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(57) Abstract: The invention relates to a peptide,
polypeptide, or protein that binds specifically to cells of the
lung endothelium. The peptide, polypeptide, or protein can be
a component of a viral capsid and can be used to lead a
recombinant viral vector selectively to the lung endothelial
tissue after systemic administration to a subject and to ensure
tissue-specific expression of one or more transgenes there.
The invention thus further relates to a recombinant viral
vector, preferably an AAV vector, which comprises a capsid
containing the peptide, polypeptide, or protein according to
the invention and which comprises at least one transgene
packaged in the capsid. The viral vector is suitable in
particular for the therapeutic treatment of a lung disorder or a
lung disease. The invention further relates to cells and
pharmaceutical compositions that comprise the viral vector
according to the invention.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Peptid,
Polypeptid oder Protein, das spezifisch an Zellen des
Lungenendothels bindet. Das Peptid, Polypeptid oder Protein
kann Bestandteil eines viralen Kapsids sein und dazu
verwendet werden, einen rekombinanten viralen Vektor nach
systemischer Verabreichung an ein Subjekt selektiv zum
Lungenendothelgewebe zu leiten wund dort fiir eine
gewebespezifische Expression von einem oder mehreren
Transgenen

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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—  mit dem Sequenzprotokolliteil der Beschreibung (Regel 5
Absatz 2 Buchstabe a)

zu sorgen. Die Erfindung betrifft somit auch einen rekombinanten viralen Vektor, vorzugsweise einen AAV-Vektor, der ein
Kapsid umfasst, welches das erfindungsgeméfBie Peptid, Polypeptid oder Protein enthélt, sowie mindestens ein in dem Kapsid
verpacktes Transgen. Der virale Vektor eignet sich insbesondere zur therapeutischen Behandlung einer Lungentunktionsstérung
oder einer Lungenerkrankung. Die Erfindung betriftt ferner Zellen und pharmazeutische Zusammensetzungen, die den
erfindungsgeméfen viralen Vektor umfassen.
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NEUE PEPTIDE MIT SPEZIFITAT FUR DIE LUNGE

Die Erfindung betrifft ein Peptid, Polypeptid oder Protein,
das spezifisch an Zellen des Lungenendothels bindet. Das Pep-
tid, Polypeptid oder Protein kann Bestandteil eines viralen
Kapsids sein und dazu verwendet werden, einen rekombinanten
viralen Vektor nach systemischer Verabreichung an ein Subjekt
selektiv zum Lungenendothelgewebe zu leiten und dort fir eine
gewebespezifische Expression von einem oder mehreren Transge-
nen zu sorgen. Die Erfindung betrifft somit auch einen rekom-
binanten viralen Vektor, vorzugsweise einen AAV-Vektor, der
ein Kapsid umfasst, welches das erfindungsgemédfe Peptid, Poly-
peptid oder Protein enthdlt, sowie mindestens ein in dem
Kapsid verpacktes Transgen. Der virale Vektor eignet sich ins-
besondere zur therapeutischen Behandlung einer Lungenfunkti-
onsstdrung oder einer Lungenerkrankung. Die Erfindung betrifft
ferner Zellen und pharmazeutische Zusammensetzungen, die den

erfindungsgemdfen viralen Vektor umfassen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Die pulmonale Hypertonie ist eine schwere chronische Erkran-
kung der Lunge, die unbehandelt regelmdBig zum Tode fihrt. Der
Begriff fasst Krankheiten verschiedener Ursachen zusammen, die
durch eine strukturelle Verdnderung der pulmonalen Vaskulatur
charakterisiert sind und bei denen es zu einem Anstieg des
Blutdrucks im pulmonal—-arteriellen System auf mehr als 25 mm
Hg kommt [1]. Dies filhrt bei betroffenen Patienten in der Re-
gel zu einer belastungsabhidngigen Atemnot und einer generellen
Leistungsminderung. Mit fortschreitender FErkrankung kommt es
zu einer Verengung der GefdBe, die durch eine Umwandlung (Re-
modeling) und Verdickung aller drei Schichten der Gef&dBwande,
d.h. Intima, Media und Adventitia, verursacht wird [2]. Damit
kommt es oft zu Ruhe-Dyspnoe, globaler respiratorischer Insuf-

fizienz und den mit einer Rechtsherzinsuffizienz einhergehen-
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den Stauungssyndromen sowie langfristig zum Herzversagen. Die
pulmonal-arteriellen Hypertonie 1ist eine besonders schwere
Form der pulmonalen Hypertonie, bei der das mittlere Uberleben
ab Diagnose, die auf Grund der anfdnglich schwachen Symptome
oft sehr spidt gestellt wird, bei lediglich etwa drei Jahren
liegt [3].

Zur Erforschung der Mechanismen der pulmonalen Hypertonie und
fir prdklinische therapeutische Untersuchungen stehen ver-
schiedene Tiermodelle zur Verfiligung, die unterschiedliche Cha-
rakteristika der Erkrankung abbilden. Dabei kann zwischen in-
duzierbaren Modellen (z.B. durch Hypoxie, Monocrotalin oder
Antigene) und transgenen Modellen unterschieden werden, wobei
die Wahl des geeigneten Modells von der zu untersuchenden Fra-

gestellung abhangt [4].

Nicht alle mo6glichen Ursachen der verschiedenen Formen der
pulmonal-arteriellen Hypertonie sind bis heute aufgeklért.
Trotzdem gibt es mehrere bekannte, auch therapeutisch relevan-
te Faktoren. So wird z.B. bei der idiopathischen pulmonal-
arteriellen Hypertonie die vermehrte Freisetzung wvasokonstrik-
tiver Faktoren diskutiert [5-7], wdhrend in vielen F&dllen der
familidren pulmonal-arteriellen Hypertonie Mutationen des
BMPR2 [8] oder des Activin-Receptor—-Like-Kinase-1 (ALKl)-Gens

[9] als ursdchlich erachtet werden.

Die Entwicklung neuer Therapieoptionen flir die Behandlung der
pulmonalen Hypertonie bzw. der pulmonal-arteriellen Hypertonie
ist dringend erforderlich. Eine solche kénnte der Transfer
therapeutischer Gene in Lungengewebe, und insbesondere in das
Lungenendothel, sein. Vektoren, die einen spezifischen und ef-
fizienten Gentransfer in das Lungenendothel ermbgiichen, sind

jedoch im Stand der Technik bislang nicht beschrieben worden.
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Die gentherapeutische Behandlung mittels viraler Vektoren
stellt eine vielversprechende Behandlungsmoéglichkeit fir Er-
krankungen dar, die auf eine konventionelle Behandlung nicht
oder nicht in ausreichendem MaBe ansprechen. Dieser Ansatz be-
ruht auf der Einschleusung von therapeutischen Genen in den zu
behandelnden Organismus mit Hilfe von Viren, die so modifi-
zlerte wurden, dass sie die Sequenz des entsprechenden Gens in
ihrem Genom aufweisen. Virale Vektoren, die im Rahmen der Gen-
therapie bereits flr gentherapeutische Therapieansidtze verwen-
det wurden, basieren auf Retroviren, Lentiviren, Adenoviren

und Adeno-assoziierte Viren.

Adeno-assozierte Viren (AAV) stellen vielversprechende Kandi-
daten flr den Einsatz in der der klinischen Praxis dar, da sie
als verhdltnismdBig sicher eingestuft werden. AAV-Vektoren
sind in der Lage, ein Transgen 1in ein Gewebe einzuschleusen
und dort stabil und effizient =zu exprimieren. Gleichzeitig
welsen diese Vektoren keine bekannten Pathogenitdtsmechanismen
auf [10]. Besondere Bedeutung fir eine klinische Anwendung
kommt den AAV—Vektofen vom Serotyp 2 (AAV2) zu, die als beson-
ders gut untersucht gelten. Nach Einschleusung durch AAV-
Vektoren koénnen die Transgene in verschiedenen Formen in der
transfizierten Zelle vorliegen, z.B. als episomale, einzel-
oder doppelstrdngige DNA. Auch konkatamere Formen der DNA wur-

den in transduzierten Zellen nachgewiesen.

Das Genom von AAV2 wird von einem linearen, einzelstridngigen
DNA-Moleklil von etwa 4700 Nukleotiden L&nge gebildet und um-
fasst an beiden Enden Inverted Terminal Repeats (ITRs). Das
Genom umfasst ferner zwei groBe offene Leserahmen, die als
Replikations—-Region (rep) und Kapsid-Region (cap) bezeichnet
werden. Die Replikations-Region kodiert fir Proteine, die im
Rahmen der Virusreplikation erforderlich sind. Die Kapsid-
Region hingegen kodiert fir die strukturellen Proteine VPI,
VP2 und VP3, aus denen sich das ikosaedrische Kapsid des Virus

zusammensetzt.
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Wie die meisten im Stand der Technik bekannten, gentherapeu-
tisch verwendbaren Vektoren allerdings weisen Wildtyp-AAV-
Vektoren, wie z.B. die beschriebenen AAV2-Vektoren, keine aus-
reichende Spezifitdt flir ein bestimmtes Gewebe auf, sondern
infizieren eine groRBe Bandbreite von Zelltypen. Bei systemi-
scher Gabe dieser Wildtyp-Vektoren kommt es somit zu einer un-
zureichenden Transduktion von Lungengewebe, wdhrend aufgrund
der unerwinschten Transduktion von anderen Geweben mit starken
Immunreaktionen im behandelten Patienten gerechnet werden
muss. Fortschritte bei der Entwicklung von viralen Vektoren,
die eine erhdhte Spezifitdt fur bestimmte Organe aufweisen,
wurden in der Vergangenheit durch den Einsatz von Peptidligan-
den erreicht, die in der Lage sind, die Vektoren zu einem be-
stimmten Organ zu leiten [11-12]. Es konnte gezeigt werden,
dass bestimmte Peptidliganden fir ein "Homing" =zu verschiede-

nen Organen wie z.B. zum Gehirn sorgen.

Literaturstelle [13] beschreibt ein Verfahren, welches das
Screening nach Kapsiden von AAV2 mit modifiziertem Tropismus
in randomisierten Peptidbibliotheken erlaubt. Aus diesen Bib-
liotheken kénnen Vektoren isoliert werden, die in vitro spezi-
fisch einen gewlinschten Zelltyp transduzierén. Jedoch wurde
Uberraschenderweise festgestellt, dass die auf diese Weise se-
lektierten Kapsidé oftmals fir eine Verwendung in vivo unge-
eignet sind, da ihnen im Tiermodell die ndtige Spezifitit
fehlte [14].

Es besteht weiterhin ein groBes Bedlrfnis nach Mitteln, die in
der Lage sind, den Tropismus viraler Vektoren =zu modulieren
und damit fir eine ausreichende Zell- oder Gewebespezifitit
sorgen, die einen gezielten Transport eines viralen Vektors in
die Lunge erméglicht. Solche Vektoren kénnen fiir eine spezifi-
sche Expression von therapeutischen Genen in Lungengewebe sor-
gen, um auf diese Weise Erkrankungen und/oder Funktionsstérun-

gen der Lunge wirksam zu behandeln.
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Die vorliegende Erfindung stellt virale Vektoren fir den ziel-
gerichteten Gentransfer in die Lunge bereit. Die erfindungsge-
mdben viralen Vektoren exprimieren auf ihrer Kapsid-Oberflédche
eine bislang unbekannte Aminosduresequenz, die in vivo spezi-
fisch von Rezeptoren auf dem Endothelgewebe der Lunge erkannt
wird. Somit transduzieren die viralen Vektoren der vorliegen-
den Erfindung nach systemischer Verabreichung an ein Subjekt

spezifisch dessen Lungengewebe.

