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Methods for the titration of AAV vectors
Summary

Adeno-associated viral (AAV) vectors are promising tools for gene therapy.
However, for trustworthy comparison of the results produced from different
clinical trials, the exact amount of the used infectious vector particles must be
known. We have produced AAV using a commercially available system and com-
pared three common methods for the quantification of the number of produced
vectors: ELISA, dot-blot and quantitavive PCR (qPCR). Although ELISA is a very
reproducible and precise method, it is able only to determine the number of vi-
ral capsids in the vector preparation, also those which contain no genetic mate-
rial and are therefore useless. With this method we established that we are able
to produce ~ 6.5 x 10! viral capsids/mL. Dot-blot assay determines the number
of genomic particles in the vector preparation in a quite precise manner, but it
is a very labor- and time-consuming method. qPCR is also a method determining
the number of genomic particles. It is, however, much faster and simpler than
the dot-blot assay. Both dot-blot and qPCR gave similar results (~ 4 X 101! viral
genomes/mL), which indicated only about 2/3 of the produced vectors contain-
ing genetic material. Our results show that qPCR is the most convenient and re-
liable method for quantification of AAV vectors and we believe it could be rou-
tinely used to titer the vectors prior to their usage in clinical trials.
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1. Wstep

Wektory oparte na wirusach towarzyszacych adenowirusom
(AAV, ang. adeno-associated virus) sg obiecujacym narzedziem te-
rapii genowej. Sg niepatogenne, stabo immunogenne, nie powo-
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dujg transformacji nowotworowej, a ekspresja transgenu wprowadzonego do ko-
moérek moze sie utrzymywac przez diugi czas (1). R6zne poznane dotychczas seroty-
py sa w stanie efektywnie infekowac rézne rodzaje komoérek, zaréwno aktywnie
dzielgcych sie jak i nie dzielacych sie. Wektory AAV juz dzi$ stosowane sg w prébach
klinicznych w celu leczenia mukowiscydozy, hemofilii, a w toku sg nie opublikowa-
ne jeszcze badania kliniczne pierwszej fazy choréb takich jak choroba Canavan, cho-
roba Parkinsona czy dystrofia miesniowa (2).

Bardzo istotnym etapem, wienczgcym produkcje wektoréw AAV przed ich zasto-
sowaniem w Kklinice, jest poznanie liczby czgstek wirusa, ktére podaje sie pacjen-
tom. Dzieki temu mozliwe jest tez poréwnywanie wynikow badan prowadzonych
przez roézne grupy. Do mianowania wektorow AAV mozna stosowac kilka metod,
z ktorych kazda ma swoje zalety i wady. Jedng z najpopularniejszych jest metoda
immunologiczna ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay). Do oznaczania mia-
na AAV zostala po raz pierwszy uzyta przez Grimma i wsp. (3). W tescie tym wyko-
rzystuje sie przeciwcialo A20, rozpoznajace kompletny kapsyd wirusa (4). Czesto
stosowana jest tez metoda dot-blot oparta na hybrydyzacji Southerna (5), a zatem
stuzaca do oznaczania liczby kopii genoméw. Te samg informacje niosa wyniki ilos-
ciowej polimerazowej reakcji fancuchowej (qPCR). Jest ona zblizona do standardo-
wej techniki PCR, ale wykorzystuje barwnik fluorescencyjny interkalujgcy do po-
dwaéjnych nici DNA, dzieki czemu, mierzgc fluorescencje w préobkach, mozna ilo$cio-
wo obserwowac przyrost produktu (6).

