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Beschreibung

[0001]  Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein die Pseudotypisierung von Retroviren mit lymphozytärem 
Choriomeningitisvirus. Insbesondere betrifft die Erfindung die Pseudotypisierung in MLV-Verpackungszellen, 
die gegebenenfalls env-deletiert sind, oder in Verpackungszellen, die von Lentiviren abgeleitet sind. Vorzugs-
weise erfolgt die Pseudotypisierung durch Infektion mit LCMV oder einer vorzugsweise env-deletierten Mutan-
te, oder durch Transfektion mit einem das gp-Gen des LCMV oder einen Teil desselben und gegebenenfalls 
zusätzlich das np-, das l- und/oder das z-Gen des LCMV enthaltenden Expressionsplasmid. Die Erfindung be-
trifft ferner die Verwendung derartiger Pseudotypen zur Infektion von Zellen, insbesondere die Verwendung in 
der Gentherapie.

Stand der Technik

[0002] Retrovirale Vektoren finden im Stand der Technik zunehmend Verwendung, beispielsweise für den 
Gentransfer in der gentechnischen bzw. medizinischen Forschung oder bei gentherapeutischen Ansätzen (vgl. 
z.B. C. Baum et al. in Seminars in Oncology: Gene Therapy of Cancer: Translational approaches from precli-
nical studies to clinical implementations., eds. Gerson, & Lattime, Academic Press, 1998). Die retroviralen Vek-
toren sind meist von murinen Leukämieviren (MLV) abgeleitet und enthalten alle für die Integration notwendi-
gen Sequenzen der LTR-Regionen und das für die Verpackung verantwortliche ψ-Element. Die für die Virus-
proteine codierenden Bereiche sind durch Fremdgene und deren Kontrollsequenzen ersetzt, die man in 
menschliche Zellen einbringen möchte. Die Vektoren werden in sogenannten Helferzellinien (Verpackungszel-
linien) exprimiert, die eine Kopie eines kompletten Retrovirusgenoms enthalten. Es synthetisiert alle für die Re-
plikation und Infektion notwendigen Proteine, kann jedoch seine genomische Virus-RNA nicht in Partikel ver-
packen, da es einen Defekt in den ψ-Sequenzen aufweist. Werden die retroviralen Vektoren in diese Helfer-
zellen eingebracht und transkribiert, kann die gebildete transgene mRNA durch die ihr eigene ψ-Region mit 
den Strukturproteinen des Helfervirus interagieren und zu Partikeln verpackt werden. Die rekombinanten Viri-
onen, die keinerlei Erbinformation für Viruskomponenten besitzen, adsorbieren über ihre Oberflächenproteine 
an Zellen, die Capside werden in das Cytoplasma aufgenommen, und die transgene RNA wird in doppelsträn-
gige DNA überschrieben und in das Wirtszellgenom integriert. Der Vorteil dieses Systems ist die stabile Inte-
gration der Fremdgene, die bei Teilungen auf die Tochterzellen weitergegeben werden. Nachteilig ist die Re-
troviren eigene unspezifische Integration an willkürlichen Stellen des Zellgenoms.

[0003] Retrovirale Vektoren vermitteln eine stabile, kolineare Integration (d.h. ohne Rekombinationen und Re-
arrangierung der kodierenden Sequenzen im Vektorgenom) und dadurch eine langfristige Expression des 
Transgens. Z. B. ist so möglich, mit Hilfe von retroviralen Vektoren Knochenmarkszellen zu transzifieren, so 
dass sie LCMV-Glykoprotein auf ihrer Oberfläche exprimieren und dadurch T-Zell-Toleranz gegen dieses Pro-
tein induzieren (Ally et al., 1995, J. Immunol 155, 5404-8). Eine langfristige Genexpression ist sonst bislang 
nur noch durch die episomalen Herpesvirusvektoren oder die Adeno-associated virus-Vektoren (AAV-Vekto-
ren) möglich.

[0004] Für die letztgenannten Vektorsysteme sind die Verpakungssysteme (Verpackungszellinien) jedoch 
noch nicht optimiert. AAV-Vektoren weisen ferner eine geringe Verpackungskapazität (ca. 5 kb für AAV gegen-
über ca. 10-12 kb für retrovirale Vektoren) auf.

[0005] Verpackungslinien exprimieren neben dem zu transferierenden Gen, dem Transgen, auch das Vek-
tor-Genom, das retrovirale cis-Elemente enthält. Das genomische Vektortranskript kodiert also nicht für retro-
virale Proteine, wird aber in den Verpackungslinien mit Hilfe der gag-, pol- und env-Genprodukte in ein infekti-
öses, aber nicht replikationsfähiges Virion eingebaut. Dieses Virion kann dann als retroviraler Vektor zum 
Transfer des in das Vektorgenom integrierten Transgens in die gewünschten Zielzellen eingesetzt werden, 
ohne daß es dort zur weiteren Vermehrung des Vektors kommt. Mit anderen Worten, der virale Vektor kann die 
Zielzellen nur infizieren, sich dort aber nicht weiter vermehren.

[0006] Die Entwicklung retroviraler Verpackungssysteme ist bereits weit fortgeschritten, und Vektorüberstän-
de, die frei von replikationskompetenten Viren sind, können in großen Mengen unter GMP-Bedingungen (Good 
manufacturing practice; Richtlinie der Kommission zur Festlegung der Grundsätze und Leitlinien der guten 
Herstellungspraxis (GMP) für bestimmte Arzneimittel zur Anwendung beim Menschen (91/356/EWG) vom 
13.6.91) hergestellt werden. Vektoren auf Basis des murinen Leukämievirus (MLV-Vektoren) wurden bereits 
mehrfach in klinischen Studien eingesetzt (P. Chu et al., J. Mol. Med. 76 (1998) 184-192).

[0007] Im Stand der Technik sind zwei grundsätzliche Typen retroviraler Verpackungssysteme bekannt (J.M. 
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Wilson, Clin. Exp. Immunol 107 Suppl. 1 (1997) 31-32; C. Baum et al. (1998), loc. cit.).

[0008] MLV-Verpackungszellinien enthalten die retroviralen Gene gag, pol und env (Abb. 1), und die für die 
Verpackung der retroviralen RNA erforderliche Sequenzen sind deletiert (C. Baum et al. (1998), loc. cit.).

[0009] Der zweite Typ der bekannten Verpackungssysteme leitet sich von den Lentiviren ab (R. Carroll et al., 
J. Virol. 68 (1994) 6047-6051; P. Corbeau et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 (1996) 14070-14075; L. Naldini 
et al., Science 272 (1996) 263-267; C. Parolin et al., J. Virol. 68 (1994) 3888-3895; J. Reiser et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 93 (1996) 15266-15271; J.H. Richardson et al., J. Gen. Virol. 76 (1995) 691-696; T. Shimada 
et al., J. Clin. Invest. 88 (1991) 1043-1047). Lentiviren sind komplexe Retroviren, die zusätzlich zu den gag-, 
pol- und env-Genprodukten noch eine Reihe regulatorischer Gene exprimieren. Beispiele für Lentiviren, aus 
denen Verpackungssysteme abgeleitet wurden, sind das humane Immundefizienzvirus (HIV), das "Simian Im-
mundefizienzvirus" (SIV) und das "Feline Immundefizienzvirus" (FIV). Der Aufbau der lentiviralen Verpa-
ckungssysteme ähnelt prinzipiell demjenigen der MLV-Vektoren.

[0010] Vorteil der lentiviralen Vektoren ist, daß sie auch ruhende Zellen infizieren können. Bei MLV-Vektoren 
hingegen kann das Vektorgenom nur während der Zellteilung in den Zellkern transportiert werden, d.h. wenn 
die Kernmembran aufgelöst ist. Allerdings weisen von Lentiviren abgeleitete Verpackungssysteme aufgrund 
des komplexen Aufbaus des lentiviralen Genoms Nachteile auf, die sich in einem vergleichsweise geringen Ti-
ter und einer geringeren Sicherheit äußern. Durch den komplexen Genomaufbau lassen sich cis- und 
trans-Elemente im Genom nicht klar voneinander trennen. In den Verpackungskonstrukten, die lentivirale gag-, 
pol- und env-Gene exprimieren, befinden sich daher auch wichtige cis-regutatorische Sequenzen (z.B. Teile 
des Verpackungs-Signals), die auch im Vektor-Genom enthalten sein müssen. Durch diese Homologien kann 
es zu Rekombinationen zwischen Vektorgenom und den Verpackungskonstrukten und damit zur Freisetzung 
replikationskompetenter Retroviren (z.B. einem HIV-Wildvirus, was hochgradig unerwünscht wäre) kommen, 
so daß diese Systeme nicht mit MLV-Verpackungslinien vergleichbar sind.

