004).

Andere Studien des retroviralen Gentransfers beim Menschen und in GrofBtiermodellen
zeigten bisher keine Leukimieentwicklung (Kohn et al., 2003a). Allerdings berichteten
zuvor Li et al. (2002) in einer Studie in der Maus mit retroviral transduzierten HSZ von
einer Tumorentstehung durch Onkogenaktivierung. Durch insertionelle Aktivierung des
fur ein Zinkfingerprotein kodierenden Gens Ev/7 (ecotropic viral integration site 1) wurde
eine akute myeloische Leukimie (AML) verursacht. Auch in diesem Fall wird ein
pathogenetischer Beitrag des vom Vektor kodierten Transgens diskutiert (Li et al., 2002).

In die Sicherheitsdiskussion der Gentherapie miissen weitere Fakten einbezogen werden.
Es handelt sich bei den HSZ um langlebige Zellen, in denen protoonkogene
Verinderungen akkumulieren koénnen. Infolge der #n-vitro-Kultur und genetischer
Verinderung der Zellen gelangt nur ein kleiner Teil der Zellen mit noch repopulierenden
Eigenschaften zuriick in den Organismus. Diese Fraktion muss expandieren, um die
therapeutische Funktion zu erfiillen. Neben den Risiken der Zellmanipulation durch z»-
vitro-Kultur und genetische Verinderung bei der klonalen Expansion treten weitere bei der
Vektorproduktion sowie der Transgeninsertion und -expression auf. Ein wichtiger Faktor
des Langzeiterfolgs ist zudem die Toleranz des Immunsystems gegeniiber den genetisch
verinderten Zellen (Baum et al., 2003).

Fir eine gezielte und kontrollierbare Anwendung diirfen retrovirale Vektoren nur einen
viralen Zyklus durchleben, das heiit sie missen replikationsinkompetent sein. Die
Infektion von Zielzellen darf nur zur Integration der proviralen DNA in das Wirtsgenom
und zur Expression des Transgens fithren, ohne eine neue Verpackung viraler RNA zu
ermoéglichen. Die Transgendosis in der Zielzelle ist moglichst gering zu halten (Kustikova
et al,, 2003). Verpackungssysteme, in die kodierende Regionen fiir Hullproteine und
Strukturproteine ebenso wie das Plasmid fiir den retroviralen Vektor eingebracht werden,
vermindern das Risiko der Entstehung replikationskompetenter Retroviren. Entsprechend
sollten die Vektoren selbst mdglichst wenige retrovirale Sequenzen besitzen, um die

Entstehung replikationskompetenter Retroviren durch Rekombination zu vermeiden
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(Hildinger et al., 1999). Eine weitere Gefahr ist die Mobilisierung der Vektor-RNA durch
nattirlich vorkommende Retroviren, die in der Lage sind, diese zu verpacken.

Nach Insertion der proviralen DNA in das Wirtsgenom muss die Wechselwirkung mit
benachbarten Genen minimiert werden. Die Transgenexpression soll abhingig von
Vektorsequenzen sein und nicht maf3geblich von der Umgebung reguliert oder eventuell
abgeschwicht werden. Da die Manipulation des Insertionsortes retroviraler Vektoren
gegenwirtig technologisch noch nicht absehbar ist (Bushman, 2003), sollte die retrovirale
Genkassette so gestaltet sein, dass benachbarte Gene durch die Insertion des Provirus
moglichst nicht aktiviert werden. Die Optimierung der Vektorarchitektur und RNA-

Prozessierung konnte hierbei einen wichtigen Beitrag leisten.

1.2 Retrovirale Vektoren

Retrovirale Vektoren sind die hiufigsten und am besten charakterisierten Vektorsysteme,
die derzeit bei einem Gentransfer von himatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen
angewandt werden (Thomas et al., 2003). Die meisten dieser Vektoren sind abgeleitet von
den Mausleukamieviren (MLV) oder dem humanen Immundefizienzvirus (HIV). Der
Lebenszyklus von Retroviren bringt es mit sich, dass sie ihr Genom mit hoher Effizienz
stabil in das Wirtsgenom integrieren, um RNA und Proteine exprimieren zu kénnen. Das
gleiche gilt fiir ein Transgen, das in einen Vektor integriert wird. Retroviren werden nach
threr Genomorganisation, Morphologie und ihrem Replikationszyklus in verschiedene
Gattungen eingeteilt (Coffin et al., 1997). Die Mausleukdmieviren zdhlen zu den einfachen

C-Typ-Retroviren oder Gammaretroviren.
1.2.1 Genomarchitektur und funktionelle Organisation der Mausleukimieviren

Das Genom von Retroviren besteht aus zwei RNA-Stringen positiver Polaritit (Coffin,
1996). Wie zellulire mRNAs (messenger RNA, Boten-RNA) tragen sie am 5’-Ende ein
Cap und am 3’-Ende ein Polyadenylierungssignal (PolyA) (Abb. 2). Einfache Retroviren
wie MLV kodieren drei virale Gene gag (fir Strukturproteine: Kapsid), po/ (fiir enzymatische
Proteine) und env (fur Hiullproteine: Env). Am 5°- und am 3’-Ende besteht die RNA
terminal aus der R-Region (,,redundant®), die in identischer Sequenz das Transkript
abschlieft. Die R-Region trigt den Transkriptionsstartpunkt und ein Signal fir die
Termination. Auf den 5°-R-Bereich folgt die U5-Region, die invertierte Sequenzen fur die
Integration des Provirus in die Wirts-DNA trdagt. 3” der U5-Region schlie3t sich direkt die
Primerbindungsstelle (PBS) an, die mit einem Molekil zellulirer tRNA (transfer RNA)
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hybridisiert vorliegt, deren freies Hydroxylende (3’OH) den Startpunkt der reversen
Transkription darstellt. Stromabwirts der PBS befindet sich ein Spleildonor (SD).
Zwischen dem SD und der kodierenden Region fiir Gag liegt das Verpackungssignal (W),
das ecine sehr konservierte, stark gefaltete Sekundirstruktur ausbildet und fir die
Dimerisierung mit einer weiteren genomischen RNA und die Kapsidbindung
verantwortlich ist. Am Ende der kodierenden Region fur Pol befindet sich die
Spleilakzeptorstelle (SA). Alle Retroviren exprimieren zumindest ein gesplei3tes Transkript

fur die Expression von Env.

Cap Cap
. 7 PBS W 3'LTR
MLV Provirus U53LT,5 U5|—|| 9ag/pol env L _us|r]|us
| [ |
t SD PP

SA pA att

PBS SD W SA PP

Genomische RNA ° I T } PolyA

- PBS SD
Subgenomische RNA ~ &———.. A" Poya

Abb. 2: Genomische Organisation einfacher Retroviren

Am Beispiel von MLV ist die genomische Organisation einfacher Retroviren in der proviralen
Form wund als genomische RNA dargestellt. (LTR, long terminal repeat; PBS,
Primerbindungsstelle; SD und SA, Spleidonor und -akzeptor; W, Verpackungssignal; PP,
Polypurintrakt; pA, Polyadenylierungssignal; att, Integrationssignal; Cap, Transkriptionsstart;
gag/pol, env, kodierende Regionen fur Kapsidproteine, Enzyme und Hiillproteine)

Stromabwirts der kodierenden Region fiir Env befindet sich der Polypurintrakt (PP), der
beim Umschreiben der retroviralen RNA in DNA als Primer der Synthese des zweiten
DNA-(+)-Strangs dient. Der U3-Bereich trigt mit Enhancer- (Verstirker) und
Promotorbereichen wichtige Kontrollmotive fiir die Regulation der viralen Transkription.

U5- und U3-Sequenzen stellen auf RNA-Ebene einfach (,,unique®) auftretende Sequenzen
dar. In der proviralen DNA sind sie durch den besonderen Mechanismus der reversen
Transkription an beiden Enden verdoppelt und bilden zusammen mit den R-Regionen die
identischen langen terminalen Wiederholungssequenzen, die LTRs (long terminal repeat).
Die 57 untranslatierte Region (5 'UTR) vom Transkriptionsstartpunkt der R-Region bis zum

Translationsstartkodon des Gag/Pol-Fusionsproteins wird auch als Leader bezeichnet.
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1.2.2 Lebenszyklus

In dem Viruspartikel der Retroviren befinden sich zwei gepaarte RNA-Genome positiver
Polaritit, die mit Proteinen und tRNA zu einem Ribonukleoproteinkomplex (RNP)
verpackt sind (Coffin, 1996). Der Komplex ist umgeben von einer proteinhaltigen
Kapsidhiille (Kapsid) und einer Lipiddoppelmembran, die aus Bestandteilen der Wirtszelle
und den virusspezifischen Hillglykoproteinen (Env) besteht. Die Env-Proteine
determinieren, an welche Rezeptoren das Virus andocken, d.h. welche Zielzellen es

transduzieren kann.

Rezeptorbindung
Membranfusion

Freisetzung
Reverse Transkription /

Kerntransport
Integration

Assembly - —

Knospung

Transkription Translation

Abb. 3: Retroviraler Lebenszyklus

Nach Rezeptorbindung und Fusion der viralen und zelluliren Membran wird das Viruskapsid
in das Zytoplasma entlassen. Die virale RNA wird revers transkribiert und die provirale DNA
integriert in das Wirtsgenom. Die provirale DNA funktioniert als eine Transkriptionseinheit
und erzeugt eine RNA, von der genomische RNA und alle viralen Proteine generiert werden
missen. Das Assembly (Zusammenlagerung) von zwei genomischen RNAs und die
Anlagerung von viralen Proteinen (Gag/Pol, Env) zur Genetierung neuer viraler Partikel
geschehen im Zytoplasma und an der zytoplasmatischen Membran.

Nach Rezeptorbindung fusioniert die Virusmembran mit der Zellmembran, und das
Kapsid mit dem RNP wird in das Zytoplasma entlassen (Abb. 3). Alternativ wird das Virus
endozytotisch aufgenommen. Die im Partikel enthaltene virale reverse Transkriptase (RT)
schreibt mit Hilfe des tRNA-Primers die RNA in eine doppelstringice DNA mit einem
DNA/RNA-Hybrid als Zwischenstufe um. Bei der Replikation linearer DNA-Stringe geht
normalerweise ein Teil der 5-Enden verloren. Retroviren umgehen diesen Verlust, indem

sie Uber zwei identische R-Sequenzen am 5°- und 3’-Ende wihrend der reversen

Transkription zwei Springe in der Basenpaarung vollziehen. Durch die Ubertragung der
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5°-U5-Region an das 3’-Ende und der 3°-U3- Region an das 5°-Ende entsteht ein
doppelstringiges DNA-Produkt, das Provirus, mit LTRs. Das Provirus gelangt als
Priintegrationskomplex in den Zellkern. MLV sind offenbar darauf angewiesen, dass sich
wihrend der Zellteilung die Kernmembran auflést. Lentiviren, wie HIV, bilden eine
Ausnahme, denn der Priintegrationskomplex kann aktiv in den Zellkern transportiert
werden. Das ermoglicht die Transduktion von teilungsinaktiven jedoch metabolisch aktiven
Zellen.

Die Integration erfolgt durch die virale Integrase (IN). Urspringlich ging man davon aus,
dass die Integrationsstellen von Retroviren statistisch tber das Genom verteilt wiren.
Deshalb sollte das Risiko, zufillig ein Gen zu unterbrechen oder zu stimulieren relativ klein
sein (Varmus, 1982). Heute wird ein rein zufilliges Ereignis angezweifelt, obwohl keine
Konsensussequenzen in der flankierenden Region der Integrationsereignisse festgestellt
werden konnten. Man geht davon aus, dass bei der Insertion sowohl nukleosomale
Strukturen als auch DNA-Bindungsproteine eine Rolle spielen (Pruss et al., 1994; Pryciak
und Varmus, 1992). Vergleiche von Insertionsstellen von MLV und HIV bzw. abgeleiteten
Vektoren zeigten eine Bevorzugung von Bereichen um Transkriptionsstartstellen von aktiv
transkribierten Genen fiir MLV. Integrationen durch HIV zeigten ebenfalls eine Priferenz
fur transkribierte Regionen, ohne jedoch den 5” Bereich zu bevorzugen (Wu et al., 2003).
Nach Integration des Provirus kann virale RNA mit Hilfe der zelluliren
Transkriptionsmaschinerie hergestellt werden. Die regulatorischen Sequenzen befinden
sich in der U3-Region des LTR, die Transkriptionsfaktoren und der Enzymkomplex
werden von der Zelle zur Verfigung gestellt. Deshalb ist die Hohe der Genexpression in
hohem Maf3e von dem Zellhintergrund abhingig. Bei der proviralen DNA handelt es sich
um eine Transkriptionseinheit. Es entsteht nur eine polycistronische RNA, von der alle
Bestandteile des Virus generiert werden mussen. Zum Teil wird die RNA als Volltranskript
fir genomische RNA oder die Expression der viralen Proteine Gag und Pol ungespleif3t in
das Zytoplasma transportiert. Da die Expression von Env nur von gespleiliter RNA
geschiceht, ist die Balance zwischen der gleichzeitigen Produktion von ungespleifiter und
gespleiliter RNA (j,balanciertes Spleilen®) mit anschlieBendem Export beider RNAs in das
Zytoplasma ein essentieller Mechanismus der retroviralen Genexpression. Genomische
RNA kann im Zytoplasma als Dimer zum RNP gepackt mit Kapsid umgeben werden und
an der Lipidhiille der Zelle in Regionen, in denen sich die viralen Hullproteine gesammelt

haben, knospen, um den Infektionszyklus erneut zu beginnen.

10



Einleitung

1.2.3 Retrovirale Vektoren fiir die Transduktion von Knochenmarkzellen

Retrovirale Vektoren miussen die fiir einen Lebenszyklus notwendigen viralen Sequenzen in
threm Genom tragen. Um dennoch die Menge viraler Sequenzen zu begrenzen, ist es
moglich, einige Faktoren in #rans zur Verfiigung zu stellen (wie z.B. Hillproteine,
Kapsidproteine). Dem Zielzellenspektrum entsprechend miissen «s-wirkende Sequenzen
(wie zB. Promotor/Enhancersequenzen der U3-Region) retroviraler Vektoren in
geeigneter Weise kombiniert werden.

Die in der vorliegenden Arbeit konstruierten und untersuchten retroviralen Vektoren leiten
sich von MLV ab. Um diese Viren als Vektoren fir die Gentherapie von frihen
Knochenmarkstammzellen nutzen zu kénnen, sind die einzelnen regulierenden Sequenzen
hinsichtlich ihrer Langzeitexpression, dem Zielzellenspektrum und ihrer Sicherheit
optimiert worden. In frithen embryonalen Stammzellen ist die produktive Infektion durch
MLV blockiert, und frithe himatopoetische Zellen zeigen eine nur geringe Expression
viraler Gene. Durch zn-vivo- und in-vitro-Passage und durch Selektion in verschiedenen
embryonalen Karzinom- und Stammzelllinien sind Mutanten entwickelt worden, die diese
Einschrinkungen umgehen koénnen (Stocking et al, 1993). Eine entscheidende
Verinderung des Wildtypvirus ist dabei eine Punktmutation bei Base -345 ausgehend von
der Cap-Stelle. Diese Mutation verhindert die Bindung des Repressors ECF-1 (EC cell
factor I) bzw. ELP (embryonic LTR-binding protein) (Akgun et al.,, 1991; Gorman et al.,
1985; Tsukiyama et al, 1989). Eine weitere Punktmutation bei -166 fihrt zu der
Konsensussequenz fir die Bindungsstelle fiir SP1, einem gut charakterisierten
Transkriptionsfaktor (Kadonaga et al., 1988; Stocking et al., 1985; Stocking et al., 1986).
Beide erwihnten Mutationen sind im myeloproliferativen Sarkomvirus (Myeloproliferative
Sarkoma Virus, MPSV) enthalten und erlauben eine Expression in embryonalen
Karzinomzellen, nicht aber in embryonalen Stammzellen (Grez et al.,, 1991; Prince und
Rigby, 1991).

Weitere Modifikationen in der Enhancerregion sowie die Mutation der PBS fir Prolin, die
gleichzeitig eine Bindungsstelle fiir einen negativ regulierenden Faktor (NRE, negativ
regulatory element) darstellt (Loh et al., 1988; Petersen et al., 1991), in die Sequenz fuir die
Bindung der tRNA Glutamin (Colicelli und Goff, 1987), ermdglichte die Isolierung des
murinen embryonalen Stammzellvirus MESV (Franz et al., 1986; Hilberg et al., 1987).
MESV wird in undifferenzierten embryonalen und himatopoetischen Zellen exprimiert

(Baum et al., 1995; Grez et al., 1990).
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Um die verschiedenen Eigenschaften der entwickelten Vektoren positiv zu nutzen, wurde
ein neuer Vektor konstruiert, der den 5'LLTR des MPSV, den Leaderbereich des MESV und
den 3'LTR des SFFV (spleen focus-forming virus), einem Friend-MCF-Virus, enthilt.
Dieser Friend-MCF-MESV (FMEV) Vektor zeigt eine relativ linienunabhingige starke
Expression in himatopoetischen Zellen (Hildinger et al., 1998). Der U3-Bereich des SFFV
besitzt gute Enhanceraktivititen in himatopoetischen Zellen (Baum et al., 1995; Baum et
al., 1997; Tumas et al., 1996). Die wichtigsten Enhancermotive sind Erkennungsstellen fiir
die in diesen Zellen stark exprimierten Transaktivatoren SP1, ETS und AML1/PEBP
(Baum et al., 1997; Shivdasani und Orkin, 1996; Wahlers et al., 2002b). Die Kombination
dieser Elemente sorgte auch bei einer Einzelkopie in der Zielzelle fiir eine hohe
Transgenexpression.

Trotz Optimierung dieser Vektoren wurde dennoch weiterhin das Auftreten
transkriptioneller Repressionen festgestellt (Laker et al., 1998; Osborne et al., 1999). Die
Repressormotive konnten nicht vollstindig eliminiert werden, so dass eine Stilllegung der
Expression mit der Moglichkeit der de novo Methylierung (Asche et al., 1984; Seliger et al.,
1986) in differenzierungsabhingiger Form erfolgen kann.

Auf der Basis des FMEV wurden die Vektoren hinsichtlich ihrer Sicherheit soweit
optimiert, dass alle weiteren kodierenden viralen Sequenzen deletiert wurden. Das
Transgen (z.B. das ,,enhanced green fluorescent protein® eGFP) wird von dem Startkodon
fur das Kapsidprotein Gag exprimiert. Alle weiteren AUGs des Leader wurden ebenfalls
entfernt (Hildinger et al., 1999), um die Initiation der Expression von Polypeptiden mit
unbekannter Funktion, die toxisch oder immunogen wirken kénnten, zu unterbinden. Der
so entstandene Vektor SF110 wird ausfiihrlich in Material und Methoden vorgestellt (Kap.
2.3.1, Abb. 7).

Eine Variante des eben vorgestellten Vektors besitzt zusitzlich ein Intron in der 5’'UTR
(SF91). Viele zellulire Gene und alle retroviralen Genome besitzen zumindest ein Intron in
der 5 untranslatierten Region (5’UTR). Introns als RNA-Prozessierungselemente konnen
die Genexpression durch eine effizientere Transkription, eine erhShte Stabilitit der RNA
und einen beschleunigten Export in das Zytoplasma steigern (Fong und Zhou, 2001; Reed
und Hurt, 2002) (siche folgendes Kapitel 1.2.4). AuBlerdem sorgen die Proteine des Exon-
Grenzkomplexes fiir eine Effizienzsteigerung der Translation (Nott et al,, 2004). Ein
Intron in der 5UTR LTR-kontrollierter retroviraler Vektoren wirkt sich ebenfalls
expressionssteigernd aus (Hildinger et al., 1999), wobei der Effekt stark von der Art der zu
exprimierenden cDNA abhingt (Schambach et al., 2000). Der Vektor SF91 wird ebenfalls
in Material und Methoden ausfiihrlicher besprochen (Kap. 2.3.1, Abb. 8).
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1.2.4 Mechanismen der posttranskriptionellen Genexpression

Die Genexpression einfacher Retroviren dhnelt der zellulirer Gene. In retroviralen
Vektoren ist die Transgenexpression dementsprechend nicht nur von den
Regulatorsequenzen der U3-Region fur die Transkriptionsinitiation abhingig, sondern
ebenfalls von posttranskriptionellen Ereignissen.

Die Regulation erfolgt auf sequentiellen Ebenen, beinhaltet Transkription, Spleilen und
Translation und ist in Eukaryonten zudem noch mit einer Kompartimentierung von Kern
und Zytoplasma zeitlich und rdumlich durch den Kernexport getrennt. Inzwischen weil3
man, dass sich die Prozesse bei zelluliren Genen im Wesentlichen gegenseitig beeinflussen
und aufeinander abgestimmt sind (Maniatis und Reed, 2002). Die Kontrolle der
Genexpression beginnt mit der Chromatinstruktur bzw. der Aktivierung einer Genstruktur
(Kornberg, 1993). Die Zuginglichkeit und die Sequenz des Promotors bestimmen, wie gut
die RNA-Polymerase II binden und die Transkription initiieren kann, denn fir beide
Schritte sind allgemeine Transkriptionsfaktoren notwendig. Die Bindung erfolgt Giber ein
TATA-bindendes Protein (TBP) durch den Transkriptionsfaktor TFIID (Hernandez,
1993). Weitere Transkriptionsfaktoren und die Polymerase selbst werden nach der Bindung
rasch zugefiigt. Die Geschwindigkeit der Komplexbildung wird von Regulatormolekiilen
bestimmt, die an Enhancerbereiche, teils in einer Distanz von tber 10 kb, binden (Drapkin
et al, 1993). Die Anzahl und die Art der Bindungsstellen fiir Aktivator- oder
Repressormolekile in Enhancerbereichen bestimmen die Effektivitit der Transkription.
Die posttranskriptionelle Kontrolle der Genexpression beginnt mit dem Capping der frisch
synthetisierten pra-mRNA bereits nach der Synthese der ersten 20 bis 40 Nukleotide. Dies
geschieht durch Proteinkomplexe, die zuvor an die C-terminale Domiane (CTD) der grof3en
Untereinheit der Polymerase II gebunden haben, und schiitzt die pra-mRNA vor
Exonukleasen. Die CTD spielt zudem durch die Anlagerung des Cap-bindenden
Komplexes (CBC), der seinerseits das Cap der pra-mRNA bindet, eine wichtige Rolle beim
SpleiBlen des ersten Introns (Lewis et al., 1996), beim Export bestimmter RNAs (Gotlich et
al., 1996; Lewis und Izaurralde, 1997) und bei der Initiation der Proteinsynthese (Fortes et
al., 2000; Ishigaki et al, 2001). Die Polyadenylierung nach Erreichen der
Terminationssequenz hat Einfluss auf die Stabilitit und den Export der RNA und sorgt fiir
eine effiziente Translation.

Ein weiterer wichtiger Regulationsprozess ist das Spleilen der primiaren mRNA (Abb. 4).
Die meisten pri-mRNAs enthalten alternierende Sequenzen von kodierenden (Exons) und

nichtkodierenden Bereichen (Introns). Wihrend des Spleiprozesses werden die Introns an
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57- (Spleiidonor, SD) und 3"-Enden (Spleilakzeptor, SA), den sogenannten Spleif3stellen,
herausgesplei3t und die Exons kovalent miteinander verbunden.

Zellulire RNAs werden zu einem groBen Teil (bis zu 60 %) alternativ gespleil3t
(Consortium, 2001; Kan et al., 2001). Die Regulation erfolgt sowohl tber cs-aktive
Sequenzen, Enhancer und Silencer, auf der RNA als auch tber Proteine mit RNA-
Erkennungsmotiven und serin- und argininreichen Dominen (Akker et al., 2001; Graveley,
2000; Liu et al., 1998; Schaal und Maniatis, 1999). AuBlerdem scheint alternatives Splei3en
auch von kinetischen Aspekten wie der Elongationsrate der Polymerase II und damit von
Transkriptionsaktivatoren abhingig zu sein (Kadener et al., 2001; Kikumori et al., 2002;
Neugebauer, 2002).

O —
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NN

pra-SpleiBosom

aktivierter Komplex
1. Umesterung
.
]\ @ / 2. Umesterung
5’ Spleifistelle 3’ Spleifistelle ’ \
BP
O

pra mRNA Intron (Lariat) mRNA

Abb. 4: Spleilen von mRNA

Die Entfernung von Introns aus einer pri-mRNA erfordert die Anlagerung zahlreicher
SpleiBkomponenten (U1-U6: U1-U6snRNP). Cis-aktive Konsensussequenzen auf der RNA
sind die 5° SpleiB3stelle (SD) und die 3” Spleiistelle, die neben dem SpleiBlakzeptor (SA) aus
dem Verzweigungspunkt (BP) und dem Polypyrimidintrakt (PPT) besteht. Das Spleilen ist ein
streng regulierter Prozess, an dem RNA-RNA- und RNA-Proteinwechselwirkungen beteiligt
sind. Das Intron wird als Lariat entfernt. Die Exons werden kovalent miteinander verbunden.

Die SpleiB3stellen sind anhand von spezifischen Konsensussequenzen auf der RNA
markiert. In unmittelbarer Nihe des SA befinden sich im Intron der Verzweigungspunkt
(branch point, BP) und ein Polypyrimidintrakt (PPT). Die Sequenzelemente missen vom

SpleiBosom, einem Multieinheitenkomplex aus Proteinen und RNA (Staley und Guthrie,
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1998), erkannt werden. Bei den RNA-Komponenten handelt es sich um Kern-RNAs, Ul,
U2, U4, U5 und UG, die mit Proteinen zu kleinen Kernribonukleoproteinen (small nuclear
RNP, snRNP) gepackt sind. Initiiert wird der Spleiprozess tber Watson-Crick-
Basenpaarung des SD mit der UlsnRNP.

Schrittweise werden weitere Spleilkomponenten angelagert. Der PPT der 3°-Splei3stelle
wird von der U2snRNP gebunden, und nach der Verdringung der UlsnRNP lagern sich
die U4/U6snRNP und U5snRNP an. In Hefe gibt es auch Hinweise darauf, dass sich das
SpleiBosom aus grofleren Komplexen, penta-snRNPs, die bereits die finf UsnRNAs
tragen, zusammensetzt; die einzelnen Komponenten treffen damit nicht erst auf der RNA
zusammen (Stevens et al.,, 2002). Durch Konformationsinderungen wird der Komplex
aktiviert; in zwei anschlieBenden Transesterifizierungsreaktionen werden das Intron als
Lariat entfernt und die Exons ligiert (Kramer, 1996). Normalerweise kann jede 5°-
SpleiB3stelle nur mit der nachstgelegenen 3 -Splei3stelle die Reaktion durchfithren. Reguliert
wird dieser Prozess meist Gber die Erkennung nahegelegener 3” und 5" Spleistellen
entlang eines Exons (Exondefinition). Allerdings sind in Exons und Introns viele
Sequenzen zu finden, die dem SD-Konsensus entsprechen und von der UlsnRNP
gebunden, aber dennoch nicht benutzt werden (Eperon et al., 1993; Sun und Chasin, 2000).
Dies spricht fur die Existenz bislang unbekannter zusitzlicher Signale, die entweder tiber
die Primirsequenz oder die Sekundirstruktur der RNA reguliert sein kénnten.

Die Polymerase kann erst von der RNA entlassen werden, wenn ein funktionales
Polyadenylierungssignal gelesen wurde (Proudfoot et al., 2002; Shatkin und Manley, 2000).
Die Prozessierung einer pri-mRNA inklusive Spleilen und Polyadenylierung muss
normalerweise vollstindig abgeschlossen sein, bevor die reife mRNA in das Zytoplasma
transportiert werden kann (Green, 1989). Es handelt sich um einen eng gekoppelten
Prozess. Der Spleilkomplex hinterldsst auf der RNA verschiedene Proteine, den Exon-
Grenzkomplex (exon-junction complex), der den nukleozytoplasmatischen Transport der
mRNA fordert (Reed und Hurt, 2002). Es konnte auflerdem gezeigt werden, dass der
Exon-Grenzkomplex die Translation férdert (Nott et al., 2004). Intronfreie RNA muss
folglich ohne spleil3vermittelte Exportfaktoren aus dem Kern transportiert werden. Dies
geschieht, indem auch bei dieser RNA Faktoren auf der RNA hinterlassen werden, die den
Export erméglichen (Lei et al.,, 2001; Strasser et al., 2002). Handelt es sich im Gegensatz
um intronhaltige RNA und ist das Spleilen oder die Polyadenylierung defekt, dann
verbleiben die mRNAs im Kern (Custodio et al., 1999; Horowitz et al., 2002).

Zur EBxpression muss die prozessierte mRNA in einem aktiven Transport in das

Zytoplasma transportiert werden. Der Transport erfolgt durch den Kernporenkomplex
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(nuclear pore complex, NPC), ecinen in die Kernmembran -ecingelagerten
Multiproteinkomplex, bestehend aus 50 bis 100 verschiedenen Proteinen mit einem
Gewicht von 125 MDa (Reichelt et al., 1990). Der aktive Export ist ein selektiver Prozess,
der von spezifischen Exportsignalen vermittelt wird. Fir Proteine mit nukleirem
Exportsignal (NES) sind Exportfaktoren gut charakterisiert. An kurze leucinreiche NES
bindet als primirer Adapter CRM-1. Der Export wird durch kooperative Bindung von
RanGTP moglich, das nach Hydrolyse zu RanGDP wieder in den Kern riicktransportiert
wird (Ohno et al., 1998). mRNAs werden nicht als nackte Nukleinsiuren, sondern als
RNP-Komplexe transportiert. Die Beladung der RNA durch hnRNPs (heteronukledre
Ribonukleoproteine) erfolgt wihrend der Transkription und Prozessierung, und die
Proteinzusammensetzung der hnRNPs ist sehr variabel (Matunis et al., 1993; Wurtz et al.,
1996). Einige Ribonukleoproteine verbleiben auf der RNA, andere miissen vor RNA-
Export abgespalten werden (Pinol-Roma und Dreyfuss, 1992). Der genaue Mechanismus
des mRNA-Exports ist noch nicht bekannt. Als essentieller Exportfaktor wurde Mex67 in
Hefe und TAP als das menschliche Homolog entdeckt (Griiter et al., 1998; Segref et al,,
1997). TAP kann direkt oder im Komplex mit p15 mit den Nukleoporinen des NPC
interagieren. Der Kontakt des TAP/p15 mit der mRNA witd tber das Adapterprotein Aly,
welches durch Transkription und Spleilen auf die RNA geladen wurde, hergestellt (Zhou
et al., 2000). Auch fiir die Regulation des RNA-Exports kénnten neben Sequenzmotiven

der RNA spezifische Sekundirstrukturen eine wichtige Rolle spielen.
1.2.5 Feinabstimmung der retroviralen Genexpression

Retroviren nutzen die zellulire Transkriptions- und Expressionsmaschinerie und bringen
dabei als regulatorische Sequenzen ihre LTRs mit Promotor- und Enhancersequenzen ein.
Bei einfachen Retroviren wie MLV sind die LTR-Promotoren konstitutiv aktiv. Um das ftr
ihren Lebenszyklus essentielle balancierte Spleilen zu erreichen, mussen Retroviren dafir
sorgen, dass ihre Splei3stellen zu einem gewissen Teil iiberlesen werden kénnen. Zusitzlich
muss diese ungespleiite RNA, obwohl sie Erkennungsmerkmale fir die Spleiimaschinerie
enthilt und nicht vollstindig prozessiert ist, also die zelluliren Bedingungen nicht erfiillt,
durch den NPC in das Zytoplasma transportiert werden. Es ist nur zum Teil bekannt, wie
Retroviren die posttranskriptionelle Kontrolle der Wirtszelle umgehen bzw. alternativ
nutzen.

Bei den komplexeren Retroviren sind zusitzliche kodierende Regionen auf der RNA
vorhanden, von denen regulatorische Proteine exprimiert werden. HIV exprimiert Rev, das

nach Bindung an das RRE (Rev responsives Element) in der 3'UTR die neu synthetisierte
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RNA Crm1l-abhingig in das Zytoplasma transportiert. Einfache Retroviren besitzen keine
Regulatorproteine, um ein balanciertes Spleilen zu steuern. Sie miissen dies tber -
wirkende Sequenzen ihrer RNA erreichen. Man geht davon aus, dass die einfachen
Retroviren ein ausgewogenes Verhiltnis an genomischer und einmal gespleiiter RNA
durch ineffiziente Spleistellen oder regulatorisch verstirkende oder schwichende
Elemente in der pri-mRNA erreichen (Hammarskjold et al., 1994; Katz et al., 1988; Katz
und Skalka, 1990; Paca et al., 2001). Dabei werden ineffiziente Splei3signale meist dem SA
zugeordnet. Fir einige Retroviren sind Exportsignale identifiziert worden, mit Hilfe derer
ungespleilite RNA exportiert wird. Das Rous Sarcoma Virus (RSV) trigt ein solches
Element, das aus Sequenzwiederholungen besteht, in der 3'UTR (Ogert et al., 1996;
Simpson et al., 1997). Im Mason-Pfitzer Monkey Virus (MPMYV) und im Simian Retrovirus
1 und 2 (SRV1/2) ist in derselben Region ein konstitutives RNA-Transportelement (CTE)
lokalisiert. Wie bei den zelluliren mRNAs erfolgt ein TAP/p15-abhingiger RNA-Export,
allerdings kann das CTE TAP/p15 direkt ohne den Adapter Aly rekrutieren (Yoon et al.,
1997).

Bei den Mausleukimieviren (MLV) ist bis jetzt nur wenig tiber den Mechanismus bekannt,
wie genomische RNA synthetisiert und in das Zytoplasma transportiert wird. In der fir
Gag kodierenden Region sind Sequenzen entdeckt worden, von denen eine
spleiiverstirkend und die andere spleiBunterdriickend wirkt (Hoshi et al., 2002). Eine
weitere Sequenz in der fiir Gag kodierenden Region im verlingerten Verpackungssignal
scheint als konstitutives Exportelement zu fungieren (King et al., 1998).

Die ersten 28 Basen der R-Region von MLV bilden eine Stammschleifenstruktur (R-region
stem loop, RSL). Der RSL scheint wichtig fiir die Akkumulation ungesplei3ter RNA im
Zytoplasma zu sein (Trubetskoy et al., 1999). Ob dies einer Rolle in der Splei3regulation
oder vielmehr in der Exportfunktion zuzuordnen ist, ist noch unbekannt.

Interessant und fir die vorliegende Arbeit besonders relevant ist die Beobachtung, dass
MLV stromaufwirts des SD, also im untranslatierten ersten Exon, eine ausgeprigte
Sekundirstruktur auszubilden vermag. Diese umfasst neben dem vergleichsweise kleinen

RSL einen grof3en Sequenzabschnitt, der die PBS beidseitig flankiert.

Fir die hochkonservierte 5"UTR von Moloney MLV (MoMLV) als typischem Vertreter
der MLV sind mit Hilfe von experimentellen Daten Konformationen fiir den monomeren
und den dimeren Zustand beschrieben worden (Mougel et al., 1993) (Abb. 5). Die ersten 28

Basen der R-Region (RSL) bilden eine Stammschleife aus. Eine weitere Stammschleife ist

am 3"-Ende der U5-Region direkt stromaufwirts der PBS zu finden (Mougel et al., 1993).
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Bestimmte Bereiche der U5-Region sind an der Regulation der reversen Transkription und
an der Verpackung beteiligt (Lobel und Goff, 1985; Murphy und Goff, 1989). Die
konservierte Haarnadelstruktur im 3°U5 ist strukturell und womdglich auch funktionell
analog zum von Cobrinik et al. (1991) beschriebenen U5-IR-Stamm des Rous Sarkoma
Virus, der ebenfalls wie bei MLV wichtig fiir die Initiation der reversen Transkription sein
soll. Auch in HIV-1 und HIV-2 sind solche Stammschleifenmotive direkt stromaufwiirts
der PBS beschrieben worden (Baudin et al., 1993; Berkhout und Schoneveld, 1993). Die
PBS bildet zusammen mit flankierenden Sequenzen in MLV eine verzweigte Stammschleife
aus, bei der 10 von 18 Nukleotiden an der Schleife beteiligt sind (Mougel et al., 1993). Die
stromabwirts der PBS gelegene Region liegt gepaart mit Nukleotiden der U5-Region vor.
Auch dieser Stamm ist bereits von Cobrinik et al. (1991) im U5-Leader vom RSV
beschrieben worden (1991). Er soll an der Initiation der reversen Transkription beteiligt

sein.

Abb. 5: 5’UTR von MoMLYV (Mougel et al., 1993)

Die Region 5” des SD bildet eine konservierte Stammschleifenstruktur aus. Der Stamm wird
gebildet von PBS flankierenden Regionen wie der U5-Region und der Region zwischen der
PBS und dem SD. Die Schleife wird von der PBS gebildet. Hochkonservierte Sequenzen sind
auBerdem der RSL sowie die Stammschleife der 3"-U5-Region. Dargestellt ist die dimere Form
des 5'UTR von MoMLYV, die der monomeren B-Form entspricht.
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Experimentelle Daten haben zwei unterschiedliche Varianten der monomeren Form
ergeben. Fin Monomer ist in seiner B-Form identisch der Konformation des dimeren
Zustands, das andere Monomer hat eine energetisch giinstigere E-Form, in der 17 von 18
Basen der PBS gepaart mit der U5-Region vorliegen. Es ist noch nicht geklirt, ob die E-
Form tatsdchlich biologisch relevant oder ein Artefakt ist.

