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A. Einleitung

1. Gentherapie als modernes Therapiekonzept genetisch bedingter

Erkrankungen

Der erste Meilenstein in der Entwicklung der Genetik gelang 1865, als Gregor Mendel Regeln
zur Vererbung von Erbanlagen aufstellte. Nachdem Avery in den vierziger Jahren des 20.
Jahrhunderts die DNA (Desoxyribonukleinsdure) als Informationstrdger identifiziert hatte,
konnten Watson und Crick in den fiinfziger Jahren die Struktur der DNA entschliisseln. In den
siebziger Jahren waren Forscher in der Lage, spezifische Gene als biologische Einheiten der
Vererbung zu isolieren, womit die Entwicklung der Molekularbiologie und Biotechnologie
begann. Wihrend der achtziger Jahre wurden erste theoretische Ansdtze der Gentherapie
entwickelt. Mit Beginn des 21. Jahrhunderts sind die 3 * 10° Basenpaare des menschlichen
Genoms im Rahmen des humanen Genomprojekts komplett entschliisselt (Venter et al. 2001).
Die Fortschritte der Gendiagnostik und Manipulation von Genen haben es Wissenschaftlern
ermOglicht, genetisches Material zu modifizieren, um Krankheiten zu bekdmpfen oder zu

verhindern.

Ungefdhr 2800 spezifische Krankheiten sind bekannt, die auf Defekte (Mutationen) eines
Gens zuriickzufiihren sind. Beispiele sind die cystische Fibrose, die Hémophilie
(Bluterkrankheit) und die -Globinopathien (Sichelzellandmie, Thalassdamie):

o Die cystische Fibrose (Mukoviszidose) wird in etwa einem von 2500
Neugeborenen der westlichen Welt beobachtet. Diese Erkrankung fiihrt tiber einen
defekten Chloridkanal zu einem verdnderten lonenverhéltnis und somit zu
eingedickten Sekreten in Lunge und Pankreas.

. Héamophiliepatienten konnen einen Faktor der Gerinnungskaskade (insbesondere
Faktor VIII oder IX) nicht synthetisieren und sind somit schon bei kleineren
Unfillen einem erhdhten Blutungsrisiko ausgesetzt.

o Die Sichelzellandmie und die [B-Thalassdmie sind Beispiele fiir Krankheiten,
deren Ursachen in Mutationen der -Globins (auf Chromosom 11p15.5) liegen:

a) Die Sichelzellandmie stellt eine kodominant vererbte, qualitative
Hiamoglobinverdnderung dar und resultiert aus einer Mutation im
Codon 6 (GAG>GTG) der B-Globinkette. Durch die Mutation wird an
der Oberflache ein hydrophiler Glutamylrest durch einen hydrophoben
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Valylrest substituiert, in dessen Folge es zu hydrophoben
Wechselwirkungen benachbarter HbS-Molekiile und zu deren
Aggregation mit typischer Sichelform des Erythrozyten kommt. Dies
fiihrt zu einer chronischen Andmie durch Hdmolyse des Erythrozyten.
Durch Verstopfung kleiner Blutgefile kommt es zu schubweisen
Infarktkrisen. Homozygot Erkrankte versterben oft im Kindesalter.

b) Demgegeniiber stellen die Thalassdmien eine heterogene Gruppe
autosomal vererbter Storungen der Globinsynthese dar. Es sind fast 100
verschiedene Mutationen beschrieben. Da [-Ketten in vermindertem
Malle gebildet werden, resultiert eine Storung der Stochiometrie des
Hamoglobintetramers. Klinische Folge 1ist eine hypochrome,
mikrozytire Andmie und eine hochgradige Steigerung der Erythro-
zytenbildung, die aufgrund des molekularen Defekts jedoch ineffektiv
ist. Es kann zu Wachstumsstorungen, Ikterus, Hepatosplenomegalie und
zur Knochenmarkhyperplasie mit erweiterten Markrdumen (Biirsten-

schédel im Rontgenbild) kommen.

Neben den zuvor beschriebenen monogenetischen Erkrankungen gibt es multifaktoriell
(polygen) bedingte Erbkrankheiten. Ein Beispiel hierfiir stellt der Diabetes mellitus dar, der in

der Regel einer multifaktoriellen Vererbung folgt.

Die Gentherapie ist als eine medizinische Intervention definiert, die die Verédnderung des
genetischen Materials lebender Zellen bewerkstelligt und im wesentlichen zwei Ziele
verfolgt:
a) Substitution des fehlenden oder defekten Faktors (z.B. Faktor VIII Gabe). Das geht
jedoch in vielen Féllen nicht, ist aufwendig und teuer. Besser wire es, eine gesunde
Kopie des fehlenden oder defekten Gens einzuschleusen oder idealerweise dieses
auszutauschen (Mulligan 1993). Das ist das Grundprinzip der Gentherapie. Hierbei
wird direkt die molekulare Ursache auf DNA-Ebene durch Verdnderung des
krankheitsverursachenden Genotyps angegangen.
b) Einbringen eines Gens, um die Art, wie eine Zelle funktioniert, zu modifizieren.
Beispielsweise kann das therapeutische Gen bei der Behandlung von Krebser-
krankungen fiir ein giftiges Genprodukt oder fiir ein Gen kodieren, das eine

Sensitivitit gegeniiber Vorldufersubstanzen (Suizidgen) vermittelt.
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Im allgemeinen kann ein Gen nicht direkt in die Zelle eingefiihrt werden. Die einfache Gabe
von Plasmid-DNA ist nicht ausreichend. Das Gen muf3 durch eine ,,Genfdhre* transportiert
werden, den sogenannten ,,Vektor”. Ein natiirlich vorkommender Vektor-Typus sind Viren.
Fiir den Einsatz in der Gentherapie werden diese genetisch dahingehend modifiziert, dass sie
nicht in der Lage sind, sich selbst zu reproduzieren. Ca. 40% der Gentherapieversuche
basieren auf Retroviren (Ubersicht in www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical). Es kénnen aber
auch andere Viren (z.B. Adenoviren, Herpesviren, Adenoassoziierte Viren) als Vektoren
genutzt werden. Dariiber hinaus bestehen zahlreiche physikalische Gentransfermethoden, die
wegen eventueller Sicherheitsbedenken bei der Verwendung von modifizierten Viren als
Geniibertragungsvehikel interessant sind (Giinzburg et al. 1997). Beispiele fiir physikalische
Methoden des Gentransfers sind die Mikroinjektion von DNA und die Komplexierung von
DNA mit membrangidngigen Agenzien (z.B. Liposomen oder kationische Lipide). Diese
Verfahren sind jedoch relativ ineffizient, da ein GroBteil der so applizierten DNA in der Zelle
in lysosomale Vesikel aufgenommen und degradiert wird. Dariiber hinaus gewihrleistet die
mittels physikalischer Gentransfermethoden eingefiihrte DNA nur eine temporére, episomale
Genexpression. Retrovirale Vektoren hingegen besitzen die Fahigkeit zur stabilen Integration
ins Wirtszellgenom, kénnen also stabil exprimiert werden und sind demnach auch in den
folgenden Generationen der therapierten Zelle prasent. Retroviren und deren Vektorderivate
zeigen ferner einen breiten Zelltropismus beziiglich Infektion und Expression (Coffin et al.
2000). Demzufolge stellen sie besonders interessante Vektoren zum Gentransfer dar und

werden daher im Rahmen dieser Arbeit verwendet.

2. Retroviren und ihre Replikation

Retroviren stellen eine Familie umhiillter RNA-Viren dar. Sie enthalten zahlreiche Viren, von

denen sich folgende fiir die Gentherapie eignen:

a)  die Sdugetier und Vogel Typ C - Retroviren (Oncoretroviren)
b)  Lentiviren (wie HIV und andere Immundefizienzviren)

¢)  Spumaviren.

Manche Retroviren scheinen im natiirlichen Wirt apathogen zu sein (z.B. Spumaviren),

wohingegen das humane Immundefizienzvirus (HIV) AIDS (acquired immunodeficiency
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syndrome) verursacht. Die meisten Retroviren zeigen in ihrer Virionstruktur, Genom-

organisation und Replikationsmethode groBe Ubereinstimmungen (Coffin et al. 2000).

Fiir die Entwicklung der retroviralen Gentherapie waren Untersuchungen zum Verstdndnis
der retroviralen Replikation (Abb. 1) eine wesentliche Voraussetzung. Retroviren sind
lipidumbhiillte Viren, die zwei Kopien eines linearen, Plusstrang-orientierten, einzelstringigen
RNA-Genoms von 7-11 Kilobasen beinhalten. Im infektiosen Virion sind diese RNA-
Molekiile in einem Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) kondensiert, umgeben vom Capsid
und umhiillt von einer Lipidmembran mit den viralen Glykoproteinen. Nach Fusion der
viralen und zelluliren Membranen wird der RNP-Komplex ins Zytoplasma injiziert, das
RNA-Genom durch das Enzym Reverse Transkriptase in eine lineare Doppelstrang-DNA
umgeschrieben. Das Produkt der reversen Transkription verbleibt zundchst mit den viralen
Proteinen assoziiert und wird als Priintegrationskomplex bezeichnet. Wenn der Priinte-
grationskomplex den Zellkern erreicht, wird die virale DNA ins Wirtszellgenom durch die
virale Integrase eingebaut. Das integrierte Provirus dient als funktionelle Expressionseinheit.
Die transkriptionellen Kontrollelemente liegen in Form einer Duplikation der terminalen
Sequenzen (LTR, long terminal repeat) vor. Der 5‘LTR dient als Promotor fiir den

Polymerase II-Komplex. Der 3‘LTR enthélt das Polyadenylierungssignal.

Alle replikationskompetenten Retroviren haben Leserahmen, die die Strukturproteine (Gag),
die Replikationsenzyme (Pol) und die Glykoproteine (Env) beinhalten. Komplexe Retroviren,
wie z.B. HIV-1, haben dariiber hinaus weitere offene Leserahmen. Diese kodieren fiir
regulatorische Proteine, welche von mehrfach gespleiiten RNAs translatiert werden. In den
meisten Fillen gibt es nur ein Primértranskript, welches als genomische RNA und mRNA fiir
die viralen Gag-und Pol-Proteine dient. Die viralen Glykoproteine werden dagegen von einer
gespleiiten mRNA synthetisiert und das Intron, welches herausgespleilit wird, entspricht den
fiir Gag/Pol-kodierenden Sequenzen. Gag und Pol werden als Polyproteine an zytosolischen
Ribosomen synthetisiert und zum Ort des Capsid-Assembly transportiert. Dabei werden nur
solche viralen RNAs verpackt, die das Verpackungssignal y tragen. Die viralen
Glykoproteine werden am rauhen endoplasmatischen Retikulum translatiert und auf dem Weg
des vesikuldren Transportpfades transportiert und prozessiert. Die Virusfreisetzung geschieht
im sogenannten Budding-Prozess (bud: die Knospe) an der Zellmembran. AnschlieBend
erfolgt die extrazellulire Konversion zum reifen infektidsen Virion. Dieser Prozess bendtigt
die Spaltung des strukturellen Polyproteins durch die virale Protease (Ubersicht iiber die

retrovirale Replikation in Coffin et al. 2000).
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Abb. 1: Die retrovirale Replikation am Beispiel des komplexen Retrovirus HIV-1

Nach erfolgter Bindung der Rezeptoren (CD4- und Chemokinrezeptor) fusioniert das Virus mit der
Zielzelle und der RNP-Komplex wird in das Zytoplasma entlassen. Die Reverse Transkriptase katalysiert
die Synthese der doppelstrangigen DNA und der entstehende Praintegrationskomplex wird in den Zellkern
importiert. Durch die virale Integrase erfolgt die Integration in das zellulare Genom. Die integrierte DNA
wird als Provirus bezeichnet. Die ungespleidte genomische pra-mRNA wird komplett gesplei3t und
exportiert. Komplett gespleiflte RNAs kodieren fur die regulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef. Das Rev-
Protein wandertin den Zellkern und bindet ber die RRE-Sequenz an ungespleite und einfach gespleil3te
RNAs und vermitteln deren Export. Die Rev-abhangig exportierten RNAs kodieren fir die Strukturproteine
Gag, Pol und Env sowie fur die regulatorischen Proteine Vif, Vprund Vpu. An der Plasmamembran lagern
sich die Strukturproteine zusammen und es kommt zur Virusfreisetzung (Budding). Durch proteolytische
Umlagerungen entstehen neue infektidse Viren. [Abb. erhalten von M.Dittmar, HPI, und modifiziert.]

3. Virale Vektoren fiir die Gentherapie

a. Ein Virus in einen Vektor konvertieren

Viren haben die Eigenschaft, ihre genetische Information effizient in Zellen einzuschleusen.
Bei der Vektorentwicklung will man sich dies zunutze machen, zugleich aber ein Fremdgen
tibertragen und die virale Replikation unterbinden. Dazu sind aus dem viralen Genom alle
Gene zu entfernen, die fiir Struktur- und Replikationsproteine kodieren, und durch das
Transgen zu ersetzen. Das Resultat ist der sogenannte Vektor (Abb. 2 u. 8). Enthilt der
Vektor noch Verpackungssequenz sowie Replikations- und Expressionssignale, kann er durch
heterolog bereitgestellte virale Struktur- und Replikationsproteine komplementiert werden. Da
diese komplementierenden Nukleinsduren kein Verpackungssignal tragen, werden sie nicht in
Vektorpartikel aufgenommen. Nach FEintritt der Partikel in die Zielzelle (Transduktion) wird
nur die Vektor-Nukleinsiure eingeschleust. Eine detaillierte Ubersicht zu diesem Thema

liefert Kay et al. (2001).
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b. Retrovirale Vektoren

Es gibt Vektoren auf der Basis unterschiedlicher Retroviren, die aus Human- (HIV-1), Nager-
(z.B. MuLV) oder Gefliigelzellen isoliert wurden. In der Gentherapie finden vor allem
retrovirale Vektoren Verwendung, die von Gammaretroviren (Miller et al. 1989) und
Lentiviren (Naldini et al. 1996b) abgeleitet sind. Unter den gammaretroviralen Vektoren sind
wiederum diejenigen verbreitet, die aus Friend- und Moloney-Mausleukdmieviren konstruiert

wurden.

Retroviren eignen sich fiir die Gentherapie, weil sie effizient transduzieren und integrieren
konnen. Die Integration der genetischen Information ins Genom der Wirtszelle sichert deren
Weitergabe an Tochterzellen. Bis zu 8 Kilobasen exogener DNA koénnen in retrovirale
Vektoren insertiert und an Stelle der viralen Gene exprimiert werden. Der Zusammenbruch
der Kernmembran ist bei Oncoretroviren notig, um dem Préintegrationskomplex den Zugriff
auf das Chromatin zu ermdglichen (Roe et al. 1993). Daher ist die produktive Transduktion
eines oncoretroviralen Vektors abhidngig von der bis zu 6 Stunden nach Infektion
stattfindenden Mitose der Zielzelle (Miller et al. 1990), also von sich aktiv replizierenden
Zellen. Da jedoch nur ein Teil der Zellen zu gegebener Zeit eine Mitose durchlauft, limitiert
dies die gentherapeutischen Applikationen entsprechender oncoretroviraler Vektoren auf eine
selektive Zielzellpopulation ex vivo, wie z.B. Lymphozyten und hdmatopoetische Vorldufer-

zellen (Halene et al. 2000).

Analog zum MuLV-basierten System wurden lentivirale Vektoren konstruiert (Abb. 13,
Vigna et al. 2000). Im Gegensatz zu Oncoretroviren gelangen diese wahrscheinlich durch
aktiven Transport des Priintegrationskomplexes mittels Kopplung an die nukledre Import-
maschinerie durch die Kernpore der Zielzelle (Fouchier et al. 1999, Sherman et al. 2002).
Diese lentivirale Strategie zum nukledren Import ermdglicht die Infektion sich nicht teilender

Zellen bzw. von Zielzellen mit geringer Proliferation (Park et al. 2000).

Limitierungen retroviraler Vektoren sind in einer moglicherweise fehlerhaften reversen
Transkription, einer eventuellen Insertionsmutagenese bei der Integration und im Vektor-
design zu sehen. So sollte die Expressionskassette des Transgens nur von limitierter Grof3e,
ohne intronische Sequenzen und interne Polyadenylierungssignale sein. Weiterhin kénnen
lokale Differenzen in Struktur und Aktivitdit des Chromatins bei der zufdlligen DNA-

Integration eine Rolle spielen.
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Historische Entwicklung retroviraler Vektoren

Die erste Generation retroviraler Vektoren wurde durch Insertion intakter Transgene in das
deletierte, retrovirale Genom hergestellt. Diese defekten Viren waren jedoch auf replikations-
kompetente Helferviren angewiesen (Shimotohno et al. 1981). Die Entdeckung des
Verpackungssignals ¢y (Mann et al. 1983, Shank et al. 1980) fithrte zur Entwicklung
retroviraler Vektoren, ohne auf Helferviren zuriickgreifen zu miissen. In ersten Vektoren
platzierte man das Reportergen noch unmittelbar nach dem Verpackungssignal, nicht wissend,
dass andere Areale der Leaderregion und Extrasequenzen des gag-Gens Einfluss auf Titer und
Expression haben konnen (Armentano et al. 1987). Die Verbesserungen in aktuellen
retroviralen Vektoren zielen darauf, die Genexpression zu erhéhen und die Moglichkeit der

Entstehung replikationskompetenter Viren zu minimieren.

4. Die Verwendung von Verpackungszelllinien

Das Gegenstiick zum retroviralen Vektor ist die Verpackungszelllinie. Diese enthilt die
genetische Information fiir die gag-, pol- und env-Genprodukte durch stabil (seltener
transient) transfizierte Helferplasmide, jedoch kein Verpackungssignal, so dass keine
infektiosen Virionen gebildet werden. Erst durch Transfektion eines retroviralen Vektors
entstehen — nur fiir eine Infektionsrunde — infektidse virale Partikel, welche das Transgen in

die Zielzelle einschleusen (Abb. 2).

Fortschritte in Verpackungszelllinien und retroviralen Vektoren verliefen in parallelen
Entwicklungen. Verpackungszelllinien wurden fiir Vogel-, Méuse- und Primaten-Retroviren
hergestellt. Besonders Mauseretroviren wurden hiufig verwendet, da die Biologie dieser
Viren weitgehend verstanden war, ihre Genome friithzeitig kloniert waren und von ihnen

Zellen in Kultur effizient infiziert wurden.

In den natiirlich vorkommenden murinen Retroviren existiert eine Vielzahl von env-Genen.
Das env-Gen ist die hauptsidchliche Determinante des viralen Tropismus. In Maéusen
existieren mindestens 5 verschiedene Klassen von Hiillproteinen (env): ecotrop, amphotrop,
xenotrop, polytrop und 10A1 (Ott et al. 1990). Am hédufigsten benutzt werden die ecotropen,
welche Méuse- und die verwandten Rattenzellen infizieren, und die amphotropen Viren, die

eine Vielzahl von Zelltypen inklusive humane Zellen infizieren kdnnen.

Die erste Generation einer ecotropen Verpackungszelllinie (y-2) wurde 1983 von Mann

konstruiert. Im Laufe der Jahre wurden Modifikationen vorgenommen, um die Biosicherheit
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von Verpackungszelllinien und Vektoren zu verbessern. Verzichtbare virale Gensequenzen
(z.B. 3°LTR) wurden eliminiert und die fiir virale Hilfsproteine kodierenden Bereiche auf
mehrere Plasmide verteilt. So steigt statistisch die Anzahl der notwendigen Rekombinations-
ereignisse, um ein vollstandiges replikationskompetentes virales Genom zu rekonstituieren

(Chong et al. 1998, Otto et al. 1994).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verpackungszelllinien gibt die folgende Tabelle

wieder:
Env Verpackungszelllinie Design Literatur

Ecotrop Bosc23 Hilfsproteine auf mehreren | Pear et al. 1993
Plasmiden kodiert

Amphotrop PA317 Ay/Modifikationen Miller et al. 1986

Phoenix ampho Hilfsproteine auf mehreren | Kinsella et al. 1986

Plasmiden kodiert

Primat (GALV) |PGI13 Hilfsproteine auf mehreren | Miller et al. 1991
Plasmiden kodiert

Tab. 1: Ubersicht iiber die verwendeten Verpackungszelllinien, ihre Konstruktion und die zugehérige
Literaturangabe

Im Falle eines amphotropen (z.B. Phoenix) oder GALV-env (Gibbon Ape Leukemia Virus)
docken diese viralen Partikel an sogenannte pit-2-Rezeptoren der Zielzelle (Kavanaugh et al.
1994). Durch Verwendung heterotoper env-Proteine entstehen Pseudotypviren (phinotypisch
neue Virusgeneration). Ein hédufig verwendetes heterologes Hiillprotein ist das Glykoprotein
des vesikuldren Stomatitisvirus (VSV-G), welches fiir einen sehr guten Titer und ein breites

Wirtsspektrum (vom Insekt bis zum Menschen) sorgt (Burns et al. 1993, Yee et al. 1994).

Abb. 2 zeigt die Produktion von viralen Partikeln durch eine Verpackungszelllinie. Durch
CaPOs-vermittelte Transfektion wird ein fiir den retroviralen Vektor kodierendes Plasmid in
die Verpackungszelllinie eingebracht. Dieses Plasmid kann transient (fiir wenige Tage nach
Transfektion) transkribiert werden. Das virale Transkript wird im 5°LTR initiiert und im
3‘'LTR (polyA) terminiert. Es enthdlt das Verpackungssignal y, welches von den
Capsidproteinen (Nucleocapsid) erkannt wird und so eine effiziente Verpackung in
virusdhnliche Partikel ermdglicht. Die Verpackungszelllinie liefert die notwendigen viralen
Strukturproteine (Gag, Pol, Env) durch stabil (oder seltener transient) transfizierte
Helferplasmide, so dass vollstindig infektiose Partikel entstehen, die das verpackte Vektor-

genom enthalten und von der Verpackungszelllinie ins Medium sezerniert werden.
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Abb. 2: Produktion von viralen Partikeln und Transduktion von Zielzellen

Die Produktion eines infektiésen retroviralen Partikels von einem Plasmid, das fir den retroviralen Vektor
kodiert, erfordert das Einfuhren des Plasmides in die Verpackungszelllinie durch Calcium-
phosphattransfektion oder Lipofektion. Die Verpackungszelllinie liefert die viralen Proteine, die fur die
Produktion der viralen Partikel notwendig sind Das Verpackungssignal y wird durch die Capsidproteine
erkannt und erlaubt die Verpackung der spezifischen retroviralen RNA (inkl. des exprimierten Transgens). Voll
infektiose Partikel werden dann an der Zellmembran freigesetzt ("budding”, siehe Aufnahme links;
vollstandige Partikel des MP110gpll 4xCTE-Vektors in Aufnahme rechts). Der Zellkulturiberstand wird
entfernt und dient als Virusquelle flr zukinftige Experimente. Die Infektion einer Zielzelle findet durch
replikationsinkompetente Partikel mittels Interaktion mit ihnrem spezifischen Zielzellrezeptor statt. Das virale
Genom wird dann revers transkribiert und ins Genom der Wirtszelle integriert. In der Zielzelle kénnen
aufgrund des Fehlens weiterer viraler Strukturproteine keine neuen viralen Partikel entstehen. Die Expression
des Transgens kann im Northern Blot, Western Blot, ELISA, FACS und in der Immunfluoreszenz
nachgewiesen werden.
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Abb. 2 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen von retroviralen Vektorpartikeln, die nach
Transfektion des Vektors MP110gpll 4xCTE in Phoenix-Verpackungszellen (Korrelat zum
Experiment in Abb. 10A, Spur 5) gewonnen wurden (elektronenmikroskopische Aufnahmen
von G. Rutter, Abtl. fiir Elektronenmikroskopie, HPI). Die Partikel des Zelliiberstandes
wurden geerntet und fiir Transduktionsexperimente verwendet. Unter Zugabe oberfldchen-

aktiver Stoffe erfolgte die Infektion von Zelllinien unterschiedlicher Spezies.

5. Die zelluldre Genexpression

Ein durch retroviralen Gentransfer in die Zelle eingebrachtes therapeutisches Gen unterliegt
den GesetzmifBigkeiten der zelluldren Genexpression. Ebenso ist die Transduktionseffizienz

retroviraler Vektoren von der Genexpression in Verpackungs- und Zielzelle abhingig.

Die zelluldre Genexpression ist ein hochgeordneter, schrittweise ablaufender Prozess (Abb.
3). Der Fluss der genetischen Information in normalen Zellen erfolgt geméfl dem zentralen
Dogma der Molekularbiologie von der DNA iiber die RNA zum Protein. Die RNA-Synthese
nach einer DNA-Matrize wird Transkription, die Proteinsynthese nach einer RNA-Matrize

Translation genannt.

Wiéhrend und nach der Transkription erfolgen umfangreiche Modifikationen des
Primértranskriptes (hnRNA=prda-mRNA). Schon wihrend der Transkription wird das 5‘Ende
der RNA modifiziert (Capping), nachfolgend das 3°‘Ende durch Spaltung und Poly-
adenylierung (Hirose et al. 2000), um die RNA vor dem Angriff von Exonukleasen zu
schiitzen (Furuichi et al. 1977) und die Translationseffizienz zu stimulieren (Shatkin 1976).
Da die meisten Gene hoherer Organismen (Eukaryonten) diskontinuierlich angeordnet sind,
miissen die intervenierenden Sequenzen (Introns) in einer sog. Spleiflreaktion entfernt
werden. Hierbei werden die kodierenden Segmente des Gens (Exons) kovalent miteinander
verbunden. Das Verbinden der Exonbereiche erfolgt in makromolekularen Ribonukleo-
proteinkomplexen, den SpleiBosomen. Diese groBen Komplexe bestehen aus fiinf snRNAs
(U1, 2, 4-6) und ca. 50 verschiedenen Proteinen. Das Spleilosom erkennt spezifische Signale
am 5’ (SpleiBdonor) und 3’Ende (Spleiflakzeptor) sowie innerhalb des Introns (,branch site®).
Das Intron wird in einem irreversiblen Netzwerk von Interaktionen mit der pra-mRNA durch

zwei Umesterungsreaktionen entfernt (Ubersicht in Kramer 1996).



A. FEinleitung 11

Ein wichtiges Kennzeichen der zelluldren Genexpression ist die nukledre Retention des
Transkriptes wihrend des gesamten Prozesses der Modifikation (Izaurralde et al. 1995/98,
Stutz et al. 1998). Nur die komplett prozessierte, reife RNA wird ins Zytoplasma transportiert,
wo die Translation stattfindet (Jackson et al. 2000).

Chromosom 11p15.5 Regulierte Genexpression
DNA SUMAANIUMARNAMNREYMRNIMRIANRIL "rate limiting steps”
B-Globingen T e DNA-Kopienanzahl
Exon Intron T _
| LK
i Effizienz der Transkription
(Transkriptionskontrolle)

hoRNA [ HEEE 4 N

Addition der
5'cap

mGepp[ll HEEEE B 20902 N MRNA Prozessierung

Polyadenylierung
am 3' Ende

m7Gppp[lll TN = HEENAAAAA
Spleiken MRNA Spleien

mRNA Stabilitat

m7Gppp AAAAA
LU m7Gppp AAAAA .
mRNA Degradationskontrolle
untranslatierte Region
(KERN S
CYTOSOL v mRNA Transport
B-Globin-
Protein Translationseffizienz
a-Globin, Him (Translationskontrolle)
. Proteinprozessierung
Hamoglobin- -modifikation
tetramer -transport
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Abb. 3: Schema und Regulation der Genexpression am Beispiel von -Globin

Die genetische Information auf Chromosom 11p15.5 wird mittels des RNA-Polymerase || Holoenzyms in eine
hnRNA (oder pra&-mRNA) transkribiert. Sequentiell erfolgen 5' Capping (Anhangen einer Methyl-
guanosingruppe), Spaltung und Polyadenylierung am 3' Ende und das Heraussplei3en der intronischen
Sequenzen. Die mRNA mufB ins Zytoplasma transportiert werden und dabei die nukledre Kernpore
Uberwinden. Die Translation der mRNA erfolgt im Zytoplasma an den Ribosomen. Nachfolgend findet das
Assembly von B-Globin mit a-Globin und Ham zum Hé&moglobintetramer statt. Rechts sind mégliche
limitierende Schritte (" rate limiting steps") der Genexpression angegeben (Details im Text).

Auf dem Weg ins Zytoplasma muf} die modifizierte mRNA die Kernmembran iiberwinden,
die das nukledre und zytoplasmatische Kompartiment trennt. Diese ist eine Doppelmembran,
deren duBerer Anteil kontinuierlich mit dem endoplasmatischen Retikulum verbunden ist. Die
nukledre Hiille wird durch Kernporenkomplexe (NPC) penetriert. Die NPCs hdherer

Eukaryonten sind aus 50-100 verschiedenen Proteinen aufgebaut, die als Nukleoporine
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bezeichnet werden. NPCs formen wissrige Kanile, durch die der gesamte nukleozyto-
plasmatische Transport ablduft. Sie erlauben die passive Diffusion von kleinen Molekiilen
(z.B. Metaboliten, Diffusionsausschlusslimit ca. 50 kDa). Uber NPCs kdnnen aber auch sehr
grofle Partikel, wie z.B. ribosomale Untereinheiten, mRNAs und der retrovirale Préinte-

grationskomplex transportiert werden.

Transkription
Capping, SpleiRen, Polyadenylierung
Bindung von RNA-Bindungsproteinen

l

mRibonukleoprotein nukleére Retention vs.
Formation / Stabilisierung nuklearer Export
NES NES

Direkte Bindung an Export-

? |cRM-1—» Export- | ¢— L1 ? rezeptoren oder indirekt
- rezeptor(en) Mex67p Uiber Adaptoren

Zytoplasma

Translation Lokalisation Abbau

Abb. 4: Signal-mediierter Transport durch die nukledren Porenkomplexe

Nach der Transkription wird die pra-mRNA prozessiert und nach Assoziation mit mRNA-bindenden Proteinenin
ein mMRNP (matures RNP) Uberfuhrt. Dabei bestimmt die Art des mRNP durch vorhandene nukleare Export-
oder Retentionssignale, ob der Komplex exportiert oder nuklear retiniert wird. Durch nukleare Exportsignale
(NES) oder andere Signalsequenzen (z.B. Haarnadelschleifen des CTE) erfolgt die Bindung direkt an nukleére
Exportrezeptoren (z.B. CRM-1 oder Mex67p/TAP) oder indirekt Uber Adaptoren (z.B. Aly/REF), die eine
Interaktion von mRNP und nuklearem Porenkomplex (NPC) bzw. von mRNP und nukledrem Exportrezeptor

vermitteln.
Nukledrer Import und Export von Transportsubstraten (wie mRNA) erfolgen in der Regel
durch Bindung zelluldrer Transportrezeptoren an Peptidsignale (z.B. Kernlokalisationssignale
NLS, Kernexportsignale NES) auf dem zu transportierenden Substrat (Ubersicht in Gorlich et
al. 1999, Stutz et al. 1998). Dabei konnen Adaptoren (RNA-bindende Proteine), welche das

Transportsubstrat spezifisch binden, vermittelnd wirken.

Die nukledire mRNA stellt hierbei ein Transportsubstrat dar, welches nicht als nackte RNA,
sondern als Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) exportiert wird (Abb. 4). Das ,Assembling’
in RNPs involviert die Rekrutierung einer grofen Anzahl von (prd-)mRNA-bindenden
Proteinen an die RNA, die schon wéhrend der Transkription beginnt und durch das 5’
Capping, Spleifien, die 3’Polyadenylierung und Spaltung initiiert wird. Diese reifen, export-

kompetenten mRNP-Komplexe enthalten spezifische Kernexportsignale, die in Interaktion
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mit Exportrezeptoren oder bestimmten Adaptoren den nukledren Export durch die Kernpore

einleiten.

Im Zytoplasma erfolgt die Translation der mRNA an den Ribosomen. Nach der Biosynthese
erhalten die Proteine ihre native Konformation, teilweise unter Mitwirkung von Chaperonen
(,,molekulare Anstandsdamen* zur Unterstiitzung der Proteinfaltung). Weitere posttrans-
lationale Modifikationen konnen proteolytische Modifikationen, Anheftung von
Kohlenhydrat- oder Lipidseitenketten und die Translokation in entsprechende zelluldre

Kompartimente beinhalten.

a. Regulation der zelluldren Genexpression

Fiir die Expression eines zell- oder gewebetypischen Phinotyps sowie fiir die Anpassung
samtlicher Leistungen von Zellen an verdnderliche Umweltbedingungen ist es unerlésslich,
die Expression spezifischer Gene zu regulieren. Demzufolge besitzt eine eukaryotische Zelle
eine Vielzahl von Mechanismen, die Menge des zu produzierenden Proteins auf ein
gewlinschtes Niveau einzustellen. Abb. 3 zeigt mdgliche Regulationsmechanismen der

Genexpression auf. Hier kommen folgende Schaltstellen in Frage:

1. Nukledire: Aktivierung der Genstruktur, DNA-Kopienanzahl, Trans-
kriptionseffizienz, mRNA-Prozessierung, mRNA-Stabilitat
(Halbwertszeit), mRNA-Degradation.

2. Nukleozytoplasmatische: ~ Regulierter mRNA-Transport liber die Kernpore.

3. Zytoplasmatische: Translationseffizienz, Proteinprozessierung inkl. deren Modi-
fikation, Transport und Stabilitit (Halbwertszeit).

Die Regulationsphdnomene werden — historisch bedingt — danach eingeteilt, ob sie zum
Zeitpunkt der Transkription (transkriptionell) oder nach der Transkription (post-
transkriptionell) stattfinden. Obwohl viele Prozessierungsschritte schon wihrend der
Transkription stattfinden, wird diese Einteilung zum besseren Verstindnis im folgenden

verwendet.

Frithester Zeitpunkt fiir die Regulation auf transkriptioneller Ebene ist die Inaktivierung von
Genen durch Methylierung an CG-Paaren (z.B. bei vielen differenzierungsabhingigen
Genen). Nachfolgend kann die Initiation der Transkription durch Liganden-aktivierte
Transkriptionsfaktoren gesteuert werden (z.B. bei Steroidhormonrezeptoren). Zusétzlich kann

die Transkription durch eine Hemmung des Importes von Transkriptionsfaktoren in den Kern
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bzw. durch die Hemmung der Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA (z.B. durch

Histone) gesteuert werden.

Posttranskriptionell binden RNA-bindende Proteine an die mRNA zur Bildung von
mRibonukleoprotein-Komplexen und vermitteln so deren Export (Abb. 4) (Izaurralde et al.
1998, Stutz et al. 1998 u. Referenzen darin). Diese mRibonukleoproteine interagieren
entweder direkt oder iiber mogliche zwischengeschaltete Adaptoren mit der Export-
maschinerie der Zielzelle bzw. bestimmten Nukleoporinen des NPC. Als Beispiel fiir die
Komplexitit des nukledren Exports sei hier die Kopplung des Spleilprozesses einer mRNA
mit deren Export erwédhnt (Luo et al. 1999, Matsumoto et al. 1998). Der Spleillprozess
hinterldfit eine Proteinmarkierung, welche u.a. Aly/REF enthélt. Aly/REF ermoglicht die
Rekrutierung von TAP zu diesen Transkripten und verbessert so den mRNA-Export dieser
Transkripte (s. D.3.). Dabei vermittelt TAP die Translokation des mRNP durch die Kernpore
durch sequentielle Interaktion mit bestimmten Nukleoporinen (Zenklusen et al. 2001).
Dementsprechend konnen einzelne Introns die Genexpression um das bis zu 500fache via

posttranskriptionelle Mechanismen stimulieren (Buchman et al. 1988).

Die Zusammensetzung des mRNP-Komplexes ist dabei nicht fixiert, sondern veréndert sich
abhingig von der nukledren Historie der mRNA und ihrer Prozessierung (Ubersicht in
Zenklusen et al. 2001). Es ist hierbei von Bedeutung, ob RNA-bindende Proteine, die RNA
retinieren oder Exportsubstrate darstellen, vorhanden sind (Nakielny et al. 1997). Die RNA-
Sequenz und das individuelle Prozessierungsmuster determinieren, welche RNA-
Bindungsproteine binden und welcher Exportpfad somit eingeschlagen wird.
Interessanterweise begleitet ein Teil dieser Ribonukleoproteine die prai-mRNA durch die
nukleédre Kernpore ins Zytoplasma (Pinol-Roma et al. 1992). Dort kdnnen Ribonukleoproteine
mit der mRNA wihrend der Translation an den Polysomen assoziiert bleiben (Visa et al.

1996) und folglich auch die Translationsaktivitidt (Matsumoto et al. 1998) beeinflussen.

Zu den Mechanismen der posttranskriptionellen Regulation zdhlen auch Verdnderungen auf
translationaler Ebene (siehe z.B. Translationskontrolle bei Globin durch eIF2). Zur Ubersicht

sei hier auf einen Ubersichtsartikel von Day et Tuite (1998) verwiesen.
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6. Virale RNA-Elemente nutzen Komponenten der posttranskrip-
tionellen Genexpression

Fiir eine erfolgreiche retrovirale Replikation ist es wichtig, eine hohe Expression der viralen
Proteine zu gewihrleisten. Dabei unterliegt die virale Genexpression der zelluldren
Genexpressionsmaschinerie und ihren Regulationsmechanismen. Aus diesem Grund haben
eine Reihe von Viren Mechanismen entwickelt, sich die zellulire Genexpression zu ihrem

Vorteil zu erschlieBen (Boris-Lawrie et al. 2001).

Die meisten zelluldren intronhaltigen mRNAs besitzen keine spezifischen Exportsequenz-
elemente. Die Priasenz von intronischen Sequenzen hilt ungespleiite pra-mRNAs im Nukleus
aufgrund einer Assoziation mit Komponenten des SpleiBosoms zuriick (Chang et al. 1989,
Hamm et al. 1990, Legrain et al. 1989). Diese selektive Retention soll die Akkumulation
potentiell schadlicher ungespleiliter pri-mRNAs im Zytoplasma verhindern. Eine Ausnahme
bilden RNA-Viren, die eine Strategie entwickelt haben, diesen Exportblock zu iiberwinden.
Bei Retroviren werden intronhaltige RNAs im retroviralen Lebenszyklus exportiert. Bei
komplexen Retroviren, wie z.B. HIV-1, bindet das virale Protein Rev an ein spezifisches
Sequenzelement (RRE, rev responsive element) und vermittelt den Export intronhaltiger
RNAs via CRM-1, einem zelluldren Exportrezeptor (Pollard et al. 1998). Vergleichbare
Systeme wurden bei anderen komplexen Retroviren gefunden (zusammengefasst in Coffin et
al. 2000). Diese Elemente eignen sich jedoch nicht zum einfachen Einbau in retrovirale

Vektoren, da sie ein in trans vorhandenes virales Protein (Rev oder Analog) erfordern.

Neben den frans-Systemen vom Typ Rev/RRE haben Viren und vereinzelt zellulire Gene
aber auch Strategien fiir die Optimierung ihrer Genexpression entwickelt, die allein auf cis-
agierenden Sequenzen und deren Zusammenspiel mit zelluldren Faktoren basieren (Huang et

al. 1995/97, Liu et al. 1995, Schambach et al. 2000).

In einfachen Retroviren wie dem Typ D ,Simian Virus‘ und dem ,Mason-Pfizer Monkey
Virus® bindet der zellulire RNA-Exportrezeptor TAP an ein spezifisches cis-agierendes RNA-
Element (CTE). Ein onkogenes Hiithner-Retrovirus, das ,Rous Sarcoma Virus‘ (RSV), besitzt
ebenfalls derartige cis-aktive Sequenzen (Ogert et al. 1996). Neben dem Effekt des
gesteigerten RNA-Exports wurden auch RNA-Stabilitit und Spleiliregulation als Auswirkung
cis-aktiver Elemente berichtet. Aufgrund ihrer kleinen GroB3e und ihrer biologischen Funktion
bilden diese Art von Elementen eine bessere Grundlage fiir den Einsatz in retroviralen

Vektoren.



