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1 Einleitung

1.1Molekulare Therapie

Der klassische Weg zum Auffinden neuer pharmazeutischer Substanzen ist oft eine
chemische Synthese in der Natur vorkommender oder &hnlicher Verbindungen, die
anschlief?end an Tieren und Menschen auf ihre Wirkung und Vertréglichkeit getestet
werden. Diese Strategie stellt bel vielen Krankheiten derzeit die einzige therapeutische
Option dar (Petsko, 1996). Demgegentiber haben molekulare Therapiekonzepte, die auf
kausale, molekular und zelluldr definierte Krankheitsmechanismen zielen, erhebliche
Vorteile. In den letzten Jahren wurde es durch die in der Chemie und vor allem in der
Molekularbiologie erzielten Fortschritte moglich, vollig neue Substanzklassen, wie
Antisense-Oligonukleotide und Proteintherapeutika, fir neue Entwicklungen
einzusetzen. Dartiber hinaus konnen auch Zellen und Zielgene selbst im Rahmen von
Zell- und Gentherapiekonzepten genutzt werden (Petsko, 1996). Ziel einer Zelltherapie
ist es, durch Transfer von nativen oder manipulierten somatischen Zellen die
biologische Funktion von geschédigten Geweben oder Organen zu ersetzen, zu
reparieren oder zu verbessern (Gage, 1998). Bei der Gentherapie wird mit Hilfe von
Vektoren genetisches Material in Zielzellen eingebracht, so dass Krankheitssymptome
aufgehoben oder gelindert werden (Verma & Somia, 1997).

1.2Proteintherapie

Proteine besitzen gegentiber chemischen Substanzen as Therapeutika viele Vorteile.
Proteine besitzen spezifische Funktionen, so dass unerwiinschte Nebenwirkungen
weitgehend vermieden werden. Die Spezifitét wird auRerdem durch ihre Expression und
Verteilung im Organismus bestimmt (Russel & Clarke, 1999).

Mit einem fortschreitenden Verstandnis der Pathogenese bestimmter Erkrankungen
wird es moglich, rekombinante Proteine zum funktionellen Ersatz mutierter oder
defizienter Proteine oder zum Eingreifen in Stoffwechsel- oder Signal Uibertragungswege
zu verwenden (Tabellel). Beispiele hierfir sind der Einsatz von rekombinantem
humanen Insulin bei Diabetes-Patienten (Ahrens et al., 1986) oder die Applikation von
Kolonie-stimulierenden Faktoren (G-CSF oder GM-CSF) zur Behandlung von
Chemotherapie-induzierter Neutropenie oder zur Verkirzung der Myeloaplasie nach
einer Knochenmarktransplantation (Burdach, 1992, Holldack et al., 1992, Metcalf,
1990, Begley, 1993)

Die Kklinische Anwendung rekombinanter Proteine wird vor allem dadurch limitiert, dass
Proteine normalerweise nicht in Zellen aufgenommen werden, so dass intrazelluldre
Anwendungen in den meisten Fallen nicht mdglich sind (Russel & Clarke, 1999).

Im Falle lysosomaler Speicherkrankheiten kdnnen lysosomale Enzyme effektiv Uber
den Mannoserezeptor in die Zelle aufgenommen und ins Lysosom dirigiert werden
(Pfeffer, 1991). Auf dieser Basis wurden zur Therapie der Gaucher-Krankheit plazentale
Glucocerebrosidase  und rekombinante Glucocerebrosidase hergestellt, deren
Kohlenhydratseitenketten mit terminalen Mannose-Einheiten modifiziert wurden, so



dass eine Aufnahme der Proteine in Leukozyten Uber Mannoserezeptoren erreicht wurde
(Niederau et al., 1998, Grabowski et al., 1995, Brady et al., 1994).

Wahrend liposomaler DNA-Transfer relativ effektiv erfolgt (Luo & Saltzman, 2000),
gibt es bisang nur wenige Erfahrungen mit liposomalem Proteintransfer. In vitro
konnten biologisch aktive Proteine in einige Zelltypen aufgenommen werden (Sells et
al., 1995), alerdings gibt es noch keine in vivo-Untersuchungen.

Tabelle 1. Genetisch bedingte Erkrankungen, bei denen rekombinante oder gereinigte Proteine

eingesetzt werden (Russel & Clarke, 1999)

M echanismus

Krankheitsbeispiele

Proten

Schwere kombinierte
Immundefizienz (SCID)

Gaucher-Krankheit

Adenosin Deamidase (ADA)

b-Glucoronidase

d r(?kFer Ersatz _ Hurler-Krankheit a-L-lduronidase

defizienter Proteine . . . ) i
a-Antitrypsindefizienz a-Antitrypsin

und Enzyme . )
Diabetes Insulin
Wachstumshormondefekt Humanes Wachstumshormon

(HGH)

Hémophilie A Faktor VIII

Steigerung von Prozessen,  Multiple Sklerose Interferon 1-b

so dass toxische Cystische Fibrose DNAse

Metaboliten oder Prozesse
reduziert werden

Glycogenspeicherkrankheiten,
Neutropenie, Myeloaplasie

Granulozyten-Kolonie
stimulierender Faktor (G-CSF)

Enzyme die Substanzen
durch Prozesse abbauen,
die normalerweise nicht in
der Form vorkommen

Phenylketonurie

Phenyl alanin-Ammonium-
Lyase
Streptozym, Plasminogen

Akuter myocardialer Infarkt Aktivator (tPa)

Grole Beachtung finden seit kurzem Fusionsproteine, die dazu entwickelt werden
konnen, therapeutische Proteine in Zellen bestimmter Gewebe oder Organe
einzubringen.  Durch  rezeptorvermittelten  Transport  konnte  beispielsweise
Nervenwachstumsfaktor (NGF) als Transferrin-NGF-Fusionsprotein in das Zentrae
Nervensystem transportiert werden (Park et al., 1998). Kirzlich wurde dartber
berichtet, dass das HIV-Protein TAT in der Lage ist, eine effiziente Transduktion
fusionierter Proteine in nahezu ale Zell- und Gewebetypen einschliefdich des Gehirns
in der Maus zu vermitteln (Schwarze et al., 1999). Auch Fusionsproteine mit dem
Herpes-Simplex-Virus-Protein VP22 werden von Zellen internadisiert und in
benachbarte Zellen transportiert (Elliot & O'Hare, 1997). Auf diese Weise konnten p53
und Thymidinkinase in Zellen eingeschleust werden, wobei in Mausmodellen die
Funktionalitét gezeigt werden konnte (Phelan et al., 1998, Dilber et al., 1999).

Die Proteintherapie wird in néchster Zeit weiter an Bedeutung zunehmen, auch well die
Erfolge der klassischen Gentherapie weiter hinter den Erwartungen zuriickbleiben, so
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dass der Bedarf an Protein Delivery Systemen weiter ansteigen wird (Russel & Clarke,
1999).

1.3Gentherapie

Mit Hilfe der Gentherapie lassen sich prinzipiell genetisch bedingte, erworbene und
Infektionskrankheiten behandeln (Tabelle 2). Die ersten klinischen Tests dazu wurden
bereits im Jahr 1990 begonnen (Blaese et al., 1995). In den folgenden Jahren wurden
Uber 300 weitere Tests mit weltweit Uber 3000 Patienten durchgeftihrt. Abbildung 1 gibt
einen Uberblick Uber die dabei therapierten Erkrankungen und die verwendeten
Systeme. Das uUbereinstimmende Ergebnis dieser Studien zeigt, dass Gentherapie
grundsétzlich ein grof3es Potential besitzt, dass aber der Gentransfer aller getesteten
Systeme im Menschen extrem ineffizient ist (Anderson, 1998). Daher ist die
Entwicklung neuer Vektoren und die Weiterentwicklung bestehender Systeme
vordringlichstes Ziel der Gentherapie-Forschung. Aulerdem ist ein besseres
Verstandnis der Wirkung von Gentherapie-Vektoren in Tiermodellen und Menschen
notwendig. Das zeigt sich tragischerweise daran, dass kirzlich Uber erste Todesfdle
wahrend Klinischer Tests berichtet wurde (Wadman, 1999).

@

O Krehstherapie
W Genetische Markierung

O Gesunde Freiwillige

O Inlektionskrankhenten

B Monokausale genetische Erkrankungen
O Andere

@ O Adeno-Assozneries Virus
B Adenovirus

O Elckiroporation

O Genz Gun

B [Terpesvirus

O Lipofektian

W Lipofektion AAV

O Lipofeknion Adenovirus
B NackizTINA

B Paxvirus

O Retrov rusproduzicrendss Zellen
O Relrovirus

B Retrovirus/Gene Gun

@ BENA Tramsler

B Anders

Abbildung 1. Behandelte Erkrankungen (@) und dabei verwendete Gentherapie-V ektoren (b) bei
derzeit durchgefiihrten klinischen Tests (nach http://www.wiley.co.uk/genmed).

Fir den somatischen Gentransfer gibt es drei unterschiedliche Mdglichkeiten
(Anderson, 1998): Die erste ist die sogenannte ex vivo-Therapie, bei der Korperzellen
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entnommen werden, die nach Behandlung mit dem Vektor als genetisch veranderte
Zéellen in den Korper reimplantiert werden. Diese Methode wird héaufig bel Blutzellen
angewendet, da diese am leichtesten entnommen werden konnen. Die zweite
Maoglichkeit ist die in situ-Therapie. Dabei wird der Vektor direkt in das Zielgewebe
injiziert, z.B. in einen massiven Tumor. Die dritte Methode ist die in vivo-Therapie, die
das grofite Potential besitzt. Der Vektor wird hier in die Blutbahn injiziert und zu dem
Zielgewebe dirigiert.

Tabelle 2. Einige Krankheiten, die mit Gentherapie behandelt werden kénnten (nach Verma &

Somia, 1997).