Die erfindungsgemdflen viralen Vektoren ermdglichen dartber
hinaus eine starke und lang anhaltende Expression eines Trans-
gens in den endothelialen Zellen der Lunge bei nur geringfigi-
ger Immunreaktion und sind daher insbesondere fir die genthe-
rapeutische Behandlung von bestimmten Lungenfunktionsstdrungen
und/oder Lungenerkrankungen -geeignet. Nach der Transfektion
rufen die AAV-Vektoren lediglich eine geringfligige Immunreak-
tion in dem Wirt hervor und sind somit besonders flr die Gen-

therapie geeignet.

BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden durch Selektion in
einer randomisierten AAV2-Heptamer-Pepidbibliothek verschiede-
ne lungenspezifische Sequenzen identifiziert. Auf Basis der
identifizierten Peptidsequenz ESGHGYF (SEQ ID NO:2) wurde der
rekombinante virale Vektor rAAV2-ESGHGYF hergestellt, bei dem
die Peptidsequenz ESGHGYF als Teilsequenz des Kapsid-Proteins
VPl exprimiert wird. AnschliefRend wurde der Vektor rAAV2-
ESGHGYF intravends an Miuse verabreicht, wobei sowohl in vitro
als auch in vivo eine eindeutige Spezifit&dt des Vektors fir
Lungenendothelgewebe beobachtet werden konnte. Die Spezifitdt
konnte durch Farbung mit CD31 nachgewiesen werden, wie es 1in
den vorliegenden Beispielen beschrieben wird. Dartber hinaus
konnte durch Austausch der Aminosduren Glutaminsdure (E) und

Serin (S) am N-Terminus des Peptides 1in einem Alanin-Scan
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festgestellt werden, dass diese Dbeiden Aminosduren fir die
Spezifitat der Transduktion nicht relevant sind, sodass ledig-
lich die Kernstruktur GHGYEF (SEQ ID NO:1) fir die Lungenspezi-

fitdt verantwortlich ist.

Die vorliegende Erfindung stellt daher verschiedene lungenspe-
zifische Peptidsequenzen bereit, die in besonderer Weise dazu
geeignet sind, therapeutische Mittel, wie z.B. virale Vekto-
ren, gezielt in die Lunge eines zu behandelnden Subjekts =zu

leiten.

In einem ersten Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung dem-
gemdl ein Peptid, Polypeptid oder Protein, das spezifisch an
Endothelzellen der Lunge bindet, wobei das Peptid, Polypeptid
oder Protein die Aminosduresequenz von SEQ ID NO:1 umfasst.
Vorzugsweise umfasst das Peptid, Polypeptid oder Protein die
Aminosduresequenz von SEQ ID NO:2 oder eine Variante davon,
die sich von der Aminosduresequenz von SEQ ID NO:2 durch Modi-
fikation von mindestens einer der beiden N-terminalen Amino-
sdaure unterscheidet. Das erfindungsgemdbe Peptid, Polypeptid
oder Protein bindet vorzugsweise an Endothelzellen der Lunge,

insbesondere der menschlichen Lunge.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Peptid,
Polypeptid oder Protein, das spezifisch an Endothelzellen der
Lunge bindet, wobei das Peptid, Polypeptid oder Protein die
Aminosaduresequenz von SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 oder SEQ 1ID
NO:5 umfasst.

Im Rahmen der vorliegenden Offenbarung bezeichnet der Begriff
"Peptid" eine Verknipfung von 2-10 Aminosduren, die tlber eine
peptidische Bindung miteinander verbunden sind. Der Begriff
"Polypeptid" bezeichnet eine Verknipfung von 11-100 Aminosdu-
ren, die Uber eine peptidische Bindung miteinander verbunden
sind. Polypeptide mit mehr als 100 Aminosduren werden vorlie-

gend als "Protein" bezeichnet.
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In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
ist die erfindungsgemdRe, lungenspezifische Peptidsequenz von
SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:2 oder der Variante von SEQ ID NO:2
Teil eines Kapsid-Proteins eines Virus. Dies bedeutet, dass
die lungenspezifische Sequenz als Teil eines Kapsid-Proteins
des Virus vorliegt. Um derartige Kapsid-Proteine herzustellen,
wird eine entsprechende, fir das lungenspezifische Peptid ko-
dierende Nukleotidsequenz in die Region des Virus-Genoms klo-
niert, die fiir ein Kapsid-Protein des Virus kodiert. Wird die
lungenspezifische Sequenz als Teil eines Kapsid-Proteins ex-
primiert, so kann sie vielfach an der Oberfldche des viralen

Vektors prédsentiert werden.

Vorzugswelse handelt es sich bei dem Kapsid-Protein um ein
solches, das von einem Adeno-assoziierten Virus (AAV) stammt.
Beli dem AAV kann es sich um einen beliebigen der im Stand der
Technik Dbeschriebenen Serotypen handeln, wobei das Kapsid-
Protein vorzugsweise von einem AAV von einem der Serotypen 2,
4, 6, 8 und 9 stammt. Ein Kapsid-Protein eines AAV vom Serotyp

2 ist besonders bevorzugt.

Das Kapsid des AAV-Wildtyps setzt sich aus den Kapsid-
Proteinen VP1l, VP2 und VP3 =zusammen, die Uberlappend von der
cap—Region kodiert werden. Alle drei Proteine weilsen einen
identischen C-terminalen Bereich auf. Das Kapsid von AAV um-
fasst etwa 60 Kopien der Proteine VP1l, VP2 und VP3, die im
Verhdltnis 1:1:8 exprimiert werden. Wird eine Nukleotidse-
quenz, die fir eine der vorliegend beschriebenen lungenspezi-
fischen Peptide kodiert, C-terminal in den Leserahmen von VPl
kloniert (d.h. in den Bereich, der bei allen drei Proteinen
identisch ist), so kann man erwarten, dass theoretisch 60 der
spezifischen Peptide der auf der Kapsid-Oberfldche zu finden

sind.

Wird ein AAV-Vektor im Sinne der vorliegenden Erfindung modi-

fiziert, so wird die flr das lungenspezifische Peptid kodie-
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rende Nukleotidsequenz in die cap-Region am 3'-Ende des Genoms
kloniert. Die flr das lungenspezifische Peptid kodierende Se-
quenz kann in die genomische Sequenz von einem der Kapsid-
Proteine VPl, VP2 oder VP3 kloniert werden. Die Kapsid-
Proteine von AAV2 sind beispielhaft in SEQ ID NO:6 (VP1l), SEQ
ID NO:7 (VP2) und SEQ ID NO:8 (VP3) dargestellt.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
wird die fir das lungenspezifische Peptid kodierende Sequenz
in den ILeserahmen eines VPl-Gens kloniert, vorzugsweise in das
in SEQ ID NO:6 gezeigte VP1l-Gen von AAVZ2. Dabeil sollte beach-
tet werden, dass sich durch die Insertierung der klonierten
Sequenz kein Wechsel des lLeserahmens und kein vorzeitiger Ab-
bruch der Translation ergibt. Dem Fachmann werden die dazu er-

forderlichen Methoden ohne Weiteres ersichtlich sein.

In allen drei Kapsid-Proteinen wvon AVV wurden Stellen identi-
fiziert, an denen Peptidsequenzen flir das Homing eingefiigt
werden konnen [15-20]. So wurde unter anderem das im VPl wvon
AAV2 vorkommende Arginin in Position 588 (R588) spezifisch fir
die Insertion eines Peptidliganden vorgeschlagen [21-22]. Die-
se Aminosdureposition des viralen Kapsids ist offenbar an der
Bindung von AAV2 an seinen natiirlichen Rezeptor beteiligt. Es
wurde vermutet, dass R588 einer von vier Arginin-Resten ist,
der die Bindung von AAVZ an seinen natirlichen Rezeptor ver-
mittelt [23-24]. Eine Modifikation 1in diesem Bereich des
Kapsids schwdcht den natirlichen Tropismus von AAV2 ab oder

beseitigt diesen vollstandig.

Demgemdll ist es erfindungsgemdl besonders bevorzugt, dass die
erfindungsgemédfBe lungenspezifische Peptidsequenz von SEQ 1ID
NO:1 oder SEQ ID NO:2 (oder deren Variante) oder eine der lun-
genspezifischen Peptidsequenzen von SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4
oder SEQ ID NO:5 im Bereich der Aminosduren 550-600 des VP1l-
Proteins von AAV2, insbesondere des Proteins von. SEQ ID NO:o,

insertiert vorliegt. Noch starker bevorzugt ist es, die lun-
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genspezifische Peptidsequenz im Bereich der Aminosduren 560-
600, 570-600, 560-590, 570-590 des VPl-Proteins inseriert vor-

liegen.

So kann sich die die Aminosduresequenz von SEQ ID NO:1 oder
SEQ ID NO:2 oder deren Variante (oder alternativ die Peptidse-
quenzen von SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:5) z.B.
unmittelbar hinter einer der folgenden Aminosdure des VP1-
Proteins, insbesondere des Proteins von SEQ ID NO:6, anschlie-
Ben: 550, 551, 552, 553, 554, 555, 556, 557, 558, 559, 560,
561, 562, 563, 564, 565, 566, 567, 568, 569, 570, 571, 572,
573, 574, 575, 576, 577, 578, 579, 580, 581, 582, 583, 584,
585, 586, 587, 588, 589, 590, 591, 592, 593, 594, 595, 596,
597, 598, 599 oder 600. Besonders bevorzugt ist es, dass die
Aminosduresequenz von SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:2 oder deren
Variante (oder alternativ die Peptidsequenzen von SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:5) auf die Aminosidure 588 des VP1-
Proteins von SEQ ID NO:6 folgt, wie es in den Beispielen ge-
zeigt ist. Es ist dabei moglich, dass zwischen dem Arginin-
Rest in Position 588 und der ersten Aminosiure von SEQ ID NO:1
oder SEQ ID NO:2 oder der Variante wvon SEQ ID NO:2 eine oder
mehrere, und insbesondere bis zu 5 (d.h. 1, 2, 3, 4 oder 5)
Aminosduren liegen, die durch die Klonierung bedingt sind.
Ebenso konnen hinter der letzten Aminosdure von SEQ ID NO:1
oder SEQ ID NO:2 oder der Variante von SEQ ID NO:2 eine oder
mehrere, insbesondere bis zu 5 (d.h. 1, 2, 3, 4 oder 5) Amino-

sduren liegen.

Die oben in Bezug auf VPl angegebenen Stellen und Bereiche in
der Aminosduresequenz des Kapsid-Proteins gelten analog auch
flir die Kapsid-Proteine VP2 und VP3 von AAV2. Da sich die drei
Kapsid-Proteine VP1l, VP2 und VP3 von AAVZ lediglich durch die
Lange der N-terminalen Sequenz unterscheiden und demgemdB ei-
neh identischen C-terminalen Bereich aufweisen, wird der Fach-
mann keine Probleme haben, durch Sequenzvergleich die oben flir

VPl angegebenen Stellen fiir die Inserierung des Peptidliganden
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in den Aminosaduresequenzen von VPl und VP2 zu identifizieren.
So entspricht die Aminosdure R588 in VPl der Position R451 von
VP2 (SEQ ID NO:7) bzw. der Position R386 wvon VP3 (SEQ 1ID
NO:8) .

