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Beschreibung

Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf neuartige virale Vektoren, die antivirale inhibitorische 
RNA-Moleküle zu Zielzellen bringen können.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die Anwendung der Gentherapie zur Behandlung von AIDS und HIV-Infektion wurde ausführlich be-
handelt (14). Die Arten der vorgeschlagenen therapeutischen Gene fallen in der Regel unter zwei umfassende 
Kategorien. In der ersten Kategorie codiert das Gen Proteinprodukte, die das Virus über eine Reihe von mög-
lichen Wegen hemmen. Ein Beispiel eines solchen Proteins ist das RevM10-Derivat des HIV-Rev-Proteins 
(16). Das RevM10-Protein wirkt als eine transdominant negative Mutante und hemmt so kompetitiv die 
Rev-Funktion des Virus. Wie bei vielen Strategien auf Proteinbasis, ist das RevM10-Protein ein Derivat von 
nativem HIV-Protein. Einerseits liefert dies die Grundlage für die Anti-HIV-Wirkung, aber andererseits ergeben 
sich daraus ernsthafte Nachteile. Insbesondere erfordert diese Art von Strategie, dass in Abwesenheit des Vi-
rus das Gen nur geringfügig oder nicht exprimiert wird. Anderenfalls werden gesunde Zellen, die das Gen be-
herbergen, ein Ziel für das zytotoxische-T-Lymphozyten-(CTL-)System des Wirts, welches das fremde Protein 
erkennt (17, 25). Die zweite umfassende Kategorie der therapeutischen Gene umgeht diese Probleme der 
CTL. Das therapeutische Gen codiert inhibitorische RNA-Moleküle. Die RNA wird nicht als Ziel von den CTL 
erkannt. Die RNA-Moleküle können sein: Antisense-RNA (15, 31), Ribozyme (5) oder "kompetitive Attrappen"
(1).

[0003] Ribozyme sind enzymatisch aktive RNA-Moleküle, welche die sequenz-spezifische RNA-Prozessie-
rung katalysieren. Der Aufbau und die Struktur der Ribozyme wurde in den letzten Jahren ausführlich in der 
Literatur beschrieben (3, 7, 31). Unter den wirkungsvollsten Systemen befinden sich jene, die Multitarget-Ri-
bozyme liefern, die Ziel-Virus-RNA an mehreren Stellen spalten (5, 21).

[0004] In den letzten Jahren haben einige Labors retrovirale Vektorsysteme auf HIV-Basis entwickelt (2, 4, 
18, 19, 22-24, 27, 32, 35, 39, 43). Im Zusammenhang mit einer Anti-HIV-Gentherapie haben diese Vektoren 
eine Reihe von Vorteilen gegenüber den konventionelleren Vektoren auf Maus-Basis, wie zum Beispiel, murine 
Leukämie-Virus-(MLV-)Vektoren. Erstens, HIV-Vektoren würden auf genau jene Zellen, die für eine HIV-Infek-
tion empfänglich sind, zielen (22, 23). Zweitens, der Vektor auf HIV-Basis würde Zellen, wie zum Beispiel Ma-
krophagen, die normalerweise gegenüber einer Transduktion durch murine Vektoren nicht empfänglich sind, 
transduzieren (19, 20). Drittens, das Anti-HIV-Vektorgenom würde sich in der Zellpopulation CD4+ durch jedes 
Virus (HIV), das der therapeutischen Strategie entkommen ist, ausbreiten (7). Das liegt daran, dass das Vek-
torgenom das Verpackungssignal besitzt, das von dem Viruspartikel-Verpackungssystem erkannt werden wird. 
Diese unterschiedlichen Attribute machen HIV-Vektoren zu einem wirkungsvollen Werkzeug auf dem Gebiet 
der Anti-HIV-Gentherapie.

[0005] Eine Kombination aus dem Multitarget-Ribozym und einem Vektor auf HIV-Basis wäre als therapeuti-
sche Strategie interessant. Das war jedoch bis jetzt nicht möglich. Die Herstellung von Vektorpartikeln findet in 
Erzeugerzellen statt, welche die Verpackungskomponenten der Partikel exprimieren und das Vektorgenom 
verpacken. Die Ribozyme, die konzipiert wurden um die virale RNA zu zerstören, würden daher auch die Ex-
pression der Komponenten des Vektorsystems auf HIV-Basis während der Vektorherstellung unterbrechen. 
Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, dieses Problem zu überwinden.

[0006] WO-A-97/20060 beschreibt einen konditional replizierenden viralen Vektor, welcher Ribozyme codiert, 
die den Wildtyp spalten, jedoch nicht virale RNA.

Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Daher ist es eine Aufgabe der Erfindung ein System und ein Verfahren zum Erzeugen von Virusparti-
keln, insbesondere von HIV-Partikeln, bereit zu stellen, welche Nukleotid-Konstrukte tragen, die inhibitorische 
RNA-Moleküle, wie beispielweise gegen ein entsprechendes Virus, wie HIV, in einer Zielzelle gerichtete Ribo-
zyme und/oder Antisense-RNA, codieren, welches die oben erwähnten Probleme löst. Das System umfasst 
sowohl ein Virusgenom, welches inhibitorische RNA-Moleküle codiert, als auch Nukleotid-Konstrukte, die die 
für die Verpackung des Virusgenoms in einer Erzeugerzelle benötigten Komponenten codieren. Aber im Ge-
gensatz zum Stand der Technik, obwohl die Verpackungskomponenten im Wesentlichen die gleiche Amino-
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säurensequenz wie die entsprechenden Komponenten des Zielvirus haben, beeinflussen die inhibitorischen 
RNA-Moleküle die Herstellung von Viruspartikeln in den Erzeugerzellen nicht, weil die im viralen System ver-
wendete Nukleotidsequenz der Verpackungskomponenten verändert wurde, um die inhibitorischen RNA-Mo-
leküle davon abzuhalten, die Spaltung oder den Abbau der aus den Konstrukten hergestellten RNA-Transkrip-
te zu verhindern. Ein derartiges Viruspartikel kann für die Behandlung von Virusinfektionen, insbesondere von 
HIV-Infektionen, verwendet werden.

[0008] Dementsprechend, stellt die vorliegende Erfindung einen Lentivirusvektor bereit, welcher folgendes 
umfasst: 

(i) ein Virusgenom, umfassend wenigstens eine erste Nukleotidsequenz, die ein Ribozym oder eine Anti-
sense-Ribonukleinsäure codiert, wobei die Sequenz an eine zweite Nukleotidsequenz oder deren Trans-
kriptionsprodukt binden und deren bzw. dessen Spaltung bewirken kann, wobei die zweite Nukleotidse-
quenz ein Viruspolypeptid codiert, welches für das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderlich ist,
(ii) eine dritte Nukleotidsequenz, welche das Viruspolypeptid, das für den Einbau des Virusgenoms in Vi-
ruspartikel erforderlich ist, codiert, wobei die dritte Nukleotidsequenz eine andere Nukleotidsequenz hat als 
die zweite Nukleotidsequenz, so dass die dritte Nukleotidsequenz oder deren Transkriptionsprodukt für die 
Expression in Erzeugerzellen Codon-optimiert und gegenüber einer durch das Ribozym oder die Antisen-
se-Ribonukleinsäure gesteuerten Spaltung resistent ist.

[0009] Vorzugsweise ist der Lentivirusvektor ein HIV-Vektor. Die zweite Nukleotidsequenz und die dritte Nu-
kleotidsequenz sind üblicherweise von der gleichen Virusspezies, noch bevorzugter vom gleichen Virusstamm. 
Im Allgemeinen ist das Virusgenom ebenfalls von der gleichen Virusspezies, noch bevorzugter vom gleichen 
Virusstamm.

[0010] Im Fall der Lentivirusvektoren wird das für das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderliche Po-
lypeptid unter gag-, pol- und env-Proteinen ausgewählt. Vorzugsweise sind wenigstens die gag- und pol-Se-
quenzen Lentivirus-Sequenzen, noch bevorzugter HIV-Sequenzen. Wahlweise oder zusätzlich ist die env-Se-
quenz eine Lentivirus-Sequenz, noch bevorzugter eine HIV-Sequenz.

[0011] In einer bevorzugten Ausführungsform ist die dritte Nukleotidsequenz als Ergebnis einer oder mehre-
rer konservativer Veränderungen in der Nukleotidsequenz, welche Spaltungsstellen, die von dem wenigstens 
einen Genprodukt erkannt werden, und/oder Bindungsstellen für das wenigstens eine Genprodukt, entfernen, 
gegenüber einer durch das Ribozym oder die Antisense-Ribonukleinsäure gesteuerten Spaltung resistent. 
Wenn das Genprodukt zum Beispiel ein Ribozym ist, wird die dritte Nukleotidsequenz so verändert, dass sie 
gegenüber einer Spaltung durch das Ribozym resistent wird.

[0012] Die dritte Nukleotidsequenz ist für die Expression in Wirtszellen Codon-optimiert. Die Wirtszellen, die 
Erzeugerzellen und Verpackungszellen umfassen, sind üblicherweise Säugerzellen.