[0011] Alle bislang im Stand der Technik bekannten Vektorsysteme weisen ferner einige entscheidende Män-
gel auf, die einen erfolgreichen Einsatz in der Gentherapie verhindern: 1. Retrovirale Vektoren werden meist 
nur in unzureichenden Titern produziert und können durch die Instabilität ihrer Hüllproteine nicht weiter aufkon-
zentriert werden. 2. Vektorpartikel können aufgrund der Instabilität ihrer Hüllproteine nicht ohne Verlust der In-
fektiosität auf gereinigt werden. Eine solche Aufreinigung ist aber essentiell, da die Zellkulturüberstände, aus 
denen Vektoren geerntet werden, durch zelluläre Bestandteile verunreinigt sind. 3. Durch ihre Hüllproteine wer-
den retrovirale Vektoren von humanem Serum-Komplement inaktiviert. 4. Der Rezeptor für das Hüllprotein der 
klassischen, amphotropen Vektoren wird auf fast allen in Betracht gezogenen Zellinien exprimiert. Allerdings 
weisen viele primäre humane Zellen, wie Hepatozyten und hämatopoietische Stammzellen, die attraktive Ziele 
der Gentherapie sind, einen Mangel an funktionellen amphotropen Rezeptoren auf, wodurch eine Transduktion 
erschwert oder verhindert wird.

Aufgabenstellung

[0012] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, retrovirale Verpackungssysteme zur Verfügung zu-
stellen, die die Nachteile der im Stand der Technik bekannten Verpackungszellinien nicht aufweisen.

[0013] Insbesondere ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Verpackungssysteme zur Verfügung zu stel-
len, die einen stabilen, retroviralen Transfer von Transgenen in die Zielzellen ermöglichen, d.h., zu einer sta-
bilen Integration des Transgens in das Genom der Ziel- oder Wirtszellen und einer anschließenden stabilen 
Expression dieses Gens führen.

[0014] Die Aufgabe wird erfindungsgemäß dadurch gelöst, daß man Retroviren mit Lymphozytärem Chorio-
meningitisvirus (LCMV) pseudotypisiert.

[0015] Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein rekombinantes Virion, das vorzugsweise mit einem oder 
mehreren Fremdgenen transfiziert ist, welches durch Pseudotypisierung des Viruspartikels mit Lymphozytä-
rem Choriomeningitisvirus (LCMV) erhältlich ist.

[0016] Der Tropismus und auch die Stabilitat eines Virus wird in erster Linie vom Hüllprotein bestimmt. Murine 
Retroviren können, neben den MLV-env kodierten Glykoproteinen, auch Hüllproteine anderer Virusarten in ihre 
Virushülle einbauen. Dadurch entstehen sogenannte Pseudotypen. Retrovirale Pseudotypvektoren entstehen 
durch Expression fremder viraler Hüllproteine in MLV-Verpackungslinien. Herkömmliche MLV-Verpackungszel-
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linien enthalten die retroviralen Gene gag, pol und env. Sequenzen, die für die Verpackung retroviraler geno-
mischer RNA notwendig sind, wurden deletiert. In solche Verpackungslinien wird ein Vektor eingebracht, der 
neben dem Gen, das transferiert werden soll, auch die retrovirale Verpakungssequenz und weitere retrovirale 
cis Elemente enthält (LTR, leader). Das retrovirale RNA-Genom wird mit Hilfe der Gag-, Pol- und Env-Genpro-
dukte in ein infektiöses, aber nicht replikationsfähiges Virion eingebaut. Dieses Virion kann dann als retroviraler 
Vektor zur Transduktion von Zellen eingesetzt werden. Pseudotyp-Verpackungslinien enthalten zusätzlich das 
Hüllproteingen eines fremden Virus. So sind z. B. im Stand der Technik Verpackungszellen zur Pseudotypisie-
rung retroviraler Vektoren (Moloney MLV) durch Glykoproteine des Amphitropen MLV oder „Cat endogenous 
virus" RD 114 bekannt. Die erfindungsgemäßen Pseudotyp-Verpackungslinien enthalten das Hüllproteingen 
des LCMV, und es erfolgt eine Expression der LCMV-Glykoproteine.

[0017] Mit der vorliegenden Erfindung werden erstmals Vektorsysteme zur Verfügung gestellt, die in hohen 
Titern produziert werden und auf konzentriert werden können. Die erfindungsgemäßen Vektorpartikel lassen 
sich ferner ohne oder ohne wesentlichen Verlust der Infektiosität auf reinigen. Es hat sich im Rahmen der vor-
liegenden Erfindung überraschenderweise gezeigt, daß die erfindungsgemäße Pseudotypisierung für die Ver-
packungszellen nicht zelltoxisch ist. Es werden somit erstmals stabile Verpackungszellinien (Verpackungssys-
teme) zur Verfügung gestellt, die einen stabilen, retroviralen Transfer von Transgenen in die Zielzellen ermög-
lichen, d.h., zu einer stabilen Integration des Transgens in das Genom der Ziel- oder Wirtszellen und einer an-
schließenden stabilen Expression dieses Gens führen.

[0018] Die erfindungsgemäßen Zellinien zeichnen sich ferner durch ein breites, speziesübergreifendes Wirts-
zellspektrum (Zelltropismus) aus. Ein entscheidender Vorteil der vorliegenden Erfindung ist die Tatsache, daß
einzelne Mutationen im Hüllprotein des LCMV zu einer Änderung des Tropismus von LCMV führen können. 
D.h., durch einzelne Punktmutationen in gp werden Viren, die eher Nervenzellen infizieren, zu Viren, die eher 
Lymphozyten infizieren oder zu solchen, die eher Monozyten infizieren.

[0019] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird zur Pseudotypisierung LCMV eingesetzt. Dabei ist es 
möglich oder kann sogar bevorzugt sein, statt des LCMV-Wildtyps andere LCMV-Stämme einzusetzen. So 
können leichte Variationen in der gp-Nukleinsäuresequenz bzw. in der Aminosäure-Sequenz des exprimierten 
Hüllproteins in verschiedenen Stämmen von LCMV den Zelltropismus (Wirtszellspektrum) von LCMV erheblich 
verändern (M. Matloubian et al., J. Virol. 67 (1993) 7340-7349; M.N. Teng, J. Virol. 70 (1996) 8438-8443; King 
et al., J.Virol 64; 1990, 5611-5616). Solche Tropismusvarianten im Glykoprotein findet man für keinen der bis-
her bekannten retroviralen Vektorsysteme, und es wird erfindungsgemäß erstmals eine gezieltere Transdukti-
on des gewünschten Zelltyps ermöglicht. Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform der Erfindung kann es 
daher von Vorteil sein, Verpackungssysteme mit verschiedenen Glykoprotein-Varianten (GP-Varianten) für un-
terschiedliche Anwendungen anzulegen.

[0020] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird vorzugsweise von den gp-Genen des eher neurotropen 
LCMV-Stammes Armstrong, L(ARM) (L. Villarete et al., J. Virol. 68 (1994) 7490-7496) (für SEQ ID NO: 4 ko-
dierender Bereich; vgl. Anlage zum Sequenzprotokoll, ZU SEQ ID NO: 3), und des eher hämatotropen Stam-
mes WE (V. Romanowski et al., Virus Res. 3, (1985) 101-114) (SEQ ID NO: 1) ausgegangen. Erfindungsge-
mäß eingeschlossen sind auch Varianten (Tropismusvarianten) dieser beiden Stämme, bei denen im gp-Gen-
produkt einzelne Aminosäuren ausgetauscht sind, da dadurch der Tropismus des Virus verändert werden 
kann.

[0021] Da LCMV ein RNA-Virus ist, das im Vermehrungszyklus keine Kernphase hat, erscheint es sehr wahr-
scheinlich, daß sich "kryptische Spleiß-Regionen" in der RNA Sequenz befinden. Die Entfernung (Bereinigung) 
solcher Regionen kann ausgenutzt werden, um eine verbesserte Expression zu erzielen. Solche "spleißberei-
nigte" Varianten sind daher erfindungsgemäß ebenfalls eingeschlossen. Durch eine solche Optimierung der 
GP-Expression kann die Pseudotypisierung verbessert werden, wobei auf eine zusätzliche Unterstützung 
durch mindestens ein weiteres LCMV-Protein verzichtet werden kann.