SEQ ID NO:9 zeigt beispielhaft die Sequenz des VPl-Proteins
von AVVZ2 nach Einbringung der Peptidsequenz von SEQ ID NO:2.
Bedingt durch die Klonierung weist das Kapsid-Protein zweil zu-
sadtzliche Aminosduren auf, die in der nativen Sequenz des VP1-
Proteins wvon AVV2 nicht vorkommen. So wird die Peptidsequenz
von SEQ ID NO:2 N-terminal von einem Glycin in Position 589
und C-terminal von einem Alanin in Position 597 flankiert.
Dartiber hinaus ist das Asparagin in Position 587 der nativen

Sequenz gegen ein Glutamin ausgetauscht.

In einer besonderen Ausfihrungsform betrifft die vorliegende
Erfindung somit auch ein Kapsid-Protein, das Folgendes umfasst

oder daraus besteht:
(a) die Aminosduresequenz von SEQ ID NO:9;

(b) eine Aminosduresequenz, die mindestens 80% Identitat zu

der Aminosduresequenz von SEQ ID NO:9 aufweist; oder

(c) eiln Fragment von einer der in (a) oder (b) definierten

Aminosduresequenzen.

In einem weiteren Aspekt richtet sich die Erfindung auf ein
virales Kapsid, das ein Peptid, Polypeptid oder Protein um-
fasst, welches spezifisch an Zellen der Lunge bindet und die
Aminosduresequenz von SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:2 oder einer
wie oben beschriebene Variante von SEQ ID NO:2 (oder alterna-
tiv die Peptidsequenzen von SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 oder SEQ
ID NO:5) umfasst.

Des Weiteren stellt die vorliegende Erfindung auch eine Nuk-
leinsdure bereit, die fir ein wie oben beschriebenes Peptid,

Polypeptid oder Protein kodiert. Eine Nukleinsdure, die fir
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ein Kapsid-Protein kodiert, welches ein wie oben beschriebe-
nes, erfindungsgemdfies Peptid, Polypeptid oder Protein um-
fasst, wird ebenfalls bereitgestellt. Vorzugsweise umfasst die
fir das Kapsid-Protein kodierende Nukleinsdure die Nukleotid-
sequenz von SEQ ID NO:10 oder eine davon abgeleitete Nukleo-
tidsequenz mit mindestens 80% Sequenzidentitdt. Ein Plasmid,
das eine solche Nukleinsdure umfasst, wird ebenfalls bereitge-
stellt.

In einem noch weiteren Aspekt betrifft die Erfindung einen re-
kombinanten, d.h. einen mittels gentechnischer Verfahren her-
gestellten, viralen Vektor, der ein Kapsid und mindestens ein
darin verpacktes Transgen umfasst, wobei das Kapsid mindestens
ein Kapsid-Protein umfasst, welches die Aminosduresequenz von
SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:2 oder von einer Variante von SEQ
ID NO:2 umfasst, die sich von der Aminosduresequenz von SEQ ID
NO:2 durch Modifikation von mindestens einer der beiden N-
terminalen Aminosdure unterscheidet. Alternativ kann das
Kapsid-Protein auch die Aminosduresequenz von SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4 oder SEQ ID NO:5 umfassen. Bei dem rekombinanten wvira-
len Vektor kann es sich um einen rekombinanten AAV-Vektor han-
deln, z.B. um einen solchen vom Serotyp 2, 4, 6, 8 und 9. AAV-

Vektoren vom Serotyp 2 sind besonders bevorzugt.

Die unterschiedlichen AAV-Serotypen unterscheiden sich im We-
sentlichen anhand ihres natirlichen Tropismus. So bindet Wild-
typ-AAV2 stérker an alveolare Zellen als an Lungenepithelzel-
len, wdhrend AAV5, AAV6 und AAVYS zu einer stidrkeren Transduk-.
tion der epithelialen Zellen der Atemwege in der Lage sind.
Der Fachmann kann diese natlrlichen Unterschiede hinsichtlich
der Spezifitdt der Zellen nutzen, um die durch die erfindungs-
gemdBen Peptide vermittelte Spezifitdt fiir bestimmte Zellen
oder Gewebe weiter zu verstdrken. Auf der Nukleinsdureebene
sind die verschiedenen AAV-Serotypen stark homolog. So sind
z.B. die Serotypen AAV1, AAV2, AAV3 und AAV6 auf der Nuklein-

sdureebene zu 82% identisch [25].
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Das Kapsid der erfindungsgemdfen viralen Vektoren umfasst ein
oder mehrere Transgene. Als Transgen wird vorliegend ein Gen
bezeichnet, das mittels gentechnischer Verfahren in das Genom
des Vektors eingebracht wurde. Bei dem Transgen (oder den
Transgenen) kann es sich um DNA oder RNA handeln. Vorzugsweise
handelt es sich um einzelstrdngige DNA (ssDNA) .oder dop-
pelstrdngige DNA (dsDNA), wie beispielsweise genomische DNA
oder cDNA. Vorzugsweise handelt es sich bei dem Transgen, wel-
ches mit Hilfe des erfindungsgemdfien rekombinanten viralen
Vektors transportiert werden soll, um ein humanes Gen. Geeig-
nete Transgene sind z.B. therapeutische Gene, die ein im Pati-
enten dysfunktionales Gen ersetzen sollen. Es kann sich ferner
um ein Gen handeln, das in dem entsprechenden Zielgewebe nicht
oder nur in unzureichendem Umfang exprimiert wird. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem Transgen,
welches vom viralen Vektor der Erfindung exprimiert wird, um
ein Gen, das flr eine Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) oder
fir den Bone-Morphogenic-Protein-Rezeptor 2 (BMPR2) kodiert.
Bei der NOS kann es sich um eine endotheliale NOS (eNOS) oder
eine induzierbare NOS (iNOS) kodiert. Die fiur eNOS und iNOS
kodierenden Gene kénnen fir die Behandlung einer Lungenfunkti-
onsstdrung oder Lungenerkrankung, insbesondere der pulmonalen
oder pulmonal-arteriellen Hypertonie, in einem Subjekt einge-

setzt werden.

In einer weilteren Ausfihrungsform kodiert das Transgen fir ein
radioprotektives Protein, wie =z.B. fir ein radioprotektives
Enzym. Eine wesentliche Limitation beim Einsatz der Radiothe-
rapie im Rahmen der Behandlung von Krebs ist die strahlenindu-
zierte Schddigung des Normalgewebes, was hdufig eine Verringe-
rung der Strahlendosis, eine Unterbrechung des Therapiere-
gimes, oder sogar einen v6lligen Verzicht auf diese Therapie-
form notig macht. Die Lunge ist ein therapeutisch besonders
relevanter Ort des Tumorwachstums aber gleichzeitig ein beson-
ders strahlenempfindliches Organ, weshalb Primdrtumoren dort

oft nur eingeschrankt und diffuses Tumorwachstum meistens gar
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nicht radiotherapeutisch behandelt werden kann. Mit Hilfe der
lungenspezifischen Vektoren der vorliegenden Erfindung kann
das gesunde Gewebe, welches das maligne Gewebe umgibt, durch
zielgerichtete Expression radioprotektiver Proteine geschiitzt
werden. In einer bevorzugten Ausfihrungsform handelt es sich
bei dem Transgen, welches in das gesunde Lungengewebe einge-
schleust wird, um eine Mangan-Superoxiddismutase (MnSOD), die
die Konversion von Superoxidanionen, einem der wesentliche
Faktoren der strahleninduzierten Toxizitdt, zu Waéserstoffpe—
roxid katalysiert. In einer weilteren hier vorgeschlagenen Aus-
fihrungsform handelt es sich um die Kinasedomdne des Ataxia
telangiectasia mutant (ATM)-Gens, das zur Reparatur der durch
Bestrahlung entstandenen DNA-Sch&dden beitrdgt. In einer weite-
ren bevorzugten Ausfihrungsform werden beide Gene mittels der
vorliegend beschriebenen Vektoren in den zu behandelnden Pati-

enten eingebracht.

In einer weiteren Ausfihrungsform kodiert das Transgen flr hu-
manes Alpha-l-Antitrypsin. Der Mangel an ausreichenden Mengen
Alpha-1-Antitrypsin ist wursdchlich fiir das Laurell-Eriksson-
Syndrom, eine erbliche Stoffwechselerkrankung, die =zu einem
Lungenemphysem oder einer Leberzirrhose fiihren kann. Alpha-1-
Antitrypsin ist flir die Regulation der Aktivitat wvon Proteasen
im Serum erforderlich. Der Mangel dieses Inhibitors fihrt zu
einer verstdrkten Proteolyse im Serum und dadurch bedingt zu

den genannten, schwerwiegenden Folgeerscheinungen.

Die viralen Vektoren der vorliegenden Erfindung eignen sich
insbesondere zur Verwendung in einem Verfahren zur therapeuti-
schen Behandlung von Erkrankungen der Lunge. Erkrankungen der
Lunge im Sinne der Erfindung umfassen insbesondere alle Arten
von GefaBerkrankungen der Lunge, wie die pulmonale Hypertonie,
aber auch Lungentumore, Alpha-l-Antitrypsin-Mangel (A1AD), und
andere. FlUr die Behandlung mit den erfindungsgemdBen Vektoren
geeignete Lungentumoren umfassen beispielsweise das kleinzel-

lige Bronchialkarzinom (SCLC), das Plattenepithelkarzinom, das
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Adenokarzinom und das grofizellige Bronchialkarzinom. In einer
bevorzugten Ausfihrungsform werden die viralen Vektoren der
vorliegenden Erfindung zur therapeutischen Behandlung der der

pulmonalen oder pulmonal-arteriellen Hypertonie eingesetzt.

In einer noch weiteren Ausfihrungsform kodiert das Transgen
fir ein Antitumormittel, wie z.B. ein Tumorsupressor-Protein,
oder einen Immunmodulator, wie z.B. ein Zytokin (z.B. Inter-
leukin 1 bis 4, Gamma-Interferon, pb53), das selektiv zum Lun-

gengewebe des Patienten transportiert werden scll.

Die Vektoren koénnen ferner auch dazu verwendet werden, um An-
tisense-RNA, Ribozyme, oder Ahnliches in das Endothelgewebe
der Lunge zu transportieren. Ferner konnen die erfindungsgema-
Ben Vektoren auch Transgene umfassen, die fir sekretorische
Proteine kodieren, die systemisch in die Blutlaufbahn gelangen
sollen. Solche sekretorischen Proteine kénnen durch das Lun-
genkapillarbett, welches Teil des Herzkreislaufsystems ist,

effizient in die Blutbahn abgeschieden werden.

Wie vorliegend verwendet, bezeichnet der Begriff "Subjekt" al-
le menschlichen oder tierischen Organismen, die durch AAV-
Vektoren infiziert werden koénnen. Vorzugsweise handelt es sich
bei dem zu behandelnden Subjekt um ein Siugetier, wie z.B. um
einen Menschen, einen Primaten, eine Maus oder eine Ratte. In
einer bevorzugten Ausfihrungsform ist das zu behandelnde Sub-
jekt ein Mensch. Nach Transfektion in das Subjekt sorgt der
Vektor fir die ortsspezifische Expression des Transgens in den

Zellen des Lungenendothels.