[0013] In einer besonders bevorzugten Ausführungsform, (i) ist das Virusgenom ein HIV-Genom, welches Nu-
kleotidsequenzen umfasst, die Anti-HIV-Ribozyme und/oder Anti-HIV-Antisense Sequenzen codieren, die ge-
gen HIV-Verpackungskomponenten-Sequenzen (wie beispielsweise gag-pol) in einem Ziel-HIV gerichtet sind, 
und (ii) darüber hinaus umfasst das virale System, zur Herstellung von verpackten HIV-Partikeln Nukleo-
tid-Konstrukte, die die gleichen Verpackungskomponenten (wie beispielsweise gag-pol-Proteine) wie im 
Ziel-HIV codieren, wobei die Sequenz der Nukleotid-Konstrukte sich von der des Ziel-HIV unterscheidet, so-
dass die Anti-HIV-Ribozym- und/oder Antisense-HIV-Sequenzen die Spaltung oder den Abbau der 
gag-pol-Transkripte während des Herstellens von HIV-Partikeln in Erzeugerzellen nicht ausführen können.

[0014] Die vorliegende Erfindung stellt außerdem ein Lentiviruspartikel bereit, welches einen Lentivirusvektor 
gemäß der vorliegenden Erfindung und ein oder mehrere Polypeptide, die durch die dritten Nukleotidsequen-
zen gemäß der vorliegenden Erfindung codiert sind, umfasst. Zum Beispiel stellt die vorliegende Erfindung ein 
Lentiviruspartikel bereit, das mit Hilfe des Lentivirusvektor-Herstellungssystems der Erfindung hergestellt wur-
de.

[0015] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Herstellen eines Lentivi-
ruspartikels bereit, wobei das Verfahren umfasst, dass man (i) einen Virusgenomvektor gemäß der vorliegen-
den Erfindung, (ii) eine oder mehrere dritte Nukleotidsequenzen gemäß der vorliegenden Erfindung und (iii) 
Nukleotidsequenzen, die die anderen wesentlichen Virusverpackungskomponenten, die nicht durch die eine 
oder die mehreren dritten Nukleotidsequenzen codiert werden, codieren, in eine Wirtszelle einbringt.
3/30



DE 699 35 714 T2    2007.12.27
[0016] Darüber hinaus erörtert die vorliegende Erfindung ein mit Hilfe des Verfahrens der Erfindung herge-
stelltes Lentiviruspartikel.

[0017] Außerdem stellt die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, welche ein Len-
tiviruspartikel gemäß der vorliegenden Erfindung zusammen mit einem pharmazeutisch verträglichen Träger 
oder Verdünnungsmittel umfasst, bereit.

[0018] Das Lentivirussystem der Erfindung oder Viruspartikel der Erfindung können zur Behandlung von Vi-
rusinfektionen verwendet werden, insbesondere Retrovirusinfektionen, wie beispielsweise Lentivirusinfektio-
nen einschließlich HIV-Infektionen. Dadurch stellt die vorliegende Erfindung folgendes bereit: die Verwendung 
eines Lentivirussystems, Lentiviruspartikel oder eine pharmazeutische Zusammensetzung der vorliegenden 
Erfindung für die Herstellung eines Medikaments zur Behandlung einer Virusinfektion bei Mensch oder Tier, 
die eine Virusinfektion erleiden.

[0019] Die Erfindung bezieht sich insbesondere auf Vektoren auf HIV-Basis, die Anti-HIV-Ribozyme tragen. 
Die Erfindung kann jedoch für alle anderen Lentiviren angewandt werden, bei welchen eine Gentherapie sinn-
voll erscheint. Die Erfindung wird hier für HIV veranschaulicht, aber dies soll die Anwendung der Erfindung 
nicht auf Anti-HIV-Vektoren auf HIV-Basis begrenzen.

Ausführliche Beschreibung der Erfindung

[0020] Die Bezeichnung „Virusvektor" bezieht sich auf ein Nukleotid-Konstrukt, das ein Virusgenom, welches 
in einer Wirtszelle transkribiert werden kann, umfasst, dessen Genom ausreichende virale genetische Informa-
tion umfasst, um die Verpackung des viralen RNA-Genoms bei Vorhandensein von Verpackungskomponenten 
in ein Viruspartikel, das eine Zielzelle infizieren kann, zu gestatten. Die Infektion einer Zielzelle umfasst eine 
reverse Transkription und, gegebenenfalls für bestimmte Viren, Einbau in das Genom der Zielzelle. Der Virus-
vektor, der üblicherweise verwendet wird, trägt heterloge Codierungssequenzen (Nukleotide von Interesse), 
die durch den Vektor zur Zielzelle gebracht werden, beispielsweise eine erste Nukleotidsequenz, die ein Ribo-
zym codiert. Ein Virusvektor kann sich nicht selbstständig replizieren um infektiöse Viruspartikel in der endgül-
tigen Zielzelle herzustellen.

[0021] Der Begriff „Virusvektor-System" soll ein Kit bezeichnen, das aus Teilen besteht, welche kombiniert mit 
anderen notwendigen Komponenten für die Herstellung von Viruspartikeln zum Herstellen von Viruspartikeln 
in Wirtszellen verwendet werden können. Zum Beispiel kann die erste Nukleotidsequenz üblicherweise in ei-
nem Plasmidvektor-Konstrukt vorliegen, welches für die Klonierung der ersten Nukleotidsequenz in das Virus-
genom-Vektorkonstrukt geeignet ist. Wenn in einem Kit eine dritte Nukleotidsequenz kombiniert wird, welche 
üblicherweise ebenfalls in einem separaten Plasmidvektor-Konstrukt enhalten ist, umfasst die resultierende 
Kombination des Plasmids, welches die erste Nukleotidsequenz enthält, mit dem Plasmid, welsches die dritte 
Nukleotidsequenz enthält, die wesentlichen Bestandteile der Erfindung. Solch ein Kit kann dann vom Fach-
mann für die Herstellung von geeigneten Virusvektor-Genom-Konstrukten verwendet werden, welche, wenn 
sie zusammen mit dem Plasmid, welches die dritte Nukleotidsequenz enthält und wahlweise mit Nukleinsäu-
rekonstrukten, die andere für das Zusammensetzen von Viren erforderliche Komponenten codieren, in eine 
Wirtszelle transfiziert werden, zur Herstellung von infektiösen Viruspartikeln führen.

[0022] Wahlweise kann die dritte Nukleotidsequenz dauerhaft in einer Verpackungszelllinie, die zum Kit hin-
zugefügt wird, enthalten sein.

[0023] Das Kit kann die anderen Komponenten, die für die Herstellung von Viruspartikeln erforderlich sind, 
wie beispielsweise Wirtszellen und andere Plasmide, die die für das Zusammensetzen von Viren erforderlichen 
Polypeptide codieren, umfassen. Beispielhaft kann das Kit folgendes enthalten: (i) ein Plasmid, welches eine 
erste Nukleotidsequenz, die ein Anti-HIV-Ribozym codiert, enthält und (ii) ein Plasmid, welches eine dritte Nu-
kleotidsequenz, die ein modifiziertes gag-pol-Konstrukt, welches nicht durch das Anti-HIV-Ribozym gespalten 
werden kann, codiert, enthält. Optionale Komponenten wären dann: (a) ein HIV-Virusgenom-Konstrukt, wel-
ches geeignete Erkennungsstellen für Restriktionsenzyme für die Klonierung von der ersten Nukleotidsequenz 
in das Virusgenom besitzt, (b) ein Plasmid, welches ein VSV-G-env-Protein codiert. Wahlweise können Nukle-
otidsequenzen, welche Viruspolypeptide codieren, die für das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderlich 
sind, in dem Kit in Form von Verpackungszelllinien, die die Nukleotidsequenzen umfassen, zum Beispiel eine 
VSG-G-Expressionszelllinie, bereitgestellt werden.

[0024] Die Bezeichnung „Virusvektor-Herstellungssystem" bezieht sich auf das oben beschriebene Virusvek-
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tor-System, wobei die erste Nukleotidsequenz bereits in ein geeignetes Virusvektor-Genom eingefügt wurde.

[0025] Virusvektoren sind üblicherweise Retrovirusvektoren, insbesondere Lentivirusvektoren, wie beispiels-
weise HIV-Vektoren. Der Lentivirusvektor der vorliegenden Erfindung kann von einem beliebigen geeigneten 
Lentivirus abgeleitet werden oder ableitbar sein. Eine große Anzahl verschiedener Retroviren sind identifiziert 
worden. Die Beispiele umfassen: das Murine-Leukämievirus (MLV), das Humane-Immundefizienz-Virus (HIV), 
das Simiane-Immundefizienz-Virus, das Humane-T-Zell-Leukämie-Virus (HTLV), das Equine-Infektiöse-Anä-
mie-Virus (EIAV), Maus-Mammatumorvirus (MMTV), Rous-Sarkom-Virus (RSV), Fujinami-Sarkom-Virus 
(FuSV), Moloney-Maus-Leukämie-Virus (Mo-MLV), FBR-Maus-Osteosarkom-Virus (FBR-MSV), Molo-
ney-Maus-Sarkom-Virus (Mo-MSV), Abelson-Maus-Leukämie-Virus (A-MLV), Vogel-Myelocytomatose-Vi-
rus-29 (MC29) und Vogel-Erythroblastose-Virus (AEV). Eine detaillierte Liste von Retroviren ist unter Coffin et 
al., 1997, „Retroviruses", Cold Spring Harbour Laboratory Press. Hrsg.: JM Coffin, SM Hughes, HE Varmus S. 
758-763 zu finden.