Fir RSV und HIV-1 wurde eine effizientere Translation des Monomers gegeniiber dem
Dimer festgestellt (Baudin et al., 1993; Bieth et al., 1990; Darlix, 1986). Auch fir MoMLV
wurde dieser Mechanismus vorgeschlagen und von Mougel et al. (1993) die Hypothese
aufgestellt, dass ein Konformationswechsel generell unterschiedliche virale Funktionen
beeinflussen kann. Es fallt auf, dass sich der retrovirale SD an der Basis der komplexen
Sekundirstruktur befindet und nicht direkt in die benachbarten Stammschleifenstrukturen
involviert ist. Eine Beteiligung der Sekundirstruktur am Spleilprozess wurde jedoch noch

nicht erwogen.
1.2.6  Selbstinaktivierende retrovirale Vektoren (SIN)

Der wesentliche Vorteil retroviraler Vektoren ist eine effiziente, selektive und stabile
Transduktion von Zielzellen mit vorhersagbarer Kopienzahl. Bei der Vektorkonstruktion
muss dartiber hinaus bedacht werden, dass das Transgen in ausreichender Hohe exprimiert
werden muss. Fin Faktor, der in der letzten Zeit immer mehr Aufmerksamkeit gefordert
hat, ist die Sicherheit des Systems, um Nebeneffekte zu minimieren oder zu vermeiden.
Vektoren missen so konstruiert sein, dass sie replikationsinkompetent sind. Um den
Lebenszyklus zumindest fiir eine Runde zu gewihrleisten, miissen bestimmte ¢/s-Elemente
auf der viralen RNA vorhanden sein. Dazu zihlen die terminalen Integrationsstellen der
U3- und U5-Region, die R-Region, die PBS, der PP, Promotor- und Enhancersequenzen.
Da die kodierenden Regionen fiir Gag/Pol und Env separat von diesen ¢s-Elementen der
RNA angeordnet sind, kénnen sie in MLV-abgeleiteten Vektoren leicht von dem Vektor
ausgeschlossen werden und von kotransfizierten Plasmiden in Verpackungszellen
exprimiert werden. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit der homologen Rekombination
mit verwandten viralen Sequenzen von endogenen Viren in der Verpackungs- oder
Zielzelle und damit die Entstehung von mdglicherweise neuen replikationskompetenten
Viren, die unter Umstinden pathogen sind, herabgesetzt (Anderson et al., 1993; Munk et
al., 1997) und die Sicherheit des Vektorsystems gesteigert.

Bei vollstindigen L'TR-Sequenzen besteht jedoch prinzipiell weiterhin die Gefahr der
Mobilisierung durch natiirlich vorkommende endogene Viren, die fehlende virale Proteine

komplementieren. Die Konstruktion von selbstinaktivierenden (SIN-) Vektoren macht eine
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Mobilisierung unmdoglich (Abb. 6). In dem Plasmid fir den SIN-Vektor werden Promotor-
und Enhancersequenzen im U3-Bereich des 3°'LTR deletiert, so dass in einem
Verpackungssystem die Transkription der genomischen RNA von dem Promotor im
5'LTR mdglich ist. Bei der reversen Transkription in der Zielzelle wird ein defekter U3-
Bereich in den 5'LTR kopiert, und eine Transkription genomischer RNA ist nicht mehr
moglich. Ein interner Promotor sorgt fur die Transkription des Transgens (Yu et al., 1980).
Die SIN-Konfiguration reduziert somit die Anzahl aktiver Enhancer/Promotorbereiche
von zwei in LTR-gesteuerten Vektoren (LTR-Vektor) auf eins in SIN-Vektoren durch den
internen Enhancer/Promotor. Stromabwirts gelegene Transkriptionseinheiten konnen

aufgrund der Promotordeletion nicht mehr direkt vom 3"LTR aktiviert werden.
1.2.7 RNA-Prozessierung in SIN-Vektoren

Konventionelle SIN-Vektoren auf der Basis von MLV haben sich wegen niedriger
infektiéser Titer und oftmals relativ schwacher Genexpression fiir therapeutische
Anwendungen bislang nicht durchsetzen kénnen (Baum et al., 2003).

In Vorarbeiten wurde eine neue Generation von SIN-Vektoren entwickelt. Die vom SFFV
stammenden Promotor- und Enhancersequenzen sind im 3°LTR deletiert und
stromaufwirts des Transgens als interner Promotor integriert worden (Abb. 6, Abb. 9). Um
die Transkriptionsinitiation moglich zu machen, sind zusitzlich die ersten Basen der R-
Region im internen Promotor einschlief3lich des RSL enthalten (Schaumann, Diplomarbeit
2000). Identische Transkriptionskontrollregionen in LTR- und SIN-Vektoren sind eine
wichtige Voraussetzung fiir einen fairen Vergleich der Vektoren hinsichtlich der Regulation

und Effizienz ihrer Transgenexpression.

Cap Cap
SF110 e s o
Cap Cap
SinSF S PG o =

Abb. 6: LTR- und SIN-Vektor im Vergleich

Die retroviralen Vektoren mit LTR-Konfiguration (SF110) tragen in der Plasmid-DNA den
5'LTR des MPSV und den 3'LTR des SFFV. Kodierende Sequenzen sind durch jene fiir das
Markergen eGFP ersetzt. Wichtige eis-aktive Sequenzen wie die PBS und ¥ von MLV sind
erhalten. Der SIN-Vektor SinSF trigt den internen Promotor von SFFV in konventioneller
Position direkt vor dem Markergen. Promotor- und Enhancerbereiche der 3'LTR sind
zerstort.
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Eftiziente Spleiisignale sollten auch bei SIN-Vektoren die Transgenexpression erhohen. In
der Diplomarbeit von Daniel Schaumann (2000) ergaben sich erste Hinweise, dass ein
Intron in MLV-SIN-Vektoren eingefiigt werden kann, wenn der interne Promotor
zwischen die PBS und den SD gesetzt wird. Sofern der retrovirale SA stromaufwirts des
Transgens vorhanden war, konnte ein Spleien der Transgen-RNA nachgewiesen werden.
Die so konstruierten Vektoren zeigten einen etwa dreifachen Anstieg der eGFP-
Expression, was auf das Spleilen in der 5’UTR zuriickgefithrt wurde. Allerdings waren die
Eftizienz und die Prizision des Spleilens in diesen SIN-Vektoren nicht untersucht worden.
Zudem wiesen die spleiBkompetenten Vektoren suboptimale Titer auf, die einen
Gentransfer in primire Knochenmarkzellen nicht zulieBen. Die in Vorarbeiten
konstruierten SIN-Vektorkonfigurationen werden im Detail in Material und Methoden
besprochen (Kap. 2.3.2, Abb. 9 und Abb. 10).

Neben einem Intron in der 5’UTR ist das posttranskriptionelle regulatorische Element
(PRE) des Woodchuck Hepatitisvirus ein weiteres RNA-Prozessierungselement, das die
Genexpression von LTR-gesteuerten MLV-Vektoren steigern kann (Schambach et al.,
2000; Zufferey et al., 1999). Dieses cis-aktive Element entstammt der 3"UTR verschiedener
Hepatitisviren. Das PRE des Hepatitis B Virus (HBV) ist wichtig fiir die Expression des
Oberflichenproteins (Huang und Yen, 1994). Der Funktionsmechanismus des PRE ist
noch nicht genau bekannt. Es wird vermutet, dass es durch Verinderung der
Polyadenylierung, Stabilitdtssteigerung der RNA und einen besseren Transport der RNA in
das Zytoplasma fiir eine erhohte RNA-Konzentration im Zytoplasma sorgt (Donello et al.,
1998; Huang et al., 1999; Loeb et al., 1999; Popa et al., 2002).

Das PRE und seine Kombination mit einem Intron sind im Kontext von MLV SIN-

Vektoren noch nicht systematisch untersucht worden.

21



Einleitung

1.3 Fragestellung

Die Anwendung gentherapeutischer Behandlungen beim Menschen setzt eine sorgfaltige
Analyse des Nutzens und des Risikos voraus. Erhohte Sicherheit ohne Verlust der
Effizienz kann nur dann gewihrleistet werden, wenn die Mechanismen der Vektor-Wirt-
Interaktion sorgfiltig analysiert und auf dieser Grundlage optimierte Gentransfersysteme
entwickelt werden.

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer neuen Generation retroviraler
Vektoren, die einen hoéheren Sicherheitsanspruch haben als die bisher verwendeten, und
zugleich eine stabile und hohe Genexpression in den transduzierten Zellen ermdéglichen.
Um die grundlegende Vektorarchitektur zu verbessern, sollten SIN-Vektoren entwickelt
werden, die mal3gebliche RNA-Prozessierungselemente wie Intron und PRE in idealer
Weise kombinieren. Im  direkten Vergleich mit LTR-Vektoren sollten die
Expressionseigenschaften in relevanten Zellsystemen, insbesondere zunichst Fibroblasten
und murine Knochenmarkzellen untersucht werden.

Traditionelle SIN-Vektoren auf MLLV-Basis leiden unter sehr niedrigen Titern. Von grof3er
praktischer Bedeutung war es daher, den Titer dieser Vektoren zu steigern, um damit eine
effiziente Transduktion primirer Zellen zu ermdglichen.

Der Schwerpunkt der Arbeit bestand in einer mechanistischen Analyse retroviraler RNA-
Prozessierungsmodule. Dabei sollte das untranslatierte erste Exon, das eine stark gefaltete
Sekundirstruktur einnimmt, eingehender untersucht werden. Es sollten Sequenzelemente
charakterisiert werden, die an der Regulation des Spleilens und an einer effizienten
Translation der RNA beteiligt sind. Bislang lag die Hauptaufmerksamkeit bei der
Vektorentwicklung auf der Optimierung der Enhancer- und Promotorsequenzen. Die
Transkription von Transgenen ist allerdings in hohem Mal3e differenzierungsabhingig.
Vermutlich kénnen die Expressionseigenschaften retroviraler Vektoren unabhingig von
der Wahl der Enhancer- und Promotorsequenzen verbessert werden, wenn die
Mechanismen der RNA-Prozessierung und insbesondere der Spleiliregulation besser
verstanden werden. Zugleich sollte eine solche Analyse wichtige Einsichten in die

Evolution von Retroviren und die Regulation des retroviralen Lebenszyklus zulassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biochrom (Berlin),
Biomol (Hamburg), Roche (Mannheim), Difco-Laboratories (Hamburg), Gibco BRL Life
Technologies (Eggenstein), Merck (Darmstadt), neol.ab (Heidelberg), Pharmacia
(Freiburg), Roche (Grenzach-Wyhlen), Serva (Heidelberg) und Sigma (Miinchen) bezogen.
Es wurden die handelsiiblichen Standardqualititen eingesetzt.

a-[32P]-dCTP-markierte Radionukleotide wurden von der Firma Hartmann Analytic

(Braunschweig) geliefert.
2.1.1 Mikrobiologie

Zur Transformation und Amplifikation der verwendeten Plasmide wurden die Escherichia
coli Bakterienstimme XL1 Blue (Stratagene) und XL10-Gold (Stratagene) verwendet. Die
Herstellung, Lagerung, Anzucht und Expansion der chemisch kompetenten
Bakterienstimme zur Transformation von Plasmiden erfolgte nach den allgemein iiblichen

Protokollen (Ausubel et al., 2001; Sambrook et al., 1989).

Bakterienkulturmedien

Zur Anzucht der Bakterien wurde Luria-Bertani (LB)-Medium verwendet. Das LB-Medium
setzt sich zusammen aus 1 % Bacto-Trypton, 0,5 % Hefeextrakt und 0,5 % NaCl, pH 7,4.
Bei festen Nahrmedien wurde zusitzlich 1,5 % Bacto-Agar zugegeben. Die Medien wurden
bei 121°C 20 min autoklaviert und im Falle der festen Nihrmedien anschlieBend
ausplattiert.

Zur Selektion transformierter Bakterien wurde Ampicillin aufgrund der Hitzelabilitdt erst

nach Abkiihlung auf 50°C in einer Endkonzentration von 100 ng/ml zugesetzt.

2.1.2 Molekularbiologie

Enzyme, Puffer und Zusitze

Restriktionsendonukleasen sowie weitere DNA- und RNA-modifizierende Enzyme
wurden von den Firmen Boehringer-Mannheim (Mannheim), MBI-Fermentas (St.Leon-

Rot), Gibco/Invitrogen (Katlsruhe), Roche Diagnostics (Mannheim), New England
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Biolabs (Schwalbach), Stratagene (Heidelberg), Geneo BioProducts GmbH (Hamburg) und

Qiagen (Hilden) bezogen. Sie wurden nach Herstellerangaben eingesetzt.

Plasmide und retrovirale Vektoren

Plasmide
pUC19
M57

K73

Retrovirale
Vektoren

SF110
SF91

SFI1P

SinSF110
SinSF9I1
tRNA-Plasmide
tRNA-x2-pro

tRNA-x2-lys

Oligonukleotide

Klonierungsvektor mit multipler Klonierungsstelle (MCS)

Expressionsplasmid fiir Gag/Pol aus MLV iibetlassen von Dr. M.-
D. von Laer, HPI, Hamburg

Expressionsplasmid fiir Eco Hillprotein (Morita et al., 2000)

Retroviraler Vektor unter LTR-Kontrolle (Hildinger et al., 1999)

Retroviraler Vektor unter LTR-Kontrolle mit Intron (Hildinger et
al.,, 1999)

Retroviraler Vektor unter LTR-Kontrolle mit Intron und PRE
(Schaumann, Diplomarbeit 2000)

SIN-Vektor (Schaumann, Diplomarbeit 2000)
SIN-Vektor mit Intron (Schaumann, Diplomarbeit 2000)

tRNA-Expressionsplasmid fiir tRNA™ (Lund et al, 1997) zur
Verfugung gestellt von Prof. F.S. Pedersen

tRNA-Expressionsplasmid fiir tRNA" (Lund et al., 1997) zur
Verfiigung gestellt von Prof. F.S. Pedersen

Die Oligonukleotide wutrden von Gibco/Invitrogen Katlsruhe bezogen.

Name Sequenz (5" nach 3) Reaktion /
Vektorkonstrukt
SF91-Deletionsmutanten
del3-32 SE ACT CGG GGC GGG TAC CCG TAT TCC CAA TAA AG iiberlappende PCR
del32-3 AN TAC GGG TAC CCG CCC CGA GTG AGG GGT TG SF91delRy
del32-183 SE AGT CGC CCG GGA CCA CCG ACC CCC CCG CCG iiberlappende PCR
del183-32 AN GTC GGT GGT CCC GGG CGA CTC AGT CAA TCG SF91del33-182
del32-70 SE AGT CGC CCG GTC CGA ATC GTG GAC TCG CTG iiberlappende PCR
del70-32 AN ACG ATT CGG ACC GGG CGA CTC AGT CAA TCG SF91delR;
del163-183SE CCA CCG AGA TGA CCA CCG ACC CCC CCG CCG iiberlappende PCR

del183-163 AN

GTC GGT GGT CAT CTC GGT GGA ACCTCC

SF91del164-182
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Name Sequenz (5" nach 3) Reaktion /
Vektorkonstrukt

del145-183SE. GTC TTT CAT TGA CCA CCG ACC CCC CCG CCG iiberlappende PCR

del183-145 AN GTC GGT GGT CAA TGA AAG ACC CCC GAG GTG SF91delPBS-182

del182-202SE CCT GCC CAG GGG GAG GTA AGC TGG CCA G iiberlappende PCR

del202-182 AN CTT ACC TCC CCC TGG GCA GGG GTC TCC SF91del183-201

del69-146 SE TGG AGG TTC CAC CGA G PCR

del146-69 AN TGC AAA CAG CAA GAG GC SF91delU5

del145-164 SE TTG GAG ACC CCT GCC CAG PCR

del164-145 AN AAT GAA AGA CCC CCG AGG SF91delPBS

SF91 antisense-Mutanten

25146-163 SE ATC TCG GTG GAA CCT CCA TTG GAG ACC CCT GCC tiberlappende PCR
2s163-146 AN TGG AGG TTC CAC CGA GAT AAT GAA AGA CCC CCG SF91asPBS

as164-182 SE CCT GGG CAG GGG TCT CCA AGA CCA CCG ACC CCC tiberlappende PCR
as182-164 AN TTG GAG ACC CCT GCC CAG GAT CTC GGT CCA ACC SF91as164-182

SF91 PBS-Mutanten

LwpBSSE  CATTTG GGG GCT CGT CCG GGA TTT GGA GAC CCC
TG iberlappende PCR

mivPBS AN CCA AAT CCC GGA CGA GCC CCC AAA TGA AAG ACC CC SE9LmIvPBS

IVPBSdel163-
83sp GGG GGCTCG TCC GGG ATG ACC ACC GAC CCC CCC G iiberlappende PCR
SFO1mIvPBSdel1 64
mIvPBSAAIE3 CAT CCC GGA CGA GCC COC AM TGA AAG ACCC 182
(PBS SE TGG TCA GCT GCA GGG GAT TTG GAG ACC CCT GCC

CAG GGA C tberlappende PCR

ATC CCC TGC AGC TGA CCA AAT GAA AGA CCC CCG SF91artPBS

weitere Primer

188 SE CAG ATG GTC CCC AGA TGC PCR,
Sequenzierung
PCR,

180 AN AGG GAC CAC CGA CCC CC .
Sequenzierung

«GFPrev ACG CTG AAC TTG TGG CCG PCR,
Sequenzierung

SD1.5° CCG TAT TCC CAA TAA AGC CT RT-PCR,

Sequenzierung

SA.ANTI CAT GGC CTG TAA GTG AGC TTG GAG AGA GGG ACT ~ RT-PCR,
i ATT AGT TAA CTA TG Sequenzierung

Tab. 1: Oligonukleotide
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2.1.3 Zellkultur

Zelllinien

Es handelt sich bei allen Zelllinien um adharent wachsende Zellen.

Zelllinie Medium Herkunft
SC1 MEM murine Fibroblastenzelllinie (ATCC Nr. CRL-1404)
293T DMEM 293 ist eine humane Epithelialzelllinie aus der Niere (ATCC Nr. CRL-

1573), 293T ist transformiert durch Adenovirus Ela und trigt ein
temperatursensitives T-Antigen

Phoénix-gp DMEM retrovirale Verpackungszelllinie, Derivat der humanen embryonalen
Nierenzelllinie 293T; Phonix-gp trigt stabil den Vektor fur die
Expression von gag/pol

Tab. 2: Zelllinien, benutzte Medien und Herkunft

Zellkulturmedien

Die Zellkulturmedien wurden mit fotalem Kilberserum (FCS; Sigma, Miinchen) versetzt.
Zur Inaktivierung der enthaltenen Komponenten des Komplementsystems, wurde das FCS

30 min bei 56°C erwarmt.

Dulbecco s Modified Eagle Medium (DMEM)
DMEM (Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein) wurde fir die Kultivierung von
Phonix gp verwendet und vor Gebrauch mit 10 % FCS, 2 mM Glutamin und 1 mM

Natriumpyruvat versetzt. Der pH wurde zuvor mit NaHCO; auf pH 7,7 eingestellt.

Minimal Essential Medium (MEM)
MEM (Sigma Cell Culture™, Miinchen) wurde fiir die Kultivierung von SC1 eingesetzt und

vor Gebrauch mit 10 % FCS, 2 mM Glutamin und 1 mM Natriumpyruvat supplementiert.

Einfriermedinm
Die Zelllinien wurden mit 90 % FCS und 10 % DMSO langsam iiber Nacht auf -70°C

abgekuhlt und anschlieSend in flissigem Stickstoff verwahrt.

Iscove s Modified Dulbecco s Medinm (IMDM)
IMDM (Flow Laboratories, Meckenheim) wurde mit 10 % FCS fir die Verwahrung von
Knochenmarkzellen wihrend der Aufreinigung und mit 2 % FCS als Waschlésung fiir die
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Sdule bei der ,Liniendepletion® verwendet. Die Knochenmarkzellen wurden generell in
Gegenwart von Antibiotika (1 % Penicillin/Streptomycin, Pen/Strep) kultiviert.

Far die zn-vitro-Kultur von aufgereinigten Knochenmarkzellen wurde IMDM mit 20 % FCS
mit den Zytokinen mSCF (50 ng/ml), hFLT-3 (100 ng/ml), hIL.-11 (100 ng/ml) und mIL3
(20 ng/ml) (PeproTech, NJ und CellSystems, St.Katherinen) eingesetzt.

Weitere Materialien der Zellkultur

Bei der Aufreinigung von Knochenmarkzellen wurde das Liniendepletionskit (lineage
depletion kit, BD Pharmingen, Heidelberg; Komposition siche Kap. 2.2.3.2) und zur
Infektion dieser Zellen Retronektin (rekombinantes Fibronektinfragment CH-2906,
TAKARA, Cambrex BioScience, Verviers, Belgien) verwendet. Die in der FACS-Analyse

eingesetzten Antikérper wurden von BD Pharmingen, Heidelberg bezogen.
2.1.4 Mausstimme
Fur die Gewinnung von primiren Zellen wurde das Knochenmark von C57BL/6]-Lyt5.2

Miusen pripariert (Jackson Laboratory, Bar Harbor; ME, USA).

2.2 Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden wurden wie beschrieben durchgefithrt
(Ausubel et al., 2001; Sambrook et al., 1989). Abweichende Methoden werden im
Folgenden aufgefihrt.

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Zur Aufnahme von Plasmid-DNA (Transformation) missen Bakterienstimme zuvor
kompetent gemacht werden. In dieser Arbeit wurden ausschlieSlich chemisch kompetente
E. coli Bakterienstimme verwendet. Am Vortag in 10 ml LB-Medium angeimpfte
Bakterienkulturen wurden am Morgen in 200 ml LB-Medium iiberfithrt. Bei einer ODy,
von 0,4 bis 0,5 wurden die Bakterien geerntet und abzentrifugiert (4°C, 1600 g, 10 min).
Das Pellet wurde zweimal vorsichtig in 50 ml eiskalter CaCl,-Losung (60mM CaCl,, 10mM
PIPES pH7) resuspendiert und nach dem letzten Zentrifugationsschritt in 7,5 ml CaCl,-
Glycerin-Losung (60mM CaCl,, 10mM PIPES pH7, 15 % Glycerin) aufgenommen. 100 ul-
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Aliquots wurden in vorgekiithlte Eppendorfgefille gegeben und auf flussigem Stickstoff

schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei -70°C aufbewahrt.

Transformation

Zur Transformation von chemisch kompetenten Bakterien wurden diese auf Eis langsam
aufgetaut, 8 bis 10 pl Ligationsansatz zugegeben und weitere 20 min bei 4°C inkubiert. Es
folgte ein Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C fiir 90 sec. Nach weiterer Inkubation fiir
2 min auf Eis wurden die Bakterien in 300 pl LB-Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C
geschittelt (200 rpm). AnschlieBend wurde die Suspension auf LB-Platten ausgestrichen
und dber Nacht bei 37°C stehen gelassen. Wurden die Bakterien mit einen Plasmid
transformiert, das fiir eine Ampicillin-Resistenz kodierte, wurden LB-Platten mit Ampicillin
benutzt. Am nichsten Tag konnten Bakterienkolonien gepickt und einer Analyse

unterzogen werden.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Arbeiten mit DNA

Priparation von Plasmid-DNA
Zur Priparation von Plamid-DNA aus Bakterien wurde nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse (Birnboim und Doly, 1979; Ish-Horowicz und Burke, 1981) verfahren. Je nach

benétigter Plasmidmenge wurde im ,,Mini-“, ,,Midi-* oder ,,MaximafBstab* gearbeitet.

Fir die Minipriparation wurden 3 ml LB-Kulturmedium mit Ampicillin mit einer
plasmidtragenden Bakterienkolonie angeimpft und iber Nacht bei 37°C und 200 rpm
geschiittelt. Die DNA-Priparation erfolgte nach Standardprotokoll. Nach Zentrifugation
wurde das Bakterienpellet in 150 ul Resuspensionspuffer (50 mM Glucose, 10 mM EDTA,
25 mM TrisHCI pH 8) suspendiert, mit 300 ul Lysispuffer (0,2 N NaOH, 1 % SDS)
versetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Fillung genomischer DNA und
Proteinen mit 225 pl Ausfillungspuffer (5 M Essigsdure, 3 M Kaliumacetat) fiir 10 min bei
4°C und anschlieBender Zentrifugation wurde der Plasmid-DNA enthaltende Uberstand
mit 300 pl Isopropanol gefillt. Die DNA wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und das
Pellet in 30 pl 1x TE-Puffer mit 20 pug/ml DNase-freier RNase A gelost. Die Plasmid-
DNA wurde mit Hilfe des Restriktionsverdaus mit anschlieBender Gelelektrophorese

charakterisiert.  Alternativ. wurden 8 pl geloste Plasmid-DNA  direkt in  die

Sequenzierungsreaktion eingesetzt.
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Fir die Midi- bzw. Maxipraparation wurden ca. 100 ul positiver Bakterienkoloniekulturen
in 100 ml bzw. 200 ml LB-Kulturmedium angeimpft und tiber Nacht bei 37°C geschiittelt.
Die Midi- und Maxipriparation erfolgte mit dem ,,Midi/Maxi Plasmid Purification Kit*
(Qiagen, Hilden). Die Konzentration der in 100 — 250 ul TE-Puffer resuspendierten DNA
wurde photometrisch bestimmt. Die isolierte und aufgereinigte Plasmid-DNA wurde durch

Restriktionsanalyse und Sequenzierung tberprift.

Alkoholprizipitation von DNA

DNA-L6sungen wurden zur Aufreinigung und zur Konzentrierung gefillt. Dazu wurde die
DNA-L6sung mit dem 0,4-fachen Volumen 3 M NaAcetat-Lésung und dem 2,5-fachen
Volumen 100 % EtOH versetzt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde die DNA mit
Hilfe der Zentrifugation pelletiert und das Pellet in 70 % EtOH gewaschen. Die
Resuspension erfolgte mit H,O oder TE-Puffer.

Isolierung von DNA-Fragmenten

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten nach PCR oder Restriktionsverdau von Plasmiden
wurde die priparative Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt. Abhingig von der erwarteten
Fragmentgrofle wurde mit 0,8 bis 2 % -igen TAE-Agarosegelen gearbeitet. Durch
Ethidiumbromidfirbung wurden die DNA-Banden auf einem UV-Transilluminator (Ti2,
Biometra, Gottingen) sichtbar gemacht und das gewiinschte DNA-Fragment durch
Vergleich mit einem DNA-Standard (Gene Ruler™ 1kb DNA ILadder, MBI Fermentas, St.
Leon-Rot) mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung des DNA-Fragments aus
dem Agarosestiick erfolgte mit ,,Qiaquick®-Sdulchen (Qiagen, Hilden).

Die DNA-Fragmente wurden in Ligationsreaktionen oder als Sonden im Northern- und

Southernblot eingesetzt.

Restriktionsverdau

Je nach Verwendung wurden 0,5 — 3 pg Plasmid-DNA oder PCR-Produkte in einem

Endvolumen von 20 pl mit 1 pl des ausgewihlten Restriktionsenzyms und dem von der
Firma empfohlenen Puffer (1 h, 37°C) gespalten. Die DNA-Fragmente wurden nach
Gelaufreinigung direkt verwendet oder zuvor weiteren enzymatischen Reaktionen
unterzogen. Vektor-DNA, die bei zukiinftigen Klonierungen das Vektorriickgrat darstellte,
wurde an den Enden dephosphoryliert. DNA-Fragmente, die als Inserts in Klonierungen

dienten, wurden zum Teil phosphoryliert.
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Partieller Verdau

Bei einem partiellen Verdau soll bei mehreren mdéglichen Schnittstellen die DNA nicht
vollstindig geschnitten werden. Erreicht wird dies durch zeitliche oder enzymatische
Limitierung der Reaktion. Zur Generierung der retroviralen Vektoren SinSF91P1 und
SinSF91P2 musste in dieser Arbeit das Plasmid SinSF91 partiell mit dem
Restriktionsenzym EcoR1 verdaut werden. Es wurde mit Enzymmengen von 10 U, 3 U
und 1 U bei einer Inkubationszeit von 10 min gearbeitet. Der Verdau wurde sofort bei
70°C fir 10 min hitzeinaktiviert oder direkt in einem Agarosegel aufgetrennt.

Nach Restriktionsverdau von SF91P mit EcoRI und Aufreinigung des PRE-Fragments
wurde das PRE als Insert in den partiell verdauten Vektor SinSF91 an zwei verschiedene
Positionen in einer Ligationsreaktion eingebracht. Die Orientierung des Inserts wurde in
einem Kontrollrestriktionsverdau und in einer Sequenzierungsreaktion tiberprift.

Es entstanden folgende Plasmide fur spitere retrovirale Vektoren:

SinSF91P1 von SinSF91 abgeleiteter Vektor mit PRE  zwischen der
kodierenden Region fiir eGFP und dem 3'LTR

SinSF91P2 von SinSF91 abgeleiteter Vektor mit PRE stromabwirts der
kodierenden Region fiir eGFP im 3'LTR

Polvmerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde von Kleppe (Kleppe et al, 1971)
beschrieben, von Mullis und Mitarbeitern (Saiki et al., 19806) weiterentwickelt und dient als
Methode zur Amplifikation eines bestimmten DNA-Abschnittes, der zwischen zwei
gewihlten Oligonukleotidprimern liegt, die gegenlidufig komplementire DNA-Bereiche
binden. Die PCR-Methode erfolgte in dieser Arbeit zur Amplifizierung von DNA-
Abschnitten fiir die Klonierung neuer retroviraler Vektorabschnitte, zur Mutagenese bzw.
Deletion von bestimmten DNA-Abschnitten, indem gezielt Basen in der Primerregion
ausgetauscht wurden, zum Screening von Bakterienkolonien und zum Nachweis von

mRNA nach Umschreibung der zelluliren mRNA in cDNA (RT-PCR).

Es wurden zwischen 0,1 und 0,3 ng DNA mit 30 pmol der erforderlichen Primer, 1 x PCR-
Puffer, 0,3 mM dNTPs und 5 U Polymerase versetzt. Aufgrund seiner ,,Proofreading**-
Aktivitit wurde der Tag-Polymerase ein Zehntel Enzymvolumen der ebenfalls hitzestabilen
DNA-Polymerase Pfx zugesetzt. Grundsitzlich wurden die PCR-Reaktionen in 25 bis 35
Zyklen mit je 30 sec DNA-Doppelstrangtrennung bei 95°C, 15 sec Hybridisierung der
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Primer (Annealing) bei 56°C und Amplifikation je nach FragmentgroBe fir 45 bis 90 sec
bei 68°C durchgefiihrt.

Fir die meisten Anwendungen wurde direkt der ,, T3 Thermocycler® (Biometra, Gottingen)
benutzt. Bei Problemen mit der Anreicherung eines spezifischen PCR-Produktes wurde
zuvor mit dem ,Mastercycler gradient (Firma Eppendorf, Hamburg) die optimale

Hybridisierungstemperatur bestimmt.

Ubetlappende PCR

Die Technik der tbetrlappenden PCR besteht aus insgesamt drei PCR-Reaktionen. Die
ersten beiden Reaktionen laufen getrennt ab. Dabei beinhaltet das erste PCR-Fragment am
3’-Ende die zu verindernde oder zu deletierende Region in ihrem 3’-Primer, das zweite
PCR-Fragment umgekehrt am 5”-Ende die zu verindernde oder zu deletierende Region in
threm 5°-Primer. Auflerdem sind diese beiden Primer gegeneinander komplementir. Nach
der getrennten Synthese dieser ersten beiden PCR-Produkte werden beide tber die
Gelelektrophorese aufgereinigt und in einer dritten PCR-Reaktion gegenseitig als Template
und, da sie in der Mitte iberlappen, als Primer eingesetzt. Die ersten beiden Zyklen der
PCR dienen zur Auffillung des Templates, danach werden die beiden dufleren Primer, der
5"-Primer des ersten PCR-Produktes und der 3°-Primer des zweiten PCR-Produktes,
zugegeben und die PCR-Reaktion vollstindig durchgefiithrt. Als dulerer 5°-Primer diente in
allen Reaktionen der Primer -188 SE, als dul3erer 3”-Primer der Primer eGFPrev (Tab. 1).
Die tiberlappende PCR wurde in dieser Arbeit zur Klonierung der meisten Deletions- und
Antisensemutanten des SF91 retroviralen Vektors, aulerdem der Herstellung des SF91-
Vektors mit MLV- bzw. artifizieller PBS genutzt. Die Produkte konnten tiber einen Verdau
mit den Restriktionsenzymen Apal und Xbal in den ebenso verdauten Vektor SF91
einkloniert werden.

Auf diese Weise entstanden folgende Plasmide (angegebene Basen beziehen sich immer auf

den Transkriptionsstartpunkt):

SF91delR, Deletion des RSL (der ersten Hilfte der R-Region) in SF91
SF91del33-182 Deletion der Basen 33-182 in Anlehnung an den SIN-Vektor
SFI1R, Deletion der zweiten Hilfte der R-Region in SF91
SF91asPBS Antisense-Orientierung der PBS

SF91del164-182 Deletion der Basen 164-182 in SF91

SF91as164-182 Antisense-Orientierung der Basen 164-182 in SF91

SF91delPBS-182 Deletion der Basen 146-182 in SF91
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SF91del183-201 Deletion der Basen 183-201 in SF91
SF91artPBS Austausch der MESV-PBS in eine kunstliche PBS
SF91mlvPBS Austausch der MESV-PBS in die MLLV-PBS

SF91mlvPBSdel164- Austausch der MESV-PBS in die MLLV-PBS mit zusatzlicher
182 Deletion der Basen 164-182 in SF91

Dephosphorylierung des Vektorriickgrats

Um bei Ligationsreaktionen die Selbstligation des Vektorriickgrats zu unterbinden, wurden
die 5 Phosphate entfernt. Dazu wurde der zuvor durchgefithrte Restriktionsverdau direkt
mit 2 pl Alkalischer Phosphatase und 2 ul entsprechendem Puffer versetzt und das
Reaktionsgemisch fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Es folgte eine DNA-Prizipitation zur
Aufreinigung.

Polynukleotidkinase-Reaktion

Um die Ligation von PCR-Produkten in ein Vektorriickgrat zu ermoglichen, wurden die 5°-
Enden der DNA-Fragmente mit Hilfe der Polynukleotidkinase (PNK) des Bakteriophagen
T4 (MBI, Fermentas) phosphoryliert. In einem Gesamtvolumen von 50 ul wurde das PCR-
Fragment mit dem zugehoérigen Puffer (5 pl), ATP (10 mM) und der PNK (10 U) fir 1 h
bei 37°C inkubiert. Die Aufreinigung fand mit Hilfe der Gelelektrophorese oder durch

Alkoholprizipitation statt.

Bei Standardligationsreaktionen wird meist ein kleineres Insert in ein Vektorriickgrat
gebracht. Das molare Verhiltnis von Insert zu Vektor sollte etwa 3:1 betragen. Bei den
Ligationsreaktionen wurden etwa 100 ng geschnittene dephosphorylierte Vektor-DNA mit
dem 3-fachen molaren Uberschuss an Insert-DNA in einem Endvolumen von 20 pl
zusammen mit Ligationspuffer und T4-DNA-Ligase (2 U) iiber Nacht bei 16°C inkubiert.
Als Kontrolle erfolgte ein Ansatz ohne Insert-DNA.

3-Fragment-Ligation

Einige Deletionsmutanten wurden tber eine 3-Fragment-Ligation kloniert, indem zwei
Inserts gleichzeitig in ein Vektorriickgrat kloniert wurden. Die beiden Insertfragmente
lagen 3" bzw. 5” der geplanten Deletion und waren zuvor in einer PCR-Reaktion erzeugt

worden. Die Ligation der Inserts miteinander erfolgte ,,blunt™ (ohne Basentiberhang), die
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jeweils anderen Enden der Fragmente wurden nach einem Verdau mit den
Restriktionsenzymen Apal bzw. Xbal in den ebenso verdauten Vektor SF91 gleichzeitig
cinkloniert. Es wurde mit einem molaren Verhiltnis von Insert I zu Insert II zu
Vektorriickgrat von  6:6:1 gearbeitet. Die Ligationsreaktion erfolgte im Ubrigen
entsprechend der einfachen Ligation.

Mit dieser Methode wurden folgende Plasmide fir spatere retrovirale Vektoren hergestellt:

SF91delU5 Deletion der U5-Region in SF91
SF91delPBS Deletion der PBS in SF91

Sequenzierung

Bei Ligationen und PCR-Produkten wurden die korrekten Basenfolgen der verinderten
oder amplifizierten DNA-Abschnitte mit Hilfe der DNA-Sequenzierung nach einem
modifizierten Verfahren der Methode nach Sanger (Sanger et al.,, 1977) durchgefihrt. Es
handelt sich hier um die Dideoxy-Kettenabbruch-Methode, bei der fluoreszenzmarkierte
Nukleotide in einer Cycle-Sequencing-Reaktion eingesetzt werden. Der bei 4°C hergestellte
Reaktionsansatz enthilt ca. 400 — 800 ng DNA, 4 ul BigDye (Applied Biosystems,
Weiterstadt), 1,5 pl Primer (15 pmol/ul) ad 20 pl mit aqua dest. Die Reaktion erfolgte im

Thermoblock (Biometra, Géttingen):

1 96°C 1 min

2. 96°C 30 sec <«

3. 50°C 15 sec 25x
4 60°C 4min —

5 4°C Pause

Die DNA wurde gefillt und zur gelelektrophoretischen Analyse in das
Sequenzierungsservicelabor des ,,Instituts fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie®,

UKE, Hamburg gegeben.