2. Materialy i metody

2.1. Produkcja wektoréw AAV

Wektory AAV produkowane byly z uzyciem komercyjnie dostepnego zestawu
AAV Helper-Free Sysytem (Stratagene). Komorki AAV293 (Clontech) hodowano
w medium DMEM low glucose (PAA), z 10% plodowa surowicg bydleca (PAA), penicy-
ling (100 U/mL) i streptomycyna (10 pg/mL). Komorki transfekowano na trzech szal-
kach o srednicy 15 cm przy konfluengji ok. 75%. 51 ng kazdego z plazmidow:
pPAAV-RC (zawierajacy geny rep oraz cap wirusa AAV), pAAV-lacZ (z reporterowym ge-
nem [3-galaktozydazy pomiedzy sekwencjami ITR) oraz pHelper (niosacy niezbedne
geny adenowirusa) mieszano z 450 pl 2 M CaCl; i uzupetniano wodg do 3 mL.
Wytrzgsajgc mieszanine na worteksie, dodawano do niej kroplami 3 mL 2X HBS (BD
Biosciences). 20 minut pézniej na kazda z szalek nakraplano po 2 mL mieszaniny
i pozostawiano w inkubatorze. Po 6 h zmieniano medium na $wieze i pozostawiano
na 60 h. Komérki zdrapywano z szalek, zbierano do 50 mL probéowki i wirowano
przez 5 min przy 160 X g. Osad komérek zawieszano w 3 mL medium bez dodat-
kéw i poddawano czterem cyklom zamrazania w parach ciektego azotu i rozmra-
zania w tazni wodnej 37°C, krotko wytrzasajac po kazdym rozmrozeniu. Powstala
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zawiesine poddano serii wirowan (5 min, 15 000 X g), przenoszac nadsacz po kaz-
dym wirowaniu do nowej probéwki. Do preparatu wirusowego dodawano DNazy
oraz RNazy do koncowego stezenia 0,1 mg/mL i inkubowano przez 30 min w 37°C.
W naszych pozniejszych doswiadczeniach stosowana byta odmienna procedura
(zob. (7).

2.2. Test ELISA

Miano wirus6w oznaczano testem ELISA (PROGEN Biotechnik) zgodnie z proto-
kotem dostarczonym przez producenta. Do oznaczenia uzywano preparatu wiruso-
wego rozcienczonego 100- oraz 1000-krotnie.

2.3. Metoda dot-blot

Do wyznaczenia krzywej standardowej wykorzystano plazmid pAAV-lacZ (o diu-
gosci 7270 par zasad) w dziesieciokrotnych rozcienczeniach z zakresu od 100 ng/uL
do 0,1 ng/uL (odpowiadajacych od 2,5 x 1010 do 2,5 X 107 kopii plazmidu). Probki
oraz DNA blokujgce (DNA z nasienia $ledzia, Promega) denaturowano w 100°C
(5 min) po czym schtadzano na lodzie, krotko wstrzasano i wirowano. 2 uL kazdej
probki (standardy oraz DNA wyizolowany z wirus6w), nanoszono na membrane Hy-
bond-N+ (Amersham Biosciences), a po jej wyschnieciu wystawiano na dzialanie
700 jednostek UV przez 42 sekundy. Membrane inkubowano w wodzie traktowane;j
DEPC przez 10 minut, po czym przenoszono do 1,5 mL buforu prehybrydyzacyjnego
(Superarray; z dodatkiem 100 pg/mL DNA nasienia $ledzia) i inkubowano 3 h w 60°C,
z kolysaniem. Nastepnie membrane przenoszono do 2 mL buforu hybrydyzacyjnego
(Superarray; z dodatkiem 100 pg/mL DNA nasienia $ledzia oraz 50 pg sondy znako-
wanej biotynylowang urydyna rozpoznajacej gen B-galaktozydazy) i pozostawiano
na 16 h w 60°C, z koltysaniem. Nastepnie membrane przeptukiwano kolejno: dwa
razy w 5 mL buforu 1% SDS, 2 X stony cytrynian sodu (SSC), 15 min, temperatura po-
kojowa (RT); dwa razy w 5 mL buforu 0,5% SDS, 0,1 X SSC, 15 min, RT; w 5 mL bufo-
ru ptuczacego, 5 min, 37°C; w 4 mL buforu blokujacego, 5 min, 37°C; w 4 mL buforu
ptuczacego, 5 min, 30°C; w 8 mL 1 X buforu blokujacego z alkaliczng fosfata-
z3-streptawidyng (1:2000), 30 min, 27°C; cztery razy w 10 mL buforu ptuczacego,
5 min, RT; dwa razy w 10 mL buforu ptuczacego do alkalicznej fosfatazy, 5 min, RT.
Klisze fotograficzng wystawiano na luminescencje membrany po jej inkubacji z 1 mL
substratu CDP-star i wywolywano. llo§¢ DNA w krzywej i probkach badanych mie-
rzono z fotografii kliszy densytometrycznie z odjeciem tfa.
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2.4. Polimerazowa reakcja taficuchowa w czasie rzeczywistym (qPCR)