[0026] Einzelheiten über den Aufbau des Genoms einiger Retroviren sind im Fachgebiet zu finden. Beispiel-
haft können Einzelheiten über HIV und Mo-MLV in der NCBI-Genbank (Zugriffsschlüssel für die Genome 
AF033819 beziehungsweise AF033811) gefunden werden.

[0027] Die Gruppe der Lentiviren kann noch weiter aufgeteilt werden in „Primaten-„ und „Nicht-Primaten-Len-
tiviren". Beispiele für Primaten-Lentiviren umfassen das humane Immundefizienz-Virus (HIV), den verursa-
chenden Erreger des erworbenen Immundefekt-Syndroms (AIDS) und das Simiane Immundefizienz-Virus 
(SIV). Die Gruppe der Nicht-Primaten-Lentiviren umfasst sowohl den Prototypen eines „langsamen" Virus, das 
Visna-Maedi-Virus (VMV), als auch das verwandte Caprine Arthritis-Encephalitis-Virus (CAEV), das Equine In-
fektiöse-Anämie-Virus (EIAV) und das erst in letzter Zeit beschriebene Feline Immundefizienz-Virus (FIV) und 
das Bovine Immundefizienz-Virus (BIV).

[0028] Der Grundaufbau eines Retrovirusgenoms ist eine 5' LTR und eine 3' LTR, dazwischen oder innerhalb 
liegen die Verpackungssignale, die das Genom dazu befähigen verpackt zu werden, eine Primerbindungsstel-
le, Integrationsstellen um die Integration in das Wirtszellengenom zu erlauben und gag-, pol- und env-Gene, 
die die Verpackungskomponenten codieren – das sind Polypeptide, die für das Zusammensetzen der Virusp-
artikel erforderlich sind. Komplexere Retroviren haben weitere Eigenschaften, beim HIV beispielsweise rev- 
und RRE-Sequenzen, die einen effizienten Export der RNA-Transkripte des integrierten Provirus vom Kern 
zum Zytoplasma einer infizierten Zielzelle ermöglichen.

[0029] Im Provirus werden diese Gene an beiden Enden durch Elemente, den sogenannten „langen endstän-
digen Wiederholungssequenzen" (LTRs) flankiert. Die LTRs sind für die Integration des Provirus und die Tran-
skription verantwortlich. Außerdem dienen LTRs als Verstärker der Promotor-Sequenzen und können die Ex-
pression von Virusgenen kontrollieren. Die Verpackung der retroviralen RNA findet aufgrund der psi-Sequenz, 
die am 5' Ende des Virusgenoms lokalisiert ist, statt.

[0030] Die LTRs selbst sind identische Sequenzen, die in drei Elemente unterteilt werden können, welche U3, 
R und U5 genannt werden. U3 stammt von der für das 3'-Ende der RNA einzigartigen Sequenz ab. R stammt 
von einer Sequenz, die an beiden Enden der RNA wiederholt wird, ab und U5 stammt von der für das 5'-Ende 
einzigartigen Sequenz ab. Die Länge der drei Elemente kann zwischen verschiedenen Retroviren erheblich 
variieren.

[0031] In einem schadhaften Retrovirusvektor-Genom können gag, pol und env fehlen oder nicht funktions-
fähig sein. Die R-Regionen an beiden Enden der RNA sind Wiederholungssequenzen. U5 und U3 repräsen-
tieren jeweils am 5'- und am 3'-Ende des RNA-Genoms einzigartige Sequenzabschnitte.

[0032] Bei einem üblicherweise in einer Gentheranie verwendeten Retrovirusvektor kann wenigstens ein Teil 
einer oder mehrerer Codierungsregionen für die gag-, pol- und env-Proteine, die wesentlich für die Replikation 
sind, aus dem Virus entfernt werden. Dadurch entsteht ein Retrovirusvektor mit einem Replikationsfehler. Die 
entfernten Abschnitte können sogar durch eine Nukleotidsequenz von Interesse (NOI) ersetzt werden, wie bei-
spielsweise durch eine erste Nukleotidsequenz der Erfindung, um ein Virus zu erzeugen, das fähig ist sein Ge-
nom in ein Wirtsgenom zu integrieren, wobei das modifizierte Virusgenom unfähig ist, sich aufgrund der feh-
lenden Strukturproteine selbst zu vermehren. Nach der Integration in das Wirtsgenom, wird die NOI exprimiert, 
wodurch sich beispielsweise ein therapeutischer und/oder diagnostischer Effekt ergibt. Dementsprechend wird 
der Transfer der NOI in eine Stelle von Interesse üblicherweise folgendermaßen erreicht: Integration der NOI 
in einen rekombinanten Virusvektor, Verpackung des modifizierten Virusvektors in eine Virionenhülle und Zu-
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lassung der Transduktion der Stelle von Interesse, beispielsweise einer gezielten Zelle oder einer gezielten 
Zellpopulation.

[0033] Das in der vorliegenden Erfindung verwendete Retrovirusgenom wird daher mindestens umfassen: 
(5')-R-U5 – eine oder mehrere erste Nukleotidsequenzen – U3-R(3'). Der Plasmidvektor jedoch, welcher ver-
wendet wird, um das Retrovirusgenom innerhalb der Wirtszelle/Verpackungszelle zu erzeugen, wird außerdem 
transkriptionale regulatorische Kontrollsequenzen umfassen, die funktionsfähig mit dem Retrovirusgenom ver-
bunden sind, um die Transkription des Genoms in einer Wirtszelle/Verpackungszelle zu steuern. Diese regu-
latorischen Sequenzen können die natürlichen Sequenzen sein, die mit der transkribierten Retrovirussequenz 
assoziiert sind, zum Beispiel die 5' U3-Region, oder sie können heterologe Promotoren, beispielsweise ein wei-
terer viraler Promotor, zum Beispiel der CMV-Promotor, sein.

[0034] Einige Retrovirusgenome benötigen zusätzliche Sequenzen für eine effiziente Virusherstellung. Im 
Fall von HIV werden zum Beispiel rev- und RRE-Sequenz bevorzugt eingeschlossen. Durch Codon-Optimie-
rung kann der Bedarf an rev und RRE reduziert oder eliminiert werden.

[0035] Wenn das Retrovirusgenom erst einmal als provirale DNA in das Genom der Zielzelle integriert ist, 
müssen die Ribozymsequenzen exprimiert werden. In einem Retrovirus ist der Promotor in der 5' LTR U3-Re-
gion des Provirus lokalisiert. In Retrovirusvektoren kann der Promotor, der die Expression eines therapeuti-
schen Gens steuert, ein nativer Retrovirus-Promotor in der 5' U3-Region oder ein alternativer in den Vektor 
eingefügter Promotor sein. Der alternative Promotor kann den nativen 5' U3-Promoter des Retrovirus räumlich 
ersetzen oder er kann an einer anderen Stelle des Vektorgenoms, beispielsweise zwischen den LTRs, einge-
fügt werden.

[0036] Dementsprechend wird die erste Nukleotidsequenz außerdem mit einer transkriptionalen regulatori 
schen Kontrollsequenz funktionsfähig verbunden sein, um das Auftreten von Transkription der ersten Nukleo-
tidsequenz in der Zielzelle zu ermöglichen. Die Kontrollsequenz wird üblicherweise in Säugerzellen aktiv sein. 
Die Kontrollsequenz kann zum Beispiel ein viraler Promotor, wie beispielsweise ein natürlicher viraler Promotor 
oder ein CMV-Promotor, oder ein Säugetier-Promotor sein. Die Verwendung eines Promotors, der bevorzugt 
in einem bestimmten Zelltyp oder Gewebetyp, welche das zu behandelnde Virus primär infiziert, aktiv ist, wird 
besonders bevorzugt. Dementsprechend kann in einer Ausführungsform eine gewebespezifische regulatori-
sche Sequenz verwendet werden. Die regulatorischen Kontrollsequenzen, die die Expression der einen oder 
mehreren Nukleotidsequenzen steuern, können konstitutive oder regulierte Promotoren sein.

[0037] Retrovirusvektoren mit einem Replikationsfehler werden üblicherweise vermehrt, um beispielsweise 
geeignete retrovirale Vektortiter für eine anschließende Transduktion herzustellen, indem eine Verpackungs- 
oder Helferzelllinie mit dem rekombinanten Vektor kombiniert wird. Das heißt, dass die drei Verpackungspro-
teine in trans bereitgestellt werden können.

[0038] Eine „Verpackungszelllinie" enthält ein oder mehrere der retroviralen gag-, pol- und env-Gene. Die Ver-
packungszelllinie stellt die für die Verpackung retroviraler DNA erforderlichen Proteine her, kann aber aufgrund 
einer fehlenden psi-Region die Verpackung nicht herbeiführen. Wenn jedoch ein rekombinanter Vektor, der 
eine NOI und eine psi-Region trägt, in eine Verpackungszelllinie eingebracht wird, können die Helferproteine 
den psi-positiven rekombinanten Vektor verpacken, um einen rekombinanten Virusstamm herzustellen. Dieser 
Virusstamm kann dafür verwendet werden Zellen zu transduzieren, um NOI in das Genom der Zielzellen ein-
zubringen. Es wird bevorzugt, dass ein psi-plus genanntes psi-Verpackungssignal verwendet wird, dass zu-
sätzliche von stromaufwärts des Spleiß-Spenders bis stromabwärts des gag-Startcodons (Bender et al. (46)) 
umfassende Sequenzen enthält, weil gezeigt wurde, dass dadurch die viralen Titer gesteigert werden.