Krankheit Defekt Haufigkeit Zielzelen
Genetisch bedingt

schwere kombinierte Adenosin Deamidase

Immundefizienz (ADA) in 25 % der selten Knochenmark,

T Lymphozyten

(SCID/ADA) SCID Patienten
H hilie A B Faktor VIII Defizienz 1:10000 Manner, Iﬁfaélh;;tjyd,
amophitie A, Faktor IX Defizienz ~ 1:30000 Manner | oo asten,
Knochenmark
Vererbte Defizienz des LDL- ] -
Hypercholesterolamie Rezeptors 11 Million L eber
Cystische Fibrose Verlust des CFTR-Gens 1:3000 Kaukasier ~ Lunge
Thalassdmien, Defekteim a- oder b-  1:600 (ethnische
Sichelzellen Andmie Globin Gen Gruppen) Knochenmark
. Defekt im Enzym 1:450 in K nochenmark,
Gaucher-Krankheit Glucocerebrosidase Ashkenazi Juden  Makrophagen
a-Antitrypsindefizienz kein a-Antitrypsin 1:3500 Lunge /L eber
Erworben
Krebs verschiedene 1 Million pro Jahr Krebszellen
in USA
Lalien o
Neurologische Defekte Parkinson, Alzheimer S Gliazellen,
4 Millionen
. Schwannzellen
Alzheimer-
Patienten in USA

Kardiovaskulére

Restinose,

13 Millionen in

Arterien, vaskulére

Erkrankungen Arteriosklerose USA Endothelzellen
: : o . T-Zellen, Leber,
Infektionskrankheiten AIDS, Hepatitis B steigende Zahlen Makrophagen

Ideale Gentherapie-Vektoren sollten in hohen Konzentrationen vorliegen, einfach und
im grof3en Mal3stab herzustellen sein, eine dauerhafte Genexpression gewéhrleisten, nur
die Zielzellen transfizieren und dabei keine Immunreaktion ausl6sen. Keiner der derzeit
entwickelten Vektoren weist alle diese Eigenschaften auf. Charakteristika gangiger
Systeme sind in Tabelle3 dargestellt. Es werden virale und nichtvirale Vektoren
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unterschieden. Derzeit stellen virale Systeme aufgrund ihrer hoch entwickelten und
spezialisierten Komponenten die mit Abstand effektivste Methode (Transfer und
Expression > 90 %) zum DNA-Transfer dar (Luo & Saltzman, 1999). Virale Vektoren
werden im Allgemeinen so hergestellt, dass essentielle Teile des viralen Genoms durch
therapeutische Sequenzen oder Reportergene ersetzt werden. Die fehlenden viralen
Proteine werden in trans von sogenannten Verpackungszelllinien produziert. Enthalt
das modifizierte Genom die notwendigen Verpackungssignale, dann wird es in diesen
Zéellen in virale Hullen verpackt. In normalen Zellen kdnnen sich solche Viren nicht
mehr vermehren.

In ca. 60 % der derzeit durchgefihrten klinischen Tests werden retrovirale Vektoren
verwendet. Retroviren konnen nur proliferierende Zellen infizieren, weshalb sie vor
alem fir die ex vivo-Therapie geeignet sind. Sie kdnnen jedoch zahlreiche Zelltypen
infizieren und besitzen dartiber hinaus einen effizienten Mechanismus zur Integration
des viralen Genoms, so dass eine stabile Expression der therapeutischen Gene erreicht
werden kann (Anderson, 1984).

Eine Transfektion von nicht-proliferierendem Gewebe kann mit lentiviralen Vektoren,
wie z.B. HIV-1 erzielt werden (Naldini et al., 1996). Grosse Bestandteile des viraen
Genoms und die meisten virdlen Gene konnen durch heterologe Sequenzen ersetzt
wurden so dass das Sicherheitsrisko einer Bildung pathogener Viren durch
Rekombination der Vektoren reduziert wird (Federico, 1999).

Tabelle 3. Eigenschaften verschiedener Gentherapie-V ektoren (nach Verma & Somia, 1997)

Eigenschaft Retrovirus Lentivirus Adenovirus AAV nichtvirale

Maximalelnsert- - -5y 7.75kb  ca30kb  35-40kb  unbegrenzt

Grole

Konzentration ) g 11 12

(Partikel/ml) >10 >10 >10 >10 unbegrenzt

Gentransferroute  exvivo ex/invivo  ex/in vivo ex/in vivo ex/in vivo

I ntegration ja ja nein ja sehr schlecht

Dauer der

Expression in vivo kurz daverhaft  kurz dauerhaft kurz

Stabilitat gut unbekannt gut gut sehr gut
schwer zu

" . im grOBen im groBen rei nigen, im groBen

Pré&paration Maistab unbekannt Melcieh Kleiner Maistzh
Mal3stab

Immunologische weni wenice extensv unbekannt/ keine

Probleme *® J keine

Pr an|sFef1te selten selten ja ja nein

Immunitat

Sicherheitsrisiken  Insertion Insertion Entzindungen  Entziindungen keine

Toxizitéat Toxizitéat
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Fir in situ-Gentherapieprotokolle, z.B. gegen Cystische Fibrose oder einige Krebsarten,
werden haufig adenovirale Vektoren verwendet. Vorteile sind hohe Virustiter, extrem
hohe Transfektionseffizienzen und das Einbringen grof3er DNA-Inserts. Jedoch ist auch
bei Vektoren der neuesten Generation, die keine viralen Gene mehr exprimieren, die
Immunogenitét relativ hoch (Kaplan et al., 1997).

Ein anderes DNA-Virus, das bereits in klinischen Studien getestet wird, ist Adeno-
assoziiertes Virus. Dieses nicht-pathogene Virus ist sehr weit verbreitet, ca. 80 % der
Bevolkerung besitzen Antikorper gegen AAV (Anderson, 1998). AAV-Vektoren sind
besonders interessant, da sie einen effizienten Mechanismus zur ortsgerichteten
Insertion in das humane Chromosom 19 besitzen. Auf diese Weise wird eine
langdauernde stabile Expression des Transgens erreicht (Rabinowitz & Samulski,
1998). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine Leptin-Expression mit
rekombinantem AAV zu einer langfristigen Genexpression und Gewichtsabnahme in
L eptin-defiziente Mausen fuhrte (Murphy et al., 1997).

Obwohl noch kein Gentherapiesystem durchschlagenden Erfolg in klinischen Studien
zeigen konnte und auch noch kein idealer Vektor existiert, kann davon ausgegangen
werden, dass die bestehenden Probleme in vielen Bereichen umgangen werden kdnnen,
so dass in einigen Jahren Gentherapie zu einer Standardtherapie werden kénnte (Verma
& Somia, 1997).

1.4Nichtvirale Gentransfer-Systeme

Nichtvirale Gentransfer-Systeme bieten gegentber virden Systemen in vielerlel
Hinsicht Vorteille (Tabelle3), vor alem aber im Hinblick auf ihre Sicherheit und
Herstellung. Vollstandig synthetische Gentransfer-Systeme vermeiden die Gefahr der
Rekombination des Virus oder toxische Effekte, die durch Verunreinigungen mit
biologisch aktiven Viruspartikeln auftreten konnen (Anderson, 1998). Kritisch fir einen
erfolgreichen Einsatz von DNA as Therapeutikum ist jedoch die
Transfektionseffizienz, die bel synthetischen Gentransfer-Systemen noch relativ gering
ist (Luo & Saltzman, 1999). Zusitzlich wird die Ubertragung positiver Ergebnisse in
Zdlkulturexperimenten auf  Tiermodelle  dadurch  erschwert, dass die
Transfektionseffizienz in vitro und in vivo nicht notwendigerweise korreliert (Fasbender
et al., 1997, Matsui et al., 1997).

Problematik des DNA-Transfers

Der DNA-Transfer in die Zielzelle umfasst drei Stufen: DNA-Kondensation und
Komplexierung, Endozytose und Transport der DNA in den Zellkern. Die DNA-
Kondensation wird im Allgemeinen durch kationische Molekile vermittelt, die mit der
negativ geladenen DNA Komplexe bilden. Diese werden dann von der Zelle durch
Endocytose aufgenommen, wobel lysosomale Enzyme die Lebensdauer der DNA in der
Zelle begrenzen. Schliefdlich muss die DNA aus dem Komplex freigesetzt und in den
Kern transportiert werden. Die geringe Effizienz des Transfers externer DNA in den
Zellkern ist eine natirliche Konsequenz dieses komplexen Aufnahmeprozesses (Luo &
Saltzman, 1999). Fur ein effizientes DNA-Transfer-System muss daher jeder einzelne
Schritt optimal erfolgen bzw. optimiert werden.
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Die Kondensation bzw. Komplexierung muss so erfolgen, dass die DNA vor dem
Abbau durch extra- und intrazellulére DNasen geschitzt ist. Bei einer systemischen
Verabreichung kommt erschwerend hinzu, dass durch einen Prozess, der as
Opsonisation bezeichnet wird, 80-90 % aller hydrophoben Partikel aus dem Blut
entfernt werden. Dies stellt die hauptséchliche Limitation, vor allem fir lipidbasierte
Transfersysteme dar (Pouton & Seymour, 1998).

Innerhalb der Zelle miissen die Komplexe den endosomalen Weg, der zum Abbau fihrt,
verlassen konnen (endosomal escape). Es wurde gezeigt, dass Komponenten, die zu
einer Freisetzung aus dem Endosom fihren, die Transfektionseffizienz erhGhen.
Beispielsweise vermitteln verzweigte, kationische Polymere, wie Dendrimere, eine
frihe Freisetzung aus dem Endosom (Boussif et al., 1995, Kukowska-Latallo et al.,
1996, Godbey et al., 1999). Die Evolution der Viren fuhrte zu extrem effizienten
Mechanismen zur Freisetzung aus Endosomen oder zur Umgehung des endosomalen
Aufnahmewegs, z.B. kann das Adenovirus-Kapsid mit der endosomaen Membran
wechselwirken und dadurch eine Porenbildung und Lyse des Endosoms induzieren
(Greber et al., 1993). Ahnlich kann sich das Hamagglutinin HA2-Peptid von humanem
Influenzavirus in die endosomale Membran inserieren und eine Lyse des Endosoms
bewirken (Wagner et al., 1992). Eine Kombination derartiger viraler Komponenten mit
kondensierten DNA-Komplexen fuhrt zu einer gesteigerten Transfektionseffizienz
(Plank et al., 1994).

Nach der Freisetzung der DNA-Komplexe ins Zytoplasma muss die DNA durch
Diffuson zum Zellkern gelangen und in den Kern aufgenommen werden (Luo &
Saltzman, 1999). Dabei muss der Schutz vor Nukleasen weiterhin bestehen bleiben und
die DNA gleichzeitig aus den Vektor-Komplexen freigesetzt werden (Schaffer et al.,
2000). Fur DNA-Lipidpartikel mit einer Umhullung mit Polyethylenglykol wurde ein
Schutz vor zytoplasmatischen Nukleasen gezeigt (Lee & Huang, 1997). Auch bel einem
Zusatz von DMI-2, enem Nuklease-Inhibitor, wurde eine gesteigerte
Transfektionseffizienz beobachtet (Ross et al., 1998). Der unspezifische Transport in
den Zelkern ist wenig effektiv; fur den Transport mit kationischen Lipiden wurde
gezeigt, dass nur 0.3 % der eingebrachten DNA tatséchlich im Zellkern lokalisiert ist
(Holmes et al., 1999). Durch die Verwendung von viralen Kerntranslokationssignalen
kann der Kerntransport der transfizierten DNA gesteigert werden (Branden et al., 1999).

