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(57) Abstract

The invention relates to a
method of producing a recombinant
adeno-associated virus (rAAV).
According to the inventive method,
a helper construct and a vector
construct are introduced into a
suitable cell at different times.
The helper construct contains no
nucleic acid sequences, especially
except for the AAV promoters,
to which at least one rep protein
can substantially specifically bind.
The vector construct preferably
contains ITR sequences in flop
orientation. The recombinant
adeno-associated viruses produced
according to the inventive method
are especially useful for producing
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a tumor cell into which additionally nucleic acids encoding GM-CSF and B7.2 were introduced. Said tumor cell can in turn be used in
the form of a medicament for the treatment of cancer.




(57) Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Adeno-assoziierten Virus (rAAV),

wobei in eine geeignete Zelle zeitlich versetzt ein Helferkonstrukt sowie ein Vektorkonstrukt eingebracht wird, wobei vorzugsweise das
Helferkonstrukt, insbesondere mit Ausnahme der AAV-Promotoren, keine Nukleins&uresequenzen enthilt, an die mindestens ein Rep-Protein
im wesentlichen spezifisch binden kann, sowie vorzugsweise das Vektorkonstrukt ITR-Sequenzen in Flop-Orientierung enthélt. Die geméss
dem erfindungsgemissen Verfahren hergestellten rekombinanten Adeno-assoziierten Viren eignen sich insbesondere zur Herstellung einer
Tumorzelle, in die zusitzlich Nukleinsiuren kodierend fiir GM-CSF und B7.2 eingebracht wurden, welche wiederum in Form eines
Arzneimittels zur Behandlung von Krebserkrankungen verwendet werden kann.
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Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Adeno-assoziierten Virus,
geeignete Mittel hierzu sowie Verwendung zur Herstellung eines -

Arzneimittels

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung eines
rekombinanten Adeno-assoziierten Virus (rAAV), wobei in eine geeignete Zelle
zeitlich versetzt ein Helferkonstrukt sowie ein Vektorkonstrukt eingebracht wird,
wobei vorzugsweise das Helferkonstrukt, insbesondere mit Ausnahme der AAV-
Promotoren, keine Nukleinsduresequenzen enthdlt, an die mindestens ein Rep-
Protein im wesentlichen spezifisch binden kann, sowie vorzugsweise das
Vektorkonstrukt ITR-Sequenzen in Flop-Orientierung enthilt. Die gemdB dem
erfindungsgeméfen Verfahren hergestellten rekombinanten Adeno-assoziierten
Viren eignen sich insbesondere zur Herstellung einer Tumorzelle, in die
zusétzlich Nukleinsduren kodierend fir GM-CSF und B7.2 eingebracht wurde,
welche wiederum in Form eines Arzneimittels zur Behandlung von

Krebserkrankungen verwendet werden kann.

Fir die genetische Verdnderung von therapeutisch wirksamen Zellen, die bei-
spielsweise als Tumorvakzine verwendet werden kénnen, sind geeignete Verfah-
ren zur Ubertragung von Nukleinsduren, d.h. von DNA oder RNA, notwendig, die
die genetische Verdnderung der Zelle verursachen. Die zu iibertragenden Nuklein-
sduren werden hdufig auch als sog. Transgene bezeichnet, selbst wenn sie nicht
die Funktion eines Gens ausiiben, zum Beispiel bei den sog. Anti-Sense-Nuklein-
sduren. Neben dem direkten Gentransfer von sog. nackten Nukleinsiduren haben

sich auch genetisch verénderte Viren fiir den Gentransfer als geeignet erwiesen.
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Zur Zeit werden unter anderem Retroviren, Adenoviren oder Adeno-assoziierte
Viren (AAV) genetisch verdndert, damit sie als Triger (virale Vektoren) des oder
der Transgene fiir den Gentransfer verwendet werden kénnen. Ein wesentlicher
Gesichtspunkt bei der Entwicklung geeigneter viraler Vektoren sind Sicherheits-
aspekte bei der Anwendung dieser Vektoren in der Gentherapie. Daher werden im
allgemeinen sog. replikationsdefiziente Viren entwickelt, also Viren, die zwar
eine Zelle befallen, und das oder die Transgene auf die Zelle iibertragen konnen,
sich in dieser Zelle jedoch nicht selbst vermehren konnen. Dies wird beispiels-
weise dadurch erreicht, daB man fiir die Virusvermehrung wichtige Gene, bei-
spielsweise die fiir Strukturproteine kodierenden Gene, del.etiert und ggf. an deren
Stelle das oder die Transgene einbaut. Bei der Herstellung groferer, fiir die
gentherapeutische Verwendung geeigneter Mengen von nicht vermehrungsfédhigen
Viren sind sog. Helfer-Gene notwendig, die den Defekt bei einem nicht

vermehrungsfahigen Virus in der Zelle kompensieren.

AAV beispielsweise ist ein humanes Virus, das entweder in Form eines in das
Genom integrierten Provirus vorliegt, oder eine lytische Infektion verursacht.
Daher ist AAV als ein allgemeiner Transduktionsvektor von Sdugerzellen interes-
sant. AAV ist ein Mitglied der Parvovirusfamilie, von dem sechs verschiedene
Serotypen AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5 und AAV-6 derzeit bekannt
sind. AAV-2 beispielsweise enthilt eine einzelstrdngige lineare DNA mit einer
Linge von ca. 4,7 Kilobasen (kb). Die viralen Partikel, die aus drei viralen Protei-
nen, VP1, VP2 und VP3 aufgebaut sind, enthalten einen Strang von viraler DNA,

der entweder die eine Polaritét (+) oder die andere Polaritit (-) aufweist.

Fiir die Verwendung von AAYV als viralen Transduktionsvektor werden im allge-
meinen grofere Mengen an rekombinanten AAV-Partikeln benétigt. Ein vorteil-
haftes Verfahren zur Herstellung groflerer Mengen an rAAV-Partikeln ist die
Kotransfektion einer eukaryotischen Zelle mit zwei rekombinanten AAV-

Plasmiden in Form einer Mischung und der Infektion mit einem Helfervirus
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(Chiorini, J.A. et al. (1995) Human Gene Therapy, 6, 1531). Das erste
rekombinante AAV-Plasmid enthidlt das oder die Transgene, welche von den
beiden ITR-Regionen begrenzt, d.h. flankiert werden. Gemél der vorliegenden
Erfindung wird dieses AAV-Plasmid auch als Vektorkonstrukt bezeichnet. Das
zweite rekombinante AAV-Plasmid enthilt die AAV-Gene, die fiir die
Herstellung der Partikel benétigt werden (Rep- und Cap-Gene). Dieser Vektor
wird gemdf der vorliegenden Erfindung auch als Helferkonstrukt bezeichnet. Das
Fehlen der ITR-Regionen im Helferkonstrukt soll die Verpackung der rep- und
cap-Gene in AAV-Partikel und damit die Entstehung von unerwiinschtem
Wildtyp-AAV verhindern. Anschlieend werden geeignete Zellen, die sowohl fiir
die rekombinanten AAV-Konstrukte als auch fiir das Helfervirus permissiv, d.h.
zugidnglich sind, mit den beiden AAV-Konstrukten transfiziert. Nach Infektion
der transfizierten Verpackungszellen mit Adenoviren erfolgt die Expression der
AAV-Gene, die Replikation von Transgen-DNA und die Verpackung und der
Zusammenbau der rekombinanten AAV-Partikel (rAAV-Partikel). Die rAAV-
Partikel enthalten das oder die Transgene, beidseitig flankiert von den ITR-
Regionen, in Form einzelstrangiger DNA. Gleichzeitig repliziert das Helfervirus
in diesen Zellen, was im Falle von Adenoviren als Helferviren nach einigen Tagen
im allgemeinen mit der Lyse und dem Tod der infizierten Zellen endet. Die
entstandenen rAAV-Partikel sowie die Helferviren werden hierbei teilweise in
den Zellkulturiiberstand freigesetzt oder verbleiben in den lysierten Zellen. Eine
Ubersicht iiber die Verwendung von AAV als aligemeiner Transduktionsvektor
fiir Sdugerzellen gibt beispielsweise Muzyczka, N. in Current Topics in

Microbiology and Immunology, 158, 97 (1992).

Ein wesentlicher Nachteil bei der Herstellung von rAAV-Partikeln ist die beglei-
tende Entstehung von Wildtyp-AAV und die Anwesenheit von Helferviren. Im
Hinblick auf die Sicherheit bei der Verwendung rekombinanter AAV-Partikel,
beispielsweise bei der Gentherapie, ist es jedoch notwendig, dafl die Praparationen

aus folgenden Griinden im wesentlichen frei von Helferviren und Wildtyp-AAV
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sind: Adenoviren als Helferviren sind fiir Zellen lytisch und verursachen zelluldre
Immunantworten gegen adenovirale Proteine. Zudem sind Adenoviren fiir den
Menschen pathogen, da sie unspezifische Erkéltungssymptome hervorrufen.
Replikationskompetente Wildtyp-AAV konnen sich bei Anwesenheit eines
Helfervirus, wie zum Beispiel Adenovirus oder HSV, vermehren und sich im
Korper ausbreiten, ohne jedoch pathogen zu sein. Zudem wiirden unter solchen
Bedingungen rep- und cap- Gene exprimiert werden, welche wiederum rAAV-
Genome in derselben Zelle ainpliﬁzieren und zu neuen rAAV- Partikeln
verpacken wiirden. Hierdurch kénnten sich die rAAV- Genome im gesamten

Korper ausbreiten.

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren und geeig-
nete Konstrukte bereitzustellen, die die Entstehung von Wildtyp-AAV im wesent-

lichen verhindern.