[0039] Das rekombinante Virus, dessen Genom alle Gene fehlen, die für die Herstellung von Virusproteinen 
erforderlich sind, kann nur einmal transduzieren und kann sich nicht vermehren. Diese Virusvektoren, die nur 
zu einer Runde der Transduktion von Zielzellen fähig sind, sind als in der Replikation defektive Vektoren be-
kannt. Infolgedessen wird NOI in das Wirts-/Zielzellen-Genom eingebracht ohne potentiell gefährliche Retrovi-
ren zu generieren. Eine Zusammenfassung der verfügbaren Verpackungslinien ist unter Coffin et al., 1997 auf-
geführt (ebenda).

[0040] Vorzugsweise werden retrovirale Verpackungszelllinien verwendet, in denen die gag-, pol- und 
env-Codierungsregionen des Virus auf separate „Expressionsplasmide", welche unabhängig in eine Verpa-
ckungszelllinie transfiziert werden, getragen werden. Diese Strategie, manchmal als das drei-Plasmide-Trans-
fektions-Verfahren (Soneoka et al. (33)) bezeichnet, verringert das Potential einen replikationskompetenten Vi-
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rus herzustellen, weil drei Rekombinationsvorgänge für das Herstellen von Wildtyp-Viren erforderlich sind. Re-
kombination wird erheblich durch Homologie begünstigt. Die Verringerung oder Beseitigung der Homologie 
zwischen den Genomen des Vektors und des Helfers kann ebenfalls dazu verwendet werden, die Gefahr einen 
replikationskompetenten Helfervirus herzustellen, zu reduzieren.

[0041] Eine Alternative zu stabil transfizierten Verpackungszelllinien ist die Verwendung von transient trans-
fizierten Zelllinien. Transiente Transfektionen können vorzugsweise verwendet werden, um die Niveaus der 
Vektorherstellung zu messen, während die Vektoren entstehen. In dieser Hinsicht vermeiden transiente Trans-
fektionen die größere Zeitspanne, die erforderlich ist, um stabile Vektorproduzierende Zelllinien zu erzeugen 
und können außerdem verwendet werden, falls der Vektor oder retrovirale Verpackungskomponenten toxisch 
für die Zellen sind. Die Komponenten, die üblicherweise verwendet werden, um Retrovirusvektoren zu erzeu-
gen, umfassen ein gag-/pol-Proteine codierendes Plasmid, ein env-Protein codierendes Plasmid und ein eine 
NOI enthaltendes Plasmid. Die Vektorherstellung umfasst die transiente Transfektion von Zellen mit einer oder 
mehrerer dieser Komponenten, wobei die Zellen weitere erforderliche Komponenten enthalten. Wenn der Vek-
tor toxische Gene codiert oder Gene, die die Replikation der Wirtszelle stören, beispielsweise Inhibitoren des 
Zellzyklus oder Gene, die Apoptose induzieren, kann es schwierig sein, stabile Vektorproduzierende Zelllinien 
zu erzeugen, eine transiente Transfektion jedoch kann verwendet werden, um den Vektor herzustellen bevor 
die Zelle stirbt. Außerdem sind Zelllinien entwickelt worden, die mittels transienter Transfektion Vektortiter er-
zielen, die mit den von stabilen Vektor-produzierenden Zelllinien erreichten Niveaus vergleichbar sind (Pear et 
al. (47)).

[0042] Erzeugerzellen/Verpackungszellen können von jedem geeigneten Zelltyp sein. Am häufigsten werden 
Erzeugerzellen von Säugetieren verwendet, andere Zellen jedoch, wie beispielsweise Insektenzellen, werden 
nicht ausgeschlossen. Zweifelsfrei werden die Erzeugerzellen fähig sein müssen, die env- und gag-, 
pol-mRNA effizient zu translatieren. Viele geeignete Erzeuger-/Verpackungszelllinien sind dem Fachmann be-
kannt. Der Fachmann kann außerdem geeignete Verpackungszelllinien herstellen, indem zum Beispiel ein Ver-
packungskomponenten codierendes Nukleotid-Konstrukt stabil in eine Zelllinie eingebracht wird.

[0043] Wie weiter unten erläutert werden wird, wo das Retrovirusgenom ein inhibitorisches RNA-Molekül co-
diert, welches gag-, pol- und/oder env-RNA-Transkripte spalten kann, werden die Nukleotidsequenzen, die in 
der Verpackungszelllinie entweder integriert oder in einem Plasmid oder in der transient transfizierten Er-
zeugerzelllinie, welche für gag-, pol- und/oder env-Proteine codieren, vorliegen, so verändert werden, dass die 
Bindung des/der inhibitorischen RNA-Moleküls bzw. RNA-Moleküle verringert oder verhindert wird. Auf diese 
Weise, wird das bzw. werden die inhibitorische(n) RNA-Molekül(e) die Expression von Verpackungszelllini-
en-Komponenten, die wesentlich für die Verpackung von Viruspartikeln sind, nicht verhindern.

[0044] Die Verwendung von hochtitrigen Viruspräparationen sowohl in experimentellen als auch in prakti-
schen Anwendungen ist sehr erstrebenswert. Verfahren um den Virustiter zu erhöhen, umfassen die Verwen-
dung von einem psi-plus-Verpackungssignal, wie weiter oben erläutert und die Konzentrierung des Virus-
stocks. Außerdem hat die Verwendung von unterschiedlichen Hüllproteinen, wie beispielsweise des G-Prote-
ins des Vesikuläre-Stomatitis-Virus, die Titer nach der Konzentrierung auf 109 pro ml erhöht (Cosset et al. (48)). 
Üblicherweise jedoch wird das Hüllprotein so ausgewählt, dass das Viruspartikel vorzugsweise Zellen, die mit 
dem Virus, welches behandelt werden soll, infiziert sind, infizieren wird. Zum Beispiel, wenn ein HIV-Vektor zur 
Behandlung einer HIV-Infektion verwendet wird, so wird das verwendete env-Protein ein HIV-env-Protein sein.

[0045] Erste Nukleotidsequenzen für die Verwendung gemäß der vorliegenden Erfindung codieren Genpro-
dukte, die die Spaltung und/oder enzymatische Degradation einer Ziel-Nukleotidsequenz zur Folge haben und 
Ribonukleotide, wie beispielsweise ein Ribozym oder eine Antisense-Sequenz.

[0046] Ribozyme sind RNA-Enzyme, welche RNA an spezifischen Stellen spalten. Ribozyme können so kon-
struiert werden, dass sie für jede gewählte Sequenz, die eine Ribozym-Spaltungsstelle enthält, spezifisch sind. 
Dementsprechend können Ribozyme konstruiert werden, welche ausgewählte Erkennungsstellen in transkri-
bierten Virussequenzen besitzen. Zum Beispiel, erkennen und spalten Ribozyme, die durch die erste Nukleo-
tidsequenz codiert sind, wesentliche Elemente des Virusgenoms, die für das Herstellen von Viruspartikeln, wie 
beispielsweise Verpackungskomponenten, erforderlich sind. Dementsprechend umfassen solche wesentli-
chen Elemente für Retrovirusgenome gag-, pol- und env-Genprodukte. Ein geeignetes Ribozym, welches we-
nigstens eine der gag-, pol- und env-Gensequenzen erkennen kann oder noch üblicher, die transkribierten 
RNA-Sequenzen dieser Gene, kann an eine solche Sequenz binden und sie spalten. Dies wird die Herstellung 
von gag-, pol- und env-Protein dementsprechend verringern oder verhindern und dadurch die Herstellung von 
Retroviruspartikeln verringern oder verhindern.
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[0047] Es gibt verschiedene Formen von Ribozymen, die Hammerkopf-, Haarnadel- und antigenomische He-
patitis-Delta-Ribozyme umfassen. Bevorzugt werden hier die Hammerkopf-Ribozyme verwendet, zum Teil weil 
sie relativ klein sind, weil die Sequenzanforderungen für ihre Ziel-Spaltungsstelle minimal sind, und weil sie gut 
charakterisiert worden sind. Die in der Forschung derzeit meist verwendeten Ribozyme sind Hammerkopf- und 
Haarnadel-Ribozyme.

[0048] Jedes einzelne Ribozym besitzt ein Motiv, welches eine Erkennungsstelle in der Ziel-RNA erkennt und 
an sie bindet. Dieses Motiv nimmt die Form von einem oder mehreren „Bindungsarmen" an, gewöhnlich sind 
es zwei Bindungsarme. Die Bindungsarme in Hammerkopf-Ribozymen sind die flankierenden Sequenzen He-
lix I und Helix III, welche Helix II flankieren. Diese können unterschiedlich lang sein, in der Regel jede zwischen 
6 und 10 Nukleotiden, sie können jedoch kürzer oder länger sein. Die Länge der flankierenden Sequenzen 
kann die Spaltungsrate beeinflussen. Zum Beispiel wurde festgestellt, dass sich durch Reduzierung der Ge-
samtzahl von Nukleotiden in den flankierenden Sequenzen von 20 auf 12, die Umsatzrate der Spaltung einer 
HIV-Sequenz durch das Ribozym um das 10-fache erhöht (44). Ein katalytisches Motiv in dem Ribozym Helix 
II in Hammerkopf-Ribozymen spaltet die Ziel-RNA an einer Stelle, welche als Spaltungsstelle bezeichnet wird. 
Ob das Ribozym eine RNA spalten wird oder nicht, wird durch die Präsenz oder das Fehlen einer Erkennungs-
stelle für das Ribozym, welche eine geeignete Spaltungsstelle enthält, bestimmt.