Reakcja PCR prowadzona byta w oparciu na metodzie opisanej przez Rohr
i wsp. (8) przy wykorzystaniu zestawu DyNAmo™ HS (Finnzymes). Uzyte startery
rozpoznawaly gen B-galaktozydazy (F: 5° AGA ATC CGA CGG GTT GTT ACT CGC 3’;
R: 5" TGC GCT CAG GTC AAA TTC AGA CGG C 3’) obejmujac fragment dtugosci 176
par zasad. Reakcje PCR rozpoczynano od inicjacji w 95°C przez 15 min (aktywacja
polimerazy, denaturacja kapsydow AAV), po czym nastepowato 40 cykli: denaturagji
(15 sek, 95°C), przylaczania starterow (20 sek, 58°C) i syntezy produktéw (15 sek,
72°C). Produkt amplifikacji wykazywat fluorescencje pochodzaca od SYBR Green —
barwnika interkalujacego pomiedzy dwie nici DNA. Produkty PCR poddawano anali-
zie pod katem ich krzywych topnienia, co pozwalalo na ocene specyficznosci ampli-
fikacji. Liczbe kopii genu okreslono na podstawie krzywej standardowej sporzadzo-
nej z plazmidu pAAV-lacZ. Do analizy pobrano 1 pul 1000-krotnie rozcienczonego
nieoczyszczonego preparatu AAV, stad do obliczenia liczby wiruséw w 1 mL probki
wyj$ciowej, wynik reakcji przemnozono przez 10°. Zakladajac, ze 1 czgstka AAV po-
siada 1 kopie DNA, a takze, iz 1 pg DNA dtugosci 7270 bp (dtugos¢ plazmidu uzyte-
go do sporzadzenia krzywej standardowej) zawiera 2,5 X 10° kopii, policzono licz-
be czastek genomu AAV. W obliczeniach uwzgledniono fakt, ze plazmid uzyty do
przygotowania krzywej standardowej miat forme dwuniciowego DNA w przeciwien-
stwie do jednoniciowego DNA wektorow AAV.

2.5. Infekcja komorek

Komorki AAV293 hodowane na plytce 24-dotkowej infekowano przy ok. 80%
konfluencji. Z nieoczyszczonych wirusé6w przygotowywano seryjne rozcienczenia
w medium hodowlanym do stezef 4 X 1010 kapsydow/mL (na podstawie testu ELISA).
Komérkom podawano po 250 ul tych preparatow (1 X 1010 kapsydéw), a po dwéch
godzinach dodawano 250 pl medium hodowlanego. Po 12 h od infekcji medium wy-
mieniano na $wieze (1 mL) i inkubowano przez 72 h, po czym wykrywano w nich
ekspresje -galaktozydazy.

2.6. Oznaczanie (-galaktozydazy in situ

Komérki po infekcji przeptukiwano dwukrotnie PBS (PAA), po czym utrwalano
0,25% glutaraldehydem (Applichem; 15 min, RT). Utrwalone komoérki przeptukiwano
4-krotnie buforem PBS, po czy podawano roztwor substratu: 5 mM KzFe(CN)g, 5 mM
K4Fe(CN)g, 2 mM MgCl,, 0,2% X-gal (Applichem), po 250 pl na jedna studzienke.
Ptytke inkubowano 2 h w 37°C, po czym wszystkie dotki przemywano dwukrotnie
buforem PBS.
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3. Wyniki