Es wurde nun gefunden, daf} bei einer zeitversetzten Transfizierung von Zellen
mit einem oder mehreren Helferkonstrukten (erstes Konstrukt) und einem
Vektorkonstrukt (zweites Konstrukt), unabhingig davon, ob zuerst das
Helferkonstrukt oder das Vektorkonstrukt transfiziert wird, im wesentlichen
gleiche Verpackungseffizienzen erreicht werden konnen wie mit der
gleichzeitigen Kotransfektion beider Konstrukte, wobei jedoch aufgrund einer
Verringerung der homologen oder nicht homologen Rekombination beider
Konstrukte die mogliche Entstehung von Wildtyp-AAV deutlich, insbesondere
um ca. das 10-fache, reduziert werden kann. Vorzugsweise werden die Zellen
zuerst mit dem Helferkonstrukt und anschliefend mit dem Vektorkonstrukt
transfiziert, da iiberraschenderweise eine Steigerung der Verpackungseffizienz um

einen Faktor von ca. 1.5 - 3 erreicht werden konnte.
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Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstel-
lung eines rekombinanten Adeno-assoziierten Virus, wobei in eine geeignete Zelle
zeitlich  versetzt ein  oder mehrere  Helferkonstrukte, enthaltend
Nukleinsduresequenzen kodierend fiir mindestens ein Rep-Protein, vorzugsweise
fiir Rep 68, Rep 52 und Rep 40, insbesondere fiir Rep 68 und Rep 52 und fiir die
Cap-Proteine, sowie ein Vektorkonstrukt enthaltend ein oder mehrere zu AAV
heterologe Nukleinsduren, die von ITR-Sequenzen flankiert werden, eingebracht

werden.

Die rep- und cap-Gene kénnen hierbei auf ein und demselben Helferplasmid oder
auf mehreren Helferplasmiden liegen, z. B. ein Helferplasmid kodiert fir
mindestens eines der Rep Proteine und ein zweites Helferplasmid kodiert fiir die
Cap-Proteine. Die Verwendung von mehreren Helferplasmiden hat den Vorteil,
daf fiir die Rekombination aller Plasmide zu unerwiinschtem wt AAV mehrere
Rekombinationsereignisse erforderlich sind, z. B. ein Rekombinationsereignis
zwischen den Helferplasmiden und ein weiteres zwischen dem rekombinierten
Helfer und dem Vektorplasmid. Mehrere erforderliche Rekombinationsereignisse
machen die Generierung von unerwiinschtem wt AAV wihrend der Verpackung

der rAAV-Vektoren somit noch unwahrscheinlicher.

Geeignete Zellen sind im allgemeinen Zellen, die fiir die genannten Konstrukte
permissiv sind, vorzugsweise Sdugerzellen, beispielsweise COS-7, HeLa, C33a
oder 293 Zellen. Fiir das Einbringen der Konstrukte eignet sich beispielsweise die
Calciumphosphat-Transfektionsmethode in der klassischen oder modifizierten
Form (Chen, C. & Okayama, H. (1987) Mol. Cell. Biol., 7 (8), 2745). Ein Vorteil
der modifizierten Calciumphosphat-Transfektionsmethode ist, dal in Kombina-
tion mit dem erfindungsgeméfBen Verfahren reproduzierbar sehr hohe Transfek-

tionseffizienzen von bis zu 100% transfizierter Zellen zu erreichen sind.
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Unter Nukleinsdure versteht man geméf der vorliegenden Erfindung im allgemei-
nen DNA oder RNA und Varianten davon, die in Form von AAV-Kapsiden ver-
packbar und geeignet sind in eine geeignete Zelle eingebracht zu werden. Bei-
spiele von Varianten sind z.B. in Uhlmann, E. & Peyman, A. (1990) Chemical
Reviews, 90, 543-584, No. 4 aufgefiihrt.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform werden die Zellen nach dem Einbringen
des ersten Konstruktes und vor dem Einbringen des zweiten Konstruktes gerei-
nigt. Die Reinigung kann beispielsweise auf einfache Art und Weise dadurch
erfolgen, dal das Medium gewechselt wird. Vorteilhaft ist es jedoch, die Zellen
vor dem zweiten Schritt mit einer Losung, beispielsweise PBS-Puffer (Phosphat-
gepufferte Kochsalzlgsung) zu spiilen, um eventuell nicht internalisierte Reste des

ersten Konstrukts im wesentlichen vollstidndig zu entfernen.

Die Produktion der rAAV-Partikel erfolgt anschlieBend entweder durch Zugabe
geeigneter Helferviren, wie z.B. Adenoviren, Herpesviren, Vaccinia-Viren, oder
in Anwesenheit deren Helfergene. Bei Adenoviren sind die Helfergene E1A, E1B,
E4, E2A und VA. Alternativ kann auch eine Zelle verwendet werden, die kon-
stitutiv Helfergenprodukte exprimiert, beispielsweise die 293-Zelle, die das E1A-
Gen konstitutiv exprimiert. Die Genprodukte E1B und E4 dienen hierbei zur Ver-
starkung der AAV mRNA-Akkumulation und die Genprodukte E2A und VA
dienen zur Verstarkung des AAV mRNA-Spleifiens und der Translation. Die
Verwendung eines Helfervirus anstelle der einzelnen Helfergene, beispielsweise
des Adenovirus Ad-5, ist besonders vorteilhaft, da dies der authentischen
Situation einer AAV-Vermehrung in Gegenwart von Helferviren am ehesten
entspricht und somit die Verpackung von rekombinanten AAV-Partikeln sehr

effizient ist.
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Die Zeitabstdnde zwischen den einzelnen Schritten betragen vorzugsweise unab-
héngig voneinander mindestens ca. 1 Stunde, vorzugsweise mindestens ca. 12
Stunden, insbesondere mindestens ca. 1 Tag, vor allem ca. 1 bis 2 Tage. An-
schliefend kann die Produktion der rAAV-Partikel ohne Verlust an rAAV vorteil-
hafterweise in serumfreien Medium, wie DMEM, erfolgen, wodurch ein Reini-
gungsschritt bei der weiteren Aufreinigung der rAAV-Partikel wegfallen kann, da
im wesentlichen keine Kontamination von Protein aus beispielsweise 10 %

Serumanteil vorliegt.

Die Produktionszeit der Zellen betragt etwa 4 bis 6 Tage, wobei aufgrund der
Adenovirus-vermittelten Zell-Lyse etwa ab dem dritten Tag rAAV-Vektoren in
den Uberstand entlassen werden. Allerdings ist auch in den Zellen immer ein
Anteil an rAAV-Partikeln zu finden. Der Anteil von rAAV-Kapsiden, die in das
Medium entlassen werden, ist im allgemeinen bis zu 90%, wobei ca. mindestens
10% in den Zellen verbleiben. Es ist daher vorteilhaft, die rAAV-Partikel sowohl

aus den Zellen als auch aus dem Uberstand zu ernten und aufzureinigen.

Die anschliefende Reinigung kann beispielsweise iiber einen CsCl-Gradienten
(Chiorini, J.A. et al. (1995), supra) erfolgen oder vorzugsweise mit Hilfe einer
Filtration (sieche WO 98/3920). Nach der Reinigung erhilt man eine im wesentli-
chen von Helfervirus befreite Préparation an rAAV-Partikeln. Anschlieflend kon-

nen die rAAV-Partikel mittels Ultrafiltration konzentriert und gelagert werden.

Das oder die fiir das erfindungsgeméfe Verfahren verwendeten Helferkonstrukte
enthalten Nukleinsduresequenzen kodierend fiir mindestens ein Rep-Protein
und/oder die Cap-Proteine. Bekannte Rep-Proteine sind Rep78, Rep68, Rep52
und Rep40. Bekannte Cap-Proteine sind VP1, VP2 und VP3. Die Gene hierzu
sowie die ITR-Sequenzen kénnen aus Wildtyp-AAV isoliert werden, die in Form

von Klonen allgemein erhéltlich sind. So ist beispielsweise der Klon pSM620 bei
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Samulski, R.J. et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 2077, der Klon pAV1
bei Laughlin, C.A. et al. (1983) Gene, 23, 65 oder der Klon sub201 bei Samulski,
R.J. (1987) J. Virol. 61, 3096 beschrieben.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung werden die
Rep- und Cap-Gene durch ihre natiirlichen Promotoren p5, p19 und p40 kontrol-
liert. Es hat sich nun gezeigt, daf} nicht nur die natiirlich vorkommenden AAV-
Promotoren Rep-Bindungsstellen enthalten, sondern dafl auch Rep-Bindungsstel-
len auf anderen Teilen des Konstruktes, beispielsweise im Vektorriickgrat des
Vektors pUC19 oder des Vektors pBR322 (McCarty, D.M. et al. (1994) J. Virol.,
68, 4988) vorhanden sind, die fiir eine nicht-homologe Rekombination und somit

fiir die Bildung von Wildtyp-AAV verantwortlich sein kénnen.

Die groflen Rep-Proteine Rep 78 und Rep 68 sind beispielsweise in der Lage,
Proteinkomplexe auszubilden, die mehrere RBS-Sequenzen gleichzeitig binden
konnen. Aufgrund der Endonuklease und Helikase Aktivitdten von Rep ist daher
eine Rekombination zweier Nukleinsduresequenzen im Bereich von RBS-Stellen

moglich.