[0022] Zur Expression von LCMV eignen sich allgemein Expressionsvektoren, die eine hohe stabile Genex-
pression in eukaryontischen Zellen ermöglichen. Die Wahl des Expressionsvektors ist für die Verpackung der 
retroviralen LCMV-Pseudotypen jedoch nur insoweit entscheidend, als er ein hohes und stabiles Expressions-
niveau gewährleisten muß, d.h. ein Expressionsniveau, das hoch genug ist, um die Bildung von Pseudotypen 
zu ermöglichen, und das dauerhaft (stabil) ist, ohne daß es zum Abschalten des Promoters kommt.

[0023] Erfindungsgemäß besonders bevorzugt sind die folgenden beiden Expressionskassetten:  
(CMV-Promoter)--(β-Globin-Intron-2)--(gp)--(SV40 poly A-Signal) und  
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(EF-lalpha-Promoter)--(gp)--(poly-A-Signal des G-CSF-Genes)  
(S. Mizushima, Nucleic Acids Res. 18 (1990) 5322, T. Uetsuki, J. Biol. Chem. 264 (1989) 5791-5798).

[0024] Die Sequenzen für die Bestandteile der Expressionskassetten sind im Sequenzprotokoll dargestellt 
oder allgemein bekannt:  
Cytomegalovirus-Promoter (CMV-Promoter):  
(M. Boshart et al., Cell 41 (1958) 521-530; F. Langle-Rouault et al., Virol. 72(7) 6181-5 (1998)) betaglobin-In-
tron-2:  
(Jeffreys, A.J. et al., Cell 12 (1977) 1097-1108) SV40 poly A-Signal:  
(M. Boshart et al., Cell 41 (1958) 521-530; F. Langle-Rouault et al., Virol. 72(7) 6181-5 (1998)) EF-lalpha-Pro-
moter: SEQ ID NO: 9  
(S. Mizushima, Nucleic Acids Res. 18 (1990) 5322, T. Uetsuki, J. Biol. Chem. 264 (1989) 5791-5798).  
G-CSF poly A-Signal:  
(S. Mizushima, Nucleic Acids Res. 18 (1990) 5322, T. Uetsuki, J. Biol. Chem. 264 (1989) 5791-5798).  
gp (LCMV): vgl. SEQ ID NO: 1, 3, für SEQ ID NO: 4 kodierender Bereich (siehe auch Anlage zum Sequenz-
protokoll).

[0025] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind somit auch die o. g. Expressionskassetten eingeschlos-
sen, wobei Änderungen in den jeweiligen Nukleinsäuresequenzen möglich sind, solange die Funktionalität der 
Expressionskassetten erhalten bleibt, d.h. deren erfindungsgemäße Verwendung die Pseudodypisierung der 
Verpackungszellen ermöglicht und auch die Transfektion der Zielzellen und die stabile Integration der Trans-
gene in das Wirtsgenom nicht behindert.

[0026] Ferner zeigt auch ein episomaler EBV-Expressionsvektor (Epstein-Barr-Virus; vgl. F. Langle-Rouault 
et al., Virol. 72(7) 6181-5 (1998)) (pCep4) der Firma Invitrogen hohe Expression und kommt daher im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung bevorzugt in Betracht.

[0027] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ferner eine Verpackungszelle, die die retroviralen 
Gene gag (für SEQ ID NO: 12 kodierender Bereich; vgl. Anlage zum Sequenzprotokoll, ZU SEQ ID NO: 11), 
pol (für SEQ ID NO: 13 kodierender Bereich; vgl. Anlage zum Sequenzprotokoll, ZU SEQ ID NO: 11) und ge-
gebenenfalls das retrovirale Gen env (für SEQ ID NO: 14 kodierender Bereich; vgl. Anlage zum Sequenzpro-
tokoll, ZU SEQ ID NO: 11) und/oder regulatorische retrovirale Gene (im Falle lentiviraler Verpackungssysteme, 
s.u., z.B. das für das lentivirale Rev-Protein kodierende Gen, das ein Spleißen der retroviralen genomischen 
RNA verhindert) umfaßt und ferner das für die Glykoproteine GP-1 und GP-2 des LCMV kodierende Gen gp 
(für SEQ ID NO: 4 kodierender Bereich; vgl. Anlage zum Sequenzprotokoll, ZU SEQ ID NO: 3) oder einen Teil 
desselben umfaßt. Ferner eingeschlossen sind Nukleinsäuresequenzen, die Änderungen bzw. Abweichungen 
(Mutationen, Deletionen etc.) in den Sequenzen aufweisen (Derivate), solange bei der erfindungsgemäßen 
Verwendung die Pseudodypisierung der Verpackungszellen gewährleistet bleibt und auch die Transfektion der 
Zielzellen sowie die stabile Integration der Transgene in das Wirtsgenom nicht behindert wird. Dies schließt 
Fragmente der genannten Sequenzen ein. Im folgenden sollen diese Derivate stets mitumfaßt sein, wenn ein 
beliebiges Gen als solches erwähnt wird. Die erfindungsgemäße Verpackungszelle exprimiert pseudotypisierte 
Virionen, die LCMV-Glykoprotein in ihrer Hülle eingebaut enthalten.

[0028] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bezeichnet "GP" oder "GP-Protein" das GP-C-Vorläuferprote-
in, aus dem durch proteolytische Spaltung dann die GP-1 und GP-2 entstehen, die nachfolgend auch einfach 
als "LCMV-Glykoprotein" bezeichnet werden.

[0029] Erfindungsgemäß werden ferner Pseudotyp-Verpackungssysteme bereitgestellt, in denen neben dem 
gp-Genprodukt (SEQ ID NO: 4) ein oder mehrere weitere Gene von LCMV exprimiert werden, wie zum Beispiel 
das für das Nukleoprotein kodierende Gen np (für SEQ ID NO: 5 kodierender Bereich; vgl. Anlage zum Se-
quenzprotokoll, ZU SEQ ID NO: 3), das für ein Protein mit unbekannter Funktion kodierenden Gen z (für SEQ 
ID NO: 8 kodierender Bereich; vgl. Anlage zum Sequenzprotokoll, ZU SEQ ID NO: 6) und das für die RNA-Po-
lymerase kodierende Gen 1 (für SEQ ID NO: 7 kodierender Bereich; vgl. Anlage zum Sequenzprotokoll, ZU 
SEQ ID NO: 6). Diese Gene können gemäß einer besonderen Ausführungsform der Erfindung entweder vom 
WE- oder Armstrong-Stamm des LCMV stammen.

[0030] In diesem Zusammenhang können entweder die vollständigen Sequenzen der Gene np, z und/oder 1 
eingesetzt werden (SEQ ID NOs: s.o.) oder Teile derselben verwendet werden. Erfindungsgemäß eingeschlos-
sen sind Nukleinsäuresequenzen, die Änderungen bzw. Abweichungen (Mutationen, Deletionen etc.) in den 
Sequenzen aufweisen (Derivate), solange die Pseudodypisierung der Verpackungszellen gewährleistet ist und 
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auch die Transfektion der Zielzellen und die stabile Integration der Transgene in das Wirtsgenom nicht behin-
dert wird. Dies schließt Fragmente der genannten Sequenzen ein. Im folgenden sollen diese Derivate stets 
mitumfaßt sein, wenn ein beliebiges Gen als solches erwähnt wird.

[0031] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ferner eine Verpackungszelle, die zusätzlich zu dem 
gp-Gen des LCMV mindestens ein Gen für das Nukleoprotein kodierendes Gen np, für die RNA-Polymerase 
kodierendes Gen 1 und für ein Protein mit unbekannter Funktion kodierendes Gen z des LCMV enthält.

[0032] Von den erfindungsgemäßen Verpackungszellen werden die MLV/LCMV-Pseudotypen produziert, d.h. 
rekombinante retrovirale Virionen, die in ihrer Hülle das LCMV-Glykoprotein eingebaut enthalten.

[0033] Für die Herstellung der rekombinanten Virionen geht man im Rahmen der vorliegenden Erfindung für 
die viralen Verpackungszellinien vorzugsweise von allen Zellinien aus, die hohe Titer retroviraler Vektoren pro-
duzieren. Bevorzugt eingesetzte Zellinien sind NIH3T3, Te671, 293T, HT1080 (F.L. Cosset et al., J. Virol. 69 
(1995) 7430-7436; D. Markowitz et al., Virology 167 (1988) 400-406; W.S.Pear et al., PNRS 90 (1993) 
8392-8396). Die Wahl der Zellinie ist für die spezifischen Vorteile der Erfindung jedoch unerheblich, da es sich 
gezeigt hat, daß GP in keiner bislang untersuchten Zellinie toxisch wirkt. Sollten daher zukünftig Linien gefun-
den werden, die eine effizientere Vektorproduktion erlauben (d.h. stabiler Titer, der mindestens so hoch ist wie 
in den zuvor genannten Linien, > 106/ml), können auch diese eingesetzt werden.