Zusétzlich zu diesen intrazelluldren Hirden muss fir jedes Gentransfer-System die
GrofRe der DNA-Komplexe, der Administrationsweg, Bioverteilung und -Verflgbarkeit,
die Zelltypspezifitét, sowie die Zytotoxizitdt analysiert und optimiert werden (Rolland,
1998, Pouton & Seymour, 1998, Mahato et al., 1997).

DNA-Transfektionsmethoden

Zur Zeit verwendete oder in Entwicklung befindliche Ansétze zur DNA-Transfektion
beruhen auf mechanischem, elektrischen oder chemischen Methoden (Tabelle4).
Mechanische Methoden haben den Vorteill, dass sie praktisch nicht toxisch oder
immunogen sind, jedoch ldsst sich jewells nur eine limitierte Anzahl von Zellen
transfizieren. Beispielsweise werden ballistische Methoden vor alem zur DNA-
Vakzinierung eingesetzt, da eine limitierte, lokale Genexpression im Muskel oder in der
Epidermis zum Ausl6sen einer Immunantwort ausreichend ist (Qiu et al., 1996, Fynan
et al., 1993). Das grundlegende Prinzip chemischer Methoden ist eine Komplexbildung
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zwischen positiv geladenen Chemikalien und negativ geladener DNA. Klassische
Methoden, wie die Komplexbildung mit Calciumphosphat (Graham & Eb, 1973) oder
DEAE-Dextran (Vaheri & Pagano, 1965) kénnen aufgrund ihrer Zytotoxizitét nicht in
vivo eingesetzt werden. Die Entwicklung des kationischen Lipids Lipofectin stellte das
erste, in vivo anwendbare, chemische Transfektionssystem dar (Felgner et al., 1987).
DNA konnte seitdem auch erfolgreich mit kationischen, anionischen oder neutralen
Liposomen oder Mischungen daraus komplexiert werden (Templeton & Lasic, 1999).
Ein anderer Ansatz, der zunehmend an Bedeutung gewinnt, ist der DNA-Transfer mit
Proteinen und Peptiden. Fur das kationische Peptid Poly-L-Lysin wurde gezeigt, dass es
DNA kondensiert und die Aufnahme in Zellen steigert (Zauner et al., 1998), durch
Kopplung von Rezeptorbindungsproteinen, wie z.B. EGF kann zusdtzlich ene
gerichtete Aufnahme erreicht werden (Schaffer & Lauffenburger, 1998). Eine
Kondensation der DNA mit dem bakteriellen Histon HU aus Thermotoga maritima
erlaubt ebenfalls einen effizienten Gentransfer in vitro (Dirk Esser, Dissertation in
Vorbereitung). Aul3erdem konnen bifunktionelle Fusionsproteine eingesetzt werden. An
mit Poly-L-Lysin kondensierte  DNA konnte ein GAL4-Invasin-Fusionsprotein
gekoppelt werden. GAL4 ist ein DNA-Bindungsprotein aus Escherichia coli, Invasin ist
ein Zellbindungsprotein aus Yersinia pseudotuberculosis, so dass die DNA-Komplexe
spezifisch Uber Invasinrezeptoren aufgenommen werden (Paul et al., 1997).

Tabelle 4. Uberblick tiber verschiedene DNA-Transfektionsmethoden (Luo & Saltzman, 1999)

Ansatz Methode

Mechanisch Mikroinjektion

Druck

Ballistische Methoden
Elektrisch Elektroporation
Chemisch DEAE-Dextran

Calciumphosphat Prazipitation

Artifizielle Lipide

Proteine, Peptide

Dendrimere

andere Polymere (auch zur kontrollierten Freisetzung)

1.5Biologie von Polyomaviren

Polyomaviren und Papillomaviren bilden die Familie der Papovaviren (Murphy &
Kingsbury, 1991). Dieser Name wird von drei Charakteristika dieser Virusfamilie
abgeleitet: sie konnen kleine, neoplastische Hauttumore (Papillomaviren) und
multifokale Tumore (Polyomaviren) hervorrufen, und sie kénnen in infizierten Zellen
Vakuolen induzieren (Smian Vacuolating Virus). Humane Polyomaviren sind JC-Virus
und BK-Virus. JC-Virus wird mit progressiver multifokaler Leukoenzephalopathie in
Verbindung gebracht, einer seltenen Erkrankung, die Demyelinierung und
Entziindungen im zentralen Nervensystem einschlief3t und vor allem bei &teren oder
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immungeschwéchten Menschen (Transplantations- und AIDS-Patienten) auftritt. BK-
Virus verursacht eine milde Lungenentziindung bel Kindern und wird in zahlreichen
humanen Tumoren gefunden, wobel Ursache und Effekt des Zusammenhangs unklar
sind. Am besten untersucht und charakterisiert sind jedoch murines Polyomavirus und
SV40 (Affe). Ein humanes Papillomavirus ist ebenfalls bekannt (HPV), das die Ursache
fur Warzen darstellt. Da HPV bislang nicht in vitro in Zellkulturen vermehrt werden
kann, ist der am besten untersuchte Vertreter boviner Papillomavirus fir den ein
tierisches Wirtssystem existiert (Orth et al., 1978, Taichman et al., 1984).

Papovaviren sind nicht-membranumhilite DNA-Tumorviren, die sich im Kern
permissiver Zellen replizieren. Sie besitzen einen &hnlichen Aufbau und eine dhnliche
Struktur: jedes Papovavirus bildet ikosaedrische Viruspartikel, die aus Strukturproteinen
und einem doppel strangigen, zirkularen Genom aufgebaut sind. Dieses Minichromosom
innerhalb der Partikel wird mit Histonen der Wirtszelle kondensiert. Die ikosaedrische
Struktur des Kapsids wird von den Hullproteinen L1 (Papillomavirus) bzw. VP1
(Polyomavirus) bestimmt. Funf L1 bzw. VP1 Molekile bilden ein pentameres
Kapsomer, und 72 Kapsomere bilden das Viruskapsid (Eckhart, 1991, Modrow &
Fake, 1997).

Neben diesen gemeinsamen Eigenschaften unterscheiden sich Papilloma- und
Polyomaviren vor allem in ihrer Genomorganisation und ihrem Replikationszyklus. Die
wichtigsten Unterschiede sind: (1) Papillomaviren sind grofer (Durchmesser: 55-
60 nm) as Polyomaviren (45 nm). (2) Das Papillomavirusgenom (8 kb) codiert fur
sechs bis acht regulatorische Proteine (E1-E8) und fur zwei Strukturproteine (L1 und
L2), wohingegen das Polyomavirusgenom kleiner ist (5 kb) und fir drel regulatorische
Proteine (kleines, mittleres und grof3es T-Antigen) und drei Strukturproteine (VP1-VP3)
codiert. (3) Die genetische Information befindet sich auf nur einem Strang des
Papillomavirusgenoms und auf beiden Stréngen des Polyomavirusgenoms. (4) Die
Transkription erfolgt bei Papillomaviren von zahlreichen Promotoren, die Uber das
Genom verteilt sind; Polyomaviren besitzen nur zwei Promotoren, die etwa 400 bp
voneinander entfernt liegen (Modrow & Falke, 1997, Kasamatsu & Nakanishi, 1998).

Aufbau des Kapsids von murinem Polyomavirus

Das auf3ere Viruskapsid mit einem Durchmesser von 45 nm ist aus 72 pentameren VP1-
Kapsomeren aufgebaut. Das Kapsid besitzt eine ikosaedrische Symmetrie mit einer
Triangulationsnummer T = 7d, das heil3, dass innerhalb des Kapsids quasidguivalente
Positionen existieren, so dass 60 Kapsomere  auf hexavalenten (10 (T-1),
Ikosaederflachen und -kanten) und 12 Kapsomere auf pentavalenten Positionen
(Ikosaederecken) liegen (Abbildung 2).
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| pentaval entes K apsomer

| hexavalentes Kapsomer

Abbildung2. Kapsid des murinen Polyomavirus. Ein Kapsid ist aus 72 VP1-Pentameren
aufgebaut, von denen sich 60 auf hexavalenten und 12 auf pentavalenten Positionen befinden
(Stehle et al., 1994).

Die Kristallstruktur von VP1 innerhab des Viruskapsids wurde zuerst fur das
verwandte Virus SV40 aufgeklart (Liddington et al., 1991, Stehle et al., 1996). Spéter
folgten die Strukturen von Polyomavirus VP1 sowohl innerhalb des Viruskapsids als
auch as proteolytisch trunkiertes Pentamer zusammen mit gebundenen
rezeptoranalogen Kohlenhydraten (Stehle et al., 1994, Stehle & Harrison, 1996, Stehle
& Harrison, 1997). Ein VP1-Monomer besteht aus 384 Aminosduren mit einer
Molekularmasse von 42.5 kDa und gliedert sich in drei funktionelle Module: (1) Ein
flexibler, positiv geladener N-Terminus, der in der Kristallstruktur nicht aufgelost ist
und der vermutlich an der DNA-Bindung beteiligt ist (Chang et al., 1993), und der eine
Kerntransl okationssequenz enthdlt (Moreland & Garcea, 1991). (2) Die Core-Doméne
des Proteins fatet sich in ein b-Barrel mit Jellyroll-Topologie und bildet die
Monomerkontakte. Zwischen den monomeren Untereinheiten des Pentamers befindet
sich ein zentrales Loch mit einem Durchmesser von etwa 16 A. (3) Der C-Terminus des
Proteins ragt aus der Core-Domane heraus, er ist ebenfalls flexibel und nur teilweise in
der Kristallstruktur aufgelost. Dieser Teil des Proteins bildet die Pentamer-Pentamer-
Kontakte innerhalb des Viruskapsids (Abbildung 3). Zusétzlich wird das Protein vor der
Virusassemblierung an zahlreichen Stellen acetyliert und phosphoryliert (Bolen et al.,
1981, Ponder et al., 1977, Garceaet al., 1985).



Abbildung 3. Kristallstruktur des Polyomavirus VP1-Kapsomers. (a) VP1-Pentamer von der
Aulenseite des Kapsids und von der Seite (b) betrachtet. (c) Interaktionen eines Pentamers mit
einem Monomer eines benachbarten Pentamers (Stehle et al., 1994, Stehle & Harrison, 1996).