Die Erfindung bezieht sich daher auch auf ein oder mehrere, vorzugsweise zwei
Helferkonstrukte, enthaltend Nukleinsduresequenzen kodierend fiir mindestens
ein Rep-Protein und fiir die Cap-Proteine, wobei das oder die Helferkonstrukte
vorzugsweise mit Ausnahme der AAV-Promotoren keine Nukleinsduresequenzen
enthalten, an die mindestens ein Rep-Protein, vorzugsweise Rep 78 und/oder Rep
68, im wesentlichen spezifisch binden konnen. Die RBS-Konsensussequenz ist

z.B. in McCarty, D.M. et al. (1994), supra, beschrieben und lautet:

CGCTTCCTCGCTCACTGA.
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Eine Verminderung bzw. Verhinderung der Bindung von Rep-Proteinen an Rep-
Bindungsstellen (RBS) wird beispielsweise dadurch erreicht, daB die drei
bekannten RBS in den Rep-Promotoren p5 und p19 einzeln oder in verschiedenen

Kombinationen mutiert wurden, ohne vorzugsweise hierdurch die Aminoséurese-

- quenzen von Rep zu veréndern.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Rep-Proteine Rep 68,
Rep 52 und Rep 40, nicht aber Rep 78, weil iiberraschenderweise festgestellt
werden konnte, dafl neben Rep 52, Rep 40 sowie den drei Cap-Proteinen VPI,
VP2 und VP3 die zusitzliche Expression nur des Rep 68 fiir die Verpackung von
AAV Vektoren ausreichend 1ist. Der Vorteil dieser Rep 78-defizienten
Helferkonstrukte liegt darin, daB dieses Rep-Protein, das fiir die
Verpackungszellen am meisten toxisch ist, tiberhaupt nicht exprimiert wird.
Ferner wurde herausgefunden, dafl Rep 78 unter den Rep-Proteinen die grofite
hemmende Aktivitdt auf zelluldre Abldufe wie beispielsweise die Transkription
besitzt. Daher kann bei Verwendung dieses Helferkonstruktes aufgrund der
Abwesenheit von Rep 78 die Verpackungseffizienz gesteigert werden. Ebenso
wird die Herstellung stabiler Zellinien, die Rep- und Cap-Proteine exprimieren,
vereinfacht, weil das toxischste Protein Rep 78 nicht exprimiert wird. Sowohl Rep
68 als auch Rep 78 werden im natiirlichen System durch den Promotor p5
exprimiert. Die Verwendung dieses Rep 78-defizienten Helferkonstrukts ist
weiterhin deshalb vorteilhaft, weil Rep 68 im Vergleich zu Rep 78 in Adenovirus-
infizierten Zellen den stérkeren Transaktivator der AAV Promotoren p19 und p40
darstellt (Horer et al. (1995) J. Virol. 69, 5485-5496; Weger et al. (1997) J. Virol.
71, 8437-8447). Daher fithrt die Verwendung dieses Rep 78-dezifienten
Helferkonstruktes zu einer gesteigerten Expression der kleineren Rep-Proteine
Rep 40 und Rep 52 sowie der Kapsidproteine und damit der gewiinschten héheren
Verpackungseffizienz. SchlieBlich wird aufgrund der fiir die Klonierung Rep 78-

defizienter Helferkonstrukte erforderlichen Verdopplung des rep-Gens bzw. Teile
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des rep-Gens durch die UbergroBe der AAV Gene die Entstehung von wt AAV

nach Rekombination mit dem Vektorkonstrukt verhindert.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung koénnen die erfindungsgemiBen
Helferkonstrukte und insbesondere das Rep 78-defiziente Helferkonstrukt nicht
nur fir transiente Transfektionsexperimente, die mit der Lyse und dem Tod der
transfizierten Zelle enden, verwendet werden, sondern auch fir die dauerhafte
(=stabile) Expression der Cap- und Rep-Proteine, die durch gerichtete oder
ungerichtete Integration der Helferkonstrukte in das Genom der Wirtszelle
erreicht wird. Hierbei ist wiederum die Expression der Proteine Rep 68, Rep 52

und Rep 40 aufgrund der toxischen Wirkung von Rep 78 besonders bevorzugt.

Eine weitere Moglichkeit, die erfindungsgeméBen Helferkonstrukte in eine
Wirtzelle einzubringen ist neben den bereits beschriebenen transienten und
stabilen Transfektionen die Infektion unter Verwendung eines Virus als Vehikel
fir die Helferkonstrukte. Das Virus tritt hierfiir mit der Wirtszelle iiber deren
Zelloberfldache in Wechselwirkung (Adhésion), anschlieffend werden die im Virus
verpackten Nukleinsduren, insbesondere die erfindungsgemiBen Helferkonstrukte
und besonders bevorzugt das Rep 78-defiziente Helferkonstrukt in die Wirtszelle
aufgenommen (Penetration). Beispielsweise kann ein rekombinantes Adenovirus
durch den Austausch der ElA-Region durch ein erfindungsgemélles

Helferkonstrukt in E1A komplementierenden Zellen hergestellt werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsfunktion enthalten das oder die
Helferkonstrukte zwischen der Nukleinsduresequenz kodierend fiir mindestens ein
Rep-Protein und der Nukleinsduresequenz kodierend fiir die Cap-Proteine eine
zusitzliche Nukleinsduresequenz, die eine Verpackung des Helferkonstruktes in
ein AAV-Kapsid verschlechtert. Die zusitzliche Nukleinsduresequenz dient

hierbei zur Erhohung der Gesamtldnge des AAV-Konstruktes, wodurch eine
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effiziente Verpackung verschlechtert bzw. sogar verhindert wird. Eine
Verhinderung der Verpackung wird im allgemeinen dann erreicht, wenn die
Grofle der Wildtyp-AAV-DNA von 4680 Basenpaaren deutlich {iberschritten.
wird. Dies wird vorzugsweise dann erreicht, wenn die zusitzliche
Nukleinsduresequenz eine Mindestldnge von ca. 300 Nukleotiden, insbesondere
von mindestens ca. 500 Nukleotiden, vor allem von mindestens ca. 600 bis ca.

700 Nukleotiden besitzt.

Aufgrund der Uberlappung der Rep- und Cap-Gene in Wildtyp-AAV kann die
Herstellung eines Helferkonstruktes mit der genannten zusitzlichen Nukleinsdure
beispielsweise wie folgt hergestellt werden: In einem ersten Schritt wird die
AAV-Sequenz von 1691 bis 2328, die den Rep C-Terminus bzw. den AAV p40-
Promotor einschlieBlich Cap-Sequenzen und alle fiir p40 essentiellen regulatori-
schen Sequenzen enthilt, verdoppelt und hinter das Stop-Kodon fiir die gespleif3-
ten Rep-Versionen (Position 2329) einkloniert. AnschlieBend wird der p40-
Promotor im Rep-Gen zerst6rt, ohne die Rep-Aminosduresequenz zu verdndern.
Dies kann durch eine Mutation der p40 TATA-Box gewihrleistet werden.
Insgesamt konnen fiir die Klonierungsschritte folgende AAV-Nukleotide
verdndert werden, ohne dabei die Aminosduresequenz von Rep und Cap zu
verdndern: 1693 (T — A), 1694 (T — G), 2330 (G— (), 2331 (G —T), 2332 (G
— A), 1625 (C — T), 1628 (A— G), 1826 (A— C), 1827 (A — T) und 1828 (G
— C).

Zur weiteren Verringerung der Wahrscheinlichkeit, dafl sich wahrend der Her-
stellung von rAAV Wildtyp-AAV bildet, ist es vorteilhaft, ein Helferkonstrukt
herzustellen, das keine zu dem Vektorkonstrukt homologen Nukleinsduresequen-
zen enthilt, die eine homologe Rekombination erlauben. Dies kann beispielsweise
dadurch geschehen, dafi aus Wildtyp-AAV mittels einer Polymerase-Kettenreak-
tion (PCR) die AAV-Nukleotide 190 bis 1060 amplifiziert werden. Dabei soll der
5'-Primer so gewihlt werden, dafl an Position 199 eine singuldre Xbal-Schnitt-
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stelle eingefiihrt wird. Das PCR-Fragment kann anschlieBend mit Xbal und
BamHI geschnitten und in einen analog geschnittenen Vektor, zum Beispiel
pUCI19, kloniert werden. Die Position 199 im AAV-Genom gewihrleistet, daf3
alle wichtigen pS5-Promotorelemente im Helferplasmid vorhanden sind. An-
schliefend wird Wildtyp-AAV mit BamHI und SnaBI geschnitten und das Insert-
Fragment anschliefiend in die BamHI- und Smal-Positionen des Zwischenpro-
duktes einkloniert. Auf diese Weise kann beispielsweise das Helferkonstrukt mit
der Bezeichnung pUC "Rep/Cap" hergestellt werden. Dieses Helferkonstrukt
enthdlt die AAV-Sequenzen 201 bis 4497, wihrend das Vektorkonstrukt die
AAV-Sequenzen 1 bis 191 (linker ITR) und 4498 bis 4671 (rechter ITR) trigt.
Auf diese Weise existieren keine homologen AAV-Sequenziiberlappungen mehr

auf den Konstrukten.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform kénnen vom 3'-Ende des AAV-
Genoms in beispielsweise pUC "Rep/Cap" bis zu ca. 37 Basen, vorzugsweise die
AAV-2 Basen 4461-4497, deletiert werden, die fiir eine optimale Expression der
AAV-Rep- und Cap-Gene nicht benétigt werden. Das resultierende
Helferkonstrukt wird gemif der vorliegenden Erfindung mit pUC "Rep/Cap" A37
bezeichnet und enthélt die minimalisierte AAV-Sequenz von Position 201 bis
4460.

Fir die  Herstellung des Rep  78-defizienten  Helferkonstruktes
pUC*“Rep68,52,40Cap“(RBS)A37 (vgl. Fig. 6) wurden die AAV Sequenzen von
Nukleotid 201 bis Nukleotid 4497 einschlieBlich der Deletion der Intronsequenz
sowie von Nukleotid 658 bis Nukleotid 4460 in das bakterielle
Expressionsplasmid pUC19 kloniert, wobei die Bindestellen fiir das Rep-Protein
in der Plasmidsequenz deletiert wurden. Durch Anwendung dieser Strategie sind
zwel rep- sowie wenigstens zwei cap-Gene mit jeweils einer eigenen Poly(A)-
Sequenz fir die Termination der Transkription hintereinander angeordnet.

Ausgehend vom ersten Abschnitt (AAV-Sequenz Nukleotid 201 bis Nukleotid
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4497) konnen die Rep-Proteine Rep68 und Rep40 sowie die Cap-Proteine VP2
und VP3 exprimiert werden, wihrend ausgehend vom zweiten Abschnitt (AAV-
Sequenz Nukleotid 658 bis Nukleotid 4460) die Rep-Proteine Rep52 und Rep40
sowie die Cap-Proteine VP1 VP2 und VP3 exprimiert werden. Insgesamt werden

damit alle AAV-2 Proteine mit Ausnahme von Rep78 kodiert.