A. FEinleitung 16

a. Das konstitutive Transportelement (CTE)

Die D-Typ Retroviren ,Mason-Pfizer Monkey Virus‘ (MPMV) und ,Simian Retrovirus‘ 1 und
2 (SRV-1/2) beinhalten ein cis-agierendes RNA-Exportelement (~173 bp) in der 3 Region
ihrer Genome. Dieses zwischen der env-Region und dem 3‘LTR lokalisierte Element wurde
als konstitutives Transportelement (CTE, Bray et al. 1994, Zolotukhin et al. 1994) bezeichnet.
Die Priasenz des CTE inmitten des ungespleilliten genomischen Transkripts von MPMYV ist fiir
die zytoplasmatische Akkumulation und Expression dieser RNA unerldsslich (Ernst et al.
1997b). Die Sekundérstruktur der CTE-RNA bildet eine inkomplette, invertierte, repetitive
Sequenz, in welcher zwei innere und eine terminale Haarnadelschleife entstehen. Das Tip-
assoziierte Protein TAP bindet an diese Haarnadelschleifen (Ernst et al. 1997a/b, Pasquinelli
et al. 1997, Tabernero et al. 1996). Das CTE interagiert dabei direkt mit TAP, welches im
Gegenzug das CTE-haltige Transkript zum nukledren Porenkomplex (NPC) befordert und den
Export einleitet (Bear et al. 1999, Braun et al. 1999, Gruter et al. 1998). Es wurde gezeigt,
dass das CTE den nukledren Export von intronhaltigen RNAs vermitteln kann, die
normalerweise vom Rev/RRE-System abhingig sind (Gasmi et al. 1999, Rizvi et al. 1996,
Tang et al. 1997). Obwohl das CTE das Rev/RRE-System funktionell ersetzen kann, benutzen
beide unterschiedliche nukleozytoplasmatische Transportpfade. Wahrend der Rev-vermittelte
Export mit dem Export von 5S-rRNA und U-reicher snRNA konkurriert, nutzt das CTE via
TAP als mRNA-Exportrezeptor die gemeinsame Endstrecke des mRNA-Exportpfades und
konkurriert mit dem mRNA-Export (Pasquinelli et al. 1997, Saavedra et al. 1997). Eine
Ubersicht zum Thema findet sich in Wodrich et al. (2000/01b).

b. Elemente aus der 3 pol-Region verschiedener Viren

Das TAP-Expressionselement (360 bp) ist ein cis-agierendes, orientierungsabhiangiges RNA-
Element in der kodierenden Region (3° Teil des pol-Leserahmens) des murinen
intracisternalen A-Typ-Partikels (IAP) MIA14. Dieses Element ist fiir die Expression der
[AP-Strukturproteine wichtig. Zusétzlich kann es das Rev/RRE-System von HIV-1 bei der
Expression der HIV-1 Gag-Proteine in transienten Expressionskonstrukten substituieren
(Wodrich et al. 2001a) und funktioniert dabei CRM-1 unabhéngig. Die Sequenz der einzel-
strangigen Bereiche des IAP-Elements weist Homologien zum MPMV-CTE auf, so dass
gemeinsame Bindungsfaktoren und ein Einfluss auf den nukleozytoplasmatischen Export
postuliert werden. Dariiber hinaus wird eine RNA-Stabilitdt steigernde Wirkung diskutiert
(Wodrich et al. 2001a).
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In der korrespondierenden Region von MPMV (MPMVpol. Element, 1,6 kb grof3) und von

HSRV-1 (Human Spuma Retrovirus, Foamy) wurden analog stabile RNA-Elemente
gefunden, welche die HIV-1 Gag-Expression zu steigern vermochten. Eine Ubersicht iiber

diese Elemente bietet Wodrich et al. (1998 u. 2001a).

c. Das WPRE des Woodchuck Hepatitis Virus

Das posttranskriptionell regulatorische Element (PRE) des Woodchuck Hepatitis Virus
(WHV, ein naher Verwandter des Hepatitis B Virus) ist auf allen vier Transkripten des WHV
vorhanden und fiir deren effiziente Expression verantwortlich. Urspriinglich wurde zunéchst
das PRE von HBV (Hepatitis B Virus) gefunden, welches wichtig fiir die Expression des
Oberfliachenproteins HBs ist (Huang et al. 1994). In weiteren Experimenten konnte das HPRE
(PRE von HBV) das Rev/RRE-System von HIV-1 in transienten Transfektionsreporterassays
ersetzen (Donello et al. 1996, Huang et al. 1994) und die Expression der B-Globin cDNA
nach transienter Transfektion steigern (Huang et al. 1995). Zufferey et al. (1999) zeigten, dass
ein WPRE in retroviralen und lentiviralen Vektoren effizient die Expression des griin
fluoreszierenden Proteins (EGFP) und von Luciferase steigern kann. Wenig spéter wurde der
Nachweis der Expressionssteigerung durch das WPRE auch in AAV-Vektoren (Adeno-
assoziiertes Virus) gefilhrt (Loeb et al. 1999). Das WPRE scheint unabhingig von
Transkription und Spleiing zu wirken, verbessert jedoch die Genexpression durch eine
mogliche Modifikation von Polyadenylierung, RNA-Stabilitdt und/oder Translation (Donello
et al. 1998, Huang et al. 1999 und unpublizierte Daten, zitiert in Loeb et al. 1999). Das WPRE

stellt damit ein Paradebeispiel fiir die Optimierung der Genexpression von Transgenen dar.
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7. Ziel und Aufgabenstellung der Arbeit

Die Genexpression eukaryotischer Zellen wird zu einem hohen Grade durch transkriptionelle
und posttranskriptionelle Mechanismen reguliert. Die Steigerung der Expression kann dabei
auf verschiedenen Ebenen bewirkt werden. Retrovirale Vektoren sind erheblich weiterent-
wickelt worden, jedoch sind die meisten Entwicklungen im Bereich der Transkriptions-
kontrolle erfolgt (z.B. durch Promotorwahl). Bisher weitgehend unerforscht ist die
Verwendung posttranskriptioneller Regulatorelemente beim Einsatz retroviraler Vektoren.
Dabei haben gerade die Retroviren und — als nahe Verwandte — die Pararetroviren innerhalb
ithres Genoms RNA-Elemente (CTE, WPRE u.a.) entwickelt, welche einen definierten
Einfluss auf die nukledre und zytoplasmatische Prozessierung einer gegebenen RNA nehmen,
sie in bestimmte RNA-Exportpfade einmiinden lassen und so fiir eine regulierte, hohe
Genexpression sorgen. Dariiber hinaus kann auch der zellulire Spleilprozess per se die RNA
in einen definierten Exportpfad einmiinden lassen. Demzufolge liegt die Schlussfolgerung
nahe, diese wenig beachteten und durch Viren optimierten Tricks der Natur auszunutzen und

in therapeutische Vektoren umzusetzen.

Daher werden in der vorliegenden Arbeit verschiedene dieser posttranskriptionell aktiven
Elemente in retroviralen Gentherapievektoren mit einem modularen Aufbau eingesetzt. Dabei
wird ein definierter SpleiBBkontext gewdhlt, der mit und ohne Spleilelemente Aussagen
ermdglichen soll, ob und in welchem Umfang die Existenz von Splei3- und RNA-Elementen
die Genexpression retroviraler Vektoren steigern kann oder ob diese beiden posttrans-
kriptionellen Regulationsmechanismen eventuell auch synergistisch wirken. Neben den
posttranskriptionell aktiven Regulationselementen soll auch der Einfluss des Transgens selbst
untersucht werden. Fiir einige Genkontexte ist schon der expressionsfordernde Effekt einiger
weniger posttranskriptionell aktiver Elemente in episomalen Expressionskonstrukten
beschrieben worden. Dabei handelt es sich um Gene (z.B. HIV-1 gag/prot, 3-Globin), die in
Abwesenheit von posttranskriptionell aktiven Elementen nur gering exprimiert werden.
Dementsprechend sollten retrovirale Vektoren vom Einbau geeigneter Elemente (z.B. CTE,
WPRE) profitieren. Andere klinisch relevante Transgene (z.B. MDRI1) und anerkannte
Gentherapie-Marker (z.B. EGFP) werden schon in Abwesenheit von posttranskriptionell
aktiven Elementen hinreichend exprimiert. Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden,
ob geeignete Elemente in diesen Fillen einen zumindest relativen Expressionsvorteil schaffen

konnen.
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B. MATERIAL UND METHODEN

1. Allgemeine Materialien

Die meisten der verwendeten Chemikalien hatten den Reinheitsgrad ,,zur Analyse" und wurden hauptsichlich
von folgenden Lieferanten beschafft: Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg), Pharmacia
(Freiburg i. B.), Roth (Karlsruhe), Riedel de-Hean (Seelze) und Roche (Mannheim). Radiochemikalien wurden
von der Firma Amersham-Buchler (Braunschweig) bezogen. Plastikwaren kamen von den Firmen Greiner
(Niirtingen), Becton-Dickinson (Heidelberg), Renner (Darmstadt) und Eppendorf (Hamburg). Photo- und
Filmmaterialien (Rontgenfilme, Filme fiir die Mikrophotographie, Photopapier, etc.) wurden iiber den lokalen

Fachhandel gekauft.

Die verwendeten Lichtmikroskope stammten von Leitz, Zeiss, Olympus und Hundt. Laborgerite, wie
Zentrifugen, Inkubatoren fiir Bakterien und Sdugetierzellen, Schiittel- und Riihrgerdte, Netzgerite, Elektropho-

resekammern, Pipetten und Pipettierhilfen etc. stammten von verschiedenen Firmen.

2. Arbeiten mit rekombinanter DNA

Alle Arbeiten mit DNA wurden nach den allgemein iiblichen Verfahren (Ausubel et al. 1995, Sambrook et al.
1989) in einem entsprechend zugelassenen Labor der Sicherheitsstufe 2 durchgefiihrt. Zur besseren

Standardisierung einzelner Arbeiten wurden kommerziell erhiltliche Fertigkits verwendet.

a. Reagenzien

Wichtige Chemikalien, Losungen und Puffer

Substanz / Losung Anmerkungen Aufbewahrung
10fach TBE-Puffer Tris-Base 0.89 M, Borsdure 0.89 M, EDTA RT
0.02M
Sfach DNA-Ladepuffer fiir 50 % Glycerin, 20 mM Tris-HCI (pH=8.0), 4°C
Agarosegele 20 mM EDTA, 0.01 % Bromphenolblau
50fach TAE-Puffer Tris-Base 2 M, Essigsdure 0.25 M, EDTA RT
0.05M
Chloroform/Isoamylalkohol-Losung | Wassergesittigte Mischung im Volumen- RT, lichtge-
verhiltnis 24:1 schiitzt
EDTA 0.5 M, pH=8.0 RT
Ethanol 100 % (nicht vergillt) -20°C, RT
Ethanol 70 %
Isopropanol (2-Propanol) RT
Losung I 50 mM Tris-HCI (pH=8.0), 5 mM EDTA RT
Losung I1 1 % SDS, 0.2 M NaOH RT
Losung 111 Kaliumacetat 3 M (pH=5.0) RT
Natriumchlorid 5 M RT
Natriumacetat 3 M, pH=5.2 RT
Phenollésung TE-gesittigte Losung mit 0,2 % 8-Hydroxy- 4°C, lichtge-
chinolin, dquilibriert mit Tris-Puffer auf pH=8.0 | schiitzt
Phenol-/Chloroform-/ TE-gesittigte Mischung im Volumen-Verhéltnis | 4°C, lichtge-
Isoamylalkohol-Losung 25:24:1 schiitzt
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SDS 10 % RT
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI (pH=8.0) und 0.5 mM EDTA | RT
(pH=8.0)
TE/RNase TE mit 50 pg/ml RNase A 4°C
Tris-HCI Puffer, 1 M, pH=8.0 RT
Kits
Bezeichnung Bezugsquelle Aufbewahrung
Jet-Sorb Gel Extraktion Kit Genomed, Bad Oeynhausen 4°C, RT
QIAquick Gel Extraktion Kit QIAGEN GmbH, Hilden 4°C,RT
AmpliTAg-dC-Rhodamin Kit Applied Biosystems, Weiterstadt -20°C
Big Dye Sequenzier-Kit Applied Biosystems, Weiterstadt -20°C
SUPERSCRIPT™II-Kit Gibco BRL, Eggenstein -20°C
Enzyme
Bezeichnung Bezugsquelle / Anmerkung Aufbewahrung
Restriktionsenzyme, T4-Ligase, T4- | New England Biolabs/Schwalbach i. Taunus, -20°C
DNA-Polymerase, Klenow-Enzym, Roche/Mannheim, Pharmacia/Freiburg i. B.,
thermostabile DNA-Polymerasen, Stratagene/Heidelberg, MBI-Fermentas/St. Leon-
Alkalische Phosphatase Rot, Sigma/Deisenhofen
RNase A Sigma, Deisenhofen -20°C
10 mg/ml Losung in 25 mM Tris-HCI (pH 7.5)
und 2 mM EDTA. Erhitzen zur Inaktivierung der
DNase-Aktivitit
Kulturmedien und Reagenzien fiir die Arbeit mit Bakterien
Bezeichnung Zusammensetzung / Anmerkung Aufbewahrung
Ampicillin 100 mg/ml in Wasser. Sterilisierung durch |-20°C
Filtration.
Einfriermedium fiir Bakterien 50 % Glycerin, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5).|4°C
Autoklavieren.
IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalaktopy-|1 M Losung in Wasser. Sterilisierung durch |-20°C
ranosid) Filtration.
LB-Medium (Luria Bertani) Trypton 10 g/l, Hefe-Extrakt 5 g/l und NaCl 5 |4°C
g/l. Sterilisierung durch Autoklavieren.
LB-Platten LB-Medium mit 1,5 % Agar wurde nach dem |4°C
Abkiihlen in sterile 10-cm-Petrischalen aus
Plastik gegossen.
LB-Amp Platten LB-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin, nach dem | 4°C
Abkiihlen zugesetzt.
SOB-Medium Trypton 20 g/l, Hefe-Extrakt 5 g/, NaCl 10 mM, | 4°C
KCl1 2.5 mM. Sterilisierung durch Autoklavieren.
Zugabe von MgCly und MgSOy4 auf je 10 mM.
TB-Puffer Pipes 10 mM, MnCl, 55 mM, CaCl, 15 mM, |4°C
KCI 250 mM, pH=6.7. Sterilfiltriert.
X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- | I % in Dimethylformamid (DMF). -20°C, lichtge-
B-D-galactopyranosid) schiitzt
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b. Methoden zur Behandlung von rekombinanter DNA
Schnellaufarbeitung von DNA (,,Mini-Preps*) nach dem Prinzip der alkalischen Lyse

Die Mini-Preps wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fiir die Gewinnung kleiner Mengen von Plasmid-
DNA wurden ca. 2 ml einer Ubernachtkultur von Bakterien in 2 ml Eppendorf-Rohrchen fiir 5 min bei 6000 rpm
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,2 ml Losung I (+RNase A) resuspendiert und zusammen mit 0,2 ml
Losung II invertiert. AnschlieBend wurden 0,2 ml Losung III hinzugegeben und abermals invertiert. Der
Niederschlag wurde fiir 10 bis 15 min in einer Mikrozentrifuge bei voller Drehzahl pelletiert, der Uberstand in
ein neues 2 ml Rohrchen transferiert, die DNA mit 1 ml Ethanol (100 %) prézipitiert und anschlieBend fiir 15
min abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und luftgetrocknet. Die DNA wurde in 75 ul
RNase-haltigem TE-Puffer aufgelost und konnte dann direkt fiir Restriktionsverdaus (analytisch 5-10 pl,

préaparativ 10-40 pl) oder zum Sequenzieren (16 ul) eingesetzt werden.

GroBaufarbeitung von Plasmid-DNA

Zur Préaparation groflerer Mengen Plasmid-DNA fiir die Transfektion von Sdugetierzellen wurden 230 ml einer
dichten Ubernachtkultur von E. coli nach dem Prinzip der alkalischen Lyse aufgearbeitet. AnschlieBend wurde
die DNA {iber Anionenaustauscher-Sdulen der Firma QIAgen (Hilden) aufgearbeitet. Abweichend vom
Herstellerprotokoll wurde nach der Elution der DNA von der Sdule 12 ml Isopropanol iiber die Saule in das
Eluat gegeben, um das Restsdulenvolumen zusétzlich zu nutzen. Alternativ wurden auch Nucleobond AX-Séulen
der Firma Macherey-Nagel (Diiren) verwendet. Diese Vorgehensweise ergab 500-1200 pg Plasmid-DNA bei
,high copy‘-Plasmiden.

Konzentrationsbestimmung von DNA
Nukleinsduren haben eine maximale Extinktion (optische Dichte, OD) bei 260 nm. Bei einer Konzentration von

50 pg/ml hat doppelstringige DNA eine OD7g( von 1,0. Damit 146t sich die DNA-Konzentration berechnen.
Proteine haben eine hohere Extinktion bei 280 nm und der Quotient von OD9g0/ODpg( gibt eine gewisse

Auskunft tiber den Reinheitsgrad der DNA. Bei einer sauberen DNA-Priparation sollte der Quotient einen Wert
zwischen 1,8 und 2,0 ergeben. 5 pl der zu bestimmenden DNA wurden in 495 pl TE-Puffer gelost und die
Extinktion in einem Beckmann DU640 Spektrophotometer bestimmt. Der Extinktionswert multipliziert mit dem

Faktor 5 ergibt die Konzentration in pg/pl.

Alkoholprizipitation von DNA
Zur Konzentrierung oder zum Pufferwechsel kann DNA mit Alkohol quantitativ prézipitiert und in einem neuen
Puffer wieder aufgenommen werden.
e  FEthanolfillung: ein gegebenes Volumen einer DNA-Losung wurde mit 0,1 Volumen 3 M
Natriumacetat und mit 2 Volumina 100 % Ethanol versetzt und mindestens 10 min auf Eis inkubiert.
Der Niederschlag wurde durch Zentrifugation in einer Mikrozentrifuge fiir 10 bis 15 min bei voller
Drehzahl pelletiert, mit 70 % Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen
Wasser oder TE aufgelost.

e  Isopropanolfillung: ein gegebenes Volumen einer DNA-Ldsung wurde je nach Salzgehalt mit 0,8 bis

1,2 Volumina Isopropanol vermischt, kurz bei Raumtemperatur inkubiert, abzentrifugiert und — wie

fiir die Ethanolprézipitation beschrieben — weiterbehandelt.
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Phenolextraktion

Unerwiinschte Proteine konnen aus Losungen mit DNA sehr effizient durch Extraktion mit Phenol entfernt
werden. Dazu wurde die DNA auf ein Volumen von 200 bis 500 ul verdiinnt und mit dem gleichen Volumen
einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Losung ausgeschiittelt. Dabei gehen die Proteine in die phenolische
Phase, die durch anschlieBende Zentrifugation fiir 10 min in einer Mikrozentrifuge von der wéssrigen Phase
abgetrennt wurde. Nach Uberfiihrung der DNA in ein neues Rohrchen wurden Phenolreste durch zweifaches

Ausschiitteln mit einer Chloroform/Isoamylalkohol-Losung entfernt und die DNA mit Alkohol gefillt.

Schneiden von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen

Die Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen wurde in der Regel nach Angaben der Hersteller unter
Verwendung der mitgelieferten Puffer durchgefiihrt. Ein analytischer Verdau wurde in der Regel mit 1-2 pg
DNA (oder 6 pl Miniprep-DNA) in einem Gesamtvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Fiir praparative Zwecke
wurden zwischen 2 und 20 pg DNA (oder 10-40 pl Miniprep DNA) in einem Volumen von 50 pl verdaut. Bei
mehreren Schnittstellen einer Restriktionsendonuklease bestand die Moglichkeit eines partiellen Verdaus. Hierzu
wurden suboptimale Bedingungen genutzt, wie der Einsatz von nur 5 U Enzym, Reaktionstemperatur 35°C und
-dauer 30 Sekunden, um relativ groBe DNA-Mengen (5 pg) nur partiell zu verdauen. Das gewiinschte Fragment

wurde nachfolgend in einem Agarosegel aufgetrennt und dessen DNA isoliert.

Mit Hilfe der Klenow-Reaktion konnten iiberhdngende Enden durch Auffiillen der Schnittstelle mit Klenow-
Polymerase in glatte Enden iiberfiihrt werden. Dies erfolgte unter Einsatz von 1-2 pg DNA-Fragment in DNA-
Klenow-Pol. I-Puffer unter Zugabe von 40 pM dNTPs und 5 U Klenow-Polymerase. Anschliefend wurde 10

min bei Raumtemperatur inkubiert und nachfolgend das Enzym 10 min bei 75°C inaktiviert.

Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen

Eine nicht-denaturierende elektrophoretische GroBenauftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte iiber 0,6-
2,0 %ige Agarose-Horizontal-Gele mit 2 pg/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer bei einer Spannung von 6 bis 8
Volt pro cm. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben mit 1/5 Volumen 5x Ladepuffer vermischt. Als
GroBenmarker wurde in der Regel mit Hind3 verdaute Lambda-Phagen-DNA oder eine 1 kb-Leiter verwendet.
Die DNA-Fragmente wurden durch Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids auf einem UV-
Transilluminator (254 nm) sichtbar gemacht und das Ergebnis iiber eine Videokamera mit angeschlossenem

Drucker (Intas, Gottingen) dokumentiert.

Isolierung von DNA-Fragmenten
Die Gel-Stiickchen mit den bendtigten DNA-Fragmenten wurden nach elektrophoretischer Auftrennung im
Agarosegel unter langwelligem UV-Licht (366 nm) ausgeschnitten. Zur anschlieBenden Extraktion von DNA-
Fragmenten aus Agarosegelen wurde das Jet-Sorb-Kit der Firma Genomed oder das Qiaquick-Gel-Extraction-Kit
der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers benutzt.
Prinzip: Die Agarose wird in Gegenwart hoher Konzentrationen von chaotropen Salzen bei 50°C leicht
geschmolzen. Unter diesen Bedingungen bindet die DNA an eine Silikatmatrix und die Agarose
kann weggewaschen werden. AnschlieBend wird die DNA in einem Puffer mit niedrigem

Salzgehalt von der Matrix eluiert.
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Polymerase Ketten-Reaktion (PCR)
Die PCR wurde in einem 20-50 pl Ansatz unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 250 nM dNTPs, 25-50 ng

Template-DNA, 1 pmol/ul Primer, 1 U Polymerase-Mix (Taq Polymerase und Pfu Polymerase 50:1), Puffer (20
mM Tris/HCL, pH=8, 25 mM KCl, 4 mM MgCl,).

Zur Klonierung vorgesehene PCR-Produkte wurden nur mit Pfu-Polymerase (mit Exonucleaseaktivitit)
amplifiziert, um die Wahrscheinlichkeit PCR-bedingter Mutationen zu minimieren. Fiir die Klonierung und die
gezielte Einfilhrung von Basenverdnderungen in DNA-Fragmente wurden die Primer entsprechend mit
Restriktionsschnittstellen bzw. mit gezielten Nukleotidsubstitutionen versehen. Dabei wurde beachtet, dass der
an Template-DNA hybridisierende Teil gro3 genug war (je nach GC-Gehalt > 18 nt.). Die Reaktion wurde je
nach Primerkombination und Fragmentldnge in einem MJ-Research PTC200 Thermocycler mit Deckelheizung
(Biozym, Oldenhausen) iiber 30-35 Zyklen durchgefiihrt. Fiir die Amplifikation von Fragmenten mit zu
andernden Restriktionsschnittstellen im Primerbereich wurde die Hybridisierungstemperatur zur Erh6hung der
Spezifitdt ab dem 11. Zyklus deutlich heraufgesetzt. AnschlieBend wurde das jeweils amplifizierte Fragment
iiber ein Agarosegel aufgereinigt, nach Schneiden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen in einen Vektor

kloniert und durch Sequenzieren iiberpriift.

Die RT-PCR wurde zur Amplifikation einer B-Globin cDNA unter Verwendung des SUPERSCRIPT MII-Kits
(Gibco BRL, Eggenstein) gemil3 den Angaben des Herstellers durchgefiihrt und ist ausfiihrlich im Abschnitt B.7.

erklart.

Desoxyoligonukleotide
Die Desoxyoligonukleotide wurden zundchst aus der Arbeitsgruppe von Dr. Michael Schreiber am Bernhard-
Nocht-Institut fiir Tropenmedizin (Hamburg) bezogen, spiter von der Fa. Metabion (Martinsried). Eine

vollstindige Auflistung der verwendeten Primer befindet sich im Abschnitt B.S8.

Abspaltung von 5 -Phosphaten durch alkalische Phosphatase

Die Abspaltung der 5°-Phosphorsduremonoester ist notwendig, um bei Ligasereaktionen eine intramolekulare
Verkniipfung des Vektors zu verhindern. Dies geschieht besonders hédufig, wenn der Vektor nur mit einem
Enzym geschnitten wurde. Die Vektor-DNA wurde in 200 ul Reaktionspuffer mit alkalischer Phosphatase (5
U/ug DNA) fiir 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 5 min bei 50°C inkubiert, um
verborgene 5 -Enden dem Enzym zugénglich zu machen. Danach wurde er mit frischem Enzym versetzt und fiir
weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Das Enzym wurde durch Phenolextraktion entfernt und die DNA durch

Alkoholprézipitation konzentriert.

Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Vor jeder Ligationsreaktion wurden die isolierten DNA-Fragmente zur groben Quantifizierung nebeneinander im
Agarosegel aufgetrennt. 5 bis 50 ng Vektor-DNA wurden mit einem drei- bis zehnfachen molaren Uberschuss
des DNA-Inserts in einem Gesamtansatz von 10 pl mit 3 U T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) versetzt und
fiir mindestens 4 Std. bei 16°C inkubiert (alternativ 2 Std. bei Raumtemperatur). Als Kontrolle diente immer ein
Ansatz mit dem Vektor allein. Zur Transformation von kompetenten Bakterien wurden in der Regel 3-5 pl des

Ligationsansatzes verwendet.
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Sequenzierung

Zum Sequenzieren wurde doppelstringige Plasmid-DNA verwendet. Die Sequenzierung wurde nach der
Didesoxymethode (Sanger et al. 1977) durchgefiihrt. Hierbei werden Didesoxynukleotide eingesetzt, die bei der
Sequenzierreaktion nach Einbau in die wachsende DNA-Kette zu einem Kettenabbruch fithren. Da diese
Didesoxynukleotide fluoreszenzmarkiert sind, kdnnen sie in einem Sequinator analysiert werden. 0,5-1 pg
doppelstrangige Plasmid-DNA (100-200 ng PCR-Produkt) wurden unter Zusatz von 15 pM Primer, 4 pl
Rhodamin- bzw. BigDye-Puffer und 4 pl Half Term-Puffer (GenPAK) in einem Gesamtvolumen von 20 pl in
die Sequenzierreaktion mittels PCR eingesetzt. Nachfolgend wurde die DNA mit Ethanol unter Salzzusatz
gefdllt, mit 70 % Ethanol gewaschen und in einem Sequinator des Institutes fiir Zellbiochemie und klinische

Neurobiologie des Universititskrankenhauses Eppendorf analysiert.

Bakterien

Fiir alle Klonierungsarbeiten wurde der E. coli Stamm XL-1 Blue von der Firma Stratagene (Heidelberg)
verwendet. Dieser zeichnet sich durch eine besonders niedrige Rekombinationsfrequenz sowie eine hohe
Transformierbarkeit aus und hat folgende Genotyp-Merkmale:

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Tet")].

Herstellung transformationskompetenter Bakterien
In einem 2 Liter Erlenmeyer-Kolben wurden 250 ml SOB-Medium mit 2 ml Ubernachtkultur E. coli XL-1 blue
inokuliert und fiir ungefidhr 4 - 5 Std. bei 37°C kultiviert, bis eine ODgqp von 0,5 erreicht wurde. Danach

wurden die Bakterien auf Eis gekiihlt, abzentrifugiert und in 25 ml TB-Puffer resuspendiert. Die Bakterien
wurden 10 min auf Eis inkubiert und Dimethylsulfoxid auf eine Endkonzentration von 7 % zugesetzt. Nach
Aliquotieren in Portionen von 100-500 pl wurden die Bakterien in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert (Protokoll nach Inoue et al. 1990). Mit dieser Methode wurde eine Transformationskompetenz

von bis zu 10° Kolonien /ug Plasmid-DNA erzielt.

Transformation von Bakterien

Nach dem Auftauen transformationskompetenter E. coli auf Eis wurden 40 pl Bakteriensuspension mit 3 pl
DNA (zumeist aus einem Ligationsansatz) vermischt und 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die
Bakterien 60 Sekunden lang einem Hitzeschock von 42°C im Wasserbad ausgesetzt und fiir weitere 4 min auf
Eis inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 200 ul LB-Medium und die 30miniitige Inkubation bei 37°C. Zur
Selektion auf transformierte Bakterien wurde der gesamte Ansatz auf vorgetrockneten LB-Platten mit Ampicillin

oder Kanamycin ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.

Fliissigkulturen von Bakterien

Die Kultivierung von transformierten Bakterien erfolgte in Gegenwart eines Antibiotikums (Ampicillin oder
Kanamycin). Fiir kleine DNA-Prédparationen wurden Rohrchen mit 4 ml LB-Amp./LB-Kana. aus einer
Glycerinkultur oder von einer Agarplatte angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 200 rpm geschiittelt. Zur
GroBaufarbeitung von DNA wurden 230 ml LB-Amp./-Kana. in einem Erlenmeyerkolben inokuliert und {iber
Nacht geschiittelt. Zum Einfrieren wurden 800 pl Bakterienkultur mit 500 pl 50 % Glycerol versetzt und bei
-80°C tiefgefroren.
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3. Arbeiten mit Sdugetierzellen

a. Reagenzien fiir die Zellkultur

Pulvermedien, Trypsin, Glutamin und Antibiotika wurden von Life Technologies GmbH (Eggenstein) bezogen.

Fetales Kilberserum stammte von PAA (Linz, Osterreich), Dimethylsulfoxid (DMSO) von Serva (Heidelberg).

Zur Kultivierung der Zellen wurden folgende Medien und Zusiitze verwendet

Zellkulturmedien Anmerkungen
DMEM Dulbecco's Modification of Eagle's Minimum Essential Medium
Ham’s F10 Nutrient Mixture F-10 Ham
IMEM Iscove's Modified Eagle's Medium
MEM Minimum Essential Medium
RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute Nr. 1640 Medium

Zusitze Anmerkungen

10 % FKS Fetales Kélberserum, wirmebehandelt 30 min bei 56°C
Antibiotika 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
Glutamin 2 mM Glutamin

Verwendete Losungen fiir die Zellkultur

Losung Zusammensetzungen und Anmerkungen Aufbewahrung

2x BBS-Losung 50 mM BES, 280 mM NacCl, 1.5 mM Na,HPO, (pH=6.95) -20°C
(Ausubel et al. 1995, Abschnitt A1-6).

2x HeBS-L&sung 0.283 M NaCl, 0.023 M HEPES, 1.5 mM Na,HPO, -20°C
(pH=7.00).

CaClp-Losung 250 mM CaCly. Sterilisiert durch Filtration. -20°C

Chloroquin-Stamm- 25 mM Chloroquindiphoshat (ICN Biomedicals, Aurora, 4°C

16sung Ohio) in PBS.

Einfriermedium fiir FKS 50%, DMSO 10% und DMEM- oder RPMI-Medium -20°C

Zellen 40%.

Héaminstammldsung 1 mM bovines Himin (Sigma) wurde in 10 mM NaOH- 4°C
Losung gelost. Hamin ist das Chlorid des Hématins
(oxidiertes Ham mit dreiwertigem Eisen)

In situ Betagalaktosi- 0,1 % X-Gal in PBS mit 2 mM MgCly, 5 mM Kaliumferri- RT

dase-Reagenz cyanid und 5 mM Kaliumferrocyanid.

ONPG-Lésung 1 mg/ml ONPG (2-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid) in -20°C
0.1 M Natriumphosphat (pH=7.5), 10 mM KCI, 1 mM
MgSO4, 50 mM 2-Mercaptoethanol.

PBS-Puffer 137 mM NaCl, 2.7 mM KCIl, 4.3 mM Na,HPO,*7H,0, RT
1.4 mM KH,PO,, pH=7.3. Sterilisiert durch Autoklavieren.

Polybren-Ldsung 8 mg/ml Polybren (Sigma, Deisenhofen) in PBS. -20°C
Sterilfiltriert.

Protaminsulfat-Losung | 4 mg/ml. Sterilfiltriert. -20°C

Rh123-Lésung Rhodamin 123 (Sigma), Konzentration 5 mg/ml. 4°C

Trypsin/EDTA-Losung | Trypsin 0.5 g/l, EDTA 0.2 g/l in PBS. -20°C
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b. Zellen und deren Kultivierung

Verpackungszelllinien

Name Beschreibung Literatur

Bosc23 Ecotrope Verpackungszelllinie aus 293T-Zellen, leicht | Pear et al. 1993
transfizierbar.

PA317 Amphotrope  Verpackungszelllinie, abstammend von | Miller et al. 1986
NIH3T3-Zellen. Relativ schwach transfizierbar mittels | ATCC CRL-9078
Calciumphosphatmethode.

PG13 Amphotrope  Verpackungszelllinie, abstammend von | Miller et al. 1991

NIH3T3-Zellen. Relativ schwach transfizierbar, enthélt
GALV-Hiillprotein (Primaten-env). Dadurch weit groBere
Infektionswahrscheinlichkeit fiir humane und Affen-Zellen.

ATCC CRL-10686

Phoenix ampho

Amphotrope Verpackungszellline, die vom Nolan Labor an
der Stanford University entwickelt wurde. Diese hat als
293T-Abkdmmling den Vorteil, sehr gut transfizierbar zu
sein und produziert einen sehr guten Titer. Zusitzliche
Pseudotypisierung durch VSV-G er6ffnet ein sehr breites
Spektrum infizierbarer Zielzellen.

Kinsella et al. 1996

Zielzellen

Adhirent wachsende Zelllinien

Name Beschreibung Literatur
293T Humane, embryonale Nierenepithelzelllinie, mit Adenovirus | DuBridge et al.
Ela transformiert und ein temperatursensitives T-Antigen | 1987
tragend. Hervorragend transfizierbar. ATCC CRL-1573
Cf2Th Hunde-Thymuszelllinie.  Sehr gut infizierbar  durch | ATCC CRL-1430.
Retroviren.
Cos7 Affen-Nierenepithel-Zelllinie. Transformiert mit SV40 T-| ATCC CRL-1651

Antigen, zeichnet sich durch gute Transfizierbarkeit aus.

HeLa Magic/ P4-CCRS

Cervix-Adenocarcinom-Zelllinien. HeLa P4-CCRS expri-
miert den CD4-Rezeptor sowie die CCRS- und CXCR4-
Chemokinrezeptoren und das Gen fiir Betagalaktosidase
unter der transkriptionellen Kontrolle des HIV-1 LTR. Diese
Zelllinie ist mit HIV-1 infizierbar und exprimiert nachweis-
bare Mengen von Betagalaktosidase erst nach Stimulation der
Transkription vom LTR durch das virale Tat-Protein, so dass
infizierte Zellen durch in situ Férbung mit X-Gal
nachgewiesen werden konnen (Kimpton et al. 1992).

Clavel et al. 1994

Huh7 Humane Hepatomzelllinie, gut transduzierbar. Nakabayashi et al.
1984

NIH3T3 Zelllinie aus MaAusefibroblasten. Niitzlich fiir DNA-| ATCC CRL-1658
Transfektion and Transduktionsstudien (Virustiter), leicht
transduzierbar.

Q8 Wachtelzelllinie (zur Verfligung gestellt von M. Dobbelstein, | Abrams et al. 1982
Marburg)

SC-1 Zelllinie aus Mausefibroblasten, leicht transduzierbar durch | Hartley et al. 1975
MuLV.

SW480 Humane Colonadenom-Zelllinie. Exprimiert das carcino- | ATCC CCL-228

embryonale Antigen (CEA), Keratin und TGF-P. Relativ gut
infizierbar durch Méuseretroviren.
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Suspensionszelllinien

Beschreibung

Literatur

Humane CML (chronisch myeloische Leukdmie) — Zelllinie
aus dem Pleuraexsudat einer 53-jdhrigen Frau mit CML in
terminaler Blastenkrise. Die Zellpopulation enthélt Vorlaufer
der Hamatopoese und wurde zunéchst als sehr undifferenziert
und der granulozytidren Linie angehdrig eingestuft (Lozzio et
al. 1979). Weiterfithrende Studien von Andersson et al.
(1979) beziiglich Oberflichenmarkereigenschaften fiihrten zu
der Annahme, dass K-562 eine humane erythroleukédmische
Zelllinie darstellte. K-562-Blasten sind multipotente,
hamatopoetische, maligne Zellen, die spontan in nachweis-
bare Vorldufer der erythrozytiren, granulozytiren und
monozytdren Reihe differenzieren konnen (Lozzio et al.
1981). Sie stellen deshalb ein gutes Modell zur Gentherapie
hamatopoetischer Zellen dar. Agenzien, die sich zur
Induktion der Differenzierung von K-562 eignen, sind
Natriumbutyrat, DMSO und Erythropoetin (Hoffman et al.
1979). Der hier verwendete Klon liel sich allerdings nicht
durch DMSO in Richtung der erythroiden Reihe
differenzieren (kein Anstieg der Benzidin-positiven, d.h.
Hiamoglobin-positiven Zellen).

Lozzio et al. 1975
ATCC CCL-243

SFFV (Spleen Focus Forming Virus) - transformierte, murine
erythro-leukdmische Zellen (MEL), die durch Infektion von
Méusen mit Friend-Virus gewonnen wurden und weiterhin
aktives Friend-Virus sezernieren. Mogliche Induktoren sind
HMBA (Hexamethylenbisacetamid) und DMSO (Dimethyl-
sulfoxid) (Campbell et al. 1990). Nach Austesten der
optimalen Bedingungen besonders gut mit 1,2 % DMSO-
Losung zur Differenzierung und Hamoglobinproduktion
induzierbar. Nach 4-8 Tagen sind bis zu 80 % der Zellen
Benzidin-positiv, d.h. in hohem Malle Hémoglobin-
produzierend. Zur Induktion wurden in 6-well-Schalen 5*10°
Zellen mit 1,2 % DMSO-haltigem MEM versetzt und dieses
Medium tdglich erneuert. Nach 4 Tagen beginnende
Hamoglobinproduktion (30 % Benzidin-positiv). Am 8. Tag
nach Induktionsbeginn waren bis zu 80 % Benzidin-positive
Zellen nachweisbar. Zur Benzidinfirbung wurden 100 pl
einer Benzidin-Stammlésung (3 % Benzidin in 90 %
Essigsédure) mit 100 pl einer 30 %igen H,O,-Losung und 500
ul H,O versetzt und wenige Tropfen dieser Gebrauchslosung
auf etwa 300 pl Zellsuspension gegeben. Benzidin-positive
Zellen erschienen deutlich dunkelblau.

Dube et al. 1975

Name
K-562
F4/6
MEL
Zellkultur

Wenn nicht anders erwihnt, wurden sdmtliche Zellen in DMEM, versetzt mit 10 % FKS, 2 mM Glutamin und

Antibiotika (100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) bei 37°C in einer Atmosphdre mit gesittigtem
Wasserdampf und 5 % CO, kultiviert. Abweichend davon wurden SC-1 und F4/6 in MEM mit 10 % FKS, 2
bzw. 4 mM (fiir SC-1) Glutamin und Penicillin/Streptomycin kultiviert. K-562 wurden in RPMI 1640-Medium

mit 4 mM Glutamin und Penicillin/Streptomycin gehalten. Q8 wurde in einem speziell hergestellten Medium aus

Ham'‘s F10 mit iiblichen Glutamin- und Penicillin-/Streptomycin-Konzentrationen, 5 % FKS, 2 % Hiihnerserum

und 0,5 % DMSO kultiviert. Zur Passagierung wurden die adhérenten Zellen nach Waschen mit PBS vom

Boden des GefidBes abtrypsiniert und je nach Bedarf auf neue Kulturgefifie verteilt sowie in frischem Medium

verdiinnt. Suspensionzellen wurden alle 2-3 Tage mit frischem Medium versetzt.
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Um in nicht-erythroiden Zellen eine Globinexpression nachweisen zu kdnnen, wurden die jeweiligen 293T- und
SW480-Zellen mit Hamin-haltigen Medien in Konzentrationen von 5-200 uM versetzt und 2-6 Tage im
Brutschrank unter Standardbedingungen kultiviert. Bovines Hamin wurde von der Firma Sigma bezogen. Himin
ist das Chlorid des Hamatins, in welchem das Eisen im Gegensatz zum Ham (Fe®") in der +III -Oxidationsstufe

vorliegt.

¢. Transfektion und Aufarbeitung von Saugetierzellen

Samtliche Transfektionen wurden nach der Calciumphosphat-Copréizipitationsmethode nach Chen et al. (1987)
durchgefiihrt. Da jedoch die Transfektionseffizienz von Verpackungszelllinien entscheidend fiir den spéteren
Virustiter ist, wurden fiir die 293T- (Bosc23, Phoenix) und die NIH3T3-Derivate (PA317, PG13) folgende

Transfektionsprotokolle entwickelt:

Transfektion von Phoenix- bzw. Bosc-Zellen

1,7 - 2,0%10° Zellen wurden so auf 6-cm-Schalen ausgesit, dass die Zellen moglichst vereinzelt vorlagen. Am
folgenden Tag wurde unmittelbar vor Transfektion das Medium abgenommen und durch 4 ml frisches 25 uM
Chloroquin-haltiges Medium ersetzt. Chloroquin inaktiviert lysosomale DNasen und sorgt so fiir eine 2-3fach
bessere Transfektionsrate (Pear et al. 1993). 8 pg Vektor-DNA wurden in 0,25 M CaCl,-Losung aufgenommen
und danach tropfenweise 500 pl 2x HeBS hinzugegeben. In einem weiter optimierten Protokoll wird 4 ug eines
gag/pol- (M13) und 2 pg eines VSV-G-Expressionsplasmids kotransfiziert, um Virustiter und Infektions-
spektrum zu erhdhen (Protokoll M. v. Laer, HPI). AnschlieBend wurde diese Losung durch Einleiten von
Luftblasen homogen durchmischt. Nach einer genau 20miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde dieses
Gemisch unter Schwenken der Zellkulturschale ins Medium getropft. Die Zellen wurden iiber Nacht nicht langer
als 14 Std. (Chloroquin ist zytotoxisch) bei 35°C in einem Brutschrank von 3 % CO, und gesittigtem
Wasserdampf inkubiert. Am nichsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel und die Weiterkultivierung im 37°C-
Brutschrank bei 5 % CO,. Ab 36 Std. nach Transfektion bestand die Mdglichkeit, alle 8-12 Std. (bis zu 96 Std.
nach Transfektion) Virusiiberstand zu ,ernten”. Zellen und Uberstinde wurden je nach Experiment weiter

verwendet und konnten ggf. bei —80°C zwischengelagert werden.

Transfektion von PA317- und PG13-Zellen

5%10° Zellen wurden auf einer 10-cm-Schale ausgesit [verinderte Mengenangabe bei Verwendung einer 6-cm-
Schale: 2*10° Zellen]. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und durch 9 ml [4 ml] frisches
Medium ersetzt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 2 bis 4 Std. wieder in den Inkubator gestellt. 15 pg [8 pg]
Vektor-DNA wurden mit 500 pl [200 pl] 0,25 M CaCl, und 500 pl [200 pl] 2x BBS transfiziert. 16-24 Stunden
nach Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mindestens einen weiteren Tag bei 37°C in einer
Atmosphire mit gesittigtem Wasserdampf und 5 % CO, inkubiert. Zellen und Uberstinde wurden je nach
Experiment weiter verwendet. Es konnten mittels Lipofektion an Stelle der Calciumphosphattransfektion bessere

Transfektionseffizienzen erzielt werden.

Transfektion von 293T-Zellen zur Produktion lentiviraler Partikel
5%10° Zellen wurden in einer 10-cm-Schale ausgesit. Am folgenden Tag wurde das Medium 5 min vor

Transfektion durch 25 uM Chloroquin-haltiges Medium ersetzt. 15 pg pMDLg/RRE oder pcDNA3g/p4xCTE
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(HIV-1 gag/pol-Expressionsplasmide), 5 pg pRSVrev (Rev-Expressionsplasmid), 3 pg eines VSV-G-Expres-
sionsplasmids (M3) sowie 5 pg eines EGFP-Transfervektors [10-15 pg eines Globin-Transfervektors] wurden
unter Zugabe von 500 pl 0,25 M CaCl, und 500 pl 2x HeBS transfiziert. Das weitere Vorgehen entsprach dem
Protokoll zur Transfektion von Phoenix-Zellen. Ein Grofteil der lentiviralen Vektoren wurde freundlicherweise

von L. Naldini (Universitit Turin, Italien) zur Verfiigung gestellt (Dull et al. 1998).

Bestimmung der Transfektions- und Transduktionseffizienz

Die Zahl der transfizierten und transduzierten Zellen in einem Ansatz ist kritisch fir die nachfolgenden
biochemischen Analysen. Deshalb wurde bei jedem Experiment die prozentuale Zahl der transfizierten und
transduzierten Zellen bestimmt. Hierzu wurden die Zellen mit einem EGFP-Expressionsplasmid (griin
fluoreszierendes Protein) in den Fillen kotransfiziert, in denen es nicht schon im retroviralen Vektor vorhanden
war, um eine Kontrolle der gleichen Transfektionseffizienz zu gewihrleisten. Die Transduktionseffizienz wurde
bei nicht EGFP-haltigen Konstrukten mit einem EGFP-haltigen viralen Vektor in einem separaten
Kontrollansatz durch Durchflusszytometrie oder Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Ferner wurde, wenn méoglich,
vor dem eigentlichen Experiment ein kleiner Teil des Virusiiberstandes in einem Transduktionsexperiment

analysiert, um mit moglichst gleicher und einheitlicher m.o.i. (<0,3) im Folgeexperiment zu transduzieren.