[0049] Jeder Typ Ribozym erkennt seine eigene Spaltungsstelle. An der Spaltungsstelle des Hammerkopf-Ri-
bozyms liegt direkt stromaufwärts das Basentriplett GUX, wobei das G Guanin, U Uracil und X irgendeine Nu-
kleobase ist. Haarnadel-Ribozyme haben die Spaltungsstelle BCUGNYR, wobei B jede Nukleobase außer 
Adenin sein kann, N jedes beliebige Nukleotid sein kann, Y Cytosin oder Thymin sein kann, und R Guanin oder 
Adenin sein kann. Die Spaltung durch Haarnadel-Ribozyme findet zwischen G und N der Spaltungsstelle statt.

[0050] Die Nukleinsäuresequenzen, welche die Verpackungskomponenten codieren (die „dritten Nukleotid-
sequenzen") können resistent gegen das Ribozym oder Ribozyme sein, weil ihnen Spaltungsstellen für das 
Ribozym oder die Ribozyme fehlen. Dadurch wird die enzymatische Aktivität durch das Ribozym oder die Ri-
bozyme unterbunden und daher gibt es dort keine effektive Erkennungsstelle für das Ribozym oder die Ribo-
zyme. Alternativ oder zusätzlich können die potentiellen Erkennungsstellen in den flankierenden Sequenzen, 
welche einen Teil der Erkennungsstelle bilden, an die das Ribozym bindet, verändert werden. Dies beseitigt 
entweder die Bindung des Ribozym-Motivs an die Erkennungsstelle oder verringert die Bindungsfähigkeit so 
weit, dass alle Ribozym-Ziel-Komplexe destabilisiert werden und dadurch die Spezifität und katalytische Akti-
vität des Ribozyms verringert werden. Falls die flankierenden Sequenzen nur verändert werden, sollten sie vor-
zugsweise so verändert werden, dass die katalytische Aktivität des Ribozyms an der modifizierten Zielsequenz 
vernachlässigbar ist und tatsächlich entfernt wird.

[0051] Vorzugsweise wird eine Reihe von verschiedenen Anti-HIV-Ribozymen in der Erfindung verwendet (5, 
7, 10, 13, 21, 36, 38, 40). Diese können beliebige Anti-HIV-Ribozyme sein, müssen aber ein oder mehrere um-
fassen, welche die RNA spalten, die für die Expression von gag, pol oder env erforderlich ist. Vorzugsweise 
wird eine Vielzahl von Ribozymen verwendet, die zusammen gag-, pol- und env-RNA des nativen Retrovirus 
an einer Vielzahl von Stellen spalten können. Da HIV als eine Population von Quasispezien vorliegt, werden 
nicht alle Zielsequenzen für die Ribozyme in allen HIV-Varianten enthalten sein. Das Problem, das sich durch 
diese Vielfalt ergibt, kann durch die Verwendung mehrerer Ribozyme gelöst werden. Mehrere Ribozyme kön-
nen in Serie in einem einzelnen Vektor enthalten sein und können unabhängig funktionieren, wenn sie als ein-
zelne RNA-Sequenz exprimiert werden. Eine einzelne RNA, die zwei oder mehr Ribozyme, die unterschiedli-
che Ziel-Erkennungsstellen haben, enthält, kann als Multitarget-Ribozym bezeichnet werden. Die Anordnung 
von Ribozymen in Serie hat eine verbesserte Spaltung gezeigt. Die Verwendung einer Vielzahl von Ribozymen 
ist nicht auf die Behandlung einer HIV-Infektion begrenzt, sondern kann im Zusammenhang mit anderen Viren, 
Retroviren oder anderweitig eingesetzt werden.

[0052] Die Antisense-Technologie ist dem Fachmann gut bekannt. Es gibt mehrere Mechanismen, von denen 
angenommen wird, dass Antisense-Sequenzen auf diese Art die Genexpression hemmen. Ein Mechanismus, 
von dem angenommen wir, dass Antisense-Sequenzen auf diese Art funktionieren, ist die Rekrutierung des 
Zellproteins RNAseH zu der Zielsequenz-/Antisense-Konstrukt-Heteroduplex, was zur Spaltung und zum Ab-
bau der Heteroduplex führt. Daher kann gesagt werden, dass das Antisense-Konstrukt, im Gegensatz zu Ri-
bozymen, indirekt zu Spaltung/Abbau der Zielsequenz führt. Dementsprechend kann gemäß der vorliegenden 
Erfindung eine erste Nukleotidsequenz eine Antisense-RNA codieren, die entweder an ein Gen, welches eine 
wesentliche/Verpackungs-Komponente codiert, bindet oder an die vom besagten Gen transkribierte RNA, so 
dass die Expression des Gens gehemmt wird, zum Beispiel als ein Ergebnis eines RNAseH-Abbaus eines re-
sultierenden Heteroduplexes. Es ist nicht notwendig, dass das Antisense-Konstrukt die vollständige komple-
8/30



DE 699 35 714 T2    2007.12.27
mentäre Sequenz des Gens, welches eine wesentliche/Verpackungs-Komponente codiert, codiert – ein Teil 
kann ausreichen. Der Fachmann wird keine Probleme haben, zu bestimmen, wie ein geeignetes Antisen-
se-Konstrukt konzipiert wird.

[0053] Im Gegensatz dazu sind die Nukleinsäuresequenzen, die wesentliche/Verpackungskomponenten der 
Viruspartikel, die für die Verpackung von Viruspartikeln in den Wirtszellen/Erzeugerzellen/Verpackungszellen 
erforderlich sind (die dritten Nukleotidsequenzen), codieren, resistent gegenüber den inhibitorischen RNA-Mo-
lekülen, welche durch die erste Nukleotidsequenz codiert werden. Zum Beispiel in dem Fall von Ribozymen, 
ist Resistenz üblicherweise durch Veränderungen der Sequenzen, welche die Ribozym-Erkennungsstellen be-
seitigen, bedingt. Dabei wird die Aminosäuren-Codierungssequenz für die wesentlichen/Verpackungskompo-
nenten beibehalten, so dass die Viruskomponenten, welche durch die Sequenzen codiert werden, sich nicht 
verändern oder nur so wenig, dass die Funktion der wesentlichen/Verpackungskomponenten nicht beeinträch-
tigt wird.

[0054] Die Bezeichnung „virale Polypeptide, die für das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderlich 
sind" bedeutet, dass wenn ein normalerweise durch das in Viruspartikel zu verpackende Virusgenom codierte 
Polypeptid fehlt, das Virusgenom nicht verpackt werden kann. Zum Beispiel, im Kontext der Retroviren würden 
solche Polypeptide gag, pol und env umfassen. Die Bezeichnungen „Verpackungskomponente" und „wesent-
liche Komponente" werden von dieser Definition ebenfalls umfasst.

[0055] Im Fall von Antisense-Sequenzen unterscheidet sich die dritte Nukleotidsequenz von der zweiten Nu-
kleotidsequenz, die die Zielvirus-Verpackungskomponenten-Antisense-Sequenz codiert, soweit, dass obwohl 
die Antisense-Sequenz an die zweite Nukleotidsequenz oder deren Transkript binden kann, die Antisense-Se-
quenz nicht effektiv an die dritte Nukleotidsequenz oder der davon transkri-bierten RNA binden kann. Die Un-
terschiede zwischen der zweiten und der dritten Nukleotidsequenz werden üblicherweise konservative Ände-
rungen sein, obwohl eine geringe Anzahl von Aminosäureänderungen toleriert werden können, vorausgesetzt 
dass, wie oben erörtert, die Funktion der wesentlichen/Verpackungskomponenten nicht erheblich beeinträch-
tigt ist.

[0056] Vorzugsweise und zusätzlich zu der Entfernung von Ribozymerkennungsstellen, verbessern die Mo-
difizierungen der Codierungssequenzen für die Viruskomponenten die Sequenzen für die Codonverwendung 
in den Säugerzellen oder anderen Zellen, welche als Erzeugerzellen für die Herstellung von Retrovirusvektor-
partikeln agieren sollen. Diese Verbesserung der Codonverwendung wird als „Codonoptimierung" bezeichnet. 
Viele Viren, HIV und andere Lentiviren umfassend, verwenden eine große Anzahl von seltenen Codons und 
durch Anpassung dieser an üblicherweise verwendete Säugercodons, kann eine erhöhte Expression von Ver-
packungskomponenten in Säuger-Erzeugerzellen erreicht werden. Codonverwendungstabellen sind sowohl 
für Säugerzellen als auch für eine Vielzahl anderer Organismen bekannt.