Fiir die Herstellung des ebenfalls Rep 78-defizienten Helferkonstrukts
pUC“ARep78Cap*“(RBS)A37 (vgl. Fig. 7) wurden die genannten AAV-Sequenzen
(nt 201-2310; nt 658-4460 einschlieflich der Deletion der Intronsequenz)
ebenfalls in das bakterielle Expressionsplasmid pUC19 kloniert. Dabei wurde
wiederum die Bindestellen fiir das Rep-Protein in der Plasmidsequenz deletiert.
Auf diese Weise wurde das rep-Gen partiell dubliziert. Das so entstandene
Helferkonstrukt enthilt nur eine Poly(A)-Sequenz, so daB alle mRNA-Transkripte
dasselbe 3’-Ende besitzen. Ausgehend vom ersten Abschnitt (AAV-Sequenz
Nukleotid 201 bis Nukleotid 2310) konnen die Rep-Proteine Rep68 und Rep40
exprimiert werden, wihrend ausgehend vom zweiten Abschnitt (AAV-Sequenz
Nukleotid 658 bis Nukleotid 4460) die Rep-Proteine Rep52 und Rep40 sowie die
Cap-Proteine VP1 VP2 und VP3 exprimiert werden. Insgesamt werden damit
auch durch dieses Vektorkonstrukt alle AAV-2 Proteine mit Ausnahme von
Rep78 kodiert.

GemiB der vorliegenden Erfindung kénnen die homologen AAV-Promotoren, die
die Expression der Rep- und Cap-Proteine kontrollieren, auch unabhingig von-
einander durch einen heterologen Promotor und/oder Enhancer ersetzt werden. Im
allgemeinen kénnen die selben Promotoren bzw. Enhancer verwendet werden, die
auch die Expression der heterologen Nukleinsduresequenzen im Vektorkonstrukt
(Transgen) kontrollieren, wie unten niher beschrieben. Besonders bevorzugt ist
der HPV 18 Enhancer, der vor allem in HeLa- und C33a-Zellen hohe Aktivititen
aufweist (Butz, K. & Hoppe-Seyler, F. (1993) J. Virol., 67, 6476-6486; Hoppe-
Seyler, F. & Butz, K. (1994) Mol. Carcinog., 10, 134-141).
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Gemil der vorliegenden Erfindung wird ein fiir das erfindungsgem#Be Verfahren
optimiertes Helferkonstrukt erhalten, das einerseits die Rep-Gene kodierend fiir
die Replikationsproteine und andererseits die Cap-Gene kodierend fiir die Hiill-
proteine enthdlt. Ein besonders bevorzugtes erfindungsgemifBes Helferkonstrukt
ist replikations-inkompetent, da es keine ITR-Sequenzen enthilt. Zudem ist das
Helferkonstrukt dahingehend optimiert, dafl die Entstehung von Wildtyp-AAV
aufgrund der oben beschriebenen vorteilhaften Modifikationen verringert bzw. im
wesentlichen verhindert werden kann. Im allgemeinen fiihrt jedoch die Trennung
der ITR-Sequenzen von den AAV-Promotoren zu einer Deregulation der Rep-

und Cap-Expression im Helferkonstrukt.

Modifikationen im Vektorkonstrukt sind vorzugsweise so anzulegen, daB sie im
wesentlichen keinen negativen Einfluf auf die Verpackungseffizienz der
Vektorkonstrukte austiben konnen, sondern im Gegenteil die Vektorkonstrukte
stabilisieren, unerwiinschte Rekombinationsereignisse verringern bzw. im
wesentlichen vermeiden und/oder zu einer Erhohung der Expressionsrate der

eingebauten Transgene fiihren.

Es ist bekannt, daf} die ITR-Sequenzen von AAV-2, welche 145 Basenpaare lang
sind, aus einem grofen Palindrom (A) und zwei kleineren internen Palindromen
(B und C) aufgebaut sind. Hierbei bilden die ersten 125 Basen der ITR-Sequenz
eine Haarnadelstruktur in T-Form (siehe z.B. Muzyczka, N. (1992), supra). Hier-
bei kann die terminale Sequenz in einer von zwei Konfigurationen vorliegen. Bei
der ersten Konfiguration, auch "Flip" genannt, ist das B-Palindrom ndher am 3'-
Ende und bei der zweiten Konfiguration, auch "Flop" genannt, ist das C-
Palindrom ndher am 3'-Ende (siehe auch Svivastava, A. et al. (1983) J. Virol.
45(2), 555).
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Es wurde nun lberraschenderweise gefunden, daf3 eine Flop-Flop-Orientierung
beider ITR-Sequenzen in den Vektorkonstrukten deutlich stabiler ist als eine Flip-
Flop oder Flip-Flip-Orientierung. Zudem neigt die Flop-Flop-Orientierung selte-

ner zu unerwiinschten Rekombinationsereignissen als die Flip-Flop-Orientierung.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Vektorkon-
strukt, enthaltend ein oder mehrere zu AAV heterologe Nukleinsduren, die von
ITR-Sequenzen flankiert werden, wobei die ITR-Sequenzen in Flop-Orientierung

vorliegen.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform wird die Expression der heterologen
Nukleinsduren von einem zu AAV heterologen Promotor kontrolliert. Uberra-
schenderweise wurde hierbei gefunden, daf die Expressionsrate dadurch gestei-
gert werden kann, daf der heterologe Promotor zur 3'-lokalisierten ITR-Sequenz

orientiert ist.

Als Promotoren eignen sich alle zu AAV homologen und vorzugsweise heterolo-
gen Promotoren. Zu AAV homologe Promotoren sind die Promotoren p5, pl9
und/oder p40 und zu AAV heterologe Promotoren eignen sich alle konstitutiv
aktiven oder induzierbaren Promotoren, die in eukaryotischen Zellen, vorzugs-
weise Sdugerzellen, aktiv sind. Diese sind beispielsweise der SV40-Promotor
(Samulski, R.J. (1989) J. Virol. 63, 3822), der SV40ori-Enhancer, der CMV-
Promotor/Enhancer (Vincent, K.A. et al. (1990) Vaccine, 90, 353) oder der LTR-
Promotor (Lebkowski, J.S. (1988) Mol. Cell. Biol. 8, 3988). Besonders bevorzugt
ist der CMV-Promotor/Enhancer.

Fiir eine effiziente Verpackung der Vektorkonstrukte in AAV-Kapside mit Hilfe
der Helferkonstrukte ist es vorteilhaft, dal das Vektorkonstrukt eine GroBe von
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ca. 4700 Basenpaaren +/- 5% nicht wesentlich unter- oder iiberschreitet. Bei-
spielsweise kann das Plasmid pAV2 (Laughlin, C.A. et al. (1983) supra) mit der
Restriktionsendonuklease Bglll geschnitten werden und die hierdurch erhaltenen
AAV-Sequenzen in den Vektor pUC19 (Yannish-Perron, C. et al. (1985) Gene,
33, 103) subkloniert werden. Dies geschieht beispielsweise dadurch, da pUC19
mit BamHI geschnitten und direkt mit dem BglII-Fragment aus pAV?2 ligiert wird.
Eine Kontrollsequenzierung der ITRs hat ergeben, daB das linke ITR bis auf einen
Basenaustausch an Position 2 (T — () vollkommen intakt ist, wihrend dem
rechten ITR 8 terminale Basen fehlen. Die Replikationsfihigkeit des Konstruktes
wird jedoch hierdurch nicht beeintréchtigt, da wihrend der Replikaton des AAV-
Genoms die Defekte repariert werden kénnen, so daf3 die Konstrukte zwei intakte

[TRs tragen kénnen.

Anschlieend konnen die AAV-Sequenzen 192 bis 4497 entfernt werden und
durch eine CMV-PolyA-Expressionskassette ersetzt werden. Hierzu werden bei-
spielsweise durch Doppelstrangmutagenesen PpuMI- und EcoRV-Schnittstellen
vor dem CMV-Promotor/Enhancer bzw. hinter die PolyA-Stelle im Vektor pCI
(Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) eingefiihrt, die CMV-PolyA-
Expressionskassette ausgeschnitten und direkt in das mit PpuMI und SnaBI
geschnittene  Vektorkonstrukt einkloniert. Die optimale Orientierung der
Expressionskassette kann beispielsweise mit Hilfe des Luciferase-Reportergens
ermittelt werden. Wie bereits oben erwihnt, ist die Expressionsrate am groBten,
wenn der heterologe Promotor, insbesondere der CMV-Promotor/Enhancer am

rechten ITR, d.h. zur 3'-lokalisierten ITR-Sequenz orientiert ist.

Die erfindungsgemifen Helferkonstrukte und/oder Vektorkonstrukte eignen sich
besonders bevorzugt in dem erfindungsgemédfBen Verfahren zur Herstellung von
rekombinanten AAV-Partikeln. Als besonders vorteilhaft hat sich hierbei folgen-

des Verfahren erwiesen:
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Zuerst werden geeignete Zellen, beispielsweise HeLa-Zellen in einer bevorzugten
Menge von ca. 1-2 x 10® Zellen, in Medium mit ca. 10% Serum ausgesit. Vor-
zugsweise am darauffolgenden Tag erfolgt die Transfektion der Zellen mit dem
Helferkonstrukt insbesondere mit Hilfe der Calciumphosphat-Transfektionsme-
thode. Anschlieend werden die Zellen vorzugsweise am darauffolgenden Tag mit
Puffer, beispielsweise PBS-Puffer, gespiilt und mit frischem Medium mit ca. 10%
Serum befiillt. Gleichzeitig oder kurz anschlieffend erfolgt die Transfektion der
Zellen mit vorzugsweise der gleichen Menge an Vektorkonstrukt. Nach einiger
Zeit, vorzugsweise am darauffolgenden Tag, werden die Zellen mit Helferviren,
vorzugsweise mit Adenoviren, z.B. Ad-5, infiziert. Vorzugsweise am darauffol-
genden Tag erfolgt ein weiterer Medienwechsel gegen serumfreies Medium.
Danach werden die Zellen beispielsweise fiir weitere 3 Tage inkubiert, ehe die

rAAV-Partikel aus den Zellen und dem Medieniiberstand geerntet werden kénnen.

