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Bisherige Studien haben gezeigt, da? Adeno-assoziierte Viren (AAV) viele Vorteile as
Gentherapievektoren haben. Fur einen klinischen Einsatz werden hohe Mengen an AAV-
Vektoren bendtigt. Diese konnen mit der konventionellen Vektorproduktion noch nicht
hergestellt werden. Eine Alternative konnte daher en In-vitro-Zusammenbau (In-vitro-
"Assembly") von AAV-Vektoren sein.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zundchst leere AAV-Kapside aus den dre
Kapsidproteinen herzustellen.

VP1, VP2 und VP3 werden von Uberlappenden Sequenzen des gleichen Leserahmens kodiert.
Ihre Produktion im Verhdtnis VP1:VP2:VP3 = 1:1:10 kommt aufgrund eines ungewoéhnlichen
Trandations-Start-Codons fur VP2, enes aternativen SpleiRvorganges und dessen
Beeinflul3ung durch Helferviren zustande. Dies verhindert die Expression von VP1:VP2:VP3
im Verhdtnis 1:1:10 in Insektenzellen mit Hilfe rekombinanter Baculoviren, die das nicht
modifizierte cap-Gen von AAV-2 exprimieren. Ruffing et al. 1992 stellten deshalb drei



separate, rekombinante Baculovirusstocks fir die Einzelexpression von VP1, VP2 und VP3
her.

Im Rahmen vorliegender Arbeit fuhrte die Koinfektion von Insektenzellen mit diesen
Baculovirusstocks zur Produktion von VP1+2+3-Partikeln, die jedoch keine AAV-ahnliche
Konformation hatten. Es konnten nur VP2+3-Partikel mit AAV-aghnlicher Konformation
gewonnen werden. Eine In-vitro-Anlagerung von einzeln exprimiertem VP1 an VP2+3-Partikel
gelang nicht. VP1 liegt vermutlich im Kapsidinneren und kann nicht mehr in die Struktur der
VP2+3-Partikel eingebaut werden. Unter dem Einflufd eines Hel a-Zellextraktes im In-vitro-
Ansatz wurden die VP2+3-Partikel dissoziiert, VP1 hingegen oligomerisiert. Ein "Reassembly”
von leeren Partikeln aus VP2, VP3 und zusétzlichem VP1 fand nicht statt. Fir ein erfolgreiches
In-vitro-Assembly unter Einflu3 von HelLa-Zellextrakt scheinen monomere Kapsidproteine
Vorraussetzung zu sein.

Einzeln exprimierte Kapsidproteine hduften sich in den Insektenzellen zu Uber 90 % als
unlosliche Aggregate an. Mit 8 M Harnstoffpuffer wurden sie in Lésung gebracht, gleichzeitig
jedoch denaturiert. Die Renaturierung gestaltete sich @uf3erst schwierig, wurde aber
letztendlich in Argininpuffer erzielt. Die Kapsidproteine konnten nun in vitro in der
gewlnschten VP1.VP2:VP3 = 1:1:10 Stéchiometrie gemischt werden. Analysen der
gemischten Kapsidproteine in verschiedensten Konzentrationen und unter unterschiedlichsten
Pufferbedingungen zeigten, dal3 das Assembly von AAV-Kapsiden unter diesen Bedingungen
nicht ablauft und moglicherweise zellulére Helferproteine (wie z. B. Chaperone) notwendig
sind. Daher wurden die renaturierten Kapsidproteine (VPL:VP2:VP3 = 1:1:10) mit HeLa
Zellextrakt inkubiert. Damit konnten in vitro produzierte, leere, AAV-ahnliche Kapside aus
VP1, VP2 und VP3 detektiert und sichtbar gemacht werden, alerdings mit niedriger Effizienz.
Ein Extrakt aus Hitzeschock-behandelten bzw. Adenovirus-infizierten Hel a-Zellen sowie
ganze HelLaZellkerne, CaCl,, ATP oder verschieden konzentrierte Kapsidproteinmengen
brachten keine Vorteile fur das In-vitro-Assembly von AAV-Kapsiden. Vermutlich kann die
In-vitro-Produktion von AAV-Kapsiden gesteigert werden, wenn die "Disassembly”-
Komponente des Hel a-Zellextraktes ausgeschaltet werden konnte. Wahrend fur den HelLa
Zytoplasmaanteil des Hel a-Zellextraktes die dissoziierende Wirkung auf VP2+3-Partikel und
AAV -2 offenkundig wurde, konnte sie fir den HelLLa-Kernanteil nicht eindeutig belegt werden.
Die Charakterisierung des HeLaZellextraktes ergab, dal3 die dissoziierende Wirkung durch
Hel a-Zellproteine ausgeldst wird.



Das zweite Ziel beinhaltete die In-vitro-Anlagerung und eventuelle Verpackung von DNA in
die leeren AAV-Kapside.

Es stellte sich heraus, dal? durch den Einsatz von rekombinanten Adenoviren, die das AAV-2
vp-Gen enthielten, leere AAV-Kapside (Ad-VP-Partikel) wesentlich effizienter als in vitro
produziert werden konnten. Im Gegensatiz zu doppelstréngiger (ds)-AAV-DNA und
einzelstrangiger (ss)-AAV-DNA ohne terminale Repetitionen (tr) konnte sssAAV-DNA plus tr
effizienter an Ad-V P-Partikel angelagert werden. Die Anlagerungsinformation liegt daher nicht
in der Nukleotidsequenz der AAV-DNA, sondern in der intakten Sekundérstruktur des tr.
Zudem fand eine Anlagerung nur bei AAV-&hnlichen Kapsiden aus VP1, VP2 und VP3 statt.
Um moglicherweise eine Verpackung von sssAAV-DNA plustr in die leeren AAV-Kapside zu
erreichen, wurde das Nichtstrukturprotein Rep 78 im In-vitro-Ansatz mitinkubiert. Auch wenn
unter Einflul? von Rep 78 keine komplette DNA-Verpackung in alen leeren AAV-Kapsiden
nachgewiesen werden konnte, scheint esin den Verpackungsvorgang einzugreifen.

Die In-vitro-DNA-Verpackung in leere AAV-Kapside scheint ein aussichtsreiches Verfahren
zu sein, und konnte eine Perspektive fur die Nutzung leerer AAV-Kapside fur die Gentherapie
bieten.