[0057] Dementsprechend sind die Sequenzen, die die Verpackungskomponenten codieren, vorzugsweise 
Codon-optimiert. Noch bevorzugter sind in ihrer Gesamtheit Codon-optimierte Sequenzen. Anschließend an 
eine Codonoptimierung wurde festgestellt, dass es zahlreiche Stellen in den Wildtyp-Sequenzen gag, pol und 
env gibt, welche als Ribozymerkennungsstellen dienen können und die in den Sequenzen, die Verpackungs-
komponenten codieren, nicht mehr vorhanden sind. Bei einer weiteren, jedoch weniger zweckmäßigen Strate-
gie, können die Sequenzen, die Verpackungskomponenten codieren, modifiziert werden, indem sie durch ge-
zielte konservative Änderungen gegenüber ausgewählten Ribozymen, die die Wildtyp-Sequenzen spalten 
können, resistent gemacht werden.

[0058] Ein weiterer Vorteil der Codonoptimierung von HIV-Verpackungskomponenten ist, dass dies die Ge-
nexpression steigern kann. Insbesondere kann es die gag-, pol-Expression Rev-unabhängig machen, so dass 
rev und RRE nicht in das Genom eingeschlossen werden müssen (11). Rev-unabhängige Vektoren sind daher 
möglich. Dies wiederum ermöglicht die Verwendung von Anti-rev- oder RRE-Faktoren im Retrovirusvektor.

[0059] Wie oben beschrieben, umfassen die Verpackungskomponenten für einen Retrovirusvektor die Ex-
pressionsprodukte der gag-, pol- und env-Gene. In Übereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung, sind die 
im Verpackungssystem verwendeten gag und pol vom Ziel-Retrovirus auf den das Vektorgenom basiert, ab-
geleitet. Daher wären gag und pol in der RNA-Transkriptform normalerweise durch die im Vektorgenom vor-
handenen Ribozyme spaltbar. Das im Verpackungssystem angewendete env-Gen kann von einem unter-
schiedlichen Virus abgeleitet sein, umfassend sowohl andere Retroviren, wie beispielsweise MLV, als auch 
Nicht-Retroviren, wie beispielsweise VSV (ein Rhabdovirus), in welchem Fall möglicherweise keine Sequen-
zänderung, um es resistent gegenüber einer Ribozymspaltung zu machen, notwendig ist. Alternativ kann env 
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von dem gleichen Retrovirus wie gag und pol abgeleitet sein, in welchem Fall alle Erkennungsstellen für die 
Ribozyme durch eine Sequenzänderung entfernt werden müssen.

[0060] Der Herstellungsprozess eines Retrovirusvektors, in welchem das Hüllprotein nicht die native Hülle 
des Retrovirus ist, ist als „Pseudotypisierung" bekannt. Bestimmte Hüllproteine, wie beispielsweise das 
MLV-Hüllprotein und das Vesikuläre-Stomatitis-Virus-G-(VSV-G-)Protein pseudotypisieren Retroviren sehr gut. 
Pseudotypisierung kann verwendet werden, um die Zielzellenauswahl des Retrovirus zu ändern. Wahlweise, 
um die Zielzellenspezifität für Zielzellen, die mit dem jeweiligen Virus, der behandelt werden soll, infiziert sind, 
zu erhalten, kann das Hüllprotein das gleiche sein, wie das des Zielvirus, zum Beispiel HIV.

[0061] Weitere therapeutische Codierungssequenzen können zusammen mit der/den ersten Nukleotidse-
quenz oder -sequenzen vorliegen. Weitere therapeutische Codierungssequenzen umfassen ohne Beschrän-
kung darauf Zytokine codierende Sequenzen, Hormone, Antikörper, Immunoglobulin-Fusionsproteine, Enzy-
me, costimulierende Immunmoleküle, Antisense-RNA, eine transdominant negative Mutante eines Zielprote-
ins, ein Toxin, ein konditionales Toxin, ein Antigen, ein Einzelketten-Antikörper, ein Tumorsuppressor-Protein 
und Wachstumsfaktoren. Falls umfasst, sind solche Codierungssequenzen mit einem geeigneten Promotor, 
welches der Promotor, der die Expression der ersten Nukleotidsequenz steuert oder ein anderer Promotor oder 
andere Promotoren sein kann/können, operativ verknüpft.

[0062] Dementsprechend umfasst die Erfindung zwei Komponenten. Die Erste ist eine Genomkonstruktion, 
die durch Virusverpackungskomponenten verpackt werden wird und welche eine Reihe von antiviralen inhibi-
torischen RNA-Molekülen, wie beispielsweise Anti-HIV-Ribozyme, trägt (5, 7, 10, 13, 21, 36, 38, 40). Diese 
können jegliche Anti-HIV-Riboryme sein, der Schlüsselpunkt der Erfindung ist jedoch, dass einige von ihnen 
RNA, die für die Expression der nativen oder Wildtyp-HIV-gag-, pol-, oder env-Codierungssequenzen erforder-
lich ist, spalten. Die zweite Komponente ist das Verpackungssystem, welches eine Expressionskassette für 
HIV-gag, -pol und eine Kassette entweder für HIV-env oder ein Hüllprotein codierendes Gen, das ein pseudo-
typisierendes Hüllprotein codiert, umfasst – wobei das Verpackungssystem gegenüber inhibitorischen 
RNA-Molekülen resistent ist.

[0063] Die Lentiviruspartikel der vorliegenden Erfindung und das Lentivirusvektorsystem und verwendete 
Herstellungsverfahren können daher dafür verwendet werden, Virusinfektionen zu behandeln oder vorzubeu-
gen, vorzugsweise Lentivirus-, insbesondere HIV-, Infektionen. Insbesondere die Lentiviruspartikel der Erfin-
dung, üblicherweise unter Verwendung des Lentivirusvektorsystems der vorliegenden Erfindung hergestellt, 
können verwendet werden, um inhibitorische RNA-Moleküle für Menschen oder Tiere, die eine Behandlung ei-
ner Virusinfektion benötigen, zur Verfügung zu stellen.

[0064] Alternativ oder zusätzlich kann das Lentivirusherstellungssystem verwendet werden, um Zellen, die 
von einem Patienten gewonnen wurden, ex vivo zu transfizieren und sie dem Patienten wieder zuzu führen. 
Ex vivo transfizierte Patientenzellen können als eine pharmazeutische Zusammensetzung (siehe unten) for-
muliert werden, bevor sie dem Patienten wieder verabreicht werden.

[0065] Vorzugsweise werden die Lentiviruspartikel mit einem pharmazeutisch annehmbaren Träger oder Ver-
dünnungsmittel kombiniert, um eine pharmazeutische Zusammensetzung herzustellen. Dementsprechend 
stellt die vorliegende Erfindung außerdem eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung eines In-
dividuums bereit, wobei die Zusammensetzung eine therapeutisch effektive Menge des Lentiviruspartikels der 
vorliegenden Erfindung, zusammen mit einem pharmazeutisch annehmbaren Träger, Verdünnungsmittel, 
Hilfsstoff oder Adjuvans umfasst. Die pharmazeutische Zusammensetzung kann bei Menschen oder Tieren 
verwendet werden.

[0066] Die Wahl des pharmazeutischen Trägers, Hilfsstoffs oder Verdünnungsmittels kann in Bezug auf den 
beabsichtigten Verabreichungsweg und die pharmazeutische Standardpraxis vorgenommen werden. Geeig-
nete Träger und Verdünnungsmittel umfassen isotonische Salzlösungen, zum Beispiel Phosphat-gepufterte 
Salzlösung. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen können als den/das oder zusätzlich zu dem Träger, 
Hilfsstoff oder Verdünnungsmittel, jegliche geeignete Bindemittel, Gleitmittel, Suspensionsmittel, Überzugsmit-
tel, Lösungsmittel und andere Trägermittel, die den Eintritt des Virus in die Zielstelle erleichtern oder steigern 
(wie zum Beispiel ein Lipid-Zuführungssystem) umfassen.

[0067] Die pharmazeutische Zusammensetzung kann für die parenterale, intramuskuläre, intravenöse, intra-
kraniale, subkutane, intraokulare oder transkutane Verabreichung formuliert werden.
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[0068] Gegebenenfalls, kann die pharmazeutische Zusammensetzung auf jede einzelne oder mehrere Arten 
verabreicht werden: Inhalation, in Form von Zäpfchen oder Vaginalzäpfchen, topisch in Form einer Lotion, Lö-
sung, Creme, Salbe, Puder, durch Hautpflaster, oral in Form von Tabletten, die als Trägerstoff beispielsweise 
Stärke oder Laktose enthalten oder in Kapseln oder als Ovulum entweder allein oder als Beimischung mit Trä-
gerstoffen oder in Form von Elixieren, Lösungen oder Suspensionen, die Geschmacks- oder Farbstoffe enthal-
ten oder sie können parenteral injiziert werden, zum Beispiel intrakavernös, intravenös, intramuskulär oder 
subkutan. Für eine parenterale Verabreichung kann die Zusammensetzung am besten in Form einer sterilen 
wässrigen Lösung, die andere Substanzen enthalten kann, zum Beispiel ausreichend Salze oder Monosacha-
ride, um eine zum Blut isotonische Lösung zu erhalten. Für eine bukkale oder sublinguale Verabreichung kön-
nen die Zusammensetzungen in Form von Tabletten oder Pastillen, welche auf eine konventionelle Art formu-
liert werden können, verabreicht werden.

