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Zusammenfassung

Einleitung (z.T. aus [1])

Seit den ersten gentherapeutischen Experimenten an Mausen in den
achtziger Jahren des letzten Jahrhunderts stehen den ausgesprochen
hohen Erwartungen an die Gentherapie groBe ethische, konzeptionelle,
und vor allem technische Probleme gegentlber, die bis heute groBtenteils
ungeldst sind [2, 3]. Insbesondere die Problematik des sicheren und
effizienten Gentransfers in die jeweilige Zielzelle war in der Vergangenheit
die Ursache fur die groBtenteils unerfillten Erwartungen, insbesondere im

Rahmen der in vivo Gentherapie vaskularisierter Organe.

Die zu Beginn der Entwicklung verwendeten retroviralen Vektorsysteme
ermdglichen zwar einen effizienten Gentransfer auch in vivo und wurden
in Untersuchungen zur Korrektur genetischer Defekte bzw. in der Therapie
hepatozelluldarer Karzinome verwendet [4, 5]. Vorteilhaft ist die stabile
Integration in das Genom der Zielzelle, was zu einer lang anhaltenden
Expression des Transgens flhrt, nachteilhaft ist die zufallige Integration in
das Genom mit der potentiellen Gefahr der Aktivierung von Onkogenen.
Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass Retroviren nur sich teilende
Zellen infizieren. Dieses Problem wird zwar durch die Verwendung von
rekombinanten Lentiviren (z.B. auf Basis des HIV-1), die auch ruhende
Zellen infizieren, umgangen, die hierdurch entstehenden Fragen der

biologischen Sicherheit sind jedoch letztlich ungeklart.

Adenovirale Systeme ermdglichen ebenfalls einen effizienten Gentransfer
sowohl in vitro- als auch in vivo. Nach vendser Applikation zeigt sich die
starkste Expression des jeweiligen Transgens in der Leber [6].
Rekombinante Adenoviren werden aufgrund des effizienten Gentransfers
in einer Vielzahl von Untersuchungen zur Expression von Transgenen in
der Leber verwendet, unter anderem zur Tumorgentherapie [7-9], zur
Korrektur genetischer Defekte [10], zur Therapie der Hepatitis [11] oder

im Rahmen der Transplantationschirurgie [12, 13]. Der hauptsachliche
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Nachteil der adenoviral-vermittelten Transfektion in vivo besteht in einer
sich schnell entwickelnden =zelluldren Immunreaktion gegen die
transfizierten Zellen, in deren Folge es zu Abnahme der
Transgenexpression bis auf Null im Verlauf kommt [14, 15]. Durch die
Immunreaktion gegen die Hepatozyten wird zusatzlich eine mehr oder
minder starke Hepatitis ausgeldst [16]. Insgesamt werden hierdurch die
erwunschten Effekte aufgehoben, zusatzlich kommt es zur Entwicklung
von Antikdérpern gegen Kapsidproteine des Adenovirus, sodass durch
erneute Gabe des Virus keine Transgenexpression mehr erreichbar ist
[17]. Die Weiterentwicklung adenoviraler Vektoren, wie zum Beispiel E4-
deletierte Adenoviren [18] oder die sogenannten ,gutless® Adenoviren
[19], die keine viralen Gene mehr enthalten, fahrt zwar zu einer
Verlangerung der Expressionsdauer in vivo, die Problematik der
Immunreaktion gegen transfizierte Zellen konnte jedoch nicht vollstandig

geldst werden.

Adeno-assoziierte Viren (AAV) besitzen aufgrund der flir den Menschen
nicht vorhandenen Pathogenitat, der Infektiositat flr ein breites Spektrum
an Zellen sowie der fehlenden Integration des rekombinanten Virus in das
Wirtsgenom bei trotzdem bestehender langfristigen Expression mehrere
Vorteile im Vergleich zu oben genannten viralen Systemen. Obwohl die
Verwendung von rekombinantem AAV in praklinischen Ansatzen sehr
vielversprechend erscheint, ist der Weg zur klinischen Anwendung von
mehreren Schwierigkeiten begleitet, die noch ungeldst sind. Neben den
hohen Produktionskosten [20] sind es vor allem die Entwicklung
neutralisierender Antikdérper [21], die die Anwendbarkeit von
rekombinanten  adeno-assoziierten  Viren am  Menschen  stark

einschranken.

Eine Losung dieses Problems stellt gegebenenfalls der Einsatz von
Plasmid-DNA dar. Diese ist relativ einfach in groBen Mengen herzustellen,

und die beschriebenen Nebenwirkungen sind gering. Eine effiziente in vivo



Transfektion der Leber durch Plasmid-DNA mittels sogenanntem
hydrodynamischen Gentransfer, bei dem die DNA in einem groBen
Volumen intravends appliziert wird, konnte in Nagermodellen bereits
gezeigt werden [22]. Allerdings kommt es hierbei in den meisten Fallen
durch den schrittweisen Verlust der transfizierten Plasmid-DNA zu einer
nur temporaren Expression des jeweiligen Transgens. In einer
vorausgegangenen Arbeit konnten wir jedoch zeigen, dass der in vivo
Gentransfer von Plasmid-DNA, der kleine Abschnitte des AAV-Genoms, die
sogenannten ITRs (inverted terminal repeats) enthalt, zu einer

langfristigen Genexpression in der Leber fuhrt [23].

Es war jedoch unklar, ob durch die Verwendung dieser AAV-Plasmid-DNA
ein ahnlich hohes Expressionsniveau wie durch virale Vektoren erreicht
werden kann. Diese Fragestellung wurde in der vorliegenden Arbeit

untersucht.

Methoden

Als Modellsystem verwendeten wir Lewis-Ratten, die sowohl mit
entsprechender Plasmid-DNA, als auch mit rekombinanten Viren, die
jeweils das Gen fur das lésliche MHC-Klasse I-Antigen RT1.Aa enthielten
(spezifisch flir den MHC-verschiedenen Rattenstamm DA), transfiziert
wurden. Im Anschluss wurde die Konzentration von RT1.Aa im Serum der
betreffenden Tiere im Zeitverlauf gemessen. Insbesondere wurde hierbei
untersucht, ob sich die Expressionshtéhe bzw. Expressionsdauer nach
Gentransfer mittels AAV-Plasmid-DNA von den entsprechenden
Ergebnissen nach adeno-assoziiertem Virus-vermitteltem Gentransfer

unterscheiden.