Isolierung von genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen

Um die Unversehrtheit der proviralen Sequenzen nach Integration in das Wirtsgenom
Gberprifen zu konnen, wurde die genomische DNA aus transduzierten
Knochenmarkzellen isoliert. Es wurde mit Zellzahlen von 3 x 10° bis 1 x 10" Zellen
gearbeitet. Die DNA wurde mit Hilfe des ,DNAzol® Genomic DNA Isolation Reagent®
(Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, USA) mit 1 ml DNAzol pro 1 x 10’
Knochenmarkzellen nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die DNA wurde in 200 upl

1 x TE tber Nacht gelost und im Photometer die Konzentration bestimmt.
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2.2.2.2 Arbeiten mit RNA

Bei Umgang mit RNA wurde generell soweit méglich bei 4°C gearbeitet. Arbeitsflichen,
und Gerite wurden mit SDS gereinigt, es wurden nur RNAse-freie Pipettenspitzen benutzt.
Simtliche Arbeiten wurden mit Handschuhen durchgefithrt. Lésungen wurden mit
Diethylenpyrocarbonat (DEPC) vorbehandelt. Dazu wurden Loésungen mit 0,1 % DEPC

versetzt, iber Nacht gertihrt und am nichsten Tag autoklaviert.

Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen

Zur Priparation von Gesamt-RNA wurden eukaryontische Zellen aus der Zellkultur
herangezogen. Adhirente SC1-Zellen wurden kurz durch Trypsin/ EDTA gel6st, sofort mit
eiskaltem PBS gewaschen, gezihlt und 8 x 10° bis 1 x 10" Zellen fiir die RNA-Priparation
mit dem Reagenz RNA-Instapure (Eurogentec, Seraing, Belgien) eingesetzt. Das RNA-
Pellet wurde in 50 ul 1 mM DEPC-TE-Puffer resuspendiert.

Die Konzentration wurde im Photometer bei 260 nm bestimmt. Dabei sollte der Quotient
der Werte bei 260 nm/280 nm bei 1,9 — 2,1 liegen. Zusitzlich wurden 2 pl der RNA-
Priparation gelelektrophoretisch in einem 1,2 % -igen TBE-Agarosegel auf die Qualitat
Uberprift. Die RNA wurde aliquotiert bei -70°C verwahrt und im Northernblot und in detr
RT-PCR eingesetzt.

Alkoholprizipitation von RNA
RNA wurde durch die Zugabe des 0,5-fachen Volumens von 7,5 M NH,Ac und des 2,5-

fachen Volumens von EtOH gefillt. Nach Inkubation von 15 min auf Trockeneis und
anschlieBender Zentrifugation (15 min, 4°C, 13000rpm) wurde das Pellet mit 70 % EtOH
gewaschen, getrocknet und in 1 mM EDTA aufgenommen. Um das Pellet zu 16sen, konnte

es 10 min bei 70°C erhitzt werden.

Fraktionierung von nukleirer und zytoplasmatischer RNA

SC1- und 293T-Zellen wurden wie im vorigen Absatz beschrieben vorbereitet. Vor der
Zugabe von RNA-Instapure zu 8 x 10° bis 1 x 10" Zellen wurde die Trennung zwischen
Kern und Zytoplasma vorgenommen. Dazu wurden die Zellpellets auf Eis in 500 pl
Lysispuffer (0,5 % NP-40, 0,14 M NaCl, 10 mM Tris (pH 8,4), 1,5 mM MgCl,, 10 mM
EDTA (pH 8,0)) sanft resuspendiert und 5 min auf FEis inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation (470 g, 5 min, 4°C), der Uberstand als Zytoplasmafraktion I wurde in ein

frisches 2 ml Gefa3 Gberfithrt und das Pellet noch zweimal mit 300 ul Lysispuffer
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gewaschen und zentrifugiert. Die Uberstinde wurden als Zytoplasmafraktion II und III in
einem frischen 2 ml Gefil3 vereinigt. Das Pellet entsprach der Kernfraktion. Alle
Fraktionen wurden mit 1 ml RNA-Instapure aufgearbeitet. RNA der Zytoplasma I
Fraktion wurde in 40 pl, die beiden anderen Fraktionen in 30 ul resuspendiert. Die

Qualititskontrolle erfolgte im Photometer und gelelektrophoretisch.

RT-PCR

Zur Erststrangsynthese der cDNA aus RNA-Instapure aufgereinigter RNA wurde 1 pg
RNA in einem Gesamtvolumen von 20 ul mit 1 pl 10 mM DTT, 1 pl 10 mM dNTP, 1 ug
OligodT und 1 pl Reverser Transkriptase (Geneo BioProducts GmbH, Hamburg) fir eine
Stunde bei 39°C inkubiert. Die Reaktion wurde 10 min bei 70°C hitzeinaktiviert. Im Falle,
dass eine Verunreinigung der RNA mit DNA die PCR beeinflusst, wurde die RNA mit
Hilfe von RNeasy Sdulen und einer DNase-Behandlung (Qiagen, Hilden) nach
Herstellerprotokoll zuvor gereinigt.

Der cDNA-Strang diente als Template fir eine PCR. Die PCR-Produkte wurden

gelelektrophoretisch aufgetrennt und die einzelnen Banden sequenziert.

2.2.2.3 Nachweis von RNA und DNA im Blotverfahren

Northernblot

Im Northernblot wurden variierend zwischen 2 pg und 15 pg RNA je Bahn eingesetzt. Als
GroBenstandard diente ein radioaktiv markierter A/HindIIT DNA-Marker. Die RNA wurde
vorbereitet indem zu 10 ul RNA-Volumen 16,2 ul DMSO, 1,6 ul 20 x MOPS und 4,6 pl
deionisiertes Glyoxal zugegeben wurden und die Proben 60 min bei 50°C denaturiert
wurden. Mit dem radioaktiv markierten DNA-Marker wurde in entsprechender Weise
verfahren. Nach kurzem Abkiihlen der Proben auf Eis wurden 3,2 pl 10 x RNA-
Beladungspuffer (50 % Glycerol, 1 mM EDTA, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylene
Cyanol FF) zugegeben. Ein vorbereitetes 1,2 % -iges Agarosegel mit 1 % MOPS konnte
mit den Proben beladen werden. Bei der Vorbereitung des Gels war darauf zu achten, dass
MOPS erst nach Abkithlung der in DEPC-H,O aufgekochten Agarose unter 50°C
zugegeben werden darf. Das Gel sollte mindestens 30 min abkiihlen.

Die Elektrophorese wurde 10 min bei 70 V, anschlieBend tiber Nacht (10 bis 14 Stunden)
bei 30 V durchgefithrt (Laufpuffer: 1 x MOPS). Um ein pH-Gefille zu vermeiden wurde

zum Pufferaustausch eine Umwalzpumpe angeschlossen.
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Nach beendetem Gellauf wurde die RNA wiederum tiber Nacht durch einen Kapillarblot
mit 20 x SSC auf eine Nylonmembran (Biodyne B Transfer Membran, PALL Europe
Limiten, Portsmouth, UK) transferiert und anschlieBend zweimal mit je 120 mJ im UV-

Stratalinker™ 1800 (Stratagene) vernetzt.

Radioaktive Markierung eines DNA-Markers

Sowohl fir den Northern- als auch fur den Southernblot wurde als Groflenstandard ein
radioaktiv markierter DNA-Marker hergestellt. Dazu wurden 1,2 ug mit dem
Restriktionsenzym HindIIl verdaute A-DNA mit 30 uCi (~1,1 MBq) o«-[*P]-dCTP
(spezifische Radioaktivitit: 3000 Ci/mmol bzw. 110 TBq/mmol) versetzt und mit Hilfe der
3" exonukleasedefizienten Mutante des Klenowfragments der DNA-Polymerase I und 2 ul
2 mM ATP/GTP/TTP-Mix im entsprechenden Puffer fur 20 min bei Raumtemperatur
radioaktiv markiert. Nicht eingebaute Aktivitit wurde tber Affinititschromatographie-
Sdulchen (MobiSpin, MobiTeq, Géttingen) entfernt. Die Aktivitit der markierten DNA
wurde im Szintillationsmessgerit (Beckman) bestimmt. Im Northernblot wurden zwei
verschiedene Aktivititen von 5 x 10* und 1 x 10° cpm, im Southernblot von 1 x 10* und 2 x

10* cpm verwendet.

Radioaktive Markierung einer DNA-Sonde

Zum Nachweis spezifischer Banden in einem Northern- oder Southernblot wurden DNA-
Sonden mit dem Decal.abel™ DNA Labeling Kit (Stratagene) radioaktiv markiert. Dazu
wurden in der Markierungsreaktion 25 bis 40 ng DNA eingesetzt und nach
Herstellerangaben — weiter  verfahren. Nicht eingebaute  Aktivitit —wurde iber
Affinititschromatographie-Sdulchen entfernt und die Aktivitdt im Szintillator bestimmt. Es
wurde mit einer Aktivitit von 0,5 x 10° bis 2 x 10° cpm/ml hybridisiert.

Die DNA fur die Sonden gegen die RNA von eGFP, beta-Aktin, GAPDH und Cytochrom
C wurden aus Plasmiden in einem Restriktionsverdau gewonnen (eGFP: SF91P mit EcoRI;
pAktin: als cDNA erhalten von Dr. J. Friel; GAPDH: pGAP ,zur Verfigung gestellt von
Prof. K. Harbers, mit EcoRI; Cytochrom C: pT7CytCOx,,Cytochrom C Oxidase 1I, zur
Verfigung gestellt von Dr. J. Bohne, mit EcoRI/Xhol).

Im Gegensatz zu den DNA-Sonden handelt es sich bei der Sonde gegen ein Intron der
Glyzerinphosphat-Dehydrogenase (GAPDH) um eine RNA-Sonde, die freundlicherweise
von Dr. T. Heise zur Verfigung gestellt wurde. Diese wurde nach der Insertion der
Intronsequenz in einen Transkriptionsvektor in einer zz-vitro-Transkription radioaktiv

markiert.
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Hybridisierung der Northernblot-Membranen

Die Membran wurde in ein Inkubationsréhrchen uberfiihrt, es wurden 10 ml auf 50°C
erwirmter Prahybridisierungspuffer (47 % deion. Formamid, 5,7 x SSC, 0,48 % SDS, 2,35
x Denhardt-Lésung, 7,5 % Dextransulfat, 0,5 — 1 mg denaturierte mit Ultraschall
behandelte Lachssperma-DNA) zugegeben, so dass die Membran luftblasenfrei an der
Rohrchenwand anlag, und das Rohrchen mindestens eine Stunde in einem 42°C warmen
rotierenden Ofen inkubiert.

AnschlieBend wurde die 5 min auf 95°C denaturierte DNA Sonde zugegeben und die
Membran tber Nacht hybridisiert. Zunichst wurde bei allen Blots mit einer radioaktiv
markierten Sonde gegen eGFP gearbeitet.

Um tdberschissige und nicht spezifisch gebundene Sonden zu entfernen, wurde die
Membran zweimal fur 5 min bei Raumtemperatur in 2 x SSC, eine Stunde in 1 x SSC/0,1
% SDS und zweimal eine Stunde in 0,1 x SSC/0,1 % SDS in einer Schale bei 65°C
gewaschen. Die gewaschene Membran wurde kurz getrocknet, in eine Folie eingeschweil3t
und zur Exposition auf einen Rontgenfilm (Kodak X-omat-AR) in einer Filmkassette mit
Verstirkerfolie (Firma Kostix) in einer Truhe bei -70°C bis zur Entwicklung verwahrt.
Auflerdem wurden die Banden im Phosphoimager (Fuji, Diisseldorf) quantifiziert.

Als Kontrollen wurden die Blots mit weiteren Sonden hybridisiert. Die Sonden waren
gegen die RNA unterschiedlicher GréBle gerichtet. Deshalb wurden bei den schon
hybridisierten Blots ein bis zwei Halbwertszeiten abgewartet und anschlieBend mit der

nichsten Sonde in gleicher Weise verfahren.

Southernblot

Bei der Southernblot-Methode (Southern, 1975) wird genomische DNA zunichst durch
cin Restriktionsenzym gespalten, gelelektrophoretisch aufgetrennt, um anschlieBend auf
eine Membran transferiert und dort fixiert zu werden.

In dieser Arbeit wurden je Probe 10 ug DNA in einem Gesamtvolumen von 50 ul mit dem
Restriktionsenzym Kpnl und dem entsprechenden Puffer fiir 10 Stunden bei 37°C verdaut.
Die DNA-Fragmente wurden tiber Nacht gelelektrophoretisch in einem 0,8 % -igen TAE-
Agarosegel bei einer Spannung von 1,3 V/cm aufgetrennt. Das Gel wurde 30 min in
Denaturierungspuffer (0,4 N NaOH; 0,6 M NaCl) und anschlieBend 30 min in
Neutralisierungspuffer (1,5 M NaCl; 0,5 M TrisHCI; pH 7,5) gespiilt, bevor die DNA iber
einen Kapillarblot mit 10 x SSC auf eine Nylonmembran tber Nacht transferiert wurde.
Nach kurzem Waschen der Membran in 6 x SSC wurde die DNA im UV-Stratalinker™

1800 (Stratagene) zweimal mit 120 m] fixiert und war damit bereit fir die Hybridisierung.
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Hybridisierung der Southernblot-Membran

Die Prihybridisierung und Hybridisierung der Southernblot-Membran erfolgte mit
demselben Puffer wie beim Northernblot, allerdings lagen die Hybridisierungstemperaturen
aufgrund der stabileren DNA-DNA-Wechselwirkungen bei 55°C. Es wutde eine radioaktiv
markierte Sonde gegen eGFP verwendet.

AnschlieBend wurde die Membran zweimal in 2 x SSC (5 min, Raumtemperatur) und
zweimal mit 0,1 x SSC/0,1 % SDS (1 h, 65°C) gewaschen. Die kurz getrocknete und

eingeschweilte Membran wurde auf einem Film exponiert.
2.2.3 Zellbiologische Methoden

Die sterile Kultivierung der verschiedenen Zellen erfolgte mit dem jeweiligen

beschriebenen Medium bei 37°C, 5 % CO, (v/v), 95 % Luftfeuchtigkeit.

2.2.3.1 Zelllinien

Es wurde ausschliefSlich mit adhirent wachsenden Zelllinien gearbeitet. Jeden zweiten bis
dritten Tag konnten der Zellrasen durch Trypsin-EDTA-Behandlung vom
Kulturschalenboden gelst und in die Zellen in Einzelsuspension gebracht werden, bevor
sie verdiinnt erneut mit frischem Medium ausgesit wurden.

Auf die Kultivierung von primiren Zellen wird spiter eingegangen.

Produktion von Viruspartikeln durch Verpackungszelllinien

Fir die Infektion von murinen Zellen (SC1, Knochenmarkzellen) mussten Virustuberstinde
hergestellt werden. Dafiir wurden Phonix-gp als Verpackungszelllinien benutzt und
transient mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. Fir die Infektion von murinen
Zellen wurde die Verpackung mit Eco-Env vorgenommen. Die Transfektion erfolgte nach
der Kalziumphosphat-Methode mit 2 pug Eco-Plasmid (K73), 10 ug gag-pol-Plasmid (M57)
und 6 pg des jeweiligen retroviralen Vektorplasmids. Die Plasmide wurden mit 50 ul 2,5 M
Ca(l, versetzt, mit aqua dest auf ein Volumen von 500 ul gebracht und zum Prizipitieren
tropfenweise in 500 pl blubbernden 2 x Prizipitationspuffer (0,28 M NaCl; 50 mM Hepes;
1,5 mM Na,HPO,, pH 7,05) gegeben. Bei 5 x 10° am Tage zuvor in ciner 9 cm -Schale
ausplattierten Phonix gp Zellen wurde das Medium mit Zusatz von 50 mM Hepes und
25 uM Chloroquin (Sigma) erneuert. AnschlieBend wurde die koprizipitierte DNA
vorsichtig auf die Zellen gegeben. Nach 6 bis 10 Stunden wurde wiederum das Medium

gegen frisches DMEM inklusive 50 mM Hepes ausgetauscht und ab dem folgenden Tag
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alle 12 Stunden der Uberstand abgenommen, steril filtriert (Milexfilter GP, 22 um) und bei
-70°C verwahrt. Die Zellen wurden nach jeder Uberstandabnahme mit frischem Medium

versehen. Die Virusernte wurde 2-3 Tagen vorgenommen.

Transiente Transfektion von Zielzellen zur Analyse der Genexpression

Wie bei der transienten Transfektion zur Partikelproduktion wurde nach der Kalzium-
Phosphatmethode vorgegangen. Hier wurden keine Plasmide fir Gag/Pol und Env
kotransfiziert. Einen Tag vor der Transfektion wurden 7 x 10’ 293T-Zellen pro Vertiefung
in einer 6-Loch-Zellkulturplatte ausgesit. Am Tag der Transfektion wurde ein ,halber
Prazipitationsansatz mit 2 pg Vektor-DNA und 25 ul 2,5 M CaCl, in einem Endvolumen
von 250 ul hergestellt und mit 250 pl 2 x HBS-Losung prizipitiert. Von diesem
Reaktionsansatz wurden auf die ausgesiten Zellen nach Mediumwechsel 150 pl Suspension
gegeben. Die Zellen wurden nach 48 h geerntet, ein Aliquot wurde in der
Durchflusszytometrie auf die eGFP-Expression untersucht. Die tibrigen Zellen wurden
nach Kern-Zytoplasmatrennung der RNA-Analyse unterzogen.

Auch SC1-Zellen sollten nach transienter Transfektion auf RNA- und Proteinexpression
untersucht werden. Diese Zellen lieBen sich nicht mit der Kalzium-Phosphatmethode
transfizieren. Es wurde ein Transfektionskit (Effectene-Transfektionskit, Qiagen, Hilden)
nach Herstellerangaben verwendet. Dabei wurden pro Ansatz 0,4 pg DNA mit 3,2 pl
Enhancer und 80 pl EC-Puffer versetzt, gemischt und 5 min bei Raumtemperatur
verwahrt. AnschlieBend wurden 10 ul Effectene zugegeben, die Suspension fir 10 s
gemischt und mit 600 pul Medium vermischt. Der Ansatz wurde tropfenweise auf die
ausgesaten SC1 pipettiert.

Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte wie bei den 293T nach 48 h.

Bestimmung der Virustiter der Uberstinde

Um die Konzentration der Virusiiberstinde zu bestimmen wurden 1 x 10° SC1 pro
Vertiefung in 24-Loch-Zellkulturplatten ausgesit. Vier Stunden nach Aussaat wurden
unterschiedliche Volumina der Eco-Virusiiberstinde auf die Zellen gegeben und das
Volumen mit MEM-Medium auf 500 ul aufgefillt. Dem Ansatz wurde Protaminsulfat
(Sigma) zugegeben (4 pg/ml Endkonzentration). Protaminsulfat setzt die AbstoBung
zwischen Zell- und Virusoberfliche aufgrund der Ladung von Oberflichenmolekiilen
herab (Cornetta und Anderson, 1989). Die Transduktionseffizienz wurde durch
Zentrifugation (CL-GPKR Zentrifuge, Beckman) der Kulturplatten bei 200 g fiir eine
Stunde bei 30 bis 35°C gesteigert. 6 bis 12 Stunden nach der Zentrifugation wurde das
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Medium gegen frisches gewechselt. Die Zellen wurden kultiviert und an Tag 2 bzw. 3 nach
Transduktion analysiert.

Da alle untersuchten retroviralen Vektorkonstrukte dieser Arbeit das Markergen eGFP
trugen, konnte die  Bestimmung  transduzierter = Zellen mit Hilfe der
durchflusszytometrischen Analyse im FACSCalibur (Becton-Dickinson, Heidelberg)
durchgefiihrt werden. Der Titer der Uberstinde berechnete sich aus der Anzahl der
ausgesiaten Zellen, dem Prozentsatz der eGFP-positiven Zellen, dem Volumen des
eingesetzten Uberstandes und einem Faktor 2, der sich aus der notwendigen Bedingung

ergibt, dass die Zellen sich zur Transduktion einmal teilen mussten:

2 x 1x 10’ ausgesite Zellen x % eGFP-positive

Titer [Partikel/ml] =
ml eingesetzter Virusiiberstand

Um statistisch auszuschlieBen, dass Zellkulturen vorlagen, die Zellen mit zwei oder mehr
Vektorintegrationen enthielten und damit einen Berechnungsfehler verursachten, wurden
nur Transduktionen mit einer eGFP-Prozentrate = 30 % fir die Analyse zugelassen

(Kustikova et al., 2003; Wahlers et al., 2001).

Transduktion von Zelllinien

Die Transduktion von Zielzellen erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie die
Titerbestimmung. Es wurde mit einer Viruspartikelzahl pro Zellzahl, der Multiplizitit der
Infektion (Multiplicity of Infektion, MOI), von 0,5 bis 3,0 gearbeitet. Die Zellen wurden
nach Transduktion im Durchflusszytometer auf die Prozentrate der eGFP-positiven Zellen

und die Fluoreszenzintensitit dieser Population untersucht.

2.2.3.2 Primare Zellen

Gewinnung von murinem Knochenmark

Murine Knochenmarkzellen mussten in praparativem Mal3stab gewonnen werden, um die
Transduktion und Expression der zu untersuchenden retroviralen Vektoren in primiren
Zellen im Gegensatz zu stabilen Zelllinien beurteilen zu kénnen. Die Maus wurde durch
Genickbruch getotet und mit Ethanol auf einer OP-Unterlage semisterilisiert. Zur
Gewinnung von Knochenmark wurden die Ober- und Unterschenkelknochen der
Hinterbeine freipripariert. Die Organe wurden zur Weiterverarbeitung in IMDM mit 10 %
FCS und 2 % Pen/Strep aufbewahrt. Ab diesem Schritt wurde steril weitergearbeitet, um
die Zellen weiter i vitro kultivieren zu koénnen. Muskeln und Sehnen wurden mit Gaze

entfernt. Die Knochen wurden an einem Ende angeschnitten und an dem anderen Ende
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mit einer Kaniile (0,6 x 30 mm) durchbohrt, so dass das Mark mit dem in der aufgesetzten
Spritze befindlichen IMDM durchgespiilt werden konnte. Um eine Finzelzellsuspension zu
erhalten, wurde zum Schluss das gesamte in IMDM befindliche praparierte Mark 15 mal
durch eine Kanile (1 mm Durchmesser) gezogen. Zur Anreicherung von Vorlduferzellen

wurden die gewonnenen Zellen der Liniendepletion unterzogen.

Liniendepletion der Knochenmarkzellen

Da nur wenig Stammzellen in einer Kultur im Vergleich zu vielen differenzierenden und
ausdifferenzierten Zellen zu finden sind, ist es schwierig, diese Zellen mit limitiertem
Virustiberstand zu transduzieren. Daher wird zunichst versucht, die Stammzellen
anzureichern, indem Zellen aus verschiedenen Linien der Blutzelldifferenzierung anhand
spezifischer Differenzierungsmarker depletiert werden (,,lineagedepletion®,
Liniendepletion). Um das bei den meisten Knochenmarktransplantationsmodellen der
Maus verwendete toxische 5-Fluorouracil (5-FU) zu vermeiden, wurde nach einem
optimierten Protokoll zur Liniendepletion vorgegangen (Li et al., 2003). Dabei wurden
reifere Knochenmarkzellen mit biotingekoppelten Antikérpern gegen die linienspezifischen
Oberflichenmolekile (CD3e, CD11b, CD45R/B220, Gt-1, Terr119) (lineage depletion kit,
BD Pharmingen, Heidelberg) markiert.

Nach einem Waschschritt wurden die Zellen mit anti-Biotin-gekoppelten Mikrokiigelchen
(MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) magnetisch markiert. Zur Aufreinigung
wurden die Zellen auf eine Sdule gegeben (LD Siulen, Miltenyi Biotec), die an einem
starken Magnetfeld lokalisiert war, so dass die an Mikroktgelchen gebundene Zellen
angereichert wurden. Die Sdule wurde mit IMDM 2 % FCS gespiilt. Im Durchfluss
befanden sich die liniennegativen (Lin -) Vorlduferzellen. Die gebundenen linienpositiven
(Lin +) Zellen konnten nach Entfernen der Sdule aus dem Magnetfeld ebenfalls
ausgewaschen werden. Die Zellen wurden in zytokinhaltigem IMDM mit 20 % FCS, 1 %
Pen/Strep und 1 % Glutamin kultiviert. Die Qualitit der Aufreinigung der verschiedenen
Fraktionen wurde im Durchflusszytometer iberprift. Die liniennegative Zellpopulation
wurde drei Tage kultiviert ehe sie zur Transduktion mit retroviralen Vektoren

herangezogen wurde.

Transduktion von liniennegativen Knochenmarkzellen

Die Transduktionseffizienz der liniennegativen Knochenmarkzellen wurde durch den
Einsatz von Retronektin  gesteigert. Retronektin  besitzt  Bindungsstellen — fir

Oberflichenproteine himatopoetischer Zellen und fir Viruspartikel, was zu einer
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Kolokalisation von Zelle und Virus fihrt (Fehse et al, 1998; Kiem et al, 1998). Fir
humane HSZ ist zudem gezeigt worden, dass Retronektin das regenerative Potential dieser
Zellen erhalten kann sowie die terminale Differenzierung und die Apoptose blockiert (Dao
et al., 1998; Donahue et al., 2001).

Dazu wurden 2 ml einer 48 pg/ml Retronektinlosung (PBS mit rekombinantem
Fibronektinfragment CH-296, TAKARA, Cambrex BioScience, Verviers, Belgien) in eine
Vertiefung einer 6-Loch-Schale gegeben. Nach einer Inkubation von mindestens 2 h bei
Raumtemperatur wurde die Losung entfernt und der Boden der Schale mit 2 ml PBS/2 %
BSA fur 30 min blockiert. Es erfolgte ein Waschschritt mit 3 ml HBSS/2,5 % (v/v) 1 M
Hepes, anschlieBend musste der Virusiiberstand nach Entfernung des HBSS sofort
aufzentrifugiert werden. Es wurde 1 ml Virustberstand fiir 30 min bei 4°C und 2000 rpm
zentrifugiert und dieser Schritt mit 1 ml frischen Uberstand wiederholt. Nach
Uberstandabnahme wurden 1 x 10° Zellen in einem Volumen von 3 ml zytokinhaltigem

IMDM in die Vertiefung gegeben.

2.2.3.3 Durchflusszytometrie und Sortierung von Zellen

Durchflusszyvtometrische Analysen (FACS-Analysen)

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das die Auftrennung von Zellen aufgrund
threr Lichtstreuung durch Grof3e und Granularitit sowie tiber ihre Fluoreszenz ermoglicht.
In Suspension befindliche Zellen werden durch Uberdruck in einem Flissigkeitsstrom
hintereinander angeordnet und so einzeln physikalisch auf die eben erwihnten Parameter
vermessen. Das hier verwendete Durchflusszytometer FACSCalibur (Becton-Dickinson,
Heidelberg) kann neben der Art der Fluoreszenz auch ihre Intensitit quantifizieren.
Zelllinien wurden neben Gré3e (forward-scatter, FSC) und Granularitit (sideward-scatter,
SSC) nur auf die eGFP-Expression untersucht. Dazu wurden die adhirenten Zellen mit
Trypsin behandelt und anschlieBend zweimal in 1 x PBS gewaschen und ebenfalls in
1 x PBS der FACS-Analyse unterzogen.

Murine Knochenmarkzellen wurden mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern vor der
FACS-Analyse gefirbt (Tab. 3). Die eGFP-Fluoreszenz gab auch in diesen Zellen Auskunft
Gber die Transduktions- und Expressionseffizienz der eingesetzten Vektoren. Die
zusitzlichen Antikérper wurden genutzt, um zwischen verschiedenen Zellpopulationen wie
unreifen und reifen Zellen unterscheiden zu kénnen. Dazu wurden 5 x 10° Zellen in 1 x
PBS gewaschen und zunichst zur Blockade unspezifischer Bindungen mit 1 ul F.-Block in

einem Volumen von 100 pl fir 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 1 pg
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fluoreszenzmarkierter oder biotingekoppelter Antikérper wurde zugegeben und fiir weitere
mindestens 30 min bei 4°C inkubiert. Bei dem biotingekoppelten Antikérper folgte nach
einem Waschschritt in 1 x PBS die Inkubation mit 1 pg fluoreszenzmarkiertem
Streptavidin, welches an das Biotin bindet. Die Zellen wurden in 1 x PBS gewaschen und
der FACS-Analyse unterzogen. Direkt vor der Analyse wurde Propidiumiodid

(Endkonzentration 10 ng/ml) zugegeben, um tote Zellen in der Analyse ausschlieBen zu

koénnen.
Nr. Zellmaterial 1. Fluoreszenz 2. Fluoreszenz 3. Fluoreszenz Nachweis
eGFP/ FITC PE APC
1 Knochenmark  Sca-1 Linien + (CD3, c¢-Kit Effizienz der
B220, CD11b, Liniendepletion
Grl, Ter119)
2 Knochenmark  Vektortransduktion Linien + (CD3, c¢-Kit linienpositiv
B220, CD11b, ini .
Grl, Ter119) niennegativ
3 Knochenmark  Vektortransduktion  Sca-1 c-Kit fruhe Stamm-
und
Vortliuferzellen
4 Knochenmark  Vektortransduktion Grl CD11b Granulozyten/
Makrophagen

Tab. 3: Fluoreszenzmarkierte AntikSrper fur die Durchflusszytometrie

Anreicherung eGFP-exprimierender Zellen durch Sortierung

Massenkulturen von eGFP-exprimierenden SC1-Zellen wurden in einem MoFlo-Zellsorter
(Cytomation, Freiburg) auf die positive Population eingegrenzt und sortiert. Dazu wurde
eine Massenkultur mit weniger als 30 % eGFP-positiven Zellen (um die Einfachintegration
des Provirus zu gewihrtleisten) in 1 x PBS gewaschen und in einem sterilen
Sortierungstéhrchen in 1 x PBS/4 % FCS in einem Endvolumen von 1,5 — 2 ml
aufgenommen. Die Zellen wurden in sterilen Sortierungsrohrchen mit vorgelegten 2 ml
MEM-Medium mit 1 % Penicillin/Streptomycin abgelegt. Die Sortierung wurde
freundlicherweise von Herrn A. Rimek Gibernommen.

Nach der Sortierung wurden die Zellen einmal in 1 x PBS gewaschen und anschlieBend in
unterschiedlichen Dichten in 96- und 24-Loch-Zellkulturplatten eingesat. Die erste Woche
fand die Kultivierung in Gegenwart von Antibiotika (1 % Pen/Strep) statt, die dann

ausgeschlichen wurden. SC1-Zellen wurden fur einen Northernblot hochgezogen.
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2.2.4 Computerunterstiitzte Analysen und Statistik

Die Daten der Durchflusszytometrie wurden mit CellQuest-Software analysiert. Nach
Abgrenzung der negativen Population wurde die mittlere Fluoreszenz der positiven
Population als arithmetisches Mittel einer bestimmten Anzahl (n) unabhingiger
Experimente dargestellt. Dabei ist darauf hinzuweisen, dass es sich bei den mit der
CellQuest-Software erstellten Histogrammen nicht um lineare Skalen handelt. Bei den
ermittelten Werten handelt es sich nicht um Absolutwerte. Die Fehlerbalken geben die
Stichprobenstandardabweichung an. Bei Vergleich verschiedener Vektoren und
Vektormutanten wurde die Signifikanz unterschiedlicher Ergebnisse mithilfe des Student
T-Tests ermittelt. Signifikante Unterschiede mit P < 0,05 wurden mit einem Sternchen (¥)
versehen.

Quantifizierungen von radioaktiven Signalen wurden mit Hilfe des Phosphoimagers

(Biorad) durchgefiihrt.

2.3 Vektoren

Die bereits in Vorarbeiten klonierten retroviralen LTR- und SIN-Vektoren tragen alle das
»enhanced green fluorescent protein® eGFP (Persons et al., 1998) als Markergen. Durch
eine eingefithrte Punktmutation und eine verinderte Kodonnutzung wurde die Expression
des urspringlich von der Qualle Aequora victoria stammenden Proteins in Sdugerzellen
verstirkt (Haas et al.,, 19906). Eine lange Proteinhalbwertszeit von tber 24 Stunden trigt
auflerdem wesentlich zur Sensitivitit dieses Markers bei. Aufgrund seiner leichten
Quantifizierbarkeit in der durchflusszytometrischen Analyse bot sich eGFP fir den
Vergleich der Proteinexpression retroviraler Vektoren an. Die Korrelation mit
transkribierter mRNA wurde in Vorarbeiten bestitigt (Wahlers et al., 2002a).

In einem Vektorverpackungssystem, in dem neben der Vektorplasmid-DNA ein
Expressionsplasmid fur Gag/Pol und eines fur das Hullprotein kotransfiziert werden,
eroffnet sich die Moglichkeit, je nach Zielzelle die Vektoren mit einem entsprechenden
nicht von dem Ursprungsvirus stammenden Hullprotein zu pseudotypisieren. Fur Studien
dieser Arbeit mit murinen Zellen ist die Verpackung mit Skotropen (ecotrop, Eco)

Hillproteinen aufgrund hoher Titer und einer hohen Rezeptordichte optimal.
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2.3.1 Retrovirale Vektoren unter LTR-Kontrolle

Der retrovirale Basisvektor SF110 besitzt den 5'LTR des MPSV, den Leaderbereich des
MESYV und den 3'LTR des SFFV (Hildinger et al., 1999). Das Transgen, in diesem Fall das
enhanced green fluorescent protein (eGFP), wird von dem Startkodon fir das
Kapsidprotein Gag exprimiert. Der Vektor SF110 diente als Grundlage fiir alle in dieser

Arbeit klonierten und untersuchten Vektoren (Abb. 7).

SF110
Verpackungszelle Cap Cap
i PBS v 3'LTR
Plasmid-DNA eGFP I— TS
RNA ® £B8S - { } PolyA
Zielzelle Cap Cap
Provirus-DNA 5 PBS v 3
U3 eGFP I— Us
RNA ° SN } PolyA

Abb. 7: LTR-Vektor SF110

Die Darstellung spiegelt die DNA- und RNA-Situation des Vektors SF110 nach transienter
Transfektion in der Verpackungszelle und nach Transduktion der Zielzelle wider.
verpackungsfihige und revers transkribierbare RNA

Die Promotor/Enhancersequenzen des MPSV  regulieren die Transkription nach
transienter Transfektion in der Verpackungszelle. Nach reverser Transkription gelangen die
U3-Sequenzen des SFFV in den 5'L'TR und tbernehmen die Regulation in der Zielzelle.
Die 5'UTR enthilt die R-Region, die das Startsignal fiir die RNA-Transkription mit Cap-
Bereich trigt, gefolgt von der U5 Region, in der Signalsequenzen fiir die Polyadenylierung
sitzen, die am 5'LTR normalerweise nicht genutzt werden. Auflerhalb des LTR-Bereichs
befindet sich die Primerbindungsstelle (PBS) und das Verpackungssignal (¥). Im Vektor
SF110 ist die SpleiBdonor-(SD-) Stelle des MESV durch Mutation zerstort.

Eine Variante dieses Vektors (SF91) beinhaltet den SD des MESV und trigt stromabwarts
direkt 5" des Startkodons ATG fir die Translation des Transgens einen SpleiBakzeptor
(SA) (Abb. 8, siche auch Anhang). Es handelt sich um den identischen SA, der im Wildtyp
Moloney MLV (MoMLYV) zur Expression von Env benutzt wird.
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SF9I1

Verpackungszelle Cap Cap

PBS SD ¥ SA 3'LTR
Plasmid-DNA uUs | RJ U5

° B S S e PolyA

RNA
PBS
o, R
Cap
Zielzelle

PolyA
Cap
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Provirus-DNA U3 U3
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RNA PBS
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Abb. 8: LTR-Vektor SF91

Die Darstellung spiegelt die DNA- und RNA-Situation des Vektors SF110 nach transienter
Transfektion in der Verpackungszelle und nach Transduktion der Zielzelle wider.