Komoérki pakujgce AAV293 po 60 h od transfekcji zaczely sie zaokraglac i odry-
wac od podloza (rys. 1A), w przeciwienstwie do komoérek nietransfekowanych (rys.
1B), co wskazuje na produkcje wirusow w komérkach. Komérki zebrano i zawieszo-
no w czystym medium, poddano lizie i pozbyto sie pozostalosci komoérkowych
przez serie wirowan. llos¢ kapsydow wirusowych w nieoczyszczonym preparacie
oznaczono metodg ELISA. Krzywa standardowa dopasowana do punktow ekspery-
mentalnych wykazata wspotczynnik R? réwny jednosci (rys. 2B). Na podstawie wy-
znaczonej zaleznoSci stezenia czastek wirusowych od absorbgji obliczono stezenia
wiruséw w badanych prébkach. W rozcienczeniu 100-krotnym warto$¢ absorbancji
siegneta wartosci 2,260, co jest wynikiem niemiarodajnym. Do obliczenia stezenia
wiruséw zastosowano zatem wynik z rozcienczenia 1000-krotnego, gdzie absorban-
cja wynosita 1,089. Na podstawie rownania prostej dopasowanej do punktow obli-
czono, ze stezenie kapsydow w preparacie wirusowym wynosito 6,5 X 10!! kapsy-
déow/mL.

Po przeprowadzeniu procedury dot-blot, dokonano pomiaru densytometryczne-
go plam z krzywej standardowej oraz z badanych prébek. Wyniki zestawiono na wy-
kresie przedstawiajgcym logarytm liczby kopii genu w badanej probce w funkgji ge-
sto$ci plamki. Do punktéw dopasowano prostg dobrze korelujacg z danymi ekspery-
mentalnymi (R2 = 0,98; rys. 3B). Gesto$¢ plam w preparacie wiruséw nierozcieficzo-
nym i rozcienczonym 10-krotnie wynosita odpowiednio 34,3 oraz 3,33 jednostki. Na
podstawie rownania dopasowanej prostej liczba kopii DNA wynosita dla 2 pl prébki
nierozcienczonej i rozcieficzonej 10-krotnie odpowiednio 6,0 X 108 oraz 2,3 x 107.
Proces izolacji DNA z wiruséw prowadzit do ok. 50% strat (danych nie przedstawio-
no), stad srednie stezenie genomoéw w nierozcienczonym preparacie wirus6w wyno-
sito ok. (4,1 = 1,9) X 101! vg/mL.

Rys. 1. Morfologia komérek AAV293. A) w 60 h po transfekcji oraz B) komorek nietransfekowanych.
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Rys. 2. Krzywa standardowa testu ELISA. A) Warto$ci absorbancji (Abs) i odpowiadajace im stezenia
kapsydow (vp) X 106 mL-!. B) Wykres zaleznosci stezenia czastek wirusowych od absorbancji, wraz
z rownaniem dopasowanej prostej i wspofczynnikiem dopasowania R2.
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Rys. 3. Krzywa standardowa metody dot-blot. A) Gestosci plam (D) i odpowiadajace im logarytmy licz-
by kopii plazmidowego DNA w formie jednoniciowej [log(cp)]. B) Log(cm) w funkgcji gestosci plam, wraz
z rownaniem dopasowanej prostej oraz wspotczynnikiem R2.

162 PRACE EKSPERYMENTALNE



Metody miareczkowania wektorow AAV

25
20 |
15 4.5 x 10° vp/yl

10 -

Liczba cykli

3 4 5 6 7 8 9 10
log liczby kopii

Rys. 4. Oznaczanie miana czastek AAV za pomocg metody Real-time PCR. SzeSciopunktowa krzywa
standardowa w zakresie od 0,01 pg do 1000 pg plazmidowego DNA (pAAV-LacZ). Na osi x przedstawiono
liczbe kopii w wartos$ciach logarytmicznych. Ilos¢ czastek AAV w analizowanej probce (4,5 X 1011
vp/mL) obliczono poprzez przeksztalcenie odszukanej na osi x wartosci logarytmicznej liczby kopii do
liczby kopii (4,5 X 105 vp/ml) oraz pomnozenie tej wartosci przez rozcienczenie i 1000 (liczba czastek
w 1 mL).

