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Aspekte sind die Verwendung von Amniozyten bzw. der adenoviralen Genprodukte der E1A- und E1B-Region zur Herstellung von

permanenten Amniozyten-Zelllinien.
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Permanente Amniozyten-Zelllinie, ihre Herstellung und Verwendung zur

Herstellung von Gentransfervektoren

Die vorliegende Erfindung betrifft eine permanente Amniozyten-Zelllinie,
enthaltend mindestens eine Nukleinséure, die die Expression der Genprodukte der
EIA- und E1B-Region von Adenovirus bewirkt. Weiterhin betrifft die
vorliegende Erfindung die Herstellung einer permanenten Amniozyten-Zelllinie
und ihre Verwendung zur Herstellung von Gentransfervektoren. Weitere Aspekte
sind die Verwendung von Amniozyten bzw. der adenoviralen Genprodukte der

E1A- und E1B-Region zur Herstellung von permanenten Amniozyten-Zelllinien.

Adenoviren

Adenoviren sind eine relativ homogene Guppe von Viren, die durch ein
ikosahedisches Kapsid charakterisiert sind, das hauptsidchlich aus den viral-
kodierten Hexon-, Penton- und Fiber-Proteinen, sowie einem linearen,
doppelstrangigen DNA-Genom mit einer Gréfe von etwa 36 Kilobasen (kb)
besteht. Das virale Genom enthdlt an den Enden die Invertierten Terminalen
Wiederholungssequenzen (ITRs), bei denen es sich um den viralen
Replikationsursprung handelt. Ferner befindet sich am linken Ende des Genoms
das Verpackungssignal, das fiir die Verpackung des viralen Genoms in die
Viruskapside im Verlauf eines Infektionszyklus erforderlich ist. Adenoviren sind
von vielen Spezies isoliert worden. Es gibt mehr als 40 verschiedene menschliche
Serotypen, basierend auf zwischen den verschiedenen Serotypen diskrimierenden
Parametern wie Hamagglutination, Tumorigenitit und DNA-Sequenzhomologie

(Wigand et al., in: Adenovirus DNA, Doerfler Hrsg., Martinus Nijoff Publishing,
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Boston, S. 408-441, 1986). Adenovirale Vektoren sind bisher meist von den
Serotypen 2 (Ad2) und 5 (AdS) abgeleitet. Infektionen durch Ad2 und AdS sind
endemisch beim Menschen. Ad2 und AdS sind im Menschen nicht onkogen und
haben eine gute Sicherheitsdokumentation, da in den USA erfolgreich und
komplikationslos Vakzinierungen an militdrischem Personal durchgefiihrt wurden
(Pierce et al, Am. J. Epidemiol. 87, 237-246, 1968). Die Biologie von
Adenoviren ist relativ gut verstanden, da Adenoviren in der Molekularbiologie als
experimentelles Werkzeug flir die Aufkliarung verschiedener fundamentaler
biologischer Prinzipien wie DNA-Replikation, Transkription, RNA-Spleiflen und
zelluldrer Transformation eine wesentliche Rolle gespielt haben. Der Eintritt der
adenoviralen Partikel in die Zelle im Rahmen einer Infektion erfolgt durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose, bei der nach heutiger Ansicht die Interaktion
der Knob-Domine des Fiberproteins mit dem Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor
(CAR) die Adhidsion des Viruspartikels an die Zelloberfliche vermittelt
(Bergelson et al., Science 275, 1320-1323, 1997). In einem zweiten Schritt kommt
es zur Internalisierung des Viruspartikels, flir die die Interaktion der Pentonbasis
mit Integrinen eine wesentliche Rolle spielt (Wickham et al., Cell 73, 309-319,
1993). Nach dem Eintritt des Partikels in die Zelle gelangt das virale Genom als
DNA-Proteinkomplex in den Zellkern. Der adenovirale Infektionszyklus wird in
eine frithe und eine spite Phase eingeteilt, die durch den Beginn der adenoviralen
Replikation getrennt werden (Shenk, in: Virology, Fields Hrsg., Lippincott-Raven
Publishing, Philadelphia, S. 2111-2148, 1996). In der frithen Phase kommt es zur
Expression der frithen viralen Funktionen E1, E2, E3 und E4. Die spéte Phase ist
charakterisiert durch die Transkription spater Gene, die fiir die Expression viraler
Strukturproteine und zur Herstellung von neuen viralen Partikeln verantwortlich

sind.

E1A ist das erste virale Gen, das nach Erreichen des Zellkern durch das virale
Chromosom exprimiert wird. Das E1A-Gen kodiert fiir die 12S- und 13S-
Proteine, die durch alternatives Spleilen der E1A-RNA gebildet werden. Die
E1A-Proteine aktivieren die Transkription einer Reihe von zelluldren und viralen

Genen durch Interaktion mit Transkriptionsfaktoren. Die Hauptfunktionen von
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E1A sind a) die Aktivierung der anderen frithen viralen Funktionen E1B, E2, E3
und E4 und b) die Induktion ruhender Zellen, in die S-Phase des Zellzyklus
einzutreten. Die alleinige Expression von E1A fiihrt zum programmierten Zelltod

von Zellen (Apoptose).

E1B ist eines der friithen viralen Gene, die durch E1A aktiviert werden. Das E1B-
Gen kodiert fiir das E1B-55-kD-Protein und das E1B-19-kD-Protein, die durch
alternatives Spleilen der E1B-RNA entstehen. Das 55-kD-Protein moduliert die
Progression des Zellzyklus durch Interaktion mit dem p53-Tumorsuppressorgen,
ist involviert in die Verhinderung des Transports zelluldrer mRNA spit wihrend
der Infektion, und verhindert die E1 A-induzierte Apoptose von Zellen. Das E1B-
19-kD-Protein ist ebenfalls fiir die Verhinderung der E1A-induzierten Apoptose

von Zellen wichtig.

Alle humanen Adenoviren sind in der Lage, Zellen von Nagern in der Zellkultur
zu transformieren. Fiir die onkogene Transformierung ist in der Regel die

Koexpression von E1A und E1B erforderlich.

Eingebettet in die E1B-Transkriptionseinheit ist das Protein IX-Gen, das fiir eine

Strukturkomponente des viralen Kapsids kodiert.

Die E2A- und E2B-Gene kodieren fiir verschiedene Proteine, die fiir die
Replikation des viralen Genoms essentiell sind. Hierbei handelt es sich um das
Vorlduferprotein des terminalen Proteins (pTP), die DNA-Polymerase (Pol) und
das einzelstrangbindende Protein (SSBP). Bei der Replikation bindet pTP an die
ITRs des viralen Genoms. Hier dient es als Proteinprimer flir die DNA-
Replikation, die durch Pol zusammen mit zelluldren Faktoren initiiert wird. Fiir
die DNA-Kettenverldngerung sind Pol, SSBP und der zellulire Faktor NFII und

vermutlich weitere Faktoren erforderlich.

E4 kodiert fiir verschiedene Proteine. Unter anderem blockiert das E4-34-kD-
Protein, zusammen mit dem E1B-55-kD-Protein die Akkumulation von zelluliren
mRNAs im Zytoplasma, und gleichzeitig erleichtert es den Transport viraler

RNAs vom Zellkern in das Zytoplasma.
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Nach Beginn der Replikation des viralen Genoms kommt es zur Expression der
viralen Strukturproteine, die fiir die Etablierung des viralen Kapsids und fiir die
Komplexierung der viralen DNA mit viral-kodierten DNA-bindenden Proteinen
erforderlich sind. Zunichst wird offenbar ein leeres Kapsid gebildet, in das das
virale Genom im Verlauf eintritt. Fiir diesen ProzeB ist ein cis-Element auf dem
viralen Genom erforderlich, das sogenannte Verpackungssignal, das am linken
Ende des viralen Genoms lokalisiert ist und sich bei Ad5 iiber einen Bereich von
Basenpaar 260 bis Basenpaar 460 erstreckt (Hearing et al., J. Virol. 61, 2555-
2558, 1987; Graeble und Hearing, J. Virol. 64, 2047-2056, 1990). Das
Verpackungssignal liberlappt mit dem El1A-Enhancer, der fiir die Aktivitit des
E1A-Promoters essentiell ist. Der genaue Mechanismus der Verpackung des
viralen Genoms in die Viruskapside ist nicht geklért, jedoch ist es wahrscheinlich,
dass hierflir die Interaktion von zelluldren und/oder viralen Proteinen mit dem

Verpackungssignal erforderlich ist.

Adenovirus-Vektoren

Adenovirale Vektoren sind als Expressionsvektoren, insbesondere im Rahmen der
Gentherapie, von besonderer Bedeutung. Hierfiir gibt es mehrere Griinde: Die
Biologie von Adenoviren ist gut untersucht. Die Viruspartikel sind stabil und
konnen relativ einfach und mit hohen Titern produziert werden. Das adenovirale
Genom ist genetisch leicht manipulierbar. Adenovirus-Vektoren kénnen
replizierende und nicht-replizierende Zellen in vitro und in vivo effizient

transduzieren.

a) Adenovirale Vektoren der ersten Generation

Adenovirale Vektoren der ersten Generation (Gilardi et al., FEBS Letters 267, 60-
62, 1990; Stratford-Perricaudet et al., Hum. Gene Ther. 1, 241-256, 1990) sind
durch Deletionen der E1A- und E1B-Gene charakterisiert. E1A und E1B haben

transformierende und transaktivierende Eigenschaften. Ferner ist E1A fiir die
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Aktivierung viraler Gene und E1B fiir die Akkumulation viraler Transkripte
erforderlich. In einigen Vektoren ist auBerdem E3 deletiert, um die Kapazitit fiir
die Aufnahme fremder DNA zu erhdhen. E3 ist fiir die Herstellung von
Adenoviren in der Zellkultur entbehrlich. Die Kapazitit fiir die Aufnahme fremder
DNA betrigt etwa 8 kb. Adenovirus-Vektoren der ersten Generation sind bisher
iiberwiegend in 293-Zellen produziert worden (siche unten), die den E1A- und

E1B-Defekt der Vektoren komplementieren.

b) Adenovirale Vektoren der zweiten Generation

Adenovirale Vektoren der zweiten Generation sind durch Deletionen von E2
und/oder E4 zusitzlich zu Deletionen von El1A und EI1B charakterisiert
(Engelhardt et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 91, 6196-6200, 1994; Yang et al.,
Nature Genet., 7, 362-367, 1994; Gorziglia et al., J.Virol. 70, 4173-4178,1996;
Krougliak und Graham, Hum. Gene Ther. 6, 1575-1586, 1995; Zhou et al., J.
Virol. 70, 7030-7038, 1996). In einigen Vektoren ist auerdem E3 deletiert, um
die Kapazitit fiir die Aufnahme fremder DNA zu erhéhen. Adenovirale Vektoren
der zweiten Generation wurden entwickelt, um die Transkription von viralen
Genen und die Expression viraler Proteine weiter zu reduzieren und um somit die

antivirale Immunantwort weiter zu verringern. Die Kapazitit fiir die Aufnahme

" fremder DNA ist gegeniiber adenoviralen Vektoren der ersten Generation nicht

wesentlich erhéht. Adenovirus-Vektoren der zweiten Generation werden in
Zelllinien produziert, die zusétzlich zu E1A und E1B den jeweiligen Defekt (E2

und/oder E4) komplementieren.

c) Adenovirale Vektoren groier DNA-Kapazitit

Adenovirale Vektoren groBer DNA-Kapazitit sind dadurch charakterisiert, dass
sie keine viralen kodierenden DNA-Sequenzen enthalten (Kochanek et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93, 5731-5736, 1996; Fisher et al., Virology 217, 11-22,
1996, Kumar-Singh und Chamberlain, Hum. Mol. Genet. 5, 913-921, 1996).
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Diese Vektoren enthalten lediglich die viralen Enden unter Einschlufl der ITRs
und des Verpackungssignals. Die Kapazitit fiir die Aufnahme fremder DNA
betrdgt etwa 37 kb, da der weit iiberwiegende Teil des adenoviralen Genoms
entfernt ist. Es sind verschiedene Systeme zur Herstellung adenoviraler Vektoren
grofler DNA-Kapazitit beschrieben worden (Kochanek et al., supra; Parks et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 13565-13570, 1996; Hardy et al., J. Virol. 71,
1842-1849, 1997). Der Vorteil dieser adenoviralen Vektoren mit groler DNA-
Kapazitit im Vergleich zu adenoviralen Vektoren der ersten und zweiten
Generation liegt in der gréBeren Kapazitit fiir die Aufnahme fremder DNA und in
einer geringeren Toxizitdt und Immunogenitit (Schiedner et al., Nature Genet. 18,
180-183, 1998; Morral et al., Hum. Gene Ther. 9, 2709-2716, 1998). Derzeit
werden adenovirale Vektoren grofer Kapazitit mit Hilfe eines E1A- und E1B-
deletierten Helfervirus produziert, das die viralen Funktionen, die fiir einen
produktiven Infektionszyklus erforderlich sind, in trans zur Verfiigung stellt.
Bisher sind adenovirale Vektoren grofer DNA-Kapazitit in 293-Zellen oder in
von 293-Zellen abgeleiteten Zelllinien hergestellt worden. In einer. der
Herstellungsweisen (Parks et al., supra; Hardy et al., supra) werden adenovirale
Vektoren in modifizierten 293-Zellen produziert, die zusitzlich zu E1A und E1B
die Rekombinase Cre des Bakteriophagen P1 exprimieren. In diesem System wird
das Verpackungssignal des Helfervirus von loxP-Erkennungssequenzen des
Bakteriophagen P1 flankiert. Bei Infektion von Cre-exprimierenden 293-Zellen
mit Helfervirus und dem adenoviralen Vektor groBer DNA-Kapazitit wird das
Verpackungssignals des Helfervirus exzidiert. Aus diesem Grund wird
iiberwiegend der ein normales Verpackungssignal enthaltende Vektor, nicht

jedoch das Helfervirus verpackt.
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d) Deletierte adenovirale Vektoren

Diese Vektoren wurden als Vektoren der ersten Generation beschrieben, die loxP-
Erkennungssequenzen des Bakteriophagen P1 derart im viralen Genom
positioniert haben, dass bei Infektion von Cre-exprimierenden 293-Zellen durch
Rekombination zwischen den loxP-Erkennungssequenzen der grofte Teil der
viralen kodierenden Sequenzen oder die viralen kodierenden Sequenzen
insgesamt entfernt werden. Die Genomgréfe dieser Vektoren betriigt etwa 9 kb.
Die Kapazitit fiir die Aufnahme fremder DNA liegt ebenfalls bei etwa 9 kb
(Lieber et al., J. Virol. 70, 8944-8960, 1996).

Adeno-Assoziiertes Virus (AAYV)

AAV gehort zur Familie der Parvoviren, Genus Dependoviren, und hat zwei
verschiedene Lebensformen, entweder es tritt als lytisches Virus oder als Provirus
auf. Fiir einen lytischen Infektionsablauf erfordert das Virus eine Koinfektion mit
einem Helfervirus (Adenovirus, Vacciniavirus, Herpes simplex-Virus). Bei
Abwesenheit eines Helfervirus kann AAV nicht replizieren, integriert in das
Genom und existiert dort als inaktives Provirus. Bei Infektion von Zellen, die
AAV als integriertes Provirus tragen, z.B. mit Adenovirus, kann das Provirus
wieder in einen lytischen Infektionszyklus eintreten (Samulski, Curr. Opin. Genet.

Dev. 3, 74-80, 1993).

AAV-Kapside enthalten ein einzelstriangiges, lineares DNA-Genom mit entweder
positiver oder negativer Polaritit. Es existieren mehrere AAV-Serotypen. Der am
besten untersuchte Serotyp ist AAV-2. Das Genom von AAV-2 besteht aus 4680
Nukleotiden. An den Enden enthédlt das Genom Invertierte Terminale
Wiederholungssequenzen (ITRs), die eine Liange von 145 Basenpaaren haben. Die
ersten 125 Basenpaare bilden eine T-férmige Haarnadelstruktur, die aus zwei

internen Palindromen besteht.

Das AAV-Genom kodiert filir nicht-strukturelle Replikations (Rep)-Proteine und

fiir -strukturelle Kapsid (Cap)-Proteine. Die verschiedenen Replikationsproteine
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(Rep78, Rep68, RepS52, Rep40) werden durch Verwendung verschiedener
Promoteren (p5 und pl9) sowie durch alternatives SpleiBen erzeugt. Die
verschiedenen Kapsidproteine (VP1, VP2, VP3) werden durch alternatives

Spleifen unter Verwendung des p40 Promoters erzeugt.

AAV-Vektoren

AAV-Vektoren enthalten lediglich die ITRs von AAV und einige benachbarte,
nichtkodierende AAV-Sequenzen. Aus diesem Grund betrigt die Kapazitit fiir die
Aufnahme fremder DNA etwa 4,5 kb. Es sind verschiedene Systeme zur
Herstellung der rekombinanten AAV-Vektoren beschrieben worden (Skulimowski
und Samulski, in: Methods in Molecular Genetics, Bd. 7, Adolph Hrsg.,
Academic Press, S. 3-12). In diesen Systemen werden diejenigen Komponenten
zur Verfligung gestellt, die fiir Replikation, Expression und Verpackung des
rekombinanten Vektors erforderlich sind. Im Einzelnen handelt es sich um
Expressionskassetten, die fiir die Rep- und Cap-Proteine von AAV kodieren
sowie die adenoviralen Helferfunktionen. Bei den fir die AAV-Herstellung
erforderlichen adenoviralen Helferfunktionen handelt es sich im Einzelnen um
El1A, E1B, E2, E4 und VA. Die E1A- und E1B-Funktionen werden in den 293-
Zellen, die bisher flir die Herstellung verwendet werden, zur Verfiigung gestellt.
In den bisher beschriebenen Herstellungsverfahren werden die E2-, E4- und VA-
Funktionen derzeit meist entweder durch Koinfektion mit Adenovirus oder durch
Kotransfektion mit E2-, E4- und VA-exprimierenden Plasmiden zur Verfligung
gestellt (Samulski et al., J. Virol. 63, 3822-3828, 1989; Allen et al., J. Virol. 71,
6816-6822, 1997; Tamayose et al., Hum. Gene Ther. 7, 507-513, 1996; Flotte et
al., Gene Ther. 2, 29-37, 1995; Conway et al, J. Virol. 71, 8780-8789, 1997,
Chiorini et al., Hum. Gene Ther. 6, 1531-1541, 1995; Ferrari et al., J. Virol. 70,
3227-3234, 1996; Salvetti et al., Hum. Gene Ther. 9, 695-706, 1998; Xiao et al.,
J. Virol. 72, 2224-2232, 1998, Grimm et al., Hum. Gene Ther. 9, 2745-2760,
1998; Zhang et al., Hum. Gene Ther. 10, 2527-2537, 1999). Alternativ wurden

Strategien entwickelt, in denen fiir die Herstellung von AAV-Vektoren
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Adenovirus/AAV- oder Herpes simplex-Virus/AAV-Hybridvektoren verwendet
wurden (Conway et al., supra; Johnston et al., Hum. Gene Ther. 8, 359-370, 1997,
Thrasher et al., Gene Ther. 2, 481-485, 1995; Fisher et al., Hum. Gene Ther. 7,
2079-2087, 1996; Johnston et al., Hum. Gene Ther. 8, 359-370, 1997). Allen
diesen Verfahren ist gemeinsam, dass derzeit E1A- und E1B-exprimierende 293-

Zellen zur Herstellung verwendet werden.