Die Beurteilung der Transfektions- und Transduktionseffizienz im Fluoreszenzmikroskop wurde entweder durch
Inspektion der Zellkulturschale im inversen Mikroskop oder nach Fixierung eines zuvor zugegebenen
Deckglaschens mit 4 % Paraformaldehyd im lichtstirkeren aufrechten Fluoreszenzmikroskop durch Auszdhlen

der GFP-positiven Zellen durchgefiihrt.

Eine zweite Moglichkeit bestand in der Kotransfektion eines Beta-Galaktosidase-exprimierenden Plasmids durch
in situ Farbung der Zellen oder durch Bestimmung der Betagalaktosidaseaktivitit im Zelllysat. Fiir die in situ
Betagalaktosidase-Farbung wurden die Zellen auf einem Deckgldschen mit PBS gewaschen, 5 min lang mit 4 %
Paraformaldehyd in PBS bei Raumtemperatur fixiert und nach kurzem Waschen mit 0,1 % Triton-X 100
permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Betagalaktosidase-Reagens iiberschichtet und bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer so lange inkubiert, bis eine deutliche Blaufiarbung der Zellen

erkennbar war. Die Anzahl der transfizierten Zellen wurde durch Auszéhlen unter dem Mikroskop bestimmt.

d. Transduktion von Zielzellen

Phoenix-Uberstand

Ab 36 Std. (vorzugsweise jedoch ab 48) nach Transfektion wurde der Uberstand der Verpackungszelllinie
abgenommen und — um Zellbestandteile und etwaige Kontaminationen zu vermeiden - nach Filtration durch ein
0,45-um-Filter auf die Zielzelllinie {iberfiihrt, bei welcher zuvor auch das Medium entfernt wurde. Durch die gut
transfizierbaren Phoenixzellen (Transfektionsrate mind. 60 %) ergibt sich auch bei einmaliger Gabe von
Uberstand auf die Zielzellen ein zumeist ausreichender Titer (>1*10° infektiose Einheiten / ml, s. Abschnitt
C.2.). Gegebenenfalls wurde der Virusiiberstand sogar verdiinnt (m.o.i. <0,3), da ab einer Infektionsrate von
40 % positiven Zellen statistisch die Wahrscheinlichkeit fiir Mehrfachintegrationen steigt (s. Abb. 20; vgl.
Wabhlers et al. 2001) und die genaue Messung der Genexpression erschwert wird. 8§ pg Polybren pro ml Medium

wurden verwendet, um die Transduktionseffizienz durch Herabsetzung der Oberfldchenspannung der Zielzellen
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zu erhdhen. In der Regel wurde 0,5-1,0 ml Virusiiberstand auf 1*10° Zielzellen in 6-well-Schalen gegeben. Nach
einem Tag wurde der Polybren-haltige Virusiiberstand durch frisches Medium ersetzt und die Zellen bis zur
weiteren biochemischen Analyse etwa 5-6 Tage im 37°C Brutschrank kultiviert. Die expansive Wachstums-
tendenz der Zellen in diesem Zeitraum erforderte etwa 2-3 Tage nach Transduktion eine Uberfiihrung auf 10-cm-

Schalen.

PA317-/PG13-Uberstand

Ab 48 Std. nach Transfektion konnten Uberstinde von PA317-/PG13-Zellen etwa alle 8-12 Std. abgenommen
werden. Da diese Zellen als NIH3T3-Derivate sehr viel schlechter transfizierbar sind als 293T-Zellen,
produzieren sie auch einen deutlich schlechteren Titer. Demzufolge wurden mindestens 3x 3 ml Uberstand von

den Verpackungszelllinien abgenommen und auf 4*10* Zielzellen in 6-well-Schalen iiberfiihrt (m.o.i. <0,3).

Retrovirale Transduktion von Suspensionszellen

VSV-G-pseudotypisierte virale Partikel wurden als Uberstand von Phoenixzellen abgenommen. Etwa 1%10°
Suspensionszellen (z.B. K-562) wurden in 6-well-Schalen ausgesit und in 3 ml filtriertem retroviralen Uberstand
der Verpackungszelllinie aufgenommen (m.o.i. 0,1-0,3). Um die Transduktionseffizienz durch Reduktion der
Oberflachenspannung zu verbessern, wurden 4 pg/ml Protaminsulfat zugegeben. Nachfolgend wurden die 6-
well-Schalen 60 min bei 2000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert, was den Titer etwa verdoppelt.

Anschliefend wurden die Zellen wieder resuspendiert und am nichsten Tag in frischem Medium aufgenommen.

Extraktion genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen
Zur Extraktion genomischer DNA wurden 1*¥10” Zellen in 1 ml DNAzol (Gibco BRL, Eggenstein) lysiert und
nach Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Die Qualitét der gewonnenen DNA wurde im Agarosegel liberpriift.

DNA-Préparationen wurden fiir die PCR 1:100 verdiinnt eingesetzt.

e. Bestimmung des Virustiters

2*10* NIH3T3-Zellen wurden in 24-well-Schalen in 1 ml Medium ausgesit. Am folgenden Tag wurde jeweils
1 ml Virus (MP110/11/71neo® oder hygro®TK) in Verdiinnungen von pur bis 1:1.000.000 in Zehnerstufen
zugegeben. Zusitzlich wurde eine Kontrolle angesetzt, die kein Virus enthielt, welche aber anzeigte, wann nicht
infizierte Zellen abstarben. Einen Tag nach Viruszugabe wurde G418- (Geneticin) bzw. Hygromycin-haltiges
Medium (Roche, Mannheim) in Konzentrationen von 400 pg/ml bzw. 300 pg/ml zugegeben. Nach 10-12 Tagen
wurde anhand der Kolonienanzahl (,,colony forming units®) unter Beriicksichtigung der jeweiligen

Verdiinnnungsstufe pro well der Titer bestimmt.

Eine zweite Moglichkeit bestand in der Transduktion durch EGFP-haltige virale Partikel. Hierbei wurden 10
bzw. 100 pl Mediumiiberstand von Phoenixzellen (transfiziert mit MP110/11/71EGFP) auf 1 ml Medium
aufgefiillt und nachfolgend auf 1*¥10° NIH3T3-Zellen in 6-well-Schalen gegeben (s. Transduktionsprotokoll
Phoenix-Uberstand B.3.d.). Nach 6 Tagen erfolgte die Auswertung im FACS, wodurch der Virustiter berechnet

werden konnte.
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4. Arbeiten mit RNA

Die Gerdte wurden vor Benutzung mit 0.2 M NaOH-Loésung und 1 % SDS gesédubert. Alle verwendeten
Losungen wurden mit Diethylenpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser angesetzt. Andere Losungen wurden

bei Anbruch aus Originalflaschen des Herstellers abgefiillt und nur fiir die RNA-Aufarbeitung eingesetzt.

a. Reagenzien, Losungen und Kits fiir die Arbeit mit RNA

Name Beschreibung
20fach MOPS 400 mM 3-N-Morpholino-Propansulfonsdure, 200 mM Natriumacetat, 20 mM EDTA
20fach SSC 3 M Na(Cl, 0.3 M Trinatriumcitrat
32p _doATP Radioaktive Phosphor-markierte Nukleosidtriphosphate
2P -daCTP
Denaturierungsmix Deionisiertes Formamid, Formaldehyd (37 %), 20fach MOPS im Verhiltnis 10:3:1
DEPC-H,0 Deionisiertes Wasser mit 0.1 % Diethylenpyrocarbonat wurde fiir 12 Std. geriihrt und
anschlieBend autoklaviert.
Férbelosung 0.5 M Natriumacetat (pH=5.2) mit 0.04 % Methylenblau
Fixierer 5 % Essigsédure

Heringssperma-DNA | 10 mg/ml gescherte Heringssperma-DNA

Hybridisierlosung 6x SSC, 5x Denhardt, 0.5 % SDS, 100 pg/ml Heringssperma DNA, 50 %
deionisiertes Formamid
Laufpuffer 1fach MOPS, 75 ml Formaldehyd 37 % ad 1L DEPC-H,0

MoBiTec 300 Sdulen | Sdulenprozedur zur Trennung von radioaktiv markierten Nukleinsduren und nicht
inkorporierten dNTPs (MoBiTec GmbH, Gottingen).
Prime It II-Kit Random Primer labeling Kit (Stratagene)

RNAzol Tel-Test, Friendswood/USA

b. Gesamt-RNA-Extraktion aus eukaryotischen Zellen

Fiir die Gewinnung der gesamten RNA aus transfizierten eukaryotischen Zellen wurden die Zellen einer 10-cm-
Schale (ca. 107 Zellen) mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und die Zellen abgeschabt, in ein 1,5 ml
Eppendorfgefal tiberfiihrt und fiir 5 min bei 2000 rpm pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml RNAzol lysiert,
nach Zugabe von 200 pl Chloroform invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. Das Homogenat wurde zur
Phasentrennung 15 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Die obere wissrige Phase wurde in ein neues 1,5 ml
Eppendorfgefal3 iiberfiihrt und mit 1 Volumen Isopropanol geféllt. Das resultierende Pellet wurde mit 800 pl
75 % EtOH gewaschen und in DEPC-Wasser resuspendiert. Zur Vermeidung von Restkontamination mit
Plasmid-DNA wurde die RNA 30 min lang bei 37°C mit RQ-1 DNAse (Promega, RNAse frei) verdaut und die
RNA-Extraktion wie oben beschrieben wiederholt. Die resultierende RNA-Praparation wurde bei -20°C
eingefroren. 1/10 der Priparation wurde auf einem normalen Agarosegel zur Quantifizierung aufgetragen und

auf Qualitat iiberpriift.
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c. Northern Blot

10 ng der priparierten RNA und ein RNA-Marker (New England Biolabs) wurden in einem 1 %igen
denaturierenden Formaldehydgel aufgetrennt. Hierzu wurde die RNA mit 28 pl Denaturierungsmix gemischt, fiir
5 min bei 60°C denaturiert und anschlieend auf Eis abgekiihlt, mit 5 ul Orange 5-Auftragspuffer versetzt und
bei 60 Volt fiir ca. 3-5 Std. im Kiihlraum (4°C) aufgetrennt. Das Gel wurde nach der Trennung 3x 10 min mit
DEPC-H,O gespiilt, um das Formaldehyd zu entfernen. AnschlieBend erfolgte eine 20miniitige Denaturierung
der RNA in 0.05 M NaOH, erneutes Spiilen mit DEPC-H,O und mindestens 45 min Equilibrieren in 20fach
SSC. Die RNA wurde durch Kapillarblot iiber Nacht bei 4°C auf eine Nylon Membran (Pall) mit 20fach SSC als
Transferpuffer iibertragen und durch UV-Vernetzung (Stratalinker 0.12 Joule/cm?), sowie thermisch (2 Std.
80°C) fixiert. Fiir die Hybridisierung wurde die Membran mindestens 1 Std. in Hybridisierungspuffer bei 42°C
blockiert und nach Zugabe der radioaktiv markierten Sonde (spezifische Aktivitit > 1*10” cpm) iiber Nacht
inkubiert. Die Membran wurde nach der Hybridisierung suksessiv mit 2x SSC (RT), 2x SSC/0.1 % SDS (60°C),
1x SSC/0.1 % SDS (60°C) und 0.1x SSC/0.1 % SDS (60°C) jeweils 15 min gewaschen. AnschlieBend wurde die

Membran getrocknet und auf einem Rontgenfilm oder auf Bio-Imager Platten (Fuji) exponiert.

Radioaktive Markierung einer Sonde fiir den Northern Blot

25 ng der zu markierenden Sonde (Restriktionsfragment) wurden in 23 pl DEPC-H,O resuspendiert und
zusammen mit 10 pl Random-Primer (Prime It II, Stratagene) fiir 5 min denaturiert und anschlieend auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 10 pl **P-doATP (dCTP) wurde die Markierungsreaktion entsprechend den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nichteingebaute Nukleotide wurden durch Gelfiltration (Mobitec 300

Séule) entfernt und die spezifische Aktivitit (P Cherenkov) bestimmt.
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5. Biochemische Analyse von viralen Genprodukten

a. Reagenzien

Fiir die Proteingel-Elektrophorese

Name Beschreibung

2x Ladepuffer fiir Proteingele 2 % SDS, 2 % Beta-Mercaptoethanol, 0.118 M Sammelgelpuffer, 20 %
Glycerol

10x Sammelgelpuffer 0.47 M Tris, pH=6.7
Acrylamid-Stammldsung fiir Acrylamid 40 % (w/v), Bisacrylamid 1 % (w/v)
Proteingele
Bio-Rad Protein Assay Kit Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Entfarbelosung fiir Proteingele | Methanol 30 %, Essigséure 1 %
Fixier- und Farbelosung fiir Methanol 50 %, Essigsédure 30 %, Coomassie -R 0.1 %
Proteingele
Laufpuffer fiir Proteingele Glycin 0.384 M, Tris-Base 0.05 M, SDS 0.1 %

Fiir Western Blot-Analysen

Name Beschreibung
ECL-Kit Reagenzien fiir die Proteindetektion mittels ,enhanced
chemiluminescence (ECL, Amersham, Braunschweig).
Ponceau-S Rot 0.1 % Losung in 5 % Essigséure
Rontgenfilme Kodak X-AR, Hypermax-beta (Amersham)
TBS-Puffer 20 mM Tris-HCI (pH=7.5), 150 mM NaCl

Western Blot-Blockingpuffer 10 % / 5 % Magermilchpulver in PBS-Puffer

Western Blot-Transferpuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin (pH=8.3), 20 % Ethanol, 0.05 % SDS
Western Blot-Waschpuffer I PBS-Puffer mit 0.5 % Triton-X 100

Western Blot-Waschpufter 11 TBS-Puffer mit 3 % Tween 20

Fiir die indirekte Immunfluoreszenz

Name Beschreibung
Elvanol 1 g Polyvinylalkohol (Mr 6000, Serva) wurde unter Erwérmen in 8 ml
PBS gelost, mit 4 ml Glycerin (87 %) gemischt und autoklaviert.
FCS 10 %-Loésung 10 % FCS in PBS
Methanol/Aceton-Fixans Verhiltnis 1:1. Aufbewahrung bei —20°C.
Paraformaldehyd-Fixans 4 % in H,O. Frisch angesetzt.

b. Verwendete Antikorper nach Eigenschaft und Bezugsquelle
Nachstehend sind — soweit vorhanden — die verwendeten Verdiinnungen der einzelnen Antikdrper fiir ECL-
Western Blot (ECL-WB), indirekte Immunfluoreszenz (IF) und ,enzyme linked immunosorbent assay‘ (ELISA)

angegeben.
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Spezifische Erstantikorper

Spezifitiit Spezies Bezugsquelle ECL-WB IF ELISA
o-GFP Kaninchen | Prof. Krausslich 1:2500 - -
a-HIV-CA Kaninchen | Prof. Krdusslich 1:2000 1:100 -
a-HIV-CA Maus mAK 183, AIDS Repo- - pur 1:1000
mAK 183 sitory des NIH, USA
o-HIV-Nef Kaninchen | Prof. Krausslich 1:2500 1:100 -

HIV Patienten- Mensch Dr. Pawlita, Heidelberg - 1:100 -
serum

o—p6-9, B-Kette Maus Immuno-Rx, 1:1000 - -
von Hamoglobin Augusta/USA

o—HA—Epitop Maus Roche 1:80 - -
(Hadmagglutinin)

o—HA-Epitop, Ratte Roche 1:1000-2000 |- -
,high affinity*

Spezifische Zweitantikérper

Spezifitit Spezies Marker ECL-WB IF ELISA
o-Maus Ziege Meerrettich-Peroxidase 1:5000 - -
a-Kaninchen Esel Meerrettich-Peroxidase 1:10000 - 1:10000
o—Ratte Ziege Meerrettich-Peroxidase 1:1000 - -
o-Maus Ziege FITC, DTAF oder Texas |- 1:100 -

Red
a-Kaninchen Ziege FITC oder Texas Red - 1:100 -
o-Mensch Ziege DTAF - - 1:100

Polyklonale Sekundérantikorper mit Detektionsmarkern wurden von Dianova (Hamburg) oder Sigma
(Deisenhofen) bezogen.

c. Methoden

Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten

Fiir Zelllysate wurde zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford das Reagens der Firma BioRad
nach Angaben des Herstellers verwendet. Eichkurven wurden mit Rinderserumalbumin als Standard erstellt. Vor
jedem Western Blot wurde die Proteinkonzentration bestimmt, um die verschiedenen Zelllysate miteinander

vergleichen zu konnen.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Proteinanalyse wurde eine diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) durchgefiihrt.
Dabei wurden 17,5 %ige Trenngele (Verhiltnis des verwendeten Acrylamid zu Bisacrylamid 200:1) und
6,3 %ige Sammelgele verwendet (Verhiltnis des verwendeten Acrylamid zu Bisacrylamid 40:1). Vor dem
Auftragen wurden die Proben 10 min in Protein-Ladepuffer gekocht. Es wurden Mini-Gele (Gréfie 9x7x0.15 cm,
System 201, Hoefer, San Francisco/USA) verwendet und die Elektrophorese wurde bei konstanter Stromstarke

durchgefiihrt (20 mA im Sammelgel und 40 mA im Trenngel).
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Immuno-Blot / Western Blot

Nach elektrophoretischer Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine mit einer ,Semi-dry*
Trans-Blot Apparatur (cti GmbH) bei 80 mA 2 Std. bei RT auf eine Nitrozellulosemembran (Schleicher und
Schiill) iibertragen (Towbin et al. 1979). Die Ubertragungseffizienz wurde durch Firbung mit Ponceau-Rot
(Sigma) {iiberpriift. Nach Entfirbung mit PBS-Puffer wurde die Nitrozellulose zur Absittigung der
unspezifischen Proteinbindungsstellen eine Std. lang in 10 % Magermilchpulver in PBS-Puffer inkubiert. Die
spezifischen Antikdrper wurden in PBS-Puffer mit 5 % Magermilchpulver und 0,5 % Triton X-100 verdiinnt und
mindestens zwei Std. bei Raumtemperatur auf einem Uberkopfschiittler mit der Nitrozellulose inkubiert. Nach
viermaligem Waschen der Nitrozellulose mit PBS / 0,5 % Triton X-100 wurde die Membran erneut 60 min lang
mit 5 % Magermilchpulver / PBS blockiert. Die Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper
erfolgte in 2.5 % Magermilchpulver / TBS und 0.5 % Triton X-100 fiir zwei Std. Nach Inkubation der
Nitrozellulose mit dem Zweitantikdrper wurde intensiv mit 0,5 % Triton X-100 / TBS und 3 % Tween / TBS
gewaschen. Fiir eine hohe Sensitivitit beim Nachweis der Proteine wurde eine enzymvermittelte
Chemolumineszenz-Reaktion (ECL) verwendet. Die Lumineszenzreaktionen wurden durch Inkubation des Blots
mit dem ECL-Kit von Amersham (Braunschweig) gestartet, die Proteine durch Exposition von Rontgenfilmen

nachgewiesen.

Quantifizierung von Capsidprotein mittels ,,enzyme-linked immunosorbent assay“ (ELISA)
Die Bestimmung des HIV-1 Capsidproteins im Medium (Zelliiberstand) erfolgte immunologisch mit Hilfe von
spezifischen Antikorpern gegen das Capsidprotein (B.5.b.) und beinhaltet die Umsetzung eines chromogenen

Substrates, welches photometrisch quantifiziert werden kann (Harlow et al. 1998, Konvalinka et al. 1995). Die

Sensitivitdt des in unserem Labor etablierten Tests betrdgt 15 pg CA pro ml.

Indirekte Immunfluoreszenz

Auf mikroskopischen Deckgldschen wachsende adhirente Zellen wurden nach Waschen mit PBS-Puffer in
Methanol/Aceton-Losung 5 min fixiert und anschlieBend luftgetrocknet. Zur Immunfarbung wurden die Zellen
mit unverdiinntem Zellkulturiiberstand monoklonaler Antikdrper oder mit 10 % FCS / PBS verdiinntem
Erstantikorper tiberschichtet und 30-60 min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach Waschen mit
PBS-Puffer wurde der Zweitantikorper analog inkubiert und gewaschen. Die Préparate wurden in deionisiertem
Wasser entsalzt, in 100 % Ethanol entwissert, getrocknet, mit Elvanol eingebettet und mit einem Fluoreszenz-
Mikroskop (Zeiss, Axiophot) analysiert. Digitale Aufnahme und Bildarchivierung erfolgten mit einer
Photometrics-Kamera bzw. mit IPLab Spectrum Software. Fiir die konventionelle Photographie wurden Kodak

T-Max 400 Filme verwendet.

FACS-Analyse

In einem Becton Dickinson Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS Calibur) wurden jeweils ca. 10° Zellen
untersucht. In Experimenten mit EGFP war keine Anfarbung der Zellen notwendig. Diese Zellen wurden 6 Tage
nach Transduktion mit PBS-Puffer gewaschen, mit Trypsin behandelt, in PBS-Puffer aufgenommen und
durchflusszytometrisch untersucht. MDR-exprimierende und SLNGFR- exprimierende Zellen wurden einem
gesonderten Farbeprotokoll unterzogen. Diese Zellen wurden mit PBS-Puffer gewaschen, abtrypsiniert und in
Zellkulturmedium aufgenommen. Nach fiinfminiitiger Zentrifugation bei 1000 rpm wurde das iiberstehende

Medium verworfen, der Primédrantikdrper zugegeben und 30 min in Dunkelheit bei 4°C inkubiert. Nachfolgend
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wurde zweimal mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen und zwischendurch zwecks Entfernung der Waschlosung erneut

zentrifugiert. Nach Zugabe des Sekundérantikorpers wurde wieder 30 min in Dunkelheit bei 4°C inkubiert. Nach
zwel weiteren Waschschritten mit je 5 ml PBS-Puffer wurden die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und am

FACS mittels der CellQuest Version 3.1f (Becton Dickinson) analysiert.

Verwendete Primérantikorper

Bezeichnung Spezies Bezugsquelle Eingesetzte Menge
0-8LNGFR (Low Affinity Nerve | Maus, mAK Roche 0,25 pg
Growth Factor Receptor)
0o-OLNGFR (Biotin-markiert) Maus, mAK Roche 0,25 ng
o-MDR (UIC2) bzw. UIC2-PE Maus, mAK Coulter Immunotech 0,5 pug

(Mechetner et al. 1992)

Verwendete Sekundiirantikorper

Bezeichnung Spezies Bezugsquelle Eingesetzte Menge
Ziege-o-Maus —PE oder FITC Ziege Immunotech 3pug
Ratte -o--Maus —FITC Ratte Pharmingen (02064D) 1,5-2,0 ug
Streptavidin-FITC Ziege Roche

Rhodamin-Ausfluss-Assay (Funktionalititsassay fiir MDR)

20 pl einer Rhodamin-Stammléung (100 ng/pl) wurden in 10 ml Medium aufgenommen, 1 ml dieses
Firbemediums auf 1¥10° Zellen gegeben und diese 20 min lichtgeschiitzt bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Wihrend dieser Zeit wurde das Fluorochrom Rh123 von den Zellen aufgenommen. Nach zweimaligem Waschen
mit eisgekiihltem PBS-Puffer wurde 30-60 min lichtgeschiitzt bei 37°C inkubiert (Ausflusszeit). Nach erneutem
zweimaligen Waschen mit eiskaltem PBS-Puffer wurden die Zellen in 1 ml eiskaltem PBS-Puffer auf Eis bis zur
Messung am FACS aufbewahrt und tote Zellen optional durch 1 pg/ml Propidiumjodid markiert. Diejenigen mit
der geringsten Fluoreszenzintensitit stellen hierbei die MDR-tragenden Zellen dar, da diese das Fluorochrom

wihrend der Ausflusszeit aus den Zellen pumpen kdnnen.

6. Computergestiitzte Sequenzanalyse

Berechnung der Sekundiirstruktur einer RNA-Sequenz

Die Berechnung der Sekundirstrukturen verschiedener RNA-Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Programms
Mulfold 2.3 auf dem Mulfold Server von M. Zuker (Universitit Wisconsin/USA > http://mfold2.wustl.edu/
~mfold/rna/form1.cgi) .

Analyse einer Sequenz auf potentielle Spleifisignale

Die Analyse der Sequenzen auf Spleiflsignale erfolgte auf der ,splice site prediction input form‘ der
Fruchtfliegen-Homepage (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html). Die Sequenzen wurden im ASCII-Code
gespeichert und mit dem Programm NNSSP (human splice site prediction by neural network) von V.V. Solovyev
(Solovyev et al. 1994) und dem Programm HSPLVersion 2 (prediction of splice sites in human DNA sequences)
von M.G. Reese (Kulp et al. 1996) auf potentielle Spleiflsignale untersucht.
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7. Klonierungen

a. Klonierung der Basisvektoren MP110/11/71 (Spleillvarianten)

Klonierung pSHX

Plasmid pUC19 (New England Biolabs) wurde mit EcoR1 und Hind3 geschnitten und aufgereinigt. Parallel dazu
wurden je 500 pmol einzelstringiges Oligonukleotid SHXMCS+ und SHXMCS- (s. B.8.) in einer TE- (pH=8.0)
und 100 mM NaCl-haltigen Losung aufgenommen und 10 min bei 95°C inkubiert. Um die ,,Annealing®-
Reaktion abzuschlieBen, wurde das Wasserbad danach ausgeschaltet, was einen langsamen Abkiihlungsvorgang
gewihrleistete. Der so entstandene SHXMCS-Doppelstrang diente dazu, die Schnittstellen Scal, Xbal, Hind3
und Xhol in die ,,Multiple Cloning Site* von pUC19 einzufiigen. Nachfolgende Ligation von EcoR1/Hind3-
geschnittenem pUC19 mit SHXMCSds lieB das Plasmid pSHX (s. Abb. 5) entstehen. Die endogenen
Schnittstellen der MCS von pUC19 wurden dabei zerstort. Nach LB-Kultivierung mit IPTG und X-Gal (Ausubel
et al. 1995) konnten in einer Blau-WeiB-Selektionierung die Oligonukleotid-haltigen Plasmide (weile Kolonien)
identifiziert werden. Die Multiple Cloning Site von pSHX wurde mit den Primern M13/pUC revers und direkt

sequenziert.

Allgemeines zur Nomenklatur der klonierten retroviralen Vektoren

Der Prifix p bezeichnet ein Plasmid. Die Buchstaben MP und SF beschreiben die jeweilige Verwendung des
MPSV (Myeloproliferative Sarcoma Virus) oder SFFV (Friend Spleen Focus Forming Virus) fiir den 3°'LTR
(long terminal repeat). Die anschlieBende Zahlenabfolge bezeichnet die verschiedenen Leaderderivate von
MESV (Murine Embryonic Stem cell Virus). 11 bezeichnet einen Leader, der einen aktiven Spleildonor besitzt.
Demgegeniiber besitzt Leader 110 im Gegensatz zu 11 einen durch ,site directed mutagenesis‘ deletierten
Spleidonor. Der Leader 71 beinhaltet im Gegensatz zum Leader 11 einen zusétzlichen Spleilakzeptor, so dass
in Kombination mit dem 5° gelegenen Splei3donor ein funktionelles Intron entsteht. In die Multiple Cloning Site
Notl, EcoR1, BamH]1 und Hind3 sind verschiedene Transgene und posttranskriptionell aktive Elemente (s. Abb.
5 u. 8) eingebracht.

Klonierung pMP110A3'LTR

pSHX wurde mit Xbal/Hind3 gedffnet, mit alkalischer Phosphatase behandelt und gelgereinigt. Der MPSV LTR
(long terminal repeat des Myeloproliferative Sarcoma Virus) wurde als Nhel/Kpnl Fragment (445bp) aus
pMPIK exzidiert (zur Verfiigung gestellt von C. Baum, HPI). Der MP1-Vektor enthilt den 5‘'LTR und Leader
(inkl. 400 bp gag-Anteile) von MESV sowie den 3‘LTR von MPSV (Baum et al. 1995/96). Das K aus MP1K
steht fiir ein Kozak-optimiertes Leo-Resistenzgen (Leo®), das eine Fusion der cDNAs von LacZ und dem
Neomycin-Resistenzgen (Neo®) darstellt (Hildinger et al. 1998). Parallel wurde der MESV ,gag-frame leader*
Kpnl/Hind3 (620bp) aus pSF110 ausgeschnitten. pSF110 wurde mittels ,site-directed mutagenesis® aus pSF11
erstellt und enthélt einen defekten SpleiBdonor in der Leaderregion. SF110 und SF11 enthalten den 3°'LTR von
SFFV und den 5‘LTR sowie den ,gag-frame® Leader von MESV (Hildinger et al. 1999). In einer Drei-Fragment-
Ligation wurden obige Fragmente (MPSV 5‘LTR, MESV 110 gag-frame Leader und pSHX-Backbone) zu
pMP110A3°LTR vereinigt (s. Abb. 5).
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Abb. 5: Klonierung der retroviralen Basiskonstrukte

In das Plasmid pUC19 wurden durch SHXMCSds die Schnittstellen Sca1, Xba1, Hind3 u. Xho1
eingebracht und die endogene MCS von pUC19 deletiert. In diese wurden sukzessive der 5' LTR (long
terminal repeat) von MPSV (Myeloproliferative Sarcoma Virus) und der gag-frame Leader 110 oder 11 des
MESYV (Murine Embryonic Stem cell Virus) eingesetzt. Der Leader 11 enthélt einen intakten Splei3donor,
welcher im Leader 110 durch 'site directed mutagenesis' deletiert wurde. Im nachsten Klonierungsschritt
wurde der 3' MPSV LTR eingeflgt. Nachfolgend lie} sich in den Leader 11 durch eine Bgl2/Not1

Klonierung ein zuséatzlicher Spleitakzeptor einfligen, wodurch der Leader 71 mit einem funktionellen
Intron entstand. 'Single cut’ Schnittstellen sind mit einem Stern (*) markiert.

Klonierung pMP110

Der MPSV 3°'LTR wurde mittels PCR unter Benutzung von Pfu-Polymerase (Exonukleaseaktivitit) und der
Primer U3RUS5+ und LTRxhoTail (s. B.8.) aus pMPIK (s. voriger Abschnitt) herausamplifiziert. Das PCR-
Fragment wurde mit Hind3 und Xhol geschnitten und in pMP110A3’LTR kloniert, welches ebenfalls mit
Hind3/Xhol geschnitten wurde. Die nachfolgende Zwei-Fragment-Ligation ergab pMP110 (Abb. 5).

Klonierung pMP11

Abweichend von obiger Klonierungsstrategie wurde pMP11A3’LTR nicht mittels pSF110, sondern aus pSF11
hergestellt, das einen intakten Splei3donor in der Leaderregion tragt. pSF110 und pSF11 differieren jeweils nur
in der Leaderregion (pSF110 mit deletiertem SpleiBdonor) und sind in Hildinger et al. (1999) publiziert. Die

Klonierungsstrategie ist ansonsten gleich wie bei pMP110.



B. Material und Methoden 39

Klonierung pMP71

Aus pMP11 und pSF91 wurde pMP71 hergestellt, indem beide Vektoren mit Bgl2/Not1 geschnitten wurden und
das 4000 bp Fragment von pMP11 mit dem 400 bp Fragment von pSF91 ligiert wurde. Es wurde ein zuséitzliches
minimales Spleilakzeptoroligonukleotid so eingebracht, dass im Vektor pMP71 in der Leaderregion ein
funktionelles Intron entsteht. pSF91 enthélt den 3°'LTR von SFFV und den 5°LTR sowie den Leader von MESV
(Hildinger et al. 1999). Dieser Leader enthélt im Vergleich zu pSF11 einen zusétzlichen Spleilakzeptor. Dariiber
hinaus ist ein in den ,gag frame‘-Leaderkonstrukten 110, 11 und 71 vorhandenes mogliches pra-AUG Kodon im
Leader 91 aus Sicherheitsgriinden mutiert. Die Leader 71 und 91 sind mit Ausnahme dieser Mutation aber

ansonsten identisch.

b. Einfiigen der DNA fiir verschiedene RNA-Elemente
Alle drei Basisvektoren pMP110/11/71 haben die gleiche Multiple Cloning Site mit den Schnittstellen Notl,

EcoR1, BamH1 und Hind3, welche jeweils ,single cut® Schnittstellen darstellen. Fiir die einzelnen Vektoren sind
,single cut® Schnittstellen jeweils mit einem Stern in den Abbildungen markiert. Uber die Schnittstellen der MCS
wurden die spater erwdhnten Transgene und die fiir die posttranskriptionell aktiven RNA-Elemente kodierenden

DNA-Fragmente eingesetzt (Abb. 6).

RNA-Elemente (CTE, 4xCTE, IAP,
/ MPMVpol., Foamy, WPRE)

Abb. 6: Klonierung der DNA fiir RNA-Elemente
Einfugen der fir RNA-Elemente kodierenden DNA-Fragmente (CTE, 4xCTE, IAP, MPMVpol., Foamy,
WPRE) indie 3' Region der 'Multiple Cloning Site'.

Not1*
EcoR1*
BamH1*
Hind3*

Klonierung MP110/11/71 CTE (+MPMYV CTE)

Das konstitutive Transportelement (CTE) des Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV) wurde mittels einer
Pfu/Tag-PCR (Gemisch 1:5) vom proviralen Klon pSIVMPCG (Nukleotide 8006-8175, GenBank Nr. M12349)
unter Verwendung der Primer MPMV 5°¢ und 3°CTE (s. B.8.) amplifiziert (pSIVMPCG zur Verfiigung gestellt
von E. Hunter, Birmingham/Alabama). Nach Gelreinigung wurde das entstandene Fragment mit Xbal/Hind3
(Schnittstellen durch Primer erstellt) verdaut und in pUC19 (New England Biolabs) kloniert, welches zuvor
Xbal/Hind3 geschnitten war. Das resultierende Plasmid wurde als pUC19-MPMVCTE bezeichnet und das CTE
sequenziert. Aus diesem Plasmid konnte das MPMV CTE als BamH1/Hind3-Verdau (BamH1 aus der MCS von
pUC19) entnommen und direkt in die MCS von pMP110/11/71 {iberfiihrt werden.

Not1*
EcoR1*
BamH1*

|
i

MP110/11/71 CTE

MESV Leader CTE
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Klonierung MP110/11/71 4xCTE (+ 4fach multimerisiertes MPMYV CTE)
Das 4xCTE (4fach MPMV CTE, CCCC) wurde aus 3-CCCC (Wodrich 1998) herauskloniert. Dieses Plasmid ist

ein Derivat von pcDNA3 (Invitrogen) und enthélt eine Expressionskassette aus gpll (HIV gag/prot, in Abschnitt
7.c.) und einem multimerisierten CTE (4xCTE). Das 4xCTE ist hier als EcoR1/Notl-Fragment vorhanden.
3-CCCC wurde mit Notl geschnitten, die Schnittstelle mit Klenow Polymerase aufgefiillt und mit EcoR1
nachgeschnitten. Ebenso wurde MP110 erst mit Hind3 geschnitten, mit Klenow Polymerase aufgefiillt und mit
EcoR1 nachgeschnitten. Nach Ligation dieser beiden Fragmente entstand MP110 4xCTE. EGFP und gpll
wurden anschliefend als Notl/EcoR1- bzw. EcoR1-Fragment eingefiigt (s. B.7.3.).

Not1*
EcoR1*
BamH1*

!

EEV e 4xCTE —_— MP110/11/71 4xCTE

Klonierung MP110/11/71 IAP (+1IAP-Element)
Das IAP-Element wurde mittels PCR aus pMIA14 (Nukleotide 5442 - 5809, Genbank Nr. M17551) unter
Verwendung der Primer 5‘MIAminforXho und 3‘MIAminrevClaNhe (s. B.8.) amplifiziert. Sodann wurde das

IAP-Fragment in pCRII (Invitrogen) subkloniert, aus dem entstandenen pCRII-MIAmin Plasmid mit Nhel
geschnitten und nachfolgend mit Klenow Polymerase aufgefiillt. Danach wurde mit EcoR1 nachgeschnitten
(Schnittstelle aus pCRII Vektor), woraus sich ein EcoR1-IAPmin-blunt Fragment von 400 bp GrofBe ergab.
Dieses wurde in pMP110, das mit Hind3 geschnitten und dann mit Klenow Polymerase behandelt worden war,
als EcoR1-blunt Fragment eingesetzt. EGFP und gpll wurden anschlieBend als Notl/EcoR1- bzw. EcoRI-
Fragment eingefiigt (s. B.7.3.).

Not1*
EcoR1*
Xho1

MESV Leader IAP MP110/11/71 IAP

!
r

Klonierung MP110 MPMYV pol.

Aus der pol- und env-Region von pSIVMPCG wurde das 1,6kb groBe MPMVpol.-Element (Nukleotide 5075-
6680, Genbank Nr. M12349) als Spel-Fragment in pCRII-Foamy umgesetzt. pCRII-Foamy enthilt das Foamy-
Element in pCRII (Invitrogen) (s. Foamy-haltige Vektoren unten). Aus pCRII-Foamy wurde das MPMVpol.-
Element als EcoR1/BamH1-Fragment (Schnittstellen durch pCRII eingefiihrt) in den pMP110-Vektor iiberfiihrt.
In den so entstandenen MP110 MPMVpol.-Vektor wurde darauffolgend EGFP und gpll als Notl/EcoR1- bzw.
EcoR1-Fragment eingesetzt (s. B.7.3.).

Not1*
EcoR1*
Spe1
BstX1*
Spe1
BamH1*
Hind3

MESV Leader MPMYV pol. MP110/11/71 MPMVpol.

!

Foamy-haltige Vektoren
Das etwa 560 bp groe Foamy-Element (Fo) wurde aus der humanen Foamyvirussequenz pHSRV1 (nt. 6128-
6683, Genbank Nr. U21247) mittels der Primer Foamy5‘CTEi und Foamy3’CTEi (s. B.8.) amplifiziert und in
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pCRII (Invitrogen) und TA-PCR subkloniert. TA-PCR ist ein synthetischer von pUC19 (New England Biolabs)

abstammender TA-Klonierungsvektor, der in der BamH1-Schnittstelle ein 1,6 kb Neomycin-Resistenzgen als

Spacer enthilt. Durch Bem1-Verdau wird der Spacer entfernt und es entsteht der TA-Vektor (pTA-PCR).

a)

b)

d)

a)

Im Kontext von EGFP wurde das Foamy-Element als EcoR1/Hind3-Fragment aus pTA-PCR-Foamy
verwendet und in pMP110/11/71 kloniert.

Im Falle von gpll wurde das Foamy-Element als BamH1-Fragment aus pTA-PCR-Foamy in den
retroviralen Vektor MP110gpll iberfithrt. Zur Konstruktion von MPIm23Fo und SF91m3Fo
(Basisplasmide s. B.7.c.) wurde das Foamy-Element ebenfalls als BamH1-Fragment aus TA-PCR-Foamy
ausgeschnitten und verwendet.

MP110m23Fo wurde mit einem Foamy-Fragment aus TA-PCR-Foamy erstellt, welches zunichst mit
BamH1 partiell verdaut und anschlieend mit Hind3 nachgeschnitten wurde, so dass ein BamH1/Hind3-
Foamy-Fragment entstand und fiir den Vektor MP110m23Fo verwendet wurde.

Fir die Subklonierung in den Vektor pTMI1EGFP (s. SFOIm3IRESEGFP, B.7.c.) wurde das Foamy-
Element als EcoR1-Fragment aus pCRII-Foamy ausgeschnitten und in die EcoR1-Schnittstelle von

pTMIEGFP iiberfiihrt.

_ml-_ MP110/11/71 Foamy (EcoR1/Hind3)

b)

— MP110/11/71 EGFP Foamy

_m_ MP110/11/71 Foamy (BamH1)

—pp MP110/11/71 gpll Foamy
MP1 m23 Foamy
SF91 m3 Foamy

_m-_ MP110 Foamy (BamH1/Hind3)

d)

MESV Leader

—3 MP110 m23 Foamy

MP110 Foamy (EcoR1)
—p» pTM1EGFP Foamy

WPRE-haltige Vektoren

a)

Das Woodchuck ,posttranscriptional regulatory element® (WPRE) wurde nach einem Algorithmus von
Zuker (Jaeger et al. 1989/90) auf sein Sekundérfaltungspotential untersucht (Daten nicht gezeigt). Dabei
zeigten sich drei Regionen, die unabhingig voneinander stabile RNA-Sekundirstrukturen ausbildeten.
Basierend auf dieser Strukturvorhersage wurden drei unterschiedlich groBe WPRE-Fragmente kloniert,
welche jeweils vom 5‘Ende her entweder die erste (0WPRE), die ersten beiden (BWPRE) oder alle drei
Substrukturen der RNA-Faltungsanalyse (YWPRE) umfassten. Hierzu erfolgte die Amplifikation von PCR-
Fragmenten aus pWHVS8 (Woodchuck Hepatitis B Virus, Genbank Nr. J04514) mit Namen aoWPRE (467
bp, nt. 901-1367), BWPRE (601 bp, nt. 901-1501) und YWPRE (901 bp, nt. 901-1801) mit den
entsprechenden Primerpaaren (s. B.8.) und die TA-Subklonierung der entsprechenden Fragmente in pCRII

(Invitrogen).
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b)

¢)

a) 901 1367 1501 1800

Ubersicht der verwendeten WPRE-Fragmente und deren
— WPRE — 3

BWPRE wurde aus pCRII als EcoRI1-Fragment zundchst in pSK- (Bluescript, Genbank Nr. X52329)
subkloniert und von dort als BamH1/Hind3-Fragment in MP110 eingesetzt. Durch nachtréiglichen Einsatz
von EGFP als Notl/EcoR1-Fragment bzw. gpll (aus MP110gpll) als Notl/BamH1-Fragment gelangten
diese Transgene in den so entstandenen MP110 BWPRE Vektor oder dessen Derivate mit Spleilvarianten.
SF91m3 BWPRE wurde durch Drei-Fragment-Ligation aus dem SF91 Not1/Hind3-, m3 Notl/BamH]1- (aus
SF91m3, Hildinger et al. 1999) und BWPRE BamH 1/Hind3-Fragment (aus pSK-BWPRE, s.0.) kloniert.
oaWPRE und YWPRE wurden als EcoR1-Fragmente aus pCRII-aWPRE oder YWPRE in MP110EGFP
umgesetzt, so dass MP110EGFP o~ oder YWPRE entstand. Die Subklonierungen von BWPRE und YWPRE
in pTMIEGFP erfolgten als EcoRl1-Fragmente aus den korrespondierenden pCRII-Vektoren. Der
Clal/BamH1-Verdau von pTM1EGFPYWPRE ergab, dass sich in den letzten 200 bp von YPRE eine
zusitzliche BamH 1-Schnittstelle befand. Daher besall der sukzessiv klonierte SF91m3IRESEGFP BWPRE+
Vektor nur eine trunkierte Version von YWPRE, welche nur etwa 30 Basenpaaren langer als BWPRE ist und
folglich SF91m3IRESEGFPBWPRE+ genannt wurde.