Das innere Kapsid des Virus wird aus den Strukturproteinen VP2 und VP3 gebildet. Die
Leseraster von VP2 und VP3 Uberlappen in der Art, dass VP3 ein N-terminal verkirztes
VP2 darstellt. Im Virus ist entweder ein Molekil VP2 oder VP3 mit einem VP1-
Pentamer assoziiert (Barouch & Harrison, 1994). Der Kontakt zu VP1 wird durch einen
Loop von VP2 bzw. VP3 hergestellt, der die 40 C-terminalen Aminosauren umfasst und
in das zentrale Loch des VP1-Pentamers hineinragt (Abbildung 4, Gharakhanian et al.,
1988, Gharakhanian & Kasamtsu, 1990, Chen et al., 1998).
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Abbildung4. Interaktion von VP1 mit VP2/VP3. Der C-Terminus von VP2 bzw. VP3
(dunkelblau) bindet an die Innenseite eines VP1-Pentamers (Chen et al., 1998).

Aufbau des Genoms von murinem Polyomavirus

Das murine Polyomavirus besitzt ein doppelstrangiges, zirkulares DNA-Genom mit
einer Groéle von 5.3 kb (Abbildung 5), das sich in zwei Regionen gliedert: die frihe
Region, die fur die zur Replikation und Virusassemblierung notwendigen T-Antigene
codiert und die spdte Region, die fur die Strukturproteine VP1-VP3 codiert. Die
genetische Information wird dabel sehr eng gepackt, so dass die Leseraster teilweise
Uberlappen, wobei durch alternatives Spleif3en die verschiedenen Genprodukte gebildet
werden. Der Bereich des Replikationsursprungs befindet sich innerhalb der
Promotorregion; beide priméren Transkripte werden durch ein gemeinsames, nahezu
palindromes Polyadenylierungssignal terminiert.

Replikation von murinem Polyomavirus

Polyomavirus bindet mit seinem &uf3eren Hullprotein VP1 an die Zelloberflache Uber
Glykoproteine, die Oligosaccharide mit terminalen, (a2,3)-gebundenen a-5-N-
Acetylneuraminsdure (Sialylséure) Einheiten aufweisen (Fried et al., 1981). Diese
Oligosaccharide sind fur Hamagglutination (Cahan & Paulson, 1980, Cahan et al.,
1983) und Infektion der Wirtszelle essentiell. Es ist bislang nicht bekannt, welche
Glykoproteine fur die Aufnahme von Polyomavirus verantwortlich sind, ob ein
einzelner oder mehrere Rezeptoren existieren, oder ob sekundéare Rezeptoren fur eine
Infektion erforderlich sind (Bauer et al.,, 1999). Die Spezifitédt fir bestimmte
Gewebetypen ist dabei nicht besonders ausgeprégt; es ist bekannt, dass Polyomavirus
etwa 30 Zelltypen infizieren kann (Dawe et al., 1987).
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murines

Polyomavirus PTA
(5297 bp)

\VPL, VP2 7

Abbildung5. Genomorganisation des murinen Polyomavirus. Innerhalb der Promotorregion
befindet sich der Replikationsursprung (ori), beide primdren Transkripte werden durch ein
gemeinsames, nahezu palindromes Polyadenylierungssignal (pA) terminiert.

Alle Polyomavirus-Stdmme binden an unverzweigte Rezeptoren (z.B. NeuNAc-(a2,3)-
Gal-(b1,3)-Gal-NAc), und enige Varianten erkennen zusédtzlich verzweigte
Kohlenhydrate, z.B. NeuNAc-(a2,3)-Gal-(b1,3)-[(a2,6)-NeuAc]-GalNAc (Cahan et al.,
1983). Diese Unterschiede in der Selektivitdt und Bindungsstarke der
Sialyloligosaccharide, die durch VP1 vorgegeben werden, korrelieren eindeutig mit der
Pathogenitdt des Virus (Tabelle5). Obwohl der small-plagque Virusssamm RA die
breitere Bindungsspezifitét besitzt und sowohl verzweigte as auch unverzweigte
Sialyloligosaccharide erkennt (Cahan & Paulson, 1980, Cahan et al. 1983, Fried et al.,
1981), ist er weitaus weniger pathogen als die large-plaque Stdmme PTA und LID, die
nur unverzweigte Sialyloligosaccharide erkennen (Dawe et al., 1987, Freund et al.,
1990, Freund et al., 1987). Dieser Unterschied wird durch eine einzelne Aminosaure an
Position 91 bestimmt (Freund et al., 1991). Die Anwesenheit von Glutamat an dieser
Stelle verhindert die Bindung an verzweigte Oligosaccharide, durch elektrostatische
Abstol3ung der a2,6-gebundenen Sialylsaure, wahrend Glycin passiv Platiz fur das
verzweigte Kohlenhydrat bietet (Stehle & Harrison, 1996, Stehle & Harrison, 1997).
Stdmme PTA und LID unterscheiden sich weiterhin in der Aminoséure 296, wobei
Valin in PTA durch Alanin in LID ersetzt ist. Durch diese Substitution geht ein
hydrophober Kontakt zwischen VP1 und der termnalen Sialylsdure verloren. Der LID-
Stamm zeigt eine nochmals hthere Pathogenitét und eine schnellere Ausbreitung in der
Maus (Main & Dawe, 1966, Rowe et al., 1959, Bolen et al., 1985), so dass sich eine
schwéchere Rezeptorbindung in einem virulenteren Phanotyp &uRert (Bauer et al.,
1995).

Nach der Bindung des Virus an die erforderlichen Rezeptoren auf der Zelloberflache
erfolgt die Aufnahme in die Zelle Uber nicht-clathrinumhtillte endozytotische Vesikel
(MacKay & Consigli, 1976). Es ist nicht bekannt, ob Polyomavirus analog zu SV40
Uber Caveolen aufgenommen wird. SV40-VP1 bindet zundchst an MHC Klasse |-
Rezeptoren und interagiert dann mit Caveolin, um eine Aufnahme in die Zelle zu



21

erreichen (Norkin & Anderson, 1996, Anderson et al., 1996). Die Bindung von
Polyomavirus an die Zelloberflache aktiviert jedoch denselben intrazelluléren
SignalUbertragungsweg, was einen adhnlichen Aufnahmeweg wahrscheinlich macht
(Glenn & Eckhart, 1990, Zullo et al., 1987). Anschlief3end mussen die Viruspartikel in
das Zytoplasma der Zelle freigesetzt werden. Dazu wird angenommen, dass VP2 mit
seiner N-terminalen Myristinsaure mit der Vesikelmembran interagiert; unmyristylierte
Mutanten des Virus zeigten ein stark verringertes Wachstum in Zellkulturen und waren
in M&usen nicht pathogen (Chen et al., 1998, Sahli et al., 1993). Vom Zytoplasma aus
werden intakte Viruspartikel in den Kern transportiert, wobei noch unklar ist, wie
Partikel dieser Grof3e die Kernporen-Komplexe passieren konnen (MacKay & Consigli,
1976, Kasamatsu & Nakanishi, 1998).

Tabelle 5. Eigenschaften nattirlich vorkommender Polyomavirus Stdmme (nach Bauer et al.,
1999)

. i . VP1 Sequenz an
Virusstamm - Sialylsdureerkennung o
Pathogenitéat Position

(Plague Typ) o — —

unverzweigt verzweigt 91 296
RA (small) wenige/keine Tumore + + Gly va
PTA (large) stark tumorinduzierend + - Glu val
LID (large) virulent + - Glu Ala

!NeuNAc-(a2,3)-Gal-(b1,3)-Gal-NAc, 2 NeuNAc-(a2,3)-Gal-(b1,3)-[(a2,6)-NeuAc]-GalNAc.

Im Zellkern wird das Virusgenom freigesetzt und die frihen Gene werden transkribiert.
Die T-Antigene interagieren mit zahlreichen zelluléren Proteinen. Das grof3e T-Antigen
bindet an (und inaktiviert) Mitglieder der Retinoblastoma Proteinfamilie (Cress &
Nevins, 1996), das mittlere T-Antigen aktiviert Src-Tyrosinkinasen (Dilworth, 1995),
was zu einer Aktivierung des Ras-Signal tibertragungswegs und zur Erzeugung von D3-
phosphorylierten Phosphoinositiden fuhrt (Dunant & Ballmer-Hofer, 1997). Kleines
und mittleres T-Antigen binden an Phosphatase 2A und verandern ihre
Substratspezifitdét und Lokalisation (Pallas et al., 1990, Water et al., 1990,
Messerschmidt et al.,, 1996, Cayla et al., 1993). Diese Interaktionen fuhren zur
Zdlltransformation, wobei in Primarzellen fir enen vollstandig ausgepragten
transformierten Phanotyp die Expression von grofem und mittlerem T-Antigen
erforderlich ist (Rassoulzadegan et al., 1982). Fir das Virus ist jedoch die Einleitung
der S-Phase im Zellzyklus und das Einschalten der DNA-Synthese wichtig, da die
Replikation auf zelluldre DNA-Replikationsproteine angewiesen ist. Das grole T-
Antigen bindet an den Replikationsursprung und initiiert die Replikation des
Polyomagenoms (Eckhart, 1991). Die Anwesenheit von kleinem T-Antigen erhéht die
Replikation etwa um das zehnfache (Berger & Wintersberger, 1986). Anschlief3end wird
die Transkription auf die spaten Gene umgeschaltet, so dass die Strukturproteine zur
Produktion neuer Viruspartikel synthetisiert werden (Kern & Basilico, 1985, Kern et al.,
1986). Komplexe aus VPl-Pentameren und VP2/3 besitzen Kerntransokations-
Sequenzen am N- bzw. C-Terminus (Moreland & Garcea, 1991, Chang et al., 1992) und
werden somit in den Zellkern transportiert, wo die Verpackung der viralen DNA und
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die Assemblierung der Viruspartikel erfolgt. Zur Erzeugung infektioser Partikel ist
zudem eine Phosphorylierung an VP1 notwendig, die durch das mittlere T-Antigen
vermittelt wird (Garcea et al., 1985, Garcea et al., 1989, Garcea & Benjamin, 1983).
Der exakte Mechanismus der Virusfreisetzung von infizierten Zellen ist nicht bekannt,
infektiose Partikel werden entweder durch Zelllyse oder nicht-lytische Sekretion
freigesetzt (Kasamatsu & Nakanishi, 1998).

1.6Voraussetzungen und Zieleder Arbeit

Gentransfer mit virusanalogen Partikeln

Virale Kapside, die aus Proteinuntereinheiten aufgebaut sind, lassen sich haufig in vitro
aus den isolierten Proteinen assemblieren. Derartige Assemblierungsprotokolle bestehen
z.B. fir Maus-Polyomavirus VP1 (Salunke et al., 1986), Rind-Papillomavirus L1/L2
Proteine (Zhou et al., 1993), Rous Sarkoma Virus und HIV CA-NC Proteine (Campbell
& Vogt, 1995), SV40 VP1, VP2 und VP3 (Sandalon & Oppenheim, 1997), humanes
Papillomavirus Typ-16 L1 Protein (Zhang et al., 1998) und HIV-1 Gag-Protein
(Morikawaet al., 1999).