Analiza krzywej standardowej sporzadzonej z plazmidu pAAV-LacZ (rys. 4) przy
uzyciu metody qPCR pozwolita na precyzyjne okreslenie ilosci czastek AAV w anali-
zowanym preparacie. Sredni wspéiczynnik regresji trzech zanalizowanych niezalez-
nie krzywych standardowych wynosit 0,992. Mozliwos$¢ detekcji bardzo wysokich
rozcienczen pAAV-LacZ siegajacych nawet 1 fg plazmidowego DNA $wiadczy o wy-
sokiej czutosci oznaczenia. Przeprowadzona analiza krzywych topnienia otrzyma-
nych produktow PCR wykazatla specyficznos$¢ reakcji qPCR (danych nie przedstawio-
no). Analizowana probke, ktorg stanowit nieoczyszczony preparat AAV, rozcienczo-
no 1000 razy ze wzgledu na obecnos¢ licznych biatek komorkowych, ktoére hamuja
reakcje PCR. Po uwzglednieniu rozcienczenia w obliczeniach miano czgstek AAV
w analizowanym preparacie wynosito 4,5 X 101! genoméw wirusowych (vg)/mL.

Wirusy rozcieficzono w medium hodowlanym i podano komérkom 1010 kapsy-
dow (ocenione na podstawie testu ELISA). Po trzech dniach od infekgji, przeprowa-
dzono test na ekspresje -galaktozydazy. Na rysunku 5 wida¢, ze zainfekowanych
jest ok. 20% wszystkich komorek. Liczba tych komoérek w pelnej konfluencji w jed-
nej studzience plytki 24-dotkowej wynosi okoto 5 X 103, a zatem 20% pozytywnych
komorek to okolo 10°. Oznacza to obecnos¢ 10> czastek infekcyjnych wirusa na
1010 kapsydow wykrytych w tescie ELISA (czyli 1 czastka infekcyjna na 10° kapsy-
dow).
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Rys. 5. Reakcja na obecnos¢ B-galaktozydazy. Komorki AAV-293 A) nieinfekowane wektorem AAV,
B) zainfekowane wyprodukowanymi wektorami AAV z genem lacZ. W trzy dni po infekcji przeprowadzo-
no reakcje na fB-galaktozydaze in situ.

4. Dyskusja

Test ELISA, opracowany pierwotnie przez Grimma i wsp. (3), wykorzystuje prze-
ciwciato, ktére rozpoznaje epitop strukturalny kompletnej czgsteczki wirusa AAV,
nie rozpoznaje natomiast pojedynczych bialek kapsydu (4). Daje to pewnos¢, ze wy-
nik testu nie jest zawyzony przez obecnos¢ wolnych biatek kapsydu wirusa. Nalezy
jednak pamieta¢, ze w ten sposob wykrywane sa wszystkie czastki wirusa, rowniez
te, ktére nie zawierajg wewnatrz wirionu materiatu genetycznego. Czastki takie sg
oczywiScie z punktu widzenia terapii genowej bezuzyteczne. Dlatego tez, cho¢ test
ELISA jest testem bardzo czulym, doktadnym i powtarzalnym, nie mozna traktowac
go jako jedynego wyznacznika stezenia wirusow w badanych prébkach.