Als Kontrolle bzgl. der Expressionshdéhe diente der Gentransfer mittels
rekombinanter Adenoviren bzw. entsprechender Plasmid-DNA, die keine
AAV-ITRs enthielt.



Zum Nachweis einer funktionalen Expression wurden an entsprechend
transfizierten Tieren allogene Herztransplantationen durchgeflihrt.
Aufgrund der bekannten (schwach) immunsuppressiven Wirkung von
l6slichem RT1.Aa wurde  die Uberlebenszeitverlédngerung des

Herztransplantats als Nachweis der funktionalen Expression verwendet.

Die Praparation der entsprechenden Plasmide bzw. der rekombinanten
Viren erfolgte nach publizierten Standardtechniken, wobei als Promoter
zur Expression des RT1.Aa-Gens der murine Albuminpromoter verwendet
wurde. Die Transfektion mit rekombinanten Viren (sowohl Adenovirus, als
auch AAV) erfolgte durch Injektion der entsprechenden Virusmenge in die
Pfortader. Die Transfektion von Plasmid-DNA erfolgte hydrodynamisch
Uber die untere Vena cava. Die notwendigen Mengen an Virus bzw.
Plasmid-DNA war bereits in vorausgegangenen Arbeiten bestimmt worden.
Diese betrugen 125ug Plasmid-DNA, 1x10'® genomische Partikel AAV und
1x10*' genomische Partikel Adenovirus. Die Bestimmung des l&slichen
RT1.Aa-Antigens im Serum transfizierter Tiere erfolgte nach Blutentnahme
Uber die Schwanzvene mittels RT1.Aa-spezifischem ELISA. Allogene
Herztransplantationen (DA- auf Lewis-Ratten) erfolgten abdominell nach

der Methode von Ono und Linsey.

Ergebnisse

Die Transfektion mittels rekombinantem Adenovirus als auch mittels
Plasmid-DNA flUhrte bereits ab Tag 1 zu hohen RT1.Aa-Serumspiegeln,
wahrend die Expression nach AAV-vermitteltem Gentransfer erst nach 4-5
Tagen das Maximum erreichte. Im Fall von AAV- und AAV-Plasmid-DNA-
vermittelter Transfektion blieb die Transgenexpression auf hohem Niveau
fir Uber 300 Tage, wobei hierbei maximale Werte von Uber 50.000 ng/ml

RT1.Aa gemessen werden konnten.

Nach adenovirus-vermittelter Transfektion wurden anfanglich Werte Uber

1500 ng/ml erreicht. H6here Adenovirusdosen flhrte zu Expression bis zu



10000 ng/ml, waren aber mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden.
Die anfanglich hohe Expressionsrate fiel mit der Zeit ab und war nach 10-

14 Tagen nicht mehr nachweisbar.

Nach der Transfektion mit dem Kontroll-Plasmid, das keine AAV-ITR
enthalt, wurden zunachst ebenfalls hohe Expressionsniveaus erreicht,
jedoch konnte im Vergleich zu AAV-ITR-enthaltenden Plasmiden oder AAV

im Verlauf ein deutlicher Abfall der Expression detektiert werden.

Zum Nachweis einer funktionalen Expression von RT1l.Aa flhrten wir
schlieBlich an transfizierten Tieren allogene Herztransplantationen durch.
Hierbei kommt es durch die immunsuppressive Wirkung von loslichem
RT1.Aa zu einer Uberlebenszeitverlangerung des Herztransplantats.
Sowohl nach Transfektion mittels AAV, als auch nach Transfektion mittels
AAV-Plasmiden, konnte eine Uberlebenszeitverldngerung nach allogener
Herztransplantation nachgewiesen werden. Somit konnte auch nach AAV-
Plasmid-vermitteltem Gentransfer eine funktionale Expression

nachgewiesen werden.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass die Verwendung von
AAV-Plasmiden im Vergleich zu rekombinantem AAV in Bezug auf den in
vivo Gentransfer der Leber zumindest im Nagermodell gleichwertig ist. Im
Vergleich zu Erstgenerationsadenoviren sind AAV-Plasmide bezlglich der

Expressionsdauer Uberlegen.

Diskussion

Seit der ersten Beschreibung der so genannten "hydrodynamics-based
transfection” im Jahr 1999 durch Liu et al. [22], bei der Plasmid-DNA in
einem groBen Volumen (10% des Kdrpergewichts) Uber die Schwanzvene
von Mausen injiziert wird, wurden inzwischen vor allem wegen der
Einfachheit und Effektivitat der Methode sehr viele Studien unter

Verwendung dieses Verfahrens durchgefUhrt [24-27]. Zusatzlich wurde



2004 durch Inoue et al. eine Modifikation der Methode eingeflhrt,
wodurch das notwendige Injektionsvolumen reduziert werden konnte, was
insgesamt zu einer deutlich reduzierten Mortalitat fihrte [28]. Dies zeigen
auch unsere Ergebnisse: In unseren Versuchen starb durch Verwendung

der modifizierten Methode kein Tier wahrend der Transfektion.

Insgesamt zeigen unsere Versuche, dass durch hydrodynamischen
Gentransfer mit AAV-Plasmiden eine hohe und langanhaltende Expression
erreicht werden kann, der mit dem AAV-basierten Gentransfer (bezogen
auf AAV Serotyp 2) vergleichbar ist. Aufgrund der langeren
Expressionsdauer sind AAV-Plasmide adenoviralen Vektoren der ersten
Generation Uberlegen; dies gilt analog fir "normale" Plasmide ohne AAV-
ITRs.

Die Transfektionseffizienz in der Leber nach hydrodynamischen
Gentransfer wird in der Literatur mit ca. 40% beschrieben [22]. Das
Verfahren ist damit etwa gleich wirksam gegenlber adenoviralem
Gentransfer mit Erstgenerationsadenoviren [29]. Im Gegensatz hierzu
erzielen jedoch neuere, sogenannte "gutless" adenovirale Vektoren 2- bis
5-fach héhere Expressionsraten [30]. Zusatzlich kann die Expression des
Transgens mit diesen Vektoren zum Teil Uber 1 Jahr nach der Transfektion
noch nachgewiesen werden. Damit stellt sich die Frage, ob die neueren
adenoviralen Vektoren dem  Plasmid-DNA-basiertemm  Gentransfer
Uberlegen sind. Diese Mdéglichkeit kann durch die vorliegenden Daten nicht
ausgeschlossen werden, auch wenn in unseren Versuchen die Verwendung
von Plasmid-DNA im Vergleich zu Erstgenerationsadenoviren ebenfalls zu

hoheren Expressionsraten flhrte.