Lokalisation in Basenpaaren innerhalb des WHV-Genoms.

—P» Subklonierung der WPRE-Fragmente in pCRII.

c)

MP110/11/71 pWPRE (BamH1/Hind3)
—J MP110/11/71 EGFP BWPRE
MP110 gpll BWPRE

L& 8 SF91 m3 pWPRE
20 AT
eV e i MP110/1/71 o/p/yWPRE (EcoR1)
— MP110/11/71 oy WPRE
pTM1EGFP (/yWPRE

Klonierung von Vektoren mit mehreren viralen RNA-Elementen

In die Vektoren MP110EGFP IAP+CTE sowie MP110EGFP Fo+CTE und MP110EGFP Fo+WPRE wurden die
jeweils 3¢ insertierten CTE- (aus pUCI9MPMVCTE) und PBWPRE-Fragmente (aus MP110BWPRE) als

BamH1/Hind3-Fragmente eingebracht. Die in Relation zum anderen RNA-Element 5° eingebrachten Foamy-

(aus pCRII-Foamy) und IAP-DNA-Fragmente (aus pCRII-MIAmin.) wurden als EcoR1-Insert kloniert.
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EcoR1
BamH1

Hind3*
Hind3*

Cla1

IAP _|-|-|_CTE MP110 EGFP IAP+CTE

£ & ZI
53 N 28
Foamy ﬁ CTE |J-— MP110 EGFP Fo+CTE
* e FEF ¥ = &
53 % BEEL s 52
22 w wmowo w T

¢. Klonierung der verschiedenen Transgene

Transgene (EGFP, gpll, m3,
B-Globin)

Abb. 7: Klonierungder Transgene
Einflgen der Transgene (EGFP, gpll, m3, B-Globin) in die 5' Region der 'Multiple Cloning Site'.

Not1*/

EcoR1*
BamH1*
Hind3*

MP110/11/71 EGFP

pKS-EGFP-I enthélt in einem Bluescript-Plasmid das von Clontech kommerziell zu erwerbende EGFP
(enhanced), welches zusitzlich in der 3° Region noch ein Polio-Epitop und einen His-Tag enthélt (erstellt von

R.Welker, HPI). Aus diesem Plasmid wurde EGFP als Notl/EcoRI-Fragment exzidiert und in MP110
eingesetzt.

Not1*
Nco1*
EcoR1*
BamH1*
Hind3*

MP110 gpll (+ HIV-1 gag/prot)

Das Plasmid pKex-gpll lag am HPI bereits vor (Wodrich 1998). Es enthilt als EcoR1-Fragment einen Teil der
HIV-1 5’untranslatierten Region, den vollstindigen offenen Leserahmen der Gag-Strukturproteine sowie den fiir
die Protease (Prot) kodierenden Teil des pol-Leserahmens (nt. 681-2551 von HIV-1 Klon BH 10), gefolgt von
zwei Stopcodons (Mergener et al. 1992). Diese Kassette wurde mit der Abkiirzung gpll bezeichnet und in die
EcoR1-Schnittstelle des MP110-Vektors tberfiihrt, der zuvor geschnitten und mit alkalischer Phosphatase

behandelt worden war. Durch Restriktionsverdaus lie sich die richtige Orientierung der gpll-Kassette
herausfinden.
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EcoR1
BamH1*
Hind3

i

Not1*
EcoR1

MESV Leader gpll MP110/11/71 gpll

|

MP110 gpll SD- (HIV-1 gag/prot mit deletierten SD)

Wie oben wurde die Transgenkassette gpll SD— aus dem korrespondierenden pKex-gpll SD— Vektor als EcoR1-
Fragment herausgeschnitten und in den mit EcoR1-gedffneten Vektor MP110 kloniert. Die Kassette gpll SD—
enthdlt im Gegensatz zur gpll-Kassette eine Deletion des ‘Major Splice Donor’ von HIV in der 5°
untranslatierten Region (Wodrich 1998). Das resultierende Plasmid MP110 enthélt weder Spleifisignale in der

retroviralen Leaderregion noch den ,Major Splice Donor‘ von HIV-1 (SD-).

MP110/11/71 Neo®

pR338 Nef ist ein retroviraler Vektor, der von D. Paulsen (HPI) erstellt wurde und in der MCS das HIV-1 Nef-
Gen enthélt (Paulsen 1999). Das Basiskonstrukt pR338 (p5SO-M-X-neo) ist ein von C. Stocking (HPI) klonierter
retroviraler Vektor, der auf MESV basiert und einen 3° MPSV LTR tragt (Laker et al. 1998). pR338 Nef und
pR338 (-) beinhalten 3¢ der MCS ein Neomycin-Gen, welches iiber Smal und BamH1 herauskloniert werden
kann. pR338 Nef wurde mit Smal/BamH1 verdaut, so dass ein Fragment mit dem Neomycin-Resistenzgen Neo®
herausfiel. MP110 wurde zunichst mit EcoR1 geschnitten, dann mit Klenow Polymerase aufgefiillt und mit
BamH]1 nachgeschnitten. Nachfolgende Ligation der blunt/BamH 1-Fragmente von pMP110 und Neo® ergab den
Vektor MP110 Neo®. Die gleiche Klonierungsstrategie wurde fiir die SpleiBvarianten pMP11 und pMP71

angewandt.

BamH1*
Hind3*

:

Not1*
Pst1

|

MESY Leader NeoR MP110/11/71 Neo®

MP110 Hygro®-Thymidinkinase
pHT (Plasmid Dr. Hans-Jorg Hauser, GBF Braunschweig) enthélt das Hygromycin-Resistenzgen und Herpes-

Thymidinkinase-Gen als Fusionsprodukt. Diese Hygro®-Thymidinkinase-Kassette wurde aus der MCS dieses

Vektors als Notl1/Hind3-Fragment in den MP110-Kontext {iberfiihrt.

Not1*
BamH1*

MESV Leader HygroR-TK

|
[

MP110/11/71 HygroR-TK

MP110/MP1 m23

Die MDR-cDNA m23 (Sorrentino et al. 1992) wurde aus MP1m23 als Notl/BamH1-Fragment in MP110
Notl/BamH1 umgesetzt. Der retrovirale Vektor MP1 ist in Hildinger et al. (1998) erldutert. Die MDR-cDNA
m23 enthilt einen mutierten Spleidonor und einen partiell mutierten SpleiBakzeptor innerhalb des MDR-Gens.
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Das m23-Konstrukt hat durch die Deletion des Spleidonors in der kodierenden Region ein vermehrtes Spleiien
vom viralen Spleidonor in der 5‘UTR auf den nur teildeletierten in der cDNA gelegenen SpleiBlakzeptor zur

Folge, was fiir einen Expressionsverlust sorgt (personliche Mitteilung von M. Hildinger, HPI).

Not1*
Nco1
BamH1*
Hind3

|

ESV Londer m23 (MDR) I_— MP110/MP1 m23

SF91 m3

SF91 m3 (Knipper et al. 2001) wurde von M. Hildinger und C. Baum (HPI) zur Verfiigung gestellt. Die 3,9 kb
MDR-cDNA m3 weist einen partiell mutierten SpleiBBakzeptor (nt. 2319) in der cDNA auf und wurde als
Notl/BamH1-Fragment in die MCS von SF91 (Hildinger et al. 1999) kloniert. SF91 weist ebenso wie MP71 ein
virales Intron in der 5‘UTR auf, besitzt jedoch den 5°LTR von MESV und den 3‘LTR von SFFV. Aus
Sicherheitsgriinden wurde im 91-Kontext noch eine potentielle AUG-Stelle, die jedoch keine vorangehende
Kozak-Konsensus-Sequenz hat, innerhalb der Leader-Region mutiert.

Zur Konstruktion des Vektors SF91m3 YWPRE wurde das Plasmid SF9Im3IRESEGFP (s.u.) mit Clal gedffnet
und mit alkalischer Phosphatase behandelt. Die Ligation dieses Fragmentes mit einem Clal-geschnittenen

YWPRE-Fragment aus pCRII-yWPRE ergab den Vektor SF91m3 yYWPRE.

BamH1*
Hind3

i

Not1*
Nco1

|

MESY Leader m3 (MDR) SF91 m3

= ECSC- o0 2% o R
38 SEPEESS &8
VESV onder m3 (MDR) |:|:| yWPRE |I-— SF91 m3 yWPRE

SF91m3IRESEGFP

Dieser bicistronische retrovirale Vektor exprimiert erstens MDRI1 (m3) und zweitens EGFP {iiber eine
,intraribosomal entry site‘ (IRES) von EMCV. Die fiir RNA-Elemente kodierenden DNA-Fragmente des CTE,
Foamy, B- und YWPRE wurden als EcoR1-Fragmente in pTM1EGFP (zur Verfiigung gestellt von F. Fehrmann,
HPI) subkloniert. pTM1 ist ein EMCV-IRES tragender Vektor, der von Bernie Moss publiziert wurde (Moss et
al. 1990). Das EGFP wurde iiber einen Ncol/BamH1-Verdau von pHHR-EGFP (Wodrich 1998) in pTM1
transferiert. Die Drei-Fragment-Ligation aus dem Notl/BamH1-Fragment von pSF91m3 (Vektorbackbone), dem
Notl/Clal-Fragment aus pKSm3 (m3 als Notl/Clal Fragment in Bluescript pKS, Plasmid M. Hildinger) und
dem Clal/BamH1-Fragment (IRES-EGFP) von pTMIEGFP (+/- Element) ergab SF91m3IRESEGFP. Das
Clal/BamH1-Fragment enthielt aus klonierungstechnischen Griinden noch einen kleinen Rest (etwa 20bp) vom

T7-Promotor aus dem Plasmid TM1EGFP.

=5 %E\—%%‘— o %\—E‘%%\—
EE BoEHES g GfSEES
m3 (VMDR) |I| IRES |J-| EGFP_|-E— SF91 m3 IRES EGFP
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B-Globin Vektoren

Aus humanen Leukozyten und Erythrozytenvorldufern eines gesunden Spenders wurde mittels des RNAzol-Kits
RNA isoliert. Mit einem SUPERSCRIPT™II Kit (Fa. Gibco) wurde unter Verwendung eines polyT-Primers
(16mer) und des Enzyms Reverse Transkriptase zunéchst unspezifisch cDNA amplifiziert. Aus diesem cDNA-
Pool wurde in einer zweiten PCR mit den B-Globin spezifischen Primern 5‘betacdsNotl (Primer erstellt Not1-
Schnittstelle) und 3‘betacdsHAtagEcoR1 (Primer mit EcoR1-Schnittstelle, s. B.8.) die spezifische B-Globin-
kodierende Sequenz synthetisiert und zusétzlich ein Himagglutinin-Epitop (Nonapeptid-Sequenz YPYDVPDYA
des Influenza Hémagglutininproteins) eingebaut, um einen moglichen Proteinnachweis auch in humanen
hiamatopoetischen Zellen fithren zu kdnnen. Die hierdurch gewonnenen 3 Klone wurden sequenziert. SchlieB3lich
wurde ein Klon (L4) verwendet, der zwei stille Punktmutationen (AS10 Ala (WT: GCG>GCC), AS53 Ala
(WT:GCA->GCT), verglichen mit Genbank Acc. No. V00497) aufwies, also keinen Aminosdureaustausch
gegeniiber der Wildtypsequenz darstellte. Das entstandene PCR-Fragment wurde in pCRII (von Fa. Invitrogen
bezogen) subkloniert und als Notl/EcoR1-Fragment in die MCS von MP110/71 umgesetzt. Da die B-Globin-
Sequenz auch eine EcoR1-Schnittstelle beinhaltete, musste dies iiber einen partiellen Verdau unter suboptimalen

Enzymbedingen erfolgen.

Die 5‘untranslatierte Region von der ,Cap site bis zum ATG wurde als synthetisches Oligonukleotid mit Hilfe
der einzelstringigen Oligonukleotide 5°5‘UTRbetaglobin und 3°5‘UTRbetaglobin (s. B.8.) und nachfolgendem
Annealing (10 min 95°C, 10 min 70°C, 10 min 60°C, 10 min 50°C) als Notl/Ncol-Fragment eingebaut. Die 3¢
UTR wurde als Hind3-geschnittenes PCR-Fragment (Subklonierung in pCRII) in die Hind3-Schnittstelle der
MCS gesetzt. Der verwendete Bereich der 3°UTR erstreckte sich entweder bis direkt vor das B-Globin polyA-
(Primer 5°3°UTRbgl. und 33‘UTRbgl.min.) oder bis ungefihr 400 bp hinter das polyA-Signal (5‘Primer gleich;
3‘Primer 3‘3‘UTRbgl.max.). Das Intron 2 von [B-Globin (IVS2, intervening sequence 2) wurde als
BamH1/EcoR1-Fragment aus pGSE1758 (zur Verfiigung gestellt von F. Grosveld, Rotterdam; Pruzina et al.
1994) als partieller Verdau in die cDNA-Sequenz eingebaut (resultierend -Globin + IVS2). Der Einbau der fiir
RNA-Elemente kodierenden DNA-Fragmente erfolgte in gleicher Weise, wie dies flir andere Transgene

beschrieben wurde.
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MESV Leader B-Globin MP110/71 B-Globin

Not1*
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Nco1*

e
c
o
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Not1*
—BamH1
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Klonierung der lentiviralen Vektoren

Die lentiviralen Basiskonstrukte wurden von L. Naldini (Universitdt Turin) zur Verfiigung gestellt (Aufbau
dieser Vektoren s. Abb. 13; Dull et al. 1998, Naldini et al. 1996a/b). Die Globinkassette der oncoretroviralen
Vektoren, die aus der B-Globin ¢cDNA, WPRE, flankierenden Globin-UTRs und z.T. Intron 2-haltigen
Sequenzen besteht (Abb. 18), wurde durch PCR mit Hilfe der Primer 5‘globinforHIV und 3‘globinforHIV (s.
B.8.) amplifiziert, mittels der eingebauten Bgl2/Kpnl-Schnittstellen geschnitten und in den mit BamH1/Kpn1-
geoffneten Vektor pRRLsin.PPT.hPGK.EGFPpre oder pRRLsin.CMV.EGFPpre (Dull et al. 1998) eingefiigt. So
entstanden die Vektoren pRRLsin.PPT.hPGK.BGK (BGK fiir B-Globinkassette) mit und ohne Globin-IVS2
(intervening sequence 2, Intron 2 in natiirlich angestammter Position) und pRRLsin.CMV.BGK+IVS2. Ein
weiterer Vektor pRRLsin.PPT.hPGK.BGK+IVS2del. enthilt ein teildeletiertes Intron 2 von B-Globin, welches
sich weniger negativ auf den Titer der retroviralen Vektoren auswirkt als ein Vollldngenintron (Sadelain et al.
1995). Dieses teildeletierte Intron wurde dem Vektor pMD.G (Naldini et al. 1996b) als BamH1/EcoR1-Fragment
entnommen und durch partiellen Verdau in den lentiviralen Vektor iiberfiihrt. Das Volllingenintron wurde

ebenso iiber einen partiellen BamH1/EcoR1-Verdau eingesetzt.

Der Vektor pRRLsin.PPT.hPGK.EGFPcte entstand durch Ersetzen des Agel/Kpnl EGFPpre-Fragmentes aus
pRRLsin.PPT.hPGK.EGFPpre mit dem Agel/Kpnl-Fragment (EGFPcte) aus pCG8-3C (zur Verfiigung gestellt
von R. Morgan, NIH/USA; Mautino et al. 2000).

Zur Klonierung des Helferplasmid pcDNA3g/p4xCTE (als gag/pol-Expressionsplasmid) wurden das
teildeletierte B-Globin Intron 2 und gag/pol (g/p) durch partiellen BamH1/EcoR1-Verdau aus pMDLg/pRRE
(Dull et al. 1998) exzidiert und in den pcDNA3-Vektor iiberfiihrt. Das Produkt wurde nachfolgend mit
EcoR1/Notl geschnitten und das 4xCTE-Fragment eingebracht.
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8. Primer und Oligonukleotide

LTR Xhotail-:
SHXMCS+:
SHXMCS-:
U3RUS+:

MPMYV 57:
3'CTE:

M13/pUC reverse:
M13/pUC direct:

Foamy5‘CTEi:
Foamy3'CTEi:

5"WPRE:
3"WPRE alpha:
3"WPRE beta:
3’"WPRE gamma:

5‘MIAminforXho:
3*‘MIAminrevClaNhe:

5‘A61TAP Notl:
3‘TAP EcoRI:

5‘betacdsNotl:

3‘betacdsHAtagEcoRI:

5‘5‘UTRbetaglobin:

3°5°UTRbetaglobin:

53°UTRbgl.:
3°3°UTRbgl.min.:
3°3°UTRbgl.max.:

5‘globinforHIV:
3*globinforHIV:

CTC GAG AAT GAA AGA CCC CCG AGG TGG GCA GTC AAT C
AAT TAG TAC TC T AGA GGG ACC AAG CTT CCG CAC TCG AGC
AGC TGC TCG AGT GCG GAA GCT TGG TCC CTC TAG AGT ACT
TCC AAG CTT CCT AAC ACG AGC CAT AGA TAG

GCT CTA GAC CAC CTC CCC TGT GAG C
AAA GCT TGC TAG CTG ATC AAC ACA TCC CTC GGA GGC

CAG GAA ACA GCT ATG AC
ACT GGC CGT CGT TTT AC

GGT CTA GAA ACA ACA CCT ATA GCCC
GGG CTA GCA CAA CAA GTA TAA AGC

GGA GGC CTA TCG ATG AAT TCG AGC ATC TTA CCG CCA TTT ATT CCC
GGA GGC CTA TCG ATG AAT TCG AAA GGA GCT GAC AGG TGG TGG
GGA GGC CTA TCG ATG AAT TCG AAA GGA CGT CAG CTT CCC CG

GGA GGC CTA TCG ATG AAT TCT TGG CAT GCC AAG TTG ACG ATT TGC

TCT CGA GTC AGA GCC AGA TAG GCC CAA TG
TGG GCT AGC ATC GAT AGA GCC AAG GCT GTC TG

TTG CGG CCG CGG TAC CAT GAG TGA TGC CCA GGA TGG
TGG AAT TCT CAC TTC ATG AAT GCC ACT TC

GGG CGG CCG CGG TAC CAT GGT GCA CCT GAC TCC TGA GG

CCG AAT TCA GGC GTA GTC GGG CAC GTC GTA GGG GTA GTG ATA CTT
GTG GGC CAG GGC

GGC CGC ACA TTT GCT TCT GAC ACA ACT GTG TTC ACT AGC AAC CTC

AAA CAGACAC

CAT GGT GTC TGT TTG AGG TTG CTA GTG AAC ACA GTT GTG TCA GAA
GCA AATGTGC

GGA AGC TTA GGC CTG CTC GCT TTC TTG CTG TCC

TAA AAG CTT AGC GCT AGG CAG AAT CCA GATGCT C

CCA AGC TTA GCG CTA GGA GAA ACC ATC TCG CCG

GAA GAT CTA CAT TTG CTT CTG ACA CAA CT
GGG GTA CCG GCA GAATCC AGA TGC TCA AG
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C. RESULTATE

1. Konstruktion und Herstellung der retroviralen Vektoren

a. Verbessertes Design eines retroviralen Basisvektors

Die Genexpression eines retroviralen Vektors folgt den GesetzméBigkeiten der zelluldren
Genexpression, weist aber einige Besonderheiten auf. Das virale Transkript wird im 5°LTR
initiiert. Die U3-Region des LTRs iibernimmt Promotor- und Enhancerfunktionen und
beinhaltet zahlreiche Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren. Der im folgenden
verwendete Basisvektor MP110 (Design C. Baum, HPI, Abb. 8) enthidlt LTR-Regionen von
MPSV (myeloproliferatives Sarkomvirus). Der MPSV LTR ermoglicht die Transduktion
eines groflen Wirtszellspektrums, weil der Promotor/Enhancer in relativ undifferenzierten
Zellen (z.B. embryonalen Karzinomzellen) und vielen Zellen der Hadmatopoese aktiv ist
(Bowtell et al. 1988, Franz et al. 1986). Andere verwendete Vektoren (z.B. SF91) enthalten
einen SFFV LTR. Dieser beinhaltet einen polyzythdmischen Stamm von SFFV (Spleen
Focus-Forming Virus), der dem FMCF (Friend Mink Cell Focus forming Virus) verwandt ist.
Dieser LTR stellt den stirksten bekannten, retroviralen Promotor/Enhancer in hdmatopoe-
tischen Zellen dar. Verglichen mit dem SFFV-Enhancer hat derjenige von MPSV eine etwa
Sfach reduzierte Aktivitit in myelo-erythroiden Zellen, wohingegen der Mo-MLV-Enhancer

um den Faktor 10 schwécher in diesen Zellen einzustufen ist (Baum et al. 1995).

Der retrovirale Leader (5° untranslatierter Bereich) besteht aus der R-Region, der U5-Region,
der Primerbindungsstelle (PBS), dem Verpackungssignal (y) und enthdlt gegebenenfalls
Spleilsignale. Fiir die Leaderregion wurde ein sog. ,gag-frame leader* von MESV (Murine
Embryonic Stem cell Virus) verwendet. MESV entstand durch Kombination der PCMV-U3
(PCC4-zellpassagiertes MPSV) mit einer mutierten Primerbindungsstelle (tRNA™ nach
tRNA") eines endogenen murinen Retrovirus. Der MESV-Leader verhindert die
transkriptionelle Repression einer U3-vermittelten Transaktivierung, die durch einen an die
Primerbindungsstelle bindenden Repressor, der an die PBS fiir tRNA“™ nicht binden kann,
vermittelt wird und bei konventionellen Leaderregionen retroviraler Vektoren beobachtet
wurde (PBS: tRNA™) (Kempler et al. 1993). Die Bezeichnung ,gag-frame leader® deutet an,
dass die Leaderregion ,in frame‘ direkt vor dem Startcodon fiir gag endet (Position —1 relativ
zum gag-ATG) und somit keine gag-Sequenzen enthdlt. Das schlieBt eine mdgliche

Interferenz zwischen viral-kodierenden Sequenzen und Transgenprodukten aus.
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Um den einzelnen Effekt verschiedener Klassen von posttranskriptionellen Regulator-
elementen (z.B. Spleilelemente u. RNA-Elemente) und deren mogliche Interaktion im
Kontext von verschiedenen cDNAs untersuchen zu konnen, ist vor allem der genaue
Leaderaufbau wichtig (Hildinger et al. 1999), da im Leaderbereich endogene Spleillsignale
vorkommen konnen. Die im folgenden am meisten verwendete Vektorserie MP110/11/71
bietet einen modularen Aufbau, der einen pridzisen Austausch von Spleilelementen in der

5‘UTR und cis-aktiven Elementen in der 3°UTR erlaubt (Abb. 8).

Leader Transgen RNA
Element
R o [ e & TR
1 1
] 1
] 1
i sD SA i
1 1
1 \ 1
! \ !
1 \ t CTE
110 ' '
MP x HIV-1 gag/prot (gpll) 4xCTE
11 :
SF SD B-Globin IAP
71/91_32\ ,s__ EGFP MPMVpol.
/
W MDR1 (m23, m3) Foamy
WPRE

Abb. 8: Schematisches Design der oncoretroviralen Vektoren in dieser Arbeit

Das Schema zeigt den modularen Aufbau der retroviralen Vektoren mit den Long Terminal Repeats (LTR),
dem SpleiBkontext in der 5 untranslatierten Leaderregion, dem Transgen und posttranskriptionellen
Kontrollelementen (RNA-Elemente), welche in die 3' untranslatierte Region insertiert wurden. Die LTRs der
MP-Vektoren sind Derivate des MPSV (Myeloproliferative Sarcoma Virus). Der 3' LTR der SF-Vektoren ist
vom SFFV (Friend Spleen Focus-forming Virus) abstammend, der 5'LTR vom MESV (Murine Embryonic Stem
cell Virus). Die gag-deletierte Leaderregion ist vom MESV abgeleitet. Sie beinhaltete entweder keine
Spleil3sites (Leader 110), einen SpleiRdonor (SD) (Leader 11) oder einen Spleiddonor (SD) in Kombination mit
einem SpleiRakzeptor (SA) (Leader 71 oder Leader 91), was ein das Verpackungssignal v umfassendes
Intron kreiert. Die benutzten cDNAs waren entweder HIV-1 gag/prot (gpll), humane B-Globin cDNA, das grin
fluoreszierende Protein (EGFP) oder das humane Multidrug-Resistenzgen 1 (MDR1). Posttranskriptionelle
Kontrollelemente waren entweder das konstitutive Transport Element (CTE) des Mason-Pfizer Monkey Virus
oder ein vierfaches Multimer dessen (4xCTE), Elemente aus der pol-Region (Polymerase) des IAP (murines
intrazisternales A-Typ Partikel, MIA), Foamyvirus oder MPMV oder das PRE (posttranscriptional regulatory
element) des Woodchuck Hepatitis Virus (WPRE).

Es wurden drei Serien von retroviralen Vektoren mit unterschiedlichen Spleiflkontexten
entwickelt: MP11 besitzt einen aktiven viralen Spleildonor (SD) in der Leaderregion. MP110
besitzt demgegeniiber einen deletierten SpleiBdonor, welcher durch ,site-directed muta-
genesis‘ aus MP11 deletiert worden ist. Die Vektorserie MP71/91 enthélt neben dem aktiven
SpleiBdonor einen minimalen SpleiBakzeptor (SA), so dass ein Intron entsteht, welches
effizient herausgespleiit werden kann. Zwischen SD und SA befindet sich das
Verpackungssignal y, so dass in den Vektorpartikeln auf die y-tragenden, d.h. die nicht

gespleilten RNA-Transkripte selektiert wird, da bei Herausspleilen von y keine effiziente
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Verpackung des gespleiiten Transkripts stattfinden kann. In der Zielzelle jedoch kann und
soll das SpleiBen stattfinden, um so die Genexpression zu steigern. Einen Uberblick iiber die
verwendeten Basisvektoren liefert Baum et al. (1995), Eckert et al. (1996) und Hildinger et al
(1999).

In den offenen Leserahmen (ORF) wurden verschiedene cDNAs eingesetzt, so die cDNAs
von HIV-1 gag/prot (gpll), des humanen [B-Globins, des griin fluoreszierenden Proteins
(EGFP) oder des humanen Multidrug-Resistenzgens (MDR1). Die fiir die RNA-Elemente
(WPRE, Foamy, CTE u.a.) kodierende DNA wurde jeweils unmittelbar 3° der cDNA
eingesetzt, also in die 3°‘UTR vor dem retroviralen 3‘LTR, der das Polyadenylierungssignal

enthalt.

b. Experimentelle Durchfiihrung

Wie Abb. 2 zeigt, wurde eine Verpackungszelllinie (meist Phoenix ampho) mittels Calcium-
phosphatmethode oder Lipofektion mit einem retroviralen Vektor transfiziert. Die
Transfektionseffizienz in der Verpackungszelllinie wurde durch Kotransfektion von EGFP-
Plasmiden (bei Benutzung von retroviralen gpll- oder B-Globin-Vektoren) und nachfolgende
Analyse im inversen Fluoreszenzmikroskop oder mittels Durchflusszytometrie bestimmt und
lag in der Regel bei 65-80 % transfizierter Zellen. Durch die Transfektion eines retroviralen
Vektors und die endogene Produktion von viralen Strukturproteinen in der Verpackungs-
zelllinie wurden Vektor-Partikel (Virus-dhnliche Partikel) hergestellt, die aus dem Uberstand
der Verpackungszelllinie gewonnen werden konnten. Der Zelliiberstand mit den Vektor-
partikeln wurde gesammelt, fiir Folgeexperimente bei —80°C gelagert und konnte ggf.
wiederverwendet werden. Allerdings wurden hiufig die jeweiligen Uberstinde direkt
verwendet und auf die entsprechenden Zielzellen gegeben, weil dadurch ein geringerer

Titerverlust entstand.

Die Anzahl der infektiosen viralen Partikel wird als CFU/ml oder TU/ml angegeben (Colony
Forming Units bzw. Transducing Units). Bei der Infektion wurde versucht, moglichst mit der
gleichen Anzahl infektioser Partikel pro Zelle zu arbeiten und die m.o.i. nach Mdoglichkeit
<0,35 zu wihlen, so dass statistisch nur ein Integrationsereignis wahrscheinlich war. Nach
Infektion einer Zielzelle unter Zusatz einer oberflichenaktiven Substanz (Polybren) erfolgte
die stabile Integration des retroviral eingebrachten Transgens ins Wirtszellgenom der
Zielzelle. In Verpackungszelllinie und Zielzelle erfolgte der Nachweis der spezifischen

Transgenexpression auf RNA-Ebene im Northern Blot und Protein-Ebene im Western Blot, in
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der Immunfluoreszenz oder im FACS 2 Tage nach Transfektion der Verpackungszelllinie

bzw. 6 Tage nach Transduktion der Zielzellen.

Fiir die identischen Plasmide waren die Titer der zellfreien Vektoriiberstinde, die in jeweils
unabhingig voneinander und mehrfach durchgefiihrten Transfektionsexperimenten von
Phoenix-Zellen erzielt wurden, sehr reproduzierbar (Variation <20 %). Der Titer der
retroviralen EGFP-Vektoren lag, wie durch Durchflusszytometrie transduzierter NIH3T3—
Zellen ermittelt, im Bereich von 1-5*%10° infektidsen Einheiten pro ml, jeweils abhingig von
den verwendeten Splei- und RNA-Elementen sowie zusitzlichen Plasmiden (gag/pol oder

VSV-G) (s. Abb. 9).

2. Promotoraktivitat und Wirtszelltropismus in Zellen verschiede-
ner Spezies und Titeranalysen

Dieser Abschnitt beschreibt, welches Spektrum an Zielzellen verschiedener Spezies durch die
hier verwendeten, oncoretroviralen Vektoren erreicht werden kann (Wirtszelltropismus), wie
der Titer in definierten Zielzellkontexten ist und wie gut das EGFP-Transgen von den

oncoretroviralen Vektoren in den infizierten Zellen exprimiert wird.

Hierzu wurde zunichst der Vektor MP110EGFP benutzt. Dieser enthdlt keine Spleil3- oder
RNA-Elemente. Er exprimiert das griin fluoreszierende Protein (GFP), welches die
Moglichkeit der detaillierten Analyse im FACS bietet. Es wurden Zellen verschiedener
Spezies, die mit dem Vektor MP110EGFP transduziert worden waren, einander gegeniiber-

gestellt und auf EGFP-Expression analysiert.

Die Anzahl EGFP-positiver, d.h. transduzierter und exprimierender Zellen, gibt bei konstanter
Anzahl viraler Partikel ein MaB fiir den Titer an. Der Titer hingt u.a. vom
Zielzellrezeptorbesatz und der Effizienz von ,Entry‘, reverser Transkription, Integration und
Genexpression ab. Die Anzahl der transduzierten Zellen ist in Abb. 9A jeweils auf der linken

Seite der y-Achse angegeben.

Die individuelle Expressionsaktivitit des MPSV-Promotors (MPSV LTR) wird in einer
transduzierten Zelle durch die Expressionsstirke des GFP im FACS symbolisiert. Je stirker
der Promotor in einer bestimmten Zelle ist, desto mehr GFP wird produziert und desto starker
leuchtet diese Zelle. Diese Expressionsstérke ist in Abb. 9A auf der rechten Seite der y-Achse
dargestellt.
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Abb. 9: Bestimmung von Wirtszelltropismus und Titer der verwendeten, oncoretroviralen Vektoren

(A) Die Verpackungszelllinien PG13, PA317 (links) und Phoenix (Mitte, rechts) wurden ohne (links, Mitte) und
mit additiven Plasmiden (M13 MuLV-gag/pol, M3 VSV-Glykoprotein) (rechts) mit dem Vektor MP110EGFP
transfiziert. Nachfolgend wurden mit dem jeweils gleichen Uberstand dieser Ansatze Zellen verschiedener
Saugetierspezies transduziert: K-562, 293T, HelLa P4, Huh7, SW480 (humane Zelllinien), Cos7 (Affe),
Cf2Th (Hund), NIH3T3, SC-1 (Maus) und BHK (Hamster). Mittels FACS-Analyse wurden die prozentuale

Anzahl

der (GFP-positiven) transduzierten Zellen (weil3, rechte Sé&ulen) und deren mittlere

Fluoreszenzintensitat, dargestellt als Expressionsstarke (MaR fur die Promotoraktivitat in der Zielzelle,
grin, linke Saule), ermittelt. Die jeweiligen Skalierungen wechseln innerhalb der Abbildungen (s.
individuelle Beschriftung).

(B) NIH3T3-Zellen wurden mit viralem Phoenix-Uberstand der Vektoren MP110EGFP (Spur 1-3), MP11EGFP
(Spur 4 u. 5), MP71EGFP (Spur 6-8), MP71EGFP BWPRE (9) und SF91EGFP (10) transduziert, z.T.
unter Verwendung von MulLV-gag/pol (M13) und VSV-G(lykoprotein)-exprimierenden Plasmiden (M3) (s.
Beschriftung links). Die Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie 5 Tage nach Transduktion
(Rechenalgorithmus s. Text). Die ermittelten Titer bewegen sich bei Verwendung von NIH3T3-Zellen
jeweils abhangig von den verwendeten Plasmiden zwischen 1-5*10° infektiésen Einheiten pro ml
verwendetem Uberstand.

Fiir die Analyse von posttranskriptionell aktiven Elementen war es wichtig, ein System zu

etablieren, das sich der besten Verpackungszelllinie und der richtigen Zielzelllinien bedient.

Dementsprechend wurden verschiedene Verpackungszelllinien getestet:

die amphotropen Verpackungszelllinien PA317 (Miller et al. 1986) und
PHOENIX ampho (Kinsella et al. 1996)
die ein Primaten-Hiillprotein exprimierende Verpackungszelllinie PG13 (Miller et

al. 1991).
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Diese differieren in der individuellen Transfizierbarkeit, im produzierten Titer und im
verwendeten Hiillprotein. Um die optimalen Zielzellen und das Wirtszellspektrum der durch
die verschiedenen Verpackungszelllinien produzierten viralen Partikel zu bestimmen, wurden
Zelllinien verschiedener Spezies transduziert. Die produzierten viralen Partikel wurden
hierbei auf ihre Féhigkeit iiberpriift, Zellen eines weiten Spektrums der Sdugetierspezies zu
infizieren (Abb. 9A). So wurden 5 Zelllinien des Menschen (K-562, 293T, HeLa P4, Huh7,
SW480), zwei Zelllinien von Méusen (NIH3T3, SC-1) und je eine Zelllinie vom Affen
(Cos7), Hund (Cf2Th) und Hamster (Baby Hamster Kidney) verwendet.

Im Experiment der Abb. 9A wurden PG13- und PA317-Zellen sowie Phoenix ampho-Zellen
mit dem Vektor MP110EGFP transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurde von dem
gleichen, frischen Uberstand eines Experiments je 1 ml auf 1*10* Zielzellen transferiert, um
diese in Gegenwart von Polybren zu transduzieren. In Abb. 9A wurden links PG13- und
PA317-Uberstinde verwendet, mittig und rechts Phoenix-Uberstinde. Die verschiedenen
transduzierten Zielzellen wurden spéter gleich behandelt, 6 Tage weiterkultiviert und
schlieBlich im FACS analysiert. In der Abb. 9A (links und Mitte) ist die FACS-Auswertung
der Transduktion der jeweils unten angegebenen Zielzellen angegeben. Jeweils links auf der
Ordinate ist die prozentuale Anzahl der transduzierten Zellen angegeben (s. weille Saulen,
Mal fiir den Titer), rechts deren Expressionsstirke (s. griine Sdulen, Mal} fiir die Promotor-

aktivitit).

PG13-Zellen sind als NIH3T3-Derivate relativ schlecht mittels Calciumphosphatmethode
transfizierbar (Transfektionseffizienz <4 %) und produzieren folglich einen niedrigen Titer.
Daher war der Phoenixiiberstand (Transfektionseffizienz von Phoenixzellen >60 %) in der
Lage, prozentual mehr Zellen zu transduzieren (z.B. Huh7 610 % mehr, SW480 330 % mehr,
Spur 4 u. 5) als der vergleichbare PG13-Uberstand (vgl. mittleres u. linkes Siulendiagramm).
Insgesamt erreichte das GALV-Hiillprotein (env von PG13) alle dargestellten Zellen bis auf
Maiuse- (NIH3T3, SC-1) (nicht gezeigt) und Hamsterzellen (BHK). Zur Infektion der
Maiusezellen wurde anstelle der PG13- die PA317-Zelllinie (NIH3T3-Derivat, amphotropes
Hiillprotein) verwendet. Hamsterzellen (BHK, Spur 10) waren weder von PG13- noch von
amphotropen Phoenix-Uberstéinden transduzierbar.

Unter den humanen Zelllinien lieBen sich besonders gut SW480-Zellen durch Phoenix- und
PG13-Uberstiinde transduzieren (Spur 5). Auch Cf2Th- (Hund, Spur 7) sowie NIH3T3- und

SC-1-Zellen (Maus, Spur 8 u. 9) waren sehr gut transduzierbar. Die Expressionsstirke als
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Mal der Promotoraktivitit war vor allem in K-562-, SW480-, Cf2Th-, NIH3T3- und SC-1-

Zellen stark ausgepragt.

Festzuhalten bleibt, dass SW480 und Cf2Th als geeignete Zielzellen fiir nachfolgende
Analysen identifiziert wurden, da sie gut infizierbar waren und in ihnen die verwendeten,
oncoretroviralen Vektoren gut exprimiert wurden. Dementsprechend wurden diese Zelllinien
fiir die meisten Versuche in dieser Arbeit verwendet. Als beste Verpackungszelllinie wurde

die Phoenixzelllinie fiir die meisten Experimente verwendet.

Der gute Titer der Phoenix-Zellen kann durch Pseudotypisierung der viralen Partikel mit dem
Glykoprotein des vesikuldren Stomatitisvirus (Kotransfektion von VSV-G) noch deutlich
gesteigert werden. Dariiber hinaus kann die Kotransfektion eines zusitzlichen MuLV gag/pol-
exprimierenden Plasmides den Titer ebenfalls weiter steigern. Das rechte Sdulendiagramm der
Abb. 9A zeigt, dass 293T, HeLa P4, Huh7, SW480, Cf2Th, NIH3T3 und die zuvor noch nicht
transduzierbaren BHK (Spur 10) bei Kotransfektion von VSV-G und MuLV gag/pol zwischen
48 % und 100 % transduzierte Zellen aufweisen. Die hoheren Expressionsstirken unter
Verwendung der zusitzlichen VSV-G- und MuLV gag/pol-Plasmide sind durch eventuell
vorhandene Mehrfachintegrate bedingt, weil ab 40 % Transduktionseffizienz die Wahrschein-
lichkeit fiir Mehrfachintegrate steigt (Abb. 19C). Dies erklért, warum die Spuren 2-5 und 7-9
in Abb. 9A rechts bei einem hohen Prozentsatz transduzierter Zellen eine stdrkere

Expressionsstiarke aufweisen.

Abb. 9B quantifiziert den Titer von Phoenixiiberstinden genauer. Titeranalysen werden in der
Regel auf eine bestimmte Zelllinie, zumeist NIH3T3, bezogen. In welcher Weise die
Vektoren durch Zusatz von Spleil- oder RNA-Elementen sowie durch Addition eines
gag/pol- bzw. VSV-G-Plasmides Verdnderungen im Titer erfahren, ist in Abb. 9B dargestellt.
10 oder 100ul des viralen Phoenix-Uberstandes wurden - aufgefiillt auf 1 ml - zur
Transduktion von 1*10° NIH3T3-Zellen genutzt. Die Analyse der transduzierten Zellen
erfolgte 5 Tage nach Transduktion in der Durchflusszytometrie (FACS). Uber den Prozentsatz
der transduzierten Zellen wurde der Titer in Kenntnis der eingesetzten Zellzahl von NIH3T3
und des Volumens des viralen Uberstandes berechnet (Titer = infektidse Einheiten / ml
Uberstand). Bei der Bestimmung in NIH3T3-Zellen bewegte sich der ermittelte Titer
zwischen 1-5%10° infektidsen Einheiten pro ml viralen Uberstandes (Abb. 9B). In Spur 1
wurde in der Verpackungszelllinie nur der Vektor MPI110EGFP (ohne Spleillelemente)
transfiziert, was in einem Titer von 1*10%ml Uberstand resultierte. Kotransfektion von

gag/pol (Expressionsplasmid M13, Spur 2, 3, 5, 7, 8) sowie von gag/pol und VSV-G (M3
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Expressionsplasmid, Spur 3, 5, 8) erhohte den Titer sowohl im Kontext der Vektoren
MP110EGFP (ohne Spleifielemente) als auch MP11EGFP (mit SpleiBdonor) und MP71EGFP
(mit funktionellem Intron). Einen geringen positiven Effekt auf den Titer hatte die
Verwendung eines WPRE im Vektor MP71EGFP BWPRE (vgl. Spur 9 mit 8) sowie die
Verwendung eines Spleildonor und eines kompletten Introns in den EGFP-Konstrukten (vgl.
Spur 4 u. 6 mit 1). Der in Spur 10 gezeigte Vektor SFOIEGFP unterscheidet sich im
wesentlichen von MP71EGFP (Spur 6) durch Verwendung eines 5‘MESV- und 3‘SFFV-LTR

und produziert einen etwa zweifach niedrigeren Titer.

Die Titeranalyse lédsst sich alternativ mittels eines Resistenzgens und Endpunktverdiinnung
(limited dilution) des viralen Uberstands bei Zugabe einer definierten Zielzellanzahl
durchfiihren (Abschnitt 9.11. in Ausubel et al. 1995). Es wurde eine Neomycin- oder
Hygromycinresistenzgenkassette (Hygromycin-Thymidinkinase-Fusionsprodukt) verwendet,
um den Titer zu bestimmen. Dabei wurde fiir die Vektoren MP110, MP11 und MP71 unter
Verwendung von NIH3T3-Zellen ein Titer in der GroBenordnung von 5-7%10° infektidsen
Einheiten pro ml viralen Uberstandes ermittelt (Daten nicht gezeigt). Der etwas niedrigere
Titer hat seine Ursache in dem im Vergleich zu EGFP groB3eren Transgen und schwierigeren
Nachweis iiber ,/imited dilution‘ sowie der Kultivierung mit dem entsprechenden Antibioti-
kum (G418 bzw. Hygromycin). Schwach Resistenzgen-exprimierende Zellen werden durch
diese Methode nédmlich nicht erfasst, wihrend eine schwichere EGFP-Expression im FACS

dargestellt werden kann.