Nur die das Intron enthaltende genomische RNA kann in der Verpackungszelle in retrovirale
Partikel verpackt und in der Zielzelle revers transkribiert werden.

verpackungsfihige und revers transkribierbare RNA

———>%— nicht verpackbare RNA

SF110 besitzt im Gegensatz zu SF91 kein funktionales Intron. Im transienten System zur
Vektorverpackung sowie in der Zielzelle kann nur genomische, d.h. ungespleiite mRNA
entstehen. Diese muss in das Zytoplasma transportiert werden und dient zur Expression
des Transgens. Der Vektor SF91 ist wie Wildtyp MLV in der Lage, sowohl ungespleifite als
auch gespleiite mRNA zu produzieren. Da sich das Verpackungssignal im Intron befindet,
kann in der Verpackungszelle nur ungespleiite RNA in Viruspartikel verpackt werden. Der
Transfer des Introns in die Zielzelle ist damit garantiert. Die Expression des Transgens

kann in der Zielzelle von ungespleifiter und gespleilter RNA erfolgen.
2.3.2 Selbstinaktivierende retrovirale Vektoren (SIN-Vektoren)

Die beiden LTR-Vektoren SF110 und SF91 wurden zur Konstruktion einer neuen
Generation von selbstinaktivierenden (SIN-) Vektoren verwendet. SIN-Vektoren besitzen
nach Integration des Provirus in die Zielzelle keine funktionalen L'TRs mehr, d.h. sie
konnen keine genomische RNA exprimieren und sind auch bei Supplementierung mit
Kapsid- und Hullproteinen nicht mehr mobilisierbar. Erreicht wird dies, indem Enhancer-

und Promotorsequenzen des U3-Bereichs des 3'LTR deletiert werden.
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Abb. 9: Entwicklung der SIN-Vektoren

A: Entwicklung von SinSF aus SF110. Die U3-Region des 3'LTR wurde im Vektorplasmid fast
vollstindig zerstort. Ein interner Promotor (iPr) wurde 5° des Transgens eingebaut. Der
interne Promotor trigt die U3-Region und die ersten 32 Basen der R-Region (Ri) des SFFV
aus dem urspringlichen 3'LTR. An Base 28 zeigen die SIN-Vektoren im Vergleich mit den
LTR-Vektoren eine Punktmutation.

B: SIN-Vektor SinSF. Das vom internen Promotor initiierte Transkript in der
Verpackungszelle kann ohne W nicht verpackt werden.

verpackungsfihige und revers transkribierbare RNA

——>— nicht verpackbare RNA
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In den in dieser Arbeit untersuchten Vektoren wurde fast der gesamte U3-Bereich aul3er
den ersten 16 und den letzten 19 Basen der SFFV U3-Region deletiert (Schaumann,
Diplomarbeit 2000) (Abb. 9A). Nach transienter Transfektion ist der 5'LTR mit den
Enhancer- und Promotorsequenzen des MPSV in der Verpackungszelle noch intakt und
ermoglicht die Transkription der viralen genomischen RNA zur Partikelproduktion. Nach
reverser Transkription der viralen RNA in DNA und Integration des Provirus in das
Wirtsgenom der infizierten Zielzelle wird der Aufbau des U3/R-Bereichs des 3'LTR an
den 5'L'TR iibernommen. Damit besitzt das Provirus keinen funktionsfiahigen 5LTR.

Die Expression des Transgens kommt zum Erliegen, wenn nicht ein interner Promotor in
das Virus eingebaut wird. Um die Vergleichbarkeit der Expression und Partikelproduktion
mit den LTR-Vektoren zu gewahrleisten, wurde als interner Promotor die U3-Region des
SFFV inklusive der ersten 32 Basen der R-Region integriert. Diese Basen der R-Region
sind wichtig fur die Initiation der Transkription und die Akkumulation ungespleif3ter viraler
RNA im Zytoplasma (Trubetskoy et al., 1999). Aufgrund der Restriktionsschnittstelle, die
zum Einbau des internen Promotors genutzt wurde, befindet sich an Base 28 der R-Region
eine Punktmutation. Der interne Promotor wurde - wie es in konventionellen SIN-
Vektoren der Fall ist - zunidchst direkt stromaufwirts des Transgens integriert. Von dem
entsprechenden LTR-Vektor SF110 abgeleitet entstand so der SIN-Vektor SinSF (Abb. 9A
und B).

Diese konventionelle Position des internen Promotors in einem SIN-Vektor erlaubt keine
Integration eines funktionalen Introns wie es im LTR-Vektor SF91 mdglich ist. Es wurde
getestet, ob der interne Promotor auch von anderen Positionen aus in der Lage ist, die
Transkription zu initileren. Dies wiirde die Konstruktion weiterer SIN-Varianten
ermoglichen mit z.B. zusitzlichen regulatorischen Elementen oder Splei3stellen auf ihrer
RNA. Zwei weitere SIN-Konstrukte wurden in die Analysen einbezogen. Der interne
Promotor wurde so in den Vektor integriert, dass er seine Funktion 30 Basenpaare
stromabwirts der PBS und folglich stromaufwirts des Verpackungssignals austbte. Je
nachdem, ob der LTR-Vektor SF110 oder SF91 als Grundlage gedient hatte, entstanden
die Vektoren SinSF110 und SinSF91 (Abb. 10A und B).
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Abb. 10: SIN-Vektoren mit internem Promotor sttromaufwirts von W

A: SinSF110 trigt den internen Promotor stromabwirts der PBS und stromaufwirts von W.
Beide Transkripte der Verpackungszelle kénnen verpackt werden. Allerdings kann die vom
internen Promotor initiierte RNA aufgrund der fehlenden PBS nicht revers transkribiert

werden.

B: SinSF91 trigt W in einem Intron. Die Verpackungszelle kann zusitzlich zwei gespleiB3te
Transkripte herstellen, die aufgrund des Verlustes von W nicht verpackbar sind.

verpackungsfihige und revers transkribierbare RNA
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ » verpackungsfihige nicht revers transkribierbare RNA
——>—— nicht verpackbare RNA
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Beide Vektoren tragen zwischen dem Promotor und dem Transgen das Verpackungssignal
W. SinSF91 besitzt zudem Spleillsignale, die das Verpackungssignal einschlieen. Wie in
den LTR-Vektoren garantiert ¥ den Transfer des Introns in die Zielzelle in SinSF91. Bei
diesem Vektor ist in der Zielzelle die Expression des Transgens von ungespleiliter und
gespleilter RNA moglich. Beide Vektoren kénnen in der Verpackungszelle RNA vom
internen Promotor initiiert synthetisieren. Diese RNA ist zwar verpackbar, da sie W enthilt,
allerdings kann die reverse Transkription in der Zielzelle nicht vollzogen werden, da die
PBS nicht vorhanden ist.

Durch das neue Design dieser Vektoren war es méglich, den Einfluss von Splei3stellen auf
die Genexpression in Kombination mit einem internen Promotor zu uberprifen, indem
zwei nahezu identische Konstrukte mit und ohne funktionale Splei3signale
(SinSF91/SinSF110) verglichen wurden. AuBlerdem ermoglichte die Konstruktion von
SinSF110 den Einfluss des Verpackungssignals auf die Transgenexpression zu untersuchen.
Aufgrund der im hochsten MafBle identischen Regulationselemente erlauben die SIN-
Vektoren SinSF110 und SinSF91 zudem einen direkten Vergleich mit den ihnen
entsprechenden LTR-Vektoren SF110 und SF91. Dieser Vergleich betrifft die Produktion

von Virustiberstinden und die Transgenexpression in retroviral transduzierten Zellen.
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3 Ergebnisse

Im Vergleich zu konventionellen retroviralen Vektoren sollten selbstinaktivierende (SIN)
Vektoren einen héheren Sicherheitsanspruch beim Einsatz als Gentransfervektoren in der
Gentherapie erfillen. Zunichst wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene
Konfigurationen von SIN- und analogen LTR-Vektoren auf ihre Effizienz bei der
Herstellung infektiéser Partikel und ihr Transgenexpressionsniveau untersucht. Einige
dieser Ergebnisse sind bereits veroffentlicht (Kraunus et al., 2004). Hier werden nur die fiir
diese Arbeit wichtigen Erkenntnisse kurz vorgestellt.

Als Schwerpunkt dieser Arbeit wurde aufgrund einer scheinbar verbesserten RNA-
Prozessierung der SIN-Vektoren eine mechanistische Analyse der Auswirkungen der
Sequenz und Struktur des untranslatierten ersten Exons des retroviralen Vektors SF91 auf
die RNA- und Proteinexpression unternommen.

Die retroviralen Vektoren, die in dieser Arbeit konstruiert und experimentell untersucht
worden sind, leiten sich von MLV ab. In Vorarbeiten in unserer Abteilung hergestellte
LTR- und SIN-Vektoren werden detailliert in Material und Methoden vorgestellt (Kap.
2.3). Alle Vektoren sind des Weiteren in einem Uberblick im Anhang dargestellt.
AuBlerdem sind im Anhang die Sequenzen des Vektorplasmids SF91 und SinSF91 zu

finden.

3.1 Ein Intron steigert den Virustiter in LTR- und SIN-Vektoren

Um retrovirale Vektoren in der Gentherapie einsetzen zu konnen, ist unabhingig von der
Transgenexpression ein essentieller Schritt die Herstellung von Virustuberstinden mit
ausreichend hohen Titern. Neben der niedrigen Genexpression ist dies das Hauptproblem
der konventionellen SIN-Vektoren. Fir die Virustransduktion von Knochenmarkzellen
sollte mindestens ein Titer von 1 x 10° Viruspartikeln/ml eingesetzt werden. Die Titer, die
tiblicherweise mit SIN-Vektoren erreicht wurden, liegen mit 2 x 10" bis 1 x 10°
Viruspartikeln/ml weit unterhalb dieses Ziels (Hwang et al., 1997; Yu et al., 1980).

Die Transduktion von Zielzellen hingt einerseits vom Titer der Virusiberstinde ab,
andererseits von der Dichte der Rezeptoren auf der Zielzelle, die vom Hullprotein des
Virus benutzt werden kénnen. In dieser Arbeit wurden die verschiedenen retroviralen
Vektoren, LTR- sowie SIN-Vektoren, auf die Produktion von Virusuberstinden mit

okotropem Hillprotein (Eco) tberpriift.
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Bei der Eco-Verpackung konnten Uberstinde bis zu 84 Stunden nach Transduktion
geerntet werden mit einem Maximum des Titers bei 48 Stunden und einem anschlieBend
langsamen Abfall der Partikelkonzentration.

Die erreichten Titer eines speziellen Vektors waren in verschiedenen Experimenten auf das
Hochste reproduzierbar. Die folgende Abbildung zeigt die Titer der 48h-Uberstinden mit
Eco-Hillproteinen der verschiedenen Vektoren von drei bis sechs unabhingigen

Experimenten im Vergleich (Abb. 11).

100000000 -

=3

10000000 -

n

n=

1000000 -

4

100000 -

=3

=6
n

Partikel / mli

n

10000 -

1000 -

SF110 SF91 SinSF SinSF110  SinSF91
48h-Uberstinde

Abb. 11: Ein Intron erhoht den Virustiter in LTR- und SIN-Vektoren

Dargestellt sind die Virusiiberstinde, die 48 Stunden nach transienter Transfektion geerntet

wurden. Sowohl bei SIN- als auch bei LTR-Vektoren konnte ein integriertes Intron den

Virustiter steigern. Es handelt sich um die Mittelwerte von drei bis sechs unabhingigen

Experimenten je Vektor.
Betrachtete man die Titer der LTR-Vektoren SF110 (6,2 x 10°/ml) und SF91 (3,0 x 10"/ml)
tiel auf, dass allein die Gegenwart eines Introns in SF91 den Titer um einen Faktor von
finf steigerte. Dies wurde schon bei Hildinger et al. (1999) beschrieben. Da sowohl
ungespleilite als auch gespleiBte RNAs synthetisiert werden, allerdings nur die ungespleil3te
RNA verpackbar ist, scheinen die Spleif3stellen auch ohne Splei3ereignis Einfluss auf die
Stabilitit bzw. den Export der genomischen RNA aus dem Kern auszuiiben oder die
Struktur von W zu beeinflussen.
Trotz eines Titers von 1,0 x 10°/ml fir den SIN-Vektor mit konventioneller Position des
internen Promotors, SinSF, lag dieser um einen Faktor von sechs (SF110) bzw. 30 (SF91)
unter dem fur die LTR-Vektoren erreichten. Die neue Konstruktion in SinSF110 und
SinSF91 mit dem Promotor stromabwirts der PBS schwichte die Partikelproduktion
zunechmend. Diese SIN-Vektoren zeigten gegeniiber ihren korrespondierenden LTR-

Vektoren einen starken Titerverlust, der bei SinSF110 (6,9 x 10*/ml) gegentiber SF110 zwei
Zehnerpotenzen betrug, bei SinSF91 (1,4 x 10°/ml) gegeniiber SF91 lag der Verlust sogar
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tiber 2 x 10°. Die Promotorinsertion zwischen die PBS und den SD wirkt sich demzufolge
negativ auf die Partikelproduktion aus.

Gegentiber dem konventionellen SIN-Vektor SinSF erniedrigte die Distanz des internen
Promotors zum Reportergen, die das Verpackungssignal zwischen beide Elemente bringt,
die Virusproduktion um das 20-fache (Vergleich SinSF mit SinSF110).

Bei den SIN-Vektoren wurde bei gleicher Position des Promotors in SinSF110 und
SinSF91 durch die Anwesenheit von Spleillstellen in SinSF91 die Virusproduktion um
einen Faktor von 2,5 verbessert. Das entspricht dem beobachteten positiven Einfluss der
SpleiB3stellen auf den Titer in den L'TR-Vektoren, allerdings schwicher ausgeprigt.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Virusiiberstinde der untersuchten SIN-
Vektoren weit unter den fiir LTR-Vektoren erreichten liegen. Ein Intron in der
genomischen RNA wirkt positiv auf die Herstellung von Virusiiberstinden. Dies gilt fur
die LTR- und die SIN-Konfiguration. Trotz Steigerung der Partikelkonzentration in
SinSF91 lag diese allerdings immer noch um einen Faktor von sieben unter der des
konventionellen SIN-Vektors SinSF. Zur Verbesserung des Titers der SIN-Vektoren waren

daher weitere Modifikationen dringend notwendig (Kap. 3.4).

3.2 Transduktion von Zielzellen

Um bei der Infektion von Zielzellen mit unterschiedlichen Vektoren die Vergleichbarkeit
der Transgenexpression zu gewihrleisten, muss die Grundbedingung der gleichen
Gendosis erfillt sein. Integriert mehr als eine Vektorkopie in das Wirtsgenom einer
Zielzelle, erhoht sich damit auch die Expressionshéhe des Transgens, d.h. in den
Experimenten dieser Arbeit der Mittelwert der Fluoreszenz von eGFP, wodurch
Vektorvergleiche beeintrichtigt werden (Wahlers et al, 2001). Um eine einfache
Provirusintegration zu erreichen, wurden die Zielzellen mit einer definierten Menge an
Virus infiziert, damit nach der Transduktion hochstens 30 % der Zellen eGFP positiv
waren. Die Notwendigkeit dieses Prozederes wurde von Kustikova et al. (2003) bestatigt.
Die bei der Infektion einzusetzende Multiplizitit der Infektion (multiplicity of infection,
MOI), um eine hochstens 30 % -positive transduzierte Zellpopulation zu erhalten, hingt
wie erwihnt vom Hillprotein der Viruspartikel und der entsprechenden Rezeptordichte
der Zielzelle ab und muss fir jede Kombination aus Virus und Zelle neu ermittelt werden.
Um die optimale MOI fir die Transduktion der murinen Fibroblastenzelllinie (SC1) mit
Eco-Uberstinden zu ermitteln, wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen

an SF91-Uberstinden versetzt.
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Abb. 12: Die MOI von 0,5 ist ausreichend fiir die Transduktion von SC1

Gezeigt ist die Austitrierung der fiir die Transduktion von SC1 notwendigen MOI mit SF91-
Virustuiberstinden. Eine MOI von 0,6 war austeichend, um 25 % der Zellen zu transduzieren.
In den folgenden Experimenten wurde daraufhin mit einer MOI von 0,5 gearbeitet.

Bei einer MOI von 0,6 konnten mit SF91-Virusiiberstinden etwa 25 % SC1-Zellen
transduziert werden (Abb. 12). Bei allen folgenden Experimenten mit SC1-Zellen wurde
fir jeden retroviralen Vektor mit einer MOI von 0,5 gearbeitet. Diese war ausreichend, um

die Zellen effizient zu infizieren und gleichzeitig die 30 % -Grenze nicht zu iberschreiten.

3.3 Expression des Transgens eGFP in kultivierten Zelllinien

Alle Vektorkonstrukte enthalten im Wesentlichen identische Elemente wie Promotor-,
Enhancer- und Spleilsequenzen. Dadurch wird die Vergleichbarkeit der Vektoren
gesichert. Sie unterscheiden sich im Hinblick auf Position und Kombination dieser
Sequenzen. Im Folgenden wurde der Finfluss der Elemente auf die Transgenexpression
systematisch in den verschiedenen Zelllinien untersucht. Es ist darauf hinzuweisen, dass
alle Untersuchungen mit der gleichen MOI durchgefihrt wurden. Es wurden nur
Experimente in die Analyse einbezogen, bei denen die Infektionsrate unter 30 % eGFP
positiver Zellen lag und mindestens 300 positive Ereignisse im Durchflusszytometer

gemessen wurden. Die Analysen wurden mit SC1 durchgefiihrt.
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3.3.1 Expressionshemmender Einfluss des Verpackungssignals

Im Abschnitt 3.1 wurde gezeigt, dass sich die Position des internen Promotors direkt
stromabwirts der PBS negativ auf die Viruspartikelproduktion auswirkt. Nach stabiler
Integration des Provirus in das Wirtsgenom ist der U3-Bereich mit Promotor- und
Enhancersequenzen im 5'LTR nicht mehr vorhanden und eine Promotorinterferenz kann
ausgeschlossen werden (siche Kap. 2.3.2). Der interne Promotor initiiert die Transkription.
Durch Vergleich der SIN-Vektoren SinSF und SinSF110 kann der Einfluss des

Verpackungssignals auf die Transgenexpression untersucht werden (Abb. 13).

=16 B SinSF110
O SinSF
Sci n=37 *
—
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25

Mittlere Fluoreszenz

Abb. 13: Hemmender Einfluss von W auf die Expression

Der Vergleich der Vektoren SinSF und SinSF110 zeigt, dass sich das Verpackungssignal

negativ auf die eGFP-Expression auswirkt. Die mittlere Fluoreszenz von SinSF ist gleich 1

gesetzt.

(n = Anzahl unabhingiger Experimente; * bei P < 0,05)
Es konnte eine um etwa 50 % verminderte Transgenexpression bei Anwesenheit des
Verpackungssignals in der mRNA in SinSF110 festgestellt werden. Das Verpackungssignal,
von dem bekannt ist, dass es eine sehr stabile konservierte Sekundirstruktur ausbildet
(Coftin, 1996), scheint die Expression oder die Translation der mRNA durch Behinderung
der Anlagerung oder Wanderung des Translationskomplexes auf der RNA negativ zu

beeinflussen.
3.3.2 Expressionssteigerung durch die Gegenwart eines Introns

Da das Verpackungssignal in den untersuchten SIN-Vektoren die Expression des
Transgens zu behindern scheint, auf der anderen Seite allerdings in den LTR-Vektoren
ebenfalls vorhanden ist, wurde die Auswirkung eines Introns, das das Verpackungssignal

enthilt, untersucht. Die Expression des Transgens kann hierbei sowohl von gespleifter als
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auch von nicht gespleiiter RNA erfolgen. Im Folgenden wurden der SIN-Vektor SinSF110

ohne Intron und der SIN-Vektor SinSF91, der ein funktionales Intron enthalt, verglichen

(Abb. 14).
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Abb. 14: Ein Intron steigert die Expression

Der Vergleich von SinSF91 mit SinSF110 zeigte, dass die Gegenwart eines Introns die

Transgenexpression um einen Faktor von drei steigerte. Die mittlere Fluoreszenz von

SinSF110 ist gleich 1 gesetzt.

(n = Anzahl unabhingiger Experimente; * bei P < 0,05)
Die Experimente zeigten, dass die Gegenwart eines Introns die Expression des Transgens
stark forderte. Der Mittelwert der Fluoreszenz war in Gegenwart eines Introns nahezu
verdreifacht im Vergleich zu SinSF110. Dies kénnte zum einen daran liegen, dass das die
Expression beeintrichtigende Verpackungssignal nach dem SpleiBBprozess nicht mehr auf
der RNA vorhanden ist. Aullerdem ist bekannt, dass gespleilte RNA effizienter in das
Zytoplasma transportiert wird, vor Degradation geschiitzt und besser von der
Translationsmaschinerie erkannt wird (Maniatis und Reed, 2002; Nott et al., 2004; Reed
und Magni, 2001). Auch allein die Existenz von Splei3stellen ohne SpleiB3ereignis, wie es bei
der Virusverpackung erneut bestitigt wurde (Kap. 3.1), fordert die Konzentration der
mRNA im Zytoplasma. Da die Ergebnisse dieses Experiments alleine auf der eGFP-
Fluoreszenz basieren, kénnen itber die RNA-Menge, -Stabilitit und die Splei3- und
Exporteffizienz keine Aussagen getroffen werden.

Der Vektor SinSF91 ubertrifft in seinem Expressionsniveau auch den konventionell

aufgebauten SIN-Vektor SinSF um etwa 50 % (Abb. 15).
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Abb. 15: Das neue Vektordesign ist auch gegeniiber der konventionellen SIN-
Vektorkonfiguration die Transgenexpression betreffend von Vorteil

Auch gegen den konventionellen SinSF zeigte die neue Konstruktion in SinSF91 eine
verbesserte Transgenexpression. Die mittlere Fluoreszenz ist in SinSF91 um 50 % erhoht. Die
mittlere Fluoreszenz von SinSF ist gleich 1 gesetzt.

(n = Anzahl unabhingiger Experimente; * bei P < 0,05)

3.3.3 Ein interner Promotor schwicht die Transgenexpression

Hinsichtlich der weiteren Optimierung der SIN-Vektoren liefert der direkte Vergleich mit
den LTR-Vektoren zusitzliche Rickschliisse. Der Einfluss der internen Promotorposition
auf die Transgenexpression kann am besten im direkten Vergleich des LTR-Vektors SF110

mit dem SIN-Vektor SinSF110 beurteilt werden (Abb. 16).

| n=16 O SinSF110
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Abb. 16: Der interne Promotor in SinSF110 schwicht die Transgenexpression

Der LTR-Vektor SF110 exprimierte das Transgen in den murinen Fibroblasten um fast 50 %

stirker. Die mittlere Fluoreszenz von SinSF110 ist gleich 1 gesetzt.

(n = Anzahl unabhingiger Experimente; * bei P < 0,05)
Beide Vektoren besitzen eine weitestgehend identische 5"UTR. Der interne Promotor des
SinSF110 befindet sich aullerhalb des 5'LTR stromabwirts der PBS (Abb. 10A). Die
5"UTR unterscheidet sich daher in 150 Basen (Base 33 — 182 bezogen auf Cap), die dem

Transkript des SIN-Vektors fehlen. Dieser Bereich umfasst die zweite Hilfte der R-Region,
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die U5-Region, die PBS und die 19 Basen bis zur Integrationsstelle des internen Promotors
(vergl. Abb. 7 und Abb. 10A; Abb. 27).

Die transduzierten murinen Fibroblasten SC1 zeigten eine um den Faktor 1,4 bessere
Expression des Transgens unter LTR-Kontrolle. Neben der beschriebenen Differenz in
der 5'UTR kann die bessere Expression bei den LTR-Vektoren auch auf die Verdoppelung
des Enhancerbereichs zuriickzufiihren sein. Bei der Transgenexpression in der Zielzelle
besitzen die SIN-Vektoren durch die nahezu vollstindige Deletion des U3-Bereichs im
LTR im Gegensatz zu dem doppelten Satz bei den LTR-Vektoren nur einen einfachen Satz

der Enhancersequenzen im internen Promotor.
3.3.4 Effizientere RNA-Prozessierung von SIN-Vektoren mit Intron?

Um die Hypothese zu uiberpriifen, dass die niedrigere Transgenexpression von SinSF110
im Vergleich zu SF110 auf die einfache Version der Enhancersequenzen zurtckzuftihren
ist, wurde der Vektorvergleich auf die korrespondierenden Vektoren mit funktionalem
Intron tbertragen. Der entsprechende Vektorvergleich von SF91 zu SinSF91 ergab eine

dhnliche Transgenexpression durch beide Vektoren (Abb. 17).
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Abb. 17: LTR versus SIN im Kontext eines Introns
Wie in der vorigen Abbildung (Abb. 16) wurde die LTR-gesteuerte Transgenexpression mit der
intern initiierten verglichen. Diesmal wurden die Vektoren SF91 und SinSF91, die ein Intron
tragen, verglichen. Die mittlere Fluoreszenz von SinSFF91 ist gleich 1 gesetzt.
(n = Anzahl unabhingiger Experimente; * bei P < 0,05)
Trotz des statistisch ermittelten signifikanten Unterschieds beider untersuchten Vektoren
lag die Differenz der Genexpression bei nur 10 %. Die SpleiB3signale dieser Vektoren

scheinen die Transgenexpression des SIN-Vektors im Verhiltnis stirker zu férdern als die

des LTR-Vektors (siche Vergleich SF110/S8inSF110, Abb. 16).
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Mit Hilfe des Vektorvergleichs konnte in den vorangegangenen Experimenten gezeigt
werden, dass das Verpackungssignal auf der RNA einen hemmenden Einfluss auf die
Transgenexpression hat. Wird jedoch das Verpackungssignal in ein Intron integriert kann
die Expression um das dreifache gesteigert werden. Die interne Promotorposition in
Kombination mit einer einfachen Version an Enhancersequenzen in SIN-Vektoren
reduziert die Genexpression um 30 %. Ein zusitzlich integriertes Intron wirkte sich starker
auf SIN-Vektoren aus und konnte den Expressionsverlust trotz einer einfachen Version an
Enhancersequenzen kompensieren. Auf eine moglicherweise unterschiedliche RNA-
Prozessierung in SIN- und LTR-Vektoren, die diese Kompensation gestattete, wird ab dem
Kapitel 3.6 eingegangen.

Die in den murinen Fibroblasten gewonnenen Ergebnisse konnten in der humanen

Fibroblastenzelllinie HT1080 reproduziert werden (Kraunus et al., 2004).
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3.4 Das posttranskriptionelle regulatorische Element (PRE) steigert

den Titer und die Genexpression

Das posttranskriptionelle regulatorische Element (PRE) des Woodchuck Hepatitisvirus
kann die Genexpression in retro- und auch lentiviralen Vektoren steigern (Zufferey et al.,
1999). Die Expressionssteigerung ist vermutlich auf eine verinderte RNA-Prozessierung
im Hinblick auf Polyadenylierung, Export und Stabilitit der RNA zurtickzufithren
(Donello et al., 1998; Huang et al., 1999; Loeb et al., 1999; Popa et al., 2002).

Um den Einfluss des PRE auf die RNA-Prozessierung im Kontext von SIN-Vektoren
beurteilen zu koénnen, wurde das 900 bp gamma-PRE (Schambach et al.,, 2000) in die
3"UTR stromaufwirts des 3'LTR integriert und resultierte damit in SinSF91P1 (Abb. 18).

SinSF91P1
Verpackungszelle Cap Cap
. PBS i SD ¥ SA A 3'LTR
ﬁ T s
® £BS D Y A e PolyA

RNA PBS
@ .. -_—_— PolyA

PolyA

PolyA

Zielzelle r’ 4

u3 |R:

RNA o—{ T H—PolyA

Abb. 18: SinSF91P1 trigt das PRE in der 3'UTR

Auf der Grundlage von SinSF91 wurde ein weiterer SIN-Vektor konstruiert, der das PRE des
Woodchuck Hepatitisvirus stromabwirts der kodierenden Region in der 3"UTR stromaufwirts
des 3’LTR trigt (SinSFI1P1).

verpackungsfihige und revers transkribierbare RNA

--------------------------- » verpackungsfihige nicht revers transkribierbare RNA

——>%—— nicht verpackbare RNA
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Um zudem einen Vergleich mit den LTR-Vektoren zu ermdglichen, wurde ein dem
SinSF91P1 entsprechender LTR-Vektor SFI91P von A. Schambach (Schambach et al.,
2000) zur Verfiigung gestellt (Abb. 19).

SFI91P

Verpackungszelle Cap Cap

Plasmid-DNA PBS SD ¥ sA 3'LTR
us | R| U5

PBS SD ¥ SA
 —
RNA L PolyA

PBS
Cap
Zielzelle

PolyA
Iggp
Provirus-DNA us us

° FBS Sp Y S e PolyA

RNA
PBS
&, AT —— PolyA

Abb. 19: LTR-Vektor SFI1P trigt das PRE in der 3'UTR

Der LTR-Vektor SFO1P trigt das PRE des Woodchuck Hepatitisvirus stromabwirts von
eGFP auBlerhalb des 3'LTR entsprechend der Konstruktion von SinSF91P1. Damit stellt er
eine Kontrolle fir diese SIN-Vektoren dat.

verpackungsfihige und revers transkribierbare RNA

—>%—— nicht verpackbare RNA

Innerhalb jeder Vektorgruppe (SIN bzw. LTR) sollte der Einfluss des PRE auf den
Virustiter und auf die Transgenexpression uiberpriift werden. Aullerdem sollte untersucht
werden, ob das PRE abhingig von der Vektorkonfiguration (SIN oder LTR)

unterschiedliche Auswirkungen hat.
3.4.1 Das PRE ermdglicht eine 20-fache Titersteigerung in SIN-Vektoren

Zunichst wurden die PRE-tragenden Vektoren SF91P und SinSF91P1 im Vergleich zu
korrespondierenden Vektoren SF91 und SinSF91 auf ihre Virustiter untersucht. Die
Ergebnisse dieser Klonierungen waren vielversprechend. Die Eco-Verpackung in Phonix-
gp mit anschlieBender Titerbestimmung in SC1 zeigte fiir beide PRE-Varianten eine
deutliche Steigerung der Partikelkonzentration (Abb. 20).

Betrachtet man die 48h-Uberstinde so konnte in den L'TR-Vektoren der Virustiter durch
Integration des PRE von 3 x 10 Partikel/ml auf 6 x 10" Partikel/ml verdoppelt werden.
Der Vergleich mit den entsprechenden SIN-Vektoren SinSF91 und SinSF91P1 zeigte, dass
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die Produktion von Viruspartikeln in den SIN-Vektoren noch deutlich eingeschrinkt ist.
Konnte der Titer im LTR-Kontext jedoch nur verdoppelt werden, hat das PRE im SIN-
Kontext den Titer um einen Faktor von 20 bei den 48h-Uberstinden gesteigert. Der Titer
erreichte 3 x 10° Partikel/ml fiir SinSF91P1 (vergleiche 1,4 x10° Partikel/ml in SinSF91).
Damit lag dieser erstmals in einem Bereich, der fir die Transduktion primairer

himatopoetischer Zellen geeignet ist.

100000000 -

n=.

10000000 - &

n=.

1000000 - ? = 36h

@ 48h
100000 - ©

Partikel / ml

10000

1000

SF91 SF91P SinSF91 SinSF91P1

Abb. 20: Das PRE beeinflusst den Titer positiv

Im Vergleich sind die Titer der 36h- und 48h-Uberstinde der LTR- und SIN-Vektoren mit
Intron basierend auf SF91 und SinSF91 mit und ohne PRE aus zwei bis sechs unabhingigen
Experimenten dargestellt. Wesentlich stirker als auf den LTR-Vektor SF91 wirkte sich die
Integration des PRE auf die Titerproduktion bei dem SIN-Vektor SinSF91 aus. Die
Integration des PRE in die 3'UTR ermdglichte hier eine 20-fache Titersteigerung auf bis zu
3 x 106 Partikel/ml (48h-Uberstand).

3.4.2 Das PRE verstirkt die Genexpression in SIN- und LTR-Vektoren

Neben der deutlichen Verbesserung der Virustiter besonders die SIN-Vektoren betreffend
sollten die Vektoren nun auf die Transgenexpression in SC1 untersucht werden.

Die Integration der PRE-Sequenz bewirkte bei dem LTR-Vektor eine Steigerung der
Expression um das 2,5-fache, bei dem SIN-Vektor um das 3-fache (Abb. 21). Damit
erreichte bzw. iibertraf die eGFP-Expression von SinSF91P1 sogar die Transgenexpression

von SF91P.
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W n=43 .
o SinSF91P1
n=41 T “. mSinSF91
I *
Sc1 n=29 s OSF9P

n=31 |—‘ * m SF91

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

Mittlere Fluoreszenz

Abb. 21: Das PRE hebt die Transgenexpression um das 2- bis 3-fache

Sowohl in dem LTR- als auch in dem SIN-Vektor konnte eine Erhéhung der

Transgenexpression durch Integration des PRE in die 3"UTR beobachtet werden. Die PRE-

Integration in SinSF91 sorgte fiir eine Expressionssteigerung um den Faktor 3. Damit hebt das

PRE die Genexpression der SIN-Vektoren auf LTR-Niveau. Die mittlere Fluoreszenz von

SinSFI1 ist gleich 1 gesetzt.

(n = Anzahl unabhingiger Experimente; * bei P < 0,05)
Neben der Integration des PRE in die 3"'UTR stromaufwirts des 3'LTR wurde ein weiterer
SIN-Vektor konstruiert, der im Unterschied zu SinSF91P1 das PRE in der 3'UTR im
3’LTR trigt. Bei dieser Version (SinSF91P2) wird bei der Synthese des Provirus das PRE
verdoppelt und in den 5'LTR ibertragen. Dieser Vektor zeigte beziiglich des Titers als
auch der Transgenexpression geringgradig niedrigere Werte (Daten nicht gezeigt). Folglich
hat eine Verdoppelung des PRE in den 5'UTR keinen weiteren fordernden Einfluss auf

Virustiter oder Genexpression.

Mit der Analyse PRE-tragender Vektoren konnte demonstriert werden, dass das PRE sich
positiv auf die Virustiter auswirkte mit einem wesentlich groleren Einfluss auf die SIN-
Vektoren. Zum ersten Mal eignen sich die Virusiiberstinde von SIN-Vektoren fiir die
Transduktion primirer himatopoetischer Zellen. Die Genexpression wurde durch das PRE

in der 3’'UTR in SIN- und LTR-Vektoren in dhnlichem Mal3e angehoben.

3.5 Optimierte SIN-Vektoren sind geeignet fiir die Transduktion

muriner Knochenmarkzellen

Ein Ziel dieser Arbeit bestand in der erfolgreichen Entwicklung von retroviralen Vektoren
mit gesteigertem Sicherheitsanspruch, die bei Anwendungen mit himatopoetischen Zellen
eingesetzt werden konnen. Um die Effizienz der SIN-Vektoren in diesen Zellen zu

tberprifen, wurden murine Knochenmarkzellen mit ausgewihlten Vektoren transduziert.

63



Ergebnisse

Es wurde der SIN-Vektor SinSF91P1 eingesetzt, der den hochsten erreichbaren Titer und
die beste Transgenexpression in den bislang untersuchten Zelltypen zeigte. Verglichen
wurde dieser mit dem korrespondierenden LTR-Vektor SF91P, der ebenfalls
spleilkompetent ist und ein PRE in der 3'UTR trigt.

Um zu prifen, ob sich der SIN-Vektor SinSF91P1 fir die Transduktion von
Knochenmarkzellen  eignet, mussten zunichst Differenzierungsmarker-negative
(,,liniennegative®) Vorlauferzellen angereichert werden (sieche Kap. 2.2.3.2) (Li et al., 2003).
Die Liniendepletion erlaubte eine Anreicherung von liniennegativen und c-Kit-positiven
Zellen von 1,37 % vor der Aufreinigung auf 57,89 % nach der Aufreinigung. Die seltene
Fraktion der sowohl c-Kit- als auch Sca-1-positiven Zellen konnte von 1,17 % auf 4,4 %
angereichert werden. Die Transduktionseffizienz der gewonnenen Zellen wurde zudem
durch den FEinsatz von Retronektin gesteigert (siche Kap. 2.2.3.2). Die aufgereinigte
liniennegative Fraktion wurde fur jeden Vektor mit einer relativen MOI von 2,8 und von

0,9 jeweils in Doppelbestimmungen auf Retronektin-beschichteten Platten transduziert.

ot +1Sco-1 + [N _ B SinSFO1P1
0O SF91P
oot + [——
coKit + ——4_‘_{
Linien +/ c-Kit - —A_‘_{
Gr1+/CD11b + —H_‘_{
ot + [P——
CD11b + —:4‘_{

0,0 0,4 0,8 1,2

Mittlere Fluoreszenz

Abb. 22: Vergleichbar hohe Transgenexpression von SIN- und LTR-Vektoren acht
Tage nach Transduktion muriner Knochenmarkzellen

Die eGFP-Expression durch die Vektoren SF91P und SinSF91P1 in murinen
Knochenmarkzellen ist acht Tage nach Transduktion dargestellt. Die Populationen wurden mit
verschiedenen Linienmarkern im  Durchflusszytometer vermessen. Beide Vektoren
exprimierten das Transgen mit dhnlich hohem Niveau. Damit scheint sich der retrovirale SIN-
Vektor SinSF91P1 fur die Transduktion muriner Knochenmarkzellen zu eignen. Die mittlere
Fluoreszenz durch den Vektor SF91P wurde gleich 1 gesetzt. Die Ergebnisse jedes Vektors
resultieren aus vier unabhingigen Experimenten (n=4). Mit Ausnahme der Grl- und der
CD11b-positiven Populationen ist P < 0,05.
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Die Transduktionseffizienz fir den LTR-Vektor SF91P betrug bei einer MOI von 2,8 ca.
8 % und bei einer MOI von 0,9 ca. 3,5 % eGFP-positive Zellen, bei dem SIN-Vektor
SinSF91P1 trotz gleicher Bedingungen nur ca. 5 % (MOI 2,8) und 2 % (MOI 0,9).