Im Gegensatz zu Adenoviren sind flr den auch von uns verwendeten AAV
Serotyp 2 in der Leber nur Transfektionseffizienzen zwischen 2-5%
beschrieben; diese sind signifikant niedriger als die beschriebenen

Wirkungsgrade nach hydrodynamischen Gentransfer [31, 32]. Diese Daten



werden durch unsere Experimente betatigt. Im Vergleich zu Plasmid-DNA
fanden wir etwa 4-5-fach niedrigere Expressionraten nach AAV-
vermittelten  Gentransfer. Eine  wesentliche Verbesserung der
Expressionsraten, zumindest in Nagetiermodell, kénnte mit dem Einsatz
von alternativen AAV-Serotypen erreicht werden. Es ist bekannt, dass die
Verwendung von AAV-Serotyp 8 im Vergleich zum Serotyp 2 zu 10- bis
20-fach hdheren maximalen Expressionsraten in der Leber fuhrt [33].
Allerdings ist flr den Serotyp 8 nach einem Expressionsmaximum nach ca.
3 Wochen ein Abfall auf ca. 30% der maximalen Expression beschrieben
[33]. Daruber hinaus liegen mit dem AAV-Serotyp 8 in gréBeren Tieren
oder Primaten nur begrenzte Erfahrungen vor. Wir haben daher die
Ergebnisse nach AAV-Plasmid-DNA-vermittelter Transfektion mit denen
nach AAV Serotyp 2 vermittelter = Transfektion verglichen.
Zusammengenommen ist jedoch durchaus madglich, dass die Verwendung

von AAV Serotyp 8 der Transfektion mit AAV-Plasmiden Uberlegen ist.

In unseren Versuchen verwendeten wir 2  unterschiedliche
Transfektionsverfahren: Plasmid-DNA wurde durch hydrodynamischen
Gentransfer transfiziert, wahrend die Transfektion von rekombinanten
Viren durch "einfache" intravendse Injektion erfolgte. Hierbei ist zu
beachten, dass unterschiedliche Applikationsverfahren nicht nur zu
unterschiedlichen maximalen Expressionsraten fiihren kdénnen, sondern
auch Unterschiede in der Expressionsdauer auftreten kénnen. Eine neuere
Untersuchung konnte nachweisen, dass der adenoviralem Gentransfer via
hydrodynamischer Injektion anstelle von "normaler" Injektion zu einer
erhohte Expression fuhrt. Allerdings bleiben die Expressionsniveaus in der
gleichen GréBenordnung [34]. Da unsere eigenen Ergebnisse bereits eine
héhere Expression nach hydrodynamisch applizierter Plasmid-DNA im

Vergleich zu "normal" applizierten rekombinanten Viren zeigen, erscheint
eine signifikant hdhere Expression nach hydrodynamisch appliziertem
Virus gegenuber hydrodynamisch  applizierter  AAV-Plasmid-DNA

unwahrscheinlich. Keine Unterschiede sind auch bei der Expressionsdauer



zu erwarten: Beim Vergleich des zeitlichen Verlaufs der humanen Faktor
IX-Expression nach adenoviralem Gentransfer konnten Brunetti-Pierri et
al. zeigen, dass die hydrodynamische Injektion die Dauer der

Transgenexpression nicht beeinflusst [34].

Obwohl der hydrodynamische Gentransfer von Plasmid-DNA zu einer initial
hohen Expression des Transgens fiuhrt, zeigen die meisten Studien, dass
diese Expression im Zeitverlauf instabil ist. So zeigt sich beispielsweise
nach Plasmid-DNA-vermitteltem Gentransfer von CTLA4-Ig in Ratten das
Expressionsmaximum 2 Tage nach Transfektion; im Verlauf fallt dann die
Expression auf ein niedriges Niveau ab [28, 35]. In einer anderen Studie
konnte die Expression des humanen-alpha-1-Antitrypsin-Gen (hAAT) zwar
flr bis zu 6 Monate in Mausen nachgewiesen werden, aber die anfanglich
hohen Expressionsraten waren nach einer Woche stark ricklaufig [36].
Diese Ergebnisse werden von unseren eigenen Kontrollexperimenten
bestatigt, die einen ca. 100-fachen Abfall innerhalb von 1 Monat zeigen,

wenn Plasmid-DNA ohne AAV-ITRs verwendet wird.

Zur Verlangerung der Expression nach Plasmid-DNA vermitteltem
Gentransfer wurden bereits mehrere Veranderungen am "Design" der
Plasmid-DNA beschrieben. So konnte Ochiai et al. eine schnelle
Inaktivierung der haufig in Expressionsplasmiden verwendeten CMV-
Promotors in vivo nachweisen [37]. Dies konnte zwar durch die
Verwendung des natldrlichen hAAT-Promotor verbessert werden, es
zeigten sich leider jedoch auch deutlich niedrigere Expressionsniveaus
[38]. Miao et al. beschrieben die Verwendung von sogenannten "specific
control region sequences" (LCR) zur Verbesserung der Expression [39].
Chen et al. berichten eine verlangerte Transgenexpression nach
Transfektion von sogenannten "Mini Circle DNA-Vektoren", die frei von
allen bakteriellen DNA-Sequenzen sind [40, 41].