3. Einfluss von RNA-Elementen auf die HIV-1 gag-Expression

a. Hintergrund

HIV-1 gag/prot (gpll) kodiert fiir die Strukturproteine (gag) und die virale Protease (prot).
Der nukledre Export der korrespondierenden mRNA wird bei HIV-1 durch das virale Rev-
Protein bewerkstelligt, welches an das auf entsprechenden HIV-RNAs befindliche RRE (Rev
Responsive Element) bindet. Ursache der Notwendigkeit eines nukledren Exportsystems ist
die nukleédre Retention der kodierenden RNA entweder durch cis-aktive Signale oder durch
vorhandene Spleisignale in den flankierenden Sequenzen (s. Abschnitt D.1.). Das
konstitutive Transportelement (CTE) von MPMV kann das Rev/RRE-System beim nukleédren
Export substituieren, indem es durch Bindung an zelluldre Faktoren (z.B. TAP) den RNA-
Transport der intronhaltigen HIV-RNAs besorgt.
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Um den Einfluss posttranskriptionell aktiver RNA-Elemente auf die Expression eines
Element-abhéngigen Transgens zu untersuchen, wurden die HIV-1 gag/prot-Kassette (gpll)

plus jeweiligem RNA-Element in einen Mo-MLV- basierten retroviralen Vektor umgesetzt.

b. Einfluss posttranskriptionell aktiver Elemente auf die HIV-1 gag-Expression

in der Verpackungszelllinie

In der Verpackungszelllinie werden diejenigen Konstrukte benachteiligt, die keine oder nur
schwach wirksame Elemente beinhalten. Die Transduktion der Zielzellen (Cf2Th, SW480
u.a.) wurde ohne Abgleich der Titer durchgefiihrt. Damit wird die Expression in der Zielzelle

von HIV-1 gag/prot durch nachfolgende Variablen bestimmt:

a) Differenzen in der Transgendosis, weil verdnderte Prozessierung und nukledrer
Export von Vektor-RNA in der transfizierten Verpackungszelllinie den Vektortiter
malgeblich beeinflussen.

b) Differenzen in der posttranskriptionellen RNA-Prozessierung und im Export in der

retroviral transduzierten Zielzelle.

Aus diesem Grund werden zundchst die Vorgidnge fiir wichtige RNA-Elemente (IAP, CTE)

und Spleiffaktoren in der Verpackungszelllinie Phoenix betrachtet.

Die Konstrukte MP110gpll (-)/IAP/CTE/4xCTE (kein SpleiBdonor im gag-frame Leader)
wurden einschlieBlich ihrer Derivate mit deletiertem HIV-SpleiBdonor (gpllSD-) in die
amphotrope Phoenixzelllinie transfiziert (Abb. 10A) und die Uberstinde zur Transduktion
von Cf2Th-Zellen (Abb. 10B) verwendet. Ebenso wurde die gpll-Kassette in verschiedenen
Spleikontexten (MP11/71) getestet. Die hier benutzte HIV-1 gag/prot-Kassette (gpll)
besteht aus HIV-1 gag (gruppenspezifisches Antigen) sowie der viralen Protease und enthélt
einen kleinen Abschnitt der 5‘UTR mit dem funktionellen HauptspleiBdonor von HIV-1
(Major Splice Donor) (Mergener et al. 1992).

In Abb. 10A sind im Western Blot die Zelllysate von transfizierten Phoenix-Zellen mit
Capsid-spezifischen Antikorpern gefdrbt. Der Blot zeigt die 55 kDa Bande des Pr55-
Vorlauferproteins. Die {ibrigen, kleineren Banden korrespondieren mit Spaltungsprodukten
des Gag-Polyproteins (z.B. Capsid bei 24 kDa). Die in Spur 2 gezeigte Basalexpression des
Vektors MP110gpll konnte durch Addition des IAP- und CTE-Elementes deutlich und durch
das 4xCTE besonders stark erhoht werden. Zusitzliche Spleilelemente verminderten im

Kontext von MP11gplIl (mit Spleidonor, Spur 9-11) und MP71gplI (mit Intron, Spur 12-14)
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die gag-Expression, was hier auch durch Addition eines IAP- oder CTE-Elementes nicht
kompensiert wurde. Die Deletion des HIV Major Splice Donor in den gpll-Konstrukten
(benannt SD—, Spur 6-8) flihrte zu einer zusitzlichen Verringerung der gag-Expression, wobei
die Prisenz des IAP-Elementes die Expression gegeniiber der Basalexpression nur

geringfiigig steigern konnte (vgl. Spur 7 u. 6).

A MP110 gpll MP110 gpll SD-  MP11 gpll MP71 gpll
MP110 () AP CTE CTE () IAP CIE () IAP CIE () AP CTE
4x
-l —a —_— - e - —=| P55
30=
WB PHOENIX

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

B MP110 gpl| MP110 gpll SD-  MP11 gpll MP71 gpll
MP110 () IAP CTE CTE MPMV Fo. WPRE () IAP CTE () IAP CTE () IAP CTE
4x
43+ - “—' - | o —— — | €—Pr55
30+

<+—CA

20 ® y
WB Cf2Th
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Abb. 10: Posttranskriptionelle Kontrollelemente modulieren die HIV-1 gag-Expression

(A) Western Blot von transfizierten Phoenix-Zellen: Die Spuren 1-14 zeigen Zelllysate von Phoenix-Zellen, die
mit Vektorderivaten von MP110, MP11 und MP71 transfiziert wurden. Der Leervektor MP110 (Spur 1),
MP110gpll ohne RNA-Element (Spur 2) und MP110gpll mit den posttranskriptionellen Kontrollelementen
IAP (3), CTE (4), 4xCTE (5) sind dargestellt. Die folgenden Spuren markieren den jeweiligen gpll-Vektorim
MP110 SD- (deletierter HIV Major Splice Donor, Spur 6-8), MP11 (9-11) und MP71 Kontext (12-14). Die
Pfeile geben die Laufhéhe des Gag-Polyproteins (Pr55) und des Capsid-Spaltungsproduktes (CA-Protein)
an. Die ubrigen Banden stellen die HIV-1 Gag-Spaltungsintermediate dar. Molekulare Massenstandards
sindin kDa auf der linken Seite aufgelistet.

Western Blot von transduzierten Cf2Th-Zellen: Die Spuren 1-17 markieren Zelllysate von mit MP-
VektorlUberstanden transduzierten Cf2Th-Zellen. Beschriftung von Vektoren, Massenstandards und
Pfeilmarkierungen analog der in A verwendeten Nomenklatur. Die Spuren 6, 7 und 8 kennzeichnen
transduzierte Cf2Th-Zellen, welche mit den Vektoren MP110gpll MPMVpol. bzw. Foamy oder fWPRE
transduziert wurden und keine Korrelate in A aufweisen.

©

Die mit HIV-1 gag/prot-Vektoren transfizierten Zelllinien produzieren HIV-1 édhnliche virale
Partikel, die in den Uberstand des Mediums freigesetzt werden. Der Uberstand der mit den
Vektoren der Spuren 2-5 transfizierten Verpackungszelllinie Phoenix wurde im ELISA

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) analysiert (Daten nicht gezeigt). Dieser Assay



C. Resultate 59

quantifizierte die HIV-1 Strukturproteine im Uberstand mittels eines entsprechenden Capsid-
Antikorpers. Konkordant mit dem Ergebnis des Western Blots (Abb. 10A) lieferte der Vektor
MP110gpll 4xCTE den hochsten Wert.

Festzuhalten bleibt, dass besonders die Vektorserie MP110gpll und insbesondere die Addition

des 4xCTEs eine hohe Expression in der Verpackungszelllinie gewahrleistet.

c. Einfluss posttranskriptionell aktiver Elemente auf die HIV-1 gag-Expression

in der Zielzelle

Die Uberstinde der in Abb. 10A analysierten Phoenixzellen wurden unter Einsatz der ober-
flichenaktiven Substanz Polybren zur Transduktion von 1¥10° Zielzellen (u.a. Cf2Th,
SW480) genutzt. Nach Zugabe frischen Mediums wurden die Zellen 6 Tage weiterkultiviert.
Dann erfolgte ein neuer Nachweis im Western und Northern Blot sowie in der

Immunfluoreszenz-Mikroskopie.

Abb. 10B zeigt einen Western Blot von Zelllysaten aus Cf2Th-Hundezellen, die mit den
Uberstidnden aus Abb. 10A transduziert worden sind. Analog zu den Vorgingen in der
Verpackungszelllinie liefert der Vektor mit dem 4xCTE (Spur 5) das beste Signal,
wohingegen die weiteren Elemente quantitativ in der Reihenfolge CTE > Foamy > IAP (Spur
4, 7 u. 3) die gag-Expression zu stimulieren vermochten. Die Spuren 6-8 zeigen die gag-
Expression von MP110gplI-Vektoren mit MPMVpol.-, Foamy- oder BWPRE-Element. (cave:
fiir diese Vektoren sind die korrespondierenden Spuren in Abb. 10A nicht dargestellt). Die
Addition eines BWPRE- oder eines 1,6 kb MPMVpol.-Elementes (Spur 8 u. 6) lieferte keine

Stimulation.

Zellen unterschiedlicher Spezies wurden mit Vektorpartikeln des besten gpll-Vektors
(MP110gpIl 4xCTE) infiziert, um zu zeigen, dass HIV-Strukturproteine in diesen Zellen
exprimiert werden. Derselbe virale Uberstand wurde zur Transduktion der verschiedenen
Zielzellen verwendet und jeweils 1 ml von diesem auf jeweils 1¥10° Zielzellen transferiert. 7
Tage nach Transduktion wurden die Zellen mit Methanol/Aceton-Losung fixiert und die
Expression der HIV-1 Gag Strukturproteine in der indirekten Immunfluoreszenz unter
Verwendung eines monoklonalen anti-p24-Antikorpers (mAK 183) und eines anti-Maus-
FITC Antikorpers nachgewiesen. Abb. 11 zeigt Gag-Expression in SW480- (human),
NIH3T3- (Maus), CHO- (Hamster), Cf2Th- (Hund), Cos7- (Affe) und Q8-Zellen (Wachtel)
(Abb. 11D-I). Demgegeniiber wies der Kontrollansatz mit SW480-Zellen, die mit den
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Vektoren MP110 (Leervektor, A) bzw. MP110gpll (B) transduziert worden sind, keine Gag-
Expression auf. Unter Verwendung des Vektors MP110gpll CTE (C) stellte sich eine

schwichere Expression als mit dem Referenzvektor MP110gpll 4xCTE (D-I) dar.

Abb. 11: Analyse der CTE-vermittelten Gag-Expression in Zelllinien verschiedener Spezies

Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von transduzierten Zelllinien verschiedener Spezies. Die Bilder D-| zeigen
Transduktionen von SW480- (D, humane Zelllinie), NIH3T3- (E, Maus), CHO- (F, Hamster), Cf2Th- (G, Hund), Cos7- (H, Affe)
und Q8-Zellen (I, Wachtel) mit dem Vektor MP110gpll 4xCTE. Die Bilder A-C stellen Transduktionen mit den Vektoren MP110
(A, Leervektor), MP110gpl! (B) und MP110gpll CTE (C) dar. Die Zellen wurden jeweils 7 Tage nach Transduktion fixiert und die
HIV-1 spezifischen Produkte durch indirekte Immunfluoreszenz mittels eines Antiserums gegen Capsid bestimmt.

Der Einfluss verschiedener RNA-Elemente auf die HIV-1 gag-Expression in transduzierten
Zellen wurde auBlerdem auf RNA-Ebene im Northern Blot analysiert (Abb. 12). SW480-
Zellen wurden mit Uberstinden von Phoenixzellen, die mit MP110gpll (-) / CTE / 4xCTE
transfiziert worden waren, transduziert. 6 Tage danach wurde die Gesamt-RNA aus den
transduzierten SW480-Zellen gewonnen und im Northern Blot analysiert. Abb. 12 zeigt den
Northern Blot nach Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde, die aus der
kodierenden gpll-Sequenz generiert wurde. In den Spuren 1 und 2 sind mit den Vektoren
MP110 (Leervektor, Spur 1) und MP110gplI (2) transduzierte SW480-Zellen als Kontrolle zu
sehen. Die Spur 1 zeigt kein Signal, da die MP110-RNA durch die aus der gpll-Region

generierte Sonde nicht nachgewiesen wird. Wahrend Spur 2 ein schwaches Signal liefert,
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weisen die Spuren 3 und 4 mit den Vektoren MP110gpll CTE bzw. 4xCTE deutliche stirkere

Signale auf. Dariiber hinaus legt das hohere Molekulargewicht des 4xCTE-Transkriptes (Spur
4) im Vergleich zu den Spuren 2 (kein RNA-Element) und 3 (einfaches CTE) nahe, dass die
Oligomerisierung einer komplexen RNA-Sequenz (CTE) kompatibel mit dem Vorgang der

reversen Transkription ist.

MP110 gplI

MP110 (=) CTE CTE Abb. 12: Steigerung der HIV-1 gag RNA-Expression
Ax durch CTEs

Northern Blot von transduzierten SW480-Zellen: Die

Transduktion wurde durchgefihrt mit den Vektoren

: MP110, MP110gpll oder mit Derivaten von MP110gpl| mit

I einem einfachen oder vierfachen (4x) CTE (Spur 1-4).

5000=
Die gag-spezifische RNA wurde mit einer radioaktiv

3000 s i gpll markierten Sonde detektiert, die aus der kompletten
Sonde gag/prot-kodierenden Region generiert wurde und somit

2000 in allen MP110gpll-Derivaten prasent war. Molekulare
NB SwW480] GréRenstandards sind zur linken in Basenpaaren

1 2 3 4 angegeben. Der Blot wurde mit einer radioaktiv markier-

: ten GAPDH-detektierenden Sonde rehybridisiert.
W | PO sonde

d. Auf CTE basierende lentivirale Vektoren kbnnen das Rev/RRE-System

partiell ersetzen

In b. und c. wurde gezeigt, dass die Expression der HIV-1 Gag-Strukturproteine durch
multimere Kopien des MPMV-CTE gesteigert werden kann, wenn gag in einem retroviralen
Vektor transduziert wird. Bei der Verwendung lentiviraler Systeme bilden die HIV-1
Strukturproteine einen Teil des Partikel-produzierenden Systems der Verpackungszelllinie.
Auch in diesem Fall kann deren Expression durch Einsatz multimerer Kopien des CTEs

gesteigert werden.

Um dieses experimentell zu zeigen, wurde das lentivirale Vektorsystem von L. Naldini (Kay
et al. 2001, Naldini et al. 1996b) modifiziert. Das in Dull et al. (1998) verwendete gag/pol-
exprimierende Helferplasmid pMDLg/pRRE dieses Systems (Abb. 13) wurde hierzu teilweise
durch ein eigenes gag/pol-Plasmid (pcDNA3g/p4xCTE) ersetzt. In den pcDNA3-Vektor
wurde die gag/pol-Kassette mit vorangehendem Globinintron aus dem pMDLg/pRRE-
Plasmid kloniert und mit einem 4xCTE verkniipft (pcDNA3g/p4x-CTE, Abb. 13).

Das von Naldini entwickelte System basiert auf transienter Transfektion von 293T-Zellen.
Hierbei werden lentivirale Partikel produziert, die eine EGFP-kodierende Reporter-RNA
transduzieren. Zur Partikelproduktion wurden jeweils der EGFP-tragende Transfervektor

pRRLsin18.PPT.hPGK.eGFPpre, ein VSV-G Plasmid (pMD.G) und pRSV-Rev transfiziert.
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Rev/RRE fiihrt zur zytoplasmatischen Akkumulation ungespleiiter RNA. Die Zugabe von
Rev war aus zwei Griinden fiir den Transfervektor erforderlich. Erstens verhindert Rev/RRE,
dass das 5‘Intron, welches ein RRE enthélt, effizient gespleiflit wird und so das ebenfalls im
Intron lokalisierte Verpackungssignal verloren geht. Zweitens ist Rev/RRE zum effizienten
Export gag-haltiger Sequenzen im Leaderbereich ebenfalls notwendig. Abb. 13 liefert eine

Ubersicht iiber das verwendete lentivirale Vektorsystem.

CMV-+---L_GA RRE | ;A RSV[REV]polyA
b 5a [PRO | POL
pMDLg/pRRE pRSV-Rev
CMV-----L_GAG _| [4xCTE] 1 A
sb 5a B POL
pcDNA3g/p4xCTE
+/- 2. Polypurin-
trakt (PPT)
RUS { RU5
RSV Prom. | Tréﬁsgeniﬁlgjﬁé};;i CMV-~I--:-ponA
' I ) SD SA
1 1 fal
N SD SA pPRRLsin-18 pMD.G
L. Naldini

R. Morgan- .
Transfervektor -J\ﬁ]!CPPTHCMW EGFP
I I

,, pcCG9-3C
S0 54

Abb. 13: Darstellung des lentiviralen Vektorsystems

Schematische Zeichung des HIV-Provirus (oben) und der benétigten Konstrukte, um einen Lentivirus-Vektor
der dritten Generation zu erstellen. Die viralen HIV-LTRs, die Leserahmen der viralen Gene, der HauptspleiRdonor
(SD), das Verpackungssignal (y) und das RRE bzw. das 4xCTE sind in fettgedruckter Schrift angegeben. Das
Helferplasmid, pMDLg/pRRE bzw. 4xCTE, exprimiert die gaé;— und pol-Gene durch einen CMV-Promotor und
enthalt das Intron 2 und das polyA-Signal des humanen B-Globingens. Da die Transkripte der gag- und pol-
Gene cis-repressive Elemente enthalten, werden sie nur exprimiert, wenn ein System zum nuklearen Export
(Rev/RRE oder 4xCTE) an das Konstrukt gekoppelt ist. Ein nicht-iberlappendes Konstrukt, pRSV-Rev, exprimiert
die Rev ¢cDNA. Der Transfervektor pRRLsin-18 enthélt HIV-1 cis-agierende Sequenzen und eine
Expressionskassette fur das Transgen (inkl. RNA-Element). Dieses Transkript ist der einzige Teil, der in die
Zielzelle transferiert wird. Der Transfervektor enthalt keine Wildtyp-Kopien des HIV-LTR. Der 5'LTR ist ein
chiméres Konstrukt, in dem der Enhancer/Promotor von RSV die U3-Region ersetzt, um die transkriptionelle
Abhé&ngigkeit von Tat auszuschalten. Der 3'LTR beinhaltet eine fast komplette Deletion der U3-Region, welche
auch die TATA-Box (Nukleotid —418 bis —18 relativ zu der U3/R Grenze) umfasst. Da der 3'LTR im Zuge der
reversen Transkription die Matrize fir beide LTRs darstellt, resultiert die Transduktion dieses Vektors in
transkriptioneller Inaktivierung des 5’LTR. Daher ist dieser LTR selbstinaktivierend (sin). Das Konstrukt pMD.G
kodiert fir das heterologe Hillprotein VSV-G (das Glykoprotein des vesikularen Stomatitisvirus), um den Vektor
zu pseudotypisieren. Nur die relevanten Teile der Konstrukte sind angegeben. Unten ist ein Transfervektor von
R. Morgan (NIH) schematisch gezeigt, der im Abschnitt Diskussion noch angesprochen wird.

In Vorexperimenten produzierte das neu erstellte Plasmid pcDNA3g/p4xCTE im Western
Blot eine stirkere Gag-Expression (40% mehr) als der Referenzvektor pMDLg/pRRE (Daten
nicht gezeigt). Analog dazu konnte im ELISA aus dem Uberstand der transfizierten Zellen

virales Capsid in den angegebenen Relationen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Die 293T-Zelllinie wurde mit folgenden Plasmiden transfiziert (Abb. 14): 5 ng eines
Transfervektors (pRRL.sin.PPT.hPGK.EGFPpre oder SRV-1 cte), 15 pg eines gag/pol-
Helferplasmids (pMDLg/pRRE oder pcDNA3g/p4xCTE), 3 ug eines VSV-G-Plasmids
(pMD.G) und in einigen Ansédtzen 5 pg eines Rev-Expressionsplasmids (pRSV-Rev). 48
Stunden nach Transfektion erfolgte die Analyse der Zellen im FACS (Abb. 14A). Je 0,2 ml
des Partikel-tragenden Uberstands wurde verwendet, um 1%¥10° SW480-Zellen zu trans-
duzieren. 6 Tage nach Transduktion erfolgte die Auswertung der EGFP-Expression der

transduzierten SW480-Zellen im FACS (Abb. 14B).
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Abb. 14: CTE-haltige lentivirale Vektoren konnen das Rev/RRE-System beim Gentransfer partiell
ersetzen

(A) 293T-Zellen wurden mit den lentiviralen Vektoren (pRRLsin.PPT.hPGK.EGFP Derivate) inkl. SRV1-CTE
oder WPRE, gag/pol-exprimierenden Helferplasmiden pcDNA3g/p4xCTE (MPMV-CTE) bzw.
pMDLg/pRRE (RRE-haltig), pMD.G (VSV-G-Plasmid) und zum Teil mit einem Rev-Plasmid (RSV-Rev)
transfiziert (Angabe der verwendeten Plasmide links). Die Zellen wurden nach 2 Tagen auf Anzahl der
EGFP-positiven Zellen (weifde Saulen, Beschriftung links) und deren mittlere Fluoreszenzintensitat (grine
Saulen, rechts) mittels Durchflusszytometrie untersucht.

(B) Mit dem viralen Uberstand der transfizierten 293T-Zellen wurden SW480-Zellen transduziert. 6 Tage nach
Transduktion wurden die Prozentzahl der EGFP-positiven Zellen (% transduzierte Zellen, weil3e Saulen,
Beschriftunglinks) und deren mittlere Fluoreszenzintensitat (grine Saulen, rechts) mittels FACS ermittelt.

Auf der x-Achse sind jeweils die verwendeten Plasmide und auf der y-Achse der prozentuale
Anteil der EGFP-positiven Zellen links (% transfizierte bzw. transduzierte Zellen) sowie die

ermittelte mittlere Fluoreszenzaktivitit dieser positiven Zellen rechts angegeben.

In Spur 1 wurden der SRV-1 CTE-haltige Transfervektor pRRLsin.PPT.hPGK.EGFPcte
sowie die Plasmide pcDNA3g/p4xCTE und pMD.G transfiziert. Dieser Ansatz enthélt kein
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Rev. Der Export des Transfervektors wird durch das SRV-1 CTE vermittelt, der des gag/pol-
Helferplasmides durch das MPMV 4xCTE. Bei nur 10,5 % positiven Zellen (Abb. 14A,

Spur 1) funktioniert der Export des Transfervektors durch das CTE signifikant schlechter als
in den benachbarten Spuren 2-4. Nach Transduktion von SW480 durch diesen Zelliiberstand
erkennt man <0,1 % EGFP-positive Zellen (14B, Spur 1). Wahrscheinlich wird das RRE-
haltige Intron ohne Anwesenheit von Rev in der 293T-Linie schon so effizient gespleifit, dass
das Verpackungssignal verloren geht und somit keine Transgen-tragenden viralen Partikel
transferiert werden. Spur 2 enthélt die gleichen Plasmide wie Spur 1, jedoch zusitzlich das
Rev-exprimierende pRSV-Rev. Dadurch kann man in 293T-Zellen 26 % EGFP-positive
Zellen nachweisen (Abb. 14A). Nach Transduktion sind etwa 44 % EGFP-positive SW480-
Zellen zu erkennen (14B). Dies weist darauf hin, dass die Zugabe von Rev in Spur 2 im
Vergleich zu Spur 1 wahrscheinlich iiber die Rev-vermittelte zytoplasmatische Akkumu-
lation Verpackungssignal-tragender Vektortranskripte den Gentransfer des Transfervektors
ermOglicht hat. Die geringe Fluoreszenzintensitdt in den transduzierten SW480-Zellen im
Vergleich zu den Spuren 3 und 4 (Abb. 14B) ist auf die schwéichere EGFP-Expression in
CTE-haltigen im Vergleich zu WPRE-haltigen Vektoren zuriickzufiihren (s. auch C.5.b.). In
den Spuren 3 und 4 wurde der Transfervektor mit WPRE, entweder das gag/pol-
exprimierende Helferplasmid pcDNA3g/p4xCTE oder alternativ. das pMDLg/pRRE,
zusétzlich ein Rev- und VSV-G-Plasmid verwendet. Nach Transfektion von 293T-Zellen sieht
man eine deutlich hohere Anzahl positiver EGFP-Zellen als in den Spuren 1 und 2
(Abb.14A). Nach Transduktion von SW480 sind in den Spuren 3 und 4 mehr als 88% EGFP-

positive Zellen vorhanden (Abb. 14B). Es ist also von einem sehr guten Titer auszugehen.

Festzuhalten bleibt, dass die hier verwendeten lentiviralen Vektoren noch die Rev-
Anwesenheit benétigen. Der Diskussionsteil liefert eine Strategie, wie man — basierend auf

diesen Ergebnissen — ganz auf Rev verzichten kann.
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4. Posttranskriptionelle Modulation im Kontext der -Globin cDNA

a. Verstérkte Globinexpression durch ein Intron und RNA-Elemente

Zahlreiche Forschungsberichte (Buchman et al. 1988, Huang et al. 1997/99, Yu et al. 1991)
haben gezeigt, dass das B-Globintranskript fiir die effiziente zytoplasmatische Expression den
Spleilvorgang bendtigt. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob ein retrovirales
Intron in der 5°UTR, generiert durch Spleiflsignale einer retroviralen Leaderregion (s. Abb.
8), in einem retroviralen Vektor anstelle eines genomischen Globinintrons verwendet werden
kann. Daneben sollte der Einfluss cis-agierender RNA-Elemente auf die [-Globinexpression

untersucht werden.

Hierzu wurde mittels einer zweistufigen RT-PCR (Reverse Transkriptase) die B-Globin
cDNA aus RNA humaner Erythrozyten und Leukozyten gewonnen. Mit Hilfe entsprechender
Primer konnten 5° eine optimierte Kozak-Konsensus-Sequenz (Kozak 1984 u. 1991) und 3¢
die kodierende Sequenz eines Hidmagglutinin-Epitops (Nonapeptid-Sequenz des Influenza
Hamagglutininproteins zum vereinfachten Proteinnachweis) sowie entsprechende Restrik-
tionsschnittstellen eingebracht werden. Von den entstandenen cDNA-Klonen wurden drei
sequenziert. Der im folgenden verwendete Globin-Klon enthielt zwei (stille) Polymor-

phismen, die nicht in einem Aminosiureaustausch resultierten (s. B.7.c.).

Um den Effekt der RNA-Elemente ohne Interferenz mit mdglichen SpleiBphdnomenen zu
testen, wurde die B-Globin cDNA zundchst in den spleidefizienten Vektor MP110
eingesetzt. Danach erfolgte der Einbau in den Vektor MP71, der ein funktionelles virales
Intron in der 5° untranslatierten Region enthilt. Ebenso wie bei gag/prot wurden die
verwendeten RNA-Elemente in die 3°UTR der Vektoren eingesetzt (s. Abb. 8). Da die
Wirkung der Vektoren ohne Selektion und ohne FEinstellung der m.o.i. getestet wurde,
wurden die Vorgénge zunéchst in der Verpackungszelllinie Phoenix ampho und nachfolgend

nach Transduktion verschiedener Zielzellsysteme analysiert.

Analyse der Globinexpression auf RNA-Ebene

Der Northern Blot von Gesamt-RNA-Priparationen der mit den verschiedenen Vektoren
transfizierten Phoenix-Zellen ist in Abb. 15A dargestellt. Diese Analyse erfolgte 2 Tage nach
Transfektion. Die RNA-Detektion erfolgte mittels einer gegen die 3°UTR gerichteten Sonde.

Diese weist gespleiite wie ungespleiite Vektortranskripte nach.
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Abb. 15: Verbesserung der 3-Globin RNA-Expression durch Spleisignale plus WPRE oder CTE

(A) Northern Blot von RNA-Praparationen von Phoenix-Zellen, die mit den entsprechenden Vektoren
transfiziert wurden (s. Beschriftungen Spur 1-7). Die radioaktiv markierte 3'UTR-Sonde wurde aus der
Region des 3' MPSV-LTR, der auf allen Transkripten prasentist, generiert. Ungespleif3te und gespleilite
RNAs sind entsprechend den jeweiligen Globintranskripten mit Sternen bzw. Pfeilen markiert. GAPDH-
Niveaus sind unten angegeben.

(B) Northern Blot von RNA-Praparationen aus unselektierten, polyklonalen SW480-Zellpopulationen, die mit
den jeweiligen MP110B-Globin- (Spur 1-6) bzw. MP71B-Globin-Vektortiberstanden (7-9) transduziert
wurden. Ubrige Beschriftung analogzu A.

(C) Northern Blot von RNA-Praparationen aus unselektierten, polyklonalen SW480-Zellpopulationen, die
entweder keine oder nur die 5' oder die 5' und 3' Globin-UTR des B-Globin-Sequenz aufwiesen. Im

Unterschied zu B wurde in den Spuren 5 und 8 ein groReres WPRE-Fragment (901 bp, yPRE) verwendet.
Ubrige Beschriftung analogzu A.
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Die Spuren 1-6 markieren das jeweilige MP110B-Globin Vektorderivat mit und ohne RNA-
Element in der 3°UTR. Es ist zu erkennen, dass die MP110B-Globin-Vektoren mit CTE (Spur
3) oder BWPRE-Element (Spur 6) gegeniiber dem Vektor ohne Element (Spur 1) deutlich
starkere Signale liefern. Auch die Vektoren mit IAP-, Foamy-Element und 4xCTE liefern
detektierbare Signale, jedoch in der erwédhnten Reihenfolge in absteigender Intensitét (Spur 2,
5, 4). Das stirkste Signal zeigt der MP71B-Globin-Vektor, der ein retrovirales Intron in der
5°UTR und kein RNA-Element in der 3°UTR enthélt (Spur 7). Die Verwendung intronhaltiger
Sequenzen oder von RNA-Elementen liefert also ein stark unterschiedliches Expressions-
niveau in der Verpackungszelllinie. Jeweils 2,5 ml dieser Uberstinde (kein Titerabgleich)
wurden nach dem in B.3. erlduterten Transduktionsprotokoll auf die jeweiligen Zielzellen
(MEL, K-562, SW480, 293T) transferiert. Die Analyse der Zielzellen erfolgte wiederum 6

Tage nach Transduktion aus Gesamt-RNA-Préparationen.

Der in Abb. 15B dargestellte Northern Blot enthélt aus transduzierten SW480-Zellen erstellte
Gesamt-RNA-Préparationen, die mit einer Sonde gegen die 3°UTR detektiert und
nachfolgend mit einer Sonde gegen GAPDH nachhybridisiert wurden. Die Spuren 1-6
kennzeichnen die Verwendung der MP110B—Globin-Vektoren ohne (1) und mit jeweiligem
RNA-Element (2-6). Besonders die Vektoren mit CTE (Spur 3) und BWPRE (6) zeigen nach
Gentransfer auf RNA-Ebene eine nachweisbare 3-Globinexpression in transduzierten SW480-
Zielzellen. Obwohl nach Transfektion fiir die Vektoren mit IAP-, 4xCTE- und Foamy-
Element (Abb. 15A, Spur 2, 4, 5) B-Globinexpression auf RNA-Ebene nachgewiesen wurde,
konnte nach Transduktion von SW480-Zellen kaum noch Expression nachgewiesen werden

(Abb. 15B, Spur 2, 4, 5).

SW480-Zellen, die mit Uberstinden der spleiBkompetenten MP71B-Globin-Vektoren
generiert wurden, zeigten im Vergleich zu den spleiidefizienten MP110B-Globin-Derivaten
eine deutlich hohere B-Globin-Expression (vgl. Spur 7-9 mit 1-6). Die durch Verwendung
eines Introns nachweisbare RNA-Menge (Spur 7) ldsst sich durch Nutzung eines CTE und
besonders eines BWPRE deutlich steigern (Spur 8 u. 9). Die jeweils untere Bande entspricht
der gespleifiten RNA (s. Pfeil), wohingegen die ungespleifite RNA mit einem Stern markiert
ist. Interessanterweise scheint die Verwendung eines Introns allein (Spur 7) bzw. mit Einsatz
eines CTE oder WPRE unterschiedliche Verhéltnisse von gespleiiter zu ungespleifiter Form
zu liefern. Spur 7 (Intron) zeigt wie Spur 9 (BWPRE) vorwiegend gespleiite RNA, Spur 8

(CTE) jedoch ein nahezu gleiches Verhiltnis von gespleifiter zu ungespleiliter Form.
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Im Phosphoimager gemessene Daten ergaben fiir den in Abb. 15B gezeigten Northern Blot
die in nachfolgender Tab. 2 dargestellten, GAPDH-bereinigten Stimulationsfaktoren fiir die

einzelnen Elemente:

Vektorkontext Spleilkontext* RNA-Element* x-fache Stimulation RNA
MP110 B-Globin n.a. n.a. 1

MP110 B-Globin n.a. CTE 568

MP110 B-Globin n.a. 4xCTE 112

MP110 B-Globin n.a. Foamy 100

MP110 B-Globin n.a. BWPRE 706

MP71 B-Globin SD/SA n.a. 642

MP71 B-Globin SD/SA CTE 4666

MP71 B-Globin SD/SA BWPRE 8913

*n.a.: nicht anwendbar
Tab. 2: Verbesserung der RNA-Expression von Globin durch posttranskriptionell aktive Elemente
Die Tabelle zeigt errechnete Stimulationsfaktoren eines Phosphoimager-Experimentes unter Berlicksichtigung

verschiedener Spleiltelement- und RNA-Element-Kontexte. Erklarung siehe Text. SD/SA: SpleilRdonor/
SpleiRakzeptor.

Aus den Phosphoimagerdaten wurde das Verhiltnis der Signalintensitdten aller Vektoren in
Relation zum Standardvektor ohne Element kalkuliert. Die Stimulationsfaktoren wurden
dementsprechend auf den MP110B-Globin-Vektor (Spur 1) bezogen (gleich 1 gesetzt) und

reprasentieren die kumulativen Effekte der Vorgidnge aus Verpackungs- und Zielzelllinie.

Zahlreiche Veroffentlichungen beschreiben den hohen Einfluss der untranslatierten RNA-
Regionen (sog. UTRs) auf mRNA-Stabilitdt und Translatierbarkeit einer Globin-mRNA
(Cooper 1993, Day et al. 1998, Kozak 1994, Kugler et al. 1995, Russell et al. 1996). Dies ist
insbesondere vor dem Hintergrund des Kernverlustes wihrend der Reifung der Erythrozyten-
vorldufer iiber Retikulozyten zum Erythrozyten wichtig, weil die sehr stabilen Globin-RNAs
nach dem Kernverlust die Menge des gebildeten Globin-Proteins steuern. Storungen dieses
sensiblen Systems konnen durch ein Missverhéltnis von o~ zu B-Globin Symptome einer

Thalassdmie verursachen.

Um die Rolle und Notwendigkeit der 5° und 3 B-Globin-UTRs in den retroviralen Vektoren
zu testen, wurden die 5°UTR als synthetisches Oligonukleotid eingefiigt und die 3‘UTR durch
PCR generiert (B.7.c.) und in die aus den Vorexperimenten besten Vektoren eingefiigt. Abb.
15C zeigte einen entsprechenden Northern Blot aus Gesamt-RNA, der wiederum aus RNA-
Priparationen transduzierter SW480-Zellen erstellt wurde. Die Detektion erfolgte wieder mit

einer gegen die 3‘UTR gerichteten Sonde. Nachfolgend wurde eine Hybridisierung auf
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GAPDH durchgefiihrt. Spur 1 markiert den MP71B-Globin Vektor mit BWPRE ohne UTRs.
Die Spuren 2-5 zeigen Derivate des MP71B-Globin-Vektors mit Globin 5° UTR und
verschiedenen RNA-Elementen (CTE , BWPRE und YWPRE). In den Spuren 6-8 werden

Vektoren ohne und mit RNA-Elemente (CTE, YWPRE) dargestellt, die sowohl die 5° als auch
die 3° Globin-UTR enthalten.

In dieser Arbeit wurden verschieden lange Fragmente des WPRE genutzt. Eine Analyse des
Sekundérstrukturfaltungspotential des WPRE zeigte drei Regionen, die unabhingig
voneinander stabile RNA-Sekundirstrukturen ausbilden konnten (Daten nicht gezeigt,
Methodik s. B.6.). Basierend auf dieser Strukturvorhersage wurden drei unterschiedlich lange
WPRE-Fragmente kloniert, welche jeweils vom 5°-Ende her entweder die erste (0WPRE, 467
bp), die ersten beiden (BWPRE, 601bp) oder alle drei Substrukturen (YWPRE, 901bp) der
RNA-Faltungsanalyse umfaBten (s. B.7.b). In B-Globin-Vektoren wurden nur das - und
YWPRE genutzt.

Wie schon in Abb. 15B ergaben die Vektoren mit WPRE jeweils das hdochste
Expressionsniveau (Abb. 15C, Spur 1, 4, 5, 8). Interessanterweise resultierte die Verwendung
des langeren Fragments YWPRE im Vergleich zum kiirzeren BWPRE in einem leicht
veranderten SpleiBmuster. So ist in der YWPRE-Spur prozentual mehr ungespleiite RNA
vorhanden als in der korrespondierenden BWPRE-Spur (vgl. Spur 5 u. 4, ca. 40 % zu 7 %
ungespleifiter RNA).

Der Einsatz der 5° Globin-UTR bewirkt eine geringe Erhohung der RNA-Menge (vgl. Spur 1
mit 4). Eine Insertion der 3°UTR in einen Globinvektor mit YWPRE und 5‘UTR (Spur 8)
liefert nach GAPDH-Abgleich im Verhiltnis zum korrespondierenden Vektor ohne 3‘UTR
(Spur 5) ein deutlich geringeres RNA-Signal.

Festzuhalten bleibt, dass die Verwendung der Globin-UTRs im Northern Blot geringe
Unterschiede der RNA-Mengen bedingt. Die Insertion der 5‘UTR sorgt fiir eine Erhdhung der
RNA-Mengen, die zusidtzliche Insertion der 3°UTR jedoch fiir eine Verringerung. Der
Haupteffekt auf die Globinexpression bleibt aber in den verschiedenen RNA-Elementen und

in dem Einbau intronhaltiger Sequenzen begriindet.
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Analyse der Globinexpression auf Protein-Ebene

Hintergrund

Dzierzak et al. (1988) hatten bereits gezeigt, dass das durch retroviralen Gentransfer in
Miusestammezellen eingebrachte B-Globingen nur in erythroiden Linien auf signifikantem
Niveau exprimiert wurde, nicht aber in B-, T-Zellen oder Makrophagen. Wichtig ist, dass es
bei der Globinexpression neben der Transkriptionskontrolle durch ,locus control region‘ und
B-Globinpromotor (s. D.2.) mindestens eine weitere Blockade auf posttranskriptioneller bzw.

translationaler Ebene gibt.

Die Translationskontrolle bei der Globinexpression ist ein sehr komplexes System zur
Koordination der Synthese von Him und Globin. Sie wird iiber die Phosphorylierung des
eukaryotischen Initiationsfaktors 2 (elF2) kontrolliert (s. D.2.). Wenn der Hamspiegel niedrig
ist, hort die Globinsynthese auf. Dies verhindert die Bildung von Apohdmoglobin, welches
leicht denaturiert wird. Die Himsynthese selbst wird ebenfalls reguliert (Ubersicht in Ponka
1999), hauptsichlich durch das Schliisselenzym der Him-Synthese, die ALA- (Aminoldvulin-
sdure) Synthetase. Diese existiert in 2 verschiedenen Genen, von denen die ALA-Synthetase 2
exklusiv in der erythroiden Reihe exprimiert wird und ebenfalls einer Translationskontrolle in
Form eines sog. ,iron responsive element® (durch Eisen reguliert, lokalisiert in der 5‘'UTR)
unterliegt. Die Himoglobinsynthese l4uft also in einer Art Kaskade ab, in welcher zunichst
das Eisenangebot die Himsynthese steuert (Ham ist Protoporphyrin IX + Fe*"), woraufhin das

Ham tiber die Regulation von elF2 die Globinsynthese steuert.

Erythroid-spezifische B-Globin-Proteinexpression durch Regulation der Translation

Die konstruierten Globinvektoren unterlagen wegen des Fehlens des B-Globinpromotors und
der ,locus control region‘ (s. D.2.) nicht der konventionellen Transkriptionsregulation fiir
Globin. Der hier verwendete Promotor (MPSV LTR) war in einem breiten Spektrum an
Zielzellen aktiv (s. C.2.). Das kam auch in der Globin-RNA-Expression in nicht-erythroiden
Zellen (z.B. Phoenix-, SW480-Zellen) zum Ausdruck.

Trotz detektierter RNA-Expression (Abb. 15) konnte nach Transfektion von Phoenix-Zellen
und nach Transduktion von SW480- und 293T-Zellen keine Globinexpression im Western
Blot bestimmt werden (Daten nicht gezeigt). Wahrscheinlich ist der geschilderte translationale
Regulationsmechanismus durch Hidm ausreichend, um eine zell- und differenzierungs-
spezifische — auf die ausdifferenzierte erythroide Zelle beschrinkte — Expression zu

gewdhrleisten.
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Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde ein Zellsystem mit der Mdoglichkeit zur
Ausdifferenzierung einer erythroiden Linie etabliert. Die im folgenden verwendeten MEL-
Zellen (murine erythroleukdmische Zellen, Klon F4/6, zur Verfiigung gestellt von W.
Ostertag, HPI) und K-562-Zellen (humane Erythroleukédmiezellen) sind immortalisierte
Zelllinien, die etwa auf Stufe der Proerythroblasten in der erythroiden Differenzierung
arretiert sind (s. B.3.). Diese Zelllinien lassen sich durch geeignete Induktoren zur
Ausdifferenzierung anregen. Eine ganze Reihe von Agenzien, die diesen Induktionsprozess
fiir MEL- und K-562-Zellen einleiten konnen, ist bekannt (Campbell et al. 1990, Hoffman et
al. 1979). Um die Induzierbarkeit zu testen, wurden K-562- und MEL-Zellen {iber einen
Zeitraum von 2-8 Tagen téglich mit DMSO-versetzten Medien in Konzentrationen von 1,1
sowie 1,2 und 1,5 % DMSO zur Differenzierung angeregt. Um die Zellen nicht zu dicht
wachsen zu lassen, wurden sie jeden Tag im Verhiltnis 1 : 1 gesplittet. Nach etwa 4 Tagen
nahmen die Zellen als Kennzeichen der hochregulierten Himoglobinsynthese eine schmutzig-
braune Farbe an. Die besten Bedingungen stellten sich nach Tag 6 unter Zugabe von
1,2 %igem DMSO-Medium ein. Hier waren iiber 80 % der MEL-Zellen in der Benzidin-
farbung positiv (Daten nicht gezeigt). Die Benzidinprobe beruht auf der oxidierenden
Wirkung des Hidmoglobins und der Oxidation von Benzidin zu Benzidinblau. Benzidin-

positive Zellen stellen folglich Zellen mit Himoglobinsynthese dar.