[0069] Die Menge des verabreichten Virus befindet sich üblicherweise in dem Bereich zwischen 103 und 1010

pfu, vorzugsweise zwischen 105 und 108 pfu, noch bevorzugter zwischen 106 und 107 pfu. Wenn injiziert, wer-
den üblicherweise 1-10 μl des Virus in einem pharmazeutisch geeigneten Träger oder Verdünnungsmittel ver-
abreicht.

[0070] Wenn das Polynukleotid/der Vektor als nackte Nukleinsäure verabreicht wird, befindet sich die übli-
cherweise verabreichte Menge an Nukleinsäure im Bereich zwischen 1 μg und 10 mg, vorzugsweise zwischen 
100 μg und 1 mg.

[0071] Wo die erste Nukleotidsequenz (oder andere therapeutische Sequenz) sich unter Kontrolle einer indu-
zierbaren regulatorischen Sequenz befindet, kann es ausreichen die Genexpression für die Dauer der Behand-
lung zu induzieren. Nach abgeschlossener Behandlung, wird der Induktor entfernt und die Expression der NOI 
wird gestoppt. Dies bringt eindeutige klinische Vorteile. So ein System kann zum Beispiel die Verabreichung 
des Antibiotikums Tetracyclin umfassen, um die Genexpression durch seine Wirkung auf das Tet-Repres-
sor/VP16-Fusionsprotein zu aktivieren.

[0072] Die Erfindung wird anschließend anhand von Beispielen, welche bei der Ausführung der Erfindung 
durch den Fachmann hilfreich sein sollen, jedoch keineswegs die Anwendungsmöglichkeiten der Erfindung be-
schränken sollen, weiter beschrieben. Die Beispiele beziehen sich auf die Figuren.

[0073] Fig. 1 zeigt schematisch die in vier verschiedene HIV-Vektoren eingefügten Ribozyme.

[0074] Fig. 2 zeigt schematisch, wie eine geeignete 3'LTR durch eine PCR erstellt werden kann.

[0075] Fig. 3 zeigt die Codonverwendungstabelle für Wildtyp-HIV-gag, -pol des Stammes HXB2 (Zugriffs-
schlüssel: K03455).

[0076] Fig. 4 zeigt die Codonverwendungstabelle für die Codon-optimierte gag-, pol-SYNgp bezeichnete Se-
quenz.

[0077] Fig. 5 zeigt die Codonverwendungstabelle für Wildtyp-HIV-env, genannt env-mn.

[0078] Fig. 6 zeigt die Codonverwendungstabelle für die Codon-optimierte Sequenz von HIV-env, bezeichnet 
als SYNgp160mn.

[0079] Fig. 7 zeigt drei Plasmidkonstrukte für die Verwendung in der Erfindung.

[0080] Fig. 8 zeigt das Prinzip zweier Herstellungssysteme für Retrovirusvektor-Partikel.

[0081] Die Erfindung wird anschließend anhand der folgenden Beispiele, welche nur als Veranschaulichung 
dienen und nicht die Anwendungsmöglichkeiten der Erfindung beschränken sollen, weiter beschrieben.

BEISPIELE

Beispiel 1 – Konstruktion eines Genoms

[0082] Die HIV-gag.pol-Sequenz wurde Codon-optimiert (Fig. 4 und SEQ I.D. No.1) und durch Verwendung 
überlappender Oligos, die ungefähr aus 40 Nukleotiden bestehen, synthetisiert. Dies hat drei Vorteile. Erstens, 
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ein Vektor auf HIV-Basis kann Ribozyme und andere therapeutische Faktoren tragen. Zweitens, erzeugt die 
Codonoptimierung einen höheren Vektortiter aufgrund einer höheren Genexpression. Drittens, wird die 
gag.pol-Expression Rev-unabhängig, was die Verwendung von Anti-rev oder RRE-Faktoren erlaubt.

[0083] Innerhalb von gag.pol konservierte Sequenzen wurden durch Bezugnahme auf die HIV-Sequenz-Da-
tenbank des Los Alamos National Laboratory (http://hiv-web.lanl.gov/) identifiziert und für die Konstruktion von 
Ribozymen verwendet. Aufgrund der Variabilität zwischen HIV-1-Subtypen, wurden die Ribozyme so konzi-
piert, dass sie den in Nordamerika, Lateinamerika und der Karibik, Europa, Japan und Australien vorherrschen-
den Subtyp spalten, das ist der Subtyp B. Die ausgewählten Stellen wurden mit der synthetischen gagpol-Se-
quenz verglichen, um zu gewährleisten, dass eine geringe Möglichkeit besteht, dass die Codon-optimierte gag-
pol-mRNA geschnitten wird. Die Ribozyme wurden mit XhoI- und SalI-Stellen am 5'- beziehungsweise 3'-Ende 
konstruiert. Dies erlaubt die Konstruktion von separaten und Tandem-Ribozymen.

[0084] Die Ribozyme sind Hammerkopf-Strukturen (25) mit der folgenden allgemeinen Struktur: 

[0085] Die katalytische Domäne des Ribozyms (Helix II) kann einige Veränderungen tolerieren ohne den ka-
talytischen Umsatz zu verringern.

[0086] Die Spaltungsstellen, die auf gag und pol zielen, mit dem wesentlichen GUX-Triplet (wobei X eine be-
liebige Nukleotidbase ist) sind wie folgt:  
GAG1 5' UAGUAAGAAUGUAUAGCCCUAC  
GAG2 5' AACCCAGAUUGUAAGACUAUUU  
GAG3 5' UGUUUCAAUUGUGGCAAAGAAG  
GAG4 5' AAAAAGGGCUGUUGGAAAUGUG  
POL1 5' ACGACCCCUCGUCACAAUAAAG  
POL2 5' GGAAUUGGAGGUUUUAUCAAAG  
POL3 5' AUAUUUUUCAGUUCCCUUAGAU  
POL4 5' UGGAUGAUUUGUAUGUAGGAUC  
POL5 5' CUUUGGAUGGGUUAUGAACUCC  
POL6 5' CAGCUGGACUGUCAAUGACAUA  
POL7 5' AACUUUCUAUGUAGAUGGGGCA  
POL8 5' AAGGCCGCCUGUUGGUGGGCAG  
POL9 5' UAAGACAGCAGUACAAAUGGCA

[0087] Die Ribozyme sind in vier verschiedene HIV-Vektoren (pH4 (10), pH6, pH4.1 oder pH6.1) (Fig. 1) ein-
gefügt. In pH4 und pH6 wird die Transkription der Ribozyme durch einen internen HCMV-Promotor gesteuert 
(9). Von pH4.1 und pH6.1 werden die Ribozyme von der 5'-LTR exprimiert. Der größte Unterschied zwischen 
pH4 und pH6 (und pH4.1 und pH6.1) liegt in der 3'-LTR im Produktionsplasmid. PH4 und pH4.1 haben die 
HIV-U3 in der 3'-LTR. pH6 und pH6.1 haben HCMV in der 3'-LTR. Der HCMV-Promotor ersetzt das meiste der 
U3 und wird die Expression auf hohem konstitutiven Niveau steuern, während die HIV-1-U3 ein hohes Expres-
sionsniveau nur in Anwesenheit von Tat fördern wird.

[0088] Die HCMV/HIV-1-Hybrid 3'-LTR entsteht durch rekombinante PCR mit drei PCR-Primern (Fig. 2). Die 
erste PCR-Runde wird mit RIB1 und RIB2 und pH4 (12) als Template durchgeführt, um die HIV-1-HXB2-Se-
quenz 8900-9123 zu amplifizieren. Die zweite PCR-Runde erstellt die Verbindung zwischen dem 5'-Ende der 
HIV-1-U3 und dem HCMV-Promotor durch Amplifizierung der hybriden 5'-LTR von pH4. Das PCR-Produkt der 
ersten PCR-Reaktion und RIB3 dienen als 5'-Primer beziehungsweise 3'-Primer.  
RIB1: 5'-CAGCTGCTCGAGCAGCTGAAGCTTGCATGC-3'  
RIB2: 5'-GTAAGTTATGTAACGGACGATATCTTGTCTTCTT-3'  
RIB3: 5'-CGCATAGTCGACGGGCCCGCCACTGCTAGAGATTTTC-3'

[0089] Anschließend wird das PCR-Produkt mit SphI und SalI geschnitten und in pH4 eingefügt, dadurch die 
3'-LTR ersetzend. Das resultierende Plasmid erhielt die Bezeichnung pH6. Um pH4.1 und pH6.1 zu konstruie-
ren, wird der interne HCMV-Promotor (SpeI-XhoI) in pH4 und pH6 durch die Polyklonierungsstelle des pBlue-
script II KS+ (Stratagene) (SpeI-XhoI) ersetzt.