[0034] In den zur erfindungsgemäßen Pseudotypisierung vorzugsweise verwendeten Verpackungssystemen 
werden die gag- und pol-Gene des Moloney Stammes muriner Leukämieviren (MoMLV) exprimiert (gag: für 
SEQ ID NO: 12 kodierender Bereich; pol: SEQ ID NO: 11, Nukleotide 1970-5573; vgl. Anlage zum Sequenz-
protokoll, ZU SEQ ID NO: 11). Erfindungsgemäß sind aber auch andere gag- und pol-Varianten von MLV ein-
geschlossen, solange sie die o.g. Vorteile für die Vektorproduktion aufweisen. Insbesondere sind erfindungs-
gemäß die o.g. Gen-Derivate eingeschlossen.

[0035] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, daß LCMV-GP auch lentivirale Nucleocap-
side pseudotypisiert (s. Beispiele). Gemäß einer besonderen Ausführungsform können die Verpackungssyste-
me daher auch die gag- und pol-Genprodukte von Lentiviren enthalten, d.h., es können lentivirale Verpa-
ckungssysteme (Verpackungszellinien) eingesetzt werden. Dabei ist es unerheblich, von welchem Lentivirus 
sich das Verpackungssystem ableitet. Als lentivirale Verpackungszellen kommen im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung beispielsweise von Humanem Immundefizienzvirus (HIV), Affen-Immundefizienzvirus (SIV) oder Fe-
linem Immundefizienzvirus (FIV) abgeleitete Zellinien in Betracht. In diesem Zusammenhang könnte es für 
eine effiziente Produktion infektiöser Lentivirusvektoren erforderlich sein, zusätzlich akzessorische lentivirale 
Gene wie rev (für SEQ ID NO: 21 kodierender Bereich; vgl. Anlage zum Sequenzprotokoll, ZU SEQ ID NO: 15) 
oder tat (für SEQ ID NO: 20 kodierender Bereich; vgl. Anlage zum Sequenzprotokoll, ZU SEQ ID NO: 15) bei 
HIV-Vektoren zu exprimieren. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung können LCMV-Proteine in allen lentivi-
ralen Verpackungssystemen zur Pseudotypisierung eingesetzt werden.

[0036] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ferner eine (virale) Verpackungszelle bzw. ein pseu-
dotypisiertes Virion, bei dem das Virus aus der Familie der Retroviridiae ist, insbesondere ein MLV-related virus 
oder Lentivirus ist. Gemäß einer besonderen Ausführungsform der Erfindung ist die retrovirale Verpackungs-
zelle eine Verpackungszelle, die sich von MLV, HIV, SIV, und FIV ableitet.

[0037] Erfindungsgemäß wird ferner ein pseudotypisiertes Virion zur Verfügung gestellt, das durch Pseudo-
typisierung einer retroviralen Zelle von MLV, die kein ENV-Protein exprimiert, erhältlich ist, wobei zur Pseudo-
typisierung die defekte Mutante L(ARM) von LCMV verwendet wird. Alternativ können auch andere Varianten 
von LCMV eingesetzt werden.

[0038] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemä-
ßen Verpackungszellen/Verpackungszellinien, bei dem man eine mit einem oder mehreren Fremdgenen trans-
fizierte retrovirale Verpackungszellinie nach bekannten Methoden (vgl. z.B. Maniatis, Sambrook, Fritsch: Mo-
lecular cloning, a laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1982) mit LCMV infiziert. Die Viri-
onen, die LCMV-Glykoprotein in ihrer Hülle eingebaut enthalten, werden von den Verpackungslinien exprimiert. 
Gemäß einer besonderen Ausführungsform der Erfindung können die Pseudotyp-produzierenden Verpa-
ckungszellen hergestellt werden, indem man eine mit einem oder mehreren Fremdgenen transfizierte retrovi-
rale Verpackungszellinie mit einem Expressionsplasmid transfiziert, das das gp-Gen des LCMV oder einen Teil 
desselben und gegebenenfalls zusätzlich ein oder mehrere Gene aus der Gruppe bestehend aus np, 1 und z 
des LCMV enthält.
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[0039] Die vorliegende Erfindung betrifft somit ferner ein Verfahren zur Herstellung retroviraler Pseudo-
typ-Vektoren, bei dem man zunächst retrovirale Verpackungszellen herstellt, die mindestens das gp-Gen des 
LCMV oder einen Teil desselben enthalten (s.o.), und diese anschließend unter Bedingungen kultiviert, die zur 
Produktion von Virionen geeignet sind.

[0040] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet man als retrovirale Verpackungszellinie vorzugs-
weise eine MLV-Verpackungszellinie, die kein funktionelles ENV-Protein exprimiert, und als LCMV zur Pseu-
dotypisierung die deletierte Mutante L(ARM). Als ENV-negative Verpackungszellinie kann auch die von von 
Laer et al. (J. Virol. 72 (1998) 1424-1430) beschriebene Zellinie verwendet werden.

[0041] Die erfindungsgemäßen Virionen bzw. Verpackungszellinien lassen sich in vorteilhafter Weise zur Er-
zeugung viraler Pseudotypvektoren verwenden, die man in vorteilhafter Weise zur Transduktion von Zellinien 
aber auch von primären Eukaryonten-Zellen zu Forschungszwecken (in vitro) oder im Rahmen der Genthera-
pie einsetzen kann.

[0042] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kommt jedoch auch die Verwendung der Virionen/Verpa-
ckungszellen zur Gentherapie in Betracht. Die Gentherapie kann in diesem Zusammenhang die Therapie von 
von infektiösen Erkrankungen wie AIDS und Neoplasien wie dem Mamma-Karzinom oder dem Melanom sowie 
anderen durch Gentherapie zugänglichen Erkrankungen umfassen. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
kommt die Transduktion hämatopoietischer Stammzellen in Betracht.

[0043] Das rekombinante Virion bzw. die rekombinante Verpackungszelle ( -zellinie) der vorliegenden Erfin-
dung umfaßt ein oder mehrere Transgene. Vorzugsweise sind diese Transgene Markergene, wie z.B. neo, lacZ 
oder enhanced green fluorescent protein (EGFP) und/oder therapeutisch einsetzbare Gene, wie z.B. die Sui-
zidgene Herpes Simplex Virus Thymidin Kinase (HSV-tk), Cytosin Deaminase (CD), und antiviral wirksame Se-
quenzen wie Ribozyme, antisense Sequenzen und transdominant-negativ wirkende Gene und in der Tumort-
herapie einsetzbare Gene, wie das mdr-1 für den Schutz der hämatopoetischen Zellen bei Chemotherapie und 
Zytokin-Gene. Darüber hinaus können jedoch alle Transgene eingesetzt werden, die im Rahmen eines geziel-
ten Gentransfers und der Expression des Transgens (der Transgene) in Zellen in vitro oder im Rahmen der 
Gentherapie von Interesse sein könnten.

[0044] Erfindungsgemäß eingeschlossen ist ferner ein Verfahren zur Herstellung eines pharmazeutischen 
Präparats zur Gentherapie, bei dem man erfindungsgemäße virale Pseudotypvektoren bzw. retrovirale Verpa-
ckungszellen gegebenenfalls mit pharmazeutisch verträglichen Hilfs- und/oder Trägerstoffen formuliert. Ge-
genstand der vorliegenden Erfindung ist ferner ein pharmazeutisches Präparat zur Gentherapie, das erfin-
dungsgemäße retrovirale Verpackungszellen und gegebenenfalls pharmazeutisch verträgliche Hilfs- und/oder 
Trägerstoffe umfaßt.

[0045] Mit der vorliegenden Erfindung werden erstmals Vektorsysteme zur Verfügung gestellt, die in hohen 
Titern produziert werden und auf konzentriert werden können. Die erfindungsgemäßen Vektorpartikel lassen 
sich ferner ohne oder ohne wesentlichen Verlust der Infektiosität auf reinigen. Die erfindungsgemäßen Zellini-
en zeichnen sich ferner durch ein breites, speziesübergreifendes Wirtszellspektrum (Zelltropismus) aus. Es hat 
sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung überraschenderweise gezeigt, daß die erfindungsgemäße Pseu-
dotypisierung für die Verpackungszellen nicht zelltoxisch ist. Es werden somit erstmals stabile Verpackungs-
zellinien (Verpackungssysteme) zur Verfügung gestellt, die einen stabilen, retroviralen Transfer von Transge-
nen in die Zielzellen ermöglichen, d.h., zu einer stabilen Integration des Transgens in das Genom der Ziel- oder 
Wirtszellen und einer anschließenden stabilen Expression dieses Gens führen.