Das Transgen kann in dem viralen Vektor in Form einer Expres-
sionskassette vorliegen, die neben der zu exprimierenden Se-
quenz des Transgens weitere fir die Expression erforderliche
Elemente umfasst, wie z.B. elnen geeigneten Promoter, der nach
Infektion der entsprechenden Zellen die Expression des Trans-
gens steuert. Geeignete Promotoren umfassen neben den AAV-

Promotoren z.B. den Cytomegalovirus (CMV)-Promoter, den Chi-
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cken-Beta-Actin/Cytomegalovirus-Hybridpromoter (CAG), einen
Endothelzellen-spezifischen Promoter, wie z.B. den VE-Catherin
Promoter, sowilie Steroid-Promotoren und Metallothionein-
Promotoren. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform um-
fasst das erfindungsgemdbe Transgen einen Lungenendothel-
spezifischen Promoter, der in funktionaler Verbindung mit dem
zu exprimierenden Transgen verbunden ist. Auf diese Weise kann
die Spezifitdt der erfindungsgemdlen Vektoren fir Lungenen-
dothelzellen weiter erhoht werden. Wie hierin verwendet, ist
ein Lungenendothel-spezifischer Promoter ein Promoter, dessen
Aktivitdt in Lungenendothelzellen mindestens 2-~fach, 5-fach,
10-fach, 20-fach, 50-fach oder 100-fach hoher ist als in einer
Zelle, die keine Lungenendothelzelle ist. Vorzugsweise 1ist
dieser Promoter ein humaner Promoter. Die Expressionskassette
kann auch ein Enhancer-Element zur Erhéhung des Expressionsle-
vels des zu exprimierenden exogenen Proteins enthalten. Ferner
kann die Expressionskassette Polyadenylierungssequenzen, wie
z.B. die SV40-Polyadenylierungssequenzen oder die Polyadeny-

lierungssequenzen des bovinen Wachstumshormons umfassen.

Die erfindungsgemdfen viralen Vektoren konnen, vorzugsweise
als Teile eines ihrer Kapsid-Proteine, die Aminosduresequenz
von SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 oder
SEQ ID NO:5 umfassen. Alternativ kénnen auch Varianten der
Aminosduresequenz von SEQ ID NO:2 verwendet werden, die sich
von der Aminosduresequenz von SEQ ID NO:2 durch Modifikation
von mindestens einer der beiden N-terminalen Aminosdure unter-
scheiden. Bei der Modifikation kann es sich um einen Aus-
tausch, eine Deletion oder eine Insertion von Aminosduren han-
deln, solang die Variante die F&higkeit beibehalt, als Teil
des Kapsids die spezifische Bindung des Vektors an Rezeptor-
Strukturen von Endothelzellen der ILunge zu vermitteln. Die Er-
findung erstreckt sich somit auch auf Varianten der Sequenz
von SEQ ID NO:2, bei denen eine der beiden N-terminalen Amino-
sduren von SEQ ID NO:2 verdndert wurde. Diese Varianten, die

vom Umfang der Erfindung umfasst werden, weisen folglich eine
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Sequenzidentitdt von mehr als 85% zu der in SEQ ID NO:2 ge-
zelgten Aminosduresequenz auf, wenn die Sequenzen mit den Pro-
grammen GAP oder BESTFIT miteinander verglichen werden. Diese
Computerprogramme zur Bestimmung der Aminosduresequenzidenti-

tdt sind im Stand der Technik hinreichend bekannt.

Die Variante der Sequenz von SEQ ID NO:2 kann auf einer Sub-
stitution von einer oder von beiden N-terminalen Aminosduren
beruhen, d.h. es kdnnen eine oder beide N-terminalen Aminosdu-
ren gegen eine andere Aminosdure ausgetauscht sein. Vorzugs-
weise ist die Substitution, durch die sich die Varianten von
der in SEQ ID NO:2 dargestellten Aminosduresequenz unterschei-
det, eine konservative Substitution, d.h. eine Substitution
einer Aminosdure durch eine Aminosdure 4&dhnlicher Polaritét,
die dem Peptid &hnliche funktionelle Eigenschaften verleiht.
Vorzugsweise stammt die ausgetauschte Aminosdure aus der glei-
chen Gruppe von Aminosduren wie die ersetzende Aminosduren.
Beispielsweise kann ein hydrophober Rest durch einen anderen
hydrophoben Rest ersetzt werden oder ein polarer Rest durch
einen anderen polaren Rest. Funktionell &hnliche Aminos&uren,
die im Rahmen einer konservativen Substitution gegeneinander
ausgetauscht werden konnen, umfassen z.B. nicht-polare Amino-
sduren wie z.B. Glycin, Valin, Alanin, Isoleucin, Leucin, Me-
thionin, Prolin, Phenylalanin, und Tryptophan. Beispiele von
ungeladenen polaren Aminosduren umfassen Serin, Threonin, Glu-
tamin, Asparagin, Tyrosin, und Cystein. Beispiele von gelade-
nen polaren (sauren) Aminosduren umfassen Histidin, Arginin
und Lysin. Beispiele von geladenen polaren (basischen) Amino-

sduren umfassen Asparaginsdure und Glutaminsdure.

Als Varianten der in SEQ ID NO:2 gezeigten Aminosduresequenz
gelten auch solche Aminosduresequenzen, bei denen eine Amino-
sdure im Bereich der beiden N-terminalen Aminosduren von SEQ
ID NO:2 eingefligt wurde. Solche Insertionen konnen prinzipiell
erfolgen, so lange die resultierende Variante ihre Fdhigkeit

beibehdlt, spezifisch an Endothelzellen der Lunge zu binden.
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Ferner gelten vorliegend auch solche Proteine als Variaﬁten
der in SEQ ID NO:2 gezeigten Aminosduresequenz, bei denen eine
der beiden N-terminalen Aminosduren von SEQ ID NO:2 fehlt. Vo-
raussetzung ist wiederum, dass die entsprechend deletierte Va-

riante spezifisch an Endothelzellen der Lunge bindet.

Ebenfalls von der Erfindung umfasst sind Lungenendothel-
spezifische Varianten der in SEQ ID NO:2 gezeigten Aminosdure-
sequenz, die an einer oder an beiden N-terminalen Aminosduren
strukturell modifiziert sind, wie beispielsweise durch Einfih-
ren einer modifizierten Aminosdure. Bei diesen modifizierten
Aminosduren kann es sich erfindungsgemdl um Aminosduren han-
deln, die durch Biotinylierung, Phosphorylierung, Glykosylie-
rung, Acetylierung, Verzweigung und/oder Zyklisierung verén-

dert wurden.

Virale Vektoren, deren Kapsid eine der erfindungsgemdfien Pep-
tidsequenzen oder eine wie oben definierte Variante davon um-
fassen, binden spezifisch an Endothelzellen der Lunge. Wie
vorliegend verwendet bedeutet eine "spezifische" Bindung der
erfindungsgemdfen Vektoren, dass sich die Vektoren nach syste-
mischer Verabreichung vorwiegend an oder in den Endothelzellen
der Lunge anreichern. Dies bedeutet, dass sich mehr als 50%
der urspringlich verabreichten Vektorgenome in den Endothel-
zellen oder 1im Bereich der Endothelzellen der Lunge anrei-
chern, wahrend sich weniger als 50% in oder im Bereich von an-
deren Zellen oder Geweben anreichern (wie z.B. in der Milz o-
der Leer). Es ist bevorzugt, dass sich mehr als 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, oder sogar mehr als 99% der urspringlich verabreich-
ten Vektorgenome in oder im Bereich der Endothelzellen der
Lunge anreichern. Eine spezifische Bindung der Vektoren kann
auch Uber die Expression des Transgens ermittelt werden. Bei
viralen Vektoren, die spezifisch an Endothelzellen der Lunge
binden, erfolgt mehr als 50% der gesamten Expression des
Transgens 1in oder im Bereich der Endothelzellen der Lunge,

wahrend weniger als 50% der Expression in oder im Bereich von
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anderen Geweben beobachtet werden kann. Es ist allerdings be-
vorzugt, dass mehr als 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, oder sogar
mehr als 99% der insgesamt gemessenen Expression des Transgens

in oder im Bereich der Endothelzellen der Lunge erfolgt.

Der Fachmann wird problemlos in der Lage sein, die spezifische
Bindung der erfindungsgem&Ben Vektoren an Endothelzellen der
Lunge und die Expression des mit Hilfe der Vektoren einge-
schleusten Transgens zu bestimmten. Zu diesem Zweck geeignete
Verfahren zur Messung der Spezifitdt von Transduktion und Ex-

pression sind in den nachstehenden Beispielen gezeigt.

Es 1ist dariiber hinaus erfindungsgemdll bevorzugt, dass Vekto-
ren, deren Kapside Varianten der in SEQ ID NO:2 gezeigten Ami-
nosduresequenz enthalten, mindestens etwa 50% der Bindungsak-
tivitdt eines entsprechenden viralen Vektors aufweisen, dessen
Kapsid die in SEQ ID NO:2 gezeigte Aminosduresequenz aufweist.
Noch starker bevorzugt ist es, dass die Varianten etwa 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% oder 99% der Bindungsaktivi-
tdt eines entsprechenden viralen Vektors aufweisen, dessen
Kapsid die in SEQ ID NO:2 gezeigte Aminosduresequenz aufweist.
Die Bindungsaktivitadt der Vektoren kann mit Hilfe wvon in wvit-
ro-Assays gemessen werden, wie sie 1in den vorliegenden Bei-

spielen beschrieben werden.

Vorzugsweise 1ist die Bindungsaktivitdt der erfindungsgemadlien
Vektoren, wie sie durch Verteilung der Vektorgenome oder Ex-
pression des Transgens bestimmt werden kann, flir Endothelzel-
len der Lunge mindestens 2-fach, 5-fach, 10-fach, 20-fach, 50-
fach, 75-fach, 100-fach, 150-fach, 200-fach, 250-fach, 500-
fach, 600-fach, 700-fach, 800-fach, 900-fach, 1000-fach, 2000-
fach, 5000-fach, oder 10000-fach hoher als die Bindungsaktivi-
tdt fir eine Kontroll-Zelle, die keine Lungenendothelzelle

ist, Z.B. eilne Milz- oder Leber-Zelle).

Die Erfindung betrifft auch eine Zelle, die ein erfindungsge-

méfbes Peptid, Polypeptid oder Protein, eine dafiir kodierende
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Nukleinsdure, ein Plasmid, welches eine solche WNukleinsiure
umfasst, oder einen wie oben beschriebenen rekombinanten AAV-
Vektor enthdlt. Es handelt sich vorzugsweise um eine humane

Zelle oder Zelllinie.