Trotz aller bisherigen Versuche zur Verbesserung des Vektordesigns
zeigen die meisten Studien immer noch eine Abnahme der
Transgenexpression im Zeitverlauf. Als Ursache wird angenommen, dass
durch den natirlichen Turnover von Hepatozyten in der Leber mit einer
geschatzten Halbwertszeit von 6-12 Monaten ein Verlust der nicht
genomisch integrierten Transgen-DNA erfolgt [42]. Um die genomische
Integration des jeweiligen Transgens zu erleichtern, wurden Systeme wie
das ‘"sleeping beauty system" [43-45] oder die Integration von
sogenannten nuklearen scaffold / matrix attached regions (S / MAR) in
Expressionsvektoren [46, 47] entwickelt. Ob hierdurch die Abnahme der
Transgenexpression im Zeitverlauf verhindert werden kann, bleibt

abzuwarten [42]

Im Gegensatz dazu konnte nach in vivo Transfektion mit rekombinanten
AAV eine langfristige Expression bereits in zahlreichen Studien gezeigt
werden [48-51]. Obwohl rekombinanter AAV nicht in das Genom der
Wirtszelle integriert, ist das Genom rekombinanter AAV im Zellkern von
Maushepatozyten als sogenanntes ‘"episomales Konkatemer" flr
mindestens 1,5 Jahren nachweisbar [52]. AAV-ITR-haltige Plasmide
werden in die Zelle als doppelstrangige DNA aufgenommen und ahneln
damit der Struktur des umgewandelten AAV-Genoms. Obwohl es
unwahrscheinlich ist, dass die kreisformige AAV-Plasmid-DNA analog zum
linearen AAV-Genom in Konkatemere umgewandelt wird, besteht die
Mdglichkeit, dass die Existenz der AAV-ITRs eine stabilisierende Wirkung
auf die transfizierte DNA hat. Dies koénnte schlieBlich die von uns

beobachtete, im Zeitverlauf stabile, Expression erklaren.

Die bereits publizierten Daten zur Stabilitat der Expression nach AAV-
vermitteltem Gentransfer gelten nur flir den Fall, dass im jeweils
verwendeten Modell keine Leberregeneration stattfindet. In Modellen mit
Leberregeneration ist die Expression instabil, unabhangig von der

Verwendung von rekombinantem AAV oder AAV-Plasmid-DNA flr den



Gentransfer [53-55]. Es ist bekannt, dass ein hydrodynamischer
Gentransfer in die Leber eine Gewebsschadigung mit anschlieBender
Leberproliferation induziert, sodass als Folge im vorliegenden Modell
eigentlich eine Abnahme der Expression im Zeitverlauf anzunehmen ware.
Obwohl das AusmaB der Gewebeschadigung in unserem System als eher
beschrankt anzusehen und deutlich geringer als bei hydrodynamischen
Injektion Uber die Schwanzvene ist [28], kann auch die Mdglichkeit einer
bevorzugten genomischen Integration der ITR-enthaltenen Plasmide, die
die stabile Expression trotz Leberproliferation erklaren wirde, nicht
ausgeschlossen werden. Dies ist insofern von Bedeutung, da wir
Expressionsniveaus von Plasmid-DNA nach hydrodynamischen Gentransfer
mit Expressionsniveaus von rekombinanten Viren nach "normalem"
Gentransfer verglichen haben. Zur Klarung dieser Frage untersuchten
Nakai et al. in einem Leberproliferationsmodell der Maus die genomische
Integration verschiedener DNA-Konstrukte nach hydrodynamischem
Gentransfer, unter anderem auch Plasmide mit und ohne AAV-ITRs.
Hierbei zeigte sich kein Unterschied zwischen ITR-enthaltenden und ITR-
freien, zirkuldaren Plasmiden, wie sie auch von uns verwendet wurden
[54].

Auf dem Weg zur klinischen Anwendung des hydrodynamischen
Gentransfers sind weitere Entwicklungsschritte notwendig. GroBe
Tierstudien zeigen, dass diese Gentransfermethode bei Schweinen deutlich
weniger effizient (<30-fach) als bei Nagetieren ist [56, 57]. Allerdings
berichten Brunetti-Pierri et al. Uber eine modifizierte Form des
hydrodynamischen Gentransfers unter Verwendung von rekombinanten
"gutless" adenoviralen Vektoren. Hierbei kann in Pavianlebern die
langfristige Expression therapeutischer Mengen des a-Fetoprotein bis zu 3
Jahre nachgewiesen werden [58]. Eine Anwendung von Plasmid-DNA
mittels hydrodynamischen Gentransfer am Menschen ist bisher nicht
beschrieben, aber Manno et al. berichteten 2006 Uber die Ergebnisse einer

menschlichen Phase 1-Studie nach AAV-vermitteltem Gentransfer von
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Faktor IX in die Leber. Leider konnte hierbei keine langfristige Faktor IX-
Expression erreicht werden. Mdglicherweise war aufgrund von
Immunantworten gegen AAV-Kapsidproteine die Expression des Transgens

auf etwa acht Wochen beschrankt [21].

Obwohl noch keine praktischen Erfahrungen mit dem Plasmid-DNA-
vermittelten Gentransfer im Menschen vorliegen, bietet der aktuelle
Ansatz einige wichtige Vorteile gegenliber der Verwendung von
rekombinanten AAV: Die Methode ist einfach, was zumindest theoretisch
die Kosten pro Dosis deutlich reduziert [20, 59, 60]. Im Gegensatz zu
rekombinantem AAV gibt es keine Beschrankung der GroBe des zu
klonierenden Transgens. Zusatzlich ist eine Immunisierung gegen virale
Kapsidproteine aufgrund des Fehlens derselben in Plasmid-DNA-

Praparationen nicht mdglich.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass zumindest im Rattenmodell
eine funktionale und langfristige Genexpression nach Plasmid-DNA-
vermitteltem Leber-Gentransfer madglich ist. Inzwischen wurde die
Methode des hydrodynamischen Gentransfers in mehreren
GroBtiermodellen erfolgreich angewandt, wodurch sie auch klinisch
anwendbar erscheint [42, 61, 62]; die zusatzliche Verwendung von AAV-
ITR-haltigen Plasmiden, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, kann
hierbei zu einer weiteren Verbesserung der Ergebnisse zukunftiger

klinischer Studien fuhren.
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Abstract

Background Successful liver gene therapy depends on efficient gene
transfer techniques and long-lasting gene expression after successful
transfer. Over the last decades, important progress has been made
with the introduction of viral vectors using animal models, although
their use is hampered by a complex and costly preparation compared
to the simple and cost-effective preparation of plasmid DNA. These
problems become even more critical when considering the application
of viral vectors in human gene therapy and gene therapy trials. In
a previous study, we were able to show that the hydrodynamics-
based gene transfer of plasmid-DNA, containing the adeno-associated-virus
specific inverted terminal repeats (AAV-ITR), prolongs gene expression in
the liver, although it remained unclear whether plasmid gene transfer
could achieve similar expression levels compared to viral-vector gene
transfer.

Methods Rat livers were transfected in-vivo with AAV-ITR-containing
plasmid-DNA using a modified hydrodynamics-based procedure. Expression
levels were monitored thereafter and compared with expression levels after
viral-vector gene transfer.