Die transduzierten Knochenmarkzellen wurden 8 Tage in zytokinhaltigem Medium
kultiviert. An Tag 8 nach Transduktion wurden die Zellen im Durchflusszytometer nach
den  Linienmarkern getrennt auf ihre eGFP-Expression untersucht. Die
Transgenexpression zeigte in allen untersuchten Zellpopulationen fiir beide Vektoren ein
vergleichbar hohes Expressionsniveau (10 bis 20 % Differenz von SF91P und SinSF91P1).
Eine Ausnahme bildete die frithe Scal-positive Population, die fiir den SIN-Vektor eine

um 30 % reduzierte Transgenexpression vorwies (Abb. 22).

Zusammenfassend untermauern die Daten die prinzipielle Eignung des Vektors SinSF91P1
fir den Gentransfer in unreife Knochenmarkzellen. Acht Tage nach Transduktion
erreichte die Expression des SIN-Vektors mit Ausnahme der Sca-1-positiven Population

nahezu das Niveau der LTR-Vektoren.
3.5.1 Korrekte Provirusintegration

Die korrekte GroBle der in das Wirtsgenom integrierten Proviren wurde nach DNA-
Priparation in einem Southernblot tberpriift. Das verwendete Restriktionsenzym Kpnl
schneidet provirale DNA in der R-Region und direkt 3 des Transgens eGFP. Da die
Transduktionseffizienz insbesondere im Fall des SIN-Vektors gering war, sind nur sehr

schwache Banden zu erkennen, die aber die erwartete GroB3e beschreiben.

M 12 3 4 5 M

R V-"-{ﬂ

2,2=

2,0- <— SIN (1,9 kb)

<— LTR (1,4 kb)

1 - 3 LTR-Konfiguration
4 -5 SIN-Konfiguration

Abb. 23: Nachweis der Vektorintegration

Zum Nachweis der korrekten Vektorintegration wurde die genomische DNA der
transduzierten Knochenmarkzellen aufgereinigt und die DNA im Southernblot untersucht.
Das Restriktionsenzym Kpnl erzeugt DNA-Fragmente von 1,4 kb bei genomischer DNA, die
den Provirus des LTR-Vektors SFI1P trigt. Der integrierte SIN-Vektor SinSF91P1 verursacht
1,9 kb groBe Banden. Aufgrund der geringen Transduktionsrate vor allem des SIN-Vektors
sind die Banden nur schwach, aber in der korrekten GréBe nachweisbar. (Gréflenstandard in

kb)
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3.6 Optimierte SIN-Vektoren zeigen eine effiziente RINA-

Prozessierung

In den bisher beschriebenen Experimenten wurde das Expressionsniveau von
konstruierten LTR- und SIN-Vektoren allein auf Proteinebene mit Hilfe der Fluoreszenz
von eGFP im Durchflusszytometer untersucht. Neben den zuvor erwihnten Zellsystemen,
zeigte der SIN-Vektor mit Intron und PRE auch in murinen und humanen Lymphozyten
sowie in embryonalen Stammzellen eine dhnlich hohe oder sogar erhohte eGEFP-
Expression im Vergleich zu korrespondierenden LTR-Vektoren (in Zusammenarbeit mit:
Dr. B. Fehse, Universititskrankenhaus Eppendorf, Hamburg; Dr. G. Brandenburg, Georg
Speyer Haus, Frankfurt; Dr. W. Zheng, Medizinische Hochschule Hannover, Hannover)
(Kraunus et al., 2004).

Die hohe Expression der SIN-Vektoren ist insofern tiberraschend, da diese gegentiber der
doppelten  Version in LTR-Vektoren nur einen Enhancerbereich fir die
Expressionsverstirkung zur Verfigung haben. Da Enhancerbereiche mit Bindungsstellen
tur Aktivatoren und Repressoren nur einen von mehreren beeinflussenden Faktoren fiir die
Regulation der Genexpression darstellen, kénnte auch eine verinderte RNA-Prozessierung
oder Translationseffizienz die positiven Eigenschaften der SIN-Vektoren erklaren.

Im Folgenden wurde eine detaillierte Analyse der Regulation der RNA- und
Proteinexpression ~ unternommen. Zunichst  wurde  die  GesamtzelllRNA
vektortransduzierter SC1-Zellen in einem Northernblot auf ihre SpleiB3effizienz untersucht.

Aullerdem sollte die Translationseffizienz der Vektoren beurteilt werden.
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Abb. 24: Anreicherung eGFP-exprimierender SC1 durch Sortierung

Um die transduzierten Zellen auf ihre Vektor-RNA-Expression untersuchen zu kénnen,
wurden die Zellen durch Sortierung auf eGFP-positive Zellen angereichert. Es konnten
Massenkulturen mit 60 bis 90 % eGFP-positiven SC1 hergestellt werden. Die Ergebnisse sind
beispielhaft an drei ausgewihlten Zellpopulationen dargestellt. Fir die prozentualen Anteile
eGFP-positiver Zellen vor und nach Zellsortierung siche Tab. 4.
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% eGFP-positive Zellen

Vektoren vor nach
Sortierung

LTR SFI1 25,07 92,85
SFI1P 9,87 85,62

SF110 26,88 87,4

SIN  SINSF 15,53 87,03
SINSF91 16,64 62,15
SINSF91P1 16,11 83,25
SINSF110 11,07 75,22

Tab. 4: SC1-Massenkulturen mit 60 bis 90 % eGFP-positiven Zellen nach Sortierung

Durch Sortierung der mit den verschiedenen Vektorkonstrukten transduzierten SC1 konnten

Massenkulturen mit 60 bis 90 % eGFP-positiven Zellen hergestellt werden.
Um das Transgen eGFP nachweisen zu kénnen, wurden die mit den unterschiedlichen
Konstrukten transduzierten Fibroblasten zur Anreicherung eGFP-exprimierender Zellen
sortiert. Dabei wurden Massenkulturen mit einem Anteil von 60 bis 90 % eGFP-positiven
Zellen generiert (Abb. 24, Tab. 4). Wegen der moderaten Transduktionsrate vor Sortierung

lag in den meisten Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit nur eine Genkopie vor.
3.6.1 Introntragende SIN-Vektoren mit hoher Spleieffizienz

Zur Spleiflanalyse von SIN- und LTR-Vektoren wurde von den eben beschriebenen
sortierten Massenkulturen die RNA gewonnen und in einem Northernblot mit einer
radioaktiv markierten Sonde auf die Transkription des Transgens eGFP untersucht. Die in
Abb. 25 dargestellten Ergebnisse spiegeln die Gesamtzell-RNA wider. In Bahn 2 bis
Bahn 7 sind verschiedene SIN-Vektorvarianten zu finden, wobei in Bahn 4 bis Bahn 7
intronhaltige SIN-Vektoren dargestellt sind. In Bahn 8 bis Bahn 10 befinden sich die LTR-
Vektoren mit introntragenden Vektoren in Bahn 9 und 10.

Der Northernblot zeigte, dass der LTR-gesteuerte Vektor SF91 (Abb. 25, Bahn 9) das
balancierte Spleilen widerspiegelt, wie es fir das Wildtypvirus beschrieben ist. Mit diesem
Vektor transduzierte Zellen zeigten das gespleiBte eGFP-Transkript von 1700 b und das
ungespleiite Transkript von 2150 b. Auch fir den LTR-Vektor SF91P konnte das
balancierte Spleilen mit Transkripten von 2600 b und 3050 b bestitigt werden (Abb. 25,
Bahn 10). Der Vektor SF110 konnte aufgrund des nicht vorhandenen Introns nur
ungespleillite RNA produzieren. Fur diesen Vektor war die ungespleilite RNA von 2090 b
zu detektieren (Abb. 25, Bahn 8).
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4 SinSF91 LTR-Vektoren
5 SinSF91P1 8 SF110

6 SinSF91M1 9 SF91

7 SinSF91P1M1 10 SF91P

Abb. 25: Hohe Spleileffizienz introntragender SIN-Vektoren

Die aus transduzierten SC1 isolierte RNA wurde mit einer Sonde gegen die eGFP-RNA zur
Identifizierung retroviraler RNA analysiert. Die RNA-Menge wurde abgeglichen gegen die
Menge an beta-Aktin-RNA. Trotz identischer Spleildonor- und -akzeptorstellen ihrer RNA
konnte bei den SIN-Vektoren SinSF91 (Bahn 4) und SinSF91P (Bahn 5) kein balanciertes
Spleilen wie es fir die analogen LTR-Vektoren SF91 (Bahn 9) und SF91P (Bahn 10) typisch
ist, festgestellt werden. Die Vektoren SinSF91M1 und SinSF91M1P1 sind zwei weitere
retrovirale Konstrukte, auf die im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter eingegangen wurde
(Bahnen 6 und 7).

(K: Kontrolle; M: GréBenmarker; Gréenangaben am linken Rand in kb)

Alle SIN-Vektoren zeigten nur ein eGFP-Transkript im Northernblot. Hierbei handelte es
sich bei den spleifinkompetenten Vektoren SinSF (1100 b) und SinSF110 (1600 b) um das
genomische RNA-Transkript, bei den spleiBkompetenten Vektoren SinSF91 (1200 b und
1600 b) und SinSF91P1 (2100 b und 2550 b) um die jeweils kiirzere gespleiite RNA
(Abb. 25, Bahnen 2-5). Das Gesamt-RNA-Transkript konnte bei letzteren nicht bzw. nur
in Spuren detektiert werden.

Die Regulation des balancierten Spleilens einfacher Retroviren wurde bisher auf schwache
3’-Spleifisequenzen zurtckgefithrt, die entweder dem Spleilakzeptor oder dem
Verzweigungspunkt (branch point) zugeordnet wurden (Katz und Skalka, 1990; Pollard
und Malim, 1998). Der hier festgestellte Effekt, dass die SIN-Vektoren mit Intron nur
gespleilte RNA im Northernblot zeigen, ist iiberraschend, da korrespondierende LTR- und
SIN-Vektoren tiber identische Splei3- und Intronsequenzen verfiigen. Da hier
Gesamtzellextrakt untersucht wurde, konnte zu diesem Zeitpunkt keine Aussage dartiber
gemacht werden, ob es sich um ein verindertes Spleilmuster handelt oder ob der RNA-
Export so betroffen ist, dass SIN-Vektoren eventuell ungespleilite RNA nicht exportieren

koénnen und diese im Zellkern schneller degradiert wird.
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Fir die introntragenden LTR-Vektoren konnte das balancierte Spleilen, wie es fiir den
Lebenszyklus von Retroviren notwendig ist, nachgewiesen werden. Obwohl die LTR- und
die SIN-Vektorkonfigurationen tber identische SD- und SA-Sequenzen verfiigen,
produzierten die spleifkompetenten SIN-Vektoren zumindest in Bezug auf die Gesamtzell-

RNA fast ausschlief3lich gespleilite RNA.
3.6.2 Gesteigerte Translation in SIN-Vektoren

Trotz der ecinfachen Promotor/Enhancersequenzen in der SIN-Vektorkonfiguration
konnten mit diesen Vektoren vergleichbar hohe Transgenexpressionen in verschiedenen
Zellsystemen erreicht werden wie mit analogen LTR-Vektoren (Kraunus et al.,, 2004).
Neben der im vorigen Abschnitt beschriebenen erhohten Spleifeffizienz introntragender
SIN-Vektoren sollte der Finfluss der Vektorkonfiguration auf die Translation ermittelt
werden.

Gleichzeitig mit der Ernte der Zellen fir die RNA-Priparation wurden diese im
Durchflusszytometer auf ihre Proteinexpression, gemessen an der eGFP-Fluoreszenz,
analysiert. Die folgende Abbildung (Abb. 26) zeigt das Ergebnis der Proteindaten im
Abgleich mit im RNA-Blot ermittelten RNA-Mengen. Das Diagramm stellt fiir jeden
Vektor im Vergleich die RNA-Gesamtmenge als schwarze Sdule und den darin enthaltenen
Anteil an gespleiliter RNA als graue Sdule dar. Die im Durchflusszytometer detektierte
Proteinmenge ist rechts daneben als weille Sdule zu erkennen. Dabei wurden die Werte des

SIN-Vektors SinSF gleich 1 gesetzt.

6 O gespleiBte RNA
5 B gesamt RNA
4 - O Protein

relative RNA-/
Proteinkonzentration

SinSF
SinSF110
SinSF91
SinSF91P1
SF110
SF91
SF91P

Abb. 26: RNA-Prozessierung ist effizienter in SIN-Vektoren

Der Abgleich der RNA- und Proteinmengen bezieht auch den Anteil an gespleiBiter RNA von
der Gesamt-RNA mit ein. Die RNA-Mengen wurden im Phosphoimager quantifiziert und
gegen die beta-Aktin-RNA abgeglichen. Die eGFP-Menge wurde mit Hilfe der Fluoreszenz in
der Durchflusszytometrie ermittelt. Die RNA- und Proteinmenge von SinSF wurde jeweils
gleich 1 gesetzt.
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Betrachtete man die Vektoren, die aufgrund nicht vorhandener Spleif3stellen nur
genomische RNA exprimieren kénnen und W in der 5"UTR enthalten (SinSF110, SF110),
so fiel eine relativ zu der RNA-Menge herabgesetzte Proteinmenge auf. Dies galt verstirkt
fur SF110 gegentuber SinSF110. Beide Vektoren enthalten in ihrer RNA-Sequenz das
Verpackungssignal, das die Proteinexpressionsmaschinerie passieren muss. Eine Ausnahme
bildet SinSF. Dieser Vektor besitzt ebenfalls kein Intron, allerdings befindet sich der
Promotor direkt vor dem Transgen, weshalb keine Verpackungssequenz tiberlesen werden
muss.

Bei etwa gleichen Proteindaten von korrespondierenden Vektoren wie SF91 und SinSF91
bzw. SF91P und SinSF91P1 war der Unterschied der RNA-Menge auffillig. Bezogen auf
die Gesamt-RNA-Menge konnten die SIN-Vektoren ihre RNA scheinbar besser
prozessieren. Die beiden SIN-Vektoren SinSF91 und SinSF91P1 produzierten zu iber
90 % gespleilite RNA, die effektiv in Protein Gibersetzt wurde. Die beiden LTR-Vektoren
SF91 und SF91P zeigten zwar eine dhnliche Proteinmenge wie die entsprechenden SIN-
Vektoren, allerdings war eine hohere RNA-Menge notwendig, um  dieses
Expressionsniveau zu erreichen. Die RNA-Menge setzte sich héchstens zur Hilfte aus gut
translatierbarer gespleiter RNA zusammen. Die andere Hilfte, bei dem PRE-Vektor ein
groBBerer Anteil, bestand aus ungespleilter RNA, die inklusive Verpackungssignal zur
Translation herangezogen werden musste.

Die Daten weisen darauf hin, dass die Proteinexpression der SIN-Vektoren effizienter
abliuft als die der LTR-Vektoren. Zum Teil scheint ein verindertes Spleiverhiltnis mit
einem héheren Anteil gespleilter RNA dafiir verantwortlich zu sein. Ein veridndertes
SpleiBverhaltnis wie es hier fur die SIN-Vektoren beschrieben werden konnte, kénnte

aullerdem den geringen Titer dieser Vektoren erkliren (Kap. 4.3).

3.7 Sequenzabschnitte des untranslatierten ersten Exons regulieren

das balancierte Splei3en

In den vorangegangenen Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass die RNA der
untersuchten SIN-Vektoren effizienter als die der LTR-Vektoren prozessiert wurde. Die
RNA-Expression und -Prozessierung geschieht nach der Integration des Provirus in die
Wirts-DNA. Die Sequenzen des SD, SA und des Verzweigungspunktes sind in L'TR- und
SIN-Vektoren identisch. Ein Sequenzvergleich beider Vektorkonfigurationen auf RNA-
Ebene erlaubt, unterschiedliche cs-Elemente dieser ausfindig zu machen, die den

abweichenden SpleiBprozess der Vektoren regulatorisch beeinflussen kénnten (Abb. 27).
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Abb. 27: Basen 33-182 fehlen in der 5"UTR von SIN-Vektoren

Regionen der 5'UTR in der Wirtszelle, die in LTR- und SIN-Vektoren identisch sind,

umfassen die ersten 32 Basen der R-Region und Sequenzen stromabwiirts der Base 182 von

Cap aus. Auf der RNA von SIN-Vektoren nicht mehr vorhandene Sequenzen bestehen aus der

zweiten Hilfte der R-Region, der U5-Region der PBS und 19 Basen stromabwirts der PBS.
Identische Bereiche der beiden Vektorkonfigurationen auf RNA-Ebene sind die Cap-
Region inklusive der ersten 32 Basen der R-Region (eine Punktmutation an Base 28).
AuBlerdem entsprechen sich die Regionen der 5’UTR beginnend 20 Basen stromabwirts
der PBS (Base 183 bezogen auf Cap), die den SD, das Verpackungssignal, den
Verzweigungspunkt und den SA beinhalten. Identisch ist auch die fir das Transgen
kodierende Region und die 3'UTR, was die Basen stromabwirts des Transgens bis zum
3’LTR und die R-Region im 3'LTR mit dem Polyadenylierungssignal betrifft.
Unterschiede der beiden Vektorkonstruktionen auf der RNA-Ebene befinden sich in der
5"UTR sowie im 3'LTR-U3-Bereich. In beiden Regionen bestehen bei den SIN-Vektoren

Deletionen. Beim SIN-Vektor fehlen in der 5"UTR die zweite Hilfte der R-Region (Basen
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+33 - +069 bezogen auf Cap), die U5-Region (Basen +70 - +145), die PBS (Basen +146 -
+163) und die 19 Basen stromabwirts der PBS.

Anhand der Unterschiede in der RNA-Sequenz von LTR- und SIN-Vektoren wurden auf
der Basis des LTR-Vektors SF91 unterschiedliche Mutanten des untranslatierten ersten
Exons (5'UTR stromaufwirts des SD) konstruiert und auf ihre Auswirkungen beztlglich
der RNA-Prozessierung und Proteinexpression untersucht. Da einige Mutationen nicht mit
einem vollstindigen Lebenszyklus des Retrovirus kompatibel sind, wurde fir die folgenden
Experimente ein transientes Expressionssystem gewahlt. Hierbei wurden die Auswirkungen
von Deletionen ausgewihlter Regionen der 5'UTR auf den Splei3prozess 48 Stunden nach
Transfektion analysiert. Um auf der Transkriptionsebene zwischen Spleillprozess und
RNA-Transport vom Kern in das Zytoplasma unterscheiden zu kénnen, muss die Situation
im Kern getrennt von der im Zytoplasma untersucht werden. Dazu wurde vor der RNA-
Aufreinigung eine Kern-Zytoplasmatrennung vorgenommen.

Im untranslatierten ersten Exon konnten abgrenzbare Regionen identifiziert werden, die
sich positiv oder negativ auf das Spleilen der prai-mRNA und auf die Translationseffizienz
der mRNA auswirken. Die in diesem Abschnitt entwickelten Vektoren sind in einem

Uberblick im Anhang dargestellt.

3.7.1 Deletionen funktioneller Abschnitte in der 5"UTR von SF91

Das untranslatierte erste Exon scheint den Splei3prozess in den untersuchten retroviralen
Vektoren zu beeinflussen. Als Ausgangsprodukt fiir die Entwicklung verschiedener
Deletionsmutanten wurde der LTR-Vektor SF91 gewihlt, der wie das Wildtypvirus ein
balanciertes Spleilen zeigt. Zunichst sollte der Versuchsaufbau geprift werden. Um
festzustellen, ob die in einer stabilen Situation beobachteten Effekte auf ein transientes
System ubertragbar sind, wurde in Analogie zum Aufbau des Vektors SinSF91, der im
stabilen System fast nur gespleiites Produkt zeigte (Abb. 25, Bahn 9), die gesamte Region
der Basen 33-182 deletiert (SF91del33-182) (Abb. 27, Abb. 28). Aullerdem wurde dieser
Bereich, um mogliche regulierende Sequenzen einengen zu konnen, in Untereinheiten
unterteilt und diese einzeln deletiert. So entstanden Deletionsmutanten, denen die zweite
Hilfte der R-Region (SF91delR,, Basen 33-69 bezogen auf Cap), die U5-Region
(SF91delU5; Basen 70-145 bezogen auf Cap) oder die Primerbindungsstelle (SF91delPBS;
Basen 146-163 bezogen auf Cap) fehlten (Abb. 28).

In einem weiteren Kontrollvektor wurde der RSL deletiert; dies sind die ersten 28 Basen
der R-Region, die eine Stammschleifenstruktur (stem loop) ausbilden kénnen (SF91delR;;

Basen 4-31 bezogen auf Cap) (Trubetskoy et al., 1999). Bei dieser Mutante wurden die
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ersten drei Basen nicht entfernt, um die Transkriptionsinitiation aufrecht zu erhalten. In
der Mutante SF91del33-182 wurde die RSL-Region nicht entfernt, da sie essentiell fiir die
zytoplasmatische Anreicherung ungespleiBBter RNA ist (Trubetskoy et al., 1999).

Cap Cap

3LTR PBS SD W SA 3LTR
us |R|us alas bs | R JUs

R us PBS S

L ]

R sD

 — —
32 183

R us PBS SD

— - I |

32 70
R PBS SD
L }---——-———-"————— = - 1
69 146
R us sD
[ ]-------—- ———
145 164
R R us PBS SD
o T 1
3 32

Abb. 28: Deletionsmutanten der 5"UTR von SF91

Unterschiedliche Regionen wurden in der 5"'UTR von SF91 stromaufwirts des SD, d h im
untranslatierten ersten Exon, zur Untersuchung des Spleimechanismus in MLV deletiert. In
Anlehnung an die SIN-Vektoren wurde die Region +33 bis +182 entfernt. Aulerdem wurden
Teilmutanten konstruiert, bei denen die zweite Hilfte der R-Region (SF91delRy), die U5-
Region (SF91delPBS) oder die PBS (SF91delPBS) deletiert wurden. Eine weitere Mutante stellt
der Vektor SF91delR; dar, dem die RSL deletiert wurde.

3.7.2 Etablierung eines Versuchssystems

Ahnlich wie bei der Verpackung von viraler RNA wurden die verschiedenen Plasmide der
Deletionsmutanten im Vergleich mit dem Basisvektor SF91 mit Hilfe der Calcium-Chlorid-
Methode in die Zielzellen transfiziert, allerdings wurde kein Plasmid fir Gag/Pol und
Hillproteine kotransfiziert. Aullerdem wurden 293T-Zellen benutzt, die im Gegensatz zu
Phénix-gp-Zellen das Plasmid fiir Gag/Pol nicht stabil tragen, aber im Ubrigen dieselbe
Ursprungslinie darstellen. Damit wurde eine Verpackung von Viren ausgeschlossen und die
Expression von eGFP ohne einen etwaigen Einfluss retroviraler Proteine untersucht.

48 Stunden nach Transfektion wurde ein kleiner Teil der Zellen auf ihre
Transfektionseffizienz im Durchflusszytometer untersucht. Der grolere Anteil wurde zur
Kern-Zytoplasmatrennung herangezogen und die extrahierte RNA zunichst in einem
Probegel auf ihre Reinheit und anschlieBend im Northernblot auf die Transkripte des

Transgens und unterschiedlicher Kontrollen untersucht.
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3.7.2.1 Hochgradige Transfektionseffizienz in 293T-Zellen

Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und zunichst auf ihre
Transfektionseffizienz und die eGFP-Expression im Durchflusszytometer untersucht. Da
die eGFP-Expression nicht wie bei der stabilen einfachen Integration nach Virusinfektion
einen isolierten positiven Gipfel anzeigte, sondern vielmehr einen breiten Bereich an
eGFP-positiven Ereignissen, der tber das vier logarithmische FEinheiten umfassende
Messspektrum des Zytometers hinausging, musste die eGFP-Expression jeder Probe in

zwei unterschiedlichen Einstellungen vermessen und anschlieBend gegeneinander

abgeglichen werden (Abb. 29).
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Abb. 29: Abgleich der eGFP-Expression im transienten System

Um die transient eGFP-exprimierenden Zellen erfassen zu konnen, musste im
Durchflusszytometer mit zwei unterschiedlichen Einstellungen gearbeitet werden. In der ersten
Einstellung wurde die negative Zellpopulation vollstindig erfasst und durch den Vergleich mit
der Kontrolle eine Eingrenzung der eGFP-positiven Zellpopulation festgesetzt. In diesem
Messfenster befindet sich ein groBer Teil der hochpositiven Zellen im letzten Kanal des
Messgerits (1024 Kanile) und wiirde bei der Analyse das Ergebnis verfilschen. In der zweiten
Einstellung wurde mit denselben Proben die Fluoreszenz so aufgenommen, dass die positive
Population vollstindig im Messspektrum sichtbar gemacht wurde. Durch die Eingrenzung
einer Population, die den gleichen Anteil an eGFP-positiven Zellen beinhaltete, wurde von
dieser Population die mittlere Fluoreszenz bestimmt.

Die erste Einstellung wurde linksbtundig auf die eGFP-negative Population eingestellt, die
sehr gut abzugrenzen war. In dieser Finstellung konnte die breite eGFP-positive
Population nicht vollstindig erfasst werden, aber eine Auskunft tber den Prozentanteil
positiver Zellen wurde erhalten. In der zweiten Einstellung wurde versucht, moglichst die
gesamte Breite eGFP-positiver Zellen in das Messspektrum einzubeziehen. Uber die
Eingrenzung einer Zellpopulation, die den identischen Anteil eGFP-positiver Zellen

anzeigte, konnte anschlieend die mittlere Fluoreszenz der eGFP-positiven Fraktion fir die

verschiedenen Vektoren am besten ermittelt werden. Die Transfektionseffizienz in 293T-
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Zellen betrug zwischen 60 und 80 % und war fir alle Vektoren vergleichbar. Auf die

mittlere Fluoreszenz der eGFP-Expression wird in Kapitel 3.11 eingegangen.

3.7.2.2 Hohe Reinheit der RNA in der Kern- und Zytoplasmafraktion

Um auf RNA-Ebene zwischen dem Splei3prozess und dem RNA-Transport vom Kern in
das Zytoplasma differenzieren zu konnen, wurde eine Fraktionierung der beiden
Kompartimente vorgenommen. Fine zeitlich begrenzte milde Lyse bei 4°C sorgte fiir die
Auflésung der Zellmembran, wihrend die Kernmembran intakt blieb. Die Kerne konnten
tber Zentrifugations- und Waschschritte von der Zytoplasmafraktion abgetrennt werden.
Die RNA wurde von beiden Fraktionen separat aufgearbeitet, im Photometer vermessen
und in einem Probegel auf ihre Qualitit tiberprift (Abb. 30).

Das Fraktionierungsverfahren zeigte im Vergleich zur Gesamt-RNA-Priparation eine
geringere RNA-Ausbeute. Von ca. 8 x 10° eingesetzten 293T Zellen wurden etwa 150 pg
Gesamt-RNA erhalten. Nach Fraktionierung in die einzelnen Kompartimente konnten
noch 10 - 20 pg Kern-RNA und 50 - 80 pg zytoplasmatische RNA aufgereinigt werden.
Die zwei durchgetithrten Waschschritte (Zytoplasmafraktion 1T und III, 2.2.2.2) enthielten
nur noch ca. 6 - 10 ug RNA und zeigten damit an, dass die Aufreinigung quantitativ nach
dem ersten Lyseschritt erfolgt war. Bei einem Vergleich mit der Gesamt-RNA, die aus
8 x 10° Zellen gewonnen worden war, war folglich ein Verlust von etwa 50 % zu
verzeichnen. Die wesentlich héhere Menge an zytoplasmatischer RNA beruht zum groflen

Teil auf der in diesem Zellkompartiment befindlichen ribosomalen RNA.

Kern Zytoplasma

M 1 12 M 1 12

WAL T IR

28S=|

ribosomale
RNA

L LY T Y

Abb. 30: Probegel RNA-Priparation

Die RNA-Probegele der Kern- und Zytoplasmafraktion zeigten die Banden der RNA der
groBBen (28S) und kleinen (18S) ribosomalen Untereinheit mit einer Akkumulation in der
Zytoplasmafraktion. Die Bande oberhalb der 28S-RNA ist wahrscheinlich ein nur im Kern
vorkommender Vorldufer ribosomaler RNA. Alle Proben, die spiter in einem Northernblot
analysiert werden sollten, wurden auf die Qualitit der RNA in einem Probegel tiberpriift.

Die RNA der grolen 28S (ca. 5000 b) und der kleinen 18S (ca. 2000 b) ribosomalen
Untereinheit waren auf dem Probegel zu erkennen und gaben ebenfalls Aufschluss tber die

Qualitat der RNA. Bei der zusitzlichen Bande oberhalb der 28S RNA in der Kernfraktion
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handelte es sich wahtscheinlich um einen Votlaufer der ribosomalen RNA, der deshalb nur
in diesem Kompartiment zu finden war und ebenfalls einen Hinweis auf die Qualitit der
Fraktionierung gibt.

Nach der Qualititsprifung der aufgereinigten RNA in einem Probegel wurde diese in

einem analytischen Gel zum Nachweis der Transgentranskripte aufgetrennt.

3.7.2.3 Uberpriifung der RNA-Transkripte durch reverse Transkription zeigte ein
artifizielles PCR-Produkt

Die reverse Transkription der aus den Kernlysaten priparierten RNA mit anschlieSender
PCR-Amplifikation anhand zweier Proben, SF91 und SF91delPBS (Abb. 28), zeigte bei der
Gelelektrophorese zur Auftrennung verschiedener DNA-Produkte nicht nur die beiden
erwarteten Banden der ungespleiiten und gespleiiten RNA (700 b bzw. 300 b), sondern
noch eine dritte Bande, die in ihrer Grofle zwischen den beiden eben erwihnten lag (ca.

550 b) (Abb. 31).

SF91 SF91delPBS

M1 2 3 45 6 7 KM

1-3 SF91 Kern-RNA

4 -6 SF91delPBS Kern-RNA

7 DNA-Kontrolle

K Wasserkontrolle

Abb. 31: RT-PCR zur Uberpriifung der Spleiprodukte

Die RNA, die in der Kernfraktion gewonnen worden war, wurde mit Hilfe der reversen
Transkription auf genomische und gespleiite Produkte Uberpriift. Dies ist beispielhaft fiir die
transiente Transfektion mit SF91 und SF91delPBS gezeigt. Fur beide Kernextrakte (SF91,
SF91delPBS) wurde der Nachweis sowohl fiir die genomische (700 b) als auch fir die
gespleilite (300 b) RNA erbracht. Trotz zusitzlicher DNase-Behandlung (Bahn 2, 3, 5, 6) nach
RNA-Aufreinigung war eine DNA-Kontamination vorhanden (Bahn 3 und 6 ohne reverse
Transkriptase). Auffillig ist die unerwartete Bande bei etwa 550 b. (M: DNA-Marker;
Zahlenwerte entsprechen DNA-Gr68en in kb; Bahn 7: DNA-Kontrolle aus SF91-Plasmid-
DNA; K: Wasserkontrolle)

Die Kern-RNA jeder Probe wurde einerseits direkt in die reverse Transkription eingesetzt,
zum anderen zuvor zusitzlich mit DNase behandelt und anschlieBend tber eine Siule
aufgereinigt. Bei beiden Proben konnte eine residuale DNA-Kontamination trotz DNase-
Behandlung gefunden werden (Bahn 3, 6). Diese Bande zeigte die gleiche Grof3e wie
ungespleiites Transkript (Bahn 1, 2 und 4, 5; obere Bande) und die DNA-Kontrolle
(Bahn 7).

Bei der direkten Sequenzanalyse nach Gelaufreinigung der PCR-Produkte wurde die

Identitdt der ungespleifiten und gespleiiten RNA-Produkte bestitigt. Bei der mittleren ca.
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550 Basen groBlen Bande stellte sich heraus, dass es sich um ein Gemisch von PCR-
Produkten handelte, die in ihrer Gré3e sowohl der gespleiliten als auch der ungesplei3ten
RNA entsprachen. Vermutlich handelte es sich hier um einen Artefakt, der durch
Hybridisierung eines intronlosen Strangs mit einem intronhaltigen Gegenstrang entsteht,
unterstiitzt durch eine sehr stabile Schleifenbildung des intronhaltigen Strangs und die
langen Flanken sequenzidenter Bereiche. Diese chimire Hybridisierung konkurriert
offenbar nach Unterschreiten der Schmelztemperatur mit der homologen Hybridisierung
identischer Stringe.

Der in der RT-PCR beobachtete Effekt diirfte bei der Northernblot-Analyse keine Rolle
gespielt haben, da in einem denaturierenden Gel gearbeitet wurde. Aulerdem sind keine
gegenldufigen Basensequenzen bei den eingesetzten RNA-Produkten vorhanden, die sich

aneinander anlagern kénnten.

3.7.2.4  Separation von nukledrer und zytoplasmatischer RNA

Fiar das analytische RNA-Gel wurden zwischen 2 und 10 ug RNA eingesetzt. Der
begrenzende Faktor war die Menge der aus der Kernfraktion gewonnenen RNA. Neben
dem Nachweis der Transkripte des Transgens eGIP fir die Spleilanalyse wurde als
interner Abgleich mit einer Sonde gegen das ubiquitir vorkommende Transkript der
Glyzerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH) gearbeitet.

Um den Nachweis der Fraktionierung zu erbringen, wurde das geblottete Gel ferner mit
Sonden gegen Transkripte, die hauptsichlich im Kern oder im Zytoplasma vorhanden sein
sollten, hybridisiert (Abb. 32). Als Nachweis fiir die Lokalisation im Kern wurde ein Intron
von GAPDH (zur Verfigung gestellt von T. Heise, HPI, Hamburg) als Sonde (,,Intron®)
verwendet. Da intronhaltige RNAs normalerweise nur im Kern vorkommen, wurde eine
Bande in der Kernfraktion, nicht aber in der Zytoplasmafraktion erwartet. Fir den
Nachweis der Zytoplasmafraktion wurde mit einer Sonde gegen Cytochrom C (,,CytC*)
gearbeitet. Cytochrom C ist ein mitochondriales Protein. Die kodierende Region fiir
Cytochrom C ist im Genom der Mitochondrien-DNA kodiert und wird ebenfalls dort
exprimiert. Die mit der Sonde nachzuweisende RNA sollte nur in der Zytoplasmafraktion

zu finden sein.
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Abb. 32: Northernblot nach Kern-Zytoplasmafraktionierung

Die RNA wurde nach Fraktionierung mit verschiedenen Sonden hybridisiert. Bahn 2 gibt als
Beispiel fir den Vektor SF91 die gespleiBite und ungespleiBte eGFP-RNA wider. GAPDH ist
die Beladungskontrolle. Intron GAPDH (,,Intron®) diente als Kontrolle fiir die Lokalisation im
Kern, Cytochrom C (,,CytC*) ist der Zytoplasmanachweis. Die Zahlenwerte am linken Rand
geben die BandengroBen in Kilobasen (kb) an, die mit Hilfe eines markierten DNA-Markers
zum Teil erst nach Uberexpression des Blots ermittelt werden konnten.

Die Abbildung (Abb. 32) zeigt einen Ausschnitt eines RNA-Blots nach Hybridisierungen
mit verschiedenen Sonden. Die Sonde gegen eGFP zeigte Banden in zwei verschiedenen
Hohen an, die gesplei3te und nicht gespleiite RNA widerspiegelten. Fir den Vektor SF91
(Bahn 2) lagen diese Banden bei 1,7 und 2,1 kb. Die Sonde gegen GAPDH diente als
Beladungskontrolle.

Wie im Blot zu sehen, konnten durch die Hybridisierung mit der Sonde gegen das Intron
von GAPDH (,,Intron®) in der Kernfraktion drei Banden verschiedener Héhen von ca.
5 kb, 7 kb und tber 12 kb nachgewiesen werden. Hingegen war in der Zytoplasmafraktion
cine Bande auf der Hoéhe von 5 kb zu sechen. Die erwartete Bande des ungespleiB3ten
Transkripts von GAPDH sollte bei 6,8 kb liegen. Eine Bande dieser Gré3enordnung war
in der Kernfraktion, nicht aber in der Zytoplasmafraktion zu finden. In Hel.a-Zellen sind

sogar Transkripte der GAPDH bis zu 8 kb nachgewiesen und eine funktionelle
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Transkriptionseinheit von 13 kb festgestellt worden (Dani et al.,, 1984). Dies konnte die
Bande bei tber 12 kb erkliren, die aufgrund der Existenz von Introns auf den Kern
beschrinkt ist. Auffillig bei der Bande von etwa 5 kb, die sowohl in der Kern- stirker aber
noch in der Zytoplasmafraktion auftrat, ist, dass diese Bande auch mit Hybridisierungen
durch die Sonde gegen eGFP nachgewiesen wurde. Zudem handelt es sich bei der Grof3e
von 5 kb um die Hohe, auf der die grole 28S ribosomale Untereinheit liuft. Wir gehen
davon aus, dass es sich um eine unspezifische Hybridisierung mit der ribosomalen RNA
handelt, die sich hauptsichlich im Zytoplasma befindet. Die Zytoplasmafraktion scheint
sehr rein von Kern-RNA zu sein. Es sind keine Spuren des GAPDH-Intron-Transkripts
der Linge von 6,8 kb in dieser Fraktion zu detektieren.

Die Hybridisierung mit der Sonde gegen Cytochrom C zeigte eine Bande bei etwa 0,9 kb.
Diese Bande war stirker in der Zytoplasmafraktion, aber auch schwach in der Kernfraktion
zu sehen. Dies deutet darauf hin, dass die Kernfraktion nicht ganz rein von
zytoplasmatischen Anteilen ist. Allerdings kann es sich auch nur um eine Verunreinigung
mit mitochondrialen Bestandteilen handeln. Da auch Mitochondrien eine doppelte
Membran besitzen, wird diese bei der sanften Lyse wie die Kernmembran zunichst intakt
bleiben, und die Zellorganellen wiirden bei den Waschschritten zusammen mit den Kernen
pelletiert werden.