In einer Ausfihrungsform wurde eine Zelle z.B. durch ein Biop-
sieverfahren aus einem humanen Subjekt gewonnen und anschlie-
Bend mit dem viralen Vektor in einem ex vivo Verfahren trans-
fiziert. Die Zelle kann anschlieBend dem Subjekt reimplantiert
oder diesem auf andere Weise wieder =zugefihrt werden, z.B.
durch Transplantation oder Infusion. Die Wahrscheinlichkeit
einer Abstoflung von transplantierten Zellen ist geringer, wenn
das Subjekt, aus dem die Zelle gewonnen wurde, genetisch dem
Subjekt &hnelt, an das die Zelle verabreicht wird. Vorzugsweil-
se handelt es sich daher bei dem Subjekt, dem die transfizier-
ten Zellen zugefihrt werden, um dasselbe Subjekt, aus dem zu-
vor die Zellen gewonnen wurden. Die Zelle ist vorzugsweise ei-
ne humane Lungenzelle, 1insbesondere eine Zelle des humanen
Lungenendothels. Die die =zu transfizierende Zelle kann auch
eine Stammzelle, wie z.B. eine adulte humane Stammzelle, sein.
Es 1ist erfindungsgemdl besonders bevorzugt, dass es sich bei
den zu transfizierenden Zellen um autologen Zellen handelt,
die mit dem erfindungsgemdben viralen Vektor, =z.B. dem be-
schriebenen rekombinanten AAV2-Vektor, ex vivo transfiziert
wurde. Die Zellen werden vorzugsweise in einem Verfahren zur
Behandlung einer Lungenfunktionsstérung oder einer Erkrankung

der Lunge in einem Subjekt verwendet.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren

zur Herstellung eines AAV-Vektors, bei dem ein Plasmid verwen-
det wird, dass flir ein Kapsid-Protein kodiert, welches die
Aminosiuresequenz von SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:2 oder einer
Variante davon umfasst. Alternativ kann der Vektor auch die
Aminosduresequenz von SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 oder SEQ ID
NO:5 wumfassen. Das grundsdtzliche Verfahren der Herstellung

von rekombinanten AAV-Vektoren, die ein zu exprimierendes
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Transgen umfassen, ist im Stand der Technik hinreichend be-
schrieben [28]. HEK 293-T Zellen werden mit drei Plasmiden
transfiziert. Ein erstes Plasmid enthdlt das die cap- und rep-
Regionen des AAV-Genoms, wobei jedoch die natiirlich vorkommen-
den Inverted Repeats (ITRs) fehlen. Die cap-Region dieses
Plasmids enthdlt ein Gen, das flir mindestens ein modifiziertes
Kapsid-Protein kodiert, d.h. ein Gen, welches die erfindungs-
gemdfle Peptidsequenz umfasst. Ein zweites Plasmid umfasst eine
Transgen-Expressionskassette, die von den entsprechenden ITRs
flankiert wird, die das Verpackungssignal darstellen. Die Ex-
pressionskassette wird daher im Zuge des Zusammenbaus der Vi-
ruspartikel in das Kapsid verpackt. Bei dem dritten Plasmid
handelt es sich um ein adenovirales Helferplasmid, auf dem die
Helferproteine E1A, E1B, E2A, E4-orf6, VA kodiert sind, die
fir die AAV-Replikation in den HEK 293-T-Zellen erforderlich

sind.

Bedingungen, welche die Anreicherung und Aufreinigung der er-
findungsgemdBen rekombinanten Vektoren erlauben, sind im Stand
der Technik bekannt. Die erfindungsgemdfen Vektoren koénnen
beispielsweise durch Gelfiltrationsverfahren, =z.B. unter Ver-
wendung einer Sepharosematrix, entsalzt und durch anschlieBen-
de Filtration aufgereinigt werden. Andere Aufreinigungsverfah-
ren kénnen ferner eine Casiumchlorid- oder Todixanol-
Gradienten-Ultrazentrifugation umfassen. Die Aufreinigung re-
duziert potentiell abtrdgliche Affekte in dem Subjekt, an das
die adeno-assoziierten viralen Vektoren verabreicht werden.
Der verabreichte Virus ist im Wesentlichen frei von Wildtyp-
und replikationskompetenten Virus. Die Reinheit des Virus kann
durch geeignete Verfahren, wie PCR-Amplifikation, Uberprift

werden.

Die Erfindung stellt in einem weiteren Aspekt eine pharmazeu-
tische Zusammensetzung bereit, die einen viralen Vektor der
vorliegenden Erfindung, insbesondere einen AAV-Vektor, um-

fasst. Der virale Vektor wird dabei in einer therapeutisch



WO 2015/018860 PCT/EP2014/066892

_21_

wirksamen Menge an den Patienten verabreicht, d.h. in einer
Menge, die ausreicht, um mindestens ein Symptom der 2zu behan-
delnden Lungenfunktionsstdrung oder Lungenerkrankung in einem
erheblichen MaBe zu verbessern oder die Progression der Er-
krankung zu unterbinden. Symptome, die regelmdBig mit einer
Lungenerkrankung verbunden sind, sind =z.B. Husten, Fieber,
Schmerzen des Brustkorbes, Heiserkeit und Atemschwierigkeiten.
Eine therapeutisch wirksame Menge des erfindungsgemdflen Vek-
tors ruft eine positive Veradnderung in einem der besagten Sym-
ptom hervor, d.h. eine Verdnderung die den Phanotyp des be-
troffenen Subjekts an den Phidnotyp eines gesunden Subjekts,

das nicht unter einer Lungenerkrankung leidet, anndhert.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung erfolgt die
Verabreichung des viralen Vektors in einer Menge, die zu einer
vollstdndigen oder im Wesentlichen vollstdndigen Heilung der
Lungenfunktionsstdrung oder Lungenerkrankung fihrt. Die phar-
mazeutische Zusammensetzung wird demgem&l eine therapeutisch
wirksame Dosis des erfindungsgemdBen Vektors enthalten. Eine
therapeutisch wirksame Dosis wird in der Regel flr das Sub-
jekt, welches sich der Behandlung unterzieht, nicht toxisch

sein.

Die genaue Menge an viralen Vektor, die verabreicht werden
muss, um einen therapeutischen Effekt zu erzielen, hingt von
mehreren Parametern ab. Faktoren, die relevant fir die Menge
des zu verabreichenden viralen Vektors sind, umfassen z.B. die
Art der Verabreichung des viralen Vektors, die Art und Schwere
der Lungenerkrankung, die Krankheitsgeschichte des zu behan-
delnden Patienten sowie Alter, Gewicht, GroRe und Gesundheits-
zustand des zu behandelnden Patienten. Ferner sind auch das
Expressionslevel des Transgens, das bendtigt wird um einen
therapeutischen Effekt zu erzielen, die Immunantwort des Pati-
enten, sowie die Stabilitdt des Genproduktes fiir die zu verab-
reichende Menge relevant. Eine therapeutisch wirksame Menge

des viralen Vektors kann von einem Fachmann ohne Weiteres auf
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Basis des allgemeinen Fachwissens und der vorliegenden Offen-

barung bestimmt werden.

Der virale Vektor wird vorzugsweise in einer Menge verab-
reicht, die einer Virusdosis im Bereich von 1,0 x 10 bis 1,0
x 10 vg/kg (Virusgenome pro kg Kodrpergewicht) entspricht,
wobei ein Bereich wvon 1,0 x 10 bis 1,0 x 10 vg/kg starker
bevorzugt ist, und ein Bereich von 5,0 x 10! bis 5,0 x 10%?
vg/kg starker bevorzugt ist, und ein Bereich von 1,0 x 10'? bis
5,0 x 10 noch starker bevorzugt ist. Eine Virusdosis von etwa
2,5 x 10 vg/kg ist am starksten bevorzugt. Die zu verabrei-
chende Menge des viralen Vektors, z.B. des erfindungsgemdlen
AAV2-Vektors, kann abhidngig von der Starke der Expression des

einen oder der mehreren Transgene angepasst werden.

Der virale Vektor der vorliegenden Erfindung, wie z.B. der er-
findungsgemall bevorzugte AVV2-Vektor, kann fiir verschiedene
Arten der Verabreichung formuliert werden, z.B. flir die orale
Verabreichung als Kapsel, als Fliissigkeit oder Ahnliches. Es
ist jedoch bevorzugt, dass der virale Vektor parenteral, vor-
zugsweise mittels intraventser Injektion oder intravendser In-
fusion verabreicht wird. Die Verabreichung kann beispielsweise
mittels intraven®tser Infusion, z.B. innerhalb von 60 Minuten,
innerhalb von 30 Minuten, oder innerhalb von 15 Minuten erfol-
gen. Es ist ferner bevorzugt, dass der virale Vektor wahrend
einer Operation an der Lunge lokal mittels Injektion verab-
reicht wird. Zusammensetzungen, die fir die Verabreichung mit-
tels Injektion und/oder Infusion geeignet sind, umfassen in
der Regel Loésungen und Dispersionen sowie Pulver, aus denen
entsprechende Losungen und Dispersionen hergestellt werden
kénnen. Derartige Zusammensetzungen werden den viralen Vektor
und mindestens einen geeigneten pharmazeutisch akzeptablen
Trdger enthalten. Geeignete pharmazeutisch akzeptable Trager
fir die intravendse Verabreichung umfassen bakteriostatisches
Wasser, Ringer-L&sung, physiologische Salzldsung, Phosphat-

gepufferte Salzldsung (PBS) und Cremophor EL™. Sterile Zusam-
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mensetzungen flir die Injektion und/oder Infusion kénnen herge-
stellt werden, indem der viralen Vektor in der erforderlichen
Menge in einem geeigneten Tr&ger eingebracht und anschliefend
mittels eines Filters sterilfiltriert wird. Zusammensetzungen
fir die Verabreichung mittels Injektion oder Infusion sollten
nach ihrer Herstellung unter Lagerungsbedingungen iber einen
langeren Zeitraum stabil bleiben. Die Zusammensetzungen kdénnen
zu diesem Zweck ein Konservierungsmittel enthalten. Geeignete
Konservierungsmittel umfassen Chlorbutancl, Phenol, Ascorbin-
sdure und Thiomersal. Die Herstellung von entsprechenden Dar-
reichungsformen sowie geeignete Hilfsstoffe sind beispielswei-
se in "Remington: The Science and Practice of Pharmacy", Lip-

pincott Williams & Wilkins; 21. Auflage (2005) beschrieben.

In noch einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Ver-
fahren zur therapeutischen Behandlung einer Lungenfunktions-
stérung oder einer Lungenerkrankung, bei dem man einen erfin-
dungsgemédfen viralen Vektor, vorzugsweise einen AAV-Vektor,
wie er oben beschrieben ist, an ein Subjekt verabreicht. Der
Vektor umfasst ein Kapsid, das mindestens ein Kapsid-Protein
umfasst, welches die Aminos&duresequenz von SEQ ID NO:1 oder
SEQ ID NO:2 oder eine wie oben beschriebene Variante von SEQ
ID NO:2 enthdlt. Alternativ kann der Vektor auch die Aminosdu-
resequenz von SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:5 umfas-
sen. Der virale Vektor umfasst ferner ein Transgen, z.B. ein
therapeutisches Gen, das fir die Behandlung der Lungenfunkti-
onsstdrung oder Lungenerkrankung niitzlich ist. Nach Verabrei-
chung an das zu behandelnde Subjekt, vorzugsweise durch syste-
mische Gabe, wie =z.B. intravendse Injektion oder Infusion,
sorgt der Vektor flir die spezifische Expression des Gens in

den Endothelzellen der Lunge.
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KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN

Figur 1 zeigt das im Rahmen der Erfindung angewendete in vivo
Selektionsverfahren der AAV-Peptidbibliothek.

Figur 2 zeigt die Sequenzen der mittels des Selektionsverfah-
rens 1dentifizierten 1lungenspezifischen Peptide. Nach der
vierten Selektionsrunde konnten insgesamt vier verschiedene

Sequenzen identifiziert werden.

Figur 3 zeigt die Messung der Expression von Luziferase 14 Ta-
ge nach systemischer Verabreichung rekombinanter AAV-Vektoren
in Organlysaten der Maus. A: AAV2-Wildtyp-Vektor (obere Tafel)
und die Insertionskontrolle AAV2-CVGSPCG (mittlerer Tafel) in-
duzieren eine Uberwiegend herzspezifische Expression. AAV2-
ESGHYGE (untere Tafel) induziert eine starke und zugleich lun-
genspezifische Expression der Luziferase. B: Vergleich der Ex-
pressionsstdrke der Vektoren AAV2-Wildtyp, AAV2-CVGSPCG und
AAV2-ESGHYGF 1in Herz (obere Tafel), Leber (mittlere Tafel) und
Lunge (untere Tafel). AAV2-ESGHYGE =zeigt eine stark abge-
schwdchte Expressionsinduktion in Herz und Leber und eine sig-
nifikante Erhdéhung der Expression von Luziferase in der Lunge.
Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. One-Way ANO-

VA. p<0,05=*; p<0,01=**; p<0,001l=*** fir n=3.