Eine Anwendungsmdglichkeit virusanaloger Partikel stellt der Gentransfer dar, indem
in vitro DNA in Kapside eingeschlossen wird. Vorteile solcher Systeme sind eine
separate Herstellung und Reinigung aller Komponenten, was eine sehr hohe biologische
Sicherheit gewéhrleistet. Gleichzeitig werden jedoch auch virale Mechanismen fir
einen effektiven Gentransfer in die Zellen ausgenutzt.

Eine zellfrele Nukleinsure-Verpackung wurde mit leeren Polyomavirus-Kapsiden
gezeigt, die als Nebenprodukt in einer mit Polyomavirus infizierten Zellkultur gebildet
werden (Slilaty et al., 1982). Es wurde en ca. 1.6-kb-Fragment des Polyomagenoms
eingeschlossen, mit dem F111-Zellen erfolgreich transformiert werden konnten (Slilaty
& Aposhian, 1983). Es konnte gezeigt werden, dass ein DNA-Transfer mit Hilfe von
Polyomavirus-Kapsiden fir die transfizierten Zellen nicht toxisch ist (Bertling, 1987).
AulRerdem ist auch ein DNA-Transfer in Mause moglich (Bertling et al., 1991). Spéter
wurde auch Uber eine DNA-V erpackung in Polyomavirus-Kapside berichtet, die nur aus
VPl bestanden und rekombinant in Insektenzellen hergestellt wurden. Mit diesem
System wurde eine Transfektion sowohl des transformierenden 1.6 kb Fragments des
Polyomavirusgenoms, as auch heterologer DNA zur Expression des Reportergens
Chloramphenicoltransferase gezeigt (Forstova et al., 1995). Neben dem Einschluss von
Plasmid-DNA in VP1-Kapside wurde auch eine effiziente Methode zur Verpackung
von Oligonukl eotiden beschrieben (Braun et al., 1999).

Auch in rekombinante Kapside des verwandten Virus SV40 konnte in vitro heterologe
DNA bis zu einer Grofe von 7.1 kb eingeschlossen und in CV-1-Zélen transfiziert
werden. Allerdings wird mit diesen Systemen nur ene sehr geringe
Transfektionseffi zienz erreicht (Sandalon et al., 1997). Mit anderen viralen Systemen
wird ebenfalls eine in vitro-Herstellung infektioser Partikel untersucht. Beispielsweise
wurde gezeigt, dass rekombinantes Adeno-assoziiertes Virus in einem zellfreien System
hergestellt werden kann, die erreichbaren Virustiter sind aber auch hier nur sehr gering
(Ding et al., 1997, Zhou & Muzycka, 1998).
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Ein modulares Vektor system

Das derzeit am besten charakterisierte System zur in vitro-Assemblierung und DNA-
Verpackung stellt Polyomavirus VP1 dar. Das Protein kann in grof3eren Mengen
rekombinant in E. coli hergestellt werden (Leavitt et al., 1985), und die in vitro-
Assemblierungsbedingungen fir virusanaloge Partikel unterschiedlicher Morphologie
wurden eingehend untersucht (Tabelle 6, Salunke et al., 1986, Salunke et al., 1989). Die
Maoglichkeit einer Transfektion heterologer DNA wurde bereits demonstriert (Forstova
et al., 1995). Zusétzlich liegen hochaufgeloste Kristallstrukturdaten fur VPL vor, die
gezielte Mutagenese und Protein Design erleichtern (Stehle et al., 1994, Stehle &
Harrison, 1996, Stehle & Harrison, 1997).

Tabelle 6. Kapsidpolymorphismus der in vitro-Assemblierung von Polyomavirus VPL; ale
Puffer enthielten 150 mM NaCl und 5 % (w/v) Glycerol (Salunke et al., 1989)

Pufferbedingung Kapsid-M orphologie

10 mM Tris, pH 7.2

+1mM EDTA, 15mM b-ME nur V P1-Pentamere, keine Assemblierung

+ 0.5 mM CaCl, weitgehend homogene 45 nm-Kapside

+ 2.0 M (NH,),SO, 45 nm-Kapside, 26 nm-Kapside, filamenttse Aggregate
10 mM Tris, pH 8.5

+ 1 mM EDTA, 15 mM b-ME nur VP1-Pentamere, keine Assemblierung

+ 0.5 mM CaCl2 32 nm-Kapside und heterogene Aggregate

+ 2.0 M (NH,),SO, 45 nm-Kapside, 26 nm-Kapside, filamenttse Aggregate
10 mM Natriumacetat, pH 5.0

+1mM EDTA, 15 mM b-ME heterogene Aggregate von 40-100 nm

+ 0.5 mM CaCl, heterogene Aggregate von 40-100 nm

+ 2.0 M (NH,),SO, 45 nm-Kapside, 26 nm-Kapside, filamenttse Aggregate

Im Gegensatz zu den bereits beschriebenen Ansédtzen (Forstovaet al., 1995, Sandalon et
al., 1997) sollte ein neuartiges, modulares Therapiesystem entwickelt werden, dessen
einzelne Module bestimmte Eigenschaften besitzen und die beliebig miteinander, je
nach Art der Anwendung, kombiniert werden koénnen (Abbildung6). Die Module
bestehen aus unterschiedlichen Varianten des Polyomavirus VP1-Proteins, die in eéinem
gemischten Kapsid zusammengesetzt werden. Beispielsweise kénnen Module zur
Bindung des Therapeutikums, fir eine Zelltyp-spezifische Rezeptorbindung oder
gegebenenfalls zur endosomalen Freisetzung oder fur ein intrazelluléres Targeting
eingesetzt werden.
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3. Modulares V ektorsystem, auf
eine bestimmte Anwendung
zugeschnitten

2. Invitro-Assemblierungmit
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Abbildung 6. Prinzip eines modularen Vektorsystems basierend auf virusanalogen Partikeln.
Alle einzelnen Komponenten, wie das Therapeutikum, z.B. DNA (a), Kapsomere, die das
Therapeutikum binden (b), Kapsomere mit einer Aktivitdt zur endosomalen Freisetzung (c),
Kapsomere mit Bindungsmodulen (d) fir Rezeptorbindungsdoménen, die eine Zelltyp-
spezifische Aufnahme ermdglichen, z.B. Antikorper oder CD4-Rezeptor (€). Die virusanal ogen
Partikel werden mit allen Modulen und Komponenten, die fir die jeweilige Anwendung
erforderlich sind, in vitro assembliert.
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Ziele der Arbeit

Fir eine einfache Herstellung der verschiedenen Module sollte zunéchst ein schnelles
und einfaches Reinigungssystem etabliert werden, mit dem alle zukinftigen Varianten
des VP1-Proteins erhalten werden konnen. Das beschriebene Expressions- und
Reinigungssystem (Leavitt et al., 1985) ist relativ aufwendig in der Durchfihrung, und
es musste davon ausgegangen werden, dass fir jede Variante des Proteins eine erneute
Optimierung der Reinigungsvorschrift vorgenommen werden musste.

Durch Protein Design und ortsgerichtete Mutagenese der Kapsomere sollten neue
Module entwickelt werden, die dem Kapsid neue oder verbesserte Eigenschaften
verleihen. Mit diesen Modulen sollte einerseits demonstriert werden, dass ein modularer
Aufbau virusanaloger Kapside maglich ist, gleichzeitig sollten auch Positionen in der
VP1-Sequenz identifiziert werden, die spezifisch verandert werden kénnen, ohne die
Assemblierungsfahigkeit des Proteins zu beeintrachtigen. Weiterhin sollte im Hinblick
auf  spatere  therapeutische  Anwendungen  untersucht werden  inwiewelt
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polyomavirusanaloge Kapside in eukaryontische Zellen aufgenommen werden Hierzu
musste ein geeignetes Detektionssystem etabliert werden musste.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, das Potential, sowie Vorteille und
Grenzen enes modularen, vollstandig in vitro hergestellten Vektorsystems zu
untersuchen, als Grundlage und Ansatzmdglichkeiten fur weiterfihrende Arbeiten.
Priméres Ziel der Arbeit war es dagegen nicht, ein therapeutisches System fir eine
spezifische Erkrankung aufzubauen.
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2 Methoden und Materialien

2.1Molekularbiologische M ethoden
2.1.1 Transformation von Escherichia coli

Die Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmiden erfolgte durch Elektroporation.
50ul einer Suspension elektrokompetenter Zellen wurden auf Eis in ener
Elektroporationskiivette mit bis zu 2pul Plasmididsung gemischt und einem
Elektroschock von 4-5ms unterzogen. Die Einstellungen am Geré betrugen dabel
25 pF, 200 W und 1.8 kV. Die Suspension wurde mit 350 pl SOC-Medium versetzt, fir
1 h bei 37 °C geschiittelt und anschlief?end auf Agarplatten mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum ausplattiert.

Gerate
Elektroporator: Gene Pulser (Biorad), Thermoblock: Thermomixer Standard
(Eppendorf)

Puffer und Losungen

SOC-Medium (20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgSO,, 10 mM
MgCl,, 20 mM Glucose, LB-Agar (5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 5 g/l NaCl, 15 g/|
Agar-Agar), 1000 Ampicillin (100 mg/ml Ampicillin), 1000 Kanamycin (50 mg/ml
Kanamycin)

2.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Aus Uber-Nacht-Kulturen mit einem Volumen von 5 ml (Mini), 150 ml (Midi) oder
15 | (Mega) wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe von Qiagen Plasmid-Kits nach der
Standardvorschrift isoliert, wobei mit dem Mini-Kit bis zu 20 pug, mit dem Midi-Kit bis
zu 100 pg und mit dem Mega-Kit bis zu 2 mg DNA erhaten wurde.

Kits
QIAspin Plasmid Mini Kit (Qiagen), QlAprep Plasmid Midi Kit (Qiagen), QIAprep
Plasmid Mega Kit (Qiagen)

2.1.3 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung von Plasmiden und mit PCR erzeugten DNA-Fragmenten wurden Typ |l-
Restriktionsendonukleasen verwendet, die an spezifischen, meist 4-8bp langen
Erkennungssequenzen schneiden.