Results A high and stable long-term expression was achieved after in vivo
transfection of rat livers with AAV-ITR-containing plasmids. The expression
course resembled that after AAV-mediated gene transfer, and the expression
was at least as high, and lasted as long, compared to recombinant AAV-
mediated gene transfer.

Conclusions We consider AAV-ITR-containing plasmids as a simple and
cost-effective alternative to recombinant viral vectors, especially for liver-
directed gene therapy in rodents. With ongoing progress in gene transfer
methods for naked DNA, these plasmids may also become a successful
alternative to recombinant viral vectors in human gene therapy. Copyright ©
2010 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords AAV plasmid; invivo gene therapy; naked DNA gene transfer;
nonviral gene transfer



Introduction

Besides muscle tissue, the high-protein producing liver
is an important target for systemic in vivo gene therapy.
After transfection with viral vectors, high and long-lasting
expression has been demonstrated in several studies
[1-4]. On the way to clinical use, however, viral vectors
have been associated with several problems, which are
still unsolved [5-8]. Besides high production costs, side
effects and the development of neutralizing antibodies
have led to early termination of several clinical studies
with viral vectors [6,7]. A possible solution could be
the use of plasmid-DNA because large-scale production
is relatively simple and the anticipated side effects are
low [9]. Efficient in vivo transfection of the liver by
plasmid-DNA has already been demonstrated in rodents
by hydrodynamics-based methods [10-18]. However,
most studies report only short-term expression that maybe
a result of the lack of plasmid-DNA persistence in the
cell nucleus. This lack of persistence can possibly be
addressed by the use of adeno-associated-virus (AAV)
plasmids, where the coding sequences of the respective
transgene are cloned between the AAV-specific inverted
terminal repeats (ITRs). Recombinant (r)AAV does not
appear to integrate into the genome at a specific site [19],
although long-term expression after AAV-mediated gene
transfer has been described in several studies [19-22].
After transfection, the single-stranded AAV genome is
converted into double-stranded DNA, which then exists
in the nucleus in an episomal form [19]. This form is
probably imitated by the direct gene transfer of AAV-
ITR-containing plasmids, which is an idea supported
by our recent findings that in vivo gene transfer with
these plasmids leads to prolonged expression [23]. It
remains unclear, however, whether transfection with
these plasmids results in the same expression course and
level as rAAV.

In the present study, we analyzed the expression course
of the DA-rat specific soluble major histocompatibility
complex (MHC) class I-antigen RT1.A? in livers of human
leukocyte antigen-disparite Lewis-rats after gene transfer
with AAV-ITR-plasmid-DNA, and compared these results
with the expression course after AAV-mediated gene
transfer. Plasmid-DNA, containing no AAV-ITR, as well
as a first-generation recombinant adenovirus known for
its initially high, but only temporary, expression, served
as controls for production levels.

A. Doenecke et al.

Materials and methods

Preparation of adenoviral vectors

(AdV)

The pAdEasy system, originally described and kindly
provided by He etal. [24] was used to develop our
AdV constructs. To produce rAAV, HEK293 cells (1.5 x
10°/25 cm? flask) were transfected with Pacl linearized
recombinant plasmids (4 ug of linear plasmid/20 ul
Lipofectamine; Life Technologies, Karlsruhe, Germany).
Transfected cells were harvested after a 7-day incubation
period at 37°C and cell lysates were then used for
infection of fresh HEK293 cells. High-titer viral vector
stocks were purified by CsCl ultracentrifugation after
four or five rounds of amplification. Finally, viral vector
titers were determined using a limiting-dilution assay, as
modified from the methods described by Nyberg-Hoffman
et al. [25]. For this assay, a chi-square minimization
analysis was performed to calculate the frequency of
infectious particles and the number of fluorescent forming
units (ffu).

Construction of AAV plasmids

To construct an AAV-expression plasmid for soluble
RT1.A2, the respective genes were cloned using standard
techniques into the AAV plasmid pSUB201 [26], under
the control of the mouse albumin promoter. Construction
of the soluble RT1.A?%-gene has been described previously
[27]. The resulting plasmid was named pSA-RQ (RT1.A?).
The control plasmid pSA-RQ (-ITR) was constructed by
digesting and religating pSA-RQ with BssHII, thereby
excising an 85-bp segment containing the functional
domains in both AAV-ITR-sequences. The ‘empty plasmid’
termed pSA-empty (i.e. containing no gene), was used
as further control. Plasmid DNA was purified with an
EndoFree Giga Plasmid preparation kit (Qiagen, Hilden,
Germany). The plasmids are shown in Figure 1.

Production of rAAV

rAAV were produced in HEK293 cells according to
a modified adenovirus-free method [28,29]. For one
rAAV vector preparation, eight 500-cm? bioassay dishes

|| sGHpA \“7

A —“| pAlb >[ RT1Aa
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Figure 1. AAV plasmids containing the soluble RT1.A? gene. pSA-RQ (A) was constructed by cloning the soluble RT1.A? gene into
the AAV plasmid pSUB201, under the control of the mouse albumin promoter. The control plasmid (pSA-empty) (B) was the same
plasmid without an insert. pSA-RQ (-ITR) was constructed by excising the AAV-ITR sequences out of plasmid pSA-RQ (C)

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.
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(Corning, Acton, MA, USA) containing approximately
3 x 108 HEK293 cells were triple-transfected with 200 ug
of the packaging plasmid, pRC [30], 600 ug of the helper
plasmid pXX6-80 [29] and either 200 ug of pSA-empty
or 200 ug of pSA-RQ.

Medium [Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM), supplemented with 10% fetal calf serum] was
changed the following day, and cells were harvested 60 h
after transfection. Cells from eight dishes were resus-
pended in a total volume of 70 ml of serum-free medium,
frozen, thawed two times, and incubated with 0.1 mg each
of DNase I and RNase A (Roche Biochemicals, Mannheim,
Germany) for 30 min at 37 °C. After centrifugation at 4°C,
the supernatant was transferred into a new tube, incu-
bated with 0.5% (final concentration) deoxycholic acid
(Sigma-Aldrich, Munich, Germany) for 30 min at 37°C,
and sequentially filtered through a 5-mm pore size filter
and then a 0.8-mm pore-size filter (Millipore, Bedford,
MA, USA). The cleared crude lysate was then purified
with 8 ml of heparin-agarose (Sigma-Aldrich) by affinity-
column-chromatography. After calibration with 25 ml of
phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.4), the filtered
crude lysate was applied to the column with a flow speed
of approximately 1 drop/s. The matrix was washed twice
with 25 ml of PBS (pH 7.4) containing 0.254m NaCl. The
viral vectors were then eluted with 15 ml of PBS (pH
7.4) containing 0.4 M NaCl. The eluate was concentrated
to approximately 1 ml with an Amicon Ultra-15 Centrifu-
gal Filter Device (NMWL 100 kDa; Millipore). To adjust
the NaCl concentration to physiological levels, the filter
device was refilled with PBS (pH 7.4) and the viral vector
was concentrated to 1 ml.