Zum Vergleich der Kern- und Zytoplasmamarker in diesen beiden Fraktionen wurden die
Blots mit der identischen Radioaktivitit hybridisiert und die gezeigten Rontgenfilme lagen
jeweils fur den gleichen Zeitraum auf.

Insgesamt deuten die genannten Kontrollen eine fir den Zweck dieser Arbeit zufrieden

stellende Anreicherung und Qualitit der Kern- und Zytoplasmafraktionen an.
3.7.3 Die PBS nimmt eine Sonderstellung in der Spleil3regulation ein

Die SIN-Vektoren zeigten eine von den L'TR-Vektoren abweichende bedeutend héhere
SpleiBleffizienz nach Transduktion von Zielzellen. Aufgrund von Sequenzunterschieden
threr RNA sind vermutlich Elemente in der 5'UTR fiir die unterschiedliche RNA-
Prozessierung  verantwortlich. Mit Hilfe des eben vorgestellten transienten
Expressionssystems werden die Auswirkungen von Deletionen der 5"'UTR von SF91
(Abb. 28) auf die RNA-Expression nun demonstriert.

Alle Deletionsmutanten wurden wie beschrieben untersucht und die geblottete RNA mit
den verschiedenen Sonden hybridisiert. Zunichst wird auf die Ergebnisse in Abb. 32

eingegangen.
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Der Kontrollvektor SF91, gegen den alle Vektormutanten verglichen wurden, zeigte in der
Kernfraktion ein balanciertes Spleilen (Abb. 32, Bahn 2). Der grote Teil der eGFP-RNA
lag in der Kernfraktion ungespleiit vor (gespleiit zu ungespleiit = 1 : 3-4). Das
Zytoplasma dagegen zeigte ein umgekehrtes Verhiltnis (gespleilt zu ungespleiBt = 2-3 : 1)
an. Die Kernfraktion spiegelte damit das Verhiltnis alternativen Spleilens in einfachen
Retroviren wider. Im Gegensatz zu der Betrachtung der Gesamt-RINA (Abb. 25) zeigte sich
hier deutlich, dass ein betrachtlicher Teil der LTR-initiierten retroviralen RNA (~ 80 %)
ungespleillt bleibt und ineffektiv prozessiert wird. Die gegensitzlichen Splei3verhaltnisse
der RNA-Transkripte im Zytoplasma deuten einen effizienteren Kernexport oder eine
hohere zytoplasmatische Stabilitit gespleillter RNA an. Die Deletionsmutante SF91del33-
182 zeigte schon im Kern einen wesentlich gréBeren Anteil an gespleiSter RNA (Abb. 32,
Bahn 3). Das Verhiltnis gespleiiter zu ungespleiiter RNA betrug hier 4-5 : 1. Im
Zytoplasma befand sich fast ausschlieBlich gespleiites Produkt. Damit konnten die
Ergebnisse der Virustransduktion in einem transienten System reproduziert werden.
AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass alleine Verdnderungen im 5 UTR-Bereich 5" des
SD den SpleiBprozess beeinflussen und damit unabhingig von Verinderungen im 3 U3-
Bereich (Kap. 3.7) in die RNA-Prozessierung eingreifen. Dieser Befund schlie3t ebenfalls
aus, dass die in den SIN-Vektoren an Base 28 vorhandene Punktmutation (Abb. 9A) die
verinderte Spleifiregulation erklirt.

Die Analyse der Deletion der ersten Hilfte der R-Region (SF91delR,), die den RSL bildet,
zeigte ebenfalls ein balanciertes Spleilen wie der Vektor SF91 im Kernextrakt (Abb. 32,
Bahn 4). Im Zytoplasma war nahezu ausschlieBlich gespleiite RNA zu erkennen. Die
Aussage von Trubetskoy et al. (1999), dass die Stammschleife (R1-28) essentiell fir die
zytoplasmatische Expression von ungespleifiter RNA ist, konnte mit diesen Ergebnissen
untermauert werden. Die Deletion der Stammschleifenregion fithrte zum Verlust
ungespleiiter RNA im Zytoplasma. Trubetskoy et al. (1999) hatten nicht beschrieben, ob
die Stammschleife einen effizienteren Export ungespleiliter RNA ermdglicht oder
spleiiinhibitorisch wirkt. Mit Hilfe der Kern-Zytoplasmafraktionierung konnte hier gezeigt
werden, dass die Stammschleifenregion weniger Einfluss auf den Spleillprozess als vielmehr
auf den RNA-Export ungespleiiter RNA hat. Die Kernfraktion zeigte balanciertes
SpleiBlen, jedoch erreichte die im Kern angereicherte ungespleiite RNA nicht das
Zytoplasma. Der RSL der R-Region scheint ein wichtiger Transportfaktor fir den Export

genomischer RNA zu sein.
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Die im Folgenden besprochenen Ergebnisse sind in Abb. 33 prisentiert. Es wird auf die
Bahnen 6, 7, 9 und 11 eingegangen. In der Abbildung erscheinende unerwihnte Mutanten
sind nicht Gegenstand dieser Arbeit. Andere liefern schon erwihnte reproduzierte

Ergebnisse bereits vorgestellter Mutanten.
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Abb. 33: Sonderstellung der PBS in der Splei3regulation

Dargestellt sind die Kern- und Zytoplasmafraktion der verschiedenen Deletionsmutanten von
SF91. Bei Betrachtung der Kernfraktion ist die statke Bande ungespleiiter RNA bei der PBS-
Deletionsmutante auffillig (Bahn 9). Alle anderen Mutanten von SF91 zeigten bereits in dieser
Fraktion eine Anreicherung von gespleiiter RNA. SF91 zeigt das balancierte Spleiien (Bahn
11). (Sonden: eGFP — Spleieffizienz; GAPDH - interne Beladungskontrolle; Intron —
Kernmarker Intron GAPDH; CytC — Zytoplasmamarker Cytochrom C; M: DNA-
GroBenstandard, GréBenangaben in kb)

Die Deletion der zweiten Hilfte der R-Region in SF91delR, sowie die Deletion des U5-
Bereichs in SF91delU5 zeigten ein dhnliches Bild wie SF91del33-182. Schon in der
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Kernfraktion lag fast nur gespleiBte RNA vor, die zudem noch besser in das Zytoplasma
exportiert wurde (Abb. 33, Bahn 6 und 7; vergl. SF91 Bahn 11).

Uberraschenderweise hatte die Deletion der PBS eine gegensitzliche Wirkung (Abb. 33,
Bahn 9). Wesentlich stirker als bei dem ,,Wildtypvektor* SF91 wurde der Splei3prozess im
Kern behindert, und es lag zum uberwiegenden Teil ungespleiite eGFP-RNA vor
(gespleiBBt zu ungespleifit = 1 : 10). Im Zytoplasma wurde sowohl gespleifite als auch
ungespleilite RNA in einem Verhiltnis gespleilit zu ungesplei3t von 1 : 2 detektiert.
Konsistent zeigte die gespleifite RNA im Vergleich zur ungespleiiten RNA damit eine etwa
tinfmal stirkere zytoplasmatische Anreicherung.

Diese Daten zeigen, dass der retrovirale SA trotz der nicht perfekten Konsensussequenz in
der Lage ist, ein effizientes Spleilen zu ermdglichen. Aullerdem konnte festgestellt werden,
dass distinkte Regionen 5 des SD splei3férdernde (PBS) oder spleiflinhibitorische (R,, U5)
Wirkungen ausiiben. Die Sonderrolle der PBS erinnert an die Sekundirstruktur der 5’UTR
von MoMLYV, in der dieser Bereich eine Schleife bildet und die flankierenden Regionen

einen verzweigten Stamm formen (Abb. 5).
3.7.4 Deletionen PBS-flankierender Regionen steigern das Spleilen

Mutanten mit Deletionen der Regionen stromaufwirts der PBS zeigten bereits in der
Kernfraktion fast ausschlieBlich gespleiBte RNA. Dagegen war die Spleilireaktion der
Mutante mit deletierter PBS nahezu blockiert. In den folgenden Experimenten sollte
untersucht werden, ob die PBS tatsichlich eine isolierte Stellung in der 5’UTR beztglich
der Splei3regulation einnimmt und wie sich stromabwirts die PBS begrenzende Bereiche in
der RNA-Prozessierung verhalten.

Bei der Konstruktion der Mutante SF91del33-182 wurden die 30 Basen 5° des SD nicht
deletiert, da zunichst nur die 5"UTR von SinSF91 reprisentiert werden sollte (Abb. 27). Da
zwar die Deletion der PBS nicht aber der gesamten Region +33 bis +182 den
SpleiBprozess herabsetzte, wurden die Regionen 3" der PBS nun detaillierter untersucht.
Fir ein weiteres Konstrukt wurden die 19 Basen stromabwirts der PBS bis zum
Integrationsort des internen Promotors im SIN-Vektor (SF91del164-182; Basen 164-182
deletiert) entfernt. Diese Region wurde auflerdem in der Kombination mit der PBS deletiert
(SF91delPBS-182; Basen 146-182 deletiert). Eine weitere Region stromabwirts des
Integrationsortes fiir den internen Promotor im SIN-Vektor bis nahe an den Splei3donor
wurde dem Vektor SF91 entnommen (SF91del183-201; Basen 183-201 deletiert). Die zwolf
Basen 5 des SD wurden nicht einbezogen, um seine Funktion nicht zu behindern

(Abb. 34).
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Abb. 34: PBS und 3’-proximale Deletionsmutanten

Darstellung der Deletionsmutanten zwischen der PBS und dem SD. Die Deletion der PBS ist

bereits bekannt. Um den Einfluss stromabwirts der PBS gelegener Sequenzen auf die RNA-

Prozessierung zu studieren, wurden diese Regionen abschnittsweise entfernt.
Wie die bereits besprochenen Mutanten von SF91 wurden diese Vektoren transient in
293T-Zellen transfiziert, nach einer Kern-Zytoplasmafraktionierung die RNA pripariert
und in einem Northernblot untersucht (Abb. 35). Die Deletionsmutanten, die in den
Bahnen 3 bis 7 vorgestellt werden, sind bereits bekannt; die Auswirkungen der
Verinderungen der Vektorstruktur konnten hier reproduziert werden (Kap. 3.7.3). Die
Bahnen 8 und 10 werden in einem spateren Kapitel besprochen (Kap. 3.8.3, Kap. 3.9).

Im Folgenden werden die Mutanten besprochen, in denen Sequenzen der PBS und

stromabwirts der PBS deletiert wurden (Abb. 35, Bahnen 7, 9, 11 und 12).
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Abb. 35: Deletion der PBS als einzige Region in der 5"UTR wirkt spleiflinhibitorisch
wihrend Deletionen flankierender Regionen den Spleiflprozess férdern
Dargestellt sind die Kern- und Zytoplasmafraktion der verschiedenen Deletionsmutanten von
SF91. (Sonden: eGFP — SpleiBeffizienz; GAPDH — interne Beladungskontrolle; Intron —
Kernmarker Intron GAPDH; CytC — Zytoplasmamarker Cytochrom C; M: DNA-
GrofBenstandard, Gro3enangaben in kb)

Die Deletion SF91del164-182 (Abb. 35, Bahn 9) sowie die Deletion SF91del183-201
(Abb. 35, Bahn 12) zeigten das gleiche Transkriptverhaltnis, das auch bei den Deletionen
der zweiten Hilfte der R-Region und der U5-Region beobachtet wurde (Abb. 33, Bahn 6
und 7). Entfernungen dieser Regionen fihrten im Kern zu einer gesteigerten
Spleiireaktion. Wenn im Kern noch schwache Banden ungespleiter RNA zu erkennen
waren, so waren diese im Zytoplasma auch nach Uberexpression aufgrund des erschwerten
Transports ungespleiiter RNA aus dem Kern kaum noch bzw. gar nicht zu detektieren.

Alle untersuchten Mutanten mit Deletionen der flankierenden Sequenzen der PBS zeigten
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ein verstirktes Spleilen im klaren Gegensatz zur Deletion der PBS selbst, die das Spleiien
nahezu blockierte. Die Deletionen der PBS (SF91delPBS: Abb. 35, Bahn 7) und der 3'-
Region der PBS (SF91del164-182: Abb. 35, Bahn 9) zeigten entgegengesetzte Phinomene,
wobei darauf hinzuweisen ist, dass es sich hier um Regionen mit einer Grée von nur 18
und 19 Basen handelt. Die Kombination dieser beiden Varianten in SF91delPBS-182
(Abb. 35, Bahn 11) ergab den Phinotyp der Deletion SF91dell164-182. Damit verhielt sich
die Deletion der Region 164-182 dominant gegeniiber der alleinigen Deletion der PBS.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Deletionen aller untersuchten
Elemente mit Ausnahme der Deletion der PBS den Splei3prozess zu férdern scheinen,
wihrend die Deletion der PBS dagegen den Splei3prozess behindert. Die PBS hat im Virus
vermutlich eine splei3férdernde Funktion und bildet somit eine ,,Insel” innerhalb eines

groBBeren Netzwerkes umgebender spleif3inhibitorischer Sequenzen.

3.8 Die Rolle der Primerbindungsstelle (PBS) in der Splei3regulation

ist von ihrer Sequenz unabhingig

Die Mutante mit der Deletion der PBS fihrte zu einer auffilligen Abweichung gegeniiber
allen anderen Deletionsmutanten den SpleiBphinotyp betreffend. Verschiedenste
Funktionen wie die Bindung einer tRNA zur Initiation der reversen Transkription und die
Bindung von Repressoren der transkriptionellen Initiation in embryonalen Stammzellen
sind fir die PBS bekannt (Baum et al., 1995; Grez et al., 1990; Kohn et al., 2003a). Im
Folgenden wurde der Einfluss der Sequenz der PBS und die Bindung einer tRNA auf die

Spleif3regulation untersucht.
3.8.1 Die MLV-PBS zeigt den gleichen Phinotyp wie die MESV-PBS

Da die in natiitflichen MLV vorkommende PBS fiir tRNA™ in einigen Zelltypen die
Transkriptionsinitiation inhibiert, verwendet der Vektor SF91 eine alternative PBS fir
tRNA®". Um eine dem Wildtyp-MLV analoge Situation zu untersuchen, wurde die PBS des
SFI1 zuriickgefithrt in die MLV-PBS fiir tRNA™. Dies resultierte in SF91mlvPBS
(Abb. 306). AuBlerdem wurde als weitere Kontrolle eine Variante kloniert, in der neben der
MLV-PBS die 19 Basen stromabwirts der PBS entfernt wurden. Diese Variante wurde
SF91mlvPBSdel164-182 benannt (Abb. 36). Die Vektoren wurden wie oben beschrieben

auf thre RNA-Expression im transienten System untersucht.
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Abb. 36: Vektormutanten mit der PBS von MLV fiir tRINAPr
Die PBS fiir die tRNAS™ wurde gegen die Wildtyp-PBS von MLV fiir tRNAP ausgetauscht
(SF91mlvPBS). Der Einfluss der Sequenz der PBS auf die SpleiBregulation sollte untersucht
werden. Zusitzlich wurde ein dem Vektor SF91del164-182 entsprechendes Konstrukt kloniert,
das die MLV-PBS und die Deletion von Sequenzen 3° der PBS gleichzeitig trigt
(SF91mlvPBSdel164-182).
Die Ergebnisse der RNA-Analyse sind in Abb. 37 dargestellt. Es wird im Besonderen auf
die Bahnen 2 und 10 bis 12 eingegangen. Die RNA-Expression mit dem spezifischen
SpleiBmuster war bei den korrespondierenden Vektoren SF91 (Bahn 2) und SF91mlvPBS
(Bahn 11) sowie SF91del164-182 (Bahn 10) und SF91mlvPBSdel164-182 (Bahn 12)
vergleichbar (Abb. 37). Die Punktmutationen der PBS im SF91 gegeniiber der Wildtyp-

MLV-PBS haben keinen Einfluss auf das Spleilmuster in diesen Vektoren.
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Abb. 37: Wildtyp-MLV-PBS mit dem gleichen Spleilmuster wie SF91-PBS

Dargestellt sind die bereits bekannten Deletionsmutanten von SF91. Zusitzlich sind in den
Bahnen 11 und 12 die Konstrukte mit einem Austausch der PBS gegen die Wildtyp-PBS von
MLV zu finden. (Sonden: eGFP — Spleileffizienz; GAPDH — interne Beladungskontrolle;
Intron — Kernmarker Intron GAPDH; CytC — Zytoplasmamarker Cytochrom C; M: DNA-
GroBenstandard, Zahlenwerte geben den GréBenstandard in kb an)

Bestitigt wurden in diesem Experiment in der Kernfraktion sehr schén die
unterschiedlichen Auswirkungen der verschiedenen deletierten Sequenzen auf die
Spleiiregulation (Bahnen 6 bis 10). PBS-flankierende Sequenzen fithrten zu einer
SpleiBverstirkung (Abb. 37: SF91delR,, Bahn 6; SF91delU5, Bahn 7; SF91del164-182,
Bahn 10) und die PBS selbst zur Spleifinhibition (SF91delPBS, Bahn 9). Auflerdem kann
auch hier die Dominanz der kombinierten Deletion der PBS und stromabwirts liegenden
Sequenzen (SF91delPBS-182, Bahn 8) gegentiber der alleinigen Deletion der PBS gefunden

werden.
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3.8.2 Die Spleilleffizienz ist unabhingig von der tRNA-Bindung

Die Rolle der PBS in der Splei3regulation kénnte auch auf der Bindung einer zelluliren
tRNA beruhen. In der Zielzelle wird durch eine bereits bei der Verpackung an die PBS
gebundene tRNA die reverse Transkription in provirale DNA initiiert. Intranukledr kénnte
theoretisch bereits bei der de-novo-Transkription die tRNA ,,in statu nascendi an die PBS
binden und somit direkt oder indirekt den 3" gelegenen SD beeinflussen.

Die Bindung einer tRNA ist im Fall der SF91delPBS-Mutante nicht mehr moglich. Eine
weitere Vektorvariante SF91artPBS sollte mit Hilfe einer kinstlichen PBS einen Hinweis
darauf geben, ob der Effekt, der bei der Deletion der PBS festgestellt wurde,
moglicherweise auf der fehlenden tRNA-Bindung beruhen kénnte (Abb. 38). Diese
kiinstliche PBS kann weder zelleigene tRNAs binden noch die reverse Transkription
initiieren (Lund et al., 1997). Um das System wieder zu komplementieren, muss ein
Plasmid, das eine ebenfalls kiinstliche tRNA kodiert, die an die kiinstliche PBS binden
kann, kotransfiziert werden. Diese tRNA kann die Synthese des Provirus und die stabile
Integration in das Wirtsgenom ermoglichen. Die Sequenz einer solchen PBS und zwei
Plasmide, die fur kinstliche tRNAs kodieren, wurden von Prof. F.S. Pedersen (Arhus,
Dinemark) zur Verfiigung gestellt. Beide tRNAs sind in ihrer Bindungssequenz fir die
PBS identisch, werden aber durch unterschiedliche Aminosiuren (Prolin und Lysin)

komplementiert.

Cap Cap

SF91 3LTR |PBS SD ¥ SA 3LTR
v R|us————1  eGFP | o ielus
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SF91wt [ \ \ ]
R us artPBS Sb
SF91artPBS [ ]
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Abb. 38: SF91-Mutante mit einer kiinstlichen PBS (artPBS)
Die Vektor-RNA, die eine kiinstliche PBS trigt, kann keine zelluliren tRNAs binden (Vektor

SF91artPBS). Bei Kotransfektion eines Plasmids, das eine kiinstliche tRNA kodiert (tRNA),
kann der Infektionszyklus wieder komplementiert werden (Kap. 3.12).
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Dass die Komplementierung der kiinstlichen PBS mit der kiinstlichen tRNA funktioniert,
wurde Uberpriift, indem die Vektoren mit und ohne Plasmide fir tRNAs in das
Verpackungssystem eingesetzt wurden. SCl-Zellen wurden mit Virusiiberstinden

transduziert und analysiert (Kap. 3.12).
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6 SF91artPBS+5x tRNAPr 12 SF91delPBS-182

Abb. 39: Die tRNA-Bindung hat keinen Einfluss auf die Spleifeffizienz

Im Kontext einer artifiziellen PBS sollte die Abhingigkeit der Spleiiregulation von der tRNA-
Bindung untersucht werden. SF91 und SF91artPBS sind mit Plasmiden, die fiir die tRNAP
(Bahn 3, 5, 6) oder tRNAs (Bahn 4, 7, 8) kodieren, kotransfiziert worden (20x bzw. 5x: 20-
bzw. 5-facher molarer Plasmidiiberschuss gegeniiber den retroviralen Vektoren). Als Vergleich
wiederum sind die Transkripte von SF91delPBS (Bahn 11) und SF91delPBS-182 (Bahn 12) zu
erkennen. Die Kernfraktion war in diesem Experiment stirker mit zytoplasmatischer RNA
kontaminiert. (Sonden: eGFP — SpleiBieffizienz; GAPDH — interne Beladungskontrolle; Intron
— Kernmarker Intron GAPDH; CytC — Zytoplasmamarker Cytochrom C; M: DNA-
GroBenstandard, Zahlenwerte geben den Gréfenstandard in kb an)
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Fir die RNA-Analyse wurde die transiente Transfektion von 293T-Zellen unter den
gleichen Bedingungen wie bei den anderen SF91-Mutanten durchgefiihrt. Zusitzlich wurde
die artifizielle tRNA, die eine der beiden Aminosiuren trigt, mit einem 5- bzw. 20-fachen
molaren Uberschuss kotransfiziert. Die RNA wurde nach Kern-Zytoplasmafraktionierung
im Northernblot analysiert (Abb. 39).

In diesem Experiment war die Kernfraktion stirker mit zytoplasmatischer RINA
kontaminiert. Deshalb sind die Bandenverhiltnisse in dieser Fraktion tendenziell in
Richtung der zytoplasmatischen Verhiltnisse verschoben. Der Blot zeigt jedoch, dass der
SpleiBBprozess offenbar nicht von der Méglichkeit der tRNA-Primerbindung an die PBS
abhingt (Abb. 39). Der Vektor SF91artPBS wurde ohne und mit den kiinstlichen tRNAs
verschiedener Konzentrationen transfiziert. Die An- bzw. Abwesenheit von tRNAs fithrte
zu keiner wesentlichen Verinderung der Spleifeffizienz (Abb. 39, Bahn 5-8 im Vergleich
zu Bahn 9 und 10). Das Splei3verhiltnis verinderte sich im Kern nur im Rahmen einer
normalen Varianz. Als Kontrolle wurde der Vektor SF91 ebenfalls mit den kunstlichen
tRNAs kotransfiziert (Abb. 39, Bahn 2-4). Dieser Vektor sollte die kotransfizierten tRNAs
nicht binden.

An dieser Stelle konnte erneut der starke Einfluss der Deletionen der PBS und der 3°

Sequenzen der PBS bestitigt werden (Abb. 39, Bahn 11 und 12).
3.8.3 Die PBS iibt ihre Funktion in der Spleilregulation als Abstandshalter aus

In den vorangegangenen Experimenten wurde deutlich, dass die splei3regulatorische
Funktion der PBS nicht an die in SF91 verinderte PBS fiir die tRNA“" und ebenfalls nicht
an die Primerbindung gekntpft sein kann. Nun sollte ermittelt werden, ob es sich bei dem
Einfluss der PBS um einen sequenzspezifischen Effekt handelt oder ob dieser auf einer
Funktion als Abstandshalter (Spacer) beruht.

Deshalb wurde in einer weiteren Variante die Sequenz der PBS in antisense-Orientierung
als SF91asPBS eingefithrt (Abb. 40). Der Vektor wurde zunichst transient auf die eGFP-
Expression und nach Kern-Zytoplasmatrennung auf die Spleiiverhiltnisse untersucht

(Abb. 41).
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Abb. 40: Vektorkonstruktion mit PBS in antisense-Orientierung

Zur Uberpriifung der Sequenzabhingigkeit der PBS in der SpleiBregulation wurden die Basen

der PBS in antisense-Orientierung in den Vektor SF91 integriert (SF91asPBS).
Der Northernblot (Abb. 41) stellt neben den bereits bekannten Deletionsmutanten von
SF91 (Bahnen 4 bis 7, 10, 12) die Deletion der PBS (Bahn 8) der antisense-Orientierung
der PBS (Bahn 9) gegeniiber. Betrachtet man im Vergleich den Ursprungsvektor SF91
(Bahn 3) mit der deletierten PBS (Bahn 8) und der antisense-Variante der PBS (Bahn 9), so
fillt auf, dass die antisense-Orientierung der PBS sowohl in der Kern- als auch in der
Zytoplasmafraktion den Phinotyp des SF91 zeigte (Abb. 41). Im Kern lag mehr
ungespleiite als gespleiite RNA vor. Die Zytoplasmafraktion wies wie bei dem Vektor
SF91 eine Akkumulation an gespleiter RNA vor. Diese Beobachtung legt nahe, dass die
Auswirkungen der PBS auf das Spleiverhiltnis der RNA auf einem sequenzunabhingigen
“Spacer*-Effekt beruhen.

Die PBS ist an der Spleil3regulation der untersuchten retroviralen Vektoren entscheidend
beteiligt. Die Deletion der PBS fiihrte zu einer Blockade der Spleifireaktion. Dabeti ist die
Funktion der PBS im Vektor SF91 nicht von der Sequenz abhingig. Fine Rickintegration
mit anderer Sequenz, wie im Kapitel 3.8.1 die Integration der MLV-PBS (fiinf
Punktmutationen) oder in letzterem Fall die antisense-Version, vermag den Phinotyp des
SF91 wieder herzustellen. Die PBS scheint bei der Regulation der RNA-Prozessierung ihre
Rolle als Abstandshalter zu erfiillen.

Mittlerweile zeigten weiterfithrende Experimente, dass die PBS und auch die Deletion der
PBS in gleicher Form das SpleiBmuster im Kontext eines infektiosen MLV beeinflusst

(personliche Mitteilung J. Bohne).

91



Ergebnisse

M 1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

eGFP
ungespleifit

gespleiBt

Intron

CytC

Zytoplasma

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

eGFP
ungespleifit

gespleilt

12m © . GAPDH

L " e ¥ - . 3

1 SF91-Transduktion 7 SF91delU5

2 Kontrolle 8 SF91delPBS

3 SFo1 9 SF91asPBS

4 SF91del33-182 10 SF91del164-182
5 SF91delR1 11 SF91as164-182

6 SF91delR2 12 SF91delPBS-182

Abb. 41: ,,Spacer“-Funktion der PBS

Bahn 2 bis 5 sind bereits aus der Vorstellung der Kern-Zytoplasmafraktionierung bekannt
(Abb. 32). Reproduziert konnten die Auswirkungen der Deletionen der PBS und flankierenden
Sequenzen dargestellt werden. Neben der Deletion der PBS (Bahn 8) wird hier die Auswirkung
der antisense-Version der PBS (SF91asPBS, Bahn 9) vorgestellt. SF91asPBS spiegelt in der
Kern- und Zytoplasmafraktion den ,,Wildtyp” SF91 wider (Bahn 3).

Bahn 10 und 11 werden in Kap. 3.9 besprochen. Bahn 11 zeigt die antisense-Version der
Sequenz 3" der PBS (SF91as164-182).

Bahn 1 sollte die RNA-Expression von retroviral transduzierten Zellen zeigen. Aufgrund der
im Verhiltnis zur Transfektion wesentlich geringeren Transferrate von Fremd-DNA konnten
Banden in dieser Bahn erst nach Uberexpression detektiert werden. Sie spiegelten das gleiche
SpleiBverhiltnis in Kern- und Zytoplasmafraktion wider wie transfizierte Zellen (nicht gezeigt).
(Sonden: eGFP — SpleiBeffizienz; GAPDH — interne Beladungskontrolle; Intron — Kernmarker
Intron GAPDH; CytC — Zytoplasmamarker Cytochrom C; M: DNA-GréBenstandard,
Zahlenwerte geben den GroBenstandard in kb an)

92



Ergebnisse

3.9 Die Sequenz der Region 3" der PBS (+164 - +182) ist entscheidend

fiir die Spleiflregulation

Fir die PBS konnte eine Aufgabe in der SpleiBregulation nachgewiesen werden, die nicht
von ihrer Sequenz, sondern vielmehr von ihrer Funktion als Abstandshalter abhingt. Im
Gegensatz zur Blockade des Spleillens bei Deletion der PBS konnte fir die Deletion der
19 Basen stromabwirts der PBS eine Splei3forderung aufgezeigt werden (Abb. 41).

Die Deletionsmutante SF91del164-182 zeigte eine Verschiebung des Spleilverhiltnisses zu
fast vollstindig gespleiiter RNA in der Kernfraktion (Abb. 41, Bahn 10). Auch bei dieser
Region sollte Uberprift werden, ob ihr Einfluss sequenzabhingig ist oder vielmehr auf
einem Spacereffekt beruht. Ebenso wie die PBS wurde diese Sequenz neben der Deletion

in der antisense-Orientierung wieder in den Vektor integriert (SF91as164-182) (Abb. 42).
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Abb. 42: Antisense-Orientierung der Region 3" der PBS
Analog zu der antisense-Version der PBS (SF91asPBS) wurde auch die stromabwirts liegende
Region +164 - +182 in der antisense-Orientierung in den Vektor integriert (SF91as164-182).

Die RNA-Analyse ergab fir die antisense-Mutante SF91as164-182 den gleichen Phinotyp
wie fur die Deletionsmutante derselben Sequenz (SF91del164-182) (Abb. 41, Bahnen 10
und 11). Das SpleiBmuster des Wildtyps SF91 lie3 sich durch die antisense-Orientierung
der Region 3° der PBS nicht wieder herstellen. Die Ergebnisse des untersuchten
Sequenzabschnitts zeigten eine Sequenzabhingigkeit dieser Region. Der Effekt der
Deletion war nicht durch ein beliebiges Stiick an Nukleinsdure gleicher GréBe, in diesem
Fall der antisense-Sequenz, riickgingig zu machen. Es handelte sich somit nicht um einen

»opacer“-Effekt, sondern um einen orientierungs- und sequenzspezifischen Effekt der

stromabwirts der PBS liegenden Region.

Wihrend die PBS eine Abstandshalterfunktion in der Spleifiregulation einnimmt, konnte

fir die 19 Basen stromabwirts der PBS eine sequenzspezifische Funktion nachgewiesen
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werden. Die Ergebnisse sind sehr gut vereinbar mit der Sekundirstruktur der RNA, die

von Mougel et al. (1993) fir diese Region beschrieben wurde (Kap. 4.2).

3.10 Humane und murine Fibroblasten zeigen iibereinstimmende

Befunde

Anhand von Analysen in humanen 293T-Zellen sind in dieser Arbeit Sequenzbereiche in
der retroviralen 5UTR entdeckt worden, die spleiférdernde (PBS) und
spleiivermindernde (PBS flankierende Bereiche) Auswirkungen haben. Um auszuschlief3en,
dass diese ermittelten Sequenzen ein Zufallsbefund einer speziellen Zelllinie sind, sollten
die Ergebnisse in der murinen Fibroblastenzelllinie SC1 tberpriift werden.

Dazu wurden diese Zellen ebenfalls transient mit den verschiedenen ausgewihlten
Vektoren transfiziert. Es stellte sich heraus, dass diese Zellen weit schwieriger transient zu
transfizieren waren. Mit der ,,Effectene-Methode® (Kap. 2.2.3.1), mit der Plasmid-DNA
tber Lipidvesikel in die Zellen geschleust wird, konnten Transfektionsraten von nur 1 — 5
% eGFP-positiver Zellen erreicht werden. Aufgrund dieser niedrigen Transfektionsrate
wurden im Northernblot 10 bis 15 pug RNA eingesetzt. Der Film zur Detektion der
radioaktiv markierten Sonde gegen eGFP musste vier Wochen aufliegen, um das Signal
sichtbar zu machen.

Bei den Vektoren, die fir dieses Experiment eingesetzt wurden, handelte es sich neben
dem Wildtypvektor SF91 um den Vektor SF91del33-182, auBlerdem um die Vektoren, die
die Deletion und die antisense-Variante der PBS und der Region 3" der PBS tragen. Die
Banden waren nur schwach zu erkennen, gaben aber fiir jeden analysierten Vektor das
gleiche Spleilverhiltnis wie in 293T wider (Abb. 43). Damit konnten die in den humanen
Fibroblasten gewonnenen Daten reproduziert werden. Der ,Wildtyp“-SF91 zeigte
balanciertes Spleilen im Kern mit effizientem Transport gespleiter RNA in das
Zytoplasma (Bahnen 2 und 3). Der Vektor SF91del33-182 zeigte schon im Kern ein
verstirktes Spleilen (Bahnen 4 und 5). In SF91delPBS ist das Spleiflen inhibiert (Bahnen 6
und 7), durch die antisense-Variante SF91asPBS konnte das Spleiverhalten des Wildtyps
SF91 wieder hergestellt werden (Bahn 8). Sowohl in der Deletion als auch in der antisense-
Orientierung der Region stromabwirts der PBS SF91del164-182 und SF91as164-182 lag
verstirkt gespleiBBtes Produkt im Kern vor (Bahnen 9 bis 12).
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Abb. 43: Ubereinstimmende Befunde in murinen Fibroblasten

Die konstruierten Mutanten wurden ebenfalls in murinen Fibroblasten (SC1) analysiert, um
eine zelltypabhingige RNA-Prozessierung auszuschlieBen. Die Ergebnisse entsprechen denen
in den humanen 293T-Zellen. Die Transfektionseffizienz war wesentlich geringer als in 293T-
Zellen. (Sonden: eGFP — SpleiBeffizienz; GAPDH — interne Beladungskontrolle; Intron —
Kernmarker Intron GAPDH; CytC — Zytoplasmamarker Cytochrom C; M: DNA-
GroBenstandard, Zahlenwerte geben den GréBenstandard in kb an)

Diese Befunde stehen im Einklang mit den initialen Beobachtungen zur Spleif3regulation
der SIN-Vektoren (Abb. 25) und der oben gezeigten mechanistischen Analyse. Innerhalb

der Fibroblastenzelllinie sind die gewonnenen Daten nicht zellabhingig.
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3.11 Die PBS vermindert Proteinexpression

In diesem Abschnitt sollte untersucht werden, ob die 5"UTR nicht nur die RNA- sondern
auch die Proteinexpression beeinflusst. Die oben beschriebenen Vektormutanten wurden
darauf folgend auf ihre Proteinexpression untersucht. Bereits in Kapitel 3.6.2 wurde die
eGFP-Expression als Indikator verwendet. Es wurde wiederum in transienten
Transfektionsansdtzen gearbeitet, da einige der Deletionen in SF91 nicht mit dem
retroviralen Lebenszyklus vereinbar sind.

Die transiente Proteinexpression (eGFP) wurde 48 Stunden nach Transfektion im
Durchflusszytometer vermessen. Bei Verwendung von 293T-Zellen zeigten etwa 60 bis
80 % der Zellen eine eGFP-Expression (Kap. 3.7.2.1). Die Varianz der Expression
innerhalb einer Massenkultur war bei der transienten Transfektion verglichen mit der
Virustransduktion wesentlich hoher. Dies lag wahrscheinlich vor allem daran, dass einzelne
Zellen transient mit unterschiedlichen Mengen an Plasmid-DNA getroffen wurden, bei der

Infektion hingegen die meisten Zellen nur eine Transgenkopie enthielten.

Kontrolle SF91delU5

[} [

Zellzahl

Mittlere Fluoreszenz

Abb. 44: Transiente Proteinexpression der SF91-Mutanten
Die Proteinexpression wurde in der Durchflusszytometrie 48 h nach transienter Transfektion
aufgenommen. Einige der SF91-Mutanten wichen in der eGFP-Expression stark von der im
Wildtypvektor gemessenen ab. Gezeigt ist ein charakteristischer Versuch.
Die Ergebnisse der Proteinexpression in 293T-Zellen konnten mit SC1-Zellen trotz der
geringen  Zellzahlen an  eGFP-positiven  Ereignissen aufgrund der niedrigen
Transfektionseffizienz in diesen Zellen reproduziert werden.

Einige Vektoren unterschieden sich deutlich in der Hohe der Fluoreszenz vom

Wildtypvektor SF91 (Abb. 44). Die bedeutendsten Unterschiede waren wie folgt (Abb. 45):
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Verglichen mit dem SF91 zeigte der Vektor mit der Deletion der Basen +33 bis +182
(SF91del33-182) eine um 50 %  reduzierte eGFP-Expression. Die Deletionen der U5-
Region sowie die Deletion der 19 stromabwiirts der PBS gelegenen Basen fithrten zu einer
sehr starken Reduktion der eGFP-Expression (auf etwa 20 % reduziert). Dagegen fuhrte
die Deletion der PBS zu einem geringeren Verlust der Transgenexpression (Reduktion auf
65 %).

Mit Bezug auf die Transgenexpression bei der Virustransduktion der SIN-Vektoren
(vergleiche auch Kap. 3.6.2) hitte man erwarten konnen, dass die Deletion der Basen +33
bis +182 zu einer guten eGFP-Expression fuhrt, da die RNA zum groften Teil im Kern
gespleit wird und in dieser Form gut in das Zytoplasma transportiert wird. Auch die
Mutanten mit der Deletion der U5-Region und der Region stromabwirts der PBS
(SF91del164-182) zeigten ein verstirktes Spleilen mit einer Anreicherung gespleiliter RNA
im Zytoplasma, zu erkennen anhand der intensiven Bandenintensititen im RNA-Blot.