Figur 4 zeigt eine Langzeit—Expréssionsanalyse in der Maus
nach systemischer Gabe von rekombinantem AAVZ2-ESGHYGEF Vektor.
Wiederholte Messungen mittels IVIS® 200 Imaging System zeigen
eine stabile Genexpression in der Lunge Uber einen Zeitraum

von 168 Tagen (n=1).

Figur 5 zeigt die Verteilung rekombinanter AAV-Vektoren nach
systemischer Verabreichung von 5x10%° gp/Maus mittels quantita-
tiver Real-Time-PCR. A: Verteilung von AAV2-ESGHYGF 4 Stunden
nach Vektorgabe in sieben verschiedenen Organen. B: Verteilung
von Genomen, die durch den AAV2-Wildtyp (obere Tafel), den
Kontrollvektor AAV2-CVGSPCG (mittlere Tafel) und AAV2-ESGHYGF
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(untere Tafel) bereitgestellt wurden. Kontrollvektor und Wild-
typ reichern sich im retikulo-endothelialen System der Leber
und der Milz an. AAV2-ESGHYGF akkumuliert ausschlieBlich in
der Lunge. B: Vergleich der Verteilung von AAV2-Wildtyp, Kon-
trollvektor AAVZ2-CVGSPCG und AAVZ2-ESGHYGEF in Leber (obere Ta-
fel), Milz (mittlere Tafel) und Lunge (untere Tafel). Gezeigt
sind Mittelwerte mit Standardabweichung. One-Way  ANOVA.
p<0,05=*; p<0,01=**; p<0,001l=*** flir n=3.

BEISPIELE

Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung (SD)
bestimmt. Die statistische Analyse wurde unter Verwendung des
GraphPad Prism Programms 3.0 (GraphPad Software, San Diego,.
USA) durchgefihrt. Die Daten wurden durch Einweg-Anova, ge-
folgt von multiplen Vergleichstests nach Bonferoni analysiert.

P-Werte >0,05 wurden als signifikant erachtet.

Beispiel 1: Selektion von AAV2-Peptidbibliotheken

Um gewebespezifische AAv2-Kapside zu selektieren, wurde eine
Zufalls—-Display-Peptidbibliothek hergestellt und {lber vier
Runden selektiert. Eine zufallsbasierte X;-AAV-Peptidbibliothek
mit einer theoretischen Diversit&t von 1x10°® einzeln vorkommen-
den Klonen wurde unter Verwendung eines zweistufigen Proto-
kolls hergestellt, wie es zuvor beschrieben wurde [26-27]. Es
wurde zundchst ein degeneriertes Oligonukleotid hergestellt,
das flr sieben zufdllig angeordnete Aminosduren an der Nukleo-
tidposition 3967 im AAV-Genom kodiert, was der Aminosdureposi-
tion R588 in VPl entspricht. Das Oligonukleotid hatte die Se-
quenz: 5" - CAGTCGGCCAGAGAGGC (NNK) 7GCCCAGGCGGCTGACGAG - 3! (SEQ
ID NO:11). Der zweite Strang wurde unter Verwendung einer Se-

quenase (Amersham, Freiburg, Deutschland) und des Primers mit
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der Sequenz 5'-CTCGTCAGCCGCCTGG - 3" (SEQ ID NO:12) herge-
stellt. Das doppelstrdngige Insert wurde mit BglI geschnitten,
mit dem QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) aufgereinigt und in das mit Sfil verdaute Biblio-
thek-Plasmid pMT187-0-3 ligiert [26]. Die Diversitdt des Plas-
mid-Bibliothek wurde anhand der Anzahl von Klonen bestimmt,
die ausgehend von einem reprdsentativen Aliquot von transfor-
mierten, elektrokompetenten DH5a-Bakterien auf Agar 'wuchsen,
der 150 mg/ml Ampicillin enthielt. Bibliothek-Plasmide wurden
geerntet und unter Verwendung des Plasmid Preparation Kit von
Qiagen aufgereinigt. Die AAV-Bibliothek-Genome wurden in chi-
mare Wildtyp- und Bibliothek-AAV-Kapside (AAV-Transfer-
Shuttle) verpackt, indem 2x10% 293T-zZellen in 10 Zellkultur-
schalen (15 cm) mit dem Plasmid pVP3cm (enthdlt das Wildtyp-
Cap-Gen mit modifizierter Kodonnutzung ohne die terminalen in-
verted repeats) ([27], dem Bibliothek-Plasmiden und dem pXX6-
Helferplasmid [28] transfiziert wurden, wobei das Verhdltnis
zwischen den Plasmiden 1:1:2 betrug. Die resultierenden AAV-
Bibliothek-Transfer-Shuttle wurden dazu verwendet, 2x10% 293T-
Zellen in Zellkulturschalen (15 cm) bei einer MOI von 0,5 rep-
likativen Einheiten pro Zelle zu infizieren. Die Zellen wurden
mit AdS5 (bereitgestellt durch das Laboratoire des Thérapie
Génique, Frankreich) bei einer MOI von 5 Plaque-bildenden Ein-
heiten (pfu/Zelle) superinfiziert. Die finale AAV-Display-
Bibliothek wurde nach 48 Stunden aus den Uberstidnden geerntet.
Die Uberstdnde wurden unter Verwendung von VivaSpin-Siulen
(Viva Science, Hannover, Deutschland) aufkonzentriert und
durch Iodixanol-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation wie zuvor

beschrieben [29] aufgereinigt und durch real-time-PCR unter

Verwendung der cap-spezifischen Primer
5" - GCAGTATGGTTCTGTATCTACCAACC - 3! {SEQ ID NO:13) und
5' - GCCTGGAAGAACGCCTTGTGTG - 3" (SEQ ID NO:14) mit dem LightCyc-
ler-System (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland)

titriert.
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Fir das Biopanning in vivo wurden 1x10' Partikel der genomi-
schen Bibliothek in die Schwanzvene von FVB/N-Mdusen inji-
ziert. Den Partikeln wurde 8 Tage Zeit fir die Verteilung und
die Infektion der Zielzellen gegeben. Nach 8 Tagen wurden die
Mause getétet und die Lungen wurden entfernt. Die Gesamt-DNA
des Gewebes wurde unter Verwendung des DNeasy Tissue Kits (Qi-
agen) extrahiert. Die Zufallsoligonukleotide, die in AAV-
Partikeln der Bibliothek enthalten waren und sich in dem Gewe-
be von Interesse angereichert hatten, wurden durch Nested-PCR
unter Verwendung der Primer 5'-ATGGCAAGCCACAAGGACGATG -3’ (SEQ
ID NO:15) und 5’ - CGTGGAGTACTGTGTGATGAAG - 3’ (SEQ ID NO:16) fir
die erste PCR und den Primern 5’ - GGTTCTCATCTTTGGGAAGCAAG - 3’
(SEQ ID NO:17) und 5'-TGATGAGAATCTGTGGAGGAG - 3’ (SEQ ID NO:18)
flir die zweite PCR amplifiziert. Die mittels PCR amplifizier-
ten Oligonukleotide wurden verwendet, um sekunddre Bibliothek
fir drei weitere Selektionsrunden herzustellen. Die sekundidren
Bibliotheken wurden wie die primdren Bibliotheken erzeugt
(siehe oben), jedoch ohne den zusdtzlichen Schritt der Her-
stellung von Transfer-Shutteln. Die sekundédre Plasmid-
Bibliothek wurde verwendet, um 2x10% 293T-Zellen in Zellkultur-
schalen (15 cm) bei einem Verhdltnis von 25 Bibliothek-
Plasmiden pro Zelle zu transfizieren, wobei das Transfekti-
onsmittel Polyfect (Qiagen) verwendet wurde. Nach jeder Selek-
tionsrunde wurden einige Klone sequenziert. Das angewendete

Selektionsverfahren ist in Fig. 1 abgebildet.

Ergebnisse: Nach vier Selektionsrunden wurden insgesamt 9 Klo-

ne sequenziert. Die Sequenzierung ergab, dass 5 Klone die Pep-
tidsequenz ESGHGYF (SEQ ID NO:2) aufwiesen. Weitere Klone
zeigten die Peptidsequenzen ADGVMWL (SEQ ID NO:3), GEVYVSF
(SEQ ID NO:4) und NNVRTSE (SEQ ID NO:5). Drei der vier Peptid-
sequenzen, einschlieBlich des dominanten Klons ESGHGYF, sowie
auch ADGVMWL und GEVYVSF zeigten mindestens einen hydrophoben
aromatischen Rest. Die 1in den verschiedenen Selektionsrunden

gewonnenen Peptide sind in Fig. 2 gezeigt.
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Beispiel 2: Herstellung und Quantifizierung rekombinanter
AAV-Vektoren

Die in Beispiel 1 angereicherten Klone wurden als rekombinante
AAV-Vektoren hergestellt und auf ihr Transduktionsprofil un-
tersucht. Rekombinante AAV-Vektoren wurden durch dreifache
Transfektion von HEK293T-Zellen erzeugt. Die Zellen wurden bei
37°C, 5% CO, in Dulbeccos modifiziertem Eagle Medium (Invitro-
gen, Carlsbad, USA), das mit 1% Penicillin/Streptomycin und
10% fetalem Kidlberserum supplementiert war, angezlchtet. Plas-
mid-DNA wurde mit dem Transfektionsmittel Polyfect (Qiagen,
Hilden, Deutschland) 1in 293T-Zellen transfiziert. Vier Tage
nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet, lysiert und
die Vektoren wurden mittels Iodixanol-Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation aufgereinigt, wie es zuvor beschrieben
wurde [29]. Fir die Transfektionen wurde pXX6 als adenovirales
Helfer-Plasmid [28], das Luciferase-Gen pUF2-CMV-luc [27] oder
das GFP-Gen pTR-CMV-GFP [30], sowie ein Plasmid, das fir das
AAV-Kapsid von Interesse kodiert, verwendet. Plasmide, die fir
die AAV-Kapsid-Mutanten kodierten, welche =zuvor aus der AAV-
Bibliothek selektiert worden waren, und Wildtyp-Kontrollen wa-
ren modifiziertes pXX2-187 [31] bzw. pXX2 [28]. Fir ein Ala-
nin-Scanning wurden ferner Oligonukleotid-Inserts hergestellt,
die flir modifizierte Varianten des Peptids ESGHGYF kodieren.
Die Inserts wurden wie beschrieben zu Bibliothek-Inserts ver-
arbeitet (siehe oben). Fur die Quantifizierung der rekombinan-
ten Vektoren wurden die genomischen Titer durch quantitative
real-time PCR unter Verwendung der. CMV-spezifischen Primer
5" - GGCGGAGTTGTTACGACAT - 3’ (SEQ ID NO:19) und
5" - GGGACTTTCCCTACTTGGCA - 3" (SEQ ID NO0O:20) mit dem LightCyc-

ler-System bestimmt, wie es zuvor beschrieben wurde [32].
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Beispiel 3: Untersuchung des Tropismus der rekombinanten