[0090] Die Ribozyme werden in die XhoI-Stellen im Genomvektor-Grundgerüst eingefügt. Jegliche Art von Ri-
bozymen in jeglicher Konfiguration können auf ähnliche Weise verwendet werden.
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Beispiel 2 – Konstruktion eines Verpackungssystems

[0091] Das Verpackungssystem kann verschiedene Formen annehmen. In einer ersten Form eines Verpa-
ckungssystems, werden die HIV-gag-, pol-Komponenten mit der HIV-env-Codierungssequenz co-exprimiert. 
In diesem Fall, sind beide die gag-pol- und die env-Codierungssequenzen so verändert, dass sie den in das 
Genom eingebauten Anti-HIV-Ribozymen gegenüber resistent sind. Zur gleichen Zeit, wie die Codon-Verwen-
dung, um eine Resistenz zu erzielen, geändert wird, können die Codons so gewählt werden, dass sie mit dem 
Verwendungsmuster der höchst-exprimierten Säugergene übereinstimmen. Dadurch erhöht sich das Expres-
sionsniveau dramatisch (28, 29) und somit der Titer. Eine Codon-optimierte HIV-env-Codierungssequenz wur-
de von Haas et al(9) beschrieben. In dem vorliegenden Beispiel wird eine modifizierte Codon-optimierte 
HIV-env-Sequenz verwendet (SEQ I.D. No.3). Das entsprechende env-Expressionsplasmid erhält die Bezeich-
nung pSYNgp160mn. Die modifizierte Sequenz enthält Extra-Motive, die nicht von Haas et al verwendet wur-
den. Die Extra-Sequenzen wurden der HIV-env-Sequenz des MN-Stamms entnommen und Codon-optimiert. 
Alle gleichartigen Änderungen der Nukleinsäuresequenz würden gleichartig funktionieren, solang Codons, die 
häufig vorkommenden tRNAs (42) entsprechen, verwendet werden und zu Resistenzen gegenüber den Ribo-
zymen im Genom führen.

[0092] In einem Beispiel einer gag-pol-Codierungssequenz mit Codon-optimierter Verwendung, werden über-
lappende Oligonukleotide synthetisiert und anschließend zusammen ligiert, um die synthetische Codierungs-
sequenz herzustellen. Die Sequenz der Wildtyp-(Genbank Zugriffsschlüssel K03455) und der synthetischen 
(gagpol-SYNgp) gagpol-Sequenz wird in SEQ I.D. Nr. 1 beziehungsweise 2 aufgezeigt und die Codon-Verwen-
dung wird in den Fig. 3 beziehungsweise 4 gezeigt. Die Sequenz einer Wildtyp-env-Codierungssequenz (Gen-
bank Zugriffsschlüssel M17449) ist in SEQ I.D. Nr. 3 angegeben, die Sequenz einer synthetischen Codon-op-
timierten Sequenz ist in SEQ I.D. Nr. 4 angegeben und ihre Codon-Verwendungstabellen sind in den Fig. 5
beziehungsweise 6 angegeben. Wie auch bei der env-Codierungssequenz kann jede gag-pol-Sequenz, die 
eine Resistenz gegenüber Ribozymen erzielt, verwendet werden. Die gezeigte synthetische Sequenz erhält 
die Bezeichnung gag-pol-SYNgp und enthält eine EcoRI-Stelle am 5'-Ende und eine NotI-Stelle am 3'-Ende. 
Es ist in pClneo (Promega) eingefügt, um das Plasmid pSYNgp herzustellen.

[0093] In einer zweiten Form eines Verpackungssystems wird eine gag-pol-Expressionskassette mit einer 
Nicht-HIV-Hüllprotein-Codierungssequenz, die ein Oberflächenprotein produziert, das HIV pseudotypisiert, 
co-exprimiert. Das könnte beispielsweise VSV-G (20, 41), amphotropes MLV-env (6, 34) oder jedes andere 
Protein, welches in das HIV-Partikel eingebaut werden würde (37), sein. Das umfasst Moleküle, die fähig wären 
den Vektor auf spezifische Gewebe zu zielen. Codierungssequenzen für Nicht-HIV-Hüllproteine, die nicht von 
Ribozymen gespalten werden, erfordern keine Modifizierung (obwohl eine gewisse Sequenzmodifizierung aus 
anderen Gründen, wie beispielsweise Optimierung für Codon-Verwendung in Säugerzellen, wünschenswert 
sein könnte).

Beispiel 3 – Herstellung von Vektorpartikeln 

[0094] Vektorpartikel können entweder von einem transienten drei-Plasmide-Transfektionssystem, ähnlich 
dem von Soneoka et al. (33) beschriebenen, produziert werden oder von Erzeugerzelllinien, ähnlich denen, die 
für andere Retrovirusvektoren verwendet werden (20, 35, 39). Diese Prinzipien sind in den Fig. 7 und Fig. 8
veranschaulicht. Zum Beispiel, durch Verwendung von pH6Rz, pSYNgp und pRV67 (VSV-G-Expressionsplas-
mid) in einer drei-Plasmide-Transfektion von 293T-Zellen (Fig. 8), wie von Soneoka et al (33) erläutert, werden 
als H6Rz-VSV bezeichnete Vektorpartikel produziert. Diese transduzieren das H6Rz-Genom in CD4+-Zellen, 
wie beispielsweise C1866 oder Jurkat, und produzieren die Multitarget-Ribozyme. Eine HIV-Replikation in die-
sen Zellen ist somit stark eingeschränkt.
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Sequenzprotokoll als Teil der Beschreibung
16/30



DE 699 35 714 T2    2007.12.27
17/30



DE 699 35 714 T2    2007.12.27
18/30



DE 699 35 714 T2    2007.12.27
19/30



DE 699 35 714 T2    2007.12.27
20/30



DE 699 35 714 T2    2007.12.27
Patentansprüche

1.  Lentivirusvektor, welcher folgendes umfaßt:  
(i) ein Virusgenom, umfassend wenigstens eine erste Nukleotidsequenz, die ein Ribozym oder eine Antisen-
se-Ribonukleinsäure codiert, wobei die Sequenz an eine zweite Nukleotidsequenz oder deren Transkriptions-
produkt binden und deren Spaltung bewirken kann, wobei die zweite Nukleotidsequenz ein Viruspolypeptid co-
diert, welches für das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderlich ist,  
(ii) eine dritte Nukleotidsequenz, welche das Viruspolypeptid, das für das Zusammensetzen des Virusgenoms 
zu Viruspartikeln erforderlich ist, codiert, wobei die dritte Nukleotidsequenz eine andere Nukleotidseauenz hat 
als die zweite Nukleotidsequenz, so daß die dritte Nukleotidseauenz oder deren Transkriptionsprodukt für die 
Expression in Erzeugerzellen Codon-optimiert und gegenüber einer durch das Ribozym oder die Antisense-Ri-
bonukleinsäure gesteuerten Spaltung resistent ist.

2.  Vektor nach Anspruch 1, wobei der Lentivirusvektor ein HIV-Vektor ist.

3.  Vektor nach einem der Ansprüche 1 oder 2, wobei das für das Zusammensetzen von Viruspartikeln er-
forderliche Polypeptid unter gag-, pol- und env-Proteinen ausgewählt ist.

4.  Vektor nach Anspruch 3, wobei wenigstens das gag- und das pol-Protein von einem Lentivirus stammen.

5.  Vektor nach Anspruch 3, wobei das env-Protein von einem Lentivirus stammt.

6.  Vektor nach Anspruch 4 oder 5, wobei der Lentivirus HIV ist.

7.  Vektor nach einem der vorangegangenen Ansprüche, wobei die dritte Nukleotidsequenz als Ergebnis 
einer oder mehrerer konservativer Veränderungen in der Nukleotidsequenz, die Bindungs-Spaltungsstellen, 
die von dem Ribozym oder einer Antisense-Ribonukleinsäure erkannt werden, entfernen, gegenüber einer 
durch das Ribozym oder die Antisense-Ribonukleinsäure gesteuerten Spaltung resistent ist.

8.  Vektor nach einem der vorangegangenen Ansprüche, wobei die Erzeugerzellen Säugerzellen sind.

9.  Vektor nach einem der vorangegangenen Ansprüche, welcher eine Mehrzahl erster Nukleotidsequen-
zen und dritter Nukleotidsequenzen, wie sie hierin definiert sind, umfaßt.

10.  Vektor nach Anspruch 1, welcher von Rev unabhängig ist.

11.  Vektor nach Anspruch 1, wobei Rev und/oder RRE fehlen.

12.  Lentiviruspartikel, umfassend ein Virusgenom, wie es in einem der Ansprüche 1 bis 11 definiert ist, und 
eine oder mehrere dritte Nukleotidsequenzen, wie sie in einem der Ansprüche 1 bis 11 definiert sind.

13.  Verfahren zum Herstellen eines Lentiviruspartikels, wobei das Verfahren umfaßt, daß man (i) ein Virus-
genom, wie es in einem der Ansprüche 1 bis 11 definiert ist, (ii) eine oder mehrere dritte Nukleotidsequenzen, 
wie sie in einem der Ansprüche 1 bis 11 definiert sind, und (iii) Nukleotidsequenzen, die die anderen wesentli-
chen Virusverpackungskomponenten, die nicht durch die eine oder die mehreren dritten Nukleotidsequenzen 
codiert werden, codieren, in eine Wirtszelle einbringt.

14.  Pharmazeutische Zusammensetzung, welche ein Lentiviruspartikel nach Anspruch 12 zusammen mit 
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einem pharmazeutisch verträglichen Träger oder Verdünnungsmittel umfaßt.

15.  Lentivirusvektor nach einem der Ansprüche 1 bis 11 oder Viruspartikel nach Anspruch 12 zur Behand-
lung einer Virusinfektion.

16.  Lentivirusvektor nach einem der Ansprüche 1 bis 11 zur Verwendung in einem Verfahren zur Herstel-
lung von Viruspartikeln.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
22/30



DE 699 35 714 T2    2007.12.27
Anhängende Zeichnungen
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