The viral vector titers per preparation was determined
by real-time polymerase chain reaction, as described
previously [31]. A typical preparation from eight 500-
cm? dishes resulted in approximately 10'2-10'3 viral
particles.

Allogeneic heterotopic heart
transplantation

Male Lewis and ACI rats were obtained from Harlan
Sprague-Dawley (Hannover, Germany). ACI heterotopic
cardiac transplants were performed in Lewis recipients
(200-250 g) using a modification of the technique
originally described by Ono and Lindsey [32]. Briefly, ACI
donor hearts were placed into the recipient’s abdomen
and the pulmonary artery of the donor heart was
sutured end-to-side to the recipient vena cava; the
donor aorta was sutured using the same technique to
the recipient abdominal aorta. Graft rejection time was
defined as the time at which no cardiac contractions were
palpable; rejection was verified by direct inspection of
the allograft via laparotomy. A standard log-rank analysis
was performed to determine statistical significance of the
survival data after heart transplantation.

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.

Animals

All animal care and procedures were performed using
criteria outlined in the ‘Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals’ prepared by the National Academy
of Sciences and the National Institutes of Health and
were approved by the Animal Care Committee of the
Oberpfalz, Germany. Rats were cared for in accordance
with institutional guidelines and according to the German
Animal Protection Law.

Application of recombinant (r)AdV and
rAAV

rAdV preparations, as well as TAAV preparations, were
injected in a total volume of 500 ul of PBS (pH 7.4) via
the portal vein after laparotomy.

Retrograde injection of plasmid-DNA
into the rat liver

A modified procedure originally described by Inoue et al.
[10] was used to transfect rat livers with plasmid-DNA.
After cannulation of the inferior vena cava (IVC; caudal
to the renal veins) using a 1-mm silicon tube, the
supra-hepatic IVC was cross-clamped with a Satinsky
clamp, and a 4/0 silk suture was wrapped around
the infrahepatic suprarenal IVC and microclipped. Then,
125 ug of plasmid-DNA (diluted in PBS; 2.5% of rat body
weight) was rapidly injected within 5-10 s.

Determination of RT1.A? expression

An RT1.A%-specific ELISA was used to measure RT1.A?
levels as described previously [27]. Briefly, a 96-well
half-area plate was coated with the RT1.A%-specific
monoclonal antibody R2/155 (Serotec, Eching, Germany)
and captured RT1.A? was detected with OX-18-biotin
(Serotec), which is a monoclonal antibody specific for a
monomorphic determinant of RT1.A?. The complex was
detected with streptavidin horseradish peroxidase and
the plate was analyzed at 490 nm with an automated
microplate reader. To quantitate the concentration of
RT1.A?, a linear regression analysis was performed using
purified RT1.A? antigen as a standard.

Culturing of HEK293 cells

HEK 293 cells (Clontech, Mountain View, CA, USA)
were cultured in DMEM supplemented with 100 units/ml
penicillin G sodium, 100 mg/ml streptomycin, 4 mM L-
glutamine, and 10% fetal bovine serum at 37°C in a 5%
CO3-containing humidified incubator. Cell cultures were
split every 2—4 days by trypsination, when they reached
70-80% confluency.

J Gene Med (2010).
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Results

Male Lewis rats (190-250 g body weight) were trans-
fected in vivo with pSA-RQ plasmids using the described
retrograde injection via the vena cava, or by intraportal
injection of AAV-RQ or AdV-RQ. Serum levels of solu-
ble RT1.A* were subsequently measured over time by
periodical blood drawings. In the preceding experiments,
dose-response-curves were generated to find the optimal
amount of DNA or viral vector for maximum expression
(Figure 2). The required amounts were 125 g of plasmid-
DNA (equivalent to 1.5 x 10'® DNA molecules), 1 x 10'3
genomic particles of AAV (equivalent to 2 x 10! infec-
tious particles) and 2 x 10° pfu (equivalent to 1 x 10!
genomic particles) of AAV-RQ. These amounts were used
for the described experiments.

After transfection of AdV-RQ and pSA-RQ-plasmid-
DNA, high expression levels were detected in serum
from day 1 onward, whereas expression levels after
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Figure 2. Dose-response-curves after in vivo gene transfer of
AAV plasmid-DNA (A), AAV-vectors (B) and adenoviral vectors
(C). For plasmid-DNA, a similar analysis already has been
performed by Inoue et al. [10], showing maximum expression
levels at a minimum of 1256 g of DNA/rat. The same is true in
our system. For gene transfer with AdV-RQ, a minimum amount
of 2 x 10° ffu/rat is necessary, as previously reported [11]

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.
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rAAV-mediated transfection achieved its maximum only
after 4-5 days. In the case of rAAV and AAV plasmid-DNA-
mediated transfection, transgene expression remained at
high level for over 300 days (Figure 3), and maximum
levels over 50000 ng/ml were detected. After rAdV-
mediated transfection, levels over 1500 ng/ml of soluble
RT1.A® were achieved. Higher doses of rAdV led to
expression levels up to 10000 ng/ml, although these
were associated with significant toxicity, consistent with
a previous study [33]. After transfection with the control
plasmid pSA-RQ (-ITR), which contains no AAV-ITR, the
same high expression levels were initially detected (as
with pSA-RQ), although these levels dropped significantly
over time, indicating an accelerated cellular loss of the
transfected DNA. As expected, in vivo transfection with
control plasmid or control viral vector did not result in
detectable soluble RT1A? expression.