AAV-Vektoren in vivo

Um den Tropismus der angereicherten Peptide in vivo untersu-
chen zu kénnen, wurden die Peptide in das Kapsid eines rekom-
binanten Vektors eingebracht, der ein Luciferase-Reporter-Gen
umfasst. Vektoren mit mutierten Kapsiden sowie Kontrollvekto-
ren wurden in Mause injiziert. Die AAV-Vektoren wurden intra-
vends in einer Dosis von 5x10%° Vektorgenomen (vg)/Maus verab-
reicht (n=3 Tiere pro injiziertem AAV-Klon). Am Tag 14 wurden
die Tiere mit Isofluran betdubt. Die Luciferase-Expression
wurde unter Verwendung eines Xenogen IVIS200-Imaging Systems
(Caliper Lifescience, Hopkinton, USA) mit der Software Living
Image 4.0 (Caliper) nach intraperitonialer Injektion wvon 200
pl Luciferin-Substrat (150 mg/kg, Xenogen) pro Maus analy-
siert. Es wurden reprdsentative in vivo Biolumineszenz-
Abbildungen der Expression des Transgens an unterschiedlichen
Positionen (ventral, dorsal, lateral) aufgenommen, wenn die
Lumineszenz in relativen Lichteinheiten (Photonen/Sek/cm?®) die
hochste Intensitdt erreichte. AnschlieBend wurden die Tiere
getdtet, die Organe von Interesse wurden schnell entfernt, und
Abbildungen der Expression des Transgens in einzelnen Organen
wurden sofort aufgenommen. AnschlieBend wurden die Organe in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Drei-
dimensionale Rekonstruktionen der in vivo Lumineszenz-
Abbildungen wurden erhalten, indem man die DLIT-Option der
Software Living Image 4.0 verwendete und das emittierte Licht
in 5 verschiedenen Wellenldngen von 560-640 nm fiir jeweils
drei Minuten gemessen wurde. Um die Luciferase-Expression zu
quantifizieren wurden die Organe in Reporter-Lysepuffer (RLB,
Promega, Madison, USA) homogenisiert. Die Bestimmung der Luci-
ferase-Reporter-Gen-Aktivitdt wurde in ein Luminometer (Mit-
hras LBS 40, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland)
in 10-Sekunden Intervallen nach Zugabe von 100 um Luciferase-

Assay-Reagenz (LAR, Promega) durchgefihrt, wobei zwischen den
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Messungen jeweils 2 Sekunden Verzdgerung bestand. Die Werte
wurden in Bezug auf die Gesamtproteinmenge in jeder Probe nor-
malisiert, wobei der Roti Nanoquant-Proteinassay (Roth, Karls-

ruhe, Deutschland) verwendet wurde.

Ergebnisse: Es wurde herausgefunden, dass die Ausbeute in Be-

zug auf die Vektor-Titer bei rekombinanten Vektoren mit Luci-
ferase-Reporter-Gen vergleichbar =zu Vektoren war, die ein
Wildtyp-AAV2-Kapsid trugen, was darauf schlieBen 1lieB, dass
die angereicherten Peptide den Zusammenbau des Kapsids oder
die Verpackung des Gens nicht negativ beeinflussen. Die in vi-
vo Messung der Biolumineszenz nach 14 Tagen ergab, dass das
Peptid ESGHGYF fir eine starke und lungenspezifische Expressi-
on des Transgens sorgte (<10°p/sek/cm®/r). Diese Ergebnisse
wurden durch die ex vivo durchgefihrten Kontrollversuche mit
explantierten Organen bestatigt. Ein auf Zufallsbasis ausge-
wahlter Kontrollklon der nicht-selektierten Bibliothek
(CVGSPCG) fuhrte zu einer schwachen Gen-Expression, die vor-
nehmlich im Herz und an einigen Stellen des Abdomens auftrat,
nicht Jjedoch in der Lunge. Wildtyp-AAV2 verursachte eine
schwache Gen-Expression 1in Herz, Leber und Skelettmuskel,
nicht jedoch in der Lunge. Eine dreidimensionale Rekonstrukti-
on der Biolumineszenz-Abbildungen best&dtigte die lungenspezi-
fische Expression. Das Peptid ADGVMWL (SEQ ID NO:3), das eben-
falls wdhrend der in wvivo Selektion angereichert wurde, fiihrte
auch zu einer lungenspezifischen. Expression des Transgens, die
jedoch schwdcher war als beim Peptid ESGHGYF. Wahrend die Gen-
Expression 14 Tage nach Verabreichung des ADGVMWL-Luciferase-
Vektors sehr gering war, stieg sie auf etwa 5x10? p/sek/cm?/r
an und konnte 28 Tage nach Vektorinjektion spezifisch in der
Lunge beobachtet werden. Diese Ergebnisse wurden durch die ex
vivo durchgefihrten Kontrollversuche mit explantierten Organen
bestdatigt. Die Untersuchung der TLuciferase-Aktivitat von Gewe-
belysaten aus repradsentativen Organen ergab, dass Wildtyp-AAV2

im Herz eine geringe Gen-Expression verursachte (2,9x10? RLU/mg
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Protein, siehe Fig. 3A, obere Tafel) und noch geringere Ex-
pressionswerte 1in anderen Organen. Das Kontrollpeptid CVSGPCG
vermittelte eine moderate Gen-Expression im Herz (8,7x104
RLU/mg Protein, siehe Fig. 3A, mittlere Tafel). Im Gegensatz
dazu fuhrten Vektoren, die das lungenspezifische ESGHGYF-
Kapsid aufwiesen, =zu einer starken und spezifischen Gen-
Expression in der Lunge (4,1x10° RLU/mg Protein, siehe Fig. 33,
untere Tafel). Im Herz und in der Leber (d.h. in den beiden
Organen, in dehen Wildtyp-AAV2 und der Peptidvektor CVGSPCG zu
einer starken Expression fihren) zeigten die lungenspezifi-
schen ESGHGYF-Vektoren 1lediglich eine Expression im Bereich
des Hintergrundsignals (etwa 1x10° RLU/mg Protein). Im Gegen-—
satz dazu war die Expression des Transgens in der ILunge bei
den ESGHGYF~Vektoren mehr als 200-fach hoher als die Expressi-
on, die durch Wildtyp-AAV2 oder durch die die CVGSPCG-

Kontrollvektoren vermittelt wurden (siehe Fig. 3B).

Die Ergebnisse zeigten ferner, dass die durch die den ESGHGYF-
Vektoren vermittelte lungenspezifische Expression des Trans-
gens auch tUber einen langen Zeitraum organspezifisch blieb.
Nach intravendser Verabreichung der lungenspezifischen AAV2-
ESGHGYF-Luciferasevektoren wurde die Expression des Transgens
Uber einen Zeitraum von 164 Tagen gemessen. Die im Bereich der
Lunge emittierte Strahlung wurde dabei quantitativ erfasst.
Uber den gesamten Zeitraum hinweg erfolgte die Expression des
Transgens stabil auf hohem Niveau, und sie war auf die Lunge
beschrdnkt. Die geringste Expression in der Lunge wurde am Tag
7 gemessen, ein Peak wurde am Tag 42 erreicht, und die Strah-
lung nahm bis zur letzten Messung am Tag 164 nur langsam ab

(Fig. 4).

Beispiel 4: Alanin-Scanning beim Peptid ESGHGYF
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Um die Bedeutung der einzelnen Aminosduren in dem Peptid ESGH-
GYF in Bezug auf die Lungenspezifitidt zu untersuchen, wurde

ein Alanin-Scanning durchgefiihrt.

Ergebnisse: Es wurde festgestellt, dass durch Austausch der
ersten Dbeiden Aminosduren der Lungen-spezifische Tropismus
nicht ver&dndert wurde. Wurden hingegen die Aminosduren 3-4 o-
der 5-7 ausgetauscht, so kam es entweder zu einem Totalverlust
der Infektionsfdhigkeit (Position 3 oder 4) oder zu einer Ver-
anderung der Spezifit&t zu Herz oder Skelettmuskel (Positionen
5-7).

Beispiel 5: Analyse der Vektor-Verteilung

Um nachzuprifen, ob die Lungenspezifische Expression des
Transgens von intravents injizierten ESGHGYF-Vektoren auf ei-
nem lungenspezifischen Homing basiert, wurde zunidchst die Ver-
teilung der Vektoren vier Stunden nach intravendser Verabrei-
chung von 5x10'° gp/Maus untersucht. Die Quantifizierung der
Vektorgenome erfolgte durch real-time PCR. Zundchst wurde =zu
verschiedenen Zeitpunkten nach intravendser Verabreichung von
5x10%° vg/Maus die Gesamt-DNA aus dem betreffenden Organ unter
Verwendung eines Gewebehomogenisators (Precellys 24, Peglab,
Erlangen, Deutschland) und des DNeasy Tissue Kits (Qiagen,
Hilden, Deutschland) gemdB den Anweisungen des Herstellers ex-
trahiert. Die DNA wurde unter Verwendung eines Spektralphoto-
meters (Nanodrop ND-2000C, Peqglab) quantifiziert. Die Analyse
der AAV-Vektor-DNA in den Geweben wurde durch quantitative re-
al-time PCR unter Verwendung der zuvor beschriebenen CMV-
spezifischen Primer durchgefiihrt, wobei 40 ng Template verwen-
det wurden, die in Bezug auf die Gesamt-DNA normalisiert wur-

den.
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Ergebnisse: Die Quantifizierung der Vektorgenome durch real-
time PCR zeigte ein lungenspezifisches Homing wvon ESGHGYF. Die
Menge an Vektorgenomen, die in der Lunge nachgewiesen werden
konnten (3,8x10° =+ 1,9x10° vg/100ng Gesamt-DNA) war etwa 6-
100fach hdher als die Menge an Vektorgenomen, die in einem an-
deren Organ nachgewiesen wurde (Fig. 5A). Um die direkte Kor-
relation zwischen Vektor-Homing und Expression des Transgens
zu ermitteln, wurde die Vektorverteilung von Wildtyp-AAVZ2, des
Kontrollpeptids CVGSPCG und des lungenspezifischen Peptids ES-
GHGYF 14 Tage nach intravendser Verabreichung von 5x 010
gp/Maus gemessen, d.h. zu dem Zeitpunkt, an dem die Expression
des Transgens bestimmt wurde (siehe oben). Die von Wildtyp-
AAV2-Vektoren bereitgeétellten Genome konnten hauptsdchlich
aus Leber und Milz gewonnen werden, wobei auch die Genome von
Vektoren, die das Kontrollpeptid aufwiesen, hauptsédchlich aus
der Milz gewonnen wurden. Insgesamt waren die Menge an Vektor-
Genomen, die in der Milz nachgewiesen wurden, bei allen unter-
suchten Kapsid-Varianten verhdltnismdafig gleich (4x10° vp/100
ng Gesamt-DNA), was auf einen unspezifischen Aufnahmemechanis-
mus fur die Partikel im retikulo-endothelialen System ver-
weist, der unabhédngig von der Bereitstellung und der Expressi-
on des Transgens ist. Im Gegensatz dazu d&dhneln die Vertei-
lungsdaten von Genomen, die durch Vektoren bereitgestellt wur-
den, welche das lungenspezifische Peptid ESGHGYF aufwiesen,
stark den Expressionsdaten des Transgens, wobel eine hochspe-
zifische Anreicherung in der Lunge beobachtet werden kann. Die
Menge von in der Lunge nachgewiesenen Vektoren, die das Peptid
ESGHGYF zeigten, war etwa 250-fach héher als in anderen Orga-
nen und bis zu 500-fach hoher als in Lungen, denen ein Wild-
typ-Vektor oder ein Kontroll-Kapsid-Vektor injiziert wurde
(Fig. 5B). Dieselben Verteilungswerte zwischen den Organen
wurden 28 Tage nach Vektorverabreichung nachgewiesen. Der di-
rekte Vergleich der Mengen der nachgewiesenen Genome zwischen
den drei Vektor-Kapsid-Varianten ist in Fig. 5C fir die drei

Gewebe gezeigt, in denen relevante Mengen Vektor-DNA detek-
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tiert werden konnte. Insgesamt zeigen diese Daten, dass eine
lungenspezifische Expression des Transgens, die durch ESGHGYF-
Vektoren vermittelt wird, durch ein Gewebe-spezifisches Homing

von zirkulierenden Partikeln erreicht wird.