Auch hier hitte man ein hohes Transgenexpressionsniveau erwartet.

SF91
SF91del33-182
SF91delR1
SF91delR2
SF91delU5
SF91delPBS
SF91asPBS
SF91del164-182
SF91as164-182
SF91delPBS-182
SF91del183-201
SF91mIvPBS
SF91mIvPBSdel164-182

000 020 o040 060 080 100 120 1,40

Mittlere Fluoreszenz

Abb. 45: eGFP-Expression bei transienter Transfektion

48 h nach transienter Transfektion wurden die 293T-Zellen auf die Transgenexpression
untersucht. Finige der eingesetzten Vektoren zeigten zum Teil starke Abweichungen vom
Vektor SF91. Die durchflusszytometrischen Analysen wurden wie unter 3.7.2.1 beschrieben
aufgenommen. Die Ergebnisse eines Vektors setzen sich aus drei bis neun unabhingigen
Experimenten zusammen. Die hier dargestellten Ergebnisse konnten auch nach Abgleich der
im Phosphoimager quantifizierten RNA bestitigt werden.
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Die eGFP-Expression unterscheidet sich auch stark von der Deletions- und der antisense-
Mutante 164-182. Wihrend die mittlere Fluoreszenz bei der Deletion (SF91del164-182)
drastisch auf etwa 20 % reduziert wurde, konnte die antisense-Variante die Expression des
Wildtyps wieder herstellen, obwohl beide Vektoren dhnlich viel gespleiite RNA erzeugten
und in das Zytoplasma exportierten.

Die Deletion der PBS ging mit einer reduzierten eGFP-Expression einher (65 %). Da in
dieser Vektorkonfiguration kaum noch gespleiBte RNA gebildet wurde, erscheint dieser
Verlust der eGFP-Expression gering. Auffillig sind diesbeziglich im Vergleich die
Deletionen der Region 3" der PBS sowie die kombinierte Deletion beider Regionen. Wie
erwihnt lag das Expressionsniveau von SF91del164-182 bei 20 % des Wildtyps. Wurde
zusitzlich die PBS deletiert lag die mittlere Fluoreszenz bei fast 100 % (SF91delPBS-182).
Wihrend beide Mutanten fast nur gespleilites Transkript bildeten, das in hoher
Konzentration im Zytoplasma zu finden war, schien die PBS sich hier inhibitorisch auf die
Translation auszuwirken.

Die Umkehrung der PBS-Sequenz bzw. der Austausch der PBS von SF91 gegen andere
PBS-Sequenzen von MLV oder auch die kinstliche PBS fihrte zu keiner deutlichen
Anderung der Proteinexpression. Das galt ebenfalls bei gleichzeitiger Kotransfektion mit
dem 5-fachen molaren Uberschuss an kiinstlicher tRNA. Diese Daten legen nahe, dass die

PBS-Sequenz keine eigenstindigen Auswirkungen auf die Translationskontrolle hat.

Die Ergebnisse zeigen, dass die verschiedenen Elemente nicht nur einen Einfluss auf den
SpleiB3- und RNA-Exportprozess ausiiben, sondern unabhingig davon wahrscheinlich auch
an der Regulation der Proteinexpression beteiligt sind. Eine zentrale Rolle scheint dabei
wiederum die PBS zu spielen, die einen inhibitorischen Einfluss auf die Translation ausiibt.
Die Deletionen der U5-Region und der 19 Basen stromabwirts der PBS hemmen die
Proteinexpression; diese Regionen scheinen von daher wichtig fiir eine hohe

Translationseffizienz zu sein.
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3.12 Die Bedeutung des untranslatierten ersten Exons fiir den

retroviralen Lebenszyklus

Die unterschiedlichen Mutationen der ,,Wildtyp“-Variante SF91 enthalten Deletionen
verschiedener Module, die die Fahigkeit zur Virusproduktion betreffen konnen. Daher
wurde untersucht, ob diese Mutanten in der Lage sind, in einer Verpackungszelllinie
kompetente Viruspartikel herzustellen. Die Plasmide der verschiedenen Mutanten wurden
mit Plasmiden fir das Hullprotein Eco und fir das Kapsidprotein Gag/Pol kotransfiziert.
Es wurde der Virusiiberstand geerntet und dieser auf SC1-Zellen austitriert.

Wie zu erwarten, zeigten einige der Deletionsmutanten keine produktive Infektion der
Zielzelle (Abb. 46, Abb. 47). Dies ist mit der Funktion des jeweilig entfernten Elements
leicht zu erkliren. Die Deletion der PBS-Region verhindert die fir die reverse
Transkription notwendige Primerbindung, die Deletion der U5-Region unterbindet durch
das Fehlen der invertierten Wiederholungen (IR, inverted repeats) die Integration des
Provirus in das Wirtsgenom. Das gleiche gilt fir die kombinierten Deletionen in
SF91del33-182 bzw. SF91delPBS-182, die beide die PBS betreffen. Ebenso konnten keine
Virustiter fur die Vektormutante mit kiinstlicher PBS (SF91artPBS) gemessen werden,
wenn keine geeigneten tRNAs intrazellulir vorhanden waren. Bei Kotransfektion von
SF91artPBS  mit komplementirer plasmidkodierter —kunstlicher tRNA  wurden
wildtypanaloge Titer von 1 — 2 x 10° Partikeln/ ml erreicht. Ein 5-facher molarer
Plasmidiiberschuss fiir tRNA gegentiber Vektor-DNA war vollkommen ausreichend (siche
Kap. 3.8.2). Dies galt fir beide eingesetzten kiinstlichen tRNAs.

Hingegen war eine geringe produktive Infektion nach partieller Deletion der R-Region
(SF91delR,, SF91delR,), der Deletion SF91del164-182 sowie der Deletion SF91del183-201
festzustellen (Abb. 46, Abb. 47). Die erste Hilfte der R-Region trigt den RSL, der wichtig
fur die Akkumulation ungespleiler RNA im Zytoplasma ist (Trubetskoy et al., 1999).
Obgleich der RSL in der Mutante SF91delR; entfernt wurde, konnten moderate
Virusiiberstinde generiert werden (Titer bei 1 x 10’ Partikel/ml). Die zweite Hilfte der R-
Region enthilt das retrovirale Polyadenylierungssignal AATAAA. Vermutlich wird nach
Transgeninsertion ein Polyadenylierungssignal gelesen, das sich weiter stromabwirts in

zellularer DNA befindet.
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Abb. 46: Produktive Infektion durch SF91-Mutanten

Dargestellt sind die 48h-Uberstinde einer Auswahl der SF91-Deletionsmutanten. Wihrend die
Vektoren SF91del33-182, SF91delU5, SF91delPBS und SF91asPBS keine infektiosen Partikel
mehr bilden kénnen, ist eine niedrige Partikelproduktion mit den Mutanten SF91delR, und
SF91del183-201 méglich. Zur Infektion mit SF91 wurden 5 pl, zur Infektion aller Mutanten
wurden 450 pl Uberstand eingesetzt. Fiir die Mutanten SF91delPBS und SF91asPBS ist cine
Rechtsverschiebung der ,,negativen Population® zu erkennen.

Alle weiteren erwahnten Deletionen enthalten keine fur die Virusproduktion essentiellen
bekannten Elemente. Die Titer lagen allerdings alle weit unter dem des SF91. Die Titer der
Mutanten SF91del164-182 sowie SF91as164-182 sind mit ca. 1 x 10* Partikeln/ml sehr
gering und fir beide Mutanten im gleichen Bereich. Mit der Deletionsmutante SF91del183-
201 wurden Titer um 2 x 10° Partikel/ml erreicht.

Damit tiben diese Sequenzen keine zwingend notwendigen aber stimulierende Funktionen

fur die Virusproduktion oder Integration aus.

Bei den Vektoren, die nach Verpackung keine stabile Transduktion von Zielzellen zeigten,
war eine Rechtsverschiebung der ,,negativen Population® der Zielzellen festzustellen (Abb.
46, SF91delPBS und SF91asPBS). Sehr ausgeprigt waren diese Verschiebungen bei der
Mutante mit deletierter PBS (SF91delPBS) und auch bei der Mutante mit der kinstlichen
PBS (SF91artPBS), sofern keine komplementire tRNA per Kotransfektion bereitgestellt
wurde. Die Rechtsverschiebung der ,,negativen Population ohne stabile Transduktion der
Zielzellen legt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um eine Pseudotransduktion der
Zielzellen handelt. Im Rahmen der Arbeit wurde auf diesen transienten Gentransfer nicht

weiter eingegangen. Mogliche Erklirungen und ein Nutzen des Pseudotransfers werden in

100



Ergebnisse

der Diskussion (Kap. 4.2.2) besprochen. Weiterfilhrende Untersuchungen der
Pseudotransduktion mit den Deletionsmutanten delPBS und delU5 werden derzeit im

Labor von Prof. Dr. Baum untersucht.
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Abb. 47: Titer ausgewihlter SF91-Mutanten

Fir die Mutanten mit Deletionen beider Abschnitte der R-Region sowie bei Verdnderungen
der Sequenzen 3° der PBS waren geringe Titer festzustellen. Dagegen konnten fiir einige
Vektoren keine infektidsen Viruspartikel nachgewiesen werden (SF91del33-182, SF91delU5,
SF91delPBS, SF91asPBS). Die Einfiihrung einer artifiziellen PBS fithrte zu einem absoluten
Titerverlust, der durch Komplementierung mit einer kiinstlichen tRNA vollstindig behoben
werden konnte.

Die Uberpriifung der Virusproduktion von SF91-Mutanten bestitigte die Bedeutsamkeit
einzelner Regionen der 5"UTR fiir den viralen Lebenszyklus. Regionen 3" der PBS konnten
stimulierende Funktionen in der Partikelproduktion bzw. der Zielzellentransduktion
zugeschrieben werden. Die vorliegenden Ergebnisse liefern dartiber hinaus neue
Erkenntnisse, die zur Konstruktion von Vektoren fiir einen transienten Gentransfer

genutzt werden kénnen.
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4 Diskussion

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, eine neue Generation retroviraler Vektoren fir die
Gentherapie zu entwickeln, die durch ein vermindertes Risiko von Nebenwirkungen einen
erhohten Sicherheitsanspruch erfillen. Es wurde eine Gruppe selbstinaktivierender (SIN-)
Vektoren vorgestellt, in die unterschiedliche Regulations- und Prozessierungselemente
integriert worden sind. Die Vektoren wurden auf ihr Potential bei der Generierung von
Viruspartikeln, auf ihre Transduktionseffizienz und die Hohe der Transgenexpression in
einer murinen Fibroblastenzelllinien und in primiren himatopoetischen Zellen untersucht.
Die gewonnenen Daten lieferten wichtige Erkenntnisse sowohl fir technische Aspekte der
Vektorkonstruktion als auch fir biologische Prozesse der retroviralen Genregulation.

Die Virustiter der SIN-Vektoren waren wesentlich niedriger als die der LTR-Vektoren.
Durch den Einbau des PRE in die SIN-Vektoren konnten allerdings erstmals Titer erreicht
werden, die sich fur die Transduktion primirer Zellen eignen.

Der Vergleich der Transgenexpression innerhalb der SIN-Vektoren zeigte, dass gegeniiber
einem konventionellen SIN-Vektor (SinSF) ein zwischen Promotor und Transgen
gelegenes Verpackungssignal (SinSF110) die Expression hemmt, ein Intron in dieser
Region (SinSF91) die Expression steigert. Die zusatzliche Integration eines PRE, bevorzugt
in die 3'UTR stromaufwirts des 3'LTR (SinSF91P1), fithrte zu einer starken
Expressionssteigerung, so dass das Expressionsniveau korrespondierender LTR-Vektoren
(SF91P) erreicht wurde.

Auf posttranskriptioneller Ebene zeigten die SIN-Vektoren trotz gleicher Sequenzen des
SpleiBdonors, Spleiiakzeptors und Introns einen wesentlich effizienteren Spleiiprozess als
LTR-Vektoren, was zu eingehenden Analysen des Splei3mechanismus einfacher Retroviren
Anlass gab. Hierbei wurden neue Prozessierungselemente in der stark konservierten 5"'UTR
stromaufwirts des retroviralen Spleildonors entdeckt, die die Spleiireaktion regulieren.
Diese Region scheint dabei abhingig von bestimmten Sequenzelementen eine
spleilinhibitorische Rolle inne zu haben. Eine Sonderstellung neben den anderen
analysierten Sequenzelementen dieses Bereichs nimmt die PBS ein, die als einziges Element
splei3fordernd zu wirken scheint. Diese Funktion ist unabhingig von der Fihigkeit der
Primerbindung. Vermutlich spielt die Sekundirstruktur des untranslatierten ersten Exons
eine wichtige Rolle in der Spleif3regulation.

Diese Daten erlauben grundsitzlich neue Einblicke in die Spleif3regulation von Retroviren
und erméglichen zudem die Konstruktion verbesserter retroviraler Vektoren mit erhéhter

Genexpression und potentiell erhéhter Sicherheit.
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4.1 Cis-Elemente beeinflussen den Titer und die Genexpression

retroviraler Vektoren

Einfache Retroviren exprimieren keine regulatorisch wirkenden akzessorischen Proteine.
Die virale Genexpression wird von der Wirtszelle und es-regulatorischen Sequenzen der
viralen RNA bestimmt. Ein Sicherheitsaspekt retroviraler Vektoren ist die Entfernung
nicht benétigter viraler Elemente. Allerdings miussen die Sequenzen, die fur den
Lebenszyklus essentiell sind und nicht durch z.B. ein Vektorverpackungssystem zur
Verfugung gestellt werden konnen, im Vektorgenom erhalten bleiben. Im Kontext von
SIN-Vektoren wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen weiterer ¢s-aktiver Elemente wie
ein Intron und das PRE des Woodchuck Hepatitisvirus systematisch getestet. Der Einfluss
dieser Elemente auf den Virustiter und die Transgenexpression werden im Folgenden

diskutiert.
4.11 Die SIN-Konfiguration mindert den Virustiter

Die Virustiter, die mit den SIN-Vektoren erreicht wurden, lagen weit unterhalb der Titer
korrespondierender LTR-Vektoren. Die Aspekte, die hier diskutiert werden sollen,
behandeln den Einfluss der Positionen der Promotoren und des PRE auf den Virustiter.
Die Auswirkungen, die das untranslatierte erste Exon bzw. seine Sekundirstruktur auf die
Expression genomischer RNA und damit auf den Virustiter haben, werden in einem
spateren Kapitel angesprochen (Kap. 4.3).

Die Versetzung des internen Promotors von seiner konventionellen Position direkt vor
dem Transgen vor das Verpackungssignal stromabwirts der PBS fiithrte zu einem starken
Partikelkonzentrationsverlust von Gber einer logarithmischen Einheit. Die Integration eines
das Verpackungssignal einschlieBenden Introns kann die Partikelproduktion wieder leicht
ethohen. Dies ist vermutlich damit zu etkliren, dass alleine die Anwesenheit von
SpleiBstellen auf der RNA zur Beladung mit regulatorischen Proteinen und damit zur
Stabilisierung der RNA fithrt. Unabhingig von dem eintretenden Spleiflereignis konnte die
RNA besser an den Exportmechanismus gekoppelt (Reed und Hurt, 2002) oder die
Faltung des Verpackungssignals verbessert sein. Dies wiirde den Titeranstieg in Vektoren
mit SpleiBstellen erklaren, der nur mit der Menge an ungespleiliter RNA korrelieren kann.
Dieser Effekt wurde auch in LTR-Vektoren beobachtet (Hildinger et al., 1999). Alternativ
konnten gebundene SpleiBfaktoren die Interaktion mit dem Nukleokapsid von Gag
férdern. In jedem Fall ist eine Vollendung des SpleiBprozesses mit der Verpackung der

RNA nicht vereinbar, da das Verpackungssignal im Intron liegt.
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Dass die Virusproduktion durch den Transfer des internen Promotors zwischen die PBS
und den SD stark abnimmt, kann auf verschiedene Intetrferenzen zurlickzufithren sein. Es
besteht eine Konkurrenz zwischen den Promotoren im 5 1.TR und in interner Position, die
sich gegenseitig supprimieren koénnen (Emerman und Temin, 1984). Beide
Sequenzbereiche binden die gleichen Regulatormolekiile und koénnen die Transkription
initiieren. Zudem koénnen beide Transkripte aufgrund der Gegenwart des
Verpackungssignals verpackt werden. Allerdings fihrt nur die Initiation vom 5'LTR zu
genomischer RNA, die eine produktive Infektion von Zielzellen leisten kann. Da die
Titerbestimmung in den durchgefiihrten Experimenten allein aufgrund der eGFP-positiven
Zellen  vorgenommen  wurde, kann  zwischen  Partikelformation, Infektion,
Provirusintegration und Transgenexpression nicht differenziert werden.

Als weitere Interferenz des internen U3-Bereichs koénnte dieser die Funktionen der
benachbarten Bereiche, des Verpackungssignals und der PBS, beeintrichtigen. Die
Funktionen dieser Regionen sind sehr abhingig von der richtigen Sekundirstruktur, die
durch die Integration von Sequenzelementen zerstort werden kann. Der interne
Promotor/Enhancerbereich kann auch die Prozessierung nach vollzogener reverser
Transkription beeinflussen. Fir retrovirale Vektoren ist auBerdem beschrieben worden,
dass Deletionen im U3-Bereich, wie sie zur Konstruktion von SIN-Vektoren im LTR
vorgenommen wurden, einen negativen Effekt auf die Titerproduktion haben (Yu et al.,
1980).

Bei den SIN-Vektoren, die das Verpackungssignal stromabwirts des internen Promotors
tragen (SinSF110 und SinSF91), ist theoretisch auch eine heterodimere RNA-Verpackung
einer genomischen mit einer subgenomischen vom internen Promotor initiierten RNA
denkbar, die die Chance auf eine produktive Transduktion von Zielzellen herabsetzt. In vivo
konnten Heterodimere bei der Verpackung viraler RNA bislang nicht nachgewiesen
werden (Dube et al., 1976; Rasmussen et al., 2002).

Durch die Integration des PRE des Woodchuck Hepatitisvirus konnte die
Partikelproduktion um einen Faktor von zwei bei den LTR-Vektoren und um einen Faktor
von bis zu 20 bei den SIN-Vektoren gesteigert werden. Dies konnte an dem bereits
erwihnten Einfluss des PRE auf die Polyadenylierung, die Stabilitit und den Export der
RNA liegen (Donello et al, 1998; Huang et al, 1999; Loeb et al, 1999). Dem
posttranskriptionellen regulatorischen Element von HBV wird au3erdem eine Rolle bei der
SpleiBinhibition und der Foérderung des Transports ungespleifiter RNA aus dem Kern
zugesprochen (Huang et al., 1999). Bei einem Vergleich der Relationen von ungespleil3ter

zu gespleiBBter RNA der LTR-gesteuerten Vektoren SF91 und SF91P in dem Northernblot
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gesamtzellulirer RNA konnte eine Verschiebung zu ungespleiBter RNA bei SF91P
festgestellt werden (Abb. 25). Das legt nahe, dass die spleiBBinhibitorische Wirkung
zumindest in diesem Vektorkontext auch fir das PRE des Woodchuck Hepatitisvirus
gelten koénnte. Diese Funktion des PRE wiirde den auffallenden Titeranstieg durch
Integration des Elements in die SIN-Vektoren erkliren. Aufgrund der hohen
SpleiBkompetenz dieser konnte ein spleiBinhibierendes Element eine grolere Auswirkung
auf die SIN-Vektoren haben. Das PRE wirkte bei LTR-Vektoren vermutlich weniger
deutlich titersteigernd, da diese bereits ohne PRE ausreichende Mengen ungespleil3ter RNA
exprimierten.

Durch die Integration des PRE in die SIN-Vektoren war es erstmals moglich, einen
Virustiter des Vektors SinSF91P1 herzustellen, der mit bis zu 3 x 10° Partikeln/ml fiir die
Infektion von primiéren Zellen geeignet war.

Einen wesentlichen Einfluss auf den Virustiter kénnte auch die Sekundirstruktur des

untranslatierten ersten Exons ausiiben (Kap. 4.3).
4.1.2 Das Verpackungssignal hemmt die Translation

Retrovirale Verpackungssignale auf der zu translatierenden RNA scheinen die
Genexpression stark herabzusetzen. Das Verpackungssignal bildet eine etwa 350 Basen
grof3e, hoch konservierte und stark gefaltete Sekundarstruktur in der 5’UTR aus, die auch
heterologe RNA in retrovirale Partikel zu inkorporieren vermag (Adam und Miller, 1988;
Bender et al., 1987; De Tapia et al., 1998; Mougel und Barklis, 1997; Mougel et al., 1996).
Die korrekte Faltung ist unabhingig von flankierenden Sequenzen. Es wurde gezeigt, dass
die Integration des Verpackungssignals stromabwirts von env ebenfalls in der Lage ist, diese
subgenomische RNA zu verpacken (Mann und Baltimore, 1985). Allerdings hat sich fir die
Vektorkonstruktion wegen der wesentlich besseren Effizienz die Cap-proximale Position
durchgesetzt, welche der Wildtypsituation entspricht.

Die Ribosomen miissen von Cap aus beginnend das Verpackungssignal iiberwinden.
Ausschalten ldsst sich diese Hiirde, indem eine interne ribosomale Eintrittsstelle (internal
ribosomal entry site, IRES) oder ein interner Promotor stromabwirts des
Verpackungssignals direkt 5 des Transgens eingefihrt wird. Alternativ kann das
Verpackungssignal entsprechend der Konfiguration des retroviralen Env-Transkripts von
Splei3stellen eingefasst werden. Diese Strategie wurde hier erstmals fiir die Konstruktion
retroviraler SIN-Vektoren eingehend evaluiert. Im SIN-Vektor SinSF91 garantierte die
Position des Verpackungssignals innerhalb des Introns den Transfer des Introns in die

Zielzelle. Der umfassende Vektorvergleich der vorliegenden Arbeit zeigte sowohl in der

105



Diskussion

LTR-Konfiguration als auch in SIN-Vektoren eine verbesserte Transgenexpression
derjenigen Konstrukte, die das Verpackungssignal durch Spleilen entfernen konnten
(SF91, SinSF91) bzw. kein Verpackungssignal in der 5’UTR aufwiesen (SinSF).

Diese hier erstmals fiir MLV erhobenen Daten sind mit der Literatur gut vereinbar. Sowohl
von viralen als auch von zelluliren mRNAs ist bekannt, dass hochstrukturierte 5"UTRs die
Translationseffizienz herabsetzen (Geballe und Gray, 1992; Guan und Weiner, 1989;
Hentze et al., 1987, Kozak, 1986; Miele et al., 1996; Niepel et al., 1999; Pelletier und
Sonenberg, 1985). Vermutlich geschieht dies durch eine Behinderung des Lesens der
mRNA durch die Ribosomen ausgehend von Cap. Fur den RU5-Bereich des Spleen
Necrosis Virus (SNV) wird postuliert, dass Interaktionen dieses Bereichs mit zelluliren
Translationsfaktoren die hochstrukturierte 5"'UTR auflésen und eine bessere Translation
moglich machen kénnten (Roberts und Boris-Lawrie, 2000).

Auch die Uberexpression einer Komponente des Translationsinitiationskomplexes elF4E
soll helfen, eine inhibierende 5'RNA-Struktur aufzulésen (Koromilas et al., 1992). Daher
konnte die expressionssenkende Wirkung des Verpackungssignals differenzierungsabhingig

sein.
4.1.3 Ein Intron férdert die Genexpression

Die Anwesenheit eines Introns erhéht die Transgenexpression bzw. die Stabilitit der RNA
und die Effizienz der Translation. Spleilen, RNA-Export aus dem Kern und Translation
sind eng gekoppelte Prozesse, die sich gegenseitig beeinflussen und verstirken kénnen
(Fong und Zhou, 2001; Maniatis und Reed, 2002; Nott et al., 2004; Reed und Hurt, 2002).
Im Gegensatz zu einigen zelluliren mRNAs, wie z.B. der beta-Globin mRNA, kann die
mRNA von eGFP auch ungesplei3t in das Zytoplasma exportiert werden (Li und Garoff,
1998; Schambach et al., 2000). Komplexere Retroviren exprimieren akzessorische Proteine,
um nicht vollstindig gespleiite RNAs aus dem Kern auszuschleusen. So wird
beispielsweise die genomische RNA von HIV iiber die RRE/Rev-Wechselwirkung aus dem
Kern transportiert (Pollard und Malim, 1998). Einfache Retroviren wie MLV verfigen tiber
keine akzessorischen Proteine. Daher muss hier die Spleiiregulation ausschlieBlich tber die
Sequenz bzw. die Sekundarstruktur des Transkripts und iiber die Interaktion mit zelluliren
Faktoren gesteuert werden.

In der hier vorgestellten Fibroblastenzelllinie SC1 zeigte der spleilkompetente Vektor mit
SIN-Konfiguration eine um den Faktor drei erhchte Transgenexpression gegeniiber dem
Vektor ohne Intron (SinSF91/SinSF110). Im Vergleich zu einem Konstrukt ohne

Verpackungssignal in der 5’UTR betrug die Expressionssteigerung spleiBkompetenter
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Vektoren ca. 50 % (SinSF91/SinSF). Diese Ergebnisse wurden mit der eGFP-cDNA
erzielt. Es ist gut moglich, dass andere Sequenzen, wie z.B. die beta-Globin-cDNA, in noch
viel stirkerem Ausmal} von einem Intron in der 5’UTR profitieren (Schambach et al,
2000). Zudem liegen auch priliminire Daten vor, nach denen ein Intron in der 5’UTR den
Enhancer besser auf den zugehorigen Promotor |, fixiert, moglicherweise infolge der
bekannten positiven Riickkoppelung zwischen Spleilen und Transkriptionsinitiation
(Anderson et al., 2003).

Die verbesserte Transgenexpression durch Splei3stellen eroffnet daher die Moglichkeit,
Vektoren mit schwicheren Enhancern zu konstruieren. Dies ist ein wichtiger Faktor im
Hinblick auf die Biosicherheit, da schwache Enhancer das Problem der Hochregulierung
benachbarter zelluldrer Gene reduzieren sollten (Baum et al., 2003; Ramezani et al., 2003).
Vor diesem Hintergrund ist der hier erstmals erbrachte Beweis der korrekten Funktion
eines Introns in einem SIN-MLV-Vektor ein wichtiger Fortschritt in der

Vektorentwicklung,.
4.1.4 Das PRE wirkt auf RNA-Prozessierung und Translation

In verschiedenen retro- und lentiviralen Vektorsystemen ist gezeigt worden, dass die
Integration des posttranskriptionellen regulatorischen Elements des Woodchuck
Hepatitisvirus (PRE) die Genexpression steigert (Schambach et al., 2000; Zufferey et al.,
1999). Dies konnte ebenfalls bei der Integration des PRE in die untersuchten SIN-
Vektoren bestitigt werden. Die Genexpression wurde um das drei- bis vierfache im
Vergleich zu korrespondierenden Vektoren ohne PRE gesteigert. Dies galt fur LTR- und
SIN-Vektoren.

Das PRE beeinflusst die RNA-Prozessierung (Donello et al.,, 1998; Huang et al., 1999;
Loeb et al, 1999). Dies fithrt zu einer erthohten RNA-Konzentration und wohl auch
indirekt zu einer besseren Translationseffizienz im Zytoplasma. Die Northernblot-Daten
zeigten, dass der RNA-Gehalt durch Integration des PRE bei LTR-Vektoren um fast 50 %
stieg, bei SIN-Vektoren dagegen sogar um einen Faktor von 2,5. Der Zugewinn an eGFP-
Expression ubertraf leicht die RNA-Expressionssteigerung sowohl in LTR- als auch in
SIN- Vektoren.

Die SIN-Vektoren wurden entwickelt, um sie fir eine moglichst sichere Gentherapie bei
der Knochenmarktransplantation einsetzen zu koénnen. Der optimierte SIN-Vektor
SinSF91P1 war erstmals fiir die Transduktion primarer Knochenmarkzellen geeignet. Mit
Ausnahme der frithen Sca-1-positiven Zellpopulation zeigte sich auch in diesen primiren

Zellen eine vergleichbar hohe Transgenexpression korrespondierender L'TR- und SIN-
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Vektoren, die ein Intron und ein PRE trugen. Wichtig ist zu uberprifen, wie sich die
konstruierten retroviralen Vektoren z vivo nach Gentransfer in Knochenmarkstammzellen
verhalten.  Entscheidende  Parameter sind dabei die Kinetik und  die

Differenzierungsabhingigkeit der Transgenexpression.
4.1.5 Verbesserte RNA-Prozessierung in der SIN-Konstruktion

Bei der Analyse der Gesamt-RNA vektortransduzierter Fibroblasten konnte fiir die LTR-
Vektoren neben gespleiliter RNA ein grof3er Teil ungespleil3ter RNA nachgewiesen werden
(balanciertes Spleiflen). Letztere, die genomische RNA, ist physiologisch fiir den
Lebenszyklus von Retroviren notwendig, um neue Partikel verpacken zu kénnen und das
Gag/Pol-Polyprotein zu exprimieren. Im Vektorkontext konnte auch die ungespleilite
RNA in Protein translatiert werden. Allerdings war die Translation weniger effizient als bei
gespleiiter RNA. Dies reflektiert die enge Verbindung zwischen Transkription, Splei3en,
Export und Translation, was sowohl dem Energichaushalt wie auch der Qualititskontrolle
des Zellstoffwechsels zugute kommt (Maniatis und Reed, 2002).

SIN-Vektoren besitzen im Gegensatz zu den LTR-Vektoren nur eine einfache Version von
Enhancersequenzen, die die Genexpression stimulieren kénnen. Die vergleichbar hohe
Transgenexpression korrespondierender LTR- und SIN-Vektoren, die ein Intron besitzen
(SF91 und SinSF91), konnte auf eine verbesserte RNA-Prozessierung in den
selbstinaktivierenden Vektoren zuriickgefihrt werden. Das Gesamtzelllysat SIN-
vektortransduzierter Zellen zeigte fast ausschlieflich gespleiBte RNA, die effektiv in
Protein translatiert werden konnte. Die nachfolgenden Untersuchungen lieferten Hinweise
fir einen bislang unbekannten Mechanismus der Spleiiregulation iiber eine inhibitorische

Funktion des untranslatierten ersten Exons (siche Kap. 4.2.3).
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4.2 Die hochkonservierte 5° untranslatierte Region beeinflusst den

Lebenszyklus der Mausleukdmieviren

In dieser Arbeit konnte ein gegensitzliches Spleiverhalten von LTR- und SIN-Vektoren
festgestellt werden. Da beide Vektorkonfigurationen tiber identische Spleildonor- und
-akzeptorstellen verfiigen und diese retroviralen Vektoren wie auch das Wildtypvirus keine
akzessorischen Proteine fiir die Spleiiregulation exprimieren, missen andere regulatorische
Elemente auf der viralen RNA fiir die Regulation verantwortlich sein. In der 5’UTR der
SIN-Vektoren befindet sich eine Deletion der Basen +33 - +182 bezogen auf Cap. Diese
umfasst die PBS und flankierende Regionen.

Bei der 5'UTR von MLV handelt es sich um eine Sequenz, die starke Sekundirstrukturen
ausbildet. Sie ist in murinen Retroviren hochgradig konserviert (Mougel et al., 1993). Die
tur die 5’UTR von MoMLV beschriebenen Konformationen fiir den monomeren und den
dimeren Zustand beruhen auf experimentellen Daten (Mougel et al.,, 1993) (Kap. 1.2.5,
Abb. 5). Die ersten 28 Basen der R-Region bilden eine Stammschleife aus. Dieser RSL ist
bereits von Trubetskoy et al. (1999) beschrieben und charakterisiert worden. Die U5-
Region zusammen mit der PBS und der Region stromabwirts der PBS bilden eine
verzweigte Stammschleifenstruktur. Dabei formen 10 von 18 Nukleotiden der PBS die
Schleife, die zur Bindung einer tRNA zur Verfiigung stehen muss (Mougel et al., 1993).
Direkt stromaufwirts der PBS am 3’-Ende der U5-Region befindet sich eine weitere
Stammschleife (Mougel et al., 1993). Die konservierten Haarnadelstrukturen im 3°U5 sind
ebenfalls fiir das Rous Sarkoma Virus (Cobrinik et al.,, 1991) und fir HIV-1 und HIV-2
(Baudin et al., 1993; Berkhout und Schoneveld, 1993) beschrieben worden. In MoMLV wie
auch in RSV liegt die stromabwirts der PBS gelegene Region gepaart mit Nukleotiden der
U5-Region vor (Cobrinik et al., 1991; Mougel et al., 1993). Bestimmte Bereiche der U5-
Region sollen an der Initiation der reversen Transkription und an der Verpackung beteiligt
sein (Lobel und Goff, 1985; Murphy und Goff, 1989). Konformationsinderungen der
5"UTR verindern die Translationseffizienz in RSV und HIV-1 (Baudin et al., 1993; Bieth et
al., 1990; Darlix, 1986). Das konnte auch ein Hinweis darauf sein, dass virale Prozesse
generell von alternativen Sekundirstrukturen durch Konformationswechsel beeinflusst
werden (Mougel et al., 1993).

Der SD befindet sich am Ende des Stamms, der durch Sequenzabschnitte 3° der PBS
zusammen mit der U5-Region ausgebildet wird. Die Integration des internen Promotors

inklusive der ersten 32 Basen der R-Region erfolgte zwischen der PBS und dem SD. Damit
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sind nicht nur Sequenzabschnitte 5” des SD entfernt worden; es wurde wahrscheinlich auch
ein Teil der Sekundirstruktur des untranslatierten ersten Exons durch die
Promotorintegration zerstort. Vermutlich haben Veridnderungen der Sekundirstruktur zu
der unterschiedlichen RNA-Prozessierung in LTR- und SIN-Vektoren gefiihrt.

Um die RNA-Prozessierung und Expressionsregulation in MLV genauer zu analysieren
und zugleich Rickschlisse auf die verinderte RNA-Prozessierung und Transgenexpression
in den SIN-Vektoren zu ziehen, wurden in der vorliegenden Arbeit, ausgehend von dem
LTR-gesteuerten Vektor SF91, verschiedene Regionen der 5’'UTR in Anlehnung an die
deletierten Sequenzen der SIN-Konfiguration deletiert bzw. mutiert. Es wurden die
Auswirkungen dieser Verianderungen auf die RNA-Produktion, die Transgenexpression
sowie die Fihigkeit zur Herstellung infektioser Viruspartikel studiert. Die Ergebnisse
werden im Folgenden diskutiert, wobei die potentiellen Auswirkungen auf die

Sekundirstruktur besonders beachtet werden.
4.2.1 Translationsregulation durch Sequenzen des untranslatierten ersten Exons

Zunachst soll hier auf die Auswirkungen der Verinderungen der 5'UTR auf die

Transgenexpression eingegangen werden (Tab. 5).

Vektor RNA im Protein
Zytoplasma
(Anteil gespleil3ter RNA)
SF91 Wildtyp 100 (65) 100
Deletion U5 90 (95) 20
Deletion PBS 80 (40) 65
Deletion PBS-182 75 (95) 95
Deletion 164-182 120 (95) 20
Antisense 164-182 90 (95) 95

Tab. 5: Abgleich der RNA- und Proteinexpression

Die zytoplasmatische RNA-Menge und die transient exprimierte Proteinmenge von
transduzierten Zellen sind im Vergleich dargestellt. Die Auflistung umfasst nur ausgewahlte
retrovirale Vektoren. Die Angaben sind in %, wobei Werte fiir SF91 gleich 100 % gesetzt
wurden. Man beachte den Anteil gespleiiter RNA von nur 40 % im Zytoplasma fiir die
Mutante mit deletierter PBS. Alle anderen Mutanten zeigten nahezu ausschlieSlich gespleif3t
RNA in der zytoplasmatischen Fraktion.

Die Deletion der U5-Region und die Deletion der stromabwirts der PBS liegenden 19
Nukleotide resultierten in einem Riuckgang der Transgenexpression auf ca. 20 %. Von
beiden Regionen wurde gezeigt, dass sie wichtig fiir die Spleilinhibition sind (Kap. 3.7.4,
Kap. 4.2.3). Diese beiden Deletionsmutanten zeigten daher hohe Mengen an gespleilitem

Transkript im Zytoplasma (Tab. 5). Dass trotz effizienter RNA-Prozessierung eine nur

geringe eGFP-Expression detektiert werden konnte, lisst auf eine von der RNA-
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Verarbeitung unabhingige Rolle dieser Elemente in der Regulation der Transgenexpression
schlieBen. Dabei scheinen die U5-Region und die 3° der PBS befindliche Region
expressionsstimulierend zu wirken. Eine mégliche Erklirung wire die direkte Bindung von
Faktoren, die an der Translationsregulation beteiligt sind. Andererseits bilden die
Sequenzen der U5-Region zusammen mit den Basen der Region stromabwirts der PBS den
Stamm der konservierten Stammschleifenstruktur der 5'UTR. So ist es ebenso vorstellbar,
dass die korrekte Sekundirstruktur die Vorraussetzung fiir eine effiziente Translation ist.
Die Deletion der PBS fihrte zu einer auf ca. 65 % moderat erniedrigten
Transgenexpression im Vergleich zum Kontrollvektor SF91. Dieser Wert ist hoher als
erwartet, da ohne die PBS das Spleilen nahezu blockiert war. Im Zytoplasma waren
reduzierte Konzentrationen an RNA mit einem groferen Anteil ineffizient zu
translatierender ungespleiiter RNA (60 %) zu finden. Spleiidefekte Vektoren zeigen
normalerweise eine mindestens zwei- bis dreifache Reduktion der Genexpression. Die in
der Stammschleifenstruktur die Schleife ausbildende PBS scheint demzufolge
expressionsmindernd zu wirken.