In previous studies, we have demonstrated the
immunosuppressive effect of soluble RT1.A? molecules in
rat heart transplantation. After AdV-mediated transfection
in vivo, a slight prolongation of heart allograft survival
has been shown in the strong responder combination,
DA-to-Lewis [11,33,34]. In the present study, we tested
for functional expression of soluble RT1.A? after rAAV
and AAV plasmid-DNA-mediated transfection by similarly
performing allogeneic DA-to-Lewis heart transplantation
after rAAV and AAV plasmid-mediated gene therapy.
Consistent with our previous data after rAdV-mediated
gene transfer, a positive effect on allograft survival
can only be detected if AAV plasmid-DNA or rAAV is
injected several days before heart transplantation. Note
that the time period between gene transfer and heart
transplantation differed with rAdV, rAAV or AAV plasmid-
DNA use because delayed gene expression with rAAV
required earlier application (day —15) than with rAdV
(day —7) or AAV plasmid-DNA (day —6). As demonstrated
in Table 1, a small, but significant prolongation of heart
allograft survival was detected, independent of the gene
transfer method, indicating functional expression of the
transferred gene in all cases.

Taken together, the results obtained in the present
study demonstrate that gene transfer of the soluble rat
MHC I-antigen RT1.A? using AAV plasmids via retrograde
perfusion of the liver leads to equally high, long-lasting
and functional, gene expression when directly compared
to conventional adenoviral vector- or AAV-based gene
transfer.

Discussion

Subsequent to the first description of the so-called
‘hydrodynamics-based transfection’ in 1999 [35], where
Liu etal. [35] were able to demonstrate in vivo
transfection of the liver after injection of plasmid DNA in a
large volume into the tail vein of mice, hundreds of studies
have been published using this method [12,15-18],
mainly because of its effectiveness and simplicity. A
modification was introduced in 2004 by Inoue et al. [10]

J Gene Med (2010).
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Figure 3. Expression of RT1.A? after transfection of Lewis-rat livers with recombinant adenovirus (2 x 109 pfu/rat), rAAV (1013
genomic copies/rat), AAV plasmid-DNA (pSA-RQ, 1256 g/rat) or plasmid-DNA containing no AAV-ITR [pSA-RQ (-ITR), 1256 g/rat].
After transfection with AAV-RQ and plasmid pSA-RQ, expression levels remain high for at least 11 months. By contrast, transfection
with the first generation adenovirus AdV-RQ led to only short-term expression. Transfection with pSA-RQ (-ITR) led to an initially
high expression, although expression levels dropped approximately 100-fold over the first 30 days. (A) Long-term expression data.

(B) Short-term expression data

Table 1. Functional effects of the gene transferred soluble
RT1.A2: survival of DA-to-Lewis heart allografts after rAdV, rAAV
or AAV plasmid-mediated gene therapy in vivo

Day of Statistics
Plasmid-DNA injection? Survival (log rank)P
no gene transfer - 6,6,6,6
pSA-empty -6 5,6,6,6
pSA-RQ -6 6.6,7,7,8,10 0,030
pSA-RQ -2 4,6,6
AdV-empty -7 6,6,6
AdV-RQ -7 7,9,10 0,025
AdV-RQ -1 6.6,6,6
AAV-empty —-15 6,6,6,6
AAV-RQ -15 7,7,10 0,014
AAV-RQ -1 6,6, 6

2day of injection vs. day of heart transplantation.

bversus empty plasmid/virus.

A significant prolongation of heart allograft survival was detected after
transfection of the soluble RT1.A%, independent of the vector system
used. Note that the time period between gene transfer and heart
transplantation is essential for function because delayed gene expression
with rAAV required earlier application (day-15) than with rAdV (day-7)
or AAV plasmid-DNA (day-6). The duration of heart allograft survival
after allogeneic HTx is indicated, as measured by a palpaple pulse of the
transplanted heart.

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.

who directly injected plasmid DNA into the inferior vena
cava after clamping the suprahepatic vena cava. The
necessary volume could thereby be reduced, leading to
less mortality at the same time as maintaining transfection
efficiency [10]. In our own experiments, no animal died
from injection volume-related problems, and all animals
showed high expression after gene transfer.

Our experiments show that hydrodynamics-based
transfection with AAV-ITR-containing plasmids is at least
as effective as adenoviral vector gene transfer (first-
generation adenoviral vectors) and as effective as AAV-
based transfer with AAV serotype 2. By contrast to no-
AAV-ITR containing plasmids, the initially high expression
levels remain stable over time.

In general, a transfection efficiency of approximately
40% using hydrodynamics-based gene transfer has been
described [35]. This method is equally effective compared
to published transfection efficiencies after adenoviral-
mediated gene transfer; efficiencies of about 40% have
been described with a first-generation adenoviral vector
in a rat model [36].

Higher expression levels and transfection efficiencies
can be achieved with newer, ‘gutless’, adenoviral vectors
(two- to five-fold better) [37]. In addition, and opposite
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to first-generation adenoviral vectors, expression can
be detected for over 1 year after transfection. This
raises the question of whether a significantly higher
expression level could be achieved with the use of ‘gutless’
adenoviral vectors instead of first-generation adenoviral
vectors compared to AAV plasmid-DNA. However, AAV
plasmid-DNA also led to higher expression levels than
first-generation adenoviral vectors, making a significant
advantage of ‘gutless’ adenoviral vectors in terms of
expression levels unlikely compared to AAV plasmid-DNA.

By contrast, transfection efficiencies of only 2—5% have
been described after AAV-mediated liver-directed gene
transfer with AAV serotype 2, which is significantly lower
than the described efficiencies after hydrodynamics-based
gene transfer [38,39]. These results are confirmed by our
experiments, where we found an approximately four-
to five-fold lower expression after AAV-vector-mediated
gene transfer versus plasmid-DNA-mediated transfection.

A significant improvement for AAV-mediated liver-
directed gene transfer, at least in rodents, could be
achieved with the use of alternate AAV serotypes. It
is well known that the use of AAV serotype 8 leads
to an approximately ten- to 20-fold higher maximum
expression levels compared to AAV serotype 2 [40].
However, opposite to AAV serotype 2, expression levels
peak at approximately 3 weeks, and drop thereafter to
approximately 30% of maximum expression levels, before
reaching a steady-state level [40]. In addition, experiences
with AAV serotype 8 in larger animals or primates are still
limited because AAV serotype 2 is still the most widely
used serotype. We therefore compared the results after
AAV plasmid DNA-mediated transfection with those after
AAV serotype 2 transfection.