Die Kombination von Puffern und Enzymen erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
Ein typischer analytischer 10 pl-Ansatz setzte sich folgendermal3en zusammen:
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10" Puffer 1.0ul
DNA (100-200 ng/ul) 1.0l
10" BSA (falserforderlich) 1.0ul
Wasser 6.0-7.0 ul
Restriktionsendonuklease (1-2 U/ul) 1oul

Ein typischer praparativer 30 ul-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

10" Puffer 3.0l
10" BSA (falserforderlich) 3.0l
DNA (100-200 ng/ul) 23.0-26.0 ul
Restriktionsendonuklease (10 U/ul) 1.0 pl

Analytische Ansétze wurden, soweit fur bestimmte Enzyme vom Hersteller nicht anders
angegeben, fur 1-3 h bel 37 °C inkubiert, préparative Ansétze fir 5-24 h.

Enzyme

Aat I, Afl 11, Avr 1, Bam HI, Bgl I, Bst BI, Dpn I, Eco RI, Fok |, Fsp I, Kas I, Nde I,
Nhe I, Nsi I, Smal, Sph I, Xho I, Xma | (alle New England Biolabs), Eam 1104l
(Stratagene)

Puffer und Losungen
Puffer 1, Puffer 2, Puffer 3, Puffer 4, Eco RI-Puffer, Nsi |-Puffer, Bam HI-Puffer (alle
New England Biolabs)

2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente mit einer Lange von 100-10000 bp wurden elektrophoretisch in 0.7-
2.0 %igen Agarosegelen getrennt. Die Agarose wurde in 1" TAE-Puffer unter
Erwarmen gelést und nach Zugabe von 5000° Ethidiumbromid-Losung in ene
horizontale Gelkammer gegossen. Die Elektrophorese wurde spannungslimitiert bei
NV (7 8 cm-Gele) bzw. bei 110 V (12" 14 cm-Gele) durchgefihrt und war nach 45-
60 min beendet.

Gerate
Horizontal-Gelelektrophoreseskammern:  B1A  und B2  (Owl  Scientific),
Spannungsguel le: EPS 600 (Pharmacia)

Puffer und Losungen

50" TAE-Puffer (2 M Tris, 1 M Essigsaure, 100 mM EDTA, pH 8.1 (stellt sich ein)),
Probenpuffer (10 mM Tris, 1mM EDTA, 50% (w/v) Glycerol, 0.05% (w/v)
Bromphenolblau, pH7.2 (HCl)), 5000" Ethidiumbromid-Lésung (1 mg/ml
Ethidiumbromid), 1 kb DNA-Marker (New England Biolabs), 100 bp DNA-Marker
(New England Biolabs)
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2.1.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente mit einer Lange bis 100 bp wurden in vertikalen 12-18%igen
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Fur ein 12%iges Gel wurde folgende Mischung
angesetzt:

PAA 40 3ml
5" TBE Puffer 2ml
Wasser 49 ml
TEMED 10 pl
APS-L6sung 100 pl

Die Gele wurden zwischen zwei Glasplatten gegossen und hatten eine Dicke von
0.75 mm (analytische Gele) bzw. von 1.5 mm (préparative Gele). Die Elektrophorese
lief Gber 80-140 min bei 130 V. Zur Detektion der Banden wurden die Gele fur 10 min
in SY BR-Gold-Féarbel 6sung geschiittelt.

Gerate
Vertikal-Gel el ektrophoresekammer: Mighty Small SE260 (Hoefer), Spannungsquelle:
EPS 600 (Pharmacia)

Puffer und Losungen

PAA 40 (40% Acrylamid, 0.8 % Bisacrylamid, Roth), 5 TBE Puffer (0.45 M Tris,
0.45 M Borsaure, 10 mM EDTA, pH 8.0 (stellt sich ein)), APS-Losung (10 % (w/v)
APS), Probenpuffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 50% (w/v) Glycerol, 0.05 % (w/v)
Bromphenolblau, pH 7.2 (HCl)), SYBR-Gold Farbel6sung (0.1 pl/ml SYBR-Gold)

2.1.6 Reinigung und Aufkonzentrierung von DNA
Pré&par ative Gelelektrophorese

Aus einem Gemisch von DNA unterschiedlicher Lange, das z.B. durch einen Verdau
mit Restriktionsendonukleasen erzeugt wurde, wurden einzelne Fragmente durch
praparative Elektrophorese gereinigt. Fir grof3ere Fragmente wurden dazu Agarosegele
verwendet, kleinere (<100 bp) konnten besser mit Polyacrylamidgelen aufgetrennt
werden. Nach der Elektrophorese wurden die entsprechenden Banden mit einem
Skalpell ausgeschnitten und aus dem Gel extrahiert.

Bei Agarosegelen wurde dafir das QIAquick Gel Extraction Kit verwendet, wobel
nach der Vorschrift des Herstellers verfahren wurde. Fur die Extraktion von DNA, die
aus Polyacrylamidgelen ausgeschnitten worden war, wurde das Gelstlick zun&chst fein
zerkleinert durch Zentrifugation (13000~ g, 5min) in ein 2 ml-Eppendorfgefald durch
ein ca. 1 mm grof3es Loch in einem 500 pl-Eppendorfgefald. Danach wurden 300-700 pl
EB-Puffer zugegeben, und die Mischung wurde fir 2-10h bei Raumtemperatur
geschittelt. Mit Zentrifugation bel 13000 “ g fur 15 min wurden die Polyacrylamidreste
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abgetrennt; die extrahierte DNA befand sich im Uberstand und konnte z.B. mit Hilfe
einer Ethanolfadlung weiter aufkonzentriert werden.

Reinigung und Aufkonzentrierung mit QI Aquick-Kits (Qiagen)

Zum Entfernen von Puffersubstanzen oder Enzymen aus DNA-L6sungen und zum
Aufkonzentrieren (bis auf 30 pl) wurden QIAquick-Kits verwendet. Dabei wurde die
DNA in Puffern hoher lonenstérke an eine Silikatmatrix gebunden und nach einem oder
mehreren Waschschritten mit einem Puffer niedriger lonenstérke eluiert.

Es wurde das Nucleotide Removal Kit (Fragmente <100 bp) und das PCR Purification
Kit (Fragmente > 100 bp) eingesetzt, wobel nach der Vorschrift des Herstellers
verfahren wurde.

Fallung mit Ethanol/Glycogen

Eine Aufkonzentrierung von DNA auf Volumina <30ul wurde durch ene
Ethanolfallung erreicht, wobei die DNA gleichzeitig sterilisiert wurde. Der Zusatz von
Glycogen vervollstéandigt die Fallung und erhdht vor allem bel kleineren Fragmenten
die Ausbeuten. Das Glycogen verbleibt dabei teilweise in der DNA-L6sung, stort
jedoch bel nachfolgenden Schritten nicht.

Fir die Ethanol/Glycogen-Fallung wurde die DNA-L6sung auf ein VVolumen von 200 pl
gebracht, ein Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

DNA-LOsung 200 pl
Glycogen 3ul
Ammoniumacetat-L 6sung 100 pl
Ethanol (absolut) 700 pl

Der Ansatz wurde grundlich gemischt und fir 1h bei —80°C inkubiert. Das
DNA/Glycogen-Prazipitat wurde bei 13000 “ g fir 30 min abzentrifugiert, mit 100 ul
70%igem Ethanol gewaschen und erneut bei 13000 g fir 15 min abzentrifugiert.
Abschlieffend wurde das Pellet in dem gewinschten Volumen Wasser oder Puffer
resolubilisiert.

Gerate
V akuum-Saugeinrichtung (Promega), Kuhlzentrifuge: Fresco (Heraeus)

Kits
QIAquick Gel Extraction Kit, QIAquick Nucleotide Remova Kit, QIAquick PCR
Purification Kit (alle Qiagen)

Puffer und Losungen
Ammoniumacetat-Lésung (10 M  Ammoniumacetat), EB-Puffer (10 mM  Tris),
Glycogen (Roche)
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2.1.7 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Die Dephosphorylierung von 5'-DNA-Enden wird von dem Enzym Alkalische
Phosphatase (CIP) katalysiert. Diese Reaktion ist wichtig, um bel Klonierungen in einen
linearisierten Vektor mit kompatiblen Enden eine Selbstligation des Vektors as
dominante Nebenreaktion zu verhi ndern.

Die Dephosphorylierung erfolgte immer direkt nach einer préparativen Spaltung mit
Restriktionsendonukleasen. Da die Alkalische Phosphatase in allen Puffern der
Restriktionsenzyme aktiv ist, wurde dem Ansatz 1l CIP (1 U/ul) zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fur 1 h bel 37 °C inkubiert und fur 10 min bei 65°C
hitzeinaktiviert.

Enzyme
CIP: Alkalische Phosphatase aus K& berpankreas (New England Biolabs)

2.1.8 DNA-Ligation

Mit Hilfe von T4-DNA-Ligase werden DNA-Enden unter ATP-Hydrolyse kovaent
miteinander verknupft. Mindestens ein 5°-Ende der DNA muss dabel phosphoryliert
sein. Ein typischer 10 pl-Ligationsansatz setzte sich folgendermal3en zusammen:

10" T4-DNA-Ligase-Puffer 1.0ul
Fragment 1/V ektor (20-50 ng/ul) 1.0-3.0 pl
Fragment 2 (50 ng/ul) 2.0-4.0 ul
Wasser 1.0-5.0 pl
T4-DNA-Ligase (400 U/pul) 1.0ul

Fur die Ligation zweier Fragmente zu einem linearen DNA-Strang wurden diese
aguimolar eingesetzt; fur die Insertion eines Fragmentes in einen Vektor wurde das
Fragment mindestens in einem 4-fachen molaren Uberschuss zum Vektor eingesetzt.
Der Reaktionsansatz wurde fur 1-16 h bel 16 °C inkubiert.

Geréate
Thermoblock: Thermomixer comfort (Eppendorf)

Enzyme
T4-DNA-Ligase (New England Biolabs)

Puffer und Losungen
10" T4-DNA-Ligase-Puffer (New England Biolabs)

2.1.9 Phosphorylierung von Oligonukleotiden

Eine Phosphorylierung an 5'-DNA-Enden wird unter ATP-Hydrolyse von dem Enzym
Polynukleotidkinase katalysiert. 5°'-Phosphatgruppen sind fir eine Ligation von DNA-
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Enden erforderlich. Ein typischer 20 ul-Phosphorylierungsansatz setzte sich wie folgt
Zusammen:

10" T4-DNA-Ligase Puffer 2.0 pl
DNA-L6sung 10.0-17.0 ul
Wasser 0-7.0 pl
Polynukleotidkinase (0.5 U/ul) 1pl

Der Ansatz wurde fur 1 h bel 37 °C inkubiert und anschlief3end fir 10 min bei 65 °C
hitzeinaktiviert.