Ein wesentlicher Vorteil des erfindungsgeméifien Verfahrens ist, daf eine wesent-
liche Reduktion der Rekombination beider Konstrukte zu Pseudo-Wildtyp AAV
sowie eine um den Faktor 1,5-3 bessere Verpackungseffizienz erreicht werden
kann. Die Ausbeute an rAAV-Partikeln liegt bei ca. 10'*-10" und die Ausbeute an
transduzierenden rAAV-Partikeln bei wenigsten 10°-10'°. Ein weiterer wesentli-
cher Vorteil des erfindungsgeméfBen Verfahrens ist, dafl die nachfolgende Reini-
gung der rAAV-Partikel wesentlich erleichtert ist, insbesondere da durch den
Austausch gegen Serum-freies Medium im wesentlichen kein Serum-haltiges

Medium mit einem unerwiinschten Proteinanteil im Ansatz vorhanden ist.

Als heterologe Nukleinsduresequenz kann gemif der vorliegenden Erfindung im
wesentlichen jede beliebige kodierende wie auch nicht kodierende Nukleinsdure-
sequenz verwendet werden, beispielsweise Gene kodierend fiir pharmazeutisch

wirksame Proteine, wie zum Beispiel Erythropoietin (siehe z.B. EP 0 148 605 B1)
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oder Insulin (siehe z.B. EP 0 001 929 B1) oder die Gene kodierend fiir Blutgerin-
nungsfaktoren, Interferone, Cytokine, Hormone, Wachstumsfaktoren, z.B. IL-2,
IL-4, IL-12, p53 oder y-Interferon (siehe z.B. W0O94/16716), Antikorper usw.,
oder sog. Antisense-Oligonukleotide als Beispiel fiir nicht-kodierende
Nukleinsduren.  Vorzugsweise wird eine oder mehrere heterologe
Nukleinsduresequenz(en) in ein replikationsdefizientes  Vektorkonstrukt
eingebracht. Bei der Verwendung replikationsdefizienter Vektoren wird
vorzugsweise in der Nahe der Sattigungskonzentration von Helfer- und
Vektorkonstrukt in der Zelle gearbeitet. Eine bevorzugte_ Menge an Helfer- und

Vektorkonstrukt ist beispielsweise ca. 3,5-4 mg Konstrukt fiir ca. 2-3 x 10® Zellen.

Bei Verwendung von Genen kodierend filir pharmazeutisch wirksame Proteine,
wie z.B. die oben erwéhnten Proteine, ist es jedoch im allgemeinen auch méglich,
insbesondere fiir das Helferplasmid, selbstreplizierende Konstrukte zu verwenden,
die beispielsweise das SV40ori tragen, vorzugsweise wenn die gewdhlte
Transfektionsmethode keine Sittigung mit den einzelnen Konstrukten erméglicht.
Insbesondere ist es bevorzugt, Konstrukte zu verwenden, die sowohl SV40ori-
Nukleinsduresequenzen (Mellon et al. (1981) Cell, 27, 279-288) als auch
Nukleinsduresequenzen kodieren fiir das SV40 T-Antigen (Gerard, R. D. &
Gluzman, Y. (1985) Mol. Cel. Biol., 5, 3231-3240) enthalten, da dadurch
unabhéngig von stabil T-Antigen-exprimierenden Zellen, wie z.B. COS-7, eine
Replikation erzielt wird. Ebenso konnen in die Helfer- und/oder Vektorplasmide
auch andere bekannte Sequenzen zur Plasmidreplikation eingebaut werden, wie z.
B. den viralen Replikationsursprung oriP von EBV (Epstein Barr Virus) oder die

Expressionskassette fir das EBV Replikationsprotein EBNA.

Aus WO 98/06746 ist beispielsweise bekannt, dafl eine gentechnisch verdnderte
Melanomzellinie, die beispielsweise GM-CSF exprimiert, als Vakzine verwendet
werden kénnte. Aus WO 94/16716 ist die Verwendung eines rekombinanten

Virus in der Krebstherapie unter Verwendung mindestens eines Cytokins, bei-
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spielsweise GM-CSF oder B7 und/oder eines Tumor-assoziierten Antigens
bekannt. Das B7-Gen bezieht sich hierbei auf das sog. B7.1-Gen. Aus WO
94/04196 ist ein DNA-Konstrukt zur Behandlung von Tumorerkrankungen
offenbart, das ein Cytokin und des weiteren B7 kodiert, wobei auch hier B7.1
gemeint ist. Aus WO 92/00092 ist die Nukleinsduresequenz kodierend fiir B7.1,
aus WO 94/03408 bzw. WO 95/06738 ist die Nukleinsiduresequenz kodierend fiir
B7.2 und aus EP-B1-0 188 479 ist die Nukleinsduresequenz fiir GM-CSF bekannt.

In Verbindung mit dem erfindungsgeméBen Vektorkonstrukt ist die Verwendung
von B7.2 besonders vorteilhaft, da in vitro Untersuchungen gezeigt haben, da3 im
Gegensatz zu B7.2 Interferon-gamma oder IL-12 inhibitorische Wirkungen in
Zusammenhang mit B7.1 auf die Aktivierung von T-Lymphozyten haben (Rudy
et al. (1997) Int. Immunol, 9, 853). In Anwesenheit eines zweiten Transgens
kodierend fiir GM-CSF kann die tumorzerstorende Wirkung eines B7-Molekiils

(B7.1 oder B7.2) gesteigert werden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine Tumorzelle,
vorzugsweise eine Melanomzelle, in der eine heterologe Nukleinsduresequenz
kodierend fiir GM-CSF und B7.2 eingebracht wurde, und deren Verwendung als
Arzneimittel, insbesondere zur Behandlung von Krebserkrankungen, vor allem

von bosartigen Krebserkrankungen, wie Melanome.

Aufgrund der einfacheren Handhabbarkeit sind sogenannte Doppelvektoren, die
sowohl die Nukleinsduresequenz kodierend fiir GM-CSF wie auch die
Nukleinsduresequenz kodierend fiir B7.2 enthalten, besonders bevorzugt. Die
Verwendung von Doppelvektoren reduziert insbesondere die Zahl der
Verpackungsvorgédnge. Uberraschenderweise erlauben die erfindungsgemaBen
Doppelvektoren eine vergleichbar effiziente Expression beider Transgene wie die

Koinfektion mit zwei Einzelvektoren.
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Vorzugsweise wird ein Primértumor, insbesondere ein frisch isolierter Primértu-
mor oder eine etablierte proliferierende Tumorzellinie mit einem rekombinanten
AAV-Konstrukt gemdfl der vorliegenden Erfindung transduziert. Vor der
Verwendung als Tumorvakzine, vorzugsweise vor der Transduktion, werden die
Tumorzellen tiblicherweise bestrahlt, beispielsweise mit einer Gesamtdosis von
ca. 100 Gy bis 300 Gy, um die Tumorzelle abzutten, ohne jedoch ihre
wesentlichen immunstimulierenden Eigenschaften zu verlieren. AnschlieBend
werden dem Patienten vorzugsweise dreimal ca. 1 x 10° bis ca. 1 x 10°
Tumorzellen, vorzugsweise Melanomzellen, insbesondere ca. 1 x 10° bis ca. 1 x
10’ Tumorzellen, beispielsweise ca. 3 x 10° Tumorzellen verabreicht. Die

Tumorzellen (Primédrtumor oder Tumorzellinie) koénnen entweder vom

behandelten Patienten (autolog) oder von fremden Patienten (allogen) abstammen.

Die erfindungsgemiflen Konstrukte kénnen auch allgemein zur Behandlung von
beliebigen Erkrankungen, vorzugsweise von Tumorerkrankungen, wie z. B. von
Ovar-, Brust-, Colon-, Prostata-, Bronchial-, Kopf- und/oder Halstumor neben
dem Malignen Melanom, wie oben bereits niher ausgefiihrt, verwendet werden.
Als therapeutische Gene eignen sich die oben beispielhaft aufgefiihrten Gene.
Neben der ex vivo Modifikation von dem Patienten entnommenen Zellen, wie z.
B. Tumorzellen, mit den erfindungsgeméfBen Konstrukten nach vorzugsweise dem
erfindungsgemifBen Verfahren, kann der Patient auch in vivo mit Hilfe der
erfindungsgemifien Konstrukte behandelt werden (siehe z. B. U.S. 5,858,351 oder
U.S. 5,846,528).

Die nachfolgenden Figuren und Beispiele sollen die Erfindung néher erldutern,
ohne sie zu beschrinken:
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Beschreibung der Figuren

Figur 1 gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Verfahrensschritte zur Herstellung
von rAAV-Partikeln und deren Verwendung zur Herstellung einer autologen

Vaccine zur Behandlung von Melanomen.
Figur 2 zeigt schematisch eine Auswahl der erfindunggemifien Helferkonstrukte.

Figur 3 zeigt einen Vergleich der Genomstrukturen von Wildtyp AAV (wt AAV),
Helferkonstrukt (=Helferplasmid) und Vektorkonstrukt (=Vektorplasmid).

Figur 4 zeigt schematisch Einzel- und Doppel-Expressionsvektoren.

Figur 5 zeigt schematisch die 5'-lokalisierte ITR-Sequenz der AAV
Vektorkonstrukte mit den Konfigurationen Flip und Flop.

Figur 6  zeigt schematisch das  Rep78-defiziente  Helferplasmid
pUC*“Rep68,52,40Cap“(RBS)A37.

Figur 7 zeigt schematisch das weitere Rep78-defiziente Helferplasmid
pUC*ARep78Cap“(RBS)A37.

Figur 8 zeigt das Ergebnis einer T-Zell-Proliferation durch Transduktion von
Mel63-Zellen mit verschiedenen Konstrukten kodierend fiir B7.1, B7.2 und GFP.
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Revitalisierung von Hela-t-Zellen

Ein Flaschchen HeLa-t-Zellen (5 x 10° Zellen pro Fldschchen pro ml) wurde
im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellen wurden sofort auf ca. 10 ml
kaltes DMEM-Medium (Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium)
tropfenweise pipettiert und 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 10 ml DMEM resuspendiert und die Zellen erneut bei 200 g
pelletiert. Schlieflich wurden die Zellen in 20 ml DMEM (mit 10% FKS,
(fotales Kilberserum), Pen/Strep (Penicillin/Streptomycin) und Glutamin)
suspendiert und in einer Nunc T80-Flasche bei 37°C, 5% CO, kultiviert.