Der verwendete K-562-Zellklon war mit dieser Methode nicht ausdifferenzierbar. Um zu
testen, wieviel Prozent der jeweiligen K-562- und MEL-Zellpopulationen sich ohne
Induktoren spontan weiterdifferenziert haben, wurde ebenfalls die Benzidinfirbung zum
Héamoglobinnachweis genutzt. Diese ergab, dass im Falle der MEL-Zelllinie (F4/6) weniger
als 0,5 % der Zellen und unter den K-562-Zellen etwa 1 % der Zellen ohne Zugabe von

Induktoren Benzidin-positiv, somit hdmoglobinhaltig und nahezu ausdifferenziert sind.

Im folgenden Experiment der Abb. 16 wurden MEL- und K-562-Zellen jeweils mit den
gleichen Uberstinden von mit MP71B-Globin-Vektorderivaten transfizierten Phoenixzellen
transduziert. Hierzu wurden jeweils 2 ml vom gleichen Phoenix-Uberstand der jeweiligen
Globin-Vektoren zur Transduktion von jeweils 2*10° Zielzellen verwendet. Die transdu-
zierten MEL- und K-562-Zellen in Abb. 16A/B wurden nicht mit DMSO induziert. Im
Gegensatz dazu wurden die in Abb. 16C dargestellten transduzierten MEL-Zellen — wie zuvor
geschildert — mit 1,2 %igem DMSO-haltigen Medium zur Ausdifferenzierung induziert. Die

Analyse erfolgte jeweils 6 Tage nach Transduktion im Western Blot aus gewonnenen
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Zelllysaten mittels eines gegen das HA-Epitop gerichteten Antikorpers. Die Globinbande mit
HA-Epitop ist bei etwa 17 kDa (148 AS fiir Globin, 9 fiir HA-Epitop) nachzuweisen.

MP71 B-Globin MP71 B-Globin
A 5' B-Globin UTR 5'+3'B-Gl. UTRs - 5' B-Globin UTR 5'+3' B-Gl. UTRs
() CTEBPRE yPRE ()  CTE yPRE (-) ,CTE,BPREYPRE (-) . CTE yPRE
-
30= 30m=
20= 20=-
14+ G
WB MEL 14 WB K-562
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
MP71 B-Globin

| C | 5' B-Globin UTR 5+ 3'B-Gl. UTRs

() CTE BPREYPRE (-) CTE 4PRE

30+
20=
-— P < 1-Globin
14m
WB induz. MEL]

1 2 3 4 5 6 7

Abb. 16: Abhdngigkeit der Globinexpression von der Ausdifferenzierung der erythroiden Reihe

(A) Western Blot von transduzierten MEL-Zellen (murine Erythroleukamielinie) 6 Tage nach Transduktion: Die

Spuren 1-4 markieren Zelllysate von transduzierten MEL-Zellen, die mit MP71 5'UTR B-Globin-
Vektorlbersténden jeweils ohne (Spur 1), mit CTE- (2), pWPRE- (3) oder yWPRE-Element (4)
transduziert wurden. Die Spuren 5-7 beinhalten Zelllysate von MEL-Zellen, die vom MP71 B-Globin-
Vektor mit 5'und 3'UTR transduziert wurden, jeweils ohne (Spur 5), mit CTE (Spur 6) oder yWPRE (Spur
7). Molekulare Massenstandards sind links in kDa angegeben. Die Globin-HA-Bande lauft etwa bei 17
kDa. Zur Detektion von B-Globin wurde ein hochaffiner Antikérper verwendet, der gegen ein C-terminal
gelegenes Hamagglutininepitop gerichtet ist. Wegen eines nur schwachen Signals wurden dieser Blot
und der nachfolgende K-562-Blot etwa 5 Minuten in ECL-Technik exponiert.

(B) Western Blot von transduzierten K-562-Zellen (humane Erythroleukamielinie) 6 Tage nach Transduktion:
Beschriftungen und Versuchsbedingungen wie unter A.

(C) Western Blot von transduzierten und nachfolgend 6 Tage mit DMSO zur Ausdifferenzierung
induzierten MEL-Zellen: Im Gegensatz zu A und B wurde dieser Blot bei einem starken Signal nur 2
Sekundenin ECL-Technik exponiert. Sonstige Beschriftungen und Versuchsbedingungen sind analog zu
A undB. Die Globinbande istrechts mit einem Pfeil markiert.

Im ECL-Western Blot aus nicht-induzierten MEL-Zellen (Abb. 16A) erkennt man nur fiir den
Vektor MP71 5‘UTR B-Globin mit YWPRE (Spur 4) ein schwaches Globinsignal. Der in B
dargestellte ECL-Western Blot aus nicht-induzierten K-562-Zellen zeigt fiir die Vektor-
derivate von MP71 5°UTR B-Globin mit CTE (Spur 2), BWPRE (Spur 3) und YWPRE (Spur
4) schwach detektierbare Signale, welche in der erwdhnten Reihenfolge an Intensitét

zunehmen.

Die Signalintensititen der Abb. 16A u. B (nicht-induzierte MEL- u. K-562-Zellen) kann man
nicht unmittelbar mit den Signalintensititen der Abb. 16C (induzierte MEL-Zellen)

vergleichen. Wegen der sehr schwachen Globinexpression in nicht-induzierten MEL- bzw. K-
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562-Zellen wurde der Rontgenfilm etwa S Minuten in ECL-Technik fiir die gezeigten
Globinsignale exponiert (Abb. 16A u. B). Die gute Globinexpression in induzierten MEL-
Zellen lieB sich demgegeniiber schon nach 2 Sekunden Expositionszeit in ECL-Technik
nachweisen (Abb. 16C). Die Unterschiede in der Globinexpression zwischen Abb. 16A/B und
16C zeigen sich also nicht nur in den verschiedenen Signalintensititen, sondern vor allem in
der deutlichen Divergenz der ndtigen Expositionszeiten (5 min vs. 2 sec) fiir ein gutes

Globinsignal.

In Abb. 16C ldsst sich in induzierten MEL-Zellen schon nach kurzer Expositionsdauer von 2
Sekunden fiir die Vektoren MP71 5‘UTR B-Globin WPRE (Spur 3) und YPRE (Spur 4) eine
deutliche Globinexpression nachweisen. Im Gegensatz zu den nicht-induzierten Zellen MEL-
und K-562-Zellen liefert diesmal der Vektor mit zusétzlicher 3°UTR (Spur 7) ein starkes
Globinsignal. Die MP71B-Globin-Vektorderivate mit CTE-Element (Abb. 16C, Spur 2 u. 6)
zeigen keine Globinexpression, obwohl in Abb. 15B (Spur 8) und Abb. 15C (Spur 3 u. 7)
noch ein deutliches RNA-Signal fiir die CTE-Vektoren zu erkennen war.

Da in Abb. 16A, B und C jeweils gleiche Virusiiberstinde bei Verwendung von gleichen
Zielzellen und gleichem Versuchsaufbau benutzt und als Kontrolle jeweils EGFP-Vektoren
transduziert wurden, ist eine niedrige Transduktionseffizienz als Ursache der schwachen

Globinexpression in A und B zu vernachldssigen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass es fiir eine effiziente Globinexpression nach
Gentransfer in Zellkultursystemen notwendig ist, die Zellen in Richtung zum Erythrozyten
ausdifferenzieren zu lassen. Als der beste Vektor hat sich in diesem Kontext der MP71 5‘UTR
B-Globin YWPRE mit und ohne 3°UTR herauskristallisiert, wobei der Vektor inklusive
3°UTR weder in nicht-erythroiden (Daten nicht gezeigt) noch erythroiden, nicht-induzierten
Zellen exprimiert wird (Abb. 16A/B, Spur 7). Daher ist bei diesem Vektor im Vergleich zum
Vektorkorrelat ohne 3‘UTR von einer groBeren Zell- und Differenzierungsspezifitit

auszugehen.

b. Die Himinzugabe kann die Globinexpression auch in nicht-erythroiden

Zellen rekonstituieren

Im vorigen Abschnitt wurde gezeigt, dass die hier verwendeten Globinvektoren nur in
ausdifferenzierten erythroiden Zellen effizient Globin exprimieren und dass dies iiber einen

moglicherweise durch Ham bedingten posttranskriptionellen / translationalen Regulations-



C. Resultate 74

mechanismus gesteuert wird. Im folgenden wird untersucht, ob durch externe Him- bzw.
Héaminsupplementierung im Medium die Globinexpression auch in nicht-erythroiden Zellen

rekonstituiert werden kann.

Hierzu wurden 293T-Zellen (nicht-erythroide, humane Nierenepithelzelllinie) mit Globinvek-

toren transfiziert.

MP71 5'UTR B-Globin yWPRE MPZ15'UTR B-Globin JWPRE
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Abb. 17: Rekonstitution der Globinexpression in nicht-erythroiden Zellen durch Zugabe von Hamin

(A) Western Blot aus Zelllysaten von transfizierten 293T-Zellen (humane Nierenepithelzelllinie): Die Spuren 1-4
und 6-7 kennzeichnen die Transfektion mit dem Vektor MP71 5'UTR -Globin yYWPRE. In Spur 5 wurde ein
Vektor verwendet, der - ansonsten gleich - zusatzlich die B-Globin 3'UTR enthielt. Eine Haminlésung wurde
dem Zellkulturansatz in Endkonzentrationen von 1 uM (Spur 2), 5 uM (3), 10 uM (4, 5), 20 uM (6) und 50 uM
(Spur 7) beigefugt . Die Spur 1 diente als Kontrolle und enthielt kein Hamin. Die Detektion des pB-Globin-HA-
Fusionsproteins (~17kDa, Hamagglutinin-Epitop C-terminal vorhanden) erfolgte mittels eines hochaffinen
HA-Antikdrpers. Links sind molekulare Massenstandards in kDa angegeben.

(B) Western Blot aus Zelllysaten von transduzierten SW480-Zellen (humane Kolonadenomzelllinie): Die Spuren
1-8 markieren die Transduktion mittels viralem Uberstand des Vektors MP71 5'UTR B-Globin yWPRE ohne
(Spur 1-4) und mit Globin 3'UTR (Spur 5-8). Generell erfolgte die Analyse 6 Tage nach Transduktion bzw. 5
Tage nach Haminzugabe. Nur der Ansatz in Spur 8 wurde 3 Tage nach Haminzugabe untersucht. Hamin
wurde in Endkonzentrationen von 50 uM (Spur 2 u. 5), 100 uM (Spur 3 u. 6) oder 200uM (Spur 4, 7 u. 8)
zugegeben. Die Spur 1 stellt eine Kontrolle ohne Hamin dar.

Die Abb. 17A zeigt in den Spuren 1-4 und 6-7 den jeweils verwendeten Vektor MP71 5‘'UTR
B-Globin YWPRE sowie in Spur 5 dessen Derivat mit 3‘UTR. Zur Transfektionskontrolle
wurde mit einem GFP-Expressionsplasmid kotransfiziert. 8 Stunden nach Transfektion wurde
das Medium gewechselt und durch Medien mit 0, 1, 5, 10, 20 oder 50 uM Himin
(chloridhaltiges Himderivat mit dreiwertigem Eisen) ersetzt. Zwei Tage nach Haminzugabe
wurden die entsprechenden Zelllysate ,,geerntet®. Die Detektion von Globin erfolgte im ECL-
Western Blot (Abb. 17A) mittels Anti-HA- und Anti-Ratte-Peroxidase-Antikdrpern. Der
Nachweis einer Globin/HA-Proteinbande gelang erst ab einer Himinkonzentration von 10 uM
(Spur 4). Eine Steigerung der Globinexpression lie3 sich durch Erh6hung der Himinkonzen-
tration auf 20 bzw. 50 uM (Spuren 6 u. 7) erzielen. Der Vektor MP71 5‘UTR [B-Globin
YWPRE mit 3‘UTR (Spur 5) produzierte im Vergleich zum Vektor ohne UTR (Spur 4) bei
gleicher Haminkonzentration signifikant weniger Globin nach einer Expressionszeit von 2

Tagen.
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Nachfolgend wurden SW480-Zellen (nicht-erythroide, humane Colonadenomzelllinie) mit
Uberstéinden von Phoenixzellen, die mit den Plasmiden MP71 5‘UTR B-Globin YWPRE mit
(Spur 1-4) und ohne 3°UTR (Spur 5-8) transfiziert worden waren, transduziert. 24 Std. nach
Transduktion erfolgte die Zugabe von Medien mit Himinendkonzentrationen von 0, 50, 100
und 200 uM. Die Zellen wurden 5 Tage weiterkultiviert und die Zelllysate im Western Blot
mittels Anti-HA- und Anti-Ratte-Peroxidase-Antikorpern analysiert. Abb. 17B zeigt den
korrespondierenden Western Blot. Ohne Himinzugabe war kein Globinsignal nachweisbar
(Spur 1). Ab einer Zugabe von 50 uM Hémin lieB sich bei Verwendung der Vektoren MP71
5‘UTR B-Globin YWPRE mit und ohne 3‘Globin-UTR (Spur 2 bzw. 5) Globinexpression
nachweisen. Eine Erh6hung der Hdminkonzentration auf 100 bzw. 200 uM fiihrte zu einer
weiteren Steigerung der Globinexpression in SW480-Zellen (Abb. 17B, Spur 3-4 bzw. 6-7).
In Spur 8 wurde der gleiche Versuchsansatz (gleicher Vektor, gleiche Himinkonzentration)
wie in Spur 7 gewihlt, jedoch erfolgte die Ernte des Zelllysates schon nach 3 anstelle von 5
Tagen nach Himinzugabe. Hier zeigte sich wie im Experiment in transfizierten 293T-Zellen
(s. I7A, vgl. Spur 5 mit 4) eine geringe Globinexpression bei Verwendung des Globinvektors

mit 3°UTR nach kurzen Expressionszeiten von 2-3 Tagen.

Zusammenfassend konnte Globinexpression durch externe Héminzugabe in zwei
verschiedenen nicht-erythroiden Zelllinien (293T, SW480) nachgewiesen werden.
Globinexpression wurde diesbeziiglich sowohl nach Transfektion als auch nach Transduktion
detektiert. Der Vektor inklusive 3‘UTR weist alsbald nach Differenzierungsinduktion
geringere Globinexpressionswerte als der Vektor ohne 3‘UTR auf, jedoch wird dieses

Expressionsdefizit nach insgesamt 6 Tagen Expressionszeit nahezu aufgeholt (Spur 5-7 in

Abb. 17B).

c. Lentivirale Globinvektoren

Lentivirale EGFP-Vektoren haben in Vorexperimenten bei der Transduktion von MEL-Zellen
einen 5-10fach hoheren Titer als oncoretrovirale Vektoren produziert, was lentivirale
Globinvektoren potentiell attraktiv fiir Gentherapieapplikationen macht. Die in onco-
retroviralen Vektoren beste Globinexpressionskassette (BGK), bestehend aus Globin-cDNA,
flankierenden Globin-UTRs und yWPRE, wurde mittels PCR amplifiziert und in den
lentiviralen Vektorkontext iiberfiihrt. Abb. 18A gibt in Verbindung mit Abb. 13 einen

Uberblick iiber Nomenklatur und Konstruktion der lentiviralen Globin-Vektoren.
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Abb. 18: Lentivirale Globinvektoren

(A) Schematische Darstellung von Globinvektoren im oncoretroviralen (oben) und lentiviralen Kontext (unten).
Oben ist der Vektor MP71 5'UTR B-Globin yWPRE 3'UTR (MP71BGK) nach der schon erlauterten
Nomenklatur (Abb. 8) dargestellt. Das Transgen -Globin (cDNA) und das yWPRE (RNA-Element) werden

von den Globin-UTRs (untranslatierte Regionen) flankiert. Diese B-Globin-Kassette (BGK) wurde in die
‘Multiple Cloning Site' des lentiviralen Vektors pRRLsin-18 eingefuhrt (unten). Nomenklatur und
Abkulrzungen sind derschematischen Zeichnung der lentiviralen Vektoren zu entnehmen (Abb. 13).

(B) Western Blot von transduzierten MEL-Zellen, welche nach Transduktion 6 Tage mit DMSO zur
Differenzierung induziert wurden. In den Spuren 1-4 wurden lentivirale Globinvektoren verwendet, deren
Nomenklatur in Abb. 18A und 13 ausflhrlich erlautert wurde. Dabei bezeichnet pRRLsin den lentiviralen
Vektorkontext (Abb. 13), nachfolgend werden ein evtl. zentraler Polypurintrakt (PPT), der Promotor, das
Transgen und ein evil. RNA-Element genannt. Spur 1 beinhaltet einen lentiviralen Vektor mit CMV-
Promotor, der B-Globin-Kassette (aus cDNA, flankierenden UTRs und yWPRE) und dem B-Globin-Intron 2
(Intervening Sequence 2) in seiner natdrlich angestammten Position (s. A unten). Die Spuren 2-4 zeigen
lentivirale Vektoren mit zentralem Polypurintrakt (PPT), dem PGK-Promotor, der 3-Globin-Kassette und
unterschiedlichen Intronkonstellationen. In Spur 2 wurde das vollstéandige B-Globin-Intron 2 (IVS2) , in
Spur 4 ein Intron 2 mit Teildeletion (IVS2del., s. Text) und in Spur 3 kein Globinintron verwendet. In den
Spuren 5und 6 wurden oncoretrovirale Globinkonstrukte benutzt. Die Spur 5 markiert den MP71 B-Globin-
Vektor mityWPRE, der sich vom Vektor mit kompletter B-Globin-Kassette (Spur 6, s. Aoben) nur durch das
Fehlen der flankierenden Globin-UTRs unterscheidet.

Das Design des lentiviralen Naldini-Transfervektors (RRLsin18, Abb. 13) hat jedoch einen
entscheidenden Nachteil fiir die Konstruktion von Globinvektoren, da der 3°‘LTR
selbstinaktivierend ist. Nach reverser Transkription wird der U3-deletierte 3°‘LTR zum
5‘LTR. Demzufolge wird der lentivirale Vektor in der Zielzelllinie durch den weiter 3°
gelegenen internen PGK- oder CMV-Promotor angetrieben. Daraus folgt, dass das virale
Intron, welches fiir eine gute Globinexpression unerldsslich und zwischen 5‘LTR und
internem Promotor lokalisiert ist, in der Zielzelle nicht genutzt wird. Aus diesem Grund
wurde ein zweites Intron, das B-Globin-Intron 2 (Intervening Sequence 2), in seiner natiirlich
angestammten Position zwischen Exon 2 und 3 eingesetzt. Es wurde das Vollldngenintron
(IVS2) und ein von Sadelain beschriebenes teildeletiertes Intron (IVS2del.) verwendet
(Sadelain et al. 1995). Nach dortiger Angabe wirkt sich das teildeletierte Intron unter
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Beibehaltung der SpleiBeffizienz weniger negativierend auf den Titer retroviraler

Globinvektoren aus.

293T-Zellen wurden mit 10 pg Transfervektor (RRLsin-Derivate), 15 pg gag/pol-Helfer-
plasmid (pMDLg/pRRE), 5 ng pRSV-Rev, 3 nug pMD.G (VSV-G exprimierend) und 1 pg
EGFP-Expressionsplasmid (Transfektionskontrolle) transfiziert. In einem Parallelansatz
wurden Phoenixzellen sowohl mit MP71B-Globin-Vektorderivaten als auch mit MuLV
gag/pol- und VSV-G-Plasmiden transfiziert (s. Abschnitt C.4.a.). So konnten lentivirale und
oncoretrovirale Globinvektoren direkt miteinander verglichen werden. Gleiche Mengen (je
2 ml) der Uberstinde von Verpackungszelllinien wurden auf MEL-Zellen (F4/6-Zelllinie) zur
Transduktion transferiert. 24 Std. nach Transduktion wurden die MEL-Zellen mit 1,2 %
DMSO-haltigem Medium 5 Tage zur Ausdifferenzierung induziert. Nach Induktion erfolgte
die Analyse aus Zelllysaten der MEL-Zellen im Western Blot.

Abb. 18B zeigt den entsprechenden ECL-Western Blot. Die Spuren 1-4 markieren die
Verwendung der lentiviralen Vektoren, in den Spuren 5 und 6 sind die oncoretroviralen
Vektoren dargestellt. In Spur 1 wurde ein lentivirales Konstrukt mit CMV-Promotor, -
Globin-Kassette (BGK, bestehend aus B-Globin ¢cDNA, YWPRE und flankierenden Globin-
UTRs) sowie zusitzlichem Globin-Intron 2 (Intervening Sequence 2) genutzt. Die in den
Spuren 2-4 verwendeten Vektoren tragen abweichend davon einen hPGK-Promotor und
beinhalten den zentralen HIV-1 Polypurintrakt (cPPT) vor dem PGK-Promotor. In der
Literatur wird vermutet, dass der zentrale PPT als zusitzliche Ansatzstelle der reversen
Transkription innerhalb der retroviralen Replikation dient und den Import des
Priintegrationskomplexes steigert (Sirven et al. 2000, Zennou et al. 2000). In den Spuren 2
und 4 wurden lentivirale Globinvektoren mit Globin-Intron 2 (IVS2 bzw. IVS2del., s.o.)
verwendet. Diese zeigen mehr Globinexpression als der korrespondierende Vektor ohne
Globin-Intron (Spur 3). Das unterstreicht wiederum die Notwendigkeit einer Spleiaktion zur

Steigerung der Globinexpression in der Zielzelle.

Der in Spur 6 dargestellte oncoretrovirale Globin-Vektor MP71BGK (mit Globin ¢cDNA,
YWPRE und flankierenden Globin-UTRs) liefert deutlich mehr Globinexpression als die
gezeigten lentiviralen Konstrukte der Spuren 1-4. Der Vektor MP71B-Globin YWPRE (Spur
5) besitzt im Gegensatz zu MP71BGK (Spur 6) keine Globin-UTRs und liefert eine
schwichere Expression als der Vektor inkl. beider Globin-UTRs (Spur 6). Zusammenfassend

bringen die lentiviralen Globinkonstrukte in diesem Kontext keinen Expressionsvorteil.
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5. Das griin fluoreszierende Protein zur systematischen Analyse

von verschiedenen RNA- und SpleiBelementen

a. Hintergrund

Wihrend die Transgenkontexte gpIl und B-Globin Paradigmen fiir CTE-abhédngige bzw.
spleilabhéngige Transkripte darstellen, konnen viele andere cDNAs in Abwesenheit von
Spleielementen oder CTEs exprimiert werden. Fiir solche Sequenzen konnten RNA-
Elemente jedoch eine relative Expressionsverbesserung schaffen. Deshalb wurde der Einfluss
von Spleiflelementen, RNA-Elementen und deren Kombinationen auf die Expression des griin
fluoreszierenden Proteins (EGFP) untersucht. Dieses urspriinglich aus einer Qualle (4equorea
victoria) isolierte Protein emittiert bei Anregung mit blauem Licht griines Licht, welches im
Fluoreszenzmikroskop oder im FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter) detektiert werden
kann. Die Expression von GFP konnte Spezies-unabhingig in zahlreichen prokaryotischen (.
coli) und eukaryotischen Zellsystemen (Sédugetierzellen, Drosophila melanogaster, C.
elegans) nachgewiesen und die Proteinlokalisation in Echtzeit dargestellt werden (Chalfie et
al. 1994, Prasher 1995). Sukzessiv konnte ein EGFP (enhanced) durch Optimierung der
,Codon Usage* (Kodonnutzung) erstellt werden (Cormack et al. 1996), welches eine etwa
100fach gesteigerte Fluoreszenzleistung aufwies. Dieses EGFP wurde in dieser Arbeit

verwendet.

b. Der EGFP-Expressionslevel eines retroviralen Vektors kann durch post-

transkriptionelle Regulatorelemente modifiziert werden

Im Gegensatz zu den gpll- und B-Globin-Versuchen konnten die EGFP-Versuche bei gleichen
m.o.i.-Werten durchgefiihrt werden. Dies folgt aus der Nachweisbarkeit der EGFP-Expression
direkt in der Durchflusszytometrie in Verpackungszelllinie und transduzierten Zellen und der

vereinfachten Titerbestimmung (Arai et al. 1999, Wahlers et al. 2001).

Die Vektoren MP110EGFP (deletierter SpleiBdonor), MPI1EGFP (aktiver Spleildonor),
MP71EGFP (volles Intron) und ihre Derivate mit RNA-Elementen wurden zur Transfektion
von Phoenix-Zellen genutzt. Nachfolgend wurden SW480-Zellen mit den jeweiligen
Uberstéinden transduziert. Die Zellen wurden 6 Tage nach Transduktion weiterkultiviert. Es
folgte die Analyse im Northern Blot und in der Durchflusszytometrie zur Beurteilung von

RNA- bzw. Proteinexpression.
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Abb. 19: Modifizierung der Expressionslevel von retroviralen EGFP-Vektoren durch posttrans-

kriptionelle Kontrollelemente

(A) Diese Northern Blot-Analyse zeigt EGFP-Transkripte in SW480-Zellen, die bei &quivalenter m.o.i. mit den

beschrifteten Vektoren transduziert wurden. Der relative Anstieg der retroviralen RNA-Expression ist
abhangig von der Prasenz von Splei3signalen oder von RNA-Elementen und wurde durch Phospho-
imager-Analyse (C) quantifiziert. Die Blots wurden durch Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten,
gegen die MPSV 3'UTR gerichteten Sonde erstellt. Danach erfolgte eine Rehybridisierung mittels einer
GAPDH-spezifischen Sonde. Molekulare GréfRenstandards sindin bp angegeben.

(B) Verbesserung der EGFP-Proteinexpression retroviraler Vektoren durch Splei3- und RNA-Elemente: Die
mittlere Fluoreszenzintensitat der EGFP-positiven Zellen unselektierter SW480-Zellpopulationen wurde
durch Durchflusszytometrie ermittelt und die Standardabweichung (Fehlerbalken) bestimmt. Grundlage
sind drei, unabhangig voneinander durchgefiihrte, nachfolgend gemittelte Transduktionen mit den
bezeichneten Vektoren. Fur die Berechnung der relativen Einheiten wurde der Vektor ohne Splei3- und
RNA-Elemente (MP110EGFP) gleich 1 gesetzt.

(C) Tabellarische Gegenulberstellung der relativen Stimulation von RNA- und Proteinexpression in EGFP-
transduzierten SW480-Zellen: Aus dem gleichen Versuchansatz des in A gezeigten Northern Blots
wurden Zellen mittels Durchflusszytometrie (FACS) auf Proteinebene untersucht. So konnten die
einzelnen Stimulationseffekte von SpleilRkontext (Spalte 1) und RNA-Elementen (Spalte 2) auf RNA- und
Proteinebene unmittelbar gegentbergestellt werden. Die RNA-Stimulationsfaktoren (Spalte 3) wurden
aus Phosphoimager-Daten kalkuliert, wobei die Signalintensitat des Referenzvektors MP110EGFP
gleich 1 gesetzt wurde und alle anderen Vektorkontexte zu diesem in Bezug gesetzt wurden. Bei der
Berechnung der RNA-Stimulationsfaktoren wurden die unterschiedlichen GAPDH-Signalintensitaten der
einzelnen Spuren rechnerisch berlcksichtigt. Ferner wurde an die aus FACS-Daten bekannten
unterschiedlichen Transduktionsraten angeglichen. Letztere variierten nur um wenige Prozent. Die
Proteinexpression wurde aufgrund der mittleren Fluoreszenzintensitat von EGFP-positiven Zellen am
FACS ermittelt. Auch hier wurde der Vektor MP110 EGFP, der keine Splei3- und RNA-Elemente enthalt,
gleich 1 gesetzt, um die relativen Stimulationsfaktoren der Gbrigen Vektoren zu berechnen.
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Die Northern Blot-Analyse von Gesamt-RNA-Pridparationen einer polyklonalen, unselek-
tierten Population transduzierter SW480-Zellen zeigte mittels einer gegen die 3‘UTR
gerichteten Sonde die in Abb. 19A dargestellten Transkripte. Darunter ist die Rehybri-
disierung mit einer GAPDH-Sonde gezeigt.

Die Spur 2 (Abb. 19A) zeigt das ungespleifite Transkript ohne Prasenz von Splei3elementen.
Verglichen mit dem korrespondierenden SpleiBdonor-deletierten Vektor (MP110EGFP) fiihrt
die Prasenz eines aktiven Spleidonors (MP11EGFP) zu einem geringen Anstieg des ,steady-
state® RNA-Levels (vgl. Spur 2 mit 3). Das Vorhandensein eines funktionellen Introns
(MP71EGFP) resultierte in effizientem Spleilen (Abb. 19A, Spur 4). Die Verwendung des
Foamy- und besonders des BWPRE-Elementes fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der
RNA-Expression im spleildefizienten Vektor MP110EGFP (vgl. Spur 6 u. 7 mit 5). Im
spleiBkompetenten Vektor MP71EGFP zeigte der Einsatz eines BWPRE eine weitere
Steigerung der RNA-Expression (vgl. Spur 10 mit 8), wohingegen ein Foamy-Element kaum
Expressionsgewinn in diesem Kontext brachte (vgl. Spur 9 mit 8). Das Foamy- und das
BWPRE-Element wirkten sowohl auf die gespleifite als auch ungespleiite RNA, ohne einen
signifikanten Effekt auf das Splei3verhéltnis auszuiiben (19A, Spur 8-10).

Die Abb. 19B =zeigt die Effekte von SpleiBkontext und RNA-Elementen auf die EGFP-
Expression auf Proteinebene. Drei unabhédngig voneinander durchgefiihrte Transduktionen
wurden mit Uberstinden der in Abb. 19B unten angegebenen Vektoren durchgefiihrt. Die
mittlere Fluoreszenzintensitit der EGFP-positiven Zellen wurde durchflusszytometrisch
ermittelt (FACS) und die Standardabweichung (Fehlerbalken) berechnet (Abb. 19B). In
Analogie zu den erhobenen RNA-Daten (Abb. 19A links) fithrt die Anwesenheit eines
Spleidonors (MP11EGFP, Sdule 9) und besonders eines funktionellen Introns (MP71EGFP,
Sdule 12) zu einer geringen Erhdhung der EGFP-Expression auf Proteinebene. Bei der
Verwendung von RNA-Elementen waren das Foamy-Element (Abb. 19B, Saule 7, 10, 13)
und noch signifikanter das BWPRE (Séule 8, 11, 14) in der Lage, die EGFP-Expression z.T.
deutlich zu verbessern. Im Kontext des spleifidefizienten Vektors MP110EGFP wurden
weitere posttranskriptionelle Kontrollelemente (IAP, CTE, 4xCTE, MPMVpol.-Element)
getestet. Im Vergleich zu den Beobachtungen bei gpIl (Abb. 10) und B-Globin (Abb. 15 u. 16)
war kein Anstieg der EGFP-Expression bei Verwendung des IAP-Elementes nachweisbar
(Abb. 19B, Siule 2). Das Einfiigen der kodierenden DNA eines RNA-Elementes (in diesem
Falle des IAP) in die 5°UTR (IAP5°¢, Sdule 3) anstelle der 3°UTR sorgte fiir einen deutlichen
Expressionsverlust (vgl. Sdule 2 u. 3). Die Einsetzung eines 1,6 kb groen MPMVpol.-
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Elementes (aus der pol/env-Region des MPMV, Siule 6) in die 3‘UTR fiihrte zu einer
schlechteren EGFP-Expression. Auch der Einbau des CTE (Séule 4) oder 4xCTE (5) in die
3‘UTR des MPI110EGFP-Vektors brachte keinen Expressionsgewinn gegeniiber dem
Referenzvektor ohne RNA-Element (Sdule 1).

Aus dem gleichen Versuchsansatz gewonnene RNA- und Proteindaten lassen einen unmittel-
baren Vergleich der RNA- und Proteinexpression zu. Die im Northern Blot von Abb. 19A
transduzierte SW480-Zellpopulation wurde daher auch im FACS analysiert (generelle
Methodik s. 19B), um die EGFP-Expression auf Proteinebene zu dokumentieren. In der
tabellarischen Darstellung der Abb. 19C sind die schon in 19A gezeigten Vektorkontexte nach
verwendeten SpleiBkontexten und RNA-Elementen aufgeschliisselt. Die RNA-Stimulations-
faktoren wurden aus Phosphoimager-Daten berechnet, die unter Verwendung des in 19A
gezeigten Northern Blots gewonnen wurden. Fiir die Berechnung der Stimulationsfaktoren
wurden sowohl die Signalintensititen der jeweiligen GAPDH-Expression als auch die
unterschiedliche Prozentzahl der transduzierten Zellen, die durch Bestimmung der EGFP-

positiven Zellen im FACS ermittelt wurde, berticksichtigt.

Der Referenzvektor MP110EGFP, der keine Splei3- und RNA-Elemente enthélt, wurde gleich
1 gesetzt und ein dementsprechender x-facher Stimulationsfaktor auf RNA-Ebene fiir die
iibrigen Vektorkonstrukte angegeben. Auf Protein-Ebene wurden die im FACS ermittelten
mittleren Fluoreszenzintensititen der EGFP-positiven Zellen ebenfalls auf den gleich 1
gesetzten Referenzvektor MP110EGFP bezogen und der x-fache Stimulationsfaktor fiir die
einzelnen Konstrukte berechnet. In Abb. 19C kdnnen fiir den jeweiligen Vektor-, Splei3- und
RNA-Element-Kontext die x-fachen Stimulationsfaktoren auf RNA- und Protein-Ebene direkt

nebeneinander abgelesen werden.

Das Vorhandensein eines aktiven Spleildonors (MP11EGFP) hat neben einer geringen RNA-
Stimulation (1,2fach) eine vergleichbare Stimulation der Proteinexpression (1,2fach) zur
Folge. Ein vollstindiges Intron fiihrt im Vektorkontext MP71EGFP zu einem zweifachen
Anstieg der RNA-Expression und einer fast dreifachen Stimulation der Proteinexpression
(Abb. 19C). Das weist auf einen zweifachen Effekt des Spleilvorgangs in der 5‘UTR hin:
erstens auf der Ebene des RNA-Exports und der Stabilitidt sowie zweitens auf der Ebene der

Translation.

Im spleiBdefizienten Kontext MP110EGFP brachte der Einbau eines Foamy-Elements auf

RNA-Ebene eine 1,9fache Stimulation, auf Proteinebene eine 1,7fache Stimulation in
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Relation zum Referenzvektor ohne Element. Das Foamy-Element wirkt also eher auf RNA-
Ebene und bringt auf Protein-Ebene keinen weiteren Expressionsgewinn. Das BWPRE sorgt
im spleiBdefizienten EGFP-Kontext auf RNA-Ebene fiir eine 3,9fache Expressionssteigerung.
Dem steht ein 6,8facher Stimulationsfaktor auf Protein-Ebene gegeniiber, so dass das WPRE
auch auf Translationsebene wirksam sein muss. Insgesamt war das Foamy-Element
signifikant schwicher als das BWPRE. Dariiber hinaus sorgte das BWPRE fiir eine Expres-
sionsverbesserung sowohl in spleidefizienten (MP110) als auch spleiBkompetenten Vektoren
(MP71) (vgl. Abb. 19A Spur 10 u. 8, 19B Séule 14 u. 12, Abb. 19C), wihrend das Foamy-
Element sowie das CTE und andere verwandte Elemente (fiir letztere Daten nicht gezeigt)
keinen oder nur wenig Effekt auf spleiBkompetente Vektoren hatten (vgl. Abb. 19A Spur 9 u.
8, 19B Sdule 13 u. 12, Abb. 19C). Wie bei B-Globin wurde der grofite Anstieg der Expression
(mehr als 10fach verglichen mit dem Basiskonstrukt MP110EGFP) durch die Kombination
von BWPRE und SpleiBelementen (Intron) erzielt (Abb. 19A Spur 10, B Séule 14, Abb. 19C).
Interessanterweise war der Effekt des BWPRE im Kontext des spleiBkompetenten Vektors
MP71 schwicher als im Kontext des spleidefizienten Vektors, was in einer 50 %igen
Reduktion der Expressionsstimulation sowohl auf RNA- als auch Protein-Ebene resultierte
(Abb. 19C). Insgesamt wurde aber im spleiBkompetenten Vektorkontext noch eine 3,4fache
Stimulation auf Proteinebene durch das BWPRE beobachtet (Abb. 19C).

Einfluss der Transduktionsrate auf die EGFP-Expression

Um eine relative Verstarkung der Expressionslevel als Konsequenz von Unterschieden in der
Transgenkopienanzahl auszuschlieBen, wurden Cf2Th-Zellen mit seriellen Verdiinnungen von
Phoenix-Uberstinden der Vektoren MP110EGFP, MP110EGFP Fo(amy) und MP110EGFP
BWPRE transduziert (Abb. 20). Die mittleren Fluoreszenzintensitdten (y-Achse) wurden zur

Prozentzahl der EGFP-transduzierten Zellen (x-Achse) in Beziehung gesetzt.
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' ! ‘ Abb. 20: Einfluss der Transduktionsrate auf die EGFP-
Expression

3000~ - Cf2Th-Zielzellen wurden mit 5 seriellen Verdinnungen (1:1,
| i 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16) der Uberstande von Phoenixzellen
transduziert, welche mit den Vektoren MP110 EGFP (o),
2000 7 MP110 EGFP Fo (®) und MP110 EGFP BWPRE ()
§ transfiziert worden waren. Die mittlere Fluoreszenzintensitat
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Transduktion durchflusszytometrisch analysiert.
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Die resultierenden Kurven zeigen, dass auch in Cf2Th-Zellen das Foamy- (e) und besonders
das BWPRE-Element (O0) zu einer deutlichen Expressionsverbesserung in Relation zum
Referenzvektor ohne Element (o) fiihren. Bis etwa 30-35 % transduzierter Zellen zeigt sich in
den drei Kurven nur wenig Beeinflussung der mittleren Fluoreszenzintensitit durch die
Prozentzahl der transduzierten Zellen. Bei tiber 40 % transduzierten Zellen verdndert sich die
Steigung der Kurve (Abb. 20), die zunéchst linear verlauft und ab 40 % transduzierter Zellen
eher exponentiell steigt. Wahrscheinlich sorgen nun vermehrt vorhandene Mehrfachintegrate
von Vektorkopien fiir eine hohere EGFP-Expression. Da Transduktionslevel von mehr als
35 % die Wahrscheinlichkeit von multiplen Integrationsereignissen erhdhen (Arai et al. 1999,
Wahlers et al. 2001), wurde ein Anstieg der mittleren Fluoreszenzintensitit bei allen
Vektortypen und bei hoheren m.o.i.-Werten beobachtet (Abb. 19C). Im Ergebnis ist die durch
ein RNA- oder SpleiB-Element vermittelte Verstirkung der EGFP-Expression solange nicht

vom infektiosen Titer beeinflusst, wie die Transduktionseffizienz unter 30-35 % liegt.

Beeinflussung der EGFP-Expression durch verschieden lange WPRE-Elemente

Im Globinabschnitt dieser Arbeit (C.4.a.) wurden zum ersten Mal verschieden lange WPRE-
Fragmente (B- bzw. YWPRE, Abb. 15 u. 16) genutzt. Im folgenden werden drei verschiedene
WPRE-Elemente (¢WPRE 467 bp, BWPRE 601 bp, YWPRE 901 bp, ausfiihrlich erldutert in
B.7.b.) im Kontext des MP110EGFP-Vektors auf ihren Einfluss auf die EGFP-Expression
untersucht. Northern Blot-Daten wurden aus Gesamt-RNA-Prdparationen transduzierter

SW480-Zellen (Methodik wie im Experiment Abb. 19A) gewonnen.

Vektoren mit jedem der drei unterschiedlich langen WPRE-Elemente zeigten im Northern
Blot im Vergleich zum Kontrollvektor MP110EGFP eine deutlich hohere EGFP RNA-
Expression (Abb. 21A). Je lianger das verwendete WPRE-Fragment war, desto stirker stieg
die Expression. Abb. 21B zeigt die Steigerung der verschiedenen WPRE-Elemente auf
Proteinebene in einer FACS-Analyse. Es wurden sowohl SW480- (Séule 5-8) als auch Cf2Th-
Zellen (Sdule 1-4) transduziert und analysiert. Um individuelle Titerunterschiede der

Elemente aufzeigen zu kdnnen, erfolgte hier kein Titerabgleich in der Verpackungszelllinie.
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Vektor % x-fache Stimulation x-fache
transduzierte | Stimulation RNA /% Stimulation
Zellen RNA (insges.) | transd. Zellen Protein
MP110 EGFP 13,79 1 1 1
MP110 EGFP aWPRE 26,03 4,56 2,42 3,09
MP110 EGFP BWPRE 28,44 7.41 3,60 7,52
MP110 EGFP yWPRE 33,66 16,88 6,92 10,20
1 2 3 4

Abb. 21: Deutliche Beeinflussung der EGFP-Expression durch verschieden lange WPRE-Elemente
(A) Northern Blot Analyse von RNA-Préparationen aus SW480-Zellen, die mit MP110 EGFP-Vektorderivaten
unter Verwendung von drei verschiedenen WPRE-Fragmenten (Spur 2-4. o, B, yYWPRE, s. B.7.b)
transduziertwurden. Die verwendeten Sonden und die Gbrigen Beschriftungen sind analog zu Abb. 19A.
(B) FACS-Analyse von transduzierten Cf2Th- (Saule 1-4) und SW480-Zellen (Saule 5-8). Die mittlere
Fluoreszenzintensitat der EGFP-positiven Zellpopulationen wurde bestimmt und in Saulenform
dargestellt.
Gegenuberstellung der Stimulationsfaktoren verschiedener WPRE-Elemente auf RNA- und Protein-
Ebene. Der in A dargestellte Northern Blot wurde im Phosphoimager analysiert. Es wurden aus diesen
Daten RNA-Stimulationsfaktoren (insgesamt) in Relation zum Vektor MP110 berechnet (Spalte 2). Auf
Proteinebene wurde dieselbe transduzierte SW480-Zellpopulation (s. B, Saule 5-8) im FACS analysiert
und so die prozentuale Anzahl der EGFP-positiven Zellen (Spalte 1) und deren mittlere Fluoreszenz-
intensitat bestimmt. Zur Bestimmung des Stimulationsfaktors auf Proteinebene (Spalte 4) wurden die
verschiedenen Fluoreszenzintensitéaten in Relation zum MP110 EGFP-Vektor ohne Element (gleich 1)
gesetzt. Aus der prozentualen Anzahl der EGFP-positiven Zellen (% transduzierte Zellen, Spalte 1) konnte
in Relation zum MP110 EGFP-Vektor ohne Element (gleich 1 gesetzt) ein Stimulationsfaktor auf RNA-
Ebene (Stimulation RNA / % transduzierte Zellen, Spalte 3) berechnet werden, der die héhere Anzahl der
transduzierten Zellen der WPRE-Vektoren bertcksichtigt.