Test dot-blot oraz qPCR sg natomiast metodami pozwalajacymi na wykrycie kopii
genomoOw wirusa, dzieki czemu wskazujg obecnos¢ tylko kaspydow zawierajacych
materiat genetyczny. Trawienie preparatu wirusowego nukleazami zapewnia, ze nie
wykrywaja one DNA, ktoére nie jest zamkniete wewngtrz kapsydow wirusowych.
O ile metoda dot-blot jest tansza, o tyle jej duza wada jest pracochtonnos$¢ i cza-
sochtonnos¢ przygotowywania znakowanych sond, oraz samej procedury oznacza-
nia stezenia. lloSciowa PCR pozwala na bardzo dokfadne ilosciowe oznaczenie ilosci
kopii genomow w badanej probce. Wyniki obu metod wyraznie pokazujg, ze w wy-
produkowanym preparacie wektorow AAV, znaczna cze$¢ kapsydow zawiera DNA,
a zatem sg to czgstki posiadajgce potencjal infekcyjny. Widac réwniez, poréwnujgc
wyniki z dot-blot oraz z qPCR z testem ELISA, Ze jedynie okolo 2/3 kapsydow zawiera
DNA wirusa. Niemniej jednak istotne jest poznanie liczby czastek de facto infe-
kujacych komorki.

Wyniki infekcji komoérek i wykrywania aktywnosci B-galaktozydazy in situ wska-
zujg na obecno$¢ funkcjonalnie prawidiowych wektoréw w preparacie. Dowodzi to,
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ze przy produkcji wektoréw nie doszto do zadnych zaburzen wptywajgcych na in-
fekcyjno$¢ wiruséw, a powstate wektory sg faktycznie w stanie wprowadzac obce
geny do infekowanych komoérek. Wyniki metody mianowania in vitro nalezy jednak
traktowac ostroznie z kilku wzgledéw. Po pierwsze, nie ma gwarancji, ze wszystkie
czastki zdolne do infekcji komérek faktycznie wniknety do tych komoérek. Po drugie,
niemozliwe jest odroznienie komoérek zainfekowanych przez pojedyncza czastke
wektora od zainfekowanych przez kilka wiruséw. Seryjne rozcienczenia wektoréow
mogg wprawdzie zbliza¢ warunki do takich, w ktorych do jednej komoérki wnika tyl-
ko jeden wirus, nalezy jednak pamietac, ze rowniez komorki miedzy sobg moga roz-
ni¢ sie podatnoscia na infekcje. Po trzecie, komorki po infekcji ulegaja podziatom,
co uniemozliwia p6zniejsze stwierdzenie, czy grupa blisko lezacych obok siebie ko-
morek wykazujacych ekspresje danego genu pochodzi z podziatéw jednej komorki,
czy kilku komorek, ani ile wiruséw do tych komoérek wnikneto. Po czwarte, ograni-
czeniem tej metody jest mozliwos¢ jej zastosowania tylko dla genéw reportero-
wych, przy czym nalezy pamietac, ze stosowanie réoznych wektoréw reporterowych
moze dawac r6zne wyniki nawet w tych samych typach komoérek (zob. (7)). W przy-
padku genéw terapeutycznych mozna uciekac sie wprawdzie do metod immunocy-
tologicznych z przeciwcialem przeciwko terapeutycznemu biatku, sg to jednak me-
tody drogie. Po piate, warunki infekgcji in vitro znacznie réznig sie od tych in vivo, a in
vitro mozemy badac¢ infekcyjno$¢ wzgledem konkretnych komérek. Ze wzgledu na
wymienione uwagi, wyniki nie oddajg bezwzglednej infekcyjnosci wyprodukowa-
nych wirusow, ale infekcyjno$¢ w podanych warunkach wzgledem danej linii komor-
kowej.

Najczesciej dzi$ stosowang metodg mianowania wektoréw AAV jest qPCR. Nie
mowi on wprawdzie nic o infekcyjno$ci wyprodukowanych wektorow, jednak jesli
produkuje sie je wystandaryzowana metoda, mozna zaklada¢, ze powstate wektory
beda w réwnej mierze infekcyjne. Jest to ponadto metoda pozwalajgca stwierdzié¢
faktyczna liczbe kopii genu zamknietego w czastkach opornych na dziatanie DNazy,
czyli zamknietych w kapsydzie. Najlepiej zatem nadaje sie ona do poréwnania ilosci
otrzymanych wiruséw przez r6zne grupy badawcze.
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