Vorkultivierung und Kultivierung der HeLa-t-Zellen

Eine konfluente Kulturflasche wurde zur Expansion der HeLa-t-Zellen und
zur Beibehaltung der FlaschengroBe 1:10 (3 Tage bis zur erneuten Konflu-
enz) bis 1:20 (4 Tage bis zur erneuten Konfluenz) gesplittet. Beim Ubergang
von T80 auf T175 Flaschen wurde 1:5 bis 1:10 gesplittet. Dies geschah durch
eine etwa S5-miniitige Trypsinbehandlung der Zellen bei 37°C bis zum
Ablésen der Zellen. Die abgeldsten Zellen wurden in Medieniiberschuf (ca.
Sfaches Volumen) suspendiert, 6 Minuten bei 200 g abzentrifugiert, nach
Bedarf in frischem Medium aufgenommen und auf neue Kulturflaschen
verteilt. Bei Verwendung einer konfluenten T80-Flasche (erste Passage frisch
aufgetauter Zellen) wurden die Zellen zuerst mit Trypsin behandelt und
anschlieffend auf funf T175-Flaschen mit je 50 ml Medium 1:10 aufgeteilt.
Nach drei Tagen wuchsen die Zellen wieder konfluent in den Flaschen.
Anschliefflend wurden die Zellen aller fiinf T175-Flaschen mit Trypsin
behandelt und in einem Wannenstapel (10 Ebenen, 6320 cm? Kulturfliche,
900 ml Medium) ausgesit (ca. 1-2 x 10 HeLa-t-Zellen). Hierzu wurde der

Wannenstapel {iber ein Schlauchsystem mit einem sterilen Glasbehélter
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verbunden, wobei der Zufuhrschlauch zum Wannenstapel zundchst geschlos-
sen blieb. Der Glasbehilter wurde mit der Zellsuspension in 900 ml DMEM
befiillt. AnschlieBend wurde die Suspension durch Offnen der Schlauch-
klemme in den Wannenstape!l tiberfiihrt. Der Druckausgleich wurde durch

Verwendung von Luftfiltern hergestellt.

Herstellung der Transfektionslésungen
(1) CaCl,-Stammlosung

Eine 3-molare CaCl,-Stamml6sung wurde hergestellt und vor Gebrauch

auf 260 mM verdiinnt und steril gefiltert.
(2) 2 x BBS-Transfektionspuffer
Der zweifache Transfektionspuffer ist wie folgt zusammengesetzt:

280 mM NaCl, 50 mM BES, 0,75 mM Na,HPO4 und 0,75 mM NaH,PO,
(pH 7,8-8,0).

Herstellung der Vektorplasmide

Ausgangsplasmid war das Plasmid pAV2 (ATCC 37216; Laughlin, L.A. et al.
(1983) Gene, 23(1), 65), welches das AAV-Genom in einem modifizierten
pBR322-Vektor enthdlt. Die Integritdt der AAV-ITRs wurde durch Sequen-
zierung iiberpriift. Nach Hydrolyse von pAV2 mit BglIl war die Subklonie-
rung der AAV-Sequenz in pUC19 moglich. Hierzu wurde pUC19 mit BamHI
geschnitten und direkt mit dem AAV-enthaltenden BgllI-Fragment von pAV2
ligiert. Das daraus resultierende Plasmid wird mit pUCAV2 bezeichnet. Die
Sequenzierung der ITRs in pUCAV2 und in pAV2 ergab, dall das linke ITR
bis auf einen Basenaustausch an Position 2 (T = G) vollkommen intakt ist,

wihrend im rechten ITR 8 terminale Basen fehlen.
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AnschlieBend wurde pUCAV2 mit PpuMI und SnaBI geschnitten, wodurch
die AAV-Sequenzen 192 bis 4497 entfernt wurden, was der AAV-Expres-
sionskassette entspricht. Diese Sequenzen wurden durch eine CMV-PolyA-
Expressionskassette aus pCI (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland)
ersetzt. Hierzu wurden in pCl zunéchst durch Doppelstrangmutagenesen
PpuMI und EcoRV-Schnittstellen vor dem CMV-Promotor bzw. hinter die
PolyA-Schnittstelle eingefiihrt und zwar in beiden Orientierungen (PpuMI
vor CMV und EcoRV hinter PolyA und umgekehrt). Danach wurde die
Expressionskassette durch doppelte Hydrolyse mit PpuMI und EcoRV aus
pCl ausgeschnitten und direkt in das mit PpuMI, SnaBI geschnittene
pUCAV2-Vektorfragment in beiden Orientierungen kloniert (pCI-Sequen-
zen: Orientierung 1 (CMV am rechten ITR): (4002 bis 4008) + (1 bis 1351
+ 5 neue Basen bzw. Orientierung 2 (CMV am linken ITR): (4001 bis
4008) + (1 bis 1351) + 7 neue Basen). In diese Basisvektoren wurden

anschliefend die unterschiedlichen Transgene einkloniert.

Die optimale Orientierung der Expressionskassette wurde mit Hilfe des
Luciferase-Reporter-Gens ermittelt. Das Ergebnis war, dafl die Orientierung
offensichtlich keinen EinfluB auf die Verpackungseffizienz der Vektorkon-
strukte ausiibte, jedoch war die Expressionskassette aktiver, wenn der
CMV-Promotor zum rechten ITR hin orientiert ist. Bei allen Klonierungs-
und Sequenzierungsarbeiten wurde festgestellt, daB eine Flop-Flop-
Orientierung beider ITR-Strukturen in den Vektorplasmiden deutlich stabiler
ist als eine Flip-Flop-Orientierung. Die Flop-Flop-Orientierung war in
Bakterien viel stabiler und neigte seltener zu unerwiinschten
Rekombinationsereignissen als die Flip-Flop-Orientierung. Eine theoretisch
mogliche Flip-Flip-Orientierung wurde in keinem einzigen Klon gefunden.
Aus diesem Grunde wurden alle Transgene in einen Basisvektor kloniert,

dessen ITRs die Flop-Flop-Orientierung aufweisen (Fig. 4).
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Vektor- Orientierung Lage des Promotor- Promotor-
plasmid der ITRs CMV aktivitat aktivitit
Promotors (pPAAV-luc)  (rAAV-luc)
PAAV-luc 5'-ITR: flip am 5'-ITR 1,13 1,36
Klon 1 3"-ITR: flop |
PAAV-luc 5'-ITR: flop am 5'-ITR 1 1
Klon 3 3'-ITR: flop
pAAV-luc 5'-ITR: flip am 3'-ITR 1,37 2,54
Klone 3b, 11 | 3'-ITR: flop
PAAV-luc 5"-ITR: flop am 3'-ITR 1,5 2,88
Klone 3"-ITR: flop
10,15,24

* = 6 ug Vektorplasmid wurden in 4x10° HeLa-t Zellen transfiziert. 40
5 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Promotoraktivitat
tiber die Messung der Luciferasecounts ermittelt. Angegeben ist die relative

Promotoraktivitit (1 = 2x10® counts).

** =4 pg Verktorplasmid wurden mit 12 pg Helferplasmid (pUC"rep/cap")

10 in 1x10° HeLa-t Zellen transfiziert. 2 Tage spdter wurden die Zellen mit
AdV-5 (MOI=2) infiziert. 3 Tage nach Infektion wurden die Zellen im
Medium durch Frier/Tau-Lyse aufgeschlossen, Zelltriimmer pelletiert und das
rAAV-Lysat 10 min bei 60°C Hitze inaktiviert. Mit 10% des Lysats wurden
3x10° bestrahlte HeLa-t Zellen (100 Gy) infiziert. 40 Stunden nach Infektion

15 der Zellen mit rAAV wurden die Zellen lysiert und die Luciferaseaktivitit
ermittelt. Angegeben ist die relative Aktivitit (1= 1x10° counts).
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Spalte 4 (rel. Promotoraktivitdt nach transienter Transfektion der Konstrukte)
spiegelt direkt, Spalte 5 indirekt die Aktivitit des CMV-Promotors in
Abhéngigkeit von der Lage innerhalb des AAV-Genoms wider. Wie aus der
Tabelle zu entnehmen ist, steigt die Aktivitdt des Promotors etwa um den
Faktor 1,5 - 3, wenn dieser am 3'-ITR gelegen ist. Die erzielten rAAV Titer
nach Verpackung der verschiedenen Klone sind etwa vergleichbar
(genomische Titer wurden {iber Dotblot Analysen bestimmt). Dies bedeutet,
daB3 die Orientierung der ITRs (flip/flop) bzw. des CMV-Promotors zu den
ITRs fiir die Verpackbarkeit der Konstrukte in rAAV Partikel keine Rolle
spielt. Ferner ist anzumerken, dafl Klone mit flip/flop Orientierung der ITRs
(1, 3b und 11) sehr viel seltener gefunden wurden, als solche mit flop/flop

Orientierung.

Herstellung des Helferplasmids

Aus Wildtyp-AAV-DNA wurden mittels PCR die AAV-Basen 190 bis 1060
amplifiziert. Dabei wurde der 5'-Primer so gewahlt, da an Position 199
eine singuldre Xbal-Schnittstelle eingefiihrt wurde. Das PCR-Fragment
wurde dann mit Xbal und BamHI nachgeschnitten und in den ebenso
geschnittenen Vektor pUCI19 kloniert. Position 199 im AAV-Genom wurde
gewdhlt, um sicherzustellen, daB alle wichtigen p5-Promotorelemente im
Helferplasmid vorhanden sind. Nach einer Kontrollsequenzierung wurde
Wildtyp-AAV-DNA mit BamHI und SnaBI geschnitten und das Insert-Frag-
ment anschliefend in die BamHI und Smal-Position des Zwischenproduktes
einkloniert. Auf diese Weise wurde das Basis-Helferplasmid pUC "rep/cap"
gewonnen (Fig. 2). Dieses Helferplasmid enthélt die AAV-Sequenzen 201
bis 4497, wihrend das oben beschriebene Vektorplasmid die AAV-Sequen-
zen 1 bis 191 bzw. 1-60/83-191 (linker ITR) und 4498 bis 4671 (rechter
ITR) trigt. Auf diese Weise wurde sichergestellt, daB keine homologen

AAV-Sequenziiberlappungen auf den Plasmiden existieren. AnschlieBend
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wurde vom 3'-Ende des AAV-Genoms in pUC "rep/cap” A37 Basen
deletiert, die fiir eine optimale Expression der AAV-Rep und Cap-Gene
nicht bendtigt werden. Das resultierende Helferplasmid wird mit pUC
"rep/cap" A37 bezeichnet und enthilt die minimalisierte AAV-Sequenz von

Position 201 bis 4460 (Fig. 2).