Herstellungs-Zelllinien

Aus Sicherheitsgriinden haben in der Regel adenovirale Vektoren, die fiir den
Einsatz beim Menschen gedacht sind, Deletionen der E1A- und E1B-Gene. Die
Herstellung erfolgt in komplementierenden Zelllinien, die die E1-Funktionen in
trans zur Verfiigung stellen. Die meisten adenoviralen Vektoren sind bisher in der
293-Zelllinie produziert worden. In den letzten Jahren sind weitere Zelllinien
hergestellt worden, die fiir die Herstellung von El-deletierten adenoviralen

Vektoren verwendet werden kénnen.

a) HEK-293-Zellen

HEK-293-Zellen waren lange Zeit die einzigen Zellen, die fiir die Herstellung von
El-deletierten adenoviralen Vektoren verwendet werden konnten. HEK-293-
Zellen wurden 1977 durch Transfektion von gescherter adenoviraler DNA in
menschliche embryonale Nierenzellen (HEK-Zellen) hergestellt. Bei insgesamt
acht Transfektionsexperimenten mit durchschnittlich jeweils 20 HEK-Kulturen
konnte lediglich ein einzelner immortalisierter Zellklon gewonnen werden
(Graham et al., J. Gen. Virol. 36, 59-74, 1977). Die aus diesem Zellklon etablierte
Zelllinie (HEK-293-Zellen) enthalten die vollstindigen linken 11% des
adenoviralen Genoms (Basenpaar 1 bis 4344 des Ad5-Genoms) einschlieflich der
EIA- und EIB-Gene sowie des linken ITRs und des adenoviralen
Verpackungssignals (Louis et al., Virology 233, 423-429, 1997). Ein wesentliches

Problem fiir die Herstellung adenoviraler Vektoren ist die Sequenzhomologie
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zwischen El-deletierten adenoviralen Vektoren und dem in 293-Zellen
integrierten Anteil adenoviraler DNA. Homologe Rekombination zwischen dem
Vektorgenom und der in 293-Zellen integrierten adenoviralen DNA ist fiir die
Entstehung von replikationskompetenten Adenoviren (RCA) verantwortlich
(Lochmiiller et al., Hum. Gene Ther. 5, 1485-1491, 1994; Hehir et al., J. Virol. 70,
8459-8467, 1996). HEK-293-Zellen sind aus diesem Grund fiir die Herstellung
adenoviraler Vektoren in pharmazeutischer Qualitit nicht geeignet, da
Herstellungseinheiten hdufig mit unakzeptablen Mengen an RCA kontaminiert
sind. RCA ist in fiir klinische Anwendung hergestellten Produkten nicht
akzeptabel, da replikationskompetente Adenoviren eine deutlich hohere Toxizitat
als replikationsdefiziente Adenoviren haben, unkontrolliert in menschlichen
Geweben replizieren konnen und ferner replikationsdefekte Adenoviren
komplementieren kénnen (Lochmiiller et al., supra; Imler et al., Hum. Gene Ther.

6, 711-721, 1995; Hehir et al., supra) .

b) Humane Embryonale Retinazellen (HER-Zellen) und etablierte Zelllinien

Obwohl Zellen von Nagern leicht mit adenoviralen El-Funktionen transformiert
werden konnen, haben sich primére menschliche Zellen als relativ refraktir fiir
eine Transformation mit E1A und E1B erwiesen. Wie oben erwihnt, konnte
Graham und Mitarbeiter lediglich einen einzelnen Zellklon aus HEK-Zellen
isolieren, die mit gescherter AdS-DNA transfiziert worden waren. Gallimore und
Mitarbeiter versuchten iiber lange Zeit erfolglos, primire HEK-Zellen mit El-
Funktionen von Ad12 zu transformieren (Gallimore et al., Anticancer Res., 6,
499-508, 1986). Diese Experimente wurden erfolglos iiber einen Zeitraum von
drei Jahren mit mehr als 1 mg des EcoRI-C DNA-Fragmentes von Adl2
durchgefiihrt, das die E1A- und E1B-Gene enthielt. Nach vielen Versuchen
konnten trotz einer grolen Zahl an durchgefiihrten Experimenten lediglich vier
Ad12-E1-HEK-Zelllinien isoliert werden (Whittaker et al., Mol. Cell. Biol., 4,
110-116, 1984). Ebenso versuchten Gallimore und Mitarbeiter erfolglos, andere

priméire menschliche Zellen mit E1-Funktionen zu transformieren, einschlieBlich
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Keratinozyten, Hautfibroblasten, Hepatozyten und Urothelzellen (Gallimore et al.,
Anticancer Res., 6, 499-508, 1986). Bei dem einzigen menschlichen Zelltyp, der
bisher reproduzierbar mit adenoviralen El-Funktionen transformiert werden
konnte, handelt es sich um menschliche embryonale Retinazellen (HER-Zellen).
HER-Zellen sind eine Mischung von Zellen, die aus der weiflen neuralen Retina
stammen. Zur Gewinnung dieser Zellen muf ein Auge eines menschlichen Fetus,
tiblicherweise zwischen der 16. und 20. Schwangerschaftswoche, aus der
Augenhohle entfernt werden. Das Auge wird mit einem horizontalen Schnitt
erdffnet und die weifle neurale Retina kann mit einer Pinzette entfernt und in

Zellkultur genommen werden.

Basierend auf fritheren Beobachtungen, dass a) Adl12-induzierte Tumoren in
erster Linie von primitivem neuralen Epithel abstammen (Mukai et al., Prog.
Neuropathol. 3, 89-128, 1976), und dass b) Ad12 nach intraokularer Inokulation
retinale Tumoren in Ratten und Pavianen induziert (Mukai et al., supra; Mukai et
al., Science 210, 1023-1025, 1980), fanden Byrd und Mitarbeiter, dass
menschliche embryonale Retinoblasten (HER-Zellen) mit den E1-Genen von
Ad12 transformiert werden kénnen (Byrd et al, Nature 298, 69-71, 1982).
Obwohl die Effizienz der Transformation von HER-Zellen geringer als die von
primiren Rattenzellen waren, war die Effizienz der Transformation mehr als 100-
fach héher als die von HEK-Zellen. Diese Untersuchungen wurden initiiert, um
komplementierende Zelllinien herzustellen, mir deren Hilfe Ad12-E1-Mutanten

isoliert werden konnten.

In weiteren Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe (Gallimore et al., Cancer Cells
4, 339-348, 1986) konnte gezeigt werden, dass HER-Zellen mit Plasmid-DNA,
die die E1A- und E1B-Gene von Ad5 exprimiert, effizient transformiert werden
kénnen. Die Effizienz der Transformation und die Etablierung E1A und EI1B
exprimierender Zelllinien war mit den E1-Genen von AdS etwa 20-fach hoher als

mit E1-Genen von Ad12.

Basierend auf diesen Daten etablierten Fallaux und Mitarbeiter (Fallaux et al.,

Hum. Gene Ther. 7, 215-222, 1996; Fallaux et al., Hum. Gene Ther. 9, 1909-
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1917, 1998) E1A und E1B exprimierende Zelllinien durch Transformation von
HER-Zellen mit Plasmiden, die die E1A- und E1B-Gene von Ad5 exprimierten.
Die Zelllinie 911 wurde durch Transformation mit einem Plasmid hergestellt, das
die E1A- und E1B-Gene von AdS enthilt (Nukleotide 79-5789 des Ad5-Genoms)
und E1A unter Kontrolle des natiirlichen E1A-Promoters exprimiert (Fallaux et
ai., supra; Patentanmeldung W097/00326). Weitere E1A und E1B exprimierende
HER-Zelllinien konnten durch Transfektion eines Plasmids etabliert werden, das
die Nukleotide 459-3510 des Ad5-Genoms enthilt, bei dem das E1A-Gen unter
Kontrolle des humanen Phosphoglycerat-Kinase(PGK)-Promoters steht, und bei
dem das natiirliche E1B-Polyadenylierungssignal durch die poly(A)-Sequenz des
Hepatitis B-Virus(HBV)-Oberfldchenantigens ersetzt ist (Fallaux et al., supra;
Patentanmeldung WO 97/00326). Diese HER-Zelllinien wurden als PER-
Zelllinien bezeichnet. Der Vorteil dieser neueren PER-Zelllinien im Vergleich zu
293-Zellen oder der 911-Zelllinie liegt in der fehlenden Sequenzhomologie
zwischen der DNA von adenoviralen Vektoren der ersten Generation und der
integrierten Ad5-DNA. Aus diesem Grund ist die Méglichkeit der Entstehung von-
RCA deutlich reduziert. Diese E1A- und E1B- transformierten HER-Zelllinien
(911-Zellen und PER-Zellen) konnten den E1-Defekt von adenoviralen Vektoren
der ersten Generation komplementieren und somit fiir die Herstellung dieser

Vektoren verwendet werden.

In dhnlicher Weise wird in einer Publikation von Imler und Mitarbeitern eine
Zelllinie erwidhnt, die durch Transformation von HER-Zellen mit Plasmid
pTG6559 etabliert wurde (Imler et al., supra; s.a. WO 94/28152). Plasmid
pTG6559 enthilt die kodierenden Sequenzen der E1A-, E1B-Gene und des
Protein IX-Gens (Nukleotide 505-4034 des Genoms von AdS), wobei das E1A-
Gen unter Kontrolle des Phosphoglycerat-Kinase(PGK)-Promoters der Maus steht
und das gemeinsame Polyadenylierungssignal der E1B- und Protein IX-Gene
durch das Polyadenylierungssignal des B-Globin-Gens des Kaninchens ersetzt

war.
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Im Gegensatz zu den beschriebenen Versuchen, primidre menschliche Zellen
durch Transformation mit den E1A- und E1B-Genen von AdS5 zu etablieren,
wurde in einigen Fillen versucht, E1A und E1B von verschiedenenen Serotypen
stabil in bereits etablierten Zelllinien zu exprimieren (Grodzicker et al., Cell, 21,
453-463, 1980, Babiss et al., J. Virol. 46, 454-465, 1983; Shiroki et al., J. Virol.
45, 1074-1082, 1983; Imler et al., supra; s.a. WO 94/28152). Nachteile dieser
Zelllinien ist die Notwendigkeit der Koexpression eines Selektionsmarkers und
die hdufig mangelnde Stabilitit der Expression von E1A und E1B. Da es sich bei
diesen Zelllinien bereits von vorne herein um immortalisierte Zelllinien handelt,
ist die Expression von E1A und E1B fiir das Uberleben der Zelllinien nicht
erforderlich, so dass die natiirliche Selektion durch E1A und E1B in diesem Fall

und im Gegensatz zur Verwendung von priméiren Zellen entfillt.

In der Vergangenheit war die Herstellung von Zelllinien zur Herstellung von
adenoviralen Vektoren oder zur Herstellung von AAV-Vektoren mit besonderen
Schwierigkeiten verbunden. Humane embryonale Nierenzellen (HEK-Zellen)
konnen aus menschlichen Feten aus der Niere gewonnen werden. Hierzu wird
eine Niere aus einem Fetus entfernt und Nierenzellen werden in Zellkultur
genommen. Durch Transfektion von HEK-Zellen mit gescherter Ad5-DNA und
Integration des linken Endes der AdS-DNA sowie Expression der E1A- und E1B-
Gene kam es in einem einzigen publizierten Fall zur Transformation dieser Zellen.
Eine einzige Zelllinie ( 293-Zellen) konnte so etabliert werden (Graham et al.,
supra; s.o. "Herstellungszelllinien", Abschnitt a). 293-Zellen werden fiir die
Herstellung von adenoviralen Vektoren und fiir die Herstellung von AAV-

Vektoren verwendet.

Humane embryonale Retinazellen (HER-Zellen) kénnen aus dem Augapfel
menschlicher Feten gewonnen werden. Hierzu wird ein Auge des Fetus entfernt
und aus der Netzhaut stammende Zellen werden in Kultur genommen. Durch
Transfektion von HER-Zellen mit den adenoviralen E1A- und E1B-Genen

konnten HER-Zellen transformiert werden (s.o. "Herstellungszelllinien",
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Abschnitt b). Mit E1A und E1B transformierte Zellen kénnen zur Herstellung von

adenoviralen Vektoren verwendet werden.

In beiden Fillen ist es nétig, aus menschlichen Feten, die entweder aus einem
spontanen oder therapeutischen Abort oder aus einem Schwangerschaftsabbruch
aus sozialer Indikation stammen, ein Organ zu entnehmen und von diesem Organ
eine Zellkultur zu etablieren. Nach Etablierung einer Primirkultur kénnen diese
Zellen dann durch Transfektion mit den adenoviralen E1A- und E1B-Genen
transformiert werden. So etablierte Zelllinien, die E1A und E1B exprimieren,
kénnen dann fiir die Herstellung von adenoviralen Vektoren oder AAV-Vektoren

verwendet werden.

Es ist offensichtlich, dass die Gewinnung von primiren Zellen aus Organen von
Feten aufwendig ist. Da nur aus frischem Gewebe eine Primiarkultur etabliert
werden kann, sind besondere logistische Anstrengungen zu unternehmen, um an
geeignetes Gewebe zu gelangen. AuBerdem macht die Verwendung fetalen
Gewebes, das entweder von einem Spontanabort, einem therapeutischen Abort
oder aus einem Schwangerschaftsabbruch aus sozialer Indikation stammt, fiir die
Etablierung der Primérkultur besondere ethische Uberlegungen und Sorgsamkeit
erforderlich. Obwohl das Labor der Erfinder in einer Frauenklinik angesiedelt ist,
in der hdufig Schwangerschaftsabbriiche durchgefiihrt werden, war es nicht
moglich, iiber einen Zeitraum von mehr als einem Jahr an geeignetes Gewebe zu
gelangen. Eine Entnahme von fetalem Gewebe nach dem Abort erfordert eine
Einverstdndniserklarung nach entsprechender Aufklirung der Schwangeren. Nach
detailierter Aufkldrung iiber das Vorhaben, i.e. die Entfernung eines Auges des
Feten fiir medizinisch-wissenschaftliche Untersuchungen, war es mehrfach nicht
moglich, ein Einverstindnis der Schwangeren fiir den Eingriff mit Organent-

nahme zu erlangen.

Die Verwendung einer permanenten Amniozyten-Zelllinie zur Herstellung von
Gentransfervektoren ist bisher nicht beschrieben worden. Es wurde lediglich iiber
menschliche Amniozyten berichtet, die mit dem Simian Virus (SV40) und/oder

dem Kirsten-Sarcoma-Virus transformiert worden sind (Sack, In Vitro 17 S.1-19,
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1981; Walen, et al., In Vitro Cell Dev. Biol. 22, 57-65, 1986). Eine Infektion mit
SV40 allein verlieh eine verlingerte Lebensdauer (Immortalisierung genannt),
wihrend eine Infektion mit dem Kirsten-Sarcoma-Virus allein die Lebensspanne
nicht verliangerte. Eine Infektion mit beiden Viren fiihrte schlieBlich zu einer
malignen Tumorzelle (Walen und Amstein, supra). Hierbei ist zu beachten, daf3
SV40-transformierte Amniozyten-Zellinien nicht zur Produktion von Gentransfer-
vektoren geeignet sind, da diese Zellen selber SV40, bekanntermaBen ein
onkogenes Virus, produzieren (Graffney et al., Cancer Res. 30, 871-879, 1970).
Die Transformierbarkeit von menschlichen Zellen mit SV40 148t auBerdem keine

Aussagen liber die Transformierbarkeit mit den El-Funktionen von Adenovirus

und deren Verwendung zur Produktion/Herstellung von Gentransfervektoren zu.

Beispielsweise konnen Keratinozyten mit SV40 transformiert werden (siche Sack,
supra), jedoch kénnen Keratinozyten wie auch Hautfibroblasten und Hepatozyten
offenbar nicht mit Ad12 transformiert Werden (Gallimore et al., 1986, supra). In
Hinsicht auf die Herstellung von viralen Vektoren, insbesondere adenoviralen
Vektoren, in immortalisierten Zellen ist zudem nicht allein die
Immortalisierbarkeit mit den jeweiligen Immortalisierungsfunktionen, sondern
auch eine gute Infizierbarkeit und ein guter produktiver Infektionsablauf von
Bedeutung. Diese Eigenschaften sind nicht vorauszusagen; die Frage, ob ein
bestimmter Zelltyp fiir die Herstellung von Gentransfervektoren zu verwenden ist,

muf fiir jeden Zelltyp neu bestimmt werden.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein neues Verfahren zur
effizienten, einfachen und leicht reproduzierbaren Herstellung einer Amniozyten-
Zelllinie zur Verfligung zu stellen, und deren Verwendung unter anderem zur
Herstellung von adenoviralen Vektoren, von AAV-Vektoren und von retroviralen

bzw. lentiviralen Vektoren.

Es wurde vollig tiberraschend gefunden, dass die Transfektion von Fruchtwasser-
zellen (Amniozyten), die routinemassig aus diagnostischen Griinden im Rahmen
der Prinataldiagnostik durch Fruchtwasserpunktion (Amniozentese) gewonnen

werden, mit den adenoviralen E1A- und E1B-Genen zu einer groBen Zahl von
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permanenten Zelllinien fithrte, die die E1A- und E1B-Gene funktionell aktiv

exprimieren und die fiir die Herstellung von Gentransfervektoren geeignet sind.