Beispiel 6: Immunhistochemie und Histologie

Es wurde eine Immunhistochemie durchgefihrt, um 14 Tage nach
intravendser Verabreichung des rAAV-GFP-Vektors, der das Pep-
tid ESGHGYF aufweist, bzw. des Wildtyp-AAV-Kapsids als Kon-
trolle die Expression des Transgens auf =zelluldrer Ebene in
der Lunge sowie 1in einem Kontroll-Organ sichtbar zu lnachén.
Die Lungen der Tiere wurden ex situ mit 4% (w/v) Paraformalde-
hyd tiber die Luftrohre unter hydrostatischem Druck einer 20 cm
Wassersidule fiur 20 Minuten fixiert, gefolgt von 24 Stunden Im-
mersion im selben Fixierungsmittel. Die Lungengewebe wurden in
Paraffin eingebettet. Schnitte einer Stdrke von 2 pm wurden
von Wachs entfernt, rehydratisiert und flir die Immunhistoche-
mie verwendet. Die Immunhistochemie wurde mit polyklonalen An-
tikdrpern gegen GFP (A-11122, Invitrogen) oder CD31 (AB28364,
Abcam, Cambridge, USA) durchgefithrt. Die Aktivitat der endoge-
nen Peroxidase wurde mit 1% Hy0, in Methanol fir 30 Minuten in-
aktiviert. Vor der Fiarbung mit CD31 wurden die Schnitte in Ci-
tratpuffer (pH 6,0) flr 20 Minuten auf 100°C erhitzt. Nach Wa-
schen in PBS wurden die Schnitte fir 30 Minuten mit PBS, 10%
Ziegenserum (Vector Lab, Burlingame, USA) und 2% Milchpulver
(Roth) inkubiert. PrimiAren Antikoérpern wurde es erlaubt, fir 1
Stunde bei 37°C zu binden. Nach Waschen in PBS wurden die
Schnitte fiir 30 Minuten mit einem sekunddren, biotinylierten
Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper (Vector Lab) inkubiert. Gebun-
dene Antikdrper wurden unter Verwendung des VECTASTAIN-Elite-
ABC-Kits (Vector Lab) und 3,3'-Diaminobenzidin (DAB, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) wvisualisiert. Ausgewdhlte Schnitte

wurden mit Hemalum gegengefdrbt.
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Ergebnisse: In Lungen von Mausen, denen rAAV-ESGHGYF injiziert
wurde, ergab eine mikroskopische Untersuchung eine intensive
Farbung der Endothelzellen Uber die gesamte pulmonale Mikro-
vaskulatur hinweg und in einem geringfiigig geringeren Ausmal
in den groBen pulmonalen Gefdflen (Daten nicht gezeigt). Im Ge-
gensatz dazu zeigte pulmonales Gewebe von Mausen, denen Wild-
typ-AAV2-Vektor injiziert wurde, keine Fdrbung. Um die Gewe-
bespezifitdt zu bestdtigen, wurde die Leber als Kontrollorgan
analysiert (eln Gewebe, von dem bekannt ist, dass es h&dufig
eine hohe Expression eines Transgens nach Injektion von Wild-
typ-AAV2-Vektor zeigt. In der Leber wurde eine Farbung von He-
patozyten nach der Verabreichung von Wildtyp—-RAAV2-Vektor beo-
bachtet, jedoch keine Farbung nach Verabreichung des rAAV2-
ESGHGYF-Vektors. Die endotheliale Abstammung der mit den Vek-
toren transduzierten pulmonalen Zellen wurde durch CD31-
Farbung bestatigt, wobei das durch die GFP-Farbung erhaltene
Muster in seriellen Schnitten der ILunge von Miausen, denen
rAAV2-ESGHGYF injiziert wurde, Dbestdtigt wurde (Daten nicht
gezeigt) .
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PATENTANSPRUCHE

Peptid, Polypeptid oder Protein, das spezifisch an Zellen
der Lunge bindet, dadurch gekennzeichnet, dass es die Ami-

nosauresequenz von SEQ ID NO:1 umfasst.

Peptid, Polypeptid oder Protein nach Anspruch 1, das die
Aminosauresequenz von SEQ ID NO:2 umfasst oder eine Va-
riante davon, die sich wvon der Aminosauresequenz von SEQ
ID NO:2 durch Modifikation von mindestens einer der beiden

N-terminalen Aminosaure unterscheidet.

Protein, das nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich um ein

Kapsid-Protein eines viralen Vektors handelt.

Protein nach Anspruch 3, wobei es sich um ein Kapsid-

Protein eines Adeno-assozliierten Virus (AAV) handelt.

Protein nach Anspruch 4, wobei es sich um ein Kapsid-
Protein eines AAV von einem Serotyp ausgewahlt aus der

Gruppe bestehend aus den 2, 4, 6, 8 und 9 handelt.

Protein nach Anspruch 5, wobei es sich um ein Kapsid-

Protein eines AAV vom Serotyp 2 handelt.

Protein nach Anspruch 6, wobei es sich um das VPl-Protein

eines AAV vom Serotyp 2 handelt.

Protein nach einem der Anspriiche 1-7, wobei das Peptid im

Bereich der Aminosiduren 550-600 des Kapsids vorliegt.

Protein nach einem der Anspriiche 1-8, das folgendes um-

fasst:

(a) die Aminosauresequenz von SEQ ID NO:9;

(b) eine Aminosauresequenz, die mindestens 80% Identitat
zu der Aminosauresequenz von SEQ ID NO:9 aufweist;

oder
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

le.

17.

18.

(c) ein Fragment von einer der in (a) oder (b) definier-

ten Aminosiduresequenzen.

Virales Kapsid, das ein Peptid, Polypeptid oder Protein

nach einem der Anspriiche 1-9 umfasst.

Nukleinsaure, die fiir ein Peptid, Polypeptid oder Protein

nach einem der Anspriiche 1-9 kodiert.
Plasmid, das eine Nukleinsdure nach Anspruch 11 umfasst.

Rekombinanter viraler Vektor, der ein Kapsid und ein darin
verpacktes Transgen umfasst, wobei das Kapsid mindestens
ein Kapsid-Protein umfasst, welches die Aminosauresequenz
von SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:2 oder eine Variante davon
umfasst, die sich wvon der Aminosdauresequenz von SEQ ID
NO:2 durch Modifikation von mindestens einer der beiden N-

terminalen Aminosdure unterscheidet.

Rekombinanter viraler Vektor nach Anspruch 13, wobei es

sich um einen rekombinanten AAV-Vektor handelt.

Rekombinanter AAV-Vektor nach Anspruch 14, wobei es sich
um einen AAV-Vektor eines Serotyps ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus den Serotypen 2, 4, 6, 8 und 9 han-
delt.

Rekombinanter AAV-Vektor nach Anspruch 15, wobei es sich

um einen AAV-Vektor vom Serotyp 2 handelt.

Rekombinanter AAV-Vektor nach einem der Anspriiche 13-16,
wobei das Transgen fir eine Stickstoffmonoxidsynthase oder
fir den Bone-Morphogenic-Protein-Rezeptor 2 (BMPR2) ko-

diert.

Rekombinanter AAV-Vektor nach Anspruch 17, wobei das

Transgen fir die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

(eNOS) oder die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase
(1NOS) kodiert.

Rekombinanter AAV-Vektor nach einem der Anspriiche 13-18,
wobei das Transgen in Form einer gsDNA oder einer dsDNA

vorliegt.

Rekombinanter AAV-Vektor nach einem der Anspriiche 13-19
zur Verwendung in einem Verfahren =zur Behandlung einer
Lungenfunktionsstdrung oder einer Lungenerkrankung in ei-

nem Subjekt.

Rekombinanter AAV-Vektor zur Verwendung in einem Verfahren
nach Anspruch 20, wobei die Lungenerkrankung eine pulmona-
le Hypertonie oder eine pulmonal-arterielle Hypertonie

ist.

Rekombinanter AAV-Vektor zur Verwendung in einem Verfahren
nach einem der Anspriiche 20-21, wobei das Subjekt ein Sau-

getier, vorzugsweise ein Mensch ist.

Rekombinanter AAV-Vektor zur Verwendung in einem Verfahren
nach einem der Anspriche 20-22, wobei der Vektor flr die

intravendse Verabreichung formuliert ist.

Zelle, die ein Peptid, Polypeptid oder Protein nach einem
der Anspriiche 1-9, ein virales Kapsid nach Anspruch 10,
eine Nukleotidsequenz nach Anspruch 11, ein Plasmid nach
Anspruch 12, oder einen rekombinanten AAV-Vektor nach ei-

nem der Anspriiche 13-19 umfasst.

Pharmazeutische Zusammensetzung, die ein Peptid, Polypep-
tid oder Protein nach einem der Anspriche 1-9, ein virales
Kapsid nach Anspruch 10, eine Nukleotidseguenz nach Ans-
pruch 11, ein Plasmid nach Anspruch 12, oder einen rekom-
binanten AAV-Vektor nach einem der Anspriche 13-19 um-

fasst.
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26.

27.

Verwendung eines Peptids, Polypeptids oder Proteins nach
einem der Anspriiche 1-9, eines viralen Kapsids nach Ans-
pruch 10, einer Nukleotidsequenz nach Anspruch 11, eines
Plasmids nach Anspruch 12 oder eines rekombinanten AAV-
Vektors nach einem der Anspriiche 13-19 zur BRehandlung ei-
ner Lungenfunktionsstdrung oder einer Lungenerkrankung in

einem Subjekt.

Verwendung nach Anspruch 26, wobei die Lungenerkrankung
eine pulmonale Hypertonie oder eine pulmonal-arterielle

Hypertonie ist.
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A STEFAN MICHELFELDER ET AL: "Peptide
Ligands Incorporated into the Threefold
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PLOS ONE,

Bd. 6, Nr. 8, 5. August 2011 (2011-08-05),
Seite e23101, XP055147101,

DOI: 10.1371/journal.pone.0023101
Abbildung 1

Seite e23101, linke Spalte, letzter Absatz
A Y YING ET AL: "Heart-targeted
adeno-associated viral vectors selected by
in vivo biopanning of a random viral
display peptide library",

GENE THERAPY,
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, Seiten 980-990, XP055147105,

ISSN: 0969-7128, DOI: 10.1038/9t.2010.44
das ganze Dokument
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Seite e5122, linke Spalte, letzter Absatz
- rechte Spalte, Absatz 1

A WO 2004/083441 A2 (DEUTSCHES KREBSFORSCH
[DE]; UNIV ALBERT LUDWIGS FREIBURG [DE];
KLEINSC) 30. September 2004 (2004-09-30)
Abbildung 1
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Seite 7, Absatz 2 - Seite 8, Absatz 1
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