AnschlieBend wurde die 'Rep—Bindungsstelle (RBS) im Vektorriickgrat
pUC19  (Position 684 bis 708 einschlieBlich; Sequenz: 5'-
CTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGAC-3) delefiert, um eine nicht-
homologe Rekombination an dieser Position zu vermeiden. Das Plasmid
tragt die Bezeichnung pUC "rep/cap"(RBS)A37. In einigen Plasmiden
wurden zudem die drei RBS im Rep-Gen (p5- und p19-Promotor) einzeln und
in verschiedenen Kombinationen mutiert, ohne die Aminosiuresequenzen des

Rep-Proteins zu verdndern (Fig. 2).

In einem weiteren Helferplasmid wurde eine sog. "functional separation"-
Sequenz (fs) von 638 Basenpaaren Linge zwischen das Rep- und Cap-Gen
eingefiihrt. Hierzu wurde zuerst die AAV-Sequenz 1691 bis 2328, die den
Rep C-Terminus bzw. den AAV p40-Promotor einschlieSlich Cap-Sequenzen
und alle fiir p40 essentiellen regulatorischen Sequenzen enthilt, verdoppelt
und hinter das Stop-Kodon fiir die gespleifiten Rep-Versionen (Position 2329)
kloniert. Dadurch wurde der AAV p40-Promotor, welcher das cap-Gen
kontrolliert, verdoppelt und hinter das rep-Gen eingesetzt. Anschlieend
wurde der p40-Promotor im rep-Gen zerstért, ohne die Rep-Aminosdurese-
quenz zu verdndern. Diese wurde durch eine Mutation der p40 TATA-Box
gewihrleistet. Insgesamt wurden fiir die erforderlichen Klonierungsschritte
folgende AAV-Nukleotide verdndert, ohne dabei jedoch die Aminoséurese-
quenz von Rep und Cap zu verdndern: 1693 (T — A), 1694 (T — G), 2330
(G—C),2331(G—T),2332(G— A), 1625 (C — T), 1628 (A — G), 1826
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(A—C), 1827 (A — T) und 1828 (G — C). Das resultierende Helferplasmid
wird mit pUC "rep/fs/cap" A37 bezeichnet (Fig. 2).

Analog wurde eine zusitzliche Sequenz in pUC "rep/cap”"(RBS)A37 einge-
fligt, wobei ein Helferplasmid mit der Bezeichnung pUC "rep/fs/cap" (RBS)
A37 resultierte (Fig. 2).

Die weiteren Rep78-defizienten Helferkonstrukte wurden hergestellt, indem
im Helferkonstrukt pUC“rep/cap“(RBS)A37 (vgl. Fig. 2) die AAV
Nukleotide 1907 bis 2227, die dem rep Intron entsprechen, durch
Doppelstrangmutagenese  deletiert wurden, wodurch das Plasmid
pUCAAVSpleil als Zwischenprodukt erhalten wurde. Das Plasmid
pUCAAVSpleil wurde mit dem Restriktionsenzym Ndel linearisiert, mit
einer Exonuklease, beispielsweise Mung Bean Nuclease (Boehringer
Mannheim, Deutschland) behandelt und anschlieBend mit dem
Restriktionsenzym Sphl versetzt. Das so erhaltene Fragment mit einer Linge
von 4222 bp wurde mit einem Vektorfragment zum Rep78-defizienten
Helferkonstrukt pUC*“Rep68,52,40Cap*“(RBS)A37 (10657 bp) durch Ligation
verbunden (vgl. Fig. 6). Fir die Gewinnung dieses Vektorfragments kann
beispielsweise pUC“rep/cap“(RBS)A37 verwendet werden, das nach einer

Behandlung mit den Restriktionsenzymen Nrul und Sphl in einer Linge von

6435 bp erhalten wird.

Dasselbe Vektorfragment kann weiterhin zur Herstellung eines weiteren
Rep78-defizienten Helferkonstruktes pUC*“ARep78Cap“(RBS)A37 verwendet
werden (vgl. Fig. 7). Hierfir wurde das Zwischenprodukt pUCAAVSpleil3
mit den Restriktionsenzymen Asel, BsrBI sowie Sphl behandelt. Das 1808 bp
lange BsrBI-Sphl-Fragment wurde mit dem 6435 bp langen Vektorfragment
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zu besagtem Helferkonstrukt pUC“ARep78Cap“(RBS)A37 zu einer
Gesamtldnge von 8243 bp durch Ligation verbunden. Durch diese
Klonierungsstrategie wird in beiden Rep78-defizienten Helferkonstrukten das
rep Gen teilweise dupliziert, so daBl eine verstirkte Expression der Rep-

Proteine Rep68, Rep52 und Rep40 von beiden rep Genen erméglicht wird.

Die oben beschriebenen und in Fig. 2 schematisch dargesteliten Helferplas-

mide besitzen alle in etwa vergleichbare Verpackungskapazititen.

Im Rahmen der Kotransfektionsexperimente wurden 4 pg Vektorplasmid
(pPAAV-GFP) mit 12 pg Helferplasmid in 1x10® HeLa-t Zellen kotransfiziert.
Lediglich im Falle des mit (seq) bezeichneten Experiments wurden zunéchst
16 png Helferplasmid, einen Tag darauf 16 pg Vektorplasmid sequentiell
transfiziert. 2 Tage nach (der ersten) Transfektion wurden die Zellen mit
AdV-5 (MOI=2) infiziert. 3 Tage spiter wurden die Zellen im Medium durch
Frier/Tau-Lyse aufgeschlossen, Zelltrimmer pelletiert und das rAAV-Lysat
10 min bei 60°C Hitze-inaktiviert. Mit verschiedenen Verdiinnungen des
Lysats wurden 3x10” bestrahlite HeLa-t Zellen (100 Gy) infiziert. 40 Stunden
nach Infektion der Zellen mit rAAV wurden die Zellen im FACS-Flow
hinsichtlich der GFP Expression analysiert und hieraus die transduzierenden
Titer der rAAV Rohlysate ermittelt. Jedes Helferplasmid wurde in mindestens
5 unabhéngigen Experimenten getestet. In der Tabelle sind gemittelte Werte

dargestellt.
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Helferplasmid Transduzierender rAAV-GFP
Titer (tP / ml)

pUC"rep/cap” 1,38x10’
pUC"rep/cap"A37 1,49 x107
pUC"rep/fs/cap"A37 1,26 x10’
pUC"rep/cap"(RBS) A37 1,46 x10’
pUC"rep/fs/cap"(RBS) A37 9,11 ‘x106
pUC"rep/cap"A37 (seq) 2,48 x107

tP = transduzierende Partikel

seq =  sequentielle Transfektion

Die Verpackung und Titerbestimmung fiir die folgenden Experimente 1 bis 3
erfolgte wie oben beschrieben. Bei den Experimenten 1 und 3 handelte es sich
um sequentielle Transfektionen, bei Experiment 2 um eine Kotransfektion von

Helfer- und Vektorkonstrukt.

Rep78-defiziente Helferkonstrukte zeigen bei sequentieller Transfektion von
Helfer- und Vektorkonstrukt (Experimente 1 und 3, in der nachfolgenden
Tabelle dargestellt) in etwa gleich gute Verpackungseffizienzen verglichen mit
Rep78-kodierenden Helferkonstrukten. Alle transduzierenden Titer lagen im
gleichen logarithmischen Bereich. Bei Experiment 2 wurden Kotransfektionen
durchgefiihrt, wodurch andere Versuchsbedingungen gew#hit wurden und

Experiment 2 daher auch hinsichtlich der Verpackungseffizienzen nicht mit
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Experiment 1 und 3 verglichen werden kann. Die Ergebnisse dieser

Experimente sind in der folgenden Tabelle gezeigt.

Experiment | Experiment | Experiment
1 2 3

Helfkons S Rl i
pUC'"rep/cap"A37 4,87E+06 | 7,80E+07 | 4,90E+07
pUC"rep/cap"(RBS)A37 8,13E+06 | 2,60E+07 | 3,80E+07
pUC"rep/fs/cap"A37 7,26E+06 2‘,50E+O7 4,10E+07
pUC"rep/fs/cap"(RBS)A37 2,74E+06 | 3,50E+06 | 5,20E+07
pUC"Rep68,52,40Cap"(RBS)A37 | 1,98E+06 | 2,50E+06 | 2,40E+07
pUC"ARep78Cap"(RBS)A37 n.d. 2,50E+06 | 1,80E+07

5
6. Verpackung rekombinanter AAV-Vektoren

Tag 1: Aussden von HeLa-t-Zellen in Wannenstapeln

1 Nunc Wannenstapel (10 Ebenen, 6320 cm? Kulturfliche) wurde mit ca. 2 x

10® HeLa-t-Zellen in 900 m! DMEM, wie oben bereits ndher beschrieben,
10 befiillt und tiber Nacht bei 37°C, 5% CO, kultiviert.