[0046] Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen, Figuren und einem Sequenzpro-
tokoll erläutert.

Ausführungsbeispiel

Materialien und Methoden

Zellen und Viren

[0047] Die env-negative Verpackungszellinie TELCeB wurde von F.-L. Cosset (F.L. Cosset et al. J Virol. 69 
(1995) 7430-7436) zur Verfügung gestellt. Die env-negative Zellinie 293gp2 wurde bereits früher beschrieben 
(D. von Laer et al., J. Virol. 72 (1997) 1424-1430). Die Mausfibroblastenzellinie Sc-1 wurde in Minimal Essential 
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Medium (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), das mit 10% fetalem Kälberserum (FCS, PAN Systems, Aiden-
bach, Deutschland) angereichert worden war, kultiviert. Die humane Nierenzellinie 293, die humane Hepato-
malinie HUH-7, die humane Fibroplastenzellinie Te671 und TELCeB und die Mausfibroblastenzellinie L-929 
wurden in Dulbecco's Minimal Essential Medium (DMEM, Gibco, Paisley, Great Britain) kultiviert, das mit 
10%-igem FCS angereichert worden war. Die humane hematopoietische Vorläuferzellinie TF-1 wurde in Isco-
ve's Modified Dulbecco's Medium (Gibco, Paisley, Großbritannien) gehalten, das mit 10%-igem FCS und IL-3 
angereichert worden war. Konditioniertes Medium von NIH3T3-Zellen, die mit einem BPV-Vektor transfektiert 
worden waren, der das IL-3 Gen trägt, wurden als Quelle für IL-3 bei Konzentrationen verwendet, die für das 
maximale Wachstum von TF-1 notwendig sind (H. Karasuyama et al., Eur. J. Immunol. 18 (1988) 97-104). Die 
humane Vorläuferzellinie K562 wurde in RPMI (Gibco) gehalten, das mit 10%-igem FCS angereichert worden 
war.

[0048] LCMV wurde am 10.11.1998 bei der European Collection of Cell Cultures (ECACC), Salisbury, Wilts-
hire SP4 OJG, Großbritannien, unter der Zugriffsnummer V98111005 nach dem Budapester Vertrag hinterlegt.

[0049] Der MESV-artige retrovirale Vektor, der das Neomycin phosphotransferase Gen (MP1N) trägt, wurde 
früher beschrieben (H.-G. Eckert, Blood 88 (1996) 3407-3415). Der amphotrophe Helfer war ein rekombinan-
tes replikationskompetentes Moloney-MLV, bei dem Teile des pol- und der größte Teil des env-Genes mit dem 
von dem MLV Stamm 4070A [Mo-Ampho-MP, R320 (C. Münk, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94 (1997) 
5837-5842)] als ein SalI- bis ClaI-Fragment ersetzt wurden. Der Virus wurde in Sc-1 propagiert. Der Plaque-
gereinigte WE Stamm des LCM Virus wurde in L-929 Zellen propagiert (T.M. Rivers, Virology 26 (1965) 
270-282).

Durchflußzytrometische Analyse der LCMV-GP-Expression

[0050] Zur Analyse der Expression des LCMV Glykoproteins wurden 3 × 105 bis 106 Zellen geerntet, pelletiert 
und in 50μl einer 1:40 Verdünnung von Maus-Ascites resuspendiert, die einen murinen monoklonal Antikörper 
gegen LCMV GP-1 enthielt (M. Bruns et al., Virology 130 (1983) 247-251). Nach 20-minütiger Inkubation auf 
Eis wurden die Zellen dreimal mit phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) gewaschen und dann für weitere 
20 Minuten in einer 1:80 Verdünnung eines FITC-markierten Ziege Anti-Maus Antikörpers inkubiert (Dako, 
Glostrup, Dänemark). Nach drei abschließenden Waschschritten in PBS wurden die Zellen mittels eines FACS-
calibur Geräts analysiert (Becton Dickinson, Heidelberg).

Titration der Viren

[0051] Zur Bestimmung des Vektortiters wurden 5 × 104Sc-1 Zellen mit einer fünffachen Verdünnung der 
Überstände in 24-Vertiefungen Gewebekulturplatten inokuliert. Für den retroviralen Neovektor wurde die Se-
lektion nach 24 Stunden mit 400μg G418 pro ml (Trokkengewicht GIBCO) initiiert. Das Medium wurde alle vier 
Tage ersetzt. Die Kolonien wurden nach zehn Tagen ausgewertet. Der Titer wurde ausgedrückt als G418 Re-
sistenztransfereinheiten pro ml (GTU/ml). Für den retroviralen MFGnlsLacZ Vektor wurde x-Gal (5-Bro-
mo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galaktopyranosid) Färbung zwei Tage nach der Inokulation wie früher beschrieben 
(G.R. McGregor, Methods Mol. Biol. 7 (1989) 1-19) durchgeführt. Der Titer wurde ausgedrückt in LacZ Trans-
fereinheiten (LTU) pro ml. Plaque-bildende Einheiten von LCMV wurden an L-929 Zellen wie früher beschrie-
ben getestet (F. Lehmann-Grube, J. Gen. Virol. 37 (1977) 85-92).

[0052] MLV (LCMV) Pseudotypen wurden durch Preinkubation eines gleichen Volumens eines Virus-positi-
ven Überstandes mit einem Anti-LCMV gp44 neutralisierendem monoklonalen Antikörper neutralisiert, der 1: 
100 verdünnt wurde (M. Bruns et al., Virology 130 (1983) 247-251). Die Titer wurden dann in LTU pro ml wie 
beschrieben bestimmt.

DNA Analyse

[0053] Herstellung von DNA und Southern Analyse wurden durchgeführt wie früher beschrieben (C. Stocking 
et al., Cell 53 (1988) 869-879). Die genomische DNA wurde mit HindIII verdaut, das einmal an dem 3' Ende 
des neo-Gens in dem MP1N-Vektor schneidet. Ein Fragment, das das vollständige neo-Gen enthielt, wurde 
als Sonde verwendet.

Herstellung und Reinigung des Virus

[0054] Die Virionen wurden durch Gradienten Ultrazentrifugation wie im Detail früher beschrieben gereinigt 
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(L. Martinez-Peralta et al., J. Gen. Virol. 55 (1981) 475-479). Kurz gesagt wurden infektiöse Zellkulturüberstän-
de durch Zentrifugation bei niedrigen und hohen Geschwindigkeiten gereinigt. Das Virus wurde durch Ultra-
zentrifugation pelletiert und dann in einem 0-40 %-igen Urografin Gradienten (Schering AG, Berlin, Deutsch-
land) gereinigt.

Beispiel 1

Infektion von TeLCeb mit LCMV-LacZ-Gentransfer auf Zielzellen mit Neutralisation des Vektors durch anti-GP 
mAb und Konzentrierung des Vektors im Gradienten

[0055] Wiederherstellung (rescue) eines Hüllprotein-negativen Murine Leukemia Virus Vector mit Lympho-
cytic Choriomeningitis Viruss Um zu testen, ob LCMV einen Hüllprotein-negativen retroviralen Vektor wieder-
herstellen (mobilisieren, komplettieren) kann, wurde die env-negative Verpackungszellinie TELCeB mit dem 
LCMV WE Stamm bei einer m.o.i. von 0.01 infiziert (m.o.i.: Infektionsmultiplizität; bezeichnet die Anzahl von 
Viren-Partikeln, mit denen eine Zelle infiziert wird). TELCeB stammen von der Humanfibroblastenzellinie 
Te671 ab und enthalten gag- und pol-Gene sowie den retrovialen Vektor MFGnlsLacZ (G.M. Crooks et al., 
Blood 82 (1993) 3290-3297). Nach Infektion mit LCMV wurde der Titer von LacZ transferring units (LTU) und 
von LCMV Wildtypvirus durch X-Gal-Färben der Mausfibroblasten-Zielzellen (Sc-1) und durch einen Plaque-
versuch (in plaquebildenden Einheiten, PFU) gemessen. Zusätzlich wurde die Expression von LCMV-Glyko-
proteinen in den infizierten TELCeB durch durchflußzytometrische Analyse gemessen. Die Resultate sind in 
Fig. 6 gezeigt. LTU wurden sechs Tage lang hergestellt, mit einem Maximum von 5 × 104 LTU pro ml an Tag 
3. Der höchste Titer für LCMV Wildtypvirus betrug 3 × 108 an Tag 2. Die Produktion von PFU hatte bereits an 
Tag 3 abgenommen, als die maximale Produktion von LTU zusammen mit der Höchstexpression von LCMV 
Glykoprotein zu sehen war. Diese Diskrepanz könnte in der Herstellung von defekten interferierenden LCMV 
Partikeln begründet sein, die die Replikation von LCMV Wildtyp inhibieren, mit größter Wahrscheinlichkeit aber 
nicht die Ausschüttung von infektiösen retroviralen Vektorpartikeln. Während der Replikation von LCMV in den 
Verpackungszellinien war kein offensichtlicher zytopathischer Effekt zu beobachten, obwohl hohe Spiegel an 
LCMV Glykoproteinen expremiert wurden (Daten nicht gezeigt).