Enzyme
Polynukleotidkinase (New England Biolabs)

Puffer und Losungen
10" T4-DNA-Ligase-Puffer (New England Biolabs)

2.1.10 Polymerase-K ettenr eaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion l&sst sich durch eine sich zyklisch
wiederholende Abfolge von Reaktionsschritten ein DNA-Segment amplifizieren, das
von bekannten Sequenzen begrenzt wird (Mullis et al., 1986, Saiki et al., 1988,
Lachmund & Sachse, 1994)).

Die PCR wurde sowohl zur analytischen Amplifikation bestimmter Gensegmente als
auch zur pragparativen Amplifikation von Genen verwendet. Analytische Ansdtze
wurden mit Tag-DNA-Polymerase durchgefiihrt, préparative Ansdtize aufgrund der
geringeren Fehlerrate mit Pfu-DNA-Polymerase. Ein typischer 50 pl-Ansatz setzte sich
wie folgt zusammen (analytische Ansdize wurden analog im 10l Malistab
durchgefihrt):

10" Polymerase Puffer 5.0 pl
Templat-DNA (5-50 ng/ul) 10oul
dNTP-Mix (100 mM) 0.8 ul
5*-Oligonukleotid (20 pmol/ul) 2.0 ul
3'-Oligonukleotid (20 pmol/pl) 20l
Wasser 38.2 ul
Pfu-/Tag-DNA-Polymerase (3 U/ul) 1.0ul

Es wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:
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Vorgang Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 45s 1
Denaturierung 95°C 45s

Annealing 50-60 °C 45s } 25-30
Extension 72°C 60-600 s *

Finale Extension 72°C 600 s 1

* Extensionszeit nach GroR3e des zu amplifizierenden Fragments: 2 kb/min (Pfu), 1 kb/min (Taq)

Geréate
Thermocycler: Mastercycler gradient (Eppendorf)

Enzyme
Pfu-DNA-Polymerase (Promega), Tag-DNA-Polymerase (Promega)

Puffer und Losungen
10° Pfu-DNA-Polymerase-Puffer (Promega), 10° Tag-DNA-Polymerase-Puffer
(Promega), dNTP-Mix (25 mM dATP, 25 mM dCTP, 25 mM dGTP, 25 mM dTTP)

2.1.11 Blunt End-Klonierung von PCR-Produkten

Eine Subklonierung von Blunt End PCR-Produkten erfolgte in den Vektor pCR-
BluntlITopo, der bereits linearisiert und mit einer Topoisomerase aktiviert vorlag, so
dass keine DNA-Ligase bendtigt wurde. Die Stelle der Insertion befand sich im
Leseraster fur einen letalen DNA-Gyrase-Inhibitor (ccdB), so dass nur solche Zellen
Uberleben konnten, die das Fragment erfolgreich in den Vektor integriert hatten,
wodurch eine hocheffiziente Selektion positiver Klone erreicht wurde.

Die Ligationsreaktion und anschlieffende Transformation erfolgte nach der Vorschrift
des Herstellers.

Kits
Zero Blunt Topo PCR Cloning Kit (Invitrogen)

2.1.12 Ortsgerichtete Mutagenese

Zum Einbringen von Punktmutationen oder Insertionen in eine DNA-Sequenz wurden
zwei zueinander komplementdre Oligonukleotide verwendet, die die veranderte
Sequenz enthielten. In einer PCR-ahnlichen Reaktion wurde die Templat-DNA kopiert,
so dass Plasmide mit der neuen Sequenz synthetisiert wurden. Die Templat-DNA wurde
dann in einem zweiten Schritt spezifisch mit dem Enzym Dpn | verdaut, das an einer
methylierten 4 bp-Sequenz schneidet (Abbildung 7). Ein Teil des Ansatzes wurde zur
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Transformation von E. coli verwendet, wobel die verbleibenden Einzelstrangbriiche in
der synthetisierten DNA geschlossen wurden.

e
40—
lineare
Amplifikation Dpn | Verdau
> _—

Abbildung 7. Prinzip der ortsgerichteten Mutagenese.

Die Synthese des Plasmids mit der veranderten Sequenz erfolgte im 25 pl-Mal3stab. Ein
typischer Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

10" Pfu-Polymerase Puffer 2.5l
Templat-DNA (50-100 ng/pl) 1.0ul
dNTP-Mix (100 mM) 0.5ul
Oligonukleotid 1 (20 pmol/pl) 1.0ul
Oligonukleotid 2 (20 pmol/ul) 10oul
Wasser 18,5l
Pfu-DNA-Polymerase (3 U/ul) 0.5 ul

Es wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:

Vorgang Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 30s 1
Denaturierung 95°C 30s

Annealing 52°C 60s 18
Extension 68 °C 600-1200 s *

* Extensionszeit nach Templat-Grofie: 2 kb/min

Danach wurden 0.5 pl Dpn | (10 U/ul) zugegeben und fur 1 h bei 37 °C und fir 10 min
bei 65 °C inkubiert. Mit 2 pl des Ansatzes wurden E. coli TOP10-Zellen transformiert.

Geréate
Thermocycler: Mastercycler gradient (Eppendorf)

Enzyme
Pfu-DNA-Polymerase (Promega), Dpn | (New England Biolabs)
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Puffer und Losungen
10" Pfu-DNA-Polymerase-Puffer (Promega), ANTP-Mix (25 mM dATP, 25 mM dCTP,
25 mM dGTP, 25 mM dTTP)

2.1.13 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977).
Die Sequenzierreaktion wurde mit einer thermostabilen Polymerase durchgefiihrt, so
dass die einzelnen Elongationszyklen zur Verringerung der erforderlichen Templat-
Konzentration bis zu 30 Mal wiederholt werden konnten (cycle sequencing, Krishnan et
al., 1991). Dabel wurden mit einem Infrarot-Farbstoff markierte Primer eingesetzt, die
eine simultane Detektion der Fragmente bel ener anschlief?enden Polyacrylamid-
Gelelektrophorese ermdglichten.

Fur die Sequenzierreaktionen wurde das Sequitherm Excel 11 Long-Read Kit nach der
Standardvorschrift verwendet. 1.2-1.5ul der einzelnen Reaktionen wurden auf en
0.25mm dickes und 40" 25cm grofes Polyacrylamidgel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei 50 °C, 1500 V und war nach ca. 6-8 h abgeschlossen. Die
erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Programm Base ImagIR (L1-COR) ausgewertet.
Die Leseweite betrug bis zu 1000 bp.

Geréate
DNA Sequencer: LI-COR 4000 (LI1-COR), Thermocycler: Omn-E (Hybaid)

Kits
Sequitherm Excel 11 Long-Read DNA Sequencing Kit (Epicentre Technologies)

Puffer und Losungen

Sequenziergel-Losung (30 ml Sequagel XR-Losung, 7.5 ml Sequagel-Puffer, 400 pl
DMSO, 300l 10% (w/v) APS), 5° TBE (0.45M Tris, 0.45M Borsaure, 10 mM
EDTA, pH 8.0 (stellt sich ein))

2.2Expression, Reinigung und Analytik von Proteinen
2.2.1 Bakterienanzucht zur Expression rekombinanter Proteine

Die Expression rekombinanter Proteine in E. coli erfolgte durch Animpfen einer 5-
20 ml Vorkultur mit einer Kolonie von einer frisch ausgestrichenen LB-Agar Platte oder
einer Glycerolkultur. Die Vorkultur wurde Uber Nacht bel 37 °C geschittelt und zum
Animpfen der Hauptkultur verwendet. Dazu wurde die Vorkultur 100 bis 200-fach in
frischem LB-Medium in 1 | (bis zu 300 ml Medium) oder 51 (bis zu 21 Medium)
Schiittelkolben verdiinnt. Die Kolben wurden dann bei 37 °C geschiittelt bis die Zellen
eine Dichte ODgy von 0.6 bis 1.5 erreicht hatten. Danach wurde die Expression der
rekombinanten Proteine durch Zugabe von 1000° IPTG-L6sung induziert. Die Kolben
wurden je nach Expressionssystem entweder weiter bei 37 °C fir 4 h geschuttelt oder
Uber Nacht bei 15 °C.
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Geréate
Kulturenschiittler: HT (Infors), SM30/TM 30 (Edmund Buhler)

Puffer und Losungen
LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7.0-7.4 (stellt sich ein)),
1000" IPTG-L6sung (1 M IPTG)

2.2.2 Gewinnung des Z€llrohextraktes

Die Zellen wurden zundchst fir 20 min bei 5000~ g abzentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 30 bis 100 ml Puffer100 resuspendiert. Die Zellen wurden durch Hochdruck-
Dispersion bei 1200 bar aufgeschlossen. Anschlief3end wurde die Suspension fur 1h
bei 48000 " g zentrifugiert, so dass ein klarer Rohextrakt erhalten wurde.

Geréate
Hochdruckhomogenisator: APV (Manton-Gaulin), Zentrifugen: JA-20, JA-30
(Beckman)

Puffer und Losungen
Puffer100 (20 MM HEPES, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 5% (w/v) Glycerol, pH 8.0
(NaOH))

2.2.3 ProteinspleilRen und Chitin-Affinitats-Chromatographie

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Proteine wurden als C-terminale Fusionen
mit enem Intein und ener Chitin-Bindungsdoméne exprimiert, was ene
Proteinreinigung in einem Schritt ermdglicht (Chong et al., 1997). Inteine sind selbst-
spleil3ende Elemente in Proteinen, die bereitsin einigen Spezies entdeckt wurden (Perler
et al., 1997). Proteinspleif3en ist definiert als das Ausschneiden einer Proteinsequenz
(Intein) und die Ligation der flankierenden Proteinfragmente (Exteine), so dass ein
reifes Extein Protein und das frele Intein gebildet wird (Perler et al., 1994).
Fusionskonstrukte eines rekombinanten Proteins mit einer Mutante des Inteins aus dem
Saccharomyces cerevisae VMAL Gen, das keine Endonuclease- und Ligationsaktivitét
mehr besitzt, kann zum in vitro-Spleif3en verwendet werden (Chong & Xu, 1997, Chong
et al., 1996). Die Peptidbindung des Cysteins am N-Terminus des Inteins steht im
Gleichgewicht mit einer Thioesterbindung, die durch nucleophile Substanzen, wie z.B.
Hydroxylamin oder DTT, gespalten werden kann, so dass eine Spatung des
Fusionsproteins erfolgt. Fur eine Affinitétsreinigung befindet sich am C-Terminus des
Inteins zusétzlich eine Chitinbindungsdoméne aus Bacillus circulans, die eine starke
Bindung des Fusionsproteins an eine Chitinmatrix erméglicht (Chong et al., 1997).
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Fir die Chitin-Affinitéts-Chromatographie wurde eine Chitinsdule mit einem Volumen
von 10 bis 15 ml verwendet. Die Chromatographie erfolgte im Kihlraum bel 6 bis 8 °C
nach fol gendem Schema:

Vorgang Puffer Flussrate Dauer
Aquilibrieren Puffer100 2 ml/min 3V,
Probenauftrag Rohextrakt 0.5 ml/min 30 bis 100 ml
Puffer100 3V,
Puffer2000 10 V;
Puffer100 3V,
Spaltung Spaltungspuffer 1 oder 2 > ml/min 3V, 14 h
Elution 0-50 % Puffer2000 in Puffer100 4V,
Regenrerierung Regenerierungspuffer 1 mi/min 3V,

Nach dem Spulen mit Spaltungspuffer wurde die Saule fur 14 h inkubiert, um die
Spaltung des Fusionsproteins zu ermoglichen. Wahrend der Elution wurden Fraktionen
gesammelt, die durch SDS-PAGE analysiert wurden. Die Regenerierung der Saule
wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt, um eine Prazipitation des SDS im
Regenerierungspuffer zu vermeiden.