Ein  Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine permanente
Amniozyten-Zelllinie, enthaltend mindestens eine Nukleinsdure, die die
Expression der Genprodukte der E1A- und E1B-Region von Adenovirus bewirkt.
Unter einer "permanenten Zelllinie" versteht man gemidB der vorliegenden
Erfindung, dass die entsprechenden Zellen in irgendeiner Weise derart genetisch
verdndert sind, dass sie permanent in Zellkultur weiterwachsen kénnen.
Demgegeniiber versteht man unter "primédren Zellen" Zellen, die durch Entnahme
aus einem Organismus und Subkultur erhalten wurden und nur eine begrenzte
Lebensdauer zeigen. Eine permanente Amniozyten-Zelllinie im Sinne der
vorliegenden Erfindung kann durch das hierin vorgeschlagene Verfahren, das die
Transfektion von primiren Amniozyten mit den E1-Funktionen von Adenovirus
beinhaltet, erhalten werden. Bei der mindestens einen Nukleinsiure, die die
Expression der E1-Genprodukte von Adenovirus bewirkt, kann es sich um jede
geeignete Nukleinsdure bzw. Nukleinsduren handeln, die zu einer stabilen
Expression dieser Genp}odukte fiihren. Sie kann/kénnen in das Genom der Zelle
integriert, d.h. chromosomal, oder extrachromosomal, z.B. als episomal
replizierendes Plasmid oder Mini-Chromosom, vorliegen. Die Expression der
verschiedenen  Genprodukte kann dabei von ein und demselben
Nukleinsduremolekiil oder beispielsweise verschiedenen Nukleinsduremolekiilen
bewirkt werden. Als “Expression” wird im Stand der Technik der ProzeB des
Herstellens des Produkts eines Gens, das entweder ein spezifisches Protein ist, das
ein spezifisches Merkmal oder eine spezifische Eigenschaft bewirkt, oder von
RNA-Formen verstanden, die nicht in Proteine translatiert werden (z.B. antisense
RNAs, tRNAs). Dem Fachmann werden angesichts der vorliegenden
Beschreibung, insbesondere auch des vorgeschlagenen Verfahrens, geeignete
Mbéglichkeiten zur Erzielung der gewiinschten Expression ersichtlich sein. Die
erfindungsgeméfie Amniozyten-Zelllinie eignet sich neben ihrer Verwendung zur
Herstellung von Gentransfervektoren im allgemeinen insbesondere zur

Herstellung von adenoviralen Vektoren der ersten Generation, die durch
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Deletionen der E1A- und E1B-Gene charakterisiert sind, die durch die Zelllinie

komplementiert werden.

Vorzugsweise bewirkt die mindestens eine Nukleinsiure weiterhin die Expression
der Genprodukte der E2A-, E2B- und/oder E4-Region von Adenovirus und/oder
der Cre-Rekombinase. Hierdurch eignet sich die Zelllinie insbesondere zur
Herstellung von adenoviralen Vektoren der zweiten Generation, die durch
Deletionen von E2- und/oder E4-Genen zusitzlich zu den Deletionen der E1A-
und E1B-Gene charakterisiert sind. Die Expression der Cre-Rekombinase des
Bakteriophagen P1 ist insbesondere bei der Herstellung von adenoviralen
Vektoren groler Kapazitit mit Hilfe eines E1A- und E1B-deletierten Helfervirus
von Vorteil (siche auch Parks et al, supra; Hardy et al, supra).
Vorteilhafterweise steht die Expression der Genprodukte der E1A-Region unter
der Kontrolle eines konstitutiven Promoters, vorzugsweise des Phosphoglycerat-
Kinase (PGK)-Promoters. Fiir die Expression der Genprodukte der E1B-Region
ist es von Vorteil, wenn sie unter der Kontrolle eines adenoviralen Promoters,
vorzugsweise des adenoviralen E1B-Promoters steht. Alternativ dazu kann zum
Beispiel auch ein Promoter des Zytomegalie-Virus (CMV) eingesetzt werden.
Vorzugsweise stammen alle adenoviralen Genprodukte von einem Adenovirus des
gleichen Subgenus, z.B. des Adenovirus Typ 5 (Ad5) des Menschen.
Ublicherweise handelt es sich bei der permanenten Amniozyten-Zelllinie um eine
humane Zelllinie, da diese besonders zur Herstellung von Gentransfervektoren
geeignet ist, die sich von menschlichen Viren, wie z.B. einem humanen

Adenovirus oder einem humanen AAV, ableiten.

Alternativ dazu kann es sich auch um eine Zelllinie von Primaten oder anderen
Séugetieren wie z.B. dem Rind handeln, die sich insbesondere zur Herstellung
von Gentransfervektoren eignen, die von in der jeweiligen Spezies
vorkommenden und endemischen Viren abgeleitet sind. Zum Beispiel eignen sich
zur Herstellung von Vektoren, die von einem bovinen Adenovirus abgeleitet sind,
permanente Amniozyten-Zelllinien, die durch Transformation von Amniozyten

mit den EIA- und EIB-Genen eines bovinen Adenovirus gewonnen wurden.
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur
Herstellung einer permanenten Amniozyten-Zelllinie, insbesondere einer wie
vorangehend definierten Amniozyten-Zelllinie, gekennzeichnet durch das
Transfizieren von Amniozyten mit mindestens einer Nukleinsiure, die die
Expression der adenoviralen Genprodukte der E1A-Region und E1B-Region
bewirkt. Die erhaltenen Zellklone kénnen dann gegebenenfalls weiter isoliert und
unter Erhalt von Einzelzelllinien, wenn gewiinscht, kloniert werden. Unter dem
Begriff "Transfizieren" wird hierin jedes Verfahren verstanden, dass sich zum
Einbringen der genannten Nukleinsdure(n) in die Zellen eignet. Als Beispiele sind
die Elektroporation, liposomale Systeme jeglicher Art und Kombinationen dieser
Verfahren zu nennen. Unter dem Begriff "Amniozyten" werden hierin im weiteren
Sinne alle Zellen verstanden, die im Fruchtwasser vorhanden sind und durch
Fruchtwasserpunktion gewonnen werden kénnen. Sie stammen entweder vom
Amnion oder von fetalem Gewebe, das im Kontakt mit der Amnionfliissigkeit ist.
Es wurden drei Hauptklassen von Amniozyten beschrieben, die aufgrund
morphologischer Kriterien unterschieden werden: Fibroblastenartige Zellen (F-
Zellen), epitheloide Zellen (E-Zellen) und Amnionfliissigkeitszellen (amniotic
fluid cells; AF-Zellen) (Hohn et al., Pediat. Res. 8, 746-754, 1974). AF-Zellen
sind der vorherrschende Zelltyp. Im engeren Sinne werden hierin unter
"Amniozyten" daher Amniozyten vom AF-Typ verstanden. Vorzugsweise werden
primdre Amniozyten verwendet. Als “primidre” Zellen werden Zellen bezeichnet,
die durch Entnahme aus einem Organismus und Subkultur erhalten werden
kénnen und nur eine begrenzte Lebensdauer zeigen, wihrend sogenannte
“permanente” Zelllinien unbegrenzt weiterwachsen konnen. Besonders bevorzugt
ist hierbei die Verwendung von humanen primiren Amniozyten, die zur
Herstellung von humanen Zelllinien fiihren (s.0.). Jedoch kénnen auch primire
Amniozyten von Primaten und weiteren Siugetierspezies wie vom Rind
Verwendung finden. Dem Fachmann wird angesichts der vorliegenden
Beschreibung auch ersichtlich sein, dass analog Zellen, die aus den

Amnionmembranen, zum Beispiel durch Trypsinieren, oder durch eine
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Chorionzottenbiopsie  erhalten werden kénnen, zur Herstellung von

entsprechenden permanenten Zelllinien verwendet werden kénnen.

Bei der mindestens einen Nukleinsiure, die die Expression der adenoviralen El-
Genprodukte bewirkt, kann es sich um genomische DNA, cDNA, synthetische
DNA, RNA und mRNA handeln. Vorzugsweise wird die Nukleinsdure in Form
eines DNA-Expressionsvektors verwendet. Beispiele hierfiir sind integrative
Vektoren, bakterielle Plasmide, episomal replizierende Plasmide oder Mini-
Chromosomen. Bevorzugt sind Expressionsplasmide, die durch Transfektion in
das Genom der Empfingerzelle zur Integration gebracht werden. Mit dem
Ausdruck "mindestens eine Nukleinsiure" wird zum Ausdruck gebracht, dass die
die Expression bewirkenden Elemente sich sowohl auf ein und dergleichen
Nukleinsdure als auch auf verschiedenen Nukleinsiuren befinden kénnen.
Beispiélsweise kénnen getrennte Nukleinsduren fiir die Expression der
Genprodukte der E1A-, E1B-, E2A-, E2B- und/oder E4-Region und/oder der Cre-
Rekombinase vorgesehen sein. Es ist auch denkbar, dass die zu transfizierenden
Amniozyten bereits eines dieser Genprodukte exprimieren, so dass nur die
Expression des weiteren bzw. der weiteren Genprodukte zu bewirken ist, oder
dass die Expression eines oder mehrerer dieser Genprodukte lediglich durch das
Einbringen von geeigneten Regulatorelementen angeschaltet wird. Dem
Fachmann stehen geeignete Techniken und Verfahren zur Herstellung und ggf.
Mutagenese von Nukleinsduren sowie zur Genexpression und Proteinanalyse zur
Verfiigung (s. z.B. Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Glover, D.M., DNA cloning: A
practical approach, Bd. II: Expression Systems, IRL Press (1995); Ausubel et al.,
Short protocols in molecular biology, John Wiley & Sons (1999); Rees, A.R. et
al., Protein engineering: A practical approach, IRL press (1993)). Vorzugsweise
wird das Genprodukt bzw. die Genprodukte der E1A-Region unter der Kontrolle
eines konstitutiven Promoters, insbesondere des Phosphoglycerat-Kinase (PGK)-
Promoters und die Genprodukte der E1B-Region unter der Kontrolle eines

adenoviralen Promoters, insbesondere des adenoviralen EI1B-Promoters
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exprimiert. Anstelle des adenoviralen Promoters kann beispielsweise auch ein

Promoter des Zytomegalie-Virus (CMV) verwendet werden.

In einer besonderen Ausfiihrungsform wird durch Transfizieren der Amniozyten
und/oder der erhaltenen Zelllinie zusdtzlich die Expression der erhaltenen
Genprodukte E2A- und/oder E2B- und/oder E4-Region von Adenovirus und/oder
der Cre-Rekombinase bewirkt. Hierbei stehen dem Fachmann simtliche
Maglichkeiten, die vorangehend diskutiert oder auf sonstige Weise aus dem Stand
der Technik bekannt sind, zur Verfligung. Hinsichtlich der einzelnen Gene wird
zusitzlich auf folgende Angaben verwiesen: E2A: Genbank Acc. #M73260;
Kruiyer et al., Nucl. Acids Res. 9, 4439-4457, 1981; Kruiyer et al., Nucl. Acids
Res. 10, 4493-4500, 1982. E2B: Genbank Acc. #M73260; Dekker et al. Gene 27,
115-120, 1984; Shu et al., Virology 165, 348-356, 1988. E3: Genbank Acc.
#M73260; Cladaras et al.,, Virology 140, 28-43, 1985. E4: Genbank Acc.
#M73260 und D12587; Virtanen et al., J. Virol. 51, 822-831, 1984; Dix et al., J.
Gen. Virol. 73, 2975-2976, 1992. Die Leseraster sind teilweise nur fiir Ad2
bekannt und kénnen dann in der Regel durch Sequenzvergleich bei z.B. Ad5
zugeordnet werden. Cre-Rekombinase: Genbank Acc. #X03453; Sternberg et al.,
J. Mol. Biol. 187, 197-212, 1986.

Vorzugsweise stammen die genannten adenoviralen Genprodukte alle von einem
bestimmten adenoviralen Serotyp, insbesondere von dem humanen Adenovirus
Typ 5 (AdS5). Der jeweilige adenovirale Serotyp, von dem die E1A- und E1B-
Gene stammen, die zur Transformation von Amniozyten verwendet werden, ist
nicht kritisch fiir diese Erfindung. Beispiel adenoviraler Serotypen, die in der
vorliegenden Erfindung angewandt werden kénnen, sind im Stand der Technik
bekannt und schlieen mehr als 40 humane Serotypen ein, z.B. Ad12 (Subgenus
A), Ad3 und Ad7 (Subgenus B), Ad2 und Ad5 (Subgenus C), Ad8 (Subgenus D),
Ad4 (Subgenus E), Ad40 (Subgenus F) (Wigand et al, in: Adenovirus DNA,
Doerfler, Hrsg., Martinus Nijhoff Publishing, Boston, S. 408-441, 1986). In einer
bevorzugten Ausfithrungsform dieser Erfindung werden zur Herstellung von

adenoviralen Vektoren, die vom Subgenus C abgeleitet sind, Amniozyten mit
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E1A- und E1B-Genen transformiert, die von einem Adenovirus des gleichen
Subgenus stammen. Zum Beispiel werden zur Herstellung von adenoviralen
Vektoren des Serotyps 2 oder 5 Amniozyten mit den E1A- und E1B-Genen des
Serotyps 2 oder 5 transformiert. Zur Herstellung von adenoviralen Vektoren, die
auf Ad12 basieren, werden Amniozyten mit den E1A- und E1B-Genen von Ad12
transformiert usw.. Zur Herstellung von nicht-human-adenoviralen Vektoren,
einschlieflich der von den gut bekannten Adenoviren, die vom Rind, Schaf,
Schwein und anderen Siugern abstammen, werden flir die Herstellung
Amniozyten-Zelllinien durch Transformation von Amniozyten der jeweiligen
Spezies hergestellt. Dies ist in der Regel erforderlich, da adenovirale Funktionen
in der Regel tiber Speziesgrenzen hinweg nicht effizient komplementiert werden

kénnen.

In einer besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung wurden Amniozyten, die aus
diagnostischen ~ Griinden im Rahmen der Prinataldiagnostik durch
Fruchtwasserpunktion gewonnen und fiir diagnostische Zwecke nicht mehr
gebraucht wurden, mit einem Expressionsplasmid transfiziert, das die E1A- und
E1B-Gene von Ad5 exprimierte. Dieses Konstrukt war so konzipiert, dass das
E1A-Gen unter Kontrolle des Phosphoglycerat-Kinase-Promoters der Maus, und
das E1B-Gen unter Kontrolle des natiirlichen adenoviralen E1B-Promoters stand.
Die natiirliche E1B-SpleiBakzeptorstelle sowie die E1B-Polyadenylierungs-
sequenz wurden durch entsprechende Sequenzen des SV40-Virus ersetzt. Wenige
Wochen nach Transfektion mit der Plasmid-DNA wurden zahlreiche Zellklone
beobachtet, die isoliert, kloniert, als immortalisierte Zelllinien etabliert und
analysiert wurden. Alle analysierten Zellklone exprimierten die E1A- und E1B-
Proteine. Durch Infektion mit einem El-deletierten, (-gal exprimierenden
adenoviralen Vektor und anschlieende Firbung konnte gezeigt werden, daB alle
Zellen infizierbar waren. Infektionsexperimente mit El-deletierten adenoviralen
Vektoren der ersten Generation ergaben, dass die Zelllinien zur Herstellung von
adenoviralen Vektoren geeignet sind. In diesen Experimente.n wurden die
Zelllinien zundchst mit einem B-gal exprimierenden adenoviralen Vektor der

ersten Generation infiziert. Nach 48-72 Stunden, wenn die Zellen einen
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zytopathischen Effekt (CPE) zeigten, wurden die Zellen geemtet und der
adenovirale Vektor wurde durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen aus den
Zellen befreit. Mit einem Teil des Zelllysates wurden 293-Zellen infiziert und die
B-gal-Expression wurde histochemisch etwa 24 Stunden nach dem Gentransfer
nachgewiesen. Aus der Zahl an B-gal positiven Zellen konnte direkt die Ausbeute
des Vektors durch Produktion in den einzelnen Zelllinien berechnet werden. So
lassen sich ohne Schwierigkeiten und reproduzierbar Amniozyten-Zelllinien
gewinnen, die fiir die Herstellung von Gentransfervektoren sehr gut geeignet sind.
Einige der isolierten Zelllinien erlaubten eine genauso gute oder bessere
Herstellung von adenoviralen Vektoren als 293-Zellen. Wie zu erwarten wiesen
die  Zelllinien Unterschiede in der Produktion an rekombinantem
Adenovirusvektor auf (siche Fig. 4). Die Zelllinien N52.E6 und N52.F4
zeichneten sich durch rasches Wachstum und besonders gute Produktion von
adenoviralen Vektoren aus, giinstige Eigenschaften fiir die Verwendung dieser

Zelllinien zur Herstellung von Gentransfervektoren.

Das Design des E1A und E1B exprimierenden Expressionsplasmids, das fiir die
Transformation der Amniozyten verwendet wurde, schlieBt die Entstehung von
replikationskompetenten Adenoviren (RCA) durch homologe Rekombination
eines adenoviralen Vektors oder eines adenoviralen Helfervirus mit der in den
transformierten Amniozyten integrierten DNA im Gegensatz zu 293-Zellen aus.
Alternativ dazu konnen die einzelnen El-Funktionen auf verschiedenen
Expressionsplasmiden in die zu transfizierenden Zellen eingebracht werden.
Natiirlich ist es auch mdéglich, wie bei der 293-Zelllinie eine Transformation von
Amniozyten vorzunehmen und die bei der Herstellung von Gentransfervektoren
erzeugten Chargen z.B. mittels eines PCR- oder eines Infektions-Assays auf den
Gehalt von RCA zu testen. Die RCA enthaltenden Chargen kénnen dann ggf.

verworfen werden.

Somit betrifft ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung eine
permanente Amniozyten-Zelllinie, die gemiss dem hierin vorgeschlagenen

Verfahren erhalten werden kann. In einer spezifischen Ausfiihrungsform betrifft
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die Erfindung die permanente Amniozyten-Zelllinie N52.E6, die am 26.10.1999
bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ) gemil dem Budapester Vertrag hinterlegt wurde und die
Hinterlegungsnummer DSM ACC2416 erhalten hat.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von
Amniozyten zur Herstellung von Adenovirus-transformierten permanenten
Amniozyten-Zelllinien. Unter dem Begriff "Adenovirus-transformiert" wird hierin
eine Transformation durch eines oder mehrere transformierende Adenovirus-Gene
verstanden. Als “Transformation” wird in diesem Zusammenhang die
Umwandlung einer eukaryontischen Zelle, die einer Wachstumskontrolle
unterliegt, in eine unbegrenzt wachsende, sogenannte permanente Zelllinie
bezeichnet. Ein weiterer Aspekt ist die Verwendung der adenoviralen
Genprodukte der E1A- und E1B-Region zur Herstellung von permanenten

Amniozyten-Zelllinien.