[0056] Es wurde dann getestet, ob das infektiöse Virus, das durch die LCMV-infizierten TELCeB hergestellt 
wurde, den LacZ-Gentransfer spezifisch durch LCMV Glykoproteine vermittelte. Die Überstände wurden mit 
einem neutralisierenden Anti-LCMV gp44 monoklonalem Antikörper eine Stunde lang inkubiert. Dies führte zu 
einer mehr als dreifachen Log Reduzierung des LTU-Titers. Der amphotrophe Pseudotyp desselben retrovira-
len Vektors wurde nicht durch den anti-LCMV Antikörper neutralisiert (Tab. 1). Diese Daten zeigen, daß die 
MLV/LCMV chimären Virionen tatsächlich LCMV Glykoproteine auf ihrer Oberfläche trugen, die den Gentrans-
fer in Abwesenheit von retroviralen Hüllproteinen durch den LCMV Rezeptor vermitteln können.

[0057] MLV (LCMV) Pseudotypen behalten Infektiosität bei Konzentrierung mittels Ultrazentrifugation durch 
einen Gradienten: Amphotrophe Retroviren verlieren Infektivität nach Ultrazentrifugation, höchstwahrschein-
lich aufgrund der Labilität der retroviralen Hüllglykoproteine (V. Moenning et al., Virology 61 (1974) 100-111). 
Es wurde untersucht, ob die MLV(LCMV)-Pseudotypen stabiler sind. TELCeB wurden mit LCMV oder mit am-
photrophem Helfervirus infiziert. Titer des viralen Vektors im direkten Überstand betrugen 5 × 104 LTU pro ml 
für beide Pseudotypen. Viren wurden aus 60 ml Überstand pelletiert und durch Ultrazentrifugation über einen 
0-40%-igen Urografin-Gradienten gereinigt. Die Pseudotypentiter (in LTU pro ml) sind in Fig. 7 gezeigt. Der 
gesamte erwartete Ertrag von 3 × 106 LTU für den LCMV Pseudotyp wurde vollständig erhalten, im Gegensatz 

Tab. 1: Infektiöse retrovirale Vektor-Partikel, die von LCMV-infizierten Verpackungszellinien produziert werden, 
lassen sich durch anti-LCMV-Glykoprotein monoklonale Antikörper (mAb) neutralisieren.
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zu 1 × 103 LTU für den amphotrophen Virus. Die reverse Transriptase-Aktivität in den Banden zeigte, daß die 
Menge an Viruspartikeln, die aus dem Gradienten gewonnen wurde, für beide Pseudotypen ähnlich war (Daten 
nicht gezeigt). Verglichen mit den amphotrophen Virionen war die Infektivität von MLV(LCMV)-Pseudotypen bei 
Ultrazentrifugation allerdings mindestens um einen Faktor 1000 stabiler.

[0058] LCMV Pseudotypen waren auch bei Lagerung bei 4°C stabil. Innerhalb des Beobachtungszeitraumes 
von drei Tagen war der Titerverlust zweifach niedriger als (im Vergleich zum Ausgangstiter des MLV(LCMV)). 
Ein Tieffrierzyklus (-80°C) und Auftauen führte zu einem Verlust an Pseudotyptiter, der zweifach niedriger lag.

Beispiel 2

Gag- und pol-Genprodukte sind erforderlich für die Verpackung von retroviralen RNA in die LCMV Glykoprotein 
Pseudotypen

[0059] Es wurde untersucht, ob die retrovirale RNA alleine in den LCMV verpackt werden könnte oder ob gag 
und pol Genprodukte erforderlich waren. 293-Zellen und 293gp2-Zellen, die letzteren enthielten gag und pol 
von MLV, wurden mit einem auf MLV-basierenden retroviralen Vektor transfiziert, der das neo-Gen (MP1N) ent-
hielt, und Zellinien, die den stabil integrierten Vektor enthielten, wurden durch G418-Selektion hergestellt 
(293MP1N und 293gp2MP1N; ein als SF23 bezeichneter Klon der Zellinie 293gp2MP1N wurde am 05.11.1998 
bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Mascheroder Weg 1b, 38124 
Braunschweig, Deutschland, unter der Zugriffsnummer DSM ACC2374 nach dem Budapester Vertrag hinter-
legt). Diese Zellen (Massenkulturen) wurden dann entweder mit einem replikationskompetenten amphotropen 
Helfer oder mit dem LCMV-Wildtypvirus infiziert. Die Resultate sind in Tab. 2 gezeigt. Infektiöser Vektor, der 
Neomycin-Resistenz transferierte, wurde von beiden Zellinien nach Infektion mit dem amphotrophen Helfer ge-
wonnen. Nach Infektion mit LCMV allerdings produzierte nur 293gpMP1N infektiöse retrovirale Partikel, 
293MP1N, die kein retrovirales Gag oder Pol exprimierte, hingegen nicht. Retrovirale genomische RNA wurde 
daher in Abwesenheit von gag- und pol-Genprodukten durch LCMV nicht in infektiöse Virionen verpackt.

Beispiel 3

Infektion von 293gpMP1N mit LCMV und stabiler Gentransfer auf L929 – Nachweis durch Southern-Blot

[0060] MLV (LCMV) Pseudotypen vermitteln Transfer und stabile Integration des retroviralen Vektor Genoms: 
Der Transfer von G418-Resistenz durch den retroviralen LCMV-Pseudotyp zeigte, daß das Markergen in das 
Wirtsgenom stabil integriert worden war. Um zu verifizieren, daß MLV(LCMV)-Pseudotypen stabile Transduk-
tion mit Integration des Transgens in das Zielzellengenom vermitteln können, wurde ein retroviraler Vektor, der 
das Neomycin-Resistenzgen (neo) enthielt, durch LCMV-Infektion der env-negativen Verpackungszellinie 
293gp2MP1N wiederhergestellt. Die Titer wurden durch Transfer von G418-Resistenz auf Sc-1 Zellen gemes-
sen und lagen zwischen 1 × 103 und 1 × 104 G418-Transfereinheiten (GTU) pro ml. Resistente Zellklone tauch-
ten nach acht Tagen Selektion auf und wurden für weitere drei Wochen kultiviert. Die DNA von 12 G418-resis-

Tab. 2: Gag- und/oder pol-Genprodukte sind für die Wiederherstellung (rescue) eines retroviralen Vektors 
durch LCMV essentiell
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tenten Klonen wurde einer Southern Blot Analyse nach Restriktion mit HindIII unterworfen, einem Enzym, daß
nur einmal schneidet, unter Verwendung einer Neo-Sonde. In 10 Klonen wurde eine Kopie des integrierten re-
troviralen Vektor-Genoms pro Zelle detektiert, und zwei Kopien in den übrigen zwei Klonen (Daten nicht ge-
zeigt). Transduktion mit dem MLV(LCMV) Pseudotyp führte daher zu stabiler Integration des Transgens.

Beispiel 4

Expression von LCMV-Glykoprotein (LCMV-GP) in TeLCeB-L(Arm)

Material und Methoden

[0061] Die Anlage der env-negativen Verpackungslinie TeLCeb, die gag und pol von MLV sowie ein retrovira-
les Vektorgenom mit LacZ als Transgen enthält, wurde bereits ausführlich beschrieben (F.L.

[0062] Cosset et al., J. Virol. 69 (1995) 7430-7436). Die Titration der Vektorüberstände wurde wie bereits be-
schrieben auf 293-Zellen durch X-Gal Färbung vorgenommen (G.R. McGregor, Methods Mol. Biol. 7 (1989) 
1-19). Die Zellen wurden in DMEM mit 10 % FCS kultiviert. Der L(Arm)-Stamm von LCMV entsteht nach meh-
reren Passagen von LCMV in L929-Zellen (M. Bruns et al., Virology 177 (1990) 615-624). LCMV-Nukleoprotein 
(LCMV-NP) von L(Arm) wurde durch Immunfluoreszenzfärbung der Zellen auf Objektträgern mit einem poly-
klonalen anti-LCMV Kaninchenserum nachgewiesen. Diese Standardmethode wurde bereits zuvor detailliert 
beschrieben (M. Bruns et al., Virology 177 (1990) 615-624). Zur Expression von LCMV-GP, wurde das gp-Gen 
in den episomalen EBV-Vektor pCep4 (Invitrogen), der ein Hygromycin-Resistenzgen trägt, kloniert.