(@

-~

Wie Abb. 19C enthilt auch Abb. 21C eine tabellarische Ubersicht von RNA- und Protein-
Stimulationen verschiedener Kontexte. Die Daten wurden aus der gleichen SW480-
Zellpopulation gewonnen, die in Abb. 21A (Spur 1-4) und Abb. 21B (Séule 5-8) gezeigt
wurde. So konnten RNA- und Proteinexpression der gleichen Zellpopulation unmittelbar
miteinander verglichen werden. Aus dem Northern Blot der Abb. 21A wurden
Phosphoimager-Daten generiert und hieraus RNA-Stimulationsfaktoren der verschiedenen
WPRE-Kontexte in Relation zum MP110EGFP-Vektor (gleich 1 gesetzt) kalkuliert (Spalte 2).
Bei der Berechnung wurden wie in Abb. 19C die GAPDH-Niveaus beriicksichtigt. Die
transduzierten SW480-Zellen wurden im FACS analysiert, um die Prozentzahl der EGFP-
positiven Zellen (Spalte 1) und die mittlere Fluoreszenzintensitdt der EGFP-positiven Zellen
zu bestimmen. Aus der mittleren Fluoreszenzintensitit EGFP-positiver Zellen wurden in
Relation zum MP110EGFP-Vektor Stimulationsfaktoren auf Protein-Ebene kalkuliert (Spalte
4).
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WPRE-haltige Vektoren verbessern den Titer (Abb. 21C, vgl. Abb. 9B), was in der gro3eren

Anzahl transduzierter Zellen bei Verwendung der WPRE-Fragmente zum Ausdruck kommt
(Spalte 1). Um die unterschiedlichen Titer bei der Kalkulation der RNA-Stimulationsfaktoren
zu beriicksichtigen, wurde die unterschiedliche Prozentzahl der EGFP-positiven Zellen
eingerechnet. Daraus entstanden die in Spalte 3 angegeben Stimulationsfaktoren (Stimulation

RNA / % transduzierte Zellen).

In Abb. 21C zeigt sich eine WPRE-bedingte Steigerung der EGFP-Proteinexpresssion auf das
3,1fache bei aWPRE, das 7,5fache bei BWPRE und das 10,2fache bei YWPRE, bezogen auf
den gleich 1 gesetzten Basalvektor MP110EGFP. Analog zu Abb. 19C fillt fiir die
verschiedenen WPRE-Elemente die Steigerung auf RNA-Ebene geringer aus als die
Steigerung auf Proteinebene, und zwar — abhdngig vom Element — 1,3fach bei «WPRE,

2,1fach bei BWPRE und 1,5fach bei YWPRE.

Kombinationen verschiedener RNA-Elemente in einem Vektor

In den vorigen Abschnitten wurden Spleilelemente mit RNA-Elementen kombiniert oder
multimere RNA-Elemente (4xCTE) getestet. Der nachfolgende Abschnitt priift die
Kombinationen verschiedener RNA-Elemente miteinander (IAP+CTE, Foamy+CTE,
Foamy+BWPRE).

Hierzu wurden in die 3°UTR des MP110EGFP-Vektors die kodierenden Sequenzen von zwei
verschiedenen RNA-Elementen kloniert (B.7.b). Nach Transduktion von SW480-Zellen durch
die entsprechenden Vektoren wurde die mittlere Fluoreszenzintensitdt EGFP-positiver Zellen

bestimmt (Abb. 22, gleiche Versuchsdurchfiihrung wie in Abb. 19).

240
' toT R — Abb. 22: Kombinationen von verschiedenen RNA-

Elementen in einem Vektor
Derivate des MP110EGFP-Vektors wurden zur Transduktion
von SW480-Zellen genutzt. Es wurden der Basisvektor (Spur
1) und dessen Derivate mit einem (Spur 2, 4, 6, 8) oder zwei
verschiedenen RNA-Elementen (Spur 3, 5, 7) in der 3'UTR
verwendet. Die Verwendung zweier RNA-Elemente in der
’—‘ 1 3'UTR ist zwischen den Ausgangsvektoren mit dem jeweiligen
i Element dargestellt. Bei der Kombination zweier Elemente
"_|"_|'|—",_\' ! innerhalb der 3'UTR befindet sich das erstgenannte 5' vom
letztgenannten. Die Analyse erfolgte im FACS 6 Tage nach
Transduktion. Die mittlere Fluoreszenzintensitat der EGFP-
positiven Zellpopulationist links dargestellt.
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In Sédule 1 ist der Basalvektor MP110EGFP angegeben. Die Sdulen 2, 4, 6 und 8 markieren

die mittlere Fluoreszenzintensitit EGFP-positiver Zellen unter Verwendung jeweils nur des
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IAP-, CTE-, Foamy- oder BWPRE-Elementes. Die Saulen 3, 5 und 7 zeigen die Kombination
von IAP- und CTE- (Séule 3), Foamy- und CTE- (Sdule 5) sowie Foamy- und BWPRE-

Elementen (Sdule 7). Die Verknilipfungen verschiedener Elemente resultierten zumeist
(Ausnahme Foamy+CTE, Abb. 22, Sdule 5) in einem intermedidren Expressionslevel
zwischen den Expressionsniveaus der jeweiligen Elemente allein. Hier sind die Foamy-
und/oder WPRE-tragenden Vektoren (Sdule 6-8) die am besten exprimierenden Vektoren. Die
Kombination von Foamy und WPRE (Sdule 7) bringt jedoch in Relation zum einfachen
WPRE-Vektor (Sdule 8) keine Expressionsverbesserung. Dies spricht gegen eine
synergistische Kooperation dieser Kombinationen von Elementen und damit gegen einen

sinnvollen kombinatorischen Einsatz in therapeutischen Vektoren.

Zusammenfassend zeigen die erhaltenen Resultate der EGFP-Vektoren, dass die hochste
Expression solcher Transgene durch Spleilelemente (Intron) in der S‘'UTR in Kombination
mit dem WPRE (v.a. YWPRE) erzielt wurde, wihrend das CTE die Expression nicht
verbesserte. Das Foamy-Element wirkte 1,7fach stirker als der Referenzvektor ohne RNA-
Element in Abwesenheit von Spleilelementen, hatte jedoch kaum Einfluss in Prdsenz von

Spleiflelementen.

6. Verwendung von RNA- und SpleiBelementen zur Steigerung der

MDR1-Genexpression

a. Hintergrund

Das urspriinglich in Tumorzellen gefundene MDR1-Gen (Multiple Drug-Resistenzgen 1)
vermittelt Resistenz gegeniiber zahlreichen Zytostatika, wie z.B. Anthrazyklinen, Vinca-
Alkaloiden, Epipodophyllotoxinen, Taxanen und Colchizin. Ursache ist die Uberexpression
des MDRI-Genprodukts, eines 170 kDa groBen, membranstindigen Transportproteins
(Membraneffluxpumpe), welches auch als Permeabilitits-Glykoprotein (P-gp) bekannt ist
(Borst et al. 1997, Gottesman et al. 1995). Der gezielte gentherapeutische Einbau dieses Gens
in hdmatopoetische Stammzellen birgt in einer ex vivo Gentherapie das Potential, bei
Leukidmie- und anderen Tumorpatienten wesentlich hohere Dosen an Zytostatika geben und
Tumoren aggressiver behandeln zu konnen, weil gentherapierte, hdmatopoetische Zellen
durch die Anwesenheit dieser Membraneffluxpumpe toxische Chemotherapeutika in

verstirktem Maf3e aus der Zelle pumpen konnen (Eckert et al. 1996, Sorrentino et al. 1992).
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Die Uberexpression des MDR 1-Gens in himatopoetischen Stammzellen soll dabei die mit der
hoher dosierten Chemotherapie verbundenen Nebenwirkungen minimieren. Eine umfassende
Ubersicht iiber MDR und seine klinische Bedeutung sowie mogliche therapeutische Ansitze

finden sich in Hegewisch-Becker et al. (1996).

b. Die Kombination von SpleiRelementen und WPRE verstérkt die Expression

von humanem MDR1

Um die mogliche Expressionssteigerung von MDR-Vektoren (beschrieben in Hildinger 1999,
Knipper et al. 2001) durch den Einsatz posttranskriptionell aktiver RNA-Elemente zu testen,
wurde ein CTE-, Foamy- oder WPRE-Element in den spleilkompetenten retroviralen MDR1-
Vektor SF91m3 kloniert. Dieser Vektor enthdlt die MDR1-cDNA m3 und als 3‘LTR den
SFFV LTR (s. B.7.c). Aus Vorexperimenten von Eckert et al. (1996) war bekannt, dass die
Promotoraktivitdt des SFFV LTR in hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen stirker
als die des MPSV LTR einzustufen ist. Mit Vektorderivaten des SF91m3 wurden
Phoenixzellen nach der Calciumphosphatmethode transfiziert. Mit den korrespondierenden

Uberstinden wurden 1¥10° SW480-Zellen unter Polybrenzusatz transduziert.

Abb. 23A zeigt Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von transduzierten SW480-
Zellen, die mit Uberstinden der Vektoren SF91m3, SF91m3 Fo(amy) und SF91m3 BWPRE
transduziert wurden. Die Anfdrbung erfolgte {iber einen monoklonalen, Phycoerythrin
konjugierten MDR-Antikorper. Die Transgenexpression bei Verwendung des Vektor inkl.
WPRE (SF9Im3 PBWPRE, s. A III) ist im Vergleich zu den Zellen, die mit dem
Standardvektor (SF91m3, A 1) oder dem Vektor inkl. Foamy-Element (SF91m3 Fo, A 1I)
transduziert wurden, deutlich vermehrt. Eine parallel durchgefiihrte FACS-Analyse lieferte
die in Abb. 23A unter den Immunfluoreszenzen vermerkten mittleren Fluoreszenzintensitéten.
Das Experiment wurde mehrfach durchgefiihrt und die MDR-Expression durchflusszyto-
metrisch dokumentiert. Die Abb. 23B stellt beispielhaft die FACS-Auswertung eines anderen
Transduktionsexperiments dar. Auf der Abzisse ist die Fluoreszenzintensitit (MDR-Primar-
antikorper, Sekundérantikorper Anti-Maus-FITC) der transduzierten Zellen in logarithmischer
Form aufgetragen, auf der Ordinate die Zellanzahl. Die MDR-positiven Zellen sind durch den
Marker M1 umschlossen und deren mittlere Fluoreszenzintensitit sowie die Anzahl der
positiven MDR-exprimierenden Zellen in C auch flir andere RNA-Elemente tabellarisch
dargestellt. Anhand der FACS-Analyse konnte ein etwa dreifacher Anstieg der mittleren

Fluoreszenzintensitdt durch die Verwendung eines WPRE-haltigen Vektors ermittelt werden.
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Die Vektoren mit CTE- oder Foamy-Element hatten nur geringen Einfluss auf die Expression,
konnten aber den Titer (s. C, Prozentzahl der transduzierten Zellen) etwas steigern. Die
dreifache Expressionssteigerung durch das WPRE wurde auch in Experimenten mit deutlich
weniger transduzierten Zellen (<30 %, s. A) nachvollzogen. Eventuell vorhandene Mehrfach-

integrate sind folglich nicht die Ursache fiir die Expressionssteigerung.

SF91 m3 SF91 m3 Fo SF91 m3 BWPRE

% transduz. Zellen 9,4
Mittl. Fluoreszenz 76,52 82,64 219,17

ool

SF91 m3 SF91 m3 BWPRE

80 120 160 200

Counts

40

10! 102 10% 107
WDR[+F 1TC)
Fluoreszenzintensitit (log)
. .
Vektor % transduzierte Mittlere Fluoreszenz-
Zellen intensitat
SF91 m3 26,50 71,77
SF91 m3 CTE 50,48 72,80
SF91 m3 Foamy 44 63 84,65
SF91 m3 BWPRE 54,15 230,81
SF91 m3 yYWPRE 63,63 238,04

Abb. 23: Posttranskriptionelle Kontrollelemente vergroBern die Expression des MDR1-Gens

(A) Die Immunfluoreszenz-mikroskopisch dargestellten SW480-Zellen wurden mit den retroviralen Vektoren
SF91 m3, SF91 m3 Foamy oder SF91 m3 BWPRE transduziert: Die Zellen wurden 6 Tage nach Transduktion
mit Paraformaldehyd fixiert und die Detektion wurde mit einem Phycoerythrin (PE) - konjugierten monoklonalen
MDR-Antikérper durchgefuhrt. Die Transduktionsraten waren vergleichbar und <20 %. Die zugehérigen
Ergebnisse der Durchflusszytometrie (% transduzierte Zellen, mittlere Fluoreszenzintensitat) sind unter den
Aufnahmen angegeben.

(B) In einem 2. Experiment wurden SW480-Zellen, die mit den retroviralen Vektoren SF91 m3 oder SF91 m3
BWPRE transduziert wurden, im FACS analysiert. Der Marker M1 wurde auf MDR-positive Zellen eingestellt
und die mittlere Fluoreszenzintensitat dieser Population bestimmt (C). Die Zellfarbung erfolgte mit einem
monoklonalen MDR-Antikérper (UIC2), gefolgt von einem FITC-konjugierten Anti-Maus-Antikérper. Die mit
dem Vektor MP110 transduzierten Zellen (grtin) wurden als Kontrolle verwendet.

(C) Neben den in B dargestellten Vektoren wurden im selben Versuchsansatz die SF91m3-Derivate mit CTE-,
Foamy und yYWPRE-Element verwendet. Die Ergebnisse der Transduktion von SW480-Zellen mit diesen
Vektoren sind tabellarisch dargestellt. Die Methodik entspricht der FACS-Analyse unter B. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat der MDR-positiven, polyklonalen Zellpopulation ist rechts dargestellt, in der Mitte der
prozentuale Anteil MDR-exprimierender Zellen.

Um die Vektoren in einem Modellsystem zu testen, welches dem blutbildenden System
moglichst nahe kommt, wurden humane K-562-Zellen (erythroide Vorlduferzellen) mit diesen
Vektoren transduziert. Neben der SF91m3-Vektorserie wurden weitere Vektoren getestet. Der

Vektor MP110m23 (s. Abb. 24A, Spur 1 u. 2) enthdlt MPSV LTRs, keine Spleil3signale und
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eine von Sorrentino et al. (1992) publizierte MDR c¢cDNA (m23), welche einen deletierten

Spleildonor und einen teildeletierten Spleilakzeptor aufweist. Diese cDNA liefert eine
schlechtere Basalexpression als die von C. Baum verwendete m3 cDNA. Diese m23 cDNA
wurde in den spleildefizienten Vektor MP110 kloniert, um zu testen, ob das Foamy-Element
analog zum EGFP-Kontext (Abb. 19B) in schwach exprimierenden Konstrukten einen
verbessernden FEinfluss ausiiben kann. Daneben wurden SFFV-basierte bicistronische
Vektoren (SFOIm3IRESEGFP) erstellt, die hinter der MDR-cDNA ein zweites Markergen
(EGFP) aufwiesen. Fiir die Expression des zweiten Gens wurde eine IRES-Sequenz

(Intraribosomal Entry Site) von EMCV verwendet.

Es wurden Phoenixzellen mit MP110m23- und SF91m3-Vektorderivaten transfiziert und 2 ml
Uberstand auf 2*10* K-562-Zellen transferiert, um diese zu transduzieren. 6 Tage nach
Transduktion erfolgte die Auswertung im FACS. Die Detektion des MDR-Proteins erfolgte
durch einen monoklonalen, Phycoerythrin-konjugierten MDR-Antkorper (s. Abb. 24A, rote
Sdulen). Die Fluoreszenzintensitit des EGFP wurde bei bicistronischen Vektoren parallel
bestimmt. Abb. 24A zeigt die FACS-Analyse dieser transduzierten K-562-Zellen. Auf der
Ordinate ist die mittlere Fluoreszenzintensitit MDR- und MDR IRES EGFP-transduzierter
Zellen angeben. Die Séulen links (rot) markieren die MDR-Expression, die Sdulen rechts

(griin) die EGFP-Expression.

In den Spuren 1 und 2 sind die mit den Vektoren MP110m23 (schwaches MDR, keine
Spleilelemente in der 5‘UTR) und MP110m23 Foamy transduzierten Zellen gezeigt. Der
Basalvektor MP110m23 (Spur 1) weist eine geringe MDR-Expression auf, welche sich durch
Einsatz eines Foamy-Elementes (Spur 2) auf das 1,6fache steigern ldsst. Die Spuren 3-6
markieren die Verwendung der bicistronischen SF9Im3IRESEGFP-Vektoren, d.h. MDR- und
EGFP-transduzierter K-562-Zellen. Diese Vektoren produzieren eine intermedidre MDR-
Expression, die zwischen den Expressionsniveaus der Vektoren aus den Spuren 1-2 und 7-9
liegt. Obwohl die MDR-Expression der bicistronischen Vektoren bei Verwendung eines
RNA-Elements nahezu konstant bleibt, kann die EGFP-Expression durch ein BWPRE oder
ein BWPRE+ um 23 bzw. 36 % gesteigert werden. Das RNA-Element BWPRE+ ist 3° um 30
bp léanger ist als BWPRE und entstand aufgrund einer zuvor unbekannten Schnittstelle. In der
SF91m3-Serie (Spur 7-9) besitzen die Vektoren durch SFFV-Promotor und vorhandene
SpleiBelemente eine gute MDR-Expression in K-562-Zellen, jedoch ldsst sich diese durch ein
BWPRE kaum steigern. Das Foamy-Element fiihrt in diesem spleiSkompetenten Vektor sogar

zu einem Expressionsverlust.
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Um den relativ geringen Effekt der RNA-Elemente auf die MDR-Expression weiter zu
untersuchen, wurde eine Northern Blot-Analyse aus Gesamt-RNA-Priparationen der MDR-
transduzierten Zellen durchgefiihrt (Abb. 24B). Hierzu wurde die gleiche MDR-transduzierte
K-562-Zellpopulation der Spuren 7-9 aus Abb. 24A benutzt. Der Nachweis der MDR-
Transkripte erfolgte liber eine radioaktiv markierte, gegen die SFFV 3°UTR gerichtete Sonde.
Die moglichen SpleiBBprodukte sind in dem darunterliegenden Schema veranschaulicht. Unten

ist die Nachhybridisierung mit einer GAPDH-Sonde aufgezeigt.

In Abb. 24B ist eine mehrfache Steigerung der MDR-RNA-Transkripte durch Verwendung
eines Vektor mit BWPRE (Spur 3) festzustellen, wihrend das Foamy-Element (Spur 2) in
diesen Vektoren keinen signifikanten Vorteil bietet. Warum trotz deutlich gesteigerter
Mengen an RNA (nach Phosphoimager Daten etwa Faktor 2,1) im Vergleich zum
Referenzvektor SF91m3 nur wenig mehr MDR-Protein detektiert wird, konnte nicht geklart
werden. Eine mogliche Erkldrung wire z.B. ein limitierter Transport des synthetisierten

Proteins zur Zelloberflache als Ort der Detektion.

Die mit MDR-Vektoren transduzierten Zellen wurden einem Rhodamin-Ausflussassay
unterzogen, um die Funktion der eingebauten MDR-Proteine zu testen. Rhodamin 123 ist ein
Farbstoff, der Substrat der MDR-Pumpe ist, iiber diese transportiert wird und im FACS
bestimmt werden kann (Baum et al. 1995). MDR-positive Zellen mit intakten MDR-Pumpen
sind nach Aufnahme von Rhodamin 123 in der Lage, diesen Farbstoff wieder aus den Zellen

herauszupumpen. Sie stellen sich im FACS Fluoreszenz-negativ dar.

6 Tage nach Transduktion wurde die mit dem Vektor SF91m3 BWPRE transduzierte K-562-
Zellpopulation (gleiche Population wie in Abb. 24A, Spur 9 und B, Spur 3) einem Rhodamin-
Ausflussassay unterzogen (Abb. 24C). In Abb. 24C ist auf der Ordinate die Zellzahl, auf der
Abzisse die Rhodamin123-Fluoreszenzintensitit in logarithmischer Form angegeben. Die mit
dem Marker M1 umschlossene MDR-positive Zellpopulation (15% der Gesamtpopulation)
stellt sich nach 30 min Ausflusszeit Fluoreszenz-negativ dar und konnte das zunéchst
aufgenommene Rhodamin wieder herauspumpen (vgl. fluoreszierende, nicht-transduzierte
K-562-Zellen in dunkel). Eine Parallelfairbung derselben MDR-transduzierten Zellen mit
einem Phycoerythrin-konjugierten MDR-Antikérper (UIC2-PE) zeigte 15% MDR-positive
Zellen (Daten nicht gezeigt). Somit war davon auszugehen, dass nahezu 100% der MDR-
transduzierten Zellen eine funktionelle MDR-Pumpe beinhalten. Der Rhodamin-

Ausflussassay wurde auch fiir SF91m3- (kein RNA-Element) und SF91m3 Foamy-
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transduzierte K-562-Zellen durchgefiihrt und zeigte auch in diesen Kontexten funktionelle

MDR-Pumpen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 24: Wirkung der MDR-Vektoren in Vorlauferzellen der Himatopoese (K-562)

(A) FACS-Analyse von K-562 Zellen, die mit Vektorderivaten von MP110 m23, SF91 m3 IRESEGFP (+EMCV
IRES-EGFP) und SF91 m3 transduziert wurden. Zur Farbung der MDR-positiven Zellen wurde ein
(monoklonaler) PE-konjugierter MDR-Antikérper genutzt (UIC2-PE, rote Saulen). Die EGFP-Expression
ist in grin aufgetragen. Zur Analyse wurden die MDR- und EGFP-positiven Zellen erfasst und deren
mittlere Fluoreszenzintensitat auf der Ordinate dargestellt .

(B) Northern Blot-Analyse von transduzierten K-562-Zellen: Die Transduktionen wurden mit den Vektoren SF91
m3 und deren Derivaten mit Foamy- (Fo) oder BWPRE-Element durchgefihrt. Die MDR-spezifische RNA
wurden mittels einer gegen die SFFV 3'UTR gerichteten, radioaktiv markierten Sonde detektiert (Gréfen-
angaben rechts in bp). Der Blot wurde mit einer GAPDH-Sonde rehybridisiert. Unter dem Northern Blot
befindet sich ein Schema des MDR-Vektors, das die oben markierten Splei3produkte illustrieren soll:
vSD/SA (viraler SpleiRdonor/-akzeptor), cSD/SA (SpleiRelemente in der MDR cDNA).

(C) Funktionalitatstest des verwendeten SF91 m3 BWPRE Vektors im Rhodamin-Ausflussassay. Die K-562-
Zellen wurden mit Rhodamin123-Farbstoff inkubiert, welcher Substrat der MDR-Pumpe ist. Die mit dem
Marker 1 (M1) versehenen Zellen waren in der Lage, den Farbstoff wieder aus den Zellen herauszu-
pumpen, d.h. MDR-positiv .
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass vor allem die Kombination von Spleiflelementen und
WPRE im MDR-Kontext einen signifikanten Expressionsvorteil bewirkt. Es bleibt allerdings
noch zu kldren, warum in K-562-Zellen die deutlich gesteigerten RNA-Mengen zu einer nur

geringfiigig gesteigerten (detektierbaren) Proteinexpression fiihren.
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D. Diskussion

Dies ist die erste vergleichende Studie, die eine systematische Wirkungsanalyse mehrerer
verschiedener Typen posttranskriptionell aktiver Elemente (Spleiflsignale, CTE-, Foamy-,
WPRE- u.a. RNA-Elemente) auf die Verstidrkung der Expression von retroviral transduzierten
und somit chromosomal integrierten Transgenen prasentiert. Die Wirkung dieser Elemente
wurde entweder allein oder in Kombination sowie im Kontext verschiedener Typen von

Transgenen getestet:

o das gag/prot-Gen als ein Beispiel fiir ein Exportfaktor-abhédngiges Transkript
o humanes B-Globin als ein typisches Intron-abhéngiges Transkript
. cDNAs wie EGFP und MDRI, die in Abwesenheit von cis-agierenden RNA-

Elementen und intronhaltigen Sequenzen exprimiert werden konnen.

Ankniipfend an den derzeitigen Wissensstand auf dem Gebiet der RNA-Prozessierung liefert
die vorliegende Arbeit Leitlinien fiir die Konstruktion von posttranskriptionell verbesserten
Expressionsvektoren fiir experimentelle oder medizinische Zwecke. Die Regulation der
posttranskriptionellen Genexpression einer eukaryotischen Zelle findet auf multiplen Ebenen
statt. Dabei stellen insbesondere nukledrer Export, RNA-Stabilitét vs. RNA-Degradation und
die Effizienz der Translation limitierende Schritte dar. Diesbeziiglich kénnen Splei3elemente
und posttranskriptionell aktive RNA-Elemente kontextabhidngig z.T. zu einer deutlichen

Erhohung der Genexpression fiihren.

1. Einfluss von RNA- und SpleiRelementen auf die HIV-1 gag-
Expression

Offensichtlich bendtigt eine Transkriptionseinheit, die aktive nukledre Retentionssignale
beinhaltet (Schneider et al. 1997, Schwartz et al. 1992), die Prisenz eines Exportsystems wie
Rev/RRE oder das CTE (zusammengefasst in Pollard et al. 1998, Wodrich et al. 2000). Die
Rev-Abhdngigkeit kann dabei durch Mutagenese dieser in der kodierenden Region
pravalenten Retentionssignale (Schneider et al. 1997) oder durch Mutation der Splei3signale
(Wodrich 1998 u. Referenzen darin) aufgehoben werden. Dadurch kann die nukleédre
Retention tiberwunden werden. Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten (Abb. 10B, vgl. Spur
8 mit 4) zeigen, dass die Prisenz vom WPRE in der 3‘UTR nicht ausreicht, um die
Abwesenheit eines CTE zu kompensieren. Andere Autoren hingegen beobachteten, dass das

WPRE das Rev/RRE-System in transienten Transfektionsassays substituieren konnte
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(Donello et al. 1998, Huang et al. 1994). Diese Autoren benutzten einen Rev-abhingigen
Reporter, der in vielen episomalen Plasmidkopien pro transfizierter Zelle vorhanden war. Im
Gegensatz dazu beinhaltet das in dieser Arbeit verwendete experimentelle System die
Herstellung retroviraler Vektoren und die nachfolgende Expression in retroviral transdu-
zierten Zielzellen, womit eine chromosomale Integration einer einzelnen Genkopie
einhergeht. Die HIV-1 gag-Expression geht vom integrierten Vektorgenom aus, so dass das
hier verwendete System eine natiirlichere Umgebung darstellt. Ferner ist das WPRE nicht in
der Lage, das Rev/RRE-System in einem proviralen Rev-minus HIV-1 Klon zu ersetzen
(Wodrich et Krausslich, unpublizierte Daten). Dies legt nahe, dass die Resultate des hier

gezeigten experimentellen Systems fiir komplexere virale Systeme richtungsweisend sind.

Auch die Insertion eines kompletten Introns in die Leaderregion (5‘UTR) war fiir eine gute
gag-Expression nicht ausreichend (Abb. 10B, Spur 15). Moglicherweise gentigt ein Intron als
Exportstimulus nicht, um die durch gag-Sequenzen vermittelte nukledre Retention zu
iiberwinden. Bei retroviralen ASLV-RNAs (Avian Sarcoma Leukosis Virus) ist bekannt, dass
ein gag-Segment einen negativen Spleiflregulator (negative regulator of splicing) beinhaltet
(Arrigo et al. 1988), der iiber ,splice site‘-dhnliche Sequenzen eine Interaktion mit den
inhibitorischen snRNPs U1l und U12 vermittelt. Eine Ubertragbarkeit auf HIV erscheint
allerdings fraglich.

Die Mutation des HauptspleiBdonors (Major Splice Donor) von HIV-1 sorgte in den
Derivaten von MP110gplISD- (deletierter MSD) fiir einen niedrigeren Titer als in den
korrespondierenden gpll-Konstrukten mit intaktem SpleiBdonor (vgl. Spur 6-8 mit 2-4 in
Abb. 10A). Jedoch zeigt der Vektor MP110gpIISD— mit CTE — bei weniger transduzierten
Zellen — nach Transduktion in der Immunfluoreszenzmikroskopie eine stirkere Expression
pro Zelle (Daten nicht gezeigt) und weist im Western Blot trotz niedrigerem Ausgangstiter ein
stiarkeres Signal als der korrespondierende MP110gpll CTE-Vektor auf (vgl. Spur 11 u. 4 in
10B). Unter Beriicksichtigung des niedrigen Ausgangstiters ergibt sich folglich in der

Zielzelle eine stirkere Expressionsleistung mit mutiertem HauptspleiBdonor von HIV-1.

Festzuhalten bleibt, dass vor allem das CTE und das Rev/RRE-System die durch nukledre
Retentionssignale vermittelte aktive Kernretention iiberwinden konnen, nicht aber zusétzlich
eingebrachte Spleillsignale in der 5‘'UTR oder das WPRE. Mit CTE oder Rev/RRE wird die
aktive Kernretention durch den aktiven Export der mRNA mittels Kopplung an nukleozyto-

plasmatische Exportpfade iberwunden.
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a. RNA-Elemente bei der Konstruktion von lentiviralen Vektoren

Die Erkenntnis, dass HIV-1 gag auf einem hohen Level von einem Mo-MLV-basierten,
retroviralen Vektor mit einem oligomeren CTE exprimiert wird (Abb. 10), kann zur
Produktion von verbesserten lentiviralen Verpackungszelllinien beitragen. Hohe Expression
und einfacher Aufbau von HIV-1 gag/pol-Helferplasmid und Transfervektor bleiben ein
wichtiges Ziel zur Verbesserung lentiviraler Vektorsysteme. Dabei ist es vorteilhaft, auf

zusidtzliche Plasmide (z.B. Rev-Plasmid) zu verzichten.

Im lentiviralen Vektorsystem von L. Naldini (Abb.13) beinhalten sowohl Transfervektor als
auch Helferplasmid nukleédre Retentionssignale durch vorhandene gag-Sequenzen. Daher sind
diese Plasmide zur effizienten Expression auf die Existenz eines Exportsystems wie Rev/RRE
oder CTE angewiesen. In diesem Fall enthélt das gag/pol-Helferplasmid das komplette gag-
Gen, wihrend der Transfervektor geringe gag-Sequenzen in der 5‘UTR beinhaltet (s. Abb.
13). Neben der Exportfunktion ist das Rev/RRE-System im Naldini-System noch aus einem
zweiten Grund erforderlich: Ein RRE ist im Transfervektor im 5°‘UTR lokalisiert. Das
Rev/RRE-System vermittelt eine zytoplasmatische Akkumulation ungespleifiter RNA (Pollard
et al. 1998, Powell et al. 1997) und konserviert somit das ebenfalls im Intron lokalisierte, fiir

die Verpackung unerléssliche Signal y.

R. Morgan (NIH/USA) hat einen lentiviralen Transfervektor (pcCG9-3C, Mautino et al. 2000,
Abb. 13) konstruiert, der nicht auf die Existenz des Rev/RRE-Systems angewiesen ist,
sondern auf dem CTE-Exportsystem beruht. Dieser Transfervektor besitzt im 5’Intron kein
RRE, dafiir aber in der 3°UTR ein (SRV-1) CTE. Morgan hat folgerichtig die Spleiflsignale
(Donor und Akzeptor) des 5°Introns deletiert, um den Verlust des Verpackungssignals in der
Verpackungszelle zu vermeiden. Nach Mautino et al. (2000) produziert dieser Transfervektor
in Kombination mit einem gag/pol-Helferplasmid einen Titer mit vergleichbarem oder sogar
besserem Niveau als die Naldini-Transfervektoren, was mit der Nutzung verschiedener
Exportpfade zu erkléren ist.

Wihrend Morgan mit seinem System die Mdglichkeit beschreibt, den Transfervektor Rev-
unabhingig zu gestalten, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Rev-unabhingiges gag/pol-
Helferplasmid konstruiert (pcDNA3g/p4xCTE, Abb.13), das auf einem multimeren MPMV-
CTE als Exportsystem basiert. Wegen der beabsichtigten Kompatibilitit zu den {ibrigen
Naldini-Vektoren trdgt dieses Plasmid die gag/pol-Sequenzen des Naldiniplasmids
pMDLg/pRRE. Eine Kombination dieses Vektors mit einem Rev-unabhingigen

Transfervektor wiirde ein vollstindig Rev-unabhingiges lentivirales System kreieren
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(s. theoretisches Optimum in nachfolgender Tab. 3). Dieses birgt das Potential, replikations-
defekte interferierende Partikel mit transdominant-negativen Rev-Mutanten zu entwerfen, die
zur Anti-HIV-Gentherapie von Blutzellen dienen konnten (Ragheb et al. 1995, Vanden-
driessche et al. 1995). Transdominantes Rev inhibiert hierbei spezifisch den CRM-1
vermittelten nukledren Export durch die Formation von inaktiven Multimeren mit wt Rev der

infizierten Zelle (Hope et al. 1992).

Leider war der CTE-abhidngige Morgan-Transfervektor nicht mit dem vorhandenen gag/pol-
Helferplasmid des Naldinisystems (Abb.13) kompatibel (Daten nicht gezeigt). Mdglicher
Grund ist die vorhandene tat-Abhéngigkeit (tat: virales Transaktivatorgen) des HIV-LTR im
Morgan-Transfervektor. Im Naldini-Transfervektor existiert ein tat-unabhingiger LTR, so
dass das korrespondierende gag/pol-Helferplasmid (pMDLg/pRRE, Abb.13) auf die
essentiellen Bestandteile minimiert ist und kein tat enthélt. Daher wurde in einem
Transfervektor des Naldini-Systems (pRRL.sin.PPT.hPGK.EGFPpre, Abb. 13) das WPRE
durch ein SRV-1 CTE aus dem Morgan-Transfervektor ersetzt, um den Transfervektor
pRRLsin.PPT.hPGK.EGFPcte zu entwerfen. Durch ein CTE sollte bei Abwesenheit von Rev
der Export des gag-haltigen Vektortranskriptes gewéhrleistet werden. Wie aus Abb. 14 (Spur
1 und 2) hervorgeht, besteht bei Abwesenheit von Rev eine deutlich geringere prozentuale
Anzahl EGFP-transduzierter SW480-Zellen (vgl. <l % mit 42 %). Dieses Ergebnis konnte
aus dem Verlust des im gespleifiten Intron lokalisierten Verpackungssignals y resultieren. Bei
Anwesenheit von Rev (Abb. 14, Spur 2) bleibt das Verpackungssignal wahrscheinlich infolge
Rev/RRE-vermittelter zytoplasmatischer Akkumulation ungesplei3ter RNA erhalten.

Naldini Morgan Naldini/Scham- | Theoretisches
(Dull et al. 1998) | (Mautino et al. bach Optimum
2000a/b, 2001)
Transfervektor Rev-abhidngig | Rev-unabhidngig | Rev-abhingig | Rev-unabhingig
(RRE eliminiert) | (Naldini-Vektor) | (z.B. Morgan)

gag- Rev-abhingig Rev-abhingig | Rev-unabhingig | Rev-unabhingig
Helferplasmid (durch 4xCTE) (z.B. 4xCTE)
Rev- Ja Ja Ja Nein
Abhiingigkeit

Tab. 3: Notwendigkeit von Rev in verschiedenen Vektorsystemen.

Um ein vollstindig Rev-unabhéngiges lentivirales System zu entwerfen, miissten analog zum
Morgan-Transfervektor Verdanderungen des 5’Introns der pRRLsin-Transfervektoren vorge-

nommen werden. Dies wiirde eine Modifikation der Splei3elemente (z.B. Deletion von Donor
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und Akzeptor) und ggf. eine Deletion des RRE-Elementes erfordern, was aber im Rahmen

dieser Arbeit nicht durchgefiihrt wurde.

b. Die Speziesbarriere von HIV-1

Die Replikation des Volllingen-Genoms von HIV-1 ist auf humane Zellen beschrinkt. Die
Restriktion des HIV-1 Wirtszellspektrums resultiert aus der Notwendigkeit der Interaktion
von viralen Proteinen mit spezifischen zelluliren Kofaktoren, die aufgrund von Art-
spezifischen Alterationen unterschiedlich sein konnen. Das restringierte Wirtszellspektrum
von HIV-1 hat die Entwicklung von Kleintiermodellen limitiert (Cohen et al. 2001). In
Maiusezellen z.B. ist die HIV-1 Replikation durch einen Block auf ,Entry‘-Ebene (Chesebro et
al. 1990) und proviraler Expressionsebene vermindert. Diese Blocke koénnen durch
Kotransfektion von humanem CD4 und CCRS5 sowie humanem Cyclin T1 (Kofaktor von
HIV-1 tat) umgangen werden (Mariani et al. 2000). Weiterhin gibt es einen Block auf
,Assembly‘-Ebene (Mariani et al. 2000/2001), der zu einem nicht korrekten Zusammen-
schluss (Assembly) der Virionproteine und zu deren Akkumulation in zytoplasmatischen
vesikuldren Strukturen flihrt (Mariani et al. 2000). Zur Konstruktion eines Mausmodells fiir
HIV-1 ist es wichtig festzuhalten, dass Abb. 11 die CTE-vermittelte Gag-Expression in vielen
transduzierten nicht-humanen Zelllinien zeigt. Hier weisen Hunde-, Affen-, Wachtel- und
insbesondere Nagerzellen eine deutliche Gag-Expression auf. Moglicherweise konnen diese
Ergebnisse helfen, HI-Virus in Kleintiermodellen zu produzieren. Dieses wird z. Z. im Labor

von Herrn Prof. Kréusslich in Heidelberg untersucht.

2. Einfluss von RNA- und SpleiRelementen auf die Expression eines

spleiBabhédngigen Transgens am Beispiel von -Globin

a. Bisherige Gentherapieansatze fiir f-Globin

Als monogenetische Erkrankungen gehoren die Sichelzellandmie und die Thalassdmie zu den
ersten fiir gentherapeutische Anwendungen beforschten Krankheiten. Der kurative Ansatz
wiirde das Einbringen eines funktionellen Globingens in hdmatopoetische Stammzellen mit
hoher Expression in reifen erythroiden Zellen beinhalten. Die ersten Resultate eines
erfolgreichen B-Globin-Gentransfers in das hdmatopoetische System der Maus wurden 1988
veroffentlicht (Dzierzak et al. 1988, Miller et al. 1988). Dort wurde ein oncoretroviraler

Vektor verwendet. Zwar wurde eine fiir erythroide Zellen spezifische Expression beobachtet,
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jedoch waren die Expressionsniveaus (<l % des endogenen Maiuseglobins) fiir einen
therapeutischen Nutzen zu niedrig. Auch in den folgenden 12 Jahren wurde trotz Einsatz der
sog. ,locus control region‘ (LCR) und von Chromatininsulatoren (zur Vermeidung von
Vektorsilencing und positionsspezifischen Integrationsphdnomenen) kein Durchbruch in den
therapeutischen Nutzbereich erzielt (Kalberer et al. 2000, Rivella et al. 1998). Funktionelle
Analysen in transgenen Mausen haben gezeigt, dass die 21 kb upstream vom [-Globin Locus
gelegene ,locus control region® {liber starke erythroid-spezifische Enhanceraktivitdten verfiigt
und somit die Globinexpression steigert (Grosveld et al. 1987 u. 1998). Der Einbau einer
Mini-LCR in einen oncoretroviralen Vektor durch Sadelain et al. (1995) fiihrte bei maximal 6
kb InsertgroBe zundchst zu einem instabilen Konstrukt. Erst die Verwendung eines
lentiviralen Vektors ermdglichte den erwiinschten therapeutischen Bereich im murinen
Knochenmarktransplantationsmodell (May et al. 2000). Mogliche Nachteile dieses Vektors
bestehen in seiner umfangreichen Grofle (bis zu 6 kb Insert) sowie in seiner umstdndlichen
Architektur. Die Transgenkassette muss in antisense eingebracht werden, um eine verfriihte
Nutzung von Spleiflsignalen und Polyadenylierungssignal schon in der Verpackungszelllinie

zu vermeiden.

b. Globinexpression durch ein 5° Intron und RNA-Elemente

In Abschnitt C.4.a. wurde gezeigt, wie Globinexpression nur unter Verwendung einer in sense
cDNA und einiger Modifikatoren der posttranskriptionellen Regulation (Intron, RNA-
Elemente), also sehr viel kleinerer Insertionssequenzen (vgl. max. 1,4 kb hier u. 6 kb Insert
oben), moglich ist.

Das [-Globintranskript benotigt den Spleifivorgang eines Introns fiir die effiziente
zytoplasmatische Expression (Buchman et al. 1988, Huang et al. 1997/99, Yu et al. 1991)
sowohl in vivo als auch im transienten Transfektionsexperiment. Die intronischen Sequenzen
sind auch in gentherapeutischen Vektoren unerldsslich. Die hier verwendeten Globin-
Vektoren enthalten virale Spleilsignale in der 5‘UTR anstelle der beiden angestammten
Globinintrons und gewéhrleisten den fiir eine gute Expression notwendigen Spleilvorgang.
Funktionelles Spleillen per se dirigiert die RNA in einen effizienten RNA-Exportpfad (Luo et
al. 1999), stimuliert somit den RNA-Export und steigert den Titer (s. auch D.3.).

Zusétzlich wurden DNA-Sequenzen eingesetzt, die fiir virale RNA-Elemente (WPRE, CTE,
4xCTE, Foamy-, IAP-Element) kodieren und fiir eine effizientere posttranskriptionelle

Prozessierung sorgen sollen. Fiir das WPRE wurden in transienten Transfektionssystemen
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schon erste Hinweise auf eine mogliche Expressionssteigerung bei Globin gefunden (Donello
et al. 1998, Huang et al. 1995/99). Alle oben genannten Elemente steigern nach transienter
Transfektion in Phoenix-Zellen die Globin-RNA-Expression deutlich (Abb. 15A, Tab. 2). Die
Steigerung verringert sich in der Reihenfolge Intron, BWPRE, CTE, IAP, 4xCTE, Foamy.
Nach Transduktion von SW480-Zellen (Abb. 15B) ist auf RNA-Ebene jedoch nur noch der
Intron-, WPRE- und CTE-Effekt nachweisbar. Durch den relativ schwachen Effekt der
anderen Elemente bereits in der Verpackungszelllinie liegt es nahe, dass die Produktion
,verpackbarer Globin-RNA bei diesen Elementen nicht fiir einen ausreichenden Virustiter
hinreichend ist. Auch das CTE und das WPRE erhdhen die Globin-RNA-Expression in
transduzierten Zellen deutlich. Am besten jedoch wirkt die Kombination von Spleillelementen
mit CTE oder besser mit WPRE (Abb. 15B, Spur 8 u. 9). Die Kombination von Intron und
WPRE erhoht dabei die RNA-Menge nach Phosphoimager-Daten auf das etwa 9000fache,
bezogen auf den Referenzvektor ohne Splei3- und RNA-Elemente.