Die vorliegende Erfindung umfaft als Gegenstand weiterhin die Verwendung
einer permanenten Amniozyten-Zelllinie zur Herstellung von
Gentransfervektoren. Unter "Gentransfervektoren" werden hierin allgemein alle
Vektoren verstanden, mit denen ein oder mehrere therapeutische Gene in die
gewiinschten Zielzellen {libertragen bzw. eingefiihrt werden koénnen und
insbesondere virale Vektoren, die diese Eigenschaft besitzen. Desweiteren kénnen
die  permanenten  Amniozyten-Zellinien fir die Herstellung von
Adenovirusmutanten verwendet werden. Unter ,,Adenovirusmutanten werden
Adenoviren verstanden, die mindestens eine Mutation in den E1A- und/oder E1B-
Genen aufweisen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform tragen sie im Gegensatz
zu adenoviralen Gentransfervektoren jedoch keine therapeutische Gene. Ein
typisches Beispiel hierfiir sind Adenovirusmutanten, in denen das E1B-55-kD-
Protein nicht exprimiert ist (z.B. die Adenovirusmutante d/1520 (Barker et al.,
Virology 156, 107-121, 1987)). Adenovirusmutanten, in denen das E1B-55-kD-
Protein nicht exprimiert wird, sind fiir die Therapie von Tumorerkrankungen von

grolem Interesse, da es zu einer Vermehrung der Virusmutante ausschlieBlich in
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Tumorzellen und nicht oder in nicht nennenswertem AusmaB in primiren
normalen Zellen kommt (Bischoff et al., Science 274, 373-376, 1996; Kim et al.,
Nature Med. 4, 1341-1342, 1998).

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform ist die Verwendung einer permanenten
Amniozyten-Zelllinie zur Herstellung von Adenovirusvektoren, AAV (Adeno-
assoziiertes Virus)-Vektoren, Retrovirusvektoren, Lentivirusvektoren, chimiren
Adenovirus-AAV-Vektoren, chimiren Adenovirus-Retrovirusvektoren und/oder
chiméren Adenovirus-Lentivirusvektoren. Weiterhin ist auch eine Verwendung

zur Herstellung von Herpesvektoren méglich.

AAV-Vektoren enthalten tiblicherweise lediglich die ITRs von AAV und einige
benachbarte, nichtkodierende AAV-Sequenzen. Thre Kapazitit fiir die Aufnahme
fremder DNA betrigt etwa 4,5 kb. Wie oben beschrieben existieren verschiedene
Systeme zur Herstellung der rekombinanten AAV-Vektoren. Allen diesen
Systemen ist gemein, dass diejenigen Komponenten zur Verfiigung gestellt
werden, die flir Replikation, Expression und Verpackung des rekombinanten
Vektors erforderlich sind. Im Einzelnen handelt es sich um Expressionskassetten,
die fiir die AAV-Rep- und -Cap-Proteine kodieren sowie die adenoviralen
Helferfunktionen. Bei den fiir die AAV-Herstellung erforderlichen adenoviralen
Helferfunktionen handelt es sich um die E1A-, E1B-, E2-, E4- und VA-Gene. Die
EIA- und ElB-Funktion werden in den EIA und EI1B exprimierenden
Amniozyten-Zelllinien zur Verfiigung gestellt und kénnen deshalb fiir die
Herstellung von AAV-Vektoren verwendet werden. Die E2-, E4- und VA-
Funktionen kénnen durch Koinfektion mit Adenovirus oder durch Kotransfektion
mit E2, E4 und VA exprimierenden Plasmiden bzw. iiber die Verwendung von
Adenovirus/AAV- oder Herpes simplex-Virus/AAV-Hybridvektoren zur Verfii-
gung gestellt werden. (Samulski et al., supra; Allen et al., supra; Tamayose et al.,
supra; Flotte et al., supra; Conway et al., supra; Chiorini et al., supra; Ferrari et
al., supra; Salvetti et al., supra; Xiao et al., supra; Grimm et al., supra; Zhang et

al., supra).
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Retrovirusvektoren, d.h. von Retroviren abgeleitete Vektoren, sind ebenfalls als
Vehikel zur Transfektion im Rahmen von gentherapeutischen MaBnahmen von
gro3er Bedeutung, zum Beispiel fiir eine Gentherapie im Zentralnervensystem
(Suhr et al., Arch. Neurol. 56, 287-292, 1999). Retrovirale Vektoren kénnen in
stabilen Vektor-Produktions-Zelllininen hergestellt werden oder durch eine
transiente Transfektion. Die einzelnen Komponenten, die zur Herstelllung von
retroviralen Vektoren verwendet werden, schlieBen {iblicherweise eine oder
mehrere Plasmide ein, die die Struktur- und die Replikations- und
Integrationproteine exprimieren und ferner ein Plasmid, das den Vektor selbst
enthdlt (Miller, in:. Retroviruses, Coffin, Hughes, Varmus Hrsg., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1997, S. 437-473). Werden Plasmide verwendet, die
einen Replikationsursprung enthalten, wie z.B. den Replikationsursprung von
SV40, werden die Amniozyten-Zelllinien derart modifiziert, dass Proteine, die die
Replikation des Plasmids fordern, stabil exprimiert werden. Zum Beispiel wird im
Falle von Plasmiden, die den SV40-Replikationsursprung enthalten, eine

Amniozyten-Zelllinie verwendet, die das T-Antigen von SV40 exprimiert.

Lentivirusvektoren sind von Lentiviren abgeleitete Vektoren (Naldini et al.,
Science 272, 263-267, 1996; Dull et al., J. Virol. 72, 8463-8471, 1998).
Lentivirale Vektoren konnen in stabilen Vektor-Produktions-Zelllininen

hergestellt werden oder durch eine transiente Transfektion.

Unter "chiméren Vektoren" werden Vektoren verstanden, die das Produkt einer
Fusion von Nukleinsduren zweier oder mehrerer verschiedener viraler Vektoren
sind. Fiir die Herstellung von chiméren Vektoren kénnen gemif der vorliegenden
Beschreibung permanente Amniozyten-Zelllinien verwendet werden. In diesem
System trdgt z.B. ein Adenovirusvektor, bevorzugt ein Adenovirusvektor groBer
Kapazitit, ein DNA-Fragment, das die Sequenzinformation fiir ein integrierendes
Virus, das z.B. von einem Retrovirus oder von AAV abgeleitet ist. Nach
Transduktion einer Zielzelle wird das integrierende Virus, das ein therapeutisches
Gen trigt, vom adenoviralen Hintergrund freigesetzt (z.B. im Falle eines

retroviralen Inserts durch Herstellung infektiGser retroviraler Partikel, die
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benachbarte Zellen transduzieren und stabil als DNA integrieren). Beispiele von
chimdren Vektoren, die in 293-Zellen produziert wurden, sind in der
Vergangenheit beschrieben worden, z.B. als chimire Adenovirus-Retrovirus-
Vektoren (Feng et al, Nature Biotech. 15, 866-870, 1997) und als chimire
Adenovirus-AAV-Vektoren (Recchia et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 2615-
2620, 1999). Die Herstellung in E1A und E1B exprimierenden Aminozyten-
Zelllinien ist zu bevorzugen, da es im Gegensatz zu 293-Zellen nicht zur
Entstehung replikationskompetenter Vektoren durch homologe Rekombination

kommen kann.

Adenovirusvektoren, d.h. von Adenoviren abgeleitete Vektoren, sind
insbesondere als Vehikel zur Transfektion im Rahmen von gentherapeutischen
Mafinahmen von grofier Bedeutung. Bei den Adenovirusvektoren kann es sich um
Adenovirusvektoren der ersten Generation, Adenovirusvektoren der zweiten
Generation, Adenovirusvektoren grosser DNA-Kapazitit und/oder deletierte
Adenovirusvektoren handeln, die mit Hilfe einer permanenten Amniozyten-

Zelllinie hergestellt werden.

a) Herstellung von adenoviralen Vektoren der ersten Generation

Adenovirale Vektoren der ersten Generation sind in der Regel durch Deletionen
der E1A- und E1B-Gene charakterisiert. Teilweise enthalten adenovirale Vektoren
der ersten Generation zusitzlich zur Deletion der E1A- und E1B-Gene auch
Deletionen der E3-Region. E3-Funktionen sind fiir das Wachstum von

adenoviralen Vektoren in der Zellkultur entbehrlich.

Adenovirale Vektoren der ersten Generation kénnen in ElA und EIB
exprimierenden Amniozyten-Zelllinien erzeugt werden. Hierzu werden die E1A
und E1B exprimierenden Zellen bevorzugterweise mit 3-5 infektidsen Einheiten
pro Zelle (3-5 MO]J) infiziert. Nach etwa 36 bis 72 Stunden zeigen die Zellen

einen zytopathischen Effekt. Die Zellen werden nach Standardprotokollen
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geerntet. Adenoviraler Vektor kann aus diesen durch CsCI-Dichtegradienten-

Zentrifugation oder durch chromatographische Verfahren aufgereinigt werden.

b) Herstellung von adenoviralen Vektoren der zweiten Generation

Adenovirale Vektoren der zweiten Generation sind durch Deletionen der E1A-
und ElB-Gene charakterisiert. Teilweise enthalten adenovirale Vektoren der
zweiten Generation auch eine Deletion der E3-Region. Zusitzlich zur Deletion der
E1A- und E1B-Gene sind adenovirale Vektoren der zweiten Generation durch
eine Inaktivierung und vorzugsweise Deletion von mindestens einem weiteren
essentiellen adenoviralen Gen, z.B. einem E2A-Gen, einem E2B-Gen und/oder
einem E4-Gen, charakterisiert, oder beispielsweise durch Deletionen von E2-

Funktionen in Kombination mit Deletionen von E4-Funktionen.

Fiir die Herstellung von adenoviralen Vektoren der zweiten Generation miissen
diejenigen Funktionen, die der Vektor selber durch Inaktivierung und/oder
Deletion nicht exprimiert, von der Amniozyten-Zelllinie zur Verfligung gestellt
werden. Hierzu konnen E1A und EI1B stabil exprimierende Amniozyten-
Zelllinien durch Transfektion von Expressionskassetten, die die flir ein oder
mehrere weitere adenovirale Funktionen kodierenden Genprodukte exprimieren,
stabil modifiziert werden. Zum Beispiel wird fiir die Herstellung eines
adenoviralen Vektors der zweiten Generation, der zusitzlich zur Deletion der
E1A- und E1B-Gene auch eine Deletion eines E2A-, E2B- und/oder E4-Gens
aufweist, das entsprechende Gen bzw. die entsprechenden Gene durch
Transfektion zusammen mit einem Selektionsmarker in die E1A und EIB
exprimierende Amniozyten-Zelllinie eingefiihrt. Zellklone, die zusitzlich zur
Expression von E1A- und E1B-Funktionen auch E2A-, E2B- bzw. E4-Funktionen
exprimieren, kénnen dann flir die Herstellung des jeweiligen Vektors der zweiten
Generation verwendet werden. In der Regel stehen die E2- und/oder E4-Gene
unter der transkriptionellen Kontrolle eines heterologen Promoters, der entweder

konstitutiv aktiv oder regulierbar ist.
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c) Herstellung von adenoviralen Vektoren grofier DNA-Kapazitit.

Adenovirale Vektoren groBer DNA-Kapazitit sind dadurch charakterisiert, dass
die meisten oder alle viralen Kkodierenden Sequenzen entfernt sind.
Bevorzugterweise enthalten diese Vektoren lediglich die viralen ITRs und das
virale Verpackungssignal. Die adenoviralen Funktionen werden von einem
Helfervirus in ¢rans zur Verfligung gestellt. Verschiedene Systeme zur
Herstellung von adenoviralen Vektoren groer DNA-Kapazitit wurden
beschrieben. Allen bisher beschriebenen Systemen, die ein Helfervirus
verwenden, ist gemeinsam, dass das Helfervirus einem replikationsdefekten, E1A-
und E1B-deletierten Adenovirus entspricht. Das Helfervirus enthilt entweder ein
vollstindiges Verpackungssignal (Mitani et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92,
3854-3858, 1995; Fisher et al., Virology 217, 11-22, 1996; Kumar-Singh und
Chamberlain, Hum. Mol. Genet. 5, 913-921, 1996) oder ein mutiertes
Verpackungssignal (Kochanek et al., Proc. Natl. Acad. Sci . U.S.A. 93, 5731-
5736, 1996). In letzterem Fall wird der Vektor bevorzugt in virale Kapside
verpackt, da das Helfervirus ein attenuiertes Verpackungssignal enthilt und
deshalb weniger effektiv verpackt wird. Alternativ kann das Verpackungssignal
des Helfervirus nach der Infektion der Herstellungszelllinie durch Verwendung
einer Rekombinase exzidiert werden (Parks et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93,
13565-13570, 1996, Hardy et al,, J. Virol. 71, 1842-1849, 1997). Zum Beispiel
kann das Verpackungssignal des Helfervirus mit loxP-Erkennungssequenzen des
Bakteriophagen P1 flankiert werden. Durch Expression der Cre-Recombinase des
Bakteriophagen P1 kommt es zur Exzision des Verpackungssignals des
Helfervirus. Wegen des Fehlens des Verpackungssignals kommt es jedoch nicht
zur Verpackung des Helfervirus in Kapside. Das Cre-Rekombinase-Gen des
Bakteriophagen Pl wird durch Transfektion zusammen mit einem
Selektionsmarker in die E1A und EIB exprimierende Amniozyten-Zelllinie
eingefiihrt. Zellklone, die zusdtzlich zur Expression von El1A- und EI1B-

Funktionen auch die Cre-Funktion des Bakteriophagen P1 exprimieren, konnen
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dann fiir die Herstellung des jeweiligen Vektors groer DNA-Kapazitit verwendet

werden.

d) Herstellung von ,deletierten‘ adenoviralen Vektoren

,Deletierte adenovirale Vektoren wurden als Vektoren der ersten Generation
beschrieben, die loxP-Erkennungssequenzen des Bakteriophagen P1 derart im
viralen Genom posttioniert haben, dass bei Infektion von Cre-exprimierenden
293-Zellen durch Rekombination zwischen den loxP-Erkennungssequenzen der
grofite Teil der viralen kodierenden Sequenzen oder die viralen kodierenden
Sequenzen insgesamt entfernt werden. Die Genomgrofle dieser Vektoren betrigt
etwa 9 kb. Die Kapazitit fiir die Aufnahme fremder DNA liegt ebenfalls bei etwa
9 kb (Lieber et al., J. Virol. 70, 8944-8960, 1996). Zur Verwendung in der
Herstellung von deletierten adenoviralen Vektoren wird das Cre-Rekombinase-
Gen des Bakteriophagen Pl durch Transfektion zusammen mit einem
Selektionsmarker in die E1A und EIB exprimierende Amniozyten-Zelllinie
eingefiihrt. Zellklone, die zusitzlich zur Expression von El1A- und EI1B-
Funktionen auch die Cre-Funktion des Bakteriophagen P1 exprimieren, kénnen

dann fiir die Herstellung des jeweiligen deletierte Ad-Vektors verwendet werden.

¢) Herstellung von Tropismus modifizierten Gentransfervektoren

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die permanente Amniozyten-Zelllinie
zur Herstellung von Tropismus-modifizierten Gentransfervektoren verwendet.
Der Tropismus eines Virus und eines von diesem Virus abgeleiteten viralen
Vektors entscheidet, ob ein bestimmter Zelltyp mit einem Vektor erfolgreich
transduziert werden kann oder nicht. Die Aufnahme eines Gentransfervektors in
eine Zelle hinein ist der erste Schritt fiir einen erfolgreichen Gentransfer in diese
Zelle. Der Tropismus eines viralen Vektors ist also fiir die Effizienz des in vitro-
oder in vivo-Gentransfers in eine bestimmte Zelle oder in ein Gewebe ein

wesentlicher Faktor. Fiir die Aufnahme in eine bestimmte Zelle ist die Interaktion
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der Oberfliche eines viralen Vektors (des Kapsids im Falle adenoviraler oder
AAV-Vektoren, der Virushiille im Falle retroviraler oder lentiviraler Vektoren)
mit der Zellmembran einer Zielzelle erforderlich. Obwohl der genaue
Mechanismus der Aufnahme eines viralen Vektors in eine Zielzelle bei
verschiedenen Vektoren teilweise unterschiedlich ist, spielt jedoch in allen Fillen
die Interaktion von Oberflichenstrukturen des viralen Vektors (in der Regel
Proteinliganden) mit Strukturen auf der Zielzelle (in der Regel Rezeptoren oder
Adhisionsmolekiile) eine wesentliche Rolle. Die Aufnahme von adenoviralen
Vektoren erfolgt z.B. durch Rezeptor-vermittelte Endozytose. Hierbei binden
Teile des adenoviralen Kapsids mit zelluldren Rezeptoren. Im Falle von Ad2 oder
Ad5 abgeleiteten adenoviralen Vektoren bindet nach derzeitigem Kenntnisstand in
der Regel ein Teil der Knob-Domine des Fiberproteins mit dem Coxsackie-
Adenovirus-Rezeptor (CAR) und ein Teil der Pentonbasis mit av(33- oder avf5-
Integrinen. Die Bindung der Knob-Domine an CAR ist nach derzeitigem
Kenntnisstand fiir die Adhésion des Vektors an die Zellmembran der Zielzelle
erforderlich, wihrend die Bindung der Pentonbasis an Integrine filir die

Internalisierung des Vektors in die Zielzelle erforderlich ist.

Amniozyten-Zelllinien konnen fiir die Herstellung von Tropismus-modifizierten
Vektoren verwendet werden. Dies gilt z.B. fiir die Herstellung von adenoviralen
Vektoren der ersten und zweiten Generation, fiir adenovirale Vektoren grosser
DNA-Kapazitit, fiir deletierte adenovirale Vektoren, fiir chimére adenovirale
Vektoren, fiir AAV-Vektoren, fiir retrovirale und/oder lentivirale Vektoren.
Verschiedene Strategien konnen zur Herstellung von Tropismus-modifizierten
Vektoren in Amniozyten-Zelllinien verwendet werden. Die Strategie, die fiir die
jeweilige Tropismusmodifikation angewandt wird, kann bei verschiedenen
Vektoren (z.B. adenoviraler Vektor, AAV-Vektor, retroviraler Vektor)
unterschiedlich sein. Gemeinsam ist den verschiedenen Strategien, dass die
Oberfliche des jeweiligen Vektors (Viruskapsid bei adenoviralen und AAV-
Vektoren, Virushiille bei retroviralen und lentiviralen Vektoren) derart verindert
wird, dass die Bindung des Vektors an die Zielzelle verindert wird. Beispiele fiir

Modifikationen fiir adenovirale Vektoren sind:
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Austausch von Fiberproteinen zwischen verschiedenen Serotypen:
Hierdurch entstehen adenovirale Vektoren, deren Kapsid ein Fiberprotein
eines anderen Serotyps trigt. Beispiele hierfiir sind der Austausch des
natiirlichen Fiberproteins von adenoviralen Vektoren, die vom Serotyp 2
abgeleitet sind, durch ein Fiberprotein, das vom Serotyp 17 (Zabner et al.,
J. Virol. 73, 8689-8695, 1999) oder vom Serotyp 9 (Roelvink et al., J.
Virol. 70, 7614-7621, 1996) abgeleitet ist. Andere Beispiele sind der
Austausch des natiirlichen Fiberproteins von adenoviralen Vektoren, die
vom Serotyp 5 abgeleitet sind, durch ein Fiberprotein, das vom Serotyp 7a
(Gall et al., J. Virol. 70, 2116-2123, 1996) oder vom Serotyp 3 (Stevenson
et al., J. Virol. 71, 4782-4790, 1997, Krasnykh et al., J. Virol. 70, 6839-
6846, 1996; Douglas et al,, Neuromuscul. Disord. 7, 284-298, 1997)

abgeleitet ist.