Ergebnisse

[0063] Bei den Experimenten zur Pseudotypisierung durch die alleinige Expression von LCMV-GP in env-ne-
gativen retroviralen Verpackungslinien wurde mit den Expressionsplasmiden eine höhere GP-mRNA--Expres-
sion erzielt als bei LCM-Wildvirus-Infektion (Fig. 4). Dieses Ergebnis zeigt, daß das gleichzeitige Vorliegen 
noch mindestens eines weiteren LCMV-Genprodukts neben dem LCMV-Glykoprotein eine Steigerung der Gly-
koprotein-Produktion bewirkt bzw. die Bildung von Pseudotypen fördert. Um diese Schlußfolgerung direkt zu 
untermauern, wurde das ektop (von einem Plasmid) exprimierte LCMV-GP mit den LCMV Proteinen des L 
(ARM) Stammes von LCMV komplementiert. Diesem defekten Stamm fehlt das funktionelle Glykoprotein, und 
er bildet daher keine Plaques, ist nicht pathogen für Mäuse und breitet sich nur über mehrere Wochen inner-
halb einer Zellkultur aus (LCM-Wildvirus dagegen innerhalb von 24 Stunden). Alle weiteren Genprodukte von 
L(ARM) (NP,L und Z) weisen keine nachweisbaren Defekte auf.

[0064] TeLCeb wurden mit L(Arm)-haltigem Zellkulturüberstand infiziert und anschließend 5 Wochen passa-
giert. Dieses ist erfahrungsgemäß der Zeitraum, den das defekte Virus benötigt, um alle Zellen einer Kultur zu 
infizieren. Die vollständige Infektion aller Zellen wurde durch Immunfluoreszenz-Färbung mit einem anti-LCMV 
Serum nachgewiesen. TeLCeb-L(Arm) wurden mit pCep-GP durch Elektroporation (Elektroporator der Firma 
Dr. Fischer, Heidelberg) transfiziert und 2 Wochen mit Hygromycin selektioniert. Als Kontrolle wurden Zellen 
mit pCep4 (ohne GP-Gen) transfiziert. In TeLCeb-L(Arm), die mit pCep-GP transfiziert waren, kam es nach der 
Selektion zur Produktion von Pseudotypen, die lacZ auf 293-Zellen übertrugen. Der Titer lag zwischen 102 und 
103/ml. Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, daß das LCMV-GP im beschriebenen Expressionsplasmid funktionell 
war und retrovirale Vektoren pseudotypisieren kann.

Beispiel 5

Pseudotypisierung eines HIV-Vektors, der das green fluorescent protein (GFP) exprimiert

Material und Methoden

[0065] Der Lentivirale Vektor HIV-GFP leitet sich von dem infektiösen DNA-Klon pNL4-3 von HIV ab und ist 
bereits detailliert beschrieben (Abb. 5) (R.I. Connor et al., Virology 206 (1995) 935-944). Am Anfang von env 
wurde die NdeI-Schnittstelle aufgefüllt und religiert, wodurch sich das Leseraster verschiebt und kein funktio-
nelles Hüllprotein synthetisiert wird. An Stelle von nev wurde außerdem das Gen für das green fluorescent pro-
tein (GFP) kloniert. Der Titer des verwendeten LCMV-WE-Stammes wurde durch einen Plaque Assay auf L929 
bestimmt, der bereits detailliert beschrieben ist (F. Lehmann-Grube et al., J. Gen. Virol. 37 (1977) 85-92). Die 
Calciumphosphat-Transfektionen wurden auf 293 mit einem Standard-Protokoll durchgeführt (Maniatis, et al.: 
Molecular cloning, a laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1982).
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Ergebnisse

[0066] 293 Zellen wurden mit einer m.o.i. von 0.1 des LCMV-WE-Stammes infiziert. Nach einer Stunde erfolg-
te die Transfektion mit HIV-GFP und nach zwei Tagen wurden die Überstände geerntet und auf 293 Zellen 
übertragen. Der Titer wurde durch die GFP-Expression in den 293-Zielzellen mittels Immunfluoreszenz ermit-
telt und lag zwischen 102 und 103 pro ml. Nach Transfektion mit HIV-GFP allein ( ohne vorherige Infektion mit 
LCMV) kam es wie erwartet nicht zur Produktion von infektiösen Vektorpartikeln.

Beispiel 6

Untersuchung des Zelltropismus

[0067] MLV(LCMV) Pseudotypen infizieren verschiedene humane Zellinien: Der Tropismus von MLV(LCMV) 
Pseudotypen wurde analysiert. Verschiedene humane Zellinien, die von Zellen abstammten, die attraktive Zie-
le für Gentherapie sind, wie hämatopoetische Vorläuferzellen und Hepatozyten, wurden analysiert. Die Trans-
fereffizienz bezogen auf Mausfibroblasten ist in Tab. 3 gezeigt. Alle analysierten Zellinien waren für 
MLV(LCMV)-Pseudotypen empfänglich. Auch Hamsterzellen, die normalerweise resistent gegenüber einer 
Transduktion mit von MLV abstammenden Vektoren sind, konnten mit den MLV(LCMV)-Pseudotypen effizient 
transduziert werden.

FIGUREN:

[0068] Fig. 1: Retrovirale Verpackungslinien Die retroviralen Gene gag, pol und env sind stabil in das Genom 
der retroviralen Verpackungslinien integriert. Env wird in der Regel getrennt von gag und pol exprimiert. Außer-
dem wird das Vektorgenom mit dem Transgen und regulatorischen cis-Elementen exprimiert (1). Die genomi-
sche RNA des Vektor enthält ein Verpackungssignal, das auf den gag, pol und env Genen deletiert wurde. Im 
Zytoplasma verpacken die retroviralen Proteine daher selektiv das Vektorgenom (2). Ein komplettes retrovira-

Tab. 3: Wirtsspektrum von MLV(LCMV)-Pseudotypen
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les Nukleokapsid bildet sich (3), und wird durch Sprossung an der Zellmembran freigesetzt (4). Hierbei wird 
retrovirales Hüllprotein, bzw. bei den Pseudotypen ein fremdes virales Hüllprotein, mitgenommen. Außerhalb 
der Zelle reift das Virus durch proteolytische Spaltung der retroviralen Vorläuferproteine im Nukleokapsid.

[0069] Fig. 2: Die genomische RNA des LCM-Virus Das Genom von LCMV besteht aus 2 ambisense RNA 
Molekülen mit je zwei offenen Leserahmen. Die 4 Gene und ihre Orientierung sind angegeben.

[0070] Fig. 3: Die Herstellung von MLV(LCMV) Pseudotypen. Verpackungslinien, die keine viralen Hüllprote-
ine produzieren, setzen auch keine infektiösen retroviralen Vektoren frei. Wird eine solche env-negative Ver-
packungslinie mit LCM-Virus infiziert, so können die Retroviren das LCMV-Glykoprotein in ihre Hülle einbauen. 
Es entstehen sogenannte Pseudotypen. Außerdem wird während der LCMV-Replikation auch LCM-Wildvirus 
freigesetzt.

[0071] Fig. 4: Diskrepanz von hoher mRNA und niedriger Proteinkonzentration bei ektoper GP-C-Expression. 
293-Zellen wurden mit unterschiedlichen Expressionskonstrukten für LCMV Glykoprotein transfiziert (Ef-1 al-
pha Promoter, Alphavirus-Vektor von Invitrogen, CMV-Promoter+Beta-Globin-Intron, s.o.: bevorzugte Expres-
sionskassetten). Nach 2 Tagen wurden parallel die gp-mRNA Konzentration im Northern Blot und die 
GP-1/GP-2 Protein-Mengen auf den Zellen mittels Durchflußzytometrie gemessen. Als Kontrolle dienten 
293-Zellen, die mit LCMV Wild-Typ infiziert waren. Bei der Wildvirusinfektion lag die GP-1/GP-2 Protein-Ex-
pression 2-3 Logstufen über der Negativkontrolle, bei einer relativ schwachen mRNA-Bande im Northern Blot 
(obere Bande LCMV-genomische RNA, untere Bande gp-mRNA). Bei ektoper Expression lag trotz höherer 
mRNA-Konzentrationen als bei der Wildvirus-Infektion die Proteinkonzentration für GP-1/GP-2 nur maximal 
eine Log-Sufe über der Negativkontrolle.