Der Vergleich der Mutanten SF91delPBS-182 und SF91del164-182 unterstreicht die
expressionsmindernde Wirkung der PBS. Obwohl eine wesentlich héhere Konzentration
an gespleifiter RNA im Zytoplasma vorlag (120 % bei SF91del164-182 gegentiber 75 % bei
SF91delPBS-182), zeigte die Mutante SF91del164-182 wie erwihnt eine auf 20 % des
Vektors SF91 reduzierte Genexpression. Wurde aber zusitzlich die PBS entfernt
(SF91delPBS-182), konnte beziiglich der Genexpression wieder das Wildtypniveau erreicht
werden. Der PBS wurde bisher nur eine inhibitorische Rolle in der
Transkriptionsregulation zugesprochen (Loh et al., 1988; Petersen et al., 1991). Die Daten
dieser Arbeit geben erstmals Hinweise darauf, dass die PBS bzw. die von ihr abhingige
Sekundarstruktur auch die Translation beeinflusst.

Bei dem Vergleich mit der Deletionsmutante SF91del164-182 konnte auch die antisense-
Orientierung  dieser 3" flankierenden Sequenz der PBS (SF91as164-182) die
Transgenexpression des Wildtypvektors wieder herstellen (Tab. 5). Dies ldsst die
Vermutung zu, dass diese Region essentiell als Abstandhalter (Spacer) fiir eine effiziente

Translation ist.

Interessant ist die in der Literatur beschriebene expressionsfordernde Funktion der PBS-
flankierenden Sequenzen im Spleen Necrosis Virus (SNV). Der U5-Region wurde in SNV
eine Rolle in der Forderung der Translation zugesprochen, indem sie die Assoziation von

ribosomalen Proteinen stimuliert (Roberts und Boris-Lawrie, 2000). Es ist denkbar, dass
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Sequenzelemente der U5-Region tiber ihre Funktionen in der Sekundirstruktur der 5"UTR

eine wichtige Rolle bei der Translation spielen.
4.2.2 Rolle der 5"'UTR im Infektionszyklus

Trotz der Deletion verschiedener Bereiche im 5"UTR kénnen einige der Wildtypmutanten
infektiose Partikel produzieren. Die Titer wurden anhand des Anteils eGFP-positiver
Zellen ermittelt. Vorraussetzung fir die Transgenexpression ist ein vollstindig
durchlaufener Infektionszyklus. Eine Partikelproduktion von Mutanten, die nur einen Teil
des Lebenszyklus durchlaufen kénnen, wie bei der Deletion der PBS oder der U5-Region,
konnte mit den Methoden dieser Arbeit nicht bestimmt werden. Wihrend die PBS und die
U5-Region essentiell fiir eine produktive Virustransduktion sind, konnten nach Deletionen
in der R-Region (5” oder 3’ Hilfte) und der Deletion der zwischen der PBS und dem SD
gelegenen Regionen noch geringe Virustiter erreicht werden (Abb. 47).

Die PBS selbst wird fiir die Bindung des tRNA-Primers als Start der reversen Transkription
benétigt. Ohne die PBS kann zwar die virale RNA transient in die Zielzelle gebracht, dort
aber nicht in DNA umgeschrieben werden. Gleiches gilt fiir die antisense-Variante der PBS
und fir die artifizielle PBS ohne Kotransfektion einer artifiziellen tRNA. Die U5-Region
hingegen wird zur Integration des Provirus in die Wirts-DNA mit Hilfe der invertierten
Wiederholungssequenzen (inverted repeats, IR) benotigt. Aullerdem scheinen Sequenzen
der U5-Region von MLV auch an der Verpackung und reversen Transkription beteiligt zu
sein (Murphy und Gofft, 1989).

Alle anderen Mutanten vermittelten eine sehr geringe Transduktionseffizienz. Die Titer
lagen alle weit unterhalb des Bereichs, der mit der Wildtypkonfiguration in SF91 erreicht
wurde, und zeigten an, dass die Regionen zwar nicht essentiell sind, aber stimulierend in
den Infektionszyklus von Retroviren eingreifen. Fiir die Deletion der zweiten Hilfte der R-
Region, die das Terminationssignal trigt, gilt dabei, dass nach Ubertragung der verinderten
R-Region von der 5’'L'TR an die 3’'LTR bei der reversen Transkription ein stromabwarts
gelegenes Terminationssignal im Provirus oder in der zelluliren DNA gelesen werden
muss. Bei der Analyse der Deletionen im R-Bereich konnte festgestellt werden, dass nur ein
Teilbereich der R-Region, wie die ersten 32 Basen bzw. die letzen 37 Basen, ausreicht, um
einen Strangwechsel bei der reversen Transkription bei MLV zu ermdglichen. Bei der
Deletion des gesamten R-Bereichs sollte keine produktive Transduktion von Zielzellen
stattfinden kénnen, da der Strangwechsel nicht mehr vollzogen werden kann.

Der RSL sorgt fiir die Akkumulation genomischer RNA im Zytoplasma (Trubetskoy et al.,

1999). Mit den gewonnenen Daten kann diese Aussage bestitigt werden. Trotzdem
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konnten aber infektidse Virustiberstinde bei Deletion dieser Region generiert werden. Der

RSL ist insofern nicht der einzige Faktor fiir den Export genomischer RNA.

Interessant war die durchflusszytometrisch beobachtete Rechtsverschiebung der ,,negativen
Population® nach ,Infektion® mit unverdinnten Uberstinden der Produzentenzellen.
Besonders auffillig war dies fir die Deletionsmutante der U5-Region (SF91delU5) und der
PBS (SF91delPBS) sowie fiir die antisense-Variante der PBS (SF91asPBS) und die Variante
mit der kiinstlichen PBS (SF91artPBS), wenn nicht mit kinstlicher tRNA komplementiert
wurde. Wie bereits erwihnt kann die Mutante der U5-Region die revers transkribierte RNA
nicht integrieren; Mutanten der PBS kénnen die virale RNA nicht revers transkribieren.

Bei dem beobachteten Phinomen handelt es sich wahrscheinlich um die Ubertragung von
viraler RNA und/oder von Proteinen in Viruspartikeln (Pseudotransduktion). Dies ist
lediglich ein transienter Prozess im Gegensatz zur klassischen retroviralen Transduktion,
die obligatorisch zur stabilen Transgeninsertion fithrt. Dabei wird RNA bzw. Protein in
Viruspartikel verpackt und nach Aufnahme der Partikel in das Zytoplasma der Zielzelle
eingeschleust. Die retrovirale RNA kann aber aufgrund fehlender Sequenzen nicht revers
transkribiert oder stabil integriert werden (Haas et al., 2000). Fur die Pseudotransduktion
von RNA ist demnach ein Verpackungssignal erforderlich, um diese in Viruspartikel zu
verpacken. Signale fiir die reverse Transkription oder Integration sind allerdings nicht
erforderlich. Die in die Zelle geschleuste RNA kann mdglicherweise direkt translatiert
werden. Die Deletionsmutanten dieser Arbeit tragen alle das Verpackungssignal und wiren
damit zu einer Pseudotransduktion fihig.

In weiteren Studien wird nun untersucht, ob sich diese Deletionsmutanten fur die
transiente Verinderung von Zellen nutzen lassen. In der Gentherapie ist diese Anwendung

besonders interessant fur Transgene, die bei langfristiger Expression toxisch sein kénnten.

4.2.3 Ein neuartiger Spleilmechanismus bei MLV: Sequenzen des

untranslatierten ersten Exons wirken spleilregulierend

Anhand von Deletionen und weiteren Mutationen in der konservierten Sequenz des
untranslatierten ersten Exons der untersuchten retroviralen Vektoren wurde der mogliche
SpleiBmechanismus analysiert, iber den Retroviren ein balanciertes Spleilen ihrer RNA
verwirklichen kénnten.

Retroviren sind in ithrem Lebenszyklus abhingig von der Expression genomischer RNA
und der zeitgleichen Produktion von Kapsid- und Hillproteinen zur Verpackung

infektioser viraler Partikel. Da einige Proteine wie das Hillprotein nur von gespleil3ter

113



Diskussion

mRNA translatiert werden konnen, bedeutet dies, dass gleichzeitig gespleifite und
ungespleillite RNA entstehen und diese in das Zytoplasma transferiert werden missen.
Komplexere Retroviren kodieren akzessorische Proteine, die auf cis-aktive Regionen wirken
und Spleilen und Export der RNA steuern kénnen (Pollard und Malim, 1998). Einfache
Retroviren exprimieren keine akzessorischen Proteine, die #rams-aktiv den Spleillprozess
oder den Export von ungespleiiter RNA aus dem Kern regulieren kénnen, und mussen
neben ihren eigenen cs-Elementen auf Faktoren der Wirtszelle zuriickgreifen. Haufig wird
balanciertes Spleillen ineffizienten Splei3signalen zugeschrieben (Katz und Skalka, 1990;
Pollard und Malim, 1998). Die cs-aktiven Elemente, die bisher in einfachen Retroviren
entdeckt wurden und fiir balanciertes Spleilen und Transport ungespleiiter RNA aus dem
Kern zustindig sein sollen, befinden sich alle stromabwirts des SD, teilweise im Intron
oder in der Pol-Region, zumeist aber in der 3'UTR (Amendt et al., 1995; Hoshi et al., 2002;
Ogert et al., 1996; Zhang et al., 1997).

Wie das balancierte Spleien und der Export ungespleiiter RNA aus dem Kern bei MLV
gesteuert werden, ist unbekannt. Ein Exportsignal wurde entdeckt, das fir die
Akkumulation ungespleiiter RNA im Zytoplasma notwenig ist (Trubetskoy et al., 1999).
Es handelt sich um die ersten 28 Basen des retroviralen Transkripts und damit der R-
Region, die eine Stammschleifenstruktur bilden (RSL, R-region stem loop). Ob der RSL die
SpleiBreaktion blockiert und deshalb insgesamt mehr genomische RNA im Kern
vorhanden ist oder die RSL gezielt den Transport ungespleiiter RNA in das Zytoplasma
fordert, war nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der RSL keine
Auswirkungen auf die Spleiiregulation hat, sondern vielmehr allein den Export
genomischer RNA zu beeinflussen scheint. Auch hier spielt die Sekundirstruktur
moglicherweise eine zentrale Rolle. Mutationen in der Stammschleifenstruktur, die die
Sekundirstruktur erhalten, koénnen den Phinotyp des Wildtyps wieder herstellen
(Trubetskoy et al., 1999).

Die Regulation des balancierten Spleilens bei einfachen Retroviren wie MLV wird
gewoOhnlich auf einen mangelnden Konsensus der SpleiB3stellen zuriickgefuhrt. Dies gilt
besonders fir die Spleilakzeptorstelle, von der man dachte, dass sie aufgrund der
suboptimalen 3’-Konsensussequenz zum Teil iberlesen wird. In MLV entspricht der
Spleildonor jedoch exakt der Konsensussequenz, der Spleiakzeptor hat einen guten
Polypurintrakt. Von den Basen direkt an der Spleif3stelle stimmen jedoch nur das Adenin
und Guanin mit der Konsensussequenz iiberein. Auf der Basis der SIN-Vektoren konnte

allerdings mit RNA-Analysen von Gesamtzellextrakt gezeigt werden, dass die
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SpleiBBsequenzen vollkommen ausreichend sind, um einen effektiven Spleilprozess zu
leisten.

Detaillierter wurde die 5'UTR stromaufwirts des SD auf ihren Einfluss auf die
SpleiBregulation untersucht (Abb. 48). Die isolierte Deletion der Region +33 bis +182 des
untranslatierten ersten Exons, die bei den spleiBkompetenten SIN-Vektoren entfernt
worden war, zeigte auch im LTR-Kontext, dass fast ausschlieBlich gespleiite RNA
produziert wurde. Da auch diese Deletion weder den Spleildonor noch den Splei3akzeptor
noch intronische Sequenzen beriihrte, wurde bestitigt, dass die Splei3regulation offenbar
nicht ausschlieBlich tiber letztere Sequenzen gesteuert wird. Sowohl bei MLV wie bei den
hier verwendeten Vektoren kann ein spleiiregulierender Einfluss akzessorischer

retroviraler Proteine ausgeschlossen werden.

Cap |<_=3p
SFo1 TLTR ]res So v s TLTR
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Abb. 48: Sequenzen 5 des SD beeinflussen die Spleifiregulation

Wihrend PBS-flankierende Sequenzen (U5, +164 - +182) in der Wildtypsituation das Spleilen
zu behindern scheinen (rot), férdert die PBS das Spleilen (griin). Die Untersuchungen wurden
mit Deletions- und antisense-Mutanten dieser Region durchgefiihrt.

Die folgenden Aussagen beruhen auf einer getrennten Analyse nukledrer und
zytoplasmatischer RNA. Daher kann ein tberlagernder Effekt eines verinderten RNA-
Exports ausgeschlossen werden.

Die Deletionen der zweiten Hilfte der R-Region, der U5-Region und der Regionen 3” der
PBS zeigten alle eine splei3fordernde Wirkung. Diese Elemente miissen daher den
SpleiBBprozess im Virus inhibieren (Abb. 48). Es liel3 sich aulerdem feststellen, dass die
Rolle der 19 Basen stromabwirts der PBS an ihre Sequenz gebunden ist. Eine Kontrolle in
Form der antisense-Variante der 3” der PBS gelegenen Sequenz bewirkte, dass in diesem
Fall wie bei der Deletion dieser Sequenz fast ausschlieflich gespleiite RNA vorlag.
Umgeben von spleiBinhibierenden Elementen bildete die PBS eine Ausnahme. Die
Deletion der PBS blockierte den Spleiprozess. Damit scheint die PBS splei3f6rdernd im
Virus zu wirken (Abb. 48). Eine genauere Untersuchung der Region der PBS ergab in
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cinem kunstlichen System, in dem keine tRNA-Primerbindung moéglich war, dass die
Funktion der PBS bei der Spleiiregulation nicht abhingig von der Anlagerung einer tRNA
ist. Dartiber hinaus ist die Rolle der PBS bei der RNA-Prozessierung auch nicht an ihre
Sequenz gebunden. Die Integration der PBS-Sequenz in antisense-Orientierung kann den
,, Wildtypphanotyp* mit balanciertem Spleilen wieder herstellen. Das gleiche gilt fiir die
Integration der Wildtyp-PBS fiir tRNA"™.
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Abb. 49: Auswirkungen der Sekundirstruktur auf die Splei3regulation

Die rot markierten Bereiche beschreiben PBS-flankierende Bereiche, deren Deletionen das
SpleiBen férdern. In der Wildtypsituation haben diese Sequenzen, die die Struktur stabilisieren,
demnach spleiBBinhibitorische Funktionen. Griin markiert ist die PBS, deren Deletion den
SpleiBprozess blockiert. Im Virus hat diese die Stammschleifenstruktur destabilisierende
Region vermutlich eine spleiBférdernde Funktion. Ausgeiibt werden die gegensitzlichen
Aufgaben eventuell iiber die Zuginglichkeit des SD am Ful3 des Stamms. Der RSL ist in seiner
Struktur von den markierten Deletionen nicht betroffen.

Diese Beobachtungen sind vereinbar mit dem bereits vorgestellten Modell von Mougel et
al. (1993), das auf die Sekundirstruktur in der 5’UTR von MoMLV Bezug nimmt (Abb.
49). Wie oben beschrieben liegt die RU5-Region basengepaart mit der stromabwarts
liegenden Sequenz der PBS vor. Die PBS bildet eine Schleife und einen Ubergang zu einem
verzweigten Stamm. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit postulieren, dass die

Sekundirstruktur der 5'UTR wichtig fiir die Regulation des Spleilens ist. Eine

ausschlaggebende Rolle kénnte dabei die Stabilitit der Struktur spielen.
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Verinderungen der Region 5" des SD beeinflussen die Stammschleifenstruktur der Region.
Dabei wiirden Verinderungen, wie z.B. Deletionen im Stamm, diese Struktur
destabilisieren. Deletionen PBS-flankierender Stammbereiche (SF91delU5, SF91dell64-
182) zeigten ein nahezu vollstindiges Spleilen genomischer RNA im Kern. Deletionen in
der Schleife wiirden die Sekundirstruktur stabilisieren. Bei der Deletion der PBS, die die
Schleife bildet, war das Spleilen nahezu blockiert. In der Wildtypsituation scheinen
Sekundirstruktur-stabilisierende Sequenzen das Spleilen also zu verhindern, wihrend
destabilisierende Sequenzen das Spleiflen férdern.

Die PBS konnte durch Schleifenbildung die Sekundirstruktur in einer Balance halten, die
auch den SpleiBprozess in einem Gleichgewicht von Uberlesen und Erkennen der
SpleiB3signale halt, wie es fir den Lebenszyklus von Retroviren essentiell ist. Der SD
befindet sich am Fuf3 des Stamms. Das initiale Ereignis bei der Spleifireaktion ist die
Bindung des SD durch den UlsnRNP. Man kénnte sich vorstellen, dass der SD bei einer
stabilen fixierten Form der 5'UTR sterisch von dem Zugriff von Spleil3faktoren wie der

U1snRNP abgeschirmt wird.

Die Splei3reaktion einfacher Retroviren am Beispiel von MLV wird durch die
Sekundirstruktur des untranslatierten ersten Exons und deren Stabilitit reguliert. Dieses
Modell ist vereinbar mit der Beobachtung, dass die Spleiisequenzen selbst ausreichend der
Konsensussequenz entsprechen, um einen effizienten Spleillprozess zu ermdglichen. Dies
konnte sowohl im SIN-Vektorkontext als auch bei der Analyse der Deletionsmutanten des
LTR-Vektors  nachgewiesen werden. Inzwischen wurden die Auswirkungen
unterschiedlicher Deletionen der 5'UTR auch im Kontext eines infektiosen MLV bestitigt
(personliche Mitteilung Jens Bohne). An der Regulation des balancierten SpleiBlens sind
Regionen des untranslatierten ersten Exons beteiligt, die splei3férdernd (PBS) und
spleifhemmend (PBS-flankierende Sequenzen) wirken. Ihre Funktionen tben diese
Sequenzen tber ihren Einfluss auf die Stabilitit der Stammschleifenstruktur der Region
aus. Moglicherweise sind auch Wechselwirkungen dieser Region mit stromabwirts

liegenden Sequenzen an der Regulation des Spleilens beteiligt.

Ein derartiger Mechanismus der Splei3regulation wurde bislang weder bei viralen noch bei
zelluliren Genen beschrieben. Die Sequenz der 5'UTR ist in murinen Retroviren
hochgradig konserviert. Die Stammschleifenstruktur der 5’'UTR wird dartiber hinaus auch

in anderen entwicklungsgeschichtlich weiter entfernten Retroviren wie RSV und HIV
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gefunden (Baudin et al., 1993; Berkhout und Schoneveld, 1993; Cobrinik et al., 1991).
Interessant wire zu untersuchen, ob auch in diesen Viren die SpleiBBeffizienz durch einen
Konformationswechsel zu beeinflussen wire.

Retroviren fungieren als ,mobile” zellulire Elemente. Sie bendétigen die zelluldre
Expressionsmaschinerie fur ihren Lebenszyklus. Auch die Regulation der Genexpression
ist abhingig von der Wirtszelle. Aus diesem Grund kimen dhnliche Prozesse wie die hier
beschriebenen auch fiir die Regulation zellulirer RN A-Prozessierung in Frage. Um dieser
Hypothese nachzugehen, koénnte zunichst die Wirkung der viralen 5'UTR auf einen

zelluliren SD getestet werden.

4.3 SIN-Konfiguration — sicher und effizient?

Inwiefern erfillen die Vektoren dieser Arbeit einen erhéhten Sicherheitsanspruch in der
Gentherapie? Durch das Fehlen von Promotorsequenzen im 3'LTR kénnen stromabwirts
gelegene Gene in SIN-Vektoren nicht direkt durch Transkriptionsinitiation exprimiert
werden, wie es in LTR-Vektoren geschehen kann. Die Deletion der Enhancersequenz im
3’LTR des retroviralen Vektors, die durch den Strangwechsel bei der reversen
Transkription auch auf den 5'LTR tbertragen wird, entfernt zwar auch diese Sequenzen
von der direkten Nihe von stromaufwirts bzw. -abwirts gelegenen Genen. Da allerdings
Enhancer tber eine Distanz von wenigstens hundert Kilobasen ihre Funktion erfillen
konnen (Adhya, 1989; Serfling et al., 1985), bleibt offen, ob die SIN-Konfiguration einen
erheblichen Sicherheitsgewinn darstellt. Es ist durchaus denkbar, dass die einfache Version
der Enhancerbereiche im SIN-Vektor im Gegensatz zu den beidseitig terminal
vorhandenen Sequenzen in LTR-Vektoren auch nur das halbe Risiko der
Transkriptionstérderung mit sich bringt.

Ein weiterer Sicherheitsaspekt ist das verminderte Risiko der Rekombination. Dies ist bei
den SIN-Vektoren zwar auch gegeben, allerdings durch die zusitzliche Deletion der U3-
Region  weiter vermindert. FEine  Mobilisierung von  SIN-Vektoren — durch
Komplementierung mit Hull- und Kapsidproteinen ist nicht moglich, da die RNA zwar
verpackbar wire, aber aufgrund der subgenomischen RNA keine 5° R-, U5-Region und
PBS besitzt, die eine reverse Transkription und Provirusintegration moglich machen.
Letztlich fuhrt auch die bessere RNA-Prozessierung, die sich anscheinend negativ auf den
Virustiter der SIN-Vektoren auswirkt, zu einer erh6hten Sicherheit dieser Vektoren. Eine
prizise RNA-Prozessierung vermindert das Risiko aberranter Transkripte, die vielfaltige

biologische Auswirkungen haben kénnten. Ein genaues Spleilen setzt eine effiziente
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Lesbarkeit der SpleiB3signale voraus. Bei schwachen Splei3signalen kénnten diese nicht nur
Uberlesen werden und damit nur genomisches Transkript entstehen, es konnten auch
weiter 3° liegende Spleilakzeptoren benutzt werden, die zu ,,nonsense“- (sinnlosen)
Transkripten fithren. Werden diese nicht im Kern als solche erkannt und degradiert,
besteht die Moglichkeit, dass sie zu Proteinen mit unbekannten, moglicherweise
pathogenen Funktionen fithren. Da die entwickelten SIN-Vektoren ein sehr effizientes
Spleilen in der Wirtszelle zeigten, sollte auch dieses Sicherheitsrisiko weitestgehend unter
Kontrolle sein.

Aber sind diese Vektoren auch effizient genug, um sie in der Gentherapie einsetzen zu
konnen? Vor dem Hintergrund der Analyse der 5'UTR und ihrer Auswirkung auf die
RNA-Prozessierung und die Translation muss die SIN-Vektorkonfiguration erneut
diskutiert werden. Einige Aspekte der niedrigen Virustiter der SIN-Vektoren sind bereits
besprochen worden (Kap. 4.1.1). Ein weiterer Grund fiir die geringe Partikelkonzentration
ist vermutlich die hohe Spleileffizienz dieser Vektoren. Durch die Integration des internen
Promotors wird dieser in der Verpackungszelle die Sekundarstruktur der 5’UTR oder die
Wirkung der Stammschleifenstruktur auf den SD zerstéren. Dies mag ein Grund sein,
warum die konventionelle Position des internen Promotors direkt vor dem Transgen
beziiglich der Partikelproduktion von Vorteil ist. Eine verinderte Sekundarstruktur wirkt
sich ebenso auf das Assembly neuer viraler Partikel aus (Rasmussen et al., 2002). Dabei
kann die Dimerisierung viraler RNA oder die Anlagerung von Faktoren fiir die Verpackung
erschwert sein. Man konnte sich ferner vorstellen, dass RNAs aufgrund ihrer
Sekundirstrukturen einer Art intrazelluliren ,Sortierung™ unterliegen. Unterschiedliche
Konformationen haben dabei bei einem intrazelluliren Transport verschiedene Ziele.

Mit den optimierten SIN-Vektoren mit Intron und PRE konnte in verschiedenen
Zellsystemen eine Transgenexpression erreicht werden, die den LTR-Vektoren
gleichzusetzen ist (Kraunus et al, 2004). Die gewonnenen FErkenntnisse, dass
Sequenzelemente des untranslatierten ersten Exons die Translationseffizienz steigern (PBS-
flankierende Regionen) bzw. die Translation herabsetzen (PBS), sollten in ein neues

Vektordesign ebenfalls integriert werden.
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4.4 Ausblick

In Bezug auf das Vektordesign durch Verbesserung der RNA-Prozessierung ist mit dieser
Arbeit ein entscheidendes Modul verwirklicht und mechanistisch verstanden. Die
Verwendung eines Introns im 5 UTR er6ffnet neue Perspektiven, um retrovirale und auch
lentivirale Vektoren zu optimieren. Die postulierte balancierte Spleil3inhibition tber eine
Sekundirstruktur exonischer Sequenzen koénnte auch bei zelluliren Genen zur
differentiellen Splei3regulation beitragen. Es wire sehr interessant, die zelluliren
Kofaktoren dieses Prozesses zu identifizieren und eine etwaige
Differenzierungsabhingigkeit zu erfassen.

Es konnte gezeigt werden, dass fremde Sequenzen zwischen die PBS und den SD
eingefihrt werden kénnen. Weitere Vektorverbesserungen sind durch Berticksichtigung der
gefundenen Prozessierungselemente in der 5"'UTR moglich. Als wichtiges Element in der
RNA-Prozessierung sollten in Zukunft auch Analysen der Polyadenylierung mit
einbezogen werden. Aullerdem sind Untersuchungen zum RNA-Export und zur
Translationskontrolle eine wichtige Voraussetzung fiir die Vektoroptimierung. Weitere
Arbeiten sind notwendig, um die entdeckte SpleiBlregulation fir ein Vektordesign zu
nutzen, das die Produktion von hohen Virusiiberstinden durch Spleilinhibition in
Verpackungszellen moglich macht.

Letztlich mussen alle konstruierten Vektorvarianten in robusten zz-vivo-Analysen daraufhin
getestet werden, inwiefern sie die Effizienz- und Sicherheitskriterien fiir eine therapeutische

Anwendung erfillen.
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5 Zusammenfassung

Retroviren sind die am haufigsten genutzten Vektorsysteme fiir den Gentransfer in
himatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen. Mit dem Ziel einer erh6hten Sicherheit in
der Gentherapie wurde in der vorliegenden Arbeit eine neue Generation retroviraler
selbstinaktivierender (SIN-) Vektoren entwickelt, die in den langen terminalen Repetitionen
(L'TRs) keine aktiven Enhancer/Promotorsequenzen tragen. In die SIN-Vektoren wurden
unterschiedliche RNA-Prozessierungselemente wie Intron und posttranskriptionelles
regulatorisches Element (PRE) an verschiedene Positionen integriert und die Vektoren im
Vergleich zu korrespondierenden LTR-gesteuerten Vektoren auf ihre Fahigkeit zur
Produktion infektioser Partikel untersucht. In unterschiedlichen Zellsystemen wurden
auBerdem die Transduktionseffizienz und die Transgenexpression der Vektoren analysiert.
Die SIN-Vektoren sind im Hinblick auf die Viruspartikelproduktion den LTR-Vektoren
weit unterlegen. Dies liegt unter anderem an der nicht vermeidbaren Promotorinterferenz
bei der Expression dieser Vektoren in den Verpackungszellen. Bei der neuen Generation
von SIN-Vektoren besteht zusitzlich eine Konkurrenz von mehreren verpackbaren viralen
RNAs. Zudem sorgt vermutlich eine verinderte Sekundirstruktur des untranslatierten
ersten Exons fir einen geringeren Anteil verpackbarer genomischer RNA. Trotzdem
konnten mit den RNA-Prozessierungselementen Intron und PRE Titer erzeugt werden, die
sich zur Transduktion von primiren Zellen eignen.

Es konnte festgestellt werden, dass sich das Verpackungssignal zwischen internem
Promotor und Transgen in SIN-Vektoren negativ und ein das Verpackungssignal
cinschlieBendes Intron positiv auf die Transgenexpression auswirkt. Ein optimierter SIN-
Vektor  SinSF91P1  verlieh  primaren  hidmatopoetischen  Zellen ein  gleiches
Transgenexpressionsniveau wie ein vergleichbarer LTR-Vektor.

Auf transkriptioneller Ebene ist die Expression viraler Gene in hohem Mafle von dem
Zellhintergrund und damit von den Promotor- und Enhancersequenzen abhingig, die ein
retroviraler Vektor trigt. Da grundlegende posttranskriptionelle Ereignisse wie Spleillen
und RNA-Export in vielen Zelltypen vorteilhafte Auswirkungen haben sollten, wurde ein
besonderer Wert auf die mechanistische Analyse dieser Prozesse gelegt. Die intronhaltigen
SIN-Vektoren zeigten ein wesentlich effizienteres Spleilen der RNA als ihre
korrespondierenden LTR-Vektoren. Eingehende Analysen fihrten zu der Entdeckung
bislang unbekannter posttranskriptioneller Regulatorelemente, die sich in der 5’
untranslatierten Region (5'UTR) stromaufwirts des SpleiBdonors und damit im

untranslatierten ersten Exon befinden. Diese Region bildet konservierte, starke gefaltete
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Sekundirstrukturen aus. Mit Hilfe zahlreicher Mutanten konnten verschiedene Regionen
mit gegensitzlichen Funktionen in der RNA-Prozessierung abgegrenzt werden. Die
Primerbindungsstelle (PBS) scheint als einziges Element dieser Region spleil3férdernd auf
genomische virale RNA zu wirken, wihrend flankierende Sequenzen spleiBlinhibierend
wirken. Diese Funktion bt die PBS unabhingig von ihrer Primerbindungsfunktion aus.
Eine zentrale Rolle bei der SpleiBregulation scheint dabei die Sekundirstruktur der
stromaufwirts des SpleiBdonors gelegenen Sequenzen bzw. die Stabilitit dieser Struktur
einzunehmen. Zusitzlich  zeigten diese Regionen eine Beteiligung an der
Translationsregulation. Dabei konnte der PBS erstmals eine inhibitorische Wirkung auf die
Translation zugesprochen werden, wihrend flankierende Sequenzen im Gegensatz dazu die
Translation férdern.

Diese Arbeit liefert grundlegende FEinblicke in die RNA-Prozessierung einfacher
Retroviren, die unmittelbare Bedeutung fiir das Verstindnis des retroviralen Lebenszyklus

und die Entwicklung sicherer und effektiver Gentransfervektoren haben.
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Rous Sarkoma Virus

Reverse Transkription

SpleiBBakzeptor

Spleiidonor

Sekunden

Spleen Focus Forming Virus

schwichende Sequenzen
selbstinaktivierend

kleine Kern-RNP (small nuklear RNP)
Abstandshalter

Tabelle

TATA-bindendes Protein
Transkriptionsfaktor

»unique® 3 Region

,unique® 5 Region

untranslatierte Region

vergleiche

Vesikular Stomatitis Virus

X-linked severe combined immunodeficiency syndrome
Verpackungssignal (Psi)
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Vektoren: SF91-Mutanten
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Anhang

SF91-Vektor: Plasmid-Sequenz (5'LTR - 3'LTR)

aattagtac

R
_GCGCCAGTCCTCCGATTGACTGCGTCGCC
CGGGTACCCGTATTCCCAATAAAGCCTCTTGCTGTTTGC_

PBS SD
TGGAGGTTCCACCGAGATTTGGAGACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCCCCCGCCGGGAGGTA

AGCTGGCCAGCGGTCGTTTCGTGTCTGTCTCTGTCTTTGGGCGTGTTTGTGCCGGCATCTAGTGTTTGCGCCTGCGTCTGTACTAGTTGG

CTAACTAGATCTGTATCTGGCGGTCCCGCGGAAGAACTGACGAGTTCGTATTCCCGGCCGCAGCCCCTGGGAGACGTCCCAGCGGCCTC

GGGGGCCCGTTTTGTGGCCCATTCTGTATCAGTTAACCTACCCGAGTCGGACTTTTTGGAGCTCCGCCACTGTCCGAGGGGTACGTGGCT

TTGTTGGGGGACGAGAGACAGAGACACTTCCCGCCCCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTTACGCCGAAACCGCGCCGCGCGTCTTGTC

TGCTGCAGCATCGTTCTGTGTTGTCTCTGTCTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATTAGCTCGACAAAGTTAAGTAATAGTCCCTCTCT

SA —> eGFP cDNA

CCAAGCTCACTTACAGGCGGCCGCTCTAGCGCTACCGGTCGCCACCatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgeccatcctggtcgagetggacgg

cgacgtaaacggccacaagttcagegtgtccggcgagggegagggegatgecacctacggcaagetgaccetgaagttcatctgcaccaccggeaagetgecegtgeectggeccacectegtgace

accctgacctacggegtgeagtgcttcagecgetaccccgaccacatgaagcageacgacttcttcaagtccgecatgcccgaaggetacgtccaggagegeaccatcttcttcaaggacgacggeaa

ctacaagacccgcgecgaggtgaagtticgagggegacaccctggtgaaccgcatcgagetgaagggeatcgacttcaaggaggacggeaacatcctggggcacaagetggagtacaactacaaca

gccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggceatcaaggtgaacttcaagatccgecacaacatcgaggacggeagegtgeagetcgecgaccactaccagcagaacacceecate

ggcgacggceeccgtgctgetgceccgacaaccactacctgagecacccagtcegecctgagcaaagaccccaacgagaagegegatcacatggtectgetggagttcgtgaccgecgecgggatcacte

tcggcatggacgagctgtacaagtccggactcagatccagcgcetgataacccagectccaccacaaacaaggatgccggtaccggegeccaccaccaccaccaccacatgtgaATTCGGATC

CAAGCTTCCTAACACGAGCCATAGATAGAATAAAAGATTTTATTTAGTCTCCAGAAAAAGGGGGG

R
GCGCCAGTCCTCCGATTGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTTCTCAATAAAGCCCTCTTGCA

ctcgag



Anhang

SinSF91-Vektor: Plasmid-Sequenz (5'LTR - 3'LTR)

R

CGCCAGTCCTCCGATTGACTGCGTCGCC

CGGGTACCCGTATTCCCAATAAAG CCTCTTGCTG'ITTGCAIIl.u_“

PBS
TGGAGGTTCCACCGAGATTTGGAGACCCCTGCCC

R
CGCCAGTCCTCCGACAGACTGAGTCGCCCGGGACCACCGACCCCCCCGCCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCGGTCGTTTCGTGTC

n
lw)

TGTCTCTGTCTTTGGGCGTGTTTGTGCCGGCATCTAGTGTTTGCGCCTGCGTCTGTACTAGTTGGCTAACTAGATCTGTATCTGGCGGTCC

CGCGGAAGAACTGACGAGTTCGTATTCCCGGCCGCAGCCCCTGGGAGACGTCCCAGCGGCCTCGGGGGCCCGTTTTGTGGCCCATTCT

GTATCAGTTAACCTACCCGAGTCGGACTTTTTGGAGCTCCGCCACTGTCCGAGGGGTACGTGGCTTTGTTGGGGGACGAGAGACAGAGA

CACTTCCCGCCCCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTTACGCCGAAACCGCGCCGCGCGTCTTGTCTGCTGCAGCATCGTTCTGTGTTGTC

SA
TCTGTCTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATTAGCTCGACAAAGTTAAGTAATAGTCCCTCTCTCCAAGCTCACTTACAGGCGGCCGC

—> eGFP cDNA
TCTAGCGCTACCGGTCGCCACCatggtgagcaagggcgaggagetgticaccggggtggtgccecatectggtcgagetggacggegacgtaaacggccacaagticagegtgtcegge
gagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcecgtgecctggeccaccetegtgaccaccetgacctacggegtgcagtgcettcageegeta
cccegaccacatgaagcagceacgacttcttcaagtccgecatgcccgaaggetacgtccaggagegeaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgegecgaggtgaagttcgaggge
gacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggceaacatcctggggcacaagcetggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaa
gaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggeagegtgcagetcgecgaccactaccagcagaacacccccatcggegacggecccgtgetgctgcecgacaaccact

acctgagcacccagtccgecctgagcaaagaccccaacgagaagegegatcacatggtectgetggagticgtgaccgecgecgggateactcetcggeatggacgagetgtacaagtcecggactcag

atccagcgctgataacccagcctccaccacaaacaaggatgccggtaccggcgeccaccaccaccaccaccacatgtgaATTCGGATCCAAGCTTCCTAACACGAGCCATAGA

TAGAATAAAAGATTTTATTTAGTCTCCAGAAAAAGGGGG



Anhang

SinSF91-Vektor: Plasmid-Sequenz (5LTR - 3'LTR)
(fortlaufend)

R _
GCGCCAGTCCTCCGATTGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTTCTCAATAAAGCCCTCTTGCAGTTGGCA
_ctcgag