Entfernung des Fiberproteins: Das Fiberprotein kann durch gentechnische
Verfahren entfernt werden, so dass die Aufnahme des Vektors allein iiber
die Interaktion der Pentonbasis oder des Hexonproteins erfolgt (Falgout et
al., J. Virol. 62, 622-625, 1988; Legrand et al., J. Virol. 73, 907-919,
1999).

Modifikation des C-Terminus des Fiberproteins mit einem Peptid: Beispiel
hierfiir sind die Modifikation des C-Terminus mit einem Polylysin-Peptid
(Yoshida et al., Hum. Gene Ther. 9, 2503-2515, 1998; Wickham et al.,
Nat. Biotechnol. 14, 1570-1573, 1996; Wickham et al., J. Virol. 71, 8221-
8229, 1997), einem Polyhistidin-Peptid (Douglas et al., Nat. Biotechnol.
17, 470-475, 1999) oder einem Gastrin-Releasing-Peptid (Michael et al.,
Gene Ther. 2, 660-668, 1995).

Modifikation von Teilen der Knob-Domine des Fiberproteins durch
Insertion eines Peptids: Beispiele hierflir sind die Insertion eines FLAG-
Epitops (Krasnykh et al., J. Virol. 72, 1844-1852, 1998) oder die Insertion
eines RGD-Peptids (Dmitriev et al., J. Virol. 72, 9706-9713, 1998; Kasono
et al., Clin Cancer Res. 5, 2571-2579, 1999).
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€) Modifikation der Pentonbasis: Ein Beispiel hierfiir ist der Ersatz eines
RGD-Motivs innerhalb der Pentonbasis durch ein LDV-Motiv, mit dem
Ziel, eine Bindung des Vektors an o4f1-Integrine zu vermitteln (Wickham
et al., Gene Ther. 2, 750-756, 1995).

H Modifikation des Hexon-Proteins: Ein Beispiel hierfiir ist die Insertion
eines von Poliovirus Typ 3 stammenden Epitops (Crompton et al., J. Gen.

Virol. 75, 133-139, 1994).

Eine alternative Strategie, die zur Verdnderung des Tropismus von in
Amniozyten-Zelllinien hergesteliten Vektoren angewandt werden kann, beruht auf
der Verwendung von Liganden, die eine Bindung des Vektors an
Zellmembranstrukturen, wie z.B. zelluldren Rezeptoren oder Adhisionsmolekiile,
vermitteln. Diese Liganden kénnen Peptide, Proteine oder auch Antikorper sein.
Die Liganden koénnen iliber verschiedene Verfahren mit der Oberfliche der
Vektoren verbunden werden. Die Verbindung der Liganden mit der Oberfldche
der Vektoren (der Kapside im Falle von adenoviralen oder AAV-Vektoren) kann
iiber die Verwendung von Antikdrpern oder iiber eine chemische Reaktion durch
Crosslinking (Quervernetzung) hergestellt werden. Bei der Verwendung von
Antikorpern kénnen Antikérper verwendet werden, deren Spezifitiat gegen das
Kapsid des Vektors (z.B. gegen die Knob-Domine des Fiber-Proteins) gerichtet
ist. Alternativ kénnen AntikSrper verwendet werden, deren Spezifitit gegen ein
Epitop gerichtet ist, das als Neoepitop (z.B. ein FLAG-Epitop oder ein myc-
Epitop) in das Kapsid des Vektors eingebracht worden ist. Beispiele hierfiir sind
dem Fachmann wohlbekannt. Beispiele fiir die Verwendung von bispezifischen
AntikSrpern sind beschrieben in Wickham et al,, J. Virol. 70, 6831-6838, 1996
(anti-FLAG/anti-o-Integrin); in Wickham et al., Cancer Immunol. Immunther. 45,
149-151, 1997, Harari et al., Gene Ther. 6, 801-807, 1999 (anti-FLAG/anti-E-
Selectin) zur Transduktion von Endothelzellen; in Miller et al., Cancer Res. 58,
5738-5748, 1998; Blackwell et al., Arch. Otolaryngol. Head Neck Surg. 125, 856-
863, 1999 (anti-Ad/anti-EGFR) zur Transduktion von Tumorzellen; in Wickham
et al., J. Virol. 71, 7663-7669, 1997 (anti-FLAG/anti-CD3) zur Transduktion von
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T-Zellen; in Tillman et al., J. Immunol. 162, 6378-6383, 1999 (anti-CD40/anti-
Ad) zur Transduktion von Dendritischen Zellen. Beispiele fiir die Verwendung
von Einzelketten-Antikdrpern mit Spezifitdt fiir eine Determinante des
Viruskapsids, die an einen Liganden gekoppelt ist, sind beschrieben in Watkins et
al., Gene Ther. 4, 1004-1012, 1997; in Goldman et al., Cancer Res. 57, 1447-
1451, 1997; Rancourt et al., Clin. Cancer Res. 4, 2455-2461, 1998; Gu et al.,
Cancer Res. 59, 2608-2614, 1999; Rogers et al., Gene Ther. 4, 1387-1392, 1997
(anti-Ad/FGF2) zur Transduktion von FGF2-Rezeptor exprimierenden
Tumorzellen; in Douglas et al., Nat. Biotechnol. 14, 1574-1578, 1996; Douglas et
al., Neuromuscular Disord. 7, 284-298, 1997 (anti-Ad/Folat) zur Transduktion

von Tumorzellen, die den Folsdure-Rezeptor auf der Zelloberfliche exprimieren.

Bei Gentransfervektoren, bei denen der natiirliche Tropismus aufgehoben ist und
durch einen anderen Tropismus ersetzt ist, beispielsweise durch das Einbringen
eines Liganden in die Knobdomine des Fiberproteins von AdS5, kann es
notwendig sein, eine permanente Amniozyten-Zelllinie durch die vorzugsweise
stabile Expression eines Rezeptors, der diesen neuen Liganden erkennt, zu
modifizieren (Douglas et al., Nat. Biotechnol. 17, 470-475, 1999). Ebenso kann
die  permanente = Amniozyten-Zelllinie  fir  die  Herstellung  von
Gentransfervektoren verwendet werden, die einen Defekt in der Bildung eines
oder mehrerer Strukturproteine haben. Hierzu wird der jeweilige Defekt. des
Gentransfervektors in der permanenten Amniozyten-Zelllinie komplementiert.
Zum Beispiel kann ein adenoviraler Vektor, der eine Mutation im fiir das
Fiberprotein kodierenden Gen hat, in einer Amniozyten-Zelllinie produziert
werden, die den Defekt des Fiberproteins komplementiert. Dies wird durch
Einbringen einer Fiberexpressionskassette in die Amniozyten-Zelllinie und die
stabile oder induzierbare Expression des Fiberproteins in dieser Amniozyten-
Zelllinie erreicht (Von Seggem et al.,, J. Gen. Virol. 79, 1461-1468, 1998). Bei
dem in der Amniozyten-Zelllinie exprimierten Fiberprotein kann es sich um ein
natiirliches, unmodifiziertes Fiberprotein handeln oder auch um ein verindertes,
zum Beispiel Tropismus-modifiziertes Fiberprotein (Von Seggem et al., supra).

Auch die Herstellung von adenoviralen Vektoren, denen das Fiberprotein
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vollkommen fehlt, kann in der permanenten Amniozyten-Zelllinie durchgefiihrt
werden (Legrand et al., J. Virol., 73, 907-919, 1999; Von Seggem et al., J. Virol.
73, 1601-1608, 1999).

Die Verwendung von E1A und E1B exprimierenden Amniozyten-Zelllinien ist zu
bevorzugen, da es im Gegensatz zu 293-Zellen nicht zur Entstehung
replikationskompetenter Vektoren durch homologe Rekombination kommen
kann. In einer besonderen Ausflihrungsform des Aspektes der Verwendung einer
Amniozyten-Zelllinie zur Herstellung von Gentransfervektoren handelt es sich bei

dieser Zelllinie um die erfindungsgemife Zelllinie.

Therapeutische Gene

Bei den Genen, insbesondere den therapeutischen Genen, die von in
transformierten Amnionzellen, d.h. einer permanenten Amniozyten-Zelllinie,
produzierten Vektoren kodiert und exprimiert werden kénnen, kann es sich z. B.
um jede beliebigen Muskelproteine, Gerinnungsfaktoren, Membranproteine oder
Zellzyklusproteine handeln. Beispiele fiir Proteine, die von in transformierten
Amniozyten hergestellten Vektoren exprimiert werden kénnen, sind Dystrophin
(Hoffman et al., Cell 51, 919, 1987, Faktor VIII (Wion et al., Nature 317, 726
1985, Zystische Fibrose Transmembran Regulator Protein (CFTR) (Anderson et
al., Science 251, 679, 1991, Omithin-Transcarbamylase (OTC) (Murakami et al.,
J. Biol. Chem., 263, 18437, 1988, Alphal-Antitrypsin (Fagerhol et al., in: Hum.
Genet., Bd. 11, Harris Hrsg., Plenum, New York, S.1, 1981. Die Gene, die fiir
Proteine kodieren, sind bekannt und kénnen aus genomischen oder cDNA-Banken
kloniert werden. Beispiele solcher Gene sind das Dystrophin-Gen (Lee et al.,
Nature 349, 334, 1991, das Faktor VIII-Gen (Toole et al., Nature 312, 342 (?)
91984), das CFTR-Gen (Rommens et al., Science 245, 1059, 1989, Riordan et al.,
Science 245, 1066, 1989, das OTC-Gen (Horwich et al., Science 224, 1066, 1984,
und das Alphal-Antitrypsin-Gen (Lemarchand et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89, 6482, 1992.
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Beispiele fiir weitere Gene, die von Vektoren exprimiert werden, die in
transformierten Amniozyten hergestellt werden kénnen, sind das p53-Gen zur
Behandlung von Tumorerkrankungen (Wills et al., Hum Gene Ther. 5, 1079,
1994, Clayman et al., Cancer Res. 55, 1, 1995, das Rb-Gen zur Behandlung von
vaskuldren proliferativen Erkrankungen (Chang et al., Science 267, 518, 1995,
oder das Thymidin-Kinase-Gen von Herpes simplex-Virus (HSV) Typ I zur
Therapie von Tumorerkrankungen. Das Gen, das von in transformierten
Amniozyten hergestellten Vektoren exprimiert wird, muB nicht unbedingt fiir ein
Protein kodieren. So konnen z.B. funktionelle RNAs exprimiert werden. Beispiele
fir solche RNAs sind Antisense-RNAs (Magrath, Ann. Oncol. 5, (Suppl 1), 67-70
1994, Milligan et al., Ann. NY Acad. Sci. 716, 228-241, 1994, Schreier, Pharma.
Acta Helv., 68, 145-159 (1994), and katalytische RNAs (Cech, Biochem. Soc.
Trans. 21, 229-234, 1993; Cech, Gene 135, 33-36, 1993; Long et al., FASEB J. 7,
25-30, 1993; Rosi et al., Pharm. Therap. 50, 245-254, 1991).

Vektoren, die in transformierten Amniozyten hergestellt werden, kénnen
zusitzlich zurh therapeutischen Gen ein beliebiges Reporter-Gen enthalten, um
die Expression des Vektors besser verfolgen zu kénnen. Beispiele von Reporter-
Genen sind im Stand der Technik bekannt und schlieBen z.B. das §-
Galaktosidase-Gen ein (Fowler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 1507, 1977).

Vektoren, die in transformierten Amniozyten hergestellt werden kdnnen, kénnen
mehr als ein einzelnes Gen enthalten. Die maximale Zahl an Genen, die in solchen
Vektoren produzierten werden konnen, hiangt von der Aufnahmekapazitit des

jeweiligen Vektors und von der GengréBe ab.

Die Wahl der Promoteren, die die Expression der therapeutischen Gene von in
transformierten Amniozyten hergestellten Vektoren kontrollieren, ist nicht
kritisch. Virale oder nicht-virale Promoteren, die konstitutiv, gewebespezifisch
oder regulierbar aktiv sind, kénnen fiir die Expression eines Proteins oder einer
funktionellen RNA verwendet werden. Der SV40- oder Zytomegalie-Virus-
Promoter (Andersson et al., J. Biol. Chem. 264, 8222-8229, 1964) kann z.B. zur

konstitutiven Expression eines Gens verwendet werden. Die Verwendung des
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Muskelkreatin-Kinase (MCK)-Promoters erlaubt die gewebespezifische Expres-
sion eines Proteins oder einer funktionellen RNA in Skelett- und Herzmuskulatur.
Die Genexpression kann quantitativ und qualitativ durch die Verwendung eines
regulierbaren System kontrolliert werden (Furth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91, 9302-9306, 1992).

In Vektoren, die in transformierten Amniozyten hergestellt werden konnen,
konnen genetische Elemente eingeschlossen werden, die das Verhalten des
Vektors innerhalb der Empfingerzelle beeinflussen. Solche Elemente sind z.B.
Elemente, die das nukledre Targeting der Vektor-DNA erleichtern (Hodgson,
Biotechnology 13, 222-225, 1995).

Die Verwendung von derartig hergestellten Vektoren kann in vitro oder in vivo
erfolgen. Ein in vitro-Gentransfer erfolgt aullerhalb des Korpers z.B. durch
Zufligen von Vektor zu Zellkulturzellen oder zu primiren Zellen, die zum Zwecke
des Gentransfers dem Korper entnommen worden sind. Beim in vivo-Gentransfer
kénnen Vektorpartikel in Abhédngigkeit vom Gewebe, das transduziert werden
soll, auf verschiedene Weise appliziert werden. Beispiele sind die Injektion in das
arterielle oder venose Gefdflsystem, die direkte Injektion in das betreffende
Gewebe (z.B. Leber, Him, Muskel), die Instillation in das betreffende Organ (z.B.
Lunge oder Gastrointestinaltrakt) oder die direkte Applikation auf eine Oberfliche
(z.B. Haut oder Blase).

Die folgenden Figuren und Beispiel sollen die Erfindung niher erldutern, ohne sie

darauf zu beschrinken.

BESCHREIBUNG DER FIGUREN

Fig. 1 zeigt eine Ubersicht iiber die Klonierungen: In Fig. 1A sind die
Klonierungsschritte fiir Plasmid STK146 schematisch dargestellt. In
Fig. 1B sind die linksterminalen ca. 15% des Genoms von Adenovirus
Typ 5, einschlieBlich der E1-RNAs, der kodierenden Regionen, der
Startpunkte der E1A- und E1B-Transkription, der fiir die Klonierung
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wichtigen Spleiflidonor- und SpleiBakzeptorstellen und
Polyadenylierungssequenzen dargestellt. Wichtig ist, dass in der
Klonierung fiir Plasmid STK146 die SpleiBdonorstelle bei Basenpaar
3511 von AdS5 beibehalten wurde, die Spleiflakzeptorstelle und das
Polyadenylierungssignal jedoch durch entsprechende Funktionen von
SV40 ersetzt wurden. Weiter wurde der E1A-Promoter von Ad5 durch
den PGK-Promoter ersetzt. Somit enthilt STK146 die Ad5-Sequenzen
von Basenpaar 505-5322 und die mit diesem Plasmid transformierten
Zelllinien enthalten keine AdS5-Sequenzen, die in adenoviralen
Vektoren der ersten oder zweiten Generation oder in loxP-Helferviren

enthalten sind.

zeigt die aus Amniozyten mittels Transformation durch adenoviralen
E1-Funktionen erhaltenen Zellinseln (Fig. 2A und Fig. 2B), sowie die
aus einzelnen Zellen klonierten Zelllinien N52.E6 (DSM ACC2416;
Fig. 2C) und N52.F4 (Fig. 2D). Zu beachten ist, dass sich die
Zelllinien bzw. Einzelzellklone morphologisch dadurch von den
Amniozyten unterscheiden, dass sie in der Regel kleiner sind und in

ihrer Vermehrung nicht kontaktinhibiert sind.

zeigt den Integrationsstatus von STK146 in acht verschiedenen El-

transformierten Amniozyten-Zelllinien mit Hilfe eines Southern Blots.

zeigt, aufgelistet in einer Tabelle, die Herstellung eines adenoviralen
Vektors der ersten Generation in verschiedenen klonierten Zelllinien
anhand von bfu (blue forming units) pro Zelle bzw. die Effizienz der
Transfektion der entsprechenden Zelllinien anhand der Bildung von

Plaques.

zeigt die Expression der E1A- und E1B-Proteine von AdS in elf
klonierten Amniozyten-Zelllinien (Western Blot).

zeigt den Zeitverlauf der Synthese rekombinanter adenoviraler

Vektoren in zwei klonierten Zelllinien N52.E6 und N52.F4. Fig. 6A



WO 01/36615 PCT/EP00/10992

10

15

20

25

-38 -

zeigt die Synthese eines adenoviralen Vektors der ersten Generation

Fig. 6B die Synthese eines adenoviralen Vektors mit groBer DNA-

Kapazitit.
BEISPIELE
1. Klonierungen

Eine Ubersicht iber die Klonierungen ist in Fig. 1 dargestellt.
a) Plasmid STK136

Plasmid STK136 enthdlt den murinen Phosphoglycerat-Kinase-Promoter (Seq.
Nr. 1; Adra et al.,, Gene 60, 65-74, 1987) in pBluescript KSII (Stratagene) und

wurde wie folgt hergestellt:

3.5 pg Plasmid PGK-hAAT (Kay et al., Hepatology 21, 815-819, 1995) wurden
mit EcoRV verdaut und in einem 1.5%igen Agarosegel groBenfraktioniert. Die
0.5 kb umfassende Bande, die das gesuchte PGK-Promoterfragment enthilt,
wurde nach Fédrbung in Ethidiumbromid ausgeschnitten und die DNA
elektroeluiert. Zeitgleich wurde pBluescript KSII mit EcoRV und Hincll verdaut
und die freien DNA-Enden dephosphoryliert. Nach anschlieBender
Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolprizipitation wurden #quimolare
Mengen dieser DNA-Fragmente ligiert und in ultrakompetente XIL-2 Blue-
Bakterien (Stratagene) transformiert. Die Plasmid-Klone wurden mit Hilfe eines
Restriktionsverdaus charakterisiert und das daraus resultierende Plasmid wurde

mit STK136 (Isolat #6) bezeichnet.
b) Plasmid STK137

Plasmid STK137 enthdlt die gesamte EI1-Expressionskassette von AdS
einschlieBlich des 3’-Splei- und Polyadenylierungssignals aus SV40 und wurde
wie folgt hergestellt:
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PCR-Amplifikation der Ad5-Sequenz bp 505-841 (PCR I) (Seq. Nr. 2)

10 ng des Plasmids pXCl (Microbix) wurden zusammen mit je 400 ng der
Oligonukleotide 27759 (Seq. Nr. 3) und 27634 (Seq. Nr. 4), 0.2 mM dNTPs und
1.25 U Pfu-Polymerase in 10 mM KCI, 10 mM (NH,4),SOs, 20 mM Tris/HCI, pH
8.75, 2 mM MgSO,, 0.1% Triton X-100, 100pg/ml BSA unter folgenden

Bedingungen amplifiziert:
I 10 Minuten bei 94°C,
II 1 Minute bei 94°C,
2 Minuten bei 50°C,
3 Minuten bei 72°C,
I11 10 Minuten bei 72°C.

wobei Schritt IT in 15 Zyklen wiederholt wurde. Die DNA wurde mit Hilfe des
“QIAquick PCR Purification Kit” (Qiagen) nach Angaben des Herstellers

aufgereinigt und mit Ethanol prizipitiert.