Dabei steigern CTE und WPRE den sog. ,steady state* (FlieBgleichgewicht) an RNA,
bewerkstelligen dies jedoch auf unterschiedliche Weise. WPRE und CTE haben kaum
funktionelle Homologie und rekrutieren moglicherweise unterschiedliche nukledre Partner.
Fiir das CTE sind diese Partner teilweise schon bekannt (Gruter et al. 1998, Kang et al. 1999),
fiir das WPRE jedoch noch nicht (Huang et al. 1999, Loeb et al. 1999, Smith et al. 1998). Das
CTE erhoht vor allem die Menge an ungespleiliter RNA (Abb. 15B, Spur 8). Es wirkt als
Exportfaktor (via Tap) und greift entsprechend den hier gezeigten Daten moglicherweise frith
in die mRNA-Prozessierungsabfolge ein. So wird mehr ungespleiite RNA exportiert, die
folglich der Spleimaschinerie entgeht. Interessanterweise zeigen die MP71B3-Globin CTE-
Vektoren trotz ausreichender Menge an Globin-RNA (Abb. 15B Spur 8, Abb. 15C Spur 3 u.
7) auch nach Induktion zu erythroiden Zellen keine Proteinexpression (Abb. 16C, Spuren 2 u.
6). Da der Spleilvorgang fiir die Globinexpression unerlésslich ist, stellt sich die Frage, ob
moglicherweise die geringe SpleiBaktivitit des CTE-tragenden Globintranskriptes eine Rolle
bei der Translatierbarkeit spielt bzw. ob die Translatierbarkeit der Globin-RNA eventuell an
den SpleiBlprozess gekoppelt ist. Mit BWPRE (Abb. 15B, Spur 9) sind bei gleichbleibender
Spleifirate gespleifite und ungespleiite RNA gleichermallen erhoht. Dementsprechend agiert
das WPRE an einer Stelle der RNA-Prozessierung, die entweder nach der Spleifireaktion oder
unabhingig von der Spleifreaktion anzusiedeln ist und zur Stabilisierung der ungespleifiten

wie der gespleiiten RNA fiihrt.
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Trotz detektierter RNA-Expression von Globin im Northern Blot konnte auf Proteinebene im
Western Blot zunidchst kein Globin nachgewiesen werden, was auf eine Translations-
repression hindeutet. Diese Translationsregulation ermdglicht — der Abb. 16 zufolge — eine
auf Zellen der Erythropoese beschrinkte Globinexpression, die erst ab einer gewissen
Ausdifferenzierung der Zellen mit dem Beginn der Hidmsynthese eintritt. Innerhalb der
ebenfalls streng kontrollierten Himsynthese scheint hier die Menge an produziertem Ham fiir
die effiziente Initiation der Globintranslation entscheidend zu sein. Dies belegen Experimente
unter Zugabe von externem Hé&min in Zellkultur, was eine Expression sogar in nicht-
erythroiden Zellen (293T, SW480) ermoglicht (Abb. 17A u. B). Hier konnte durch

Hamzugabe die Globinexpression auf andere, nicht-erythroide Zelllinien transferiert werden.

cDNA | Physiolog. 3-Globinexpression | Sadelain et al. (1995, 2000) Schambach et al.

1.) Transkriptionsregulation 1.) "Mini"-LCR 1.) LCR-unabhéingiger Promotor
durch LCR (z.B. MPSV LTR)

2.) Globinintrons fiir gute 2.) genomische DNA mit 2.) virales Intron
Expression notwendig Globinintrons

v --> antisense Konstrukt --> in sense Konstrukt
mRNA mit genomischer DNA mit cDNA
Translationskontrolle:

3.) Proteinkinase inaktiviert 3.) Translation in ausdiffe- | 3.) Translation in ausdifferenz.
einen Initiationsfaktor bei renzierten erythroiden erythroiden Zellen
Ham-Abwesenheit Zellen

v --> Translation bei Himprisenz 4.) Translation in nicht-erythr.
Protein in erythroiden Zellen Zellen durch Hamingabe

Tab. 4: Charakteristika der Globinexpression bei unterschiedlicher Anwendung in retroviralen Vektoren
von Sadelain und Schambach

Normalerweise ist die Initiation der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Proteinbiosyn-
these, was sie zu einem attraktiven Angriffspunkt fiir Regulationsvorginge macht. Retikulo-
zytenextrakte synthetisieren Himoglobinuntereinheiten mit groer Geschwindigkeit, bis die
Versorgung mit Him zum Erliegen kommt. Ohne Hdm hort die Proteinsynthese auf, weil
plotzlich ein Inhibitor der Proteinsynthese gebildet wird, den man als hdmkontrollierten
Inhibitor (HCI) bezeichnet. Dieser ist eine Kinase, die die o-Untereinheit des Initiations-
faktors elF2, welcher die Met-tRNA zur ribosomalen 40S-Untereinheit bringt, phosphoryliert.
Die Phosphorylierung des eIlF2 hemmt die Wiederherstellung des elF2, indem ein
unwirksamer Komplex aus elF2, GEF (Guanylnukleotidaustauschfaktor) und Phosphat
entsteht (Abb. 25).



D. Diskussion 101

inaktive HCI-Kinase

Hammangel fihrt

zur Aktivierung Abb. 25: Schema der Inhibition der Translations-
as initiation bei der Globinexpression
elF2 aktive Kinase elF2 Die Initiation der Translation wird durch Phosphorylierung
—— > —®@ S . o
GDP GDP der a-Untereinheit des elF2 (eukaryotischer Initiations-
faktor 2) gehemmt. Die hamkontrollierte Kinase (HCI-
ATP ADP Guanylnukleotid- Kinase), die diese Reaktion in Retikulozyten katalysiert, ist
(austauschfaktor bei Hammangel aktiv. Dementsprechend verhindert die
(GEF) ausreichende Hamanwesenheit die Bildung eines

unwirksamen elF2-Komplexes, so dal elF2 zur
Translationsinitation zur Verflgung steht.

elF2
GDP
GEF

unwirksamer Komplex

Phosphorylierte elF2-Molekiile sind nicht in der Lage, die Proteinsynthese auszuldsen. Die
Ham-regulierte elF2alpha-Kinase (HCI) wird vorwiegend in Erythrozyten exprimiert. Sie
reguliert die Synthese sowohl von a- als auch von B-Globinen in erythroiden Vorlaufern. Sie
soll die Uberschuss-Synthese von Globinketten in Relation zum Hidm vermeiden. In Eisen-
defizienten homozygoten HCI-Knock-Out-Miusen aggregierten die {liberschiissigen Globine
ohne Ham in den Erythrozyten und resultierten in einer hyperchromen, normozytiaren Andmie
mit kompensatorischer erythroider Hyperplasie und akzelerierter Apoptose in Knochenmark
und Milz (Han et al. 2001). Daher ist der HCI ein physiologischer Regulator der
Globinexpression und Uberlebensdauer von Erythrozyten.

Die Entdeckung einer durch Interferon induzierten Kinase, die dhnlich in virusinfizierten
Zellen wirkt, legt die Vermutung nahe, dass dieser Mechanismus ein gingiges Prinzip zur

Translationskontrolle in Eukaryonten darstellt (Chen et al. 1995).

Moglicherweise konnen die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zur Globinexpression auch
auf eine zusétzliche spezifische translationale Him-Regulation hindeuten, die unabhingig von
elF2 funktioniert. Die Existenz einer vorwiegend in Erythrozyten exprimierten elF2alpha-
Kinase erklart die Regulation (An- und Abschaltung) der Globinexpression in Erythrozyten,
nicht aber die Him-abhéngige Regulation der Globinexpression in 293T- (Nierenepithel-) und
SW480- (Colonadenom-) Zellen (Abb. 17), wo diese Kinase nicht in hinreichender Menge
exprimiert wird. In SW480- und 293T-Zellen sollte ausreichend viel funktioneller elF2
(eukaryotischer Initiationsfaktor 2) vorhanden sein, weil dieser auch fiir die Proteinsynthese
von anderen RNA-Matrizen benétigt wird. Dies deutet auf einen zusitzlichen Regulations-
mechanismus durch Hidm bzw. durch Eisen (Bestandteil des Hammolekiils) hin. Denkbar
wire z.B. eine Stabilisierung des entstehenden Globinproteins durch ein kotranslationales
Zusammenfalten des Himoglobinmolekiils bei angebotenen Hadmmolekiilen (Krasheninnikov

etal. 1991).
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Die Kontrolle der Genexpression auf Ebene der Translationsinitiation stellt ein in eukaryo-
tischen Zellen vielfach zu beobachtendes Phidnomen dar. Hierbei kann die Translations-
initiation auch durch Elemente in der 5 oder 3°UTR gesteuert werden (Ubersicht in Day et al.
1998). So befindet sich im Falle des IRE (Iron Responsive Element) ein RNA-
Strukturelement in der 5‘UTR der erythroiden 5-Aminoldvulinsdure-Synthetase (eALA,
Schliisselenzym der Himsynthese) und Ferritin-mRNA. An dieses IRE bindet ein Protein,
was bei geringen Eisenkonzentrationen das Scannen der 40S ribosomalen Untereinheit
behindert und so die effiziente Translation verhindert. Bei ausreichenden Eisenkon-
zentrationen wird die Translation von Ferritin verstdrkt, wodurch entsprechend mehr Ferritin
als Speicherform des Eisens zur Verfligung steht. Auch in der 3°UTR sind Elemente
identifiziert worden, die die mRNA-Stabilitdt und Translation entscheidend beeinflussen (z.B.
3°UTR Tabak Mosaik Virus, Gallie et al. 1990; 3° UTR 15-Lipoxygenase, Ostareck-Lederer
et al. 1994). Neben der Kontrolle der Translationsinitiation befinden sich in den
untranslatierten Regionen mit Cap-Struktur, Kozak-Konsensussequenz, weiteren upstream
AUGs, PolyA-Signal und stabilen Sekundérstrukturen weitere Determinanten, die die

Expression und Stabilitit einer gegebenen mRNA wesentlich beeinflussen konnen.

Fiir Globin weisen zahlreiche Verdffentlichungen auf eine mogliche Rolle der Globin-UTRs
fiir Stabilitdt und Translatierbarkeit der Globin-RNA hin (Cooper 1993, Day et Tuite 1998,
Kozak 1994, Kugler et al. 1995, Russell et al. 1996). Aus diesem Grunde wurden die Globin
5¢ und 3‘UTR in das Design der retroviralen Vektoren miteinbezogen. Abb. 15C und 18B
zeigen auf RNA- bzw. Proteinebene jedoch nur eine maximal dreifache Steigerung der
Globinexpression durch Verwendung von Globin-UTRs. Prinzipiell ist Globinexpression in
den hier verwendeten Vektoren auch ohne Insertion von UTRs, insbesondere der Globin
5°UTR, nachweisbar (Abb. 18B, Spur 5). Dieses widerspricht aber teilweise einer Publikation
von Kugler et al. (1995), die eine essentielle Rolle der 5‘UTR fiir die Translatierbarkeit von
Globin postuliert. Die Analyse von Kugler et al. erfolgte allerdings in einem transienten
Transfektionsassay in nicht-erythroiden Zellen (HeLa-Zellen), also einem experimentellen
System, welches der zelluldren Globinexpression beziiglich chromosomaler, kontinuierlicher

Expression in erythroiden Zellen weniger nahe kommt als das hier verwendete.

Die Inklusion von Globin-UTRs hat allerdings Auswirkungen auf den Zeitpunkt der
Expression. So scheinen die Globinvektoren mit 5‘UTR in den Experimenten mit H&min
generell frither (d.h. 3 Tage nach Transfektion, Abb. 17A, Spur 4, 6, 7) mit hoher Expression
zu beginnen, wohingegen die Vektoren mit 5 und 3‘UTR erst nach 6 Tagen (Abb. 17B, Spur
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5, 6, 7) eine vergleichbare Expressionsstirke erreichen. Dies weist auf eine hohere Zell- und
Differenzierungsspezifitit des Globin-Vektors mit 5° und 3°‘UTR hin, da dieser zu einem
spateren Zeitpunkt innerhalb der erythroiden Differenzierung sein Expressionsmaximum
erreicht. Dies wiirde auch erklaren, warum in nicht-induzierten K-562- und MEL-
Zellpopulationen dieser Vektor kein Globin exprimiert, wihrend bei der Vektorserie nur mit
5‘UTR zumindestens eine geringe Globinexpression nachweisbar ist (Abb. 16A Spur 4, 16B
Spur 2-4).

Einsatz der Globin-Expressionskassette in lentiviralen Vektoren

Der B-Globin Vektor mit YWPRE sowie 5° und 3‘UTR wurde als B-Globinkassette (BGK) auf
den lentiviralen Vektorkontext iibertragen (Abb. 18). Nach Experimenten von May et al.
(2000) sind B-Globinsequenzen in lentiviralen Vektoren etwas stabiler als in oncoretroviralen.
Dariiber hinaus produzieren lentivirale Vektoren generell einen groeren Titer als oncoretro-
virale Vektoren in erythroiden Zellen (Daten nicht gezeigt). In Abschnitt C.4.c. wurde
gezeigt, dass die lentiviralen Vektoren von Naldini ungiinstig fiir die Konstruktion eines
Globinvektors sind, da sie einen selbstinaktivierenden LTR enthalten und das 5’Intron in der
Verpackungszelllinie nicht genutzt wird. Daher wurde ein zweites Intron (Globinintron) in
diese lentiviralen Vektoren eingesetzt, was die Globinexpression steigern konnte. Die
Expressionsstirke der oncoretroviralen Vektoren wurde trotz der oben angesprochenen
Vorteile lentiviraler Vektoren nicht erreicht (Abb. 18B). Neuere lentivirale Vektoren von D.
Trono (Universitdt Genf) besitzen LTRs, in denen die Funktionalitdt des 5’Introns bis in die
Zielzelle erhalten bleibt (Klages et al. 2000). Diese wiirden sich aus den angesprochenen

Griinden besser fiir die Globin-Gentherapie eignen.

Vermutlich bedingt die im Vergleich zum MPSV LTR schlechtere Promotoraktivitit des
CMV- und hPGK-Promotors in den lentiviralen Vektoren eine schlechtere Globinexpression.
Kurpad et al. (1999) berichten von einer unter erythroider Ausdifferenzierung zunehmend
schlechter werdenden Aktivitit des CMV-Promotors. Folglich wiirde sich zur lentiviralen
Vektorverbesserung der FEinsatz von Promotoren lohnen, die zur Expression in
hidmatopoetischen Zellen optimiert sind (MPSV/SFFV LTR; Ankyrin-Promotor, Sabatino et
al. 2001).
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3. Einfluss posttranskriptioneller Kontrollelemente auf Gene, die

ohne RNA-Elemente und Introns exprimierbar sind

EGFP stellt neben MDR-1 ein Beispiel fiir ein Gen dar, welches in Abwesenheit von cis-
agierenden RNA-Elementen und intronhaltigen Sequenzen exprimiert werden kann. Als
fluoreszierendes Protein ldsst sich EGFP in der inversen Fluoreszenzmikroskopie und
durchflusszytometrisch leicht darstellen. In der Verpackungszelllinie ist ein Titerabgleich
moglich, so dass in der Zielzelle verldssliche Aussagen zur Expression gemacht werden
konnen. Daher ist dieses System ideal, um die Einfliisse einzelner RNA- und Spleiflelemente
sowie deren Kombination in der Zielzelle quantitativ zu bestimmen. Bei der Analyse wurden

sowohl Protein- als auch RNA-Expression bestimmt und miteinander verglichen.

Im MP110-Kontext kénnen ohne Spleillsignale gezielte Aussagen zu den einzelnen oder
kombinatorischen Wirkungen der einzelnen RNA-Elemente auf die EGFP-Expression
gemacht werden. In Abb. 19B wurde gezeigt, dass insbesondere das WPRE-Element, aber
auch das Foamy-Element, eine signifikante Steigerung der EGFP-Proteinexpression
bewirken. Im spleildefizienten MP110EGFP-Kontext erbrachte das Foamy-Element eine
1,9fache RNA-Stimulation, jedoch nur eine 1,7fache Proteinstimulation im Vergleich zum
Basalvektor (Abb. 19C). Wie das Foamy-Element in die mRNA-Prozessierung eingreift, ist
noch weitgehend ungeklért. Von einigen Arbeitsgruppen wurden retrovirale, auf dem Foamy-
Virus basierende Gentherapie-Vektoren konstruiert. Die Transduktion dieser Vektoren ist
dabei abhéngig von Sequenzen, die in der 3° Region des pol-Gens zu finden sind (Heinkelein
et al. 1998, Wu et al. 1998) und mit der verwendeten Region des Foamy-Elementes
iiberlappen. Die hier vorgestellten EGFP-Transduktionsdaten zum Foamy-Element legen
nahe, dass das Foamy-Element mehr dem Phénotyp des WPRE entspricht, weil es die EGFP-
Expression verbessert. Es vermittelt also Funktionen, die nicht vom CTE im gleichen Kontext
bewirkt werden. Dies wiirde der Annahme entsprechen, dass es sich bei Foamyviren
(klassifiziert als Retroviren) um eine evolutiondre Verbindung zwischen Retro- und
Pararetroviren (z.B. HBV) handelt (Linial 1999). Die Sequenz des Foamy-Elements iiberlappt
mit zentralen Polypurintraktsequenzen (cPPT) des Foamyvirus (Heinkelein et al. 1998). Solch
ein cPPT wird auch in Lentiviren gefunden und ist in die Initiation der Plus-Strang-Synthese
der reversen Transkription involviert (Charneau et al. 1992/94). Nach Heinkelein et al. (1998)
hat der cPPT jedoch wenig Einfluss auf die Vektortransfereffizienz eines Foamy-

Vektorsystems, wie er durch Deletionskonstrukte zeigt.
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Das CTE vermittelt im EGFP-Kontext keinen expressionsverbessernden Effekt. Dies ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass die durch ein CTE zu iibernehmende
Exportfunktion schon in der kodonoptimierten EGFP-Sequenz steckt. Diese Kodonopti-
mierung hin zu favorisierten Kodons fiir hochexprimierte humane Gene bewirkt sowohl im
EGFP- als auch im HIV-1 gag-Kontext (Haas et al. 1996) einen deutlichen Anstieg der
Expressionseffizienz. Diese Expressionssteigerung ist durch einen effizienten, nukleéren
Export zu erkldren, der durch den Wegfall der cis-negativen Elemente auch bei HIV-1 gag
keine Exportelemente wie CTE oder Rev/RRE mehr benétigt (Graf et al. 2000).

Das BWPRE steigerte die RNA-Expression 3,9fach, die Proteinexpression jedoch 6,8fach
(Abb. 19C), bezogen auf den Basalvektor MP110EGFP. Durch Einsatz eines YWPRE war
noch eine weitere Expressionssteigerung moglich (Abb. 21C). Wihrend das Foamy-Element
seine Proteinexpressionssteigerung aus der erhohten RNA-Menge schopft, sorgt das WPRE
sowohl auf RNA- als auch Translationsebene fiir einen starken Expressionsgewinn. Die
bisherige Literatur zum WPRE begriindet diesen Effekt durch verbesserte RNA-Stabilitit,
Polyadenylierung und Translation (s. A.6.c.). Interessanterweise wurden parallel zur
Entdeckung des WPRE bei WHYV auch bei anderen viralen (Herpes simplex Thymidinkinase)
und auch zelluldren Genen (Maus Histon 2a) posttranskriptionell aktive RNA-Elemente mit
Auswirkung auf die Effizienz der Polyadenylierung identifiziert (Huang et al. 1999). Auch
fir Rev/RRE und die RUS5-Region von SNV (Spleen Necrosis Virus) wurde eine

Verbesserung der Translationseffizienz festgestellt (Boris-Lawrie et al. 2001).

Weiterhin diente das EGFP-System dazu, die Kombination von verschiedenen in dieser
Arbeit getesteten RNA-Elementen in Hinblick auf einen potentiellen Synergismus zu testen.
Dazu wurden jeweils zwei verschiedene Elemente in der 3°Region des retroviralen Vektors
platziert. Die resultierende EGFP-Expression lag fast immer in einem intermedidren Bereich
zwischen den Basalexpressionen der jeweiligen Ausgangsvektoren mit nur einem Element
(Abb. 22). Die Kombination mehrerer verschiedener RNA-Elemente brachte also keinen

weiteren Expressionsgewinn.

Der Literatur zufolge haben posttranskriptionelle Prozessierungsschritte (Effizienz von
Spleifien, Capping, 3‘Polyadenylierung) deutlichen Einfluss auf die Genexpression (s. A.5.).
In Abb. 19C verbessert die Anwesenheit eines SpleiBdonors (MP11EGFP) die Expression um
das 1,2fache. Dies ist durch eine mogliche Stabilisierung des Transkriptes durch Bindung des
Ul-snRNA-Komplexes (Kramer 1996) und anderer Komponenten des SpleiBosoms zu
erkliren (Hammarskjold et al. 1994). Ein komplettes Intron (MP71EGFP) bewirkt eine
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starkere Expressionssteigerung (Abb. 19C, 2,0fache RNA-Stimulation, 2,8fache Protein-

stimulation). Durch die SpleiBlsignale bzw. die SpleiBireaktion wird die Bindung eines
bestimmten RNP-Komplexes initiiert, der in einen bestimmten Exportpfad dirigiert (Luo et al.
1999). Dabei stellt Aly, das Metazoen-Homolog des Hefe-Exportfaktors Yralp, das mégliche
Verbindungsprotein zwischen Spleiiprozess und mRNA-Export dar (Rodrigues et al. 2001,
Zhou et al. 2000). Als Resultat des Spleilen wird Aly in einem Komplex mit vier anderen
Proteinen 24 bp upstream von der Exon-Exon-Grenze stabil an die mRNA gebunden (Huang
et al. 2001, Kataoka et al. 2000, Le Hir et al. 2000). Die Proteinmarkierung, die als Resultat
des Spleiflprozesses dort entsteht, ist nicht nur im mRNA-Export, sondern auch in der
Entstehung des ,Nonsense-Mediated Decay‘ (RNA-Degradationsmechanismus) involviert

(Kim et al. 2001, Lykke-Andersen et al. 2001).

Eine andere mogliche Erkldrung flir den Intron-Effekt wire, dass ribosomales Scannen der
ungespleifiten Leadersequenz in retroviralen Vektoren ein recht fehleranfalliger Prozess ist
(Berlioz et al. 1995, Hildinger et al. 1999) und Spleiflen in der 5‘UTR zusétzliche Faktoren
liefern konnte, die die Translationsinitiation dirigieren (Matsumoto et al. 1998). Dabei ist
bedeutsam, dass bestimmte Ribonukleoproteine die prd-mRNA durch die Kernpore ins
Zytoplasma begleiten konnen (Pinol-Roma et al. 1992) und dort mit der mRNA wéhrend der
Translation an den Polysomen assoziiert bleiben (Visa et al. 1996). So wurde gezeigt, dass
effizientes 5° Capping (Hamm et al. 1990, Jarmolowski et al. 1994) und verbesserte 3’
Polyadenylierung (Eckner et al. 1991, Jarmolowski et al. 1994, Sun et al. 1992) die
Translationseffizienz stimulieren konnen. Der postulierte Mechanismus beinhaltet hier
ebenfalls eine Steigerung des mRNA-Exports und potentielle Interferenz von Ribonukleo-

proteinkomplexen mit der Translationsmaschinerie.

In einem spleifidefizienten Transkript (MP110EGFP) wirkte das BWPRE zweifach stirker auf
RNA- und Proteinexpression als im analogen Vektor mit funktionellen Spleilelementen in der
5‘UTR (MP71EGFP, Abb. 19C). Es besteht also eine partielle funktionelle Redundanz der
Funktion von Spleilelementen und WPRE. Deren Kombination resultierte in einer
hochsignifikanten Verbesserung der Expression im Falle von EGFP, aber auch bei MDR1 und
besonders bei B-Globin.
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4. Schlussfolgerungen und Leitlinien fiir die Konstruktion von ver-

besserten Expressionsvektoren

In dieser Arbeit wurden gezielt zelluldre und virale Prozessierungs- und Exportstrategien
genutzt, um retrovirale Vektoren effizienter zu gestalten. Retrovirale Vektoren stellen im
Prinzip suboptimale Konstrukte dar, weil im Gegensatz zur zelluliren Genexpression nur
begrenzter Raum (bis zu 8 kb) fiir die Insertion von relativ viel Information (Transgen, ggf.
Promotor, regulatorische Sequenzen etc.) vorhanden ist. Den gleichen Beschriankungen
unterliegen (Para-) Retroviren, welche daher fiir die Expressionsoptimierung ihres Genoms
umfangreichen Gebrauch von posttranskriptionell aktiven RNA-Elementen machen. Diese
Elemente stellen dabei evolutionér optimierte Strukturen dar und sind bei begrenztem Raum
des viralen Genoms nur von kurzer Sequenz. Dariiber hinaus sind retrovirale und
pararetrovirale Elemente mit dem retroviralen Replikationszyklus kompatibel, wihrend
zelluldre Genabschnitte (z.B. B-Globin-Intron 2, Sadelain et al. 1995) mit diesem interferieren

konnen.

Zur Zeit gibt es mindestens drei verschiedene Mechanismen fiir Retro- und Pararetroviren, um

RNA-Export und die Genexpression zu bewirken:

1) Das Rev/RRE-System der Primaten-Lentiviren und das homologe System der
HERV-K-Familie der humanen, endogenen Retroviren.

2) Das CTE der Typ-D Viren, welches an den zelluldren Exportfaktor Tap bindet,
und das funktionell homologe System der DR-Elemente des Rous Sarcoma Virus.

3) Das PRE von HBV und WHYV, welche sich eines unterschiedlichen, aber zur Zeit

unzureichend charakterisierten, zelluldren Pfades bedient (Zang et al. 1999).

Es ist wahrscheinlich, dass jedes der geschilderten Systeme an die besonderen Notwendig-
keiten der Genexpression der individuellen Viren und Virusgruppen angepasst ist, was ihren
funktionellen Differenzen entsprache. Folglich flihrt die Insertion der verschiedenen Elemente
in heterologe retrovirale Vektorsysteme zu unterschiedlichen Expressionseffekten. Die
Verbesserung der Expression ist abhingig von dem verwendeten Transgen, dem Vektor-
kontext und den verwendeten Zellsystemen. Hierbei beinhaltet der Vektorkontext den Besatz
an funktionellen SpleiBelementen, die Funktionalitit von untranslatierten Regionen (z.B.
Translationskontrolle bei der ALA-Synthetase), die Stirke des Polyadenylierungssignals und

die Promotoraktivitét. In verschiedenen Zellsystemen und Spezies laufen die oben genannten
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Regulationsschritte in unterschiedlicher Intensitét ab, z.B. durch gewebeabhingige Promotor-
aktivititen. Dariliber hinaus scheint auch der zellulire Tropismus und die Speziesidentitét der
verwendeten Elemente eine Rolle zu spielen. So funktionierten zum Beispiel RNA-Elemente

aus Mause- und Affenviren besonders gut in Mduse- und Affenzellen (Daten nicht gezeigt).

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass die richtige Wahl eines posttranskriptionellen
Verstarkermoduls von der zu exprimierenden cDNA abhéngig ist. Die Insertion eines CTE
oder Rev/RRE ist zu empfehlen, wenn die Transkriptionseinheit Sequenzen enthilt, die den
nukledren Export aktiv behindern (wie z.B. nukledre Retentionssignale), oder wenn
Spleilsignale komplett fehlen. In allen anderen Kontexten (inklusive der klinisch relevanten
Gene B-Globin und MDR1) vermittelte die Kombination von Spleifielementen in der 5°UTR
und eines WPRE in der 3°UTR die beste Steigerung der Expression. Weitere Verstiarkung
diirfte durch Oligomerisierung der WPRE-Sequenzen zu erwarten sein (in transienten
Transfektionssystemen schon in Donello et al. 1996 bestitigt). Festzuhalten bleibt, dass die
Oligomerisierung eines anderen RNA-Elements, ndmlich des CTE von MPMV, mit der

viralen, reversen Transkription kompatibel ist (C.3.c).

Die Lokalisation der RNA- und Spleilelemente in den untranslatierten Regionen ist dabei
genau definiert. Das Intron sollte in der 5‘UTR platziert werden, da die Insertion in der 3°
UTR im ,Nonsense Mediated Decay‘ (Hentze et al. 1999, Nagy et al. 1998, Thermann et al.
1998) resultieren kann. Die RNA-Elemente sollten jedoch in der 3‘°UTR platziert werden, da
eine Lokalisation in der 5°UTR (s. IAP-Element, Abb. 19B, Spur 3) zu einer deutlichen
Expressionsverschlechterung fiihren kann. Dariiber hinaus ist der natiirliche Platz dieser

RNA-Elemente (z.B. CTE, IAP, Foamy und WPRE) in der 3 Region ihrer Genome.

Das in den letzten Jahren gewonnene Verstindnis der Wirkungsweise der RNA- und
Spleilelemente macht deutlich, dass RNA-Synthese, Prozessierung, nukledrer Export und
zytoplasmatische Translation funktionell zusammenhdngende und die Genexpression
limitierende Schritte sind. Die Unterschiede zwischen diesen Elementen und ihren
Proteinpartnern zu verstehen, bedeutet die posttranskriptionelle Genexpression in

gentherapeutischen Vektoren dirigieren zu konnen.
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5. Méglichkeiten dieser Vektoren in der klinischen Therapie

Alle Gentherapiestrategien haben zwei wichtige Anforderungen:

1)  Das effiziente Einbringen des relevanten, genetischen Materials in die Zielzelle.

2)  Die Expression des Transgens auf therapeutischem Niveau.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, wie durch Modifikatoren der posttranskriptionellen
Prozessierung die Genexpression retro- und lentiviraler Vektoren wirksam gesteigert werden
kann. Die retroviralen Vektoren bewerkstelligen den unter 1) genannten Punkt. Sie sind in der
Lage, relevante Zielzellen des hidmatopoetischen Systems effizient zu transduzieren und
sorgen durch Integration in das Genom der Wirtszelle fiir eine dauerhafte Expression. Dabei
soll die Expression des Transgens ein therapeutisches Niveau erreichen (Punkt 2) und im
Idealfall regulierbar sein (z.B. durch Hiamin). Die hier vorliegenden Vektoren stellen eine
weitgehende Umsetzung der derzeitigen Erkenntnisse im Bereich der posttranskriptionellen
Regulation dar, insbesondere durch virale Elemente. Durch gezielte Eingriffe in den RNA-
Metabolismus wurden RNA-Stabilitit, -Transport, -Prozessierung und -Translatierbarkeit
optimiert, um die Genexpression zu steigern. Zum vollen Verstindnis der nukleozyto-
plasmatischen Verbindungen, die die Genexpression in eukaryotischen Zellen steuern, ist
jedoch die weitere Charakterisierung der zelluldren Partner und ihre Regulation eine wichtige
Voraussetzung. Die Optimierung der posttranskriptionellen Prozessierung durch geeignete
Modifikatoren stellt einen groBen Fortschritt gegeniiber herkommlichen Vektorkonstruktionen
dar, die oft nur transkriptionell aktive Elemente (z.B. durch die Promotorwahl)

berticksichtigen.

Fiir die klinisch relevanten Transgene B-Globin und MDR wurden Vektoren entwickelt, die
durch Einsatz von viralen RNA-Elementen und Spleillsignalen eine deutlich verbesserte
Expressionsleistung ermoglichen und berechtigte Hoffnungen auf eine erfolgreiche
Gentherapie zulassen. Beispielhaft fiir diese beiden Gene soll skizziert werden, wie die

gentherapeutischen Anwendungen in der Himatologie und Onkologie in der Klinik aussehen.

a. Therapie der Sichelzellandmie und p-Thalassdmie

Fiir die erbliche Sichelzellanimie und Thalassdmie (Klinik s. A.l.) existiert bis auf die
Knochenmarkstransplantation keine kausale Therapie. Bei der Sichelzellanimie wird mit

Hydroxyharnstoff (erhoht den HbF-Anteil) und Austauschtransfusionen therapiert. Bei der
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Thalassimie werden neben Austauschtransfusionen Chelatbildner (Desferoxamin) zur

Verhinderung einer Eiseniiberladung eingesetzt.

Der gentherapeutische Ansatz wiirde diese beiden Krankheitsformen kausal angehen. Im Falle
der Sichelzellandmie sind nach Blouin et al. (2000) bei einer Gentherapie etwa 10-20 % des
Expressionsniveaus der endogenen Globinexpression zur Korrektur des Phénotyps
ausreichend. Der hier etablierte Vektor (MP71BGK) besitzt die Fahigkeit zur stabilen
Integration ins Wirtszellgenom, was im Idealfall nur eine einmalige Applikation erforderlich
macht. Die erstellte Globinkassette ermoglicht eine zell- und differenzierungsspezifische
Globinexpression in der erythroiden Reihe. Fiir den hier optimierten Vektor MP71BGK laufen
z.Z. weitere Untersuchungen, ob die hier gezeigten detektierbaren Proteinniveaus in

erythroiden Zellen ausreichen, um therapeutische Globinlevel zu erzielen.

b. Gentherapie mit MDR1-Vektoren

Fiir MDR1 ergeben sich Anwendungsmdglichkeiten im Bereich der Tumortherapie und der
Korrektur von Erbkrankheiten. Fiir zahlreiche maligne Erkrankungen (Sarkome, Mamma- und
Ovarialkarzinome, maligne Lymphome, multiple Myelome) wurde in den letzten Jahren
gezeigt, dass eine Intensivierung der Chemotherapie die Ansprechbarkeit verbessern kann.
Die dosislimitierende Nebenwirkung zahlreicher Zytostatika beruht auf deren Knochenmark-
toxizitdit. Um diese Nebenwirkungen abzuschwichen, konnten autologe Stammzellen vor
ihrer Retransfusion (Abb. 26) mit einem MDR1-exprimierendem Vektor transduziert werden.
Dadurch kann eine erhohte Zytostatikaresistenz in den hidmatopoetischen Stamm- und
Vorlduferzellen etabliert werden, um mit einer hochdosierten Chemotherapie den Tumor

erfolgreich zu bekdmpfen.

Neben dem Einsatz in der Tumortherapie kann MDR1 als Selektionsmarker zur Anreicherung
transduzierter Zellen mittels in vivo-Selektion bei der Korrektur von Erbkrankheiten
verwendet werden. Hierbei erfolgt eine Koexpression von MDRI1 zusammen mit dem
therapeutischen Gen. Derartige Ansdtze wurden fiir Vektoren gezeigt, die MDR1 zusammen
mit der Glucocerebrosidase (M. Gaucher, Aran et al. 1994), der a-Galactosidase (M. Fabry,
Sugimoto et al. 1995) oder gp9lphox (septische Granulomatose, Sokolic et al. 1996)

exprimierten.

Durch Verwendung von Spleilelementen und WPRE lésst sich die Transgenexpression eines

MDR1-exprimierenden Vektors in humanen Colonadenomzellen (SW480) und in hdmato-



D. Diskussion 111

poetischen Vorlduferzellen (K-562) (zumindestens auf RNA-Niveau) signifikant steigern
(Abb. 23 wu. 24). Die hohere MDRI1-Expression bei Verwendung des optimierten
SF9Im3yWPRE-Vektor ldsst dementsprechend eine Applikation groferer Zytostatikadosen
zu mit der Moglichkeit, vorhandene Tumoren effizienter behandeln zu konnen.
Folgeexperimente von H. Wodrich und A. Niethammer (Scripps Research Institute, San
Diego) konnten zeigen, dass LLC-Zellen (Luis Lung Cells), die mit dem Vektor
MP91m3BWPRE transduziert worden sind, bis zu 500 ng/ml Colchizin im Medium tolerieren

konnten.

Bei MDRI1 handelt es sich als Resistenzgen um ein in vivo selektierbares Markergen. Die
Zytostatikagabe fiihrt zu einer Selektion der MDR-positiven Zellen. Dies bedeutet, dass bei
der Knochenmarkstransplantation ein geringer Anteil transduzierter, angewachsener
Stammzellen ausreichen wiirde, weil durch Applikation von Chemotherapeutika auf die

MDR-positive Zellpopulation in vivo selektioniert werden konnte.

c. Technische Durchfiihrung dieser Gentherapie-Ansatze und moégliche

Probleme

Auf Grund der mangelnden Spezifitit retroviraler Vektoren fiir bestimmte Zielzellen bietet
sich fiir diese Globin- und MDR-Vektoren eine ex vivo Gentransferstrategie an. Sowohl fiir
den MDRI1- als auch B-Globinvektor wire deren Zielzelle die pluripotente hdmatopoetische
Stammzelle im Knochenmark. Diese Stammzellen zeichnen sich durch ihre lange
Lebensdauer und das Potential zur Repopulation sowie zur Differenzierung in jede der
hdmatopoetischen Linien aus. Man nimmt an, dass die humanen himatopoetischen
Stammzellen zur CD34'- und CD38 -Zellpopulation (Bhatia et al. 1997), die murinen
Stammzellen des Mausemodells hingegen zur lin /ckit'/scal-Population gehoren. Technisch
sind hdmatopoetische Stammzellen aus Knochenmark, Nabelschnurblut oder nach G-CSF-
Gabe aus dem peripheren Blut immunomagnetisch (z.B. durch MACS) zu isolieren.
Nachfolgend konnen sie in Zellkultur unter Zytokinzugabe (u.a. flt-3 Ligand, SCF, IL-3 und
IL-6) gehalten und zur Teilung angeregt werden. Wihrend dieses Stadiums konnen sie mit
aufgereinigten retroviralen Vektoren transduziert und dem Empfinger im Rahmen einer
autologen Stammzelltransplantation intravends reinfundiert werden. Um ein Anwachsen
(Engraftment) des genetisch verdnderten Knochenmarks zu gewéhrleisten, muss der
Empfanger eine (vorige) Depletion seines eigenen Knochenmarks durch Bestrahlung oder

Zytostatikagabe durchgemacht haben.
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Die Zellen mit dem transferierten Gen fithren zu einer Langzeitexpression des gewiinschten

Transgens, welches chromosomal integriert vorliegt.
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Abb. 26: Schematischer Aufbau der in die ex vivo Gentherapie involvierten Prozeduren

Nach Transfektion einer Verpackungszelllinie werden die aufgereinigten viralen Vektoren, welche mit dem
zu therapierenden Transgen (z.B. B-Globin, MDR1) bestuckt sind, zur Infektion einer Stammzellkultur
genutzt. Die Stammzellen wurden zuvor immunomagnetisch direkt aus gewonnenem Knochenmark oder
nach G-CSF-Gabe aus dem peripheren Blut isoliert. Mittels eines geeigneten Cytokincocktails werden die
hamatopoetischen Stammzellen in Zellkultur kultiviert, expandiert und nachfolgend mit der viralen Vektor-
praparation transduziert. Nach Reinfusion der Stammzellen kommt es bei entsprechend konditionierten
Patienten (Radio- und Chemotherapie) zum Anwachsen der Zellpopulation. Der Erfolg der Gentherapie
wird in langfristigen Follow Up-Untersuchungen kontrolliert. [Die Abbildung wurde von C. Baum zur
Verflgung gestellt.]

Als Grenzen dieser Therapieform gibt es z. Z. noch einige methodische Probleme. So ist die
Anzahl der mit retroviralen Vektoren transduzierten Zellen hiufig gering. Lentivirale
Vektoren haben demgegeniiber den Vorteil, auch ruhende, himatopoetische Zellen infizieren
zu konnen (Haas et al. 2000). Die Zusammenstellung des individuellen Zytokincocktails bei
Transduktion und Expansion ermoglicht durch die induzierte Zellteilung auch eine
Transduktion mit retroviralen Vektoren (Kiem et al. 1998). Weiterhin ist das Anwachsen ein
weiterer kritischer Punkt, der z. Z. intensiv beforscht wird (Glimm et al. 2000, Habibian et al.
1998). Mogliche Risiken des retroviralen Gentransfers sind die Insertionsmutagenese und
Leukidmiebildung durch die verwendeten Vektoren (Li et al. 2002) sowie die Schiadigung
durch Bestrahlung oder Chemotherapie, wie sie bei Knochenmarktransplantation notwendig
sind.

Derzeit werden die hier vorgestellten Vektoren in préklinischen ex vivo Gentherapie-

Experimenten am Mausmodell getestet.
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E. Zusammenfassung

Die Expression von Transgenen in retroviralen Gentherapie-Vektoren ist hdufig dadurch limitiert, dass
die Mehrzahl der transkribierten RNAs nicht effizient prozessiert und fiir den nukledren Export
lizensiert wird. Die nachfolgende Akkumulation zytoplasmatischer mRNA und somit deren
Translatierbarkeit kann von der Prdsenz geeigneter Introns, Exportsignale oder -effizienter
Polyadenylierung abhéingen. In dieser Arbeit wurden optimierte retrovirale Vektoren durch Insertion
posttranskriptionell regulatorischer Elemente konstruiert. Es wurden Spleilsignale in der 5°
untranslatierten Region (UTR) von retroviralen Vektoren modifiziert und DNA-Sequenzen, die u.a.
fiir RNA-Elemente des Mason-Pfizer Monkey Virus (CTE), murinen intracisternalen A-Typ Partikels
(IAP), Foamyvirus und Woodchuck Hepatitis Virus (WPRE) kodieren, in die 3°UTR insertiert. Einige
dieser Elemente (z.B. CTE) verbessern den nukleozytoplasmatischen Transport einer mRNA, wahrend
fiir andere (z.B. WPRE) eine Rolle in der Verbesserung von RNA-Stabilitit oder Polyadenylierung

postuliert wird.

Unter Benutzung verschiedener Verpackungszelllinien wurden Vektorpartikel produziert und mit
diesen bis zu 10 verschiedene Zelllinien unterschiedlicher Spezies (u.a. Mensch, Affe, Hund, Maus)
transduziert. Fiir drei Klassen funktionell verschiedenartiger Gene wurden unterschiedliche Effekte der

verwendeten RNA- und Splei3elemente beobachtet:

1) Ineinem CTE-abhédngigen Transkript, dem gag/prot-Genfragment von HIV-1, war die grofite
Expressionsverbesserung durch ein oligomeres CTE zur erzielen, wihrend das WPRE oder
ein Intron nur einen marginalen Effekt ausiibte.

2) In humanem B-Globin, einem intron-abhdngigen Transkript, kompensierte die Prisenz eines
CTEs oder WPREs das Fehlen eines Introns, obgleich die grofite Expressionssteigerung
durch die Kombination eines Introns mit einem WPRE zu erreichen war.

3) In cDNAs des griin fluoreszierenden Proteins (EGFP) und des humanen Multidrug-
resistenzgens (MDR1), die in Abwesenheit eines CTEs oder eines Introns exprimiert werden
konnen, fithrte die Verwendung funktioneller Spleifisignale oder des WPREs zu einer
relativen Expressionsverbesserung. Die Kombination eines Introns mit einem WPRE
resultierte in der groBten Verbesserung der Genexpression (bis zu 10fach), was fiir eine

partielle Synergie dieser Elemente spricht.

Diese Resultate legen nahe, dass die verwendeten Module (v.a. Spleilelemente, CTE und WPRE) auf
verschiedene Pfade der RNA-Prozessierung Einfluss nehmen und die richtige Wahl eines post-
transkriptionell regulatorischen Elementes von dem Typus der zu exprimierenden ¢cDNA abhéngt.
Zusammengenommen konnen posttranskriptionelle Kontrollelemente kontextabhingig zu einer

deutlichen Verbesserung der Genexpression retroviral transduzierter Transgene fiihren.
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