When comparing transfection efficiencies, it is impor-
tant to note that we used 2 different application pro-
cedures for plasmid-DNA and viral deliveries. In theory,
different application procedures might not only lead to
different maximum expression levels, but also to dif-
ferences in duration of transgene expression. A recent
comparison of expression levels after adenoviral gene
transfer via hydrodynamic injection and regular injection
in mice showed an increased expression after hydro-
dynamic injection of adenoviral vectors, although the
expression levels remained in the same order of magni-
tude [41]. Similarly, our own results showed a higher
expression after hydrodynamically applied plasmid DNA
compared to conventionally applied viral vector. A signif-
icantly higher expression after hydrodynamically applied
viral vector versus hydrodynamically applied AAV plas-
mid DNA appears therefore unlikely. This is also true
for the duration of expression. When comparing the time
course of hFIX-expression after adenoviral gene transfer,
Brunetti-Pierri et al. [41] were able to show that hydrody-
namic injection does not alter or compromise the duration
of transgene expression.

Although the use of plasmid-DNA leads to initial high
expression, most studies report that this expression is
unstable over time. For example, expression of CTLA4-
Ig after specific plasmid-DNA-mediated gene transfer in

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.
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rats peaks on day 2, and it decreases thereafter to low
levels [10,42]. Expression levels of the human-alpha-1-
antitrypsin gene (hAAT) could be detected for up to
6 months in mice in another study, although the high ini-
tial expression levels rapidly declined after 1 week [43].
These results are confirmed by our own experiments
using pSA-RQ (-ITR) as a control vector, showing that
expression levels drop by approximately 100-fold within
1 month.

Changes in plasmid vector design have been made to
improve the duration of expression. Ochiai et al. [44]
reported rapid inactivation of the commonly used CMV-
promoter in vivo. By using the natural hAAT-promoter,
expression of hAAT could be significantly extended [45]
but with lower expression levels, unfortunately. Miao
et al. [46] have described the use of specific locus con-
trol region sequences to improve expression. Chen et al.
[47,48] have reported prolonged transgene expression
after transfection of so-called ‘mini circle DNA vectors’,
devoid of all bacterial DNA sequences. Nonetheless, most
studies still report a decrease in expression levels over
time, even with the progress that has been made with vec-
tor design. This decrease is considered to be related to the
turnover of hepatocytes in the case of targeted liver tissue,
with an estimated half-life of 6-12 months [12]. To over-
come this problem, and to promote genomic integration,
systems such as the ‘sleeping beauty system’ [49-51] or
integration of so-called nuclear scaffold/matrix attached
regions into expression vectors [52,53] have been devel-
oped. However, it remains unclear whether those systems
prevent the decrease of expression levels over time [12].

By contrast, long term-expression in vivo has been
demonstrated in many studies after in vivo transfection
with rAAV [19-22]. Although rAAV does not appear
to integrate into the genome at a high frequency, its
genome remains in the nucleus of mouse hepatocytes
as episomal concatemers for at least 1.5 years [54].
AAV-ITR-containing plasmids directly enter the cell as
double-stranded DNA, thereby resembling the structure of
the converted AAV genome. Although it is unlikely that the
circular AAV plasmid DNA is converted into concatemers
as the linear AAV genome, it might be assumed that the
existence of the AAV-ITR has a stabilizing effect on the
transfected DNA, finally leading to the observed stable
long-term expression in our experiments.

It is important to note that the above results are
obtained in nonregeneration liver models. In models of
liver regeneration, expression levels are unstable, inde-
pendent of the use of rAAV- or AAV-ITR-plasmid-DNA
for gene transfer [55-57]. Nevertheless, hydrodynamic
injection of plasmids is known to induce tissue damage
with subsequent induction of liver proliferation. Although
the extent of tissue damage is limited in our system and
significantly lower than with hydrodynamic injection via
the tail vein [10], there is the possibility of extended liver
proliferation with preferred genomic integration of ITR-
containing plasmids, eventually leading to a prolonged
expression as a result of integration. This is especially
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important when these results are compared against non-
hydrodynamic delivery methods, as we did with our viral
deliveries. To rule out this possibility, Nakai et al. [56]
addressed this question in a mouse model of liver pro-
liferation. After hydrodynamics based gene transfer of
ITR(—)- and ITR(+)-containing plasmids carrying the
FAH-gene, livers of FAH-deficient mice were analyzed for
integration events of plasmid DNA sequences into the hep-
atocyte genome by southern blot analysis. No difference
with respect to integration events between ITR(—)- and
ITR(+)-containing plasmids was found, provided that the
plasmids were used in circular form for transfection, as in
our experiments.

Taking the hydrodynamics concept towards clinical
application requires further development. Large animal
studies show that, in pigs, this gene transfer method
is significantly less efficient (<30-fold) than in rodents
[58,59]. However, Brunetti-Pierri et al. [60] reported
a modified form of hydrodynamics-based gene transfer
using recombinant ‘gutless’ adenoviral vectors in baboon
liver results in therapeutic levels of «-fetoprotein and
long-term expression for up to 3 years [60]. In humans,
no approach for liver-directed gene therapy with naked
DNA has been described so far, but Manno et al. [61]
report the expression of factor IX after AAV-mediated
gene transfer to the liver, within the scope of a human
phase 1 trial. Unfortunately, long-term expression could
not be confirmed, and expression was limited to approxi-
mately 8 weeks, possibly as a result of immune responses
against AAV capsid proteins [61].

Although little is known about the applicability of
plasmid-DNA-mediated gene transfer for liver-directed
human gene therapy, our current approach offers some
important advantages over the use of rAAV, while retain-
ing an equal transfection efficiency (at least in rodents).
The method is simple, which likely will lead to signifi-
cantly lower costs per dose in future human applications
[62—64]. By contrast to rAAV, there is no length restric-
tion of the cloned transgene and no immune response
against viral capsid proteins has become apparent. Finally,
plasmid-DNA-mediated gene transfer is not restricted to
liver-directed gene therapy, and can be equally applied to
other tissues (i.e. muscle).

In summary, our data show functional long-term
expression after plasmid-DNA-mediated gene therapy to
the rodent liver. As already noted in previous stud-
ies [12,65,66], liver-directed, hydrodynamics-based, gene
transfer provides a clinically applicable protocol that, at
least in part, has already been tested successful in large
animals. The additional use of AAV-ITR-containing plas-
mids, as demonstrated in the present study, may help
to further improve the results obtained in future clinical
trials.
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