Fiir die Klonierung des PCR-Fragmentes wurden 2.5 pg pBluescript KSII mit
EcoRV vedaut, die freien DNA-Enden dephosphoryliert, in dquimolaren Mengen
mit dem PCR-Fragment ligiert und in XL-2 Blue-Zellen transformiert. Das daraus

resultierende Plasmid wird im nachfolgenden mit #1 bezeichnet.

PCR-Amplifikation der AdS Sequenz bp 3328-3522 (PCR II) (Seq. Nr. 5):

10 ng des Plasmids pXCl (Microbix) wurden zusammen mit je 400 ng der
Oligonukleotide 27635 (Seq. Nr. 6) und 27636 (Seq. Nr. 7) unter den oben
beschriebenen Bedingungen amplifiziert. Nach der PCR-Reaktion wurde die
DNA mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Ethanol prizipitiert, mit EcoRI
verdaut, nochmals mit Phenol/Chloroform extrahiert, prizipitiert und in 30ul TE

gelost.
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PCR-Amplifikation des 3'-Spleif- und Polyadenylierungssignals aus SV40 mit
Hilfe des Plasmids pGL2-Basic bp 1978-2749 (PCR III) (Seq. Nr. 8):

20 ng des Plasmids pGL2-Basic (Promega, GenBank/EMBL Acc. Nr.: X65323)
wurden zusammen mit je 800 ng der Oligonukleotide 27637 (Seq. Nr. 9) und
27638 (Seq. Nr. 10), 0.4 mM dNTPs und 2.5 U Pfu-Polymerase unter den oben
beschriebenen Bedingungen amplifiziert. Nach der PCR-Reaktion wurde die
DNA mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Ethanol prizipitiert, mit EcoRI
verdaut, nochmals mit Phenol/Chloroform extrahiert, in Ethanol prizipitiert und
in 30 ul TE geldst. Dann wurden je 10 ul DNA aus PCR II und III in einem
Volumen von 50 pl ligiert, mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Ethanol
prizipitiert und in einem Volumen von 100 pl mit BamHI verdaut. Nach emeuter
Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolprizipitation wurde die DNA mit
dquimolaren Mengen pBluescript KSII-DNA, welche zuvor mit BamHI verdaut
und dephosphoyliert wurde, ligiert. Das daraus resultierende Plasmid wird
nachfolgend mit #29 bezeichnet. Fiir die weitere Klonierung wurden 3.5 ng
Plasmid-DNA  #29 mit Sacll und Bglll verdaut, dephosphoryliert, mit
Phenol/Chloroform extrahiert und in Ethanol prizipitiert. Zeitgleich wurden 3.5
ng pXCl mit BglIl und Sacll verdaut, das 2.9 kb-Fragment elektrophoretisch
aufgetrennt und elektroeluiert. Von beiden DNAs wurden #quimolare Mengen
ligiert und in XL-2 Blue-Zellen transformiert. Das daraus resultierende Plasmid
wird im nachfolgenden mit #5 bezeichnet. Fiir die abschlieBende Klonierung von
STK137 wurde Plasmid #1 mit HincIl und BspEI verdaut, elektrophoretisch
aufgetrennt und ein ca. 350 bp umfassendes Fragment elektroeluiert. Als Vektor-
DNA wurde Plasmid #5 mit Kspl (Isoschizomer von Sacll) verdaut, die Enden
mit T4-Polymerase aufgefiillt, mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol
prazipitiert. Danach wurde die DNA mit BspEl verdaut, dic Enden
dephosphoyliert, nochmal mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol
prézipitiert. Beide DNAs wurden ligiert und in XL-2 Blue-Zellen transformiert.
Das daraus resultierende Plasmid wurde mit STK137 (Isolat #34) bezeichnet.
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c) Plasmid STK146 (Seq. Nr. 18)

Plasmid STK 146 enthilt den murinen PGK-Promoter, die gesamte E1-Region von
AdS (bp 505-3522) und das 3’-Spleif3- und Polyadenlylierungssignal von SV40.

Fiir die Klonierung wurden 4 pg STK137 mit EcoRV und BamHI verdaut,
elektorphoretisch aufgetrennt und das 3.7 kb umfassende Fragment elektroeluiert.
Weiter wurden 3.3 pg STK136 mit EcoRV und BamHI verdaut, dephosphoryliert,
Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol préazipitiert. Von beiden Plasmiden

wurden dquimolare Mengen ligiert und in XL-2 Blue-Zellen transformiert. Das

- daraus resultierende Plasmid wurde STK139 genannt. Eine abschlieBende

Sequenzanalyse von STKI139 ergab eine Mutation bei bp 2613 (die
Nummerierung bezieht sich hierbei auf die Ad5-DNA-Sequenz), die zu einem
Aminosdureaustausch von Tyrosin zu Asparagin fiihrte (2613 TAC — GAC). Aus
diesem Grunde wurde das die Mutation enthaltende Fragment in STK139 durch
das BstEII (bp 1915)- BgllII (bp 3328)-Fragment aus pXC1 ersetzt. Dazu wurde
STK139 mit BstEIl und BglIl verdaut, dephosphoyliert, Phenol/Chloroform
extrahiert, mit Ethanol prizipitiert, elektrophoretisch aufgetrennt und das 5.8 kb
umfassende Fragment elektroeluiert. pXC1 wurde ebenfalls mit BstEII und BglII
verdaut, elektrophoretisch aufgetrennt und das 1.4 kb umfassende Fragment
elektroeluiert. Nach Ligation und Transformation wurde DNA aus 4
Plasmidklonen sequenziert; zwei davon enthielten die korrekte Sequenz bei bp
2613. Isolat Nummer 2 wurde komplett sequenziert und wird im nachfolgenden

mit STK146 bezeichnet.
d) Sequenzanalyse von STK146

500 ng STK146 #2 wurden mit 10 pmol der folgenden Sequenzprimer unter

Standardbedingungen sequenziert:
Primer 28231 AdS nt. 901-920 (Seq. Nr. 11)
28232 Ad5 nt. 1301-1320 (Seq. Nr. 12)

28233 AdS5 nt. 1701-1720 (Seq. Nr. 13)
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28234 Ad5 nt. 2100-2119 (Seq. Nr. 14)
28235 AdS  nt. 2500-2519 (Seq. Nr. 15)
28236 Ad5  nt. 2853-2872 (Seq. Nr. 16)

28237 Ad5 nt. 3249-3268 (Seq. Nr. 17)

2. Kultivierung von primiren Amniozyten und Zelllinien

Alle Zellkulturreagenzien, Medien und Seren wurden von der Firma GIBCO Life
Technologies bezogen. Die Zelllinie 293, die in einigen Experimenten als
Kontrolle diente, wurde in modifiziertem Eagles Medium (MEM) mit 10%
fotalem Kilberserum (FCS), 1x Penicillin/Streptomycin bei 37°C (100x, Cat#
10378-016), 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO; kultiviert. Fiir die Herstellung der
neuen El-transformierten Zelllinien wurden primére fétale Zellen, die im Rahmen
der Prinataldiagnostik aus Fruchtwasser durch Amniozentese gewonnen worden
waren, verwendet. Nach der Punktion wurden die Zellen, Routinemethoden
folgend, in Plastikkulturflaschen ausgesdht und in Ham’s F10-Medium (Nutrient
Mixture Ham’s F10 mit L-Glutamin, Cat# 31550-023), 10 % FCS, 2% Ultroser®
G, 1x Antiobiotika/Antimykotika Losung (100x, Cat# 15245-012), 2.5ug/ml
Fungizione® (Amphotericin B, Cat# 15290-018), kultiviert. Ein Teil der Zellen
wurde am Boden der Zellkulturflasche adhédrent und proliferiert. Nach etwa 2
Wochen waren ausreichend Zellen fiir eine Chromosomenanalyse vorhanden.
Nach Feststellung des Karyotyps wurden Amniozytenkulturen mit numerisch und
strukturell unauffilligen Chromosomen flir die Herstellung der Zelllinie
verwendet. In verschiedenen Experimenten wurden Zellen von drei verschiedenen
Quellen verwendet, deren Entnahme durch Amniozentese entweder 3, 6 bzw. 7
Wochen zuriicklag. Als Ndhrmedium wurde Ham’s F10-Medium, 10% FCS 2%
Ultroser®Cr, 1x Antibiotika/Antimykotika-Lésung, 2.5 pg/ml Fungizione®
verwendet. Die Kulturbedingungen waren 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5%
CO,. Sieben Tage nach Transfektion wurden die Amniozyten in Ham’s F-10-
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Medium, 10% FCS, 1x Penicillin/Streptomycin weiterkultiviert. Nach der
Entstehung von Einzelzellklonen wurden diese auf neue Schalen iibertragen und

in alpha-MEM mit 10% FCS, 1x Penicillin/Streptomycin weiterkultiviert.

3. Transfektion und Transformation von Amniozyten

Fiir die Transfektion wurden die Amniozyten auf Zellkulturschalen (Durchmesser
60 mm, Oberfliche 22.1 cm?®) mit einer Dichte von 2 — 5 x 10° pro Schale
ausgesit und am darauffolgenden Tag transfiziert. Fiir die Transfektion wurde 20
png Plasmid STK146 mit Scal verdaut, mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit
Ethanol prazipitiert und in 20 pl TE aufgenommen, was eine DNA-Konzentration
von 0.5 pg/pl ergab. In ersten Experimenten wurden je 5 Schalen Ammniozyten 3
bzw. 7 Wochen nach Entnahme mit dem Effe'ctene Transfektionskit nach

Angaben des Herstellers (Qiagen) wie folgt transfiziert:

4 pl STK146, verdaut mit Scal, wurden mit 146 pul EC Puffer gemischt. Nach
Zugabe von 8 ul Enhancer wurde die Losung kurz gevortext und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 25 pl Effectene zugegeben, 10
Sekunden gevortext und weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Wihrenddessen wurde das Medium von den Zellen vorsichtig abgesaugt und
durch 4 ml frisches Nihrmedium (siehe oben Punkt 2.) ersetzt. Nach
abgeschlossener Inkubation wurde der Transfektionsansatz mit 1 ml frischem
Néhrmedium gemischt und vorsichtig auf die Zellen getropft. Die Zellen wurden
weiter wie oben beschrieben kultiviert. Sieben Tage nach der Transfektion wurden
die Zellen je einer Schale auf eine groBere Schale (Durchmesser 150 mm,
Oberfliche 147.8 cm®) iibertragen. Dazu wurde das Medium vorsichtig abgesaugt,
die Zellen mit PBS gewaschen, in Trypsin abgelost und auf eine neue Schale
iibertragen und wie unter Punkt 2. beschrieben weiterkultiviert. 18 bis 22 Tage
nach der Transfektion waren deutlich klonale Zellinseln zu beobachten, die sich
morphologisch deutlich von den Amnionzellen unterschieden (Abb. 2A, 2B). Der
Hauptanteil in einer nicht-transformierten Amniozytenkultur besteht aus groBeren

Zellen, die in ihrem Wachstum Kontaktinhibition zeigen. Zellen in



WO 01/36615 PCT/EP00/10992

10

15

20

25

-44 -

transformierten Einzelzellkolonien sind sehr viel kleiner, wachsen viel schneller
und sind in ihrer Vermehrung nicht kontaktinhibiert. Sie wachsen als Zellin;eln,
bestehend aus dicht gedringten, kleineren Zellen und sind lichtmikroskopisch
eindeutig und ohne Schwierigkeiten zu identifizieren. Diese Zellinseln wurden
gepickt und auf eine neue Schale (Durchmesser 60 mm) mit oben beschriebenem
Medium tibertragen. Nach weiterer Vermehrung wurden die Zelllinien auf 147.8
cm’ Zellkulturschalen tibertragen und wie unter 2. beschrieben weiterkultiviert.

2 Zellkulturschalen wurden die

Nach der ersten Ubertragung auf 147.8 cm
Passagen der Zellen gezahit. Anfinglich wurden ca. 40 Zellklone von den Zellen,
die 3 bzw. 7 Wochen nach Entnahme transfiziert worden waren, weiterkultiviert.
Im weiteren Verlauf, d.h. durch lingeres Kultivieren, #nderten einige der
Zellklone ihre Morphologie drastisch und verhielten sich in ihrem Wachstum
instabil. Die weiteren Experimente wurden auf die Weiterkultivierung und
Analyse von acht morphologisch stabilen Zelllinien beschrinkt. Diese wurden wie
folgt bezeichnet: GS.AS55 (enstanden aus Amniozyten transfiziert 3 Wochen nach
Entnahme), GS.N21, GS.N24, GS.N27, GS.N49, GS.N51, GS.N52, GS.N53

(entstanden aus Amniozyten transfiziert sieben Wochen nach Entnahme).

Wahrend der ersten Passagen zeigten alle Zellklone eine vergleichbare
Morphologie, die sich durch weiteres Passagieren jedoch verinderte. So
verdnderten sich z. B. einige Zellklone dahin, da8 sie eine stark abgerundete Form
annahmen und nach weiteren Passagen nicht mehr adhirent waren. Andere
Zellklone zeigten eine starke Vakuolisierung, die jedoch keinen EinfluB auf ihr
Wachstum zu haben schien. Nach der Einzelzellklonierung zeigten alle Zelllinien
eine einheitliche Morphologie und z.B. N52. EG und N52. F4 zeigten ebitheliales
Aussehen. Sie waren in ihrer Wachstumsrate und Zelldichte mit 293-Zellen zu

vergleichen.

4. Effizienz der Transformation

Um die Effizienz der Transformation durch die El-Funktionen genauer zu

bestimmen, wurden in einem weiteren Ansatz erneut sieben Schalen mit je 2-5 x
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10° Zellen wie unter Punkt 3. beschrieben transfiziert. Bereits 24 Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen auf 147.8 cm” groBe Schalen iibertragen und fiir §
Tage in Ham’s F-10-Medium, 10 % f6tales Kilberserum, 2% Ultroser® G, 1 x
Antiobiotika/Antimyotika Lésung, 2.5ug/ml Fungizione und weitere 25 Tage in
Ham’s Medium, 10 % fotales Kélberserum, 1 x Penicillin/Streptomycin-Lésung
weiterkultiviert. Als Kontrolle wurde eine Schale mit nichttransfizierten Zellen
unter denselben Bedingungen kultiviert. Wihrend dieser Zeit wurden die
morphologisch deutlich unterscheidbaren (siehe Fig. 2A, B) Kolonien, die aus
einzelnen Transformationserreignissen entstanden waren, ausgezihlt. Auf allen
Zellkulturschalen mit Ausnahme der untransfizierten Kontrollschale konnten
Einzelzellklone gezdhlt werden. Im Durchschnitt ergaben sich 4 Zellklone pro

Platte, was einer Transformationseffizienz von 1 in 0.5-1 x 10° Zellen entsprach.

S. Einzelzellklonierung

Wie bereits erwidhnt verhielten sich die Zelllinien morphologisch teilweise
unterschiedlich, weshalb von jeder Zelllinie bis zu zehn Einzel-Zelllinien angelegt
wurden. Dabei befanden sich die einzelnen Zelllinien in verschiedenene Passagen:
GS.AS55: P17, GS.N21: P24, GS.N24: P20, GS.N27: P19, GS.N49: P21, GS.N51:
P39, GS.N52: P22, GS.NS3: P20. Dazu wurden die Zellen von den
Zellkulturschalen abgelést und bei einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml
1:1000, 1:50.000 und 1:500.000 in Nihrmedium verdiinnt. Von allen
Verdiinnungen wurden 100 pl Zellen auf 96 well-Platten ausgesit und diejenigen
Zellklone, die eindeutig aus Einzelzellen entstanden waren weiterkultiviert. In
Fig. 2C ist die Zelllinie GS.N52.E6 (DMSZ-Nr.) gezeigt, Fig. 2D zeigt Zelllinie
GS.N52.F4; beide Zellklone stammen von der urspriinglichen Zelllinie GS.N52
ab.
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6. Charakterisierung der E1-Zelllinien

a) Southern Blot-Analysen

Um den Integrationsstatus der El1-Region in den Zelllinien zu untersuchen,
wurden Southern Blot-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde genomische DNA aus
allen acht E1-Amnionklonen (siehe Punkt 5.) isoliert, je 5 pug wurden mit EcoRV
verdaut, elektorphoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen.
EcoRV schneidet einmal in der E1-Expressionskassette. Die Hybridisierung mit
radioaktiv markierter STK146-DNA bestitigte die Integration von 1-2 Kopien
STK146 in allen Klonen. Fig. 3 zeigt das Integrationsmuster in den El-
Zellklonen. Bei allen Klonen sind hauptséchlich zwei hochmolekulare Banden zu
erkennen, was auf die Integration einer einzelnen Kopie hindeutet. Die Zellklone
GS.N24 und GS.N52 zeigten zusitzliche je eine Biande mit stirkerer Intensitit,
was auf die Integration von Tandem-Kopien von STK146 hindeuten kénnte. Bei
keinem der Zellklone traten Banden auf, die kleiner als STK 146, verdaut mit Scal
und EcoRV waren, was darauf schlieen liess, dass alle Integrate vollstdndig und

nicht deletiert vorlagen.
b) Erzeugung rekombinanter Adenoviren

Nach der Einzelzellklonierung wurden die Zellklone im Hinblick auf ihr
Vermdgen, rekombinantes Adenovirus zu erzeugen, getestet. Dazu wurden einmal
3-5 Einzelzellklone jeder Zelllinie in ca. 70% konfluenten 24 well-Platten mit ca.
5 moi (multiplicity of infection) AdPgal (rekombinanter adenoviraler Vektor der
ersten Generation) infiziert. 48 Stunden nach Infektion wurden die Zellen durch
dreimaliges Einfrieren und Auftauen lysiert und die Menge an entstandenem
AdBgal durch Infektion von 293-Zellen und anschlieBendes Firben der Zellen
(MacGregor et al., in: Gene Transfer and Expression Protocolls, Murray Hrsg.,
Humana, Clifton, NJ, Bd. 7, S. 217-235, Jahr (1991)) zum Nachweis der -
Galaktosidase-Herstellung analysiert (Fig. 4). Diese Methode ergibt eine nur
ungefihre Herstellung an rekombinantem Adenovirus, da sich die Zellzahlen und

daher die verwendete Virusmenge bei den unterschiedlichen Zellklonen aufgrund
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ihrer GroBe und Wachstumsgeschwindigkeit unterscheiden koénnen. Die
Zellklone, die in diesem ersten Test die groBte Ausbeute ergaben, wurden in
einem weiteren Experiment genauer analysiert. Dazu wurden auf 3 Schalen
(Durchmesser 100 mm, Oberfliche 60 cm?) ca. 3 x 10’ Zellen ausgesit. Am
darauffolgenden Tag wurden die Zellen ausgezihlt und anhand der ermittelten
Zellzahl mit genau 5 moi Adpgal infiziert. 48 Stunden nach Infektion wurden die
Zellen geerntet, durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen lysiert und die
erzeugte Menge an Adfgal durch Infektion von 293-Zellen und anschlieBendes
Fiarben analysiert. Das Ergebnis ist in Fig. 4 dargestellt.