[0072] Fig. 5: HIV-GFP

[0073] Der infektiöse DNA-Klon von HIV pNL4-3 wurde am Anfang des env Genes mit NdeI geschnitten, die 
Schnittstelle aufgefüllt und religiert (s). Hierdurch verschiebt sich der Leserahmen und es entsteht kein funkti-
onelles env Genprodukt. Zwischen XhoI und BamHI wurde anstelle von nef das Gen für das "green fluorescent 
protein" kloniert (GFP).

[0074] Fig. 6: Wiederherstellung (rescue) des retroviralen Vektors MFGlnsLacZ durch LCMV.

[0075] Die retrovirale env-negative Verpackungszellinie TELCeB wurde durch LCMV bei einer m.o.i. von 0.01 
infiziert. Zwischen Tag 1 und 7 nach Infektion wurden die Überstände täglich ersetzt, und es wurden die Titer 
des LCMV-Wildtyps und des LacZ-Vektors durch einen Plaque-Assay auf L-929 bzw. durch LacZ-Gentransfer 
auf Sc-1 ermittelt. Zusätzlich wurde ein Teil der LCMV-infizierten TELCeB-Zellen täglich mit einem gegen das 
LCMV-Glykoprotein GP-1 gerichteten monoklonalen Antikörper gefärbt und mittels Durchflußzytometrie ana-
lysiert. Es ist die mittlere Fluoreszenz gezeigt. O-O LCMV-Wildtyp-Titer; ☐-☐ LacZ-Transfereinheiten; ∆-∆ mitt-
lere Fluoreszenz der LCMV Glykoprotein GP-Expression.

[0076] Fig. 7: MLV(LCMV)-Pseudotypen bewahren ihre Infektivität nach Ultrazentrifugation.

[0077] TELCeB wurden mit LCMV oder amphotropem Helfervirus infiziert. Die Überstände wurden geerntet 
und eingefroren. Es wurden die MLV(LCMV)- und amphotropen Pseudotyp-Titer bestimmt. Gleiche Mengen 
des infectiösen Virus wurde mittels Ultrazentrifugation pelletiert und dann einer Reinigung an einem 0 % – 40 
% Urografin-Gradienten unterworfen. Vektor-Titer und -dichten wurden in jeder Fraktion bestimmt. O-O ampho-
troper Pseudotyp; ☐-☐ MLV(LCMV)-Pseudotyp.
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SEQUENZPROTOKOLL
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ANLAGE ZUM SEQUENZPROTOKOLL
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Patentansprüche

1.  Retrovirale Verpackungszelle, dadurch gekennzeichnet, daß sie pseudotypisierte Virionen exprimiert, 
die LCMV-Glykoprotein in ihrer Hülle eingebaut enthalten.

2.  Retrovirale Verpackungszelle nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daß sie die retroviralen Gene 
gag und pol und ferner das für die Glykoproteine GP-1 und GP-2 des LCMV kodierende Gen gp oder einen 
Teil desselben enthält, wobei der Teil des gp-Gens von LCMV die Pseudotypisierung der Verpackungszellen 
gewährleistet und die Transfektion der Zielzellen und die stabile Integration von Transgenen nicht behindert.

3.  Retrovirale Verpackungszelle nach den Ansprüchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daß sie ferner 
das retrovirale Gen env und/oder regulatorische retrovirale Gene enthält.

4.  Retrovirale Verpackungszelle nach den Ansprüchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daß sie ferner 
mindestens ein für das Nukleoprotein kodierendes Gen np, für die RNA-Polymerase kodierendes Gen 1 
und/oder für ein Protein mit unbekannter Funktion kodierendes Gen z des LCMV enthält.

5.  Retrovirale Verpackungszelle nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daß das Retrovirus MLV-rela-
ted virus oder Lentivirus ist.

6.  Retrovirale Verpackungszelle nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daß das Retrovirus MLV, HIV, 
SIV oder FIV ist.

7.  Retrovirale Verpackungszelle nach den Ansprüchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daß sie ein oder 
mehrere Transgene enthält.

8.  Retrovirale Verpackungszelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daß das Transgen/die Trans-
gene neo, lacZ, EGFP, Ribozyme, mdr-1, das Suizidgen Herpes Simplex Virus Thymidin Kinase (HSV-tk) 
und/oder das Suizidgen Cytosin-Deaminase (CD) ist/sind.

9.  Retrovirale Verpackungszelle nach den Ansprüchen 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, daß das Trans-
gen/die Transgene Markergene, antiviral wirksame Sequenzen, antisense Sequenzen, transdominant-negativ 
wirkende Gene und/oder Zytokin-Gene ist/sind.
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10.  Retrovirale Verpackungszelle nach den Ansprüchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daß das Retro-
virus MLV ist, das kein Env-Protein exprimiert und LCMV die defekte Mutante L(ARM) ist.

11.  Retrovirale Verpackungszelle nach den Ansprüchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daß sie durch 
Transfektion einer Verpackungszelle, die die retroviralen Gene gag und pol enthält, mit einem Expressions-
plasmid erhältlich ist, das das gp-Gen des LCMV oder einen Teil desselben enthält, wobei der Teil des gp-Gens 
von LCMV die Pseudotypisierung der Verpackungszellen gewährleistet und die Transfektion der Zielzellen und 
die stabile Integration von Transgenen nicht behindert.

12.  Retrovirale Verpackungszelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daß sie ferner das retrovi-
rale Gen env, regulatorische retrovirale Gene und/oder das np-Gen, das l-Gen und/oder das z-Gen des LCMV 
oder Teile derselben enthält.

13.  Pseudotypisiertes Virion, dadurch gekennzeichnet, daß es von einer Verpackungszelle nach den An-
sprüchen 1 bis 6 exprimiert ist.

14.  Retroviraler Pseudotyp-Vektor, erhältlich durch Kultivieren von Verpackungszellen nach den Ansprü-
chen 1 und 7 bis 12.

15.  Verfahren zur Herstellung einer retroviralen Verpackungszelle nach den Ansprüchen 1 und 7 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daß man eine mit einem oder mehreren Transgenen transfizierte retrovirale Verpa-
ckungszelle, die die retroviralen Gene gag und pol enthält, durch Infektion mit LCMV pseudotypisiert.

16.  Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daß die retrovirale Verpackungszelle ferner 
das retrovirale Gen env und/oder regulatorische retrovirale Gene enthält.

17.  Verfahren nach den Ansprüchen 15 und 16, dadurch gekennzeichnet, daß man als LCMV die deletierte 
Mutante L(ARM) verwendet.

18.  Verfahren zur Herstellung einer retroviralen Verpackungszelle nach den Ansprüchen 1 und 7 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daß man eine mit einem oder mehreren Fremdgenen transfizierte retrovirale Verpa-
ckungszelle, die die retroviralen Gene gag und pol enthält, mit einem Expressionsplasmid transfiziert, das das 
gp-Gen des LCMV oder einen Teil desselben enthält, wobei der Teil des gp-Gens von LCMV die Pseudotypi-
sierung der Verpackungszellen gewährleistet und die Transfektion der Zielzellen und die stabile Integration von 
Transgenen nicht behindert.

19.  Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daß die retrovirale Verpackungszelle ferner 
das retrovirale Gen env, regulatorische retrovirale Gene und/oder ein oder mehrere Gene np, 1 und/oder z des 
LCMV enthält.

20.  Verwendung einer retroviralen Verpackungszelle nach den Ansprüchen 1 und 7 bis 12 zur in vitro-In-
fektion von Zellen und zur Expression des Transgens in diesen Zellen.

21.  Verwendung einer retroviralen Verpackungszelle nach den Ansprüchen 1 und 7 bis 12 zur Gentherapie.

22.  Verwendung nach den Ansprüchen 20 und 21 zur Transfektion hämatopoietischer Stammzellen.

23.  Verwendung nach Anspruch 21 zur Therapie von infektiösen Erkrankungen, insbesondere AIDS, und 
Neoplasien, insbesondere des Mamma-Karzinoms, oder des Melanoms sowie von anderen durch Gentherapie 
zugänglichen Erkrankungen.

24.  Verwendung nach den Ansprüchen 20 bis 22, bei der man die Verpackungszelle mit pharmazeutisch 
verträglichen Hilfs- und/oder Trägerstoffen formuliert.

25.  Pharmazeutisches Präparat, dadurch gekennzeichnet, daß es retrovirale Verpackungszellen nach ei-
nem der Ansprüche 1 und 7 bis 12 enthält.

26.  Pharmazeutisches Präparat nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daß es ferner pharmazeu-
tisch verträgliche Hilfs- und/oder Trägerstoffen enthält.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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