Tag 2: Calciumphosphattransfektion nach Chen, T. & Okayama, H. (1987),

supra, der HeLa-t-Zellen mit dem Helferplasmid:

1800 ng Helferplasmid wurden mit 45 ml sterilem 260 mM CaCl, vermischt,
15 45 ml steriles 2 x BBS zugegeben, vorsichtig vermischt und 15 Min. bei

Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde das Medium aus dem Wan-
nenstapel in ein steriles 1 bis 2 | grofles GefdB iiberfiihrt, das Transfektions-
gemisch zupipettiert und das Medium wieder in den Wannenstapel zurtick-

geleitet. Die Transfektion wurde bei 35°C, 3% CO, iiber Nacht durchgefiihrt.
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Tag 3: Transfektion der HeLa-t-Zellen mit dem Vektorplasmid:

18 Stunden nach der Transfektion mit Helferplasmid wurden die Zellen auf
37°C, 5% CO, gebracht, und nach weiteren 3 bis 5 Stunden das Medium
gegen ein neues Medium (900 ml DMEM mit 10% FKS, Glutamin und
Pen/Strep) ausgetauscht sowie das Vektorplasmid in das frische Medium, wie

oben beim Helferplasmid bereits nédher beschrieben, tiberfiihrt.

Tag 4: Infektion der HeLa-t-Zellen mit Adenoviren:

18 Stunden nach Transfektion mit dem Vektorplasmid wurden die Zellen
ermneut auf 37°C, 5% CO, gebracht, und nach weiteren 3 bis 5 Stunden mit
Adenoviren infiziert. Hierzu wurde das Kulturmedium gegen 900 ml
DMEM-Medium (DMEM mit 10% FKS, Glutamin und Pen/Strep), welches
mit 2 bis 3 x 10° (MOI = 5) Adenoviren (Ad-5) versetzt wurde, ausgetauscht.
AnschlieBend erfolgte die Kultivierung tiber Nacht bei 37°C, 5% CO,,

Tag 5: Medienwechsel

Am anderen Tag wurde das Kulturmedium durch 900 ml DMEM-Medium
(mit Glutamin, Pen/Strep sowie Gentamicin, aber ohne FKS) ersetzt.

Tag 8: Ernte der rAAV-Partikel

Am achten Tag erfolgte die Ernte der rAAV-Partikel.

Fiir die Ernte der rAAV Partikel wird der komplette Wannenstapel dreimal in
Folge bei -20°C eingefroren und bei 4°C wieder aufgetaut. Das Lysat wird in
sterile  Zentrifugenbecher {iberfiihrt und Zelltrimmer bei 5000g
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abzentrifugiert. Das geklarte Lysat ist dann Ausgangsmaterial fiir

nachfolgende Reiningungsschritte.

T-Zellaktivierung durch B7.2 transduzierte Melanomzellen

Melanomzellinie Mel63 wurde bestrahlt (100 Gy) und mit rAAV-B7.2
transuziert. Nach 48 Stunden wurden die transduzierten Melanomzellen
(Mel63-rAAV-B7.2, 10* pro .well) mit peripheren Blut-Lymphozyten (10° pro
well) eines gesunden Spenders inkubiert. Die Lymphozytenproliferation
wurde mittels Einbau an radioaktivem Thymidin an Tag 5 gemessen.
Wohingegen T-Lymphozyten ohne Stimulation (Medium) bzw. nach
Inkubation mit unmodifizierten Mel63 Zellen (Mel63) nicht proliferieren, kam
es infolge der B7.2 Transduktion zu einer Aktivierung der T-Zellen. Diese
Reaktion war so stark wie die, die nach Inkubation der T-Lymphozyten mit

stabil exprimierenden B7.1" bzw B7.2" Varianten der Melanom Zellinien
Mel63 beobachtet wurde.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Adeno-assoziierten Virus
(rAAV), dadurch gekennzeichnet, daf} in eine geeignete Zelle zeitlich versetzt
ein oder mehrere Helferkonstrukte enthaltend Nukleinsduresequenzen
kodierend fiir mindestens ein Rep-Protein und/oder fiir die Cap-Proteine
(erstes Konstrukt) sowie ein Vektorkonstrukt (zweites Konstrukt) enthaltend
ein oder mehrere zu AAV heterologe Nukleinsduren, die von ITR-Sequenzen
flankiert werden, eingebracht werden, vorzugsweise wird zuerst das oder die

Helferkonstrukte in eine geeignete Zelle eingebracht.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal nach dem
Einbringen des oder der genannten ersten Konstrukte und vor dem Einbringen

des genannten zweiten Konstruktes die Zelle gereinigt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-2, dadurch gekennzeichnet, dal} in

einem weiteren Schritt zeitlich versetzt ein Helfervirus hinzugegeben wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daf3 der
Zeitabstand der einzelnen Schritte unabhéngig voneinander mindestens ca. 1
Stunde, vorzugsweise mindestens ca. 12 Stunden, insbesondere mindestens

ca. 1 Tag, vor allem ca. 1-2 Tage betrigt.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekennzeichnet, daf3 die
gentechnisch verdnderten Zellen in einem Serum-freien Medium kultiviert

werden.

Helferkonstrukt enthaltend Nukleinsduresequenzen kodierend fiir mindestens
ein Rep-Protein und fiir die Cap-Proteine, dadurch gekennzeichnet, daf} das
Helferkonstrukt vorzugsweise mit Ausnahme der AAV-Promotoren keine
Nukleinsduresequenzen enthélt, an die mindestens ein Rep-Protein im

wesentlichen spezifisch binden kann.

Helferkonstrukt nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dal das
Konstrukt keine Sequenz der Formel CGCTTCCTCGCTCACTGA im

Vektorriickgrat enthélt.

Helferkonstrukt nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daf} die
Rep-Proteine Rep 68, Rep 52 und Rep 40, insbesondere Rep 68 und Rep 52
sind und unabhéngig davon die Cap-Proteine VP 1, VP 2 und VP 3.

Helferkonstrukt enthaltend Nukleinsduresequenzen kodierend fiir mindestens
ein Rep-Protein dadurch gekennzeichnet, daf die Rep-Proteine Rep 68, Rep
52 und/oder Rep 40 und insbesondere nicht Rep 78 sind.

Helferkonstrukt nach einem der Anspriiche 6-9, dadurch gekennzeichnet, daf3
zwischen der Nukleinsduresequenz kodierend fiir rep und cap eine zusétzliche
Nukleinsduresequenz ~ eingebaut wird, die eine Verpackung des

Helferkonstruktes in ein AAV-Kapsid verschlechtert.
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Helferkonstrukt nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf die
zusétzliche Nukleinsduresequenz eine Linge von mindestens ca. 300
Nukleotiden, vorzugsweise von mindestens ca. 500 Nukleotiden,

insbesondere von mindestens ca. 600-700 Nukleotiden besitzt.

Helferkonstrukt nach einem der Anspriiche 6-11, dadurch gekennzeichnet,
dafl das Helferkonstrukt ~ keine zu dem Vektorkonstrukt homologen

Nukleinsduresequenzen enthilt, die eine homologe Rekombination erlauben.

. Helferkonstrukt nach einem der Anspriiche 6-12, dadurch gekennzeichnet,

daf} die AAV-2 Basen 4461-4497 deletiert sind.

Helferkonstrukt nach einem der Anspriiche 6-13, dadurch gekennzeichnet,
daf3 die Expression der Rep-Proteine und/oder Cap-Proteine durch die AAV-
Promotoren oder durch einen heterologen Promotor und/oder Enhancer

kontrolliert werden.

Vektorkonstrukt enthaltend ein oder mehrere zu AAV heterologe
Nukleinsdure/n, die von ITR-Sequenzen flankiert werden, dadurch

gekennzeichnet, daf3 die ITR-Sequenzen in flop-Orientierung vorliegen.

Vektorkonstrukt nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafl die
Expression der heterologen Nukleinsdure/n von einem zu AAV heterologen

Promotor und/oder Enhancer kontrolliert werden.
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Vektorkonstrukt nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daf der
heterologe Promotor und/oder Enhancer zur 3‘-lokalisierten ITR-Sequenz

orientiert ist.

Konstrukt nach einem der Anspriiche 6-17, dadurch gekennzeichnet, da8 das

Konstrukt replikationsdefizient ist.

Konstrukt nach einem der Anspriiche 6-17, dadurch gekennzeichnet, daf das

Konstrukt selbstreplizierend ist.

Konstrukt nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, da das Konstrukt
sowohl SV40ori-Nukleinsduresequenzen als auch Nukleinsiuresequenzen
kodierend fiir das SV40 T-Antigen oder alternativ sowohl EBV oriP-

Nukleinsduresequenzen als auch EBV EBNA-Sequenzen enthiilt.

Verwendung mindestens eines Helferkonstruktes gemi einem der
Anspriiche 6-14 und/oder eines Vektorkonstruktes gemdB einem der
Anspriiche 15-17 und/oder eines Konstruktes geméf einem der Anspriiche
18-20 zur Herstellung von rAAV.

Verwendung nach Anspruch 21 in einem Verfahren gemiB einem der

Anspriiche 1-5.

Tumorzelle, vorzugsweise eine Melanomzelle, dadurch gekennzeichnet, dal
in die Tumorzelle eine oder mehrere heterologe Nukleinsduresequenz/en
kodierend fiir GM-CSF und B7.2 eingebracht wurde.



WO 00/47757

10

15

20

27.

28.

PCT/EP00/01090
- 38 -

Arzneimittel enthaltend eine Tumorzelle gemafl Anspruch 23.

. Verfahren zur Herstellung einer Tumorzelle gemdl Anspruch 23, dadurch

gekennzeichnet, dafl eine oder mehrere Nukleinsiuresequenz/en kodierend
fir GM-CSF und B7.2 in die Tumorzelle eingebracht wird.

. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dal die genannte/n

Nukleinsduresequenz/en mit Hilfe eines rekombinanten Adeno-assoziierten
Virus herstellbar nach einem Verfahren geméB einem der Anspriiche 1-5

eingebracht wird, und die Tumorzelle vorzugsweise bestrahlt wird.

Verwendung einer Tumorzelle gemdl Anspruch 23 zur Behandlung von
Krebserkrankungen, insbesondere von bosartigen Krebserkrankungen,

vorzugsweise von Melanomen.

Verwendung eines Konstruktes gemifl einem der Anspriiche 6-20 zur
Behandlung von Erkrankungen, vorzugsweise Tumorerkrankungen,
insbesondere Malignem Melanom, Ovar-, Brust-, Colon-, Prostata-,

Bronchial-, Kopf- und/oder Halstumor.
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