c) Transfektionseffizienz

Einige der klonierten Zelllinien wurden auf die Bildung von Plaques getestet.
Dazu wurden ca. 70% konfluente Zellkulturschalen (Durchmesser 60 mm) mit 2
pg infektiosem Plasmid GS66 mit Hilfe der Kalciumphosphat-Methode
transfiziert. Plasmid GS66 enthélt das gesamte Adenovirusgenom mit einer
Deletion in der El-Region von Nukleotid 440 bis zu Nukleotid 3523. Die
adenoviralen terminalen Wiederholungssequenzen (ITRs) sind in diesem Plasmid
flankiert von Swal-Restriktionsschnittstellen, so dass nach Transfektion von
Swal-verdautem Plasmid infektigses Virus und Plaques entstehen kénnen. Ca. 24
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit ca. 10 ml MEM, 1% Agarose,
0.5x Penicillin/Strepromycin, 0.05% Hefeextrakt iiberschichtet. Nach ca. 1 Woche
Inkubation bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit, 5% CO, wurden Plaques sichtbar.
Fig. 4 zeigt die Anzahl ausgezihlter Plaques, gemittelt aus je 2 unabhingigen

Transfektionen.
d) Expression der E1A- und E1B-Funktionen von Ad5

Die Expression der AdS5-E1A- und der E1B-21kD-Proteine in den klonierten
Zelllinien wurde mit Hilfe von Western Blot-Analysen unter Verwendung von

monoklonalen Antikdrpern nachgewiesen.

Von einer Zellkulturschale (Durchmesser 10 cm) wurden die Zellen in PBS/1mM
EDTA vorsichtig abgeldst, pelletiert und in 150 ul 50 mM Tris/HCL pH 8, 140
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mM NaCl, 0.5% NP40, 4 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0.5 mM PMSF, 5% Glycerin
aufgenommen. Durch zusitzliches "Douncen" wurden die Zellen lysiert, 10
Minuten bei 13 000 Upm abzentrifugiert und die Proteinkonzentration im
Uberstand mit Hilfe eines Proteinbestimmungskits (BIORAD, Microassay
Procedure) bestimmt. Auf einem 12%-igen SDS-Polyacrylamidgel wurden 10 pg
Protein aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond ECL, Amersham
Pharmacia Biotech) transferiert und mit einem anti-E1A- bzw. anti-E1B-21kD-
Antikérper (Calbiochem, Verdiinnung 1:300) inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurde der Blot gewaschen und mit einem zweiten anti-Maus-Antikérper (E1A)
bzw. anti-Ratte-Antikérper (E1B), an den Meerrettichperoxidase gekoppelt war,
hybridisiert. Die Reaktion der Meerettichperoxidase wurde durch Inkubation
gleicher Volumina an “Enhance-Lésung” 1 und 2 (ECL, Amersham Pharmacia
Biotech) gestartet und die sich dadurch entwickelnde photochemische Reaktion
durch kurze Exposition eines Rontgenfilms sichtbar gemacht. Fig. 5 zeigt das

Ergebnis einer Western Blot-Analyse.

e) Zeitverlauf der Synthese rekombinanter adenoviraler Vektoren der
ersten Generation und adenoviraler Vektoren mit grofler DNA-

Kapazitit

Zwei klonierte Zelllinien, N52.E6 und N52.F4, zeigten in den oben beschriebenen
Experimenten die hochste Ausbeute an rekombinanten adenoviralen Vektoren der
ersten Generation. Fiir die optimale Herstellung von adenoviralen Vektoren sind
weitere Kenntnisse iiber den Zeitverlauf wichtig, insbesondere dann, wenn diese
Zellen auf Suspensionskulturen adaptiert werden und eine erfolgreiche Infektion
nicht anhand eines zytopathischen Effektes verfolgt werden kann. Fiir diese
Analyse wurden mehrere Schalen (Durchmesser 6 cm) mit je 3 x 10° Zellen mit 5
moi Adpgal infiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion
geerntet. Die Ausbeute an rekombinatem Adenovirus wurde wieder durch
Infektion von 293-Zellen, Farbung und Auszihlen blauer Zellen ermittelt (Fig. 6
A).
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Zukiinftig ist vorgesehen, die neuen Zelllinien auch fiir die Herstellung
adenoviraler Vektoren mit groler DNA-Kapazitit zu verwenden (siehe oben). Fiir
die Herstellung dieser adenoviralen Vektoren werden Helferviren benétigt, die die
deletierten Funktionen und Proteine fiir einen lytischen Infektionszyklus in trans
zur Verfligung stellen. Das Verpackungssignal dieser Helferviren wird mit Hilfe
von loxP-Erkennungssequenzen und der Cre-Rekombinase, welche von der
Zelllinie exprimiert wird, bei Infektion entfernt. In zukiinftigen Experimenten
sollen daher die neuen El-transformierten Zelllinien mit einem Cre-
exprimierenden Plasmid transfiziert und die Rekombinase stabil exprimiert

werden.

In vorldufigen Experimenten wurde getestet, ob die neuen E1-Amniozyten auch in
der Lage sind, adenovirale Vektoren mit groler DNA-Kapazitit zu erzeugen und
ob die Produktionskinetik und die Menge an produzierten Vektoren der entspricht,
die mit bereits existierenden Cre-exprimierenden 293-Zellen erreicht wird. Dazu
wurden mehrere Schalen mit je 3 x 10° Zellen der Zelllinien N52.E6 und N52.F4
mit 5 moi loxP-Helfervirus und 10 moi AdGS46 (B-gal exprimierender
adenoviraler Vektor mit groBer DNA-Kapazitit) infiziert und zu den angegebenen
Zeitpunkten nach Infektion geerntet. Die Ausbeute an P-gal exprimierendem
adenoviralen Vektor mit groBer DNA-Kapazitit wurde wieder durch Infektion
von 293-Zellen, Fiarbung und Auszihlen blauer Zellen ermittelt (Fig. 6B). Die
Menge der in den Amniozyten synthetisierten adenoviralen Vektoren mit grof3er
DNA-Kapazitdt entspricht der, die auch in Cre-experimierenden 293-Zellen

erzeugt wird (Daten nicht gezeigt).



WO 01/36615

5
1.

10
2.

15
3.
20 4.
5.

25
6.

30

PCT/EP00/10992

- 50 -

Patentansprﬁche

Permanente =~ Amniozyten-Zelllinie, enthaltend mindestens eine
Nukleinséure, die die Expression der Genprodukte der E1A- und E1B-

Region von Adenovirus bewirkt.

Zelllinie nach Anspruch 1, wobei die mindestens eine Nukleinsiure
weiterhin die Expression der Genprodukte der E2A-, E2B- und/oder E4-

Region von Adenovirus und/oder der Cre-Rekombinase bewirkt.

Zelllinie nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Expression des Genprodukts
der El1A-Region unter der Kontrolle eines konstitutiven Promoters,

vorzugsweise des Phosphoglycerat-Kinase(PGK)-Promoters, steht.

Zelllinie nach einem der Anspriiche 1 - 3, wobei die Expression des/der
Genprodukte der E1B-Region unter der Kontrolle eines adenoviralen

Promoters, vorzugsweise des adenoviralen E1B-Promoters, steht.

Zelllinie nach einem der Anspriiche 1 — 4, wobei die adenoviralen

Genprodukte vom humanen Adenovirus Typ 5 stammen.

Zelllinie nach einem der Anspriiche 1 ~ 5, wobei die Zelllinie eine humane

Zelllinie ist.
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Verfahren zur Herstellung einer permanenten Amniozyten-Zelllinie,
gekennzeichnet durch das Transfizieren von Amniozyten mit mindestens
einer Nukleinsdure, die die Expression der adenoviralen Genprodukte der

E1A-Region und E1B-Region bewirkt.

Verfahren nach Anspruch 7, wobei primdre Amniozyten, insbesondere

humane primire Amniozyten, verwendet werden.

Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei die genannte Nukleinsdure in

Form eines Expressionsvektors verwendet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 7 - 9, wobei das Genprodukt der
E1A-Region unter der Kontrolle eines konstitutiven Promoters,
vorzugsweise des Phosphoglycerat-Kinase(PGK)-Promoters, und das/die
Genprodukte der E1B-Region unter der Kontrolle eines adenoviralen
Promoters, vorzugsweise des adenoviralen E1B-Promoters, exprimiert

werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 7 - 10, wobei durch Transfizieren
der Amniozyten und/oder der erhaltenen Zelllinie zusitzlich die
Expression der Genprodukte der E2A- und/oder E2B- und/oder E4-Region

von Adenovirus und/oder der Cre-Rekombinase bewirkt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 7 — 11, wobei die adenoviralen

Genprodukte vom humanen Adenovirus Typ 5 stammen.

Permanente Amniozyten-Zelllinie erhiltlich gemi dem Verfahren nach

einem der Anspriiche 7 - 12.

Permanente Amniozyten-Zelllinie N52.E6 (DSM ACC2416).
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Verwendung von Amniozyten zur Herstellung von Adenovirus-

transformierten permanenten Amniozyten-Zelllinien.

Verwendung der adenoviralen Genprodukte der E1A- und E1B-Region zur

Herstellung von permanenten Amniozyten-Zelllinien.

Verwendung einer permanenten Amniozyten-Zelllinie zur Herstellung von

Gentransfervektoren und/oder Adenovirusmutanten.

Verwendung nach Anspruch 17 zur Herstellung von Adenovirusvektoren,
AAV(Adeno-Assoziiertes Virus)-Vektoren, Retrovirusvektoren,
Lentivirusvektoren, chimiren Adenovirus-AAV-Vektoren, chimiren
Adenovirus-AAV-Vektoren, chimidren Adenovirus-Retrovirus-Vektoren

und/oder chimiren Adenovirus-Lentivirus-Vektoren.

Verwendung nach Anspruch 18, wobei die Adenovirusvektoren
Adenovirusvektoren der ersten Generation, Adenovirusvektoren der
zweiten Generation, Adenovirusvektoren groBer DNA-Kapazitit und/oder

deletierte Adenovirusvektoren sind.

Verwendung nach einem der Anspriiche 17 — 19 zur Herstellung von
Tropismus-modifizierten — Gentransfervektoren und/oder Tropismus-

modifizierten Adenovirusmutanten.

Verwendung nach einem der Anspriiche 17 — 20, wobei die Amniozyten-

Zelllinie wie in einem der Anspriiche 1 — 6, 13 oder 14 definiert ist.
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Produktion (bfu/Zelle)

5/7

PCT/EP00/10992

Zelllinie 24 well-Platte | Zellkulturschale | Plaques
GS.A55.C1 1300
.E6 1840 3
.C12 790
GS.N24.C3 380
.C10 400
.G5 230
GS.N27.H9 1160 150 1.5
H1l 780
.D12 360
GS.N49.C2 200
.C5 120
.D7 300
GS.N51.D2 280
.G5 350
.C5 1140 1
GS.N52.C9 2100 2000 10
.E12 1320 18
.E6 3150 2700 25.5
F4 3880 2400 6
H12 1640 1
GS.N53.G9 460
.G1 380
F7 330
293 2370 2500 27
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WO

SEQUENZPROTOKOLL

<110>

<120>

01/36615

Kochanek,

S.

PCT/EP00/10992

Permanente Amniozyten-Zelllinie, ihre Herstellung und

Verwendung zur Herstellung von Gentransfervektoren

<160> 18

<170> Word 6.0,
<210> 1

<211> 513

<212> DNA

<213> Maus,
<400> 1

1 GAATTCTACC
51 CGCTTTAGCA
101 TCGCACACAT
151 GTGGCCCCTT
201 CCCGCCCCae
251 TCTCACTAGT
301 TAGGCCTTTG
351 GCTCAGAGGC
401 CAGGGGCGGG
451 ACGCTTCAAA
501 GGGCCTTTCG

PC-DOS/MS-DOS

GGGTAGGGGA
GCCCCGCTGG
TCCACATCCA
CGCGCCACCT
AGCTCGCGTC
CTCGTGCAGA
GGGCAGCGGC
TGGGAAGGGG
GCGGGCGCCC
AGCGCACGTC

ACC

GGCGCTTTTC

CACTTGGCGC

CCGGTAGGCG

TCTACTCCTC

GTGCAGGACG

TGGACAGCAC

CAATAGCAGC

TGGGTCCGGG

GAAGGTCCTC

TGCCGCGCTG

Phosphoglycerat -Kinase-Promoter

CCAAGGCAGT

TACACAAGTG

CCAACCGGCT

CCCTAGTCAG

TGACAAATGG

CGCTGAGCAA

TTTGCTCCTT

GGCGGGCTCA

CGGAGGCCCG

TTCTCCTCTT

CTGGAGCATG

GCCTCTGGCC

CCGTTCTTTG

GAAGTTCCCC

AAGTAGCACG

TGGAAGCGGG

CGCTTTCTGG

GGGGCGGGCT

GCATTCTCGC

CCTCATCTCC



WO 01/36615

<210>
<211>
<212>
<213>

2

336
DNA
Ad5

<400> 2

1
51
101
151
201
251

301

<210>
<211>
<212>
<213>

GAGTGCCAGC

TGAAAATGAG

GCCGCCAGTC

TCCACCTCCT

TAGACGTGAC

TTTCCCGACT

TTTTCCGCCG

3
29
DNA

GAGTAGAGTT TTCTCCTCCG
ACATATTATC TGCCACGGAG
TTTTGGACCA GCTGATCGAA
AGCCATTTTG AACCACCTAC
GGCCCCCGAA GATCCCAACG
CTGTAATGTT GGCGGTGCAG

GCGCCCGGTT CTCCGGAGCC

kiinstliche Sequenz

<400> 3

ATCGAGTGCC AGCGAGTAGA GTTTTCTCC

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

4
22
DNA

kiinstliche Sequenz

4

GTGAGGCGGC TCCGGAGAAC CG

<210>

<211>

5

216

AGCCGCTCCG

GTGTTATTAC

GAGGTACTGG

CCTTCACGAA

AGGAGGCGGT

GAAGGGATTG

GCCTCAC

PCT/EP00/10992

ACACCGGGAC

CGAAGAAATG

CTGATAATCT

CTGTATGATT

TTCGCAGATT

ACTTACTCAC

22

29



WO 01/36615 PCT/EP00/10992
<212> DNA

<213> A4S

<400> 5

1 CTCGCGGATC CAGATCTGGA AGGTGCTGAG GTACGATGAG ACCCGCACCA
51 GGTGCAGACC CTGCGAGTGT GGCGGTAAAC ATATTAGGAA CCAGCCTGTG
101 ATGCTGGATG TGACCGAGGA GCTGAGGCCC GATCACTTGG TGCTGGCCTG
151 CACCCGCGCT GAGTTTGGCT CTAGCGATGA AGATACAGAT TGAGGTACTG
201 AAATGGAATT CCGGTC

<210> 6
<211> 32
<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<400> 6

GACGCCAATT CCATTTCAGT ACCTCAATCT GT 32

<210> 7
<211> 32
<212> DNA

<213> kuUnstliche Sequenz

<400> 7

CTCGCGGATC CAGATCTGGA AGGTGCTGA GG 32

<210> 8

<211> 782



WO 01/36615

.<212> DNA

<213> SV40 (pGL2basic),
<400> 8

1 CGACTGAATT CAATTTTTAA
51 TTGTTTGTGT ATTTTAGATT
101 TGGTGGAATG CCTTTAATGA
151 ATCTAGTGAT GATGAGGCTA
201 AAAAGAAGAG AAAGGTAGAA
251 AGTTTTTTGA GTCATGCTGT
301 TATTTACACC ACAAAGGAAA
351 AAAAATATTC TGTAACCTTT
401 ATACTGTTTT TTCTTACTCC
451 CTATGCTCAA AAATTGTGTA
501 ATAAGGAATA TTTGATGTAT
551 TACCACATTT GTAGAGGTTT
601 CCCTGAACCT GAAACATAAA
651 ATTGCAGCTT ATAATGGTTA
701 AAATAAAGCA TTTTTTTCAC
751 TCAATGTATC TTATCATGTC
<210> 9

<211> 32

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<400> 9

Genbank X65323

GTGTATAATG

CCAACCTATG

GGAAAACCTG

CTGCTGACTC

GACCCCAAGG

GTTTAGTAAT

AAGCTGCACT

ATAAGTAGGC

ACACAGGCAT

CCTTTAGCTT

AGTGCCTTGA

TACTTGCTTT

ATGAATGCAA

CAAATAAAGC

TGCATTCTAG

TGGATCCGTC

TGTTAAACTA
GAACTGATGA
TTTTGCTCAG
TCAACATTCT
ACTTTCCTTC
AGAACTCTTG
GCTATACAAG
ATAACAGTTA
AGAGTGTCTG
TTTAATTTGT
CTAGAGATCA
AAAAAACCTC
TTGTTGTTGT
AATAGCATCA
TTGTGGTTTG

GA

PCT/EP00/10992

CTGATTCTAA

ATGGGAGCAG

AAGAAATGCC

ACTCCTCCAA

AGAATTGCTA

CTTGCTTTGC

AAAATTATGG

TAATCATAAC

CTATTAATAA

AAAGGGGTTA

TAATCAGCCA

CCACACCTCC

TAACTTGTTT

CAAATTTCAC

TCCAAACTCA



WO 01/36615

CGACTGAATT CAATTTTTAA GTGTATAATG TG

<210> 10
<211> 27
<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<400> 10

TCGACGGATC CAGACATGAT AAGATAC

<210> 11
<211> 20
<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<400> 11

CCTTGTACCG GAGGTGATCG

<210> 12
<211> 20
<212> DNA

<213> klUnstliche Sequenz

<400> 12

TGGCGCCTGC TATCCTGAGA

<210> 13

PCT/EP00/10992

32

27

20

20



WO 01/36615

<211l> 20
<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<400> 13

TACATCTGAC CTCATGGAGG

<210> 14
<211> 20
<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<400> 14

CAAGAATCGC CTGCTACTGT

<210> 15
<211> 20
<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<400> 15

GGCTGCAGCC AGGGGATGAT

<210> 16
<211> 20
<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

PCT/EP00/10992

20

20

20



WO 01/36615

<400> 16

AGGGTTCGGG GCTGTGCCTT

<210>

<211l>

<212>

17

20

DNA

<213> klUnstliche Sequenz

<400> 17

CCTGAACGGG GTGTTTGACA

<210>

<211>

<212>

<213>

18

7090

DNA

Plasmid STK146

<400> 18

1 GTGGCACTTT
51 TAAATACATT
101 GCTTCAATAA
151 TCGCCCTTAT
201 CCAGAAACGC
251 AGTGGGTTAC
301 TTCGCCCCGA
351 TGTGGCGCGG

401

CCGCATACAC

TCGGGGAAAT

CAAATATGTA

TATTGAAAAA

TCCCTTTTTT

TGGTGAAAGT

ATCGAACTGG

AGAACGTTTT

TATTATCCCG

TATTCTCAGA

GTGCGCGGAA

TCCGCTCATG

GGAAGAGTAT

GCGGCATTTT

AAAAGATGCT

ATCTCAACAG

CCAATGATGA

TATTGACGCC

ATGACTTGGT

CCCCTATTTG

AGACAATAAC

GAGTATTCAA

GCCTTCCTGT

GAAGATCAGT

CGGTAAGATC

GCACTTTTAA

GGGCAAGAGC

TGAGTACTCA

PCT/EP00/10992

TTTATTTTTC

CCTGATAAAT

CATTTCCGTG

TTTTGCTCAC

TGGGTGCACG

CTTGAGAGTT

AGTTCTGCTA

AACTCGGTCG

CCAGTCACAG

20

20
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451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

AAAAGCATCT

ATAACCATGA

AGGACCGAAG

CTCGCCTTGA

GAGCGTGACA

ATTAACTGGC

GGATGGAGGC

GCTGGCTGGT

CGGTATCATT

TTATCTACAC

ATCGCTGAGA

TACGGATGGC

GTGATAACAC

GAGCTAACCG

TCGTTGGGAA

CCACGATGCC

GAACTACTTA

GGATAAAGTT

TTATTGCTGA

GCAGCACTGG

GACGGGGAGT

TAGGTGCCTC

ATGACAGTAA

TGCGGCCAAC

CTTTTTTGCA

CCGGAGCTGA

TGTAGCAATG

CTCTAGCTTC

GCAGGACCAC

TAAATCTGGA

GGCCAGATGG

CAGGCAACTA

ACTGATTAAG

GAGAATTATG
TTACTTCTGA
CAACATGGGG
ATGAAGCCAT
GCAACAACGT
CCGGCAACAA
TTCTGCGCTC
GCCGGTGAGC
TAAGCCCTCC
TGGATGAACG

CATTGGTAAC

PCT/EP00/10992

CAGTGCTGCC

CAACGATCGG

GATCATGTAA

ACCAAACGAC

TGCGCAAACT

TTAATAGACT

GGCCCTTCCG

GTGGGTCTCG

CGTATCGTAG

AAATAGACAG

TGTCAGACCA

AGTTTACTCA TATATACTTT AGATTGATTT AAAACTTCAT TTTTAATTTA

AAAGGATCTA

TAACGTGAGT

AGGATCTTICT

CAAAAAAACC

CCAACTCTTT

TACTGTCCTT

TAGCACCGCC

GCCAGTGGCG

ACCGGATAAG

CCAGCTTGGA

CTATGAGAAA

GGTAAGCGGC

GAAACGCCTG

GAGCGTCGAT

CGCCAGCAAC

GGTGAAGATC

TTTCGTTCCA

TGAGATCCTT

ACCGCTACCA

TTCCGAAGGT

CTAGTGTAGC

TACATACCTC

ATAAGTCGTG

GCGCAGCGGT

GCGAACGACC

GCGCCACGCT

AGGGTCGGAA

GTATCTTTAT

TTTTGTGATG

GCGGCCTTTT

CTTTTTGATA

CTGAGCGTCA

TTTTTCTGCG

GCGGTGGTTT

AACTGGCTTC

CGTAGTTAGG

GCTCTGCTAA

TCTTACCGGG

CGGGCTGAAC

TACACCGAAC

TCCCGAAGGG

CAGGAGAGCG

AGTCCTGTCG

CTCGTCAGGG

TACGGTTCCT

ATCTCATGAC

GACCCCGTAG

CGTAATCTGC

GTTTGCCGGA

AGCAGAGCGC

CCACCACTTC

TCCTGTTACC

TTGGACTCAA

GGGGGGTTCG

TGAGATACCT

AGAAAGGCGG

CACGAGGGAG

GGTTTCGCCA

GGGCGGAGCC

GGCCTTTTGC

CAAAATCCCT
AAAAGATCAA
TGCTTGCAAA
TCAAGAGCTA
AGATACCAAA
AAGAACTCTG
AGTGGCTGCT
GACGATAGTT
TGCACACAGC
ACAGCGTGAG
ACAGGTATCC
CTTCCAGGGG
CCTCTGACTT
TATGGAAAAA

TGGCCTTTTG
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1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

CTCACATGTT

ACCGCCTTTG

CAGCGAGTCA

CTCTCCCCGC

CCCGACTGGA

CACTCATTAG

TGTGTGGAAT

CATGATTACG

GGGTACCGGG

CGCTTTTCCC

CTTGGCGCTA

GGTAGGCGCC

TACTCCTCCC

GCAGGACGTG

GACAGCACCG

ATAGCAGCTT

GGTCCGGGGG

AGGTCCTCCG

CCGCGCTGTT

TCGAGTGCCA

ACTGAAAATG

TGGCCGCCAG

CTTCCACCTC

TTTAGACGTG

TTTTTCCCGA

ACTTTTCCGC

GCCCGAGCAG

CTTTCCTGCG

AGTGAGCTGA

GTGAGCGAGG

GCGTTGGCCG

AAGCGGGCAG

GCACCCCAGG

TGTGAGCGGA

CCAAGCGCGC

CCCCCCCTCG

AAGGCAGTCT

CACAAGTGGC

AACCGGCTCC

CTAGTCAGGA

ACAAATGGAA

CTGAGCAATG

TGCTCCTTCG

CGGGCTCAGG

GAGGCCCGGC

CTCCTCTTCC

GCGAGTAGAG

AGACATATTA

TCTTTTGGAC

CTAGCCATTT

ACGGCCCCcCG

CTCTGTAATG

CGGCGCCCGG

CCGGAGCAGA

TTATCCCCTG

TACCGCTCGC

AAGCGGAAGA

ATTCATTAAT

TGAGCGCAAC

CTTTACACTT

TAACAATTTC

AATTAACCCT

AGGTCATCGA

GGAGCATGCG

CTCTGGCCTC

GTTCTTTGGT

AGTTCCCCCC

GTAGCACGTC

GAAGCGGGTA

CTTTCTGGGC

GGCGGGCTCA

ATTCTCGCAC

TCATCTCCGG

TTTTCTCCTC

TCTGCCACGG

CAGCTGATCG

TGAACCACCT

AAGATCCCAA

TTGGCGGTGC

TTCTCCGGAG

GAGCCTTGGG

ATTCTGTGGA
CGCAGCCGAA
GCGCCCAATA
GCAGCTGGCA
GCAATTAATG
TATGCTTCCG
ACACAGGAAA
CACTAAAGGG
ATTCTACCGG
CTTTAGCAGC
GCACACATTC
GGCCCCTTCG
CGCCCCGCAG
TCACTAGTCT
GGCCTTTGGG
TCAGAGGCTG
GGGGCGGGGC
GCTTCAAAAG
GCCTTTCGAC
CGAGCCGCTC
AGGTGTTATT
AAGAGGTACT
ACCCTTCACG
CGAGGAGGCG
AGGAAGGGAT
CCGCCTCACC

TCCGGTTTCT

PCT/EP00/10992

TAACCGTATT

CGACCGAGCG

CGCAAACCGC

CGACAGGTTT

TGAGTTAGCT

GCTCGTATGT

CAGCTATGAC

AACAAAAGCT

GTAGGGGAGG

CCCGCTGGCA

CACATCCACC

CGCCACCTTC

CTCGCGTCGT

CGTGCAGATG

GCAGCGGCcAa

GGAAGGGGTG

GGGCGCCCGA

CGCACGTCTG

CAGCTTGATA

CGACACCGGG

ACCGAAGAAA

GGCTGATAAT

AACTGTATGA

GTTTCGCAGA

TGACTTACTC

TTTCCCGGCA

ATGCCAAACC



WO 01/36615

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

TTGTACCGGA

AGTGACGACG

GCACCCCGGG

GGGACCCAGA

TTTGTCTACA

TTTGGTGTGG

ATTTTGTATT

AGCCCGAGCC

GCGCCTGCTA

TAGTAGTACG

TACACCCGGT

GGTGGGCGTC

TGGGCAACCT

ACCTGTGATT

GTAAGTTTAA

TGGGGCGGGG

CATCTGACCT

CGTAACTTGC

TCTGTGGGGC

ACAAGTGGGA

TCTTTGAATC

TTTGGATTTT

GTTTTATAAA

CTGCTGGATT

GAATCGCCTG

AGGAGCAGCA

AGCCCATGGA

GGTGATCGAT

AGGATGAAGA

CACGGTTGCA

TATTATGTGT

GTAAGTGAAA

CTTACCTGCC

GGGTGAGGAG

GGTCTTGTCA

TCGCTTTGCT

ATTATGGGCA

TAATTTTTTT

GTGATTTTTT

AGAACCGGAG

TCCTGAGACG

GATAGCTGTG

GGTCCCGCTG

GCCAGGCTGT

TTGGACTTGA

GCGTGTGTGG

TAAAGGGTGA

CTTAAAGGGT

CATGGAGGCT

TGGAACAGAG

TCATCCCAGG

ATTTGAAGAG

TGGGTCACCA

TCCACACCGG

GGATAAATGG

TTCTGGCCAT

CTACTGTTGT

GCAGCAGCAG

ACCCGAGAGC

TTTAATTTTT

TAAAAGGTCC

CCTGCAAGAC

CCCGACATCA

ACTCCGGTCC

TGCCCCATTA

GGAATGTATC

GCTGTAAACG

TTAACGCCTT

GATAATGTTT

ATATAATGCG

TGGGAGTGTT

CTCTAACAGT

CAAAGTTAGT

CTTTTGAAAT

GGCGCTTTTC

GGCGCGCTGC

AGCGAAGAAA

GCATCTGTGG

CTTCCGTCCG

GAGGAAGCCA

CGGCCTGGAC

10

ACGAGGCTGG

TTTGTGTTAG

TTATCACCGG

ATATGAGGAC

GTGGGTGATA

ACAGTTTTGT

TGTGTCTGAA

CTACCCGCCG

CCTGTGTCTA

TTCTAACACA

AACCAGTTGC

GAGGACTTGC

Ccceagaeea

TGTTTGCTGA

AACTTGCATG

CCGTGGGCTA

TGGAAGATTT

ACCTCTTGGT

CTGCAGAATT

CCTGTGGTGA

CAAGAGAAGG

GGCTGCTGTT

CCCATCTGAG

AGAGCGGTTG

CCCGGCGATA

GGCGGCGGCG

CCTCGGGAAT

PCT/EP00/10992

CTTTCCACCC
ATTATGTGGA
AGGAATACGG
CTGTGGCATG
GAGTGGTGGG
GGTTTAAAGA
CCTGAGCCTG
TCCTAAAATG
GAGAATGCAA
CCTCCTGAGA
CGTGAGAGTT
TTAACGAGCC
TAAGGTGTAA
ATGAGTTGAT
GCGTGTTAAA
ATCTTGGTTA
TTCTGCTGTG
TTTGGAGGTT
AAGGAGGATT
GCTGTTTGAT
TCATCAAGAC
GCTTTTTTGA
CGGGGGGTAC
TGAGACACAA
ATACCGACGG
GCAGGAGCAG

GAATGTTGTA



WO 01/36615

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

5101

5151

5201

5251

5301

5351

5401

5451

5501

5551

5601

5651

5701

5751

5801

CAGGTGGCTG

GGATGGGCAG

CTACAGAGGA

CCTGAGTGTA

TGATCTGCTG

TGCAGCCAGG

GCACTTAGGC

GAATTGTTGC

AGGATAGGGT

CTTGGCATGG

TTTTAGCGGT

TAAGCTTCTA

AGGGTTCGGG

CCCCAAAAGC

TGGGTATCCT

GACTGTGGTT

CATGGTATGT

CGGACGGCAA

CGCAAGGCCT

GCATTTGGGT

GTCACACTAA

AACGGGGTGT

TGAGACCCGC

GGAACCAGCC

TTGGTGCTGG

AGATTGAGGT

GACTCTCAAC

AACTGTATCC

GGGCTAAAGG

GGCTAGGAAT

TTACTTTTCA

GCGCAGAAGT

GGATGATTTT

CAGATTGCAA

TACATTTCTG

GGCCTTTAGA

ACGGGGTGGT

ACGGTTTTCC

TGGGTTTAAC

GCTGTGCCTT

AGGGCTTCAA

GTCTGAGGGT

GCTTCATGCT

GGCAACTGCG

VCTGTCACCTG

GGCCAGTGTT

AACAGGAGGG

GATATTGCTT

TTGACATGAC

ACCAGGTGCA

TGTGATGCTG

CCTGCACCCG

ACTGAAATGG

ATTCTACTCC

AGAACTGAGA
GGGTAAAGAG
CTAGCTTTTA
ACAGATCAAG
ATTCCATAGA
GAGGAGGCTA
GTACAAGATC
GGAACGGGGC
TGTAGCATGA
TATTATGAAT
TGGCCAATAC
AATACCTGTG
TTACTGCTGC
TTAAGAAATG
AACTCCAGGG
AGTGAAAAGC
AGGACAGGGC
CTGAAGACCA
TGAGCATAAC
GGGTGTTCCT
GAGCCCGAGA
CATGAAGATC
GACCCTGCGA
GATGTGACCG
CGCTGAGTTT
AATTCCTCTA
TCCAAAAAAG

11

CGCATTTTGA

GGAGCGGGGG

GCTTAATGAC

GATAATTGCG

GCAGCTGACC

TTAGGGTATA

AGCAAACTTG

CGAGGTGGAG

TAAATATGTG

GTAAGGTTTA

CAACCTTATC

TGGAAGCCTG

TGGAAGGGGG

CCTCTTTGAA

TGCGCCACAA

GTGGCTGTGA

CTCTCAGATG

TTCACGTAGC

ATACTGACCC

ACCTTACCAA

GCATGTCCAA

TGGAAGGTGC

GTGTGGCGGT

AGGAGCTGAG

GGCTCTAGCG

GTGATGATGA

AAGAGAAAGG

PCT/EP00/10992

CAATTACAGA

GCTTGTGAGG

CAGACACCGT

CTAATGAGCT

ACTTACTGGC

TGCAAAGGTG

TAAATATCAG

ATAGATACGG

GCCGGGGGTG

CTGGCCCCAA

CTACACGGTG

GACCGATGTA

TGGTGTGTCG

AGGTGTACCT

TGTGGCCTCC

TTAAGCATAA

CTGACCTGCT

CAGCCACTCT

GCTGTTCCTT

TGCAATTTGA

GGTGAACCTG

TGAGGTACGA

AAACATATTA

GCCCGATCAC

ATGAAGATAC

GGCTACTGCT

TAGAAGACCC
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5851

5901

5951

6001

6051

6101

6151

6201

6251

6301

6351

6401

6451

6501

6551

6601

6651

6701

6751

6801

6851

6901

6951

7001

7051

CAAGGACTTT
GTAATAGAAC
GCACTGCTAT
TAGGCATAAC
GGCATAGAGT
AGCTTTTTAA
CTTGACTAGA
GCTTTAAAAA
TGCAATTGTT
AAAGCAATAG
TCTAGTTGTG
CCACTAGTTC
TAGTGAGTCG
ACTGGGAAAA
CCTTTCGCCA
CCAACAGTTG
CATTAAGCGC
GCCAGCGCCC
CACGTTCGCC
GGTTCCGATT
GGTGATGGTT
TTTGACGTTG
GAACAACACT
TTGCCGATTT

TAACGCGAAT

CCTTCAGAAT

TCTTGCTTGC

ACAAGAAAAT

AGTTATAATC

GTCTGCTATT

TTTGTAAAGG

GATCATAATC

ACCTCCCACA

GTTGTTAACT

CATCACAAAT

GTTTGTCCAA

TAGAGCGGCC

TATTACGCGC

CCCTGGCGTT

GCTGGCGTAA

CGCAGCCTGA

GGCGGGTGTG

TAGCGCCCGC

GGCTTTCCCC

TAGTGCTTTA

CACGTAGTGG

GAGTCCACGT

CAACCCTATC

CGGCCTATTG

TTTAACAAAA

TGCTAAGTTT
TTTGCTATTT
TATGGAAAAA
ATAACATACT
AATAACTATG
GGTTAATAAG
AGCCATACCA
CCTCCCCCTG
TGTTTATTGC
TTCACAAATA
ACTCATCAAT
GCCACCGCGG
GCTCACTGGC
ACCCAACTTA
TAGCGAAGAG
ATGGCGAATG
GTGGTTACGC
TCCTTTCGCT
GTCAAGCTCT
CGGCACCTCG
GCCATCGCCC
TCTTTAATAG
TCGGTCTATT
GTTAAAAAAT

TATTAACGCT

12

TTTGAGTCAT
ACACCACAAA
TATTCTGTAA
GTTTTTTCTT
CTCAAAAATT
GAATATTTGA
CATTTGTAGA
AACCTGAAAC
AGCTTATAAT
AAGCATTTTT
GTATCTTATC
TGGAGCTCCA
CGTCGTTTTA
ATCGCCTTGC
GCCCGCACCG
GGACGCGCCC
GCAGCGTGAC
TTCTTCCCTT
AAATCGGGGG
ACCCCAAAAA
TGATAGACGG
TGGACTCTTG
CTTTTGATTT
GAGCTGATTT

TACAATTTAG
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