Gerate
Chromatographiesaule: XK16/20 (Pharmacia), FPLC-Anlage. AEKTA Explorer
(Pharmacia)

Puffer und Losungen

Chitin Beads (New England Biolabs), Pufferl00 (20 mM HEPES, 1 mM EDTA,
100 mM NaCl, 5% (w/v) Glycerol, pH 8.0 (NaOH)), Puffer2000 (20 mM HEPES,
1 mM EDTA, 2M NaCl, 5% (w/v) Glycerol, pH 8.0 (NaOH)), Spaltungspuffer 1 (20
mM HEPES, 1 mM EDTA, 50 mM Hydroxylamin, 100 mM NaCl, 5 % (w/v) Glyceral,
pH 8.0 (NaOH)), Spatungspuffer2 (20 mM HEPES, 1mM EDTA, 30 mM
Hydroxylamin, 30 mM DTT, 100 mM NaCl, 5% (w/v) Glycerol, pH 8.0 (NaOH)),
Regenerierungspuffer (20mM HEPES, 100 mM NaCl, 1% (w/v) SDS, pH 7.2
(NaOH))

2.24 Gdfiltrations-Chromatographie

Die Gelfiltrations-Chromatographie diente zur Analyse der Kapsidassemblierung und
zur prparativen Isolation von Kapsiden. Es wurden HPLC-Saulen mit einem Volumen
von 14 ml verwendet, die Ausschlussgrenzen von 20 MDa (TSKgel 5000PW,) bzw.
40 MDa (TSKgel 6000PW,) besallen. Die Chromatographie wurde wie folgt
durchgeftihrt:
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Vorgang Puffer Flussrate Dauer
initiale Aquilibrierung SEC-Puffer 1oder2 0.7 ml/min 3V,
Aquilibrierung SEC-Puffer 1 oder 2 0.3 bis1V,
Kapsid-/Pentamer- 0.7 ml/min :
ProbenaLftrag Lésung 50 pl bis1 ml
Elution SEC-Puffer 1 oder 2 0.7 ml/min 1.3V,

Vor jedem Probenauftrag wurde erneut mit 0.3 bis 1 \; aquilibriert, um eine stabile
Basisiinie zu erhalten und um spéter eluierende Substanzen, wie z.B. DTT aus dem
vorherigen Lauf, von der Saule zu spilen. Fir Assemblierungsanalysen wurden 50 bis
100 pl Probe aufgetragen, fur eine préparative Kapsidisolierung wurde bis zu 1 ml
Probe eingesetzt, wobei gleichzeitig wadhrend der Elution Fraktionen gesammelt
wurden.

Gerate

HPLC-Saulen: TSKgel 5000PW, und TSKgel 6000PW,; (Toso Haas), HPLC-Anlage:
Biocad Vision (Perseptive Biosystems)

Puffer und Losungen

SEC-Puffer 1 (20 mM HEPES, 0.5 mM CaCl,, 150 mM NaCl, 5% (w/v) Glycerol,
pH 7.2 (NaOH)), SEC-Puffer 2 (20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 5%
(w/v) Glycerol, pH 7.2 (NaOH)), beide Puffer wurden sterilfiltriert und entgast

2.25 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bel der SDS-PAGE werden Proteine in denaturierter Form in einem Polyacrylamidgel
im elektrischen Feld getrennt (Laemmli, 1970). Das anionische Detergens SDS bindet
mit einem konstanten Verhdtnis von 1.4g SDS pro 1g Protein, so dass die
elektrophoretische Beweglichkeit nur noch von der Molekularmasse der Proteine
abhangt (Reynolds & Tanford, 1970).

Die hier verwendeten Gele hatten eine Grofe von 8 10 cm und waren 0.75 mm dick.
Ein 12 %iges Trenngel setzte sich folgendermal3en zusammen (Ldsung ausreichend fir
zwei Gele):

PAA 30 3ml
4" Trenngel puffer 2ml
Wasser 49 ml
TEMED 10 pl

APS-L6sung 100 pl
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Nach dem Gief3en der Trenngele wurde die Losung mit Isopropanol Uberschichtet, bis
das Gel polymerisiert war. Danach wurde das Isopropanol entfernt und die 6 %ige
Sammelgellosung angesetzt (ausreichend fur zwei Gele) und Uber das Trenngel
gegossen:

PAA 30 3ml
4" Sammelgelpuffer 2ml
Wasser 4.9 mi
TEMED 10
APS-L6sung 100 pl

Die Proben wurden mit mindestens 25 % ihres Volumens mit Probenpuffer versetzt und
far 5 min auf 98 °C erhitzt. Die Elektrophorese lief in Tris/Glycin-Puffer bei 35 mA pro
Gel und war nach 50 bis 60 min beendet. Die Gele wurden dann zunéachst 10 min in
PAGE-Fixierer fixiert und dann 30 min mit PAGE-Férber gefarbt. Anschlief}end
wurden siein 10 % (v/v) Essigsdure gelagert.

Geréate
Vertikal-Elektrophoresekammer: Mighty small SE200 (Hoefer), Netzteill: EPS-200
(Pharmacia)

Puffer und Losungen

PAA30 (30% Acrylamid, 0.8% Bisacrylamid, Roth), 4= Trenngelpuffer, 4
Sammel gelpuffer, TEMED (Roth), APS-LOsung (Ammmoniumperoxodisulfat,
gesdttigt), 5 Tris/Glycin-Puffer (15 g Tris-Base, 72 g Glycin, 2.5 g SDS, pH stellt sich
ein), Probenpuffer, PAGE-Fixierer (10 % (v/v) Essigsaure, 25 % (v/v) Isopropanal),
PAGE-Farber (10 % Essigsdure, 0.006 % Coomassie Brilliant Blue G250), 10 % (v/v)
Essigsaure

2.2.6 Konzentrationsbestimmung

Proteine absorbieren Licht im UV-Bereich bei 280 nm durch aromatische Aminoséuren
und Disulfidbriicken. Die Absorption ist von der Anzahl der im Protein vorhandenen
Tryptophan- und Tyrosinreste sowie der Anzahl der Disulfidbriicken abhéangig. Bei
bekannter Sequenz kann der Absorptionskoeffizient naherungsweise berechnet werden
(Pace et al., 1995):

€280 nm[MemM™] = 5500 " Nrryptophan + 1490 " Nryrosin + 1257 Npisuifidbriicken

Somit kann durch eine Absorptionsmessung bel 280 nm mit Hilfe des Lambert-
Beerschen Gesetz die Proteinkonzentration bestimmt werden:
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A280nm  gemessene Absorption bei 280 nm

_ . €80 nm berechneter Absorptionskoeffizient [M*cm]
A2g0nm=€20m C  d . .
c Proteinkonzentration [M]
d Schichtdicke der Kivette [cm]

Fur die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Varianten des Polyomavirus-
Hullproteins VP1 sind die Absorptionskoeffizienten in Tabelle 7 angegeben.

Tabelle 7. Molare Absorptionskoeffizienten verschiedener VP1-Varianten

Protein Molarer Absor ptionskoeffizient

VP1-wt, VP1-DC61, VP1-2C, VP1-3C, VP1-1RGD150,

1 M-l -1
VP1-1RGD292 55015 Mem

VP1-CallS, VP1-CalS-T248C 54890 M*cm?
VP1-WW150, VP1-WW292 73340 Mem?
VP1-WW14, VP1-3C-WW150 73465 Mtem?
Gerate

UV/Vis-Spektrometer: DU7400 (Beckman), Quarzkivetten (Hellma)

2.2.7 Native Polyacrylamid-Gelelektr ophorese

Die Reinheit und Molekularmasse von nativem VP1-Pentamer wurde durch native
diskontinuierliche Polyacrylamid-Gel el ektrophorese bestimmt. Dazu wurden analog zur
SDS-PAGE Tris/Glycin-gepufferte Gele gegossen, die jedoch kein denaturierendes SDS
enthielten (Bryan, 1977). Die hier verwendeten Gele hatten eine Grofze von 8 10 cm
und waren 0.75 mm dick. Ein 6 %iges Trenngel setzte sich folgendermalien zusammen
(L6sung ausreichend fur zwei Gele):

PAA 30 3ml
4" Nativ-Trenngel puffer 2ml
Wasser 49 ml
TEMED 10 pl
APS-L6sung 100 pl

Nach dem Giel3en der Trenngele wurde die Ldsung mit Isopropanol Uberschichtet, bis
das Ge polymerisiert war. Danach wurde das Isopropanol entfernt und die 4 %ige
Sammelgell6sung angesetzt (L dsung ausreichend fur zwei Gele) und Uber das Trenngel
gegossen:
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PAA 30 2ml
4" Nativ-Sammelgel puffer 2ml
Wasser 59 mi
TEMED 10 pl
APS-L6sung 100 pl

Die Proben wurden mit mindestens 25 % ihres Volumens mit Probenpuffer versetzt und
far 5 min auf 98 °C erhitzt. Die Elektrophorese lief in Tris/Glycin-Puffer bei 35 mA pro
Gel und war nach 50 bis 60 min beendet. Die Gele wurden dann zunéachst 10 min in
PAGE-Fixierer fixiert und dann 30 min mit PAGE-Farber geféarbt. Anschliel3end
wurden siein 10 % (v/v) Essigsdure gelagert.

Die Bestimmung der Molekularmasse erfolgte durch einen nativen Proteinstandard und
Auswertung Uber Ferguson Plots (Ferguson, 1964). Dazu mussten zur Erstellung einer
Eichgerade, Trenngele unterschiedlicher Konzentration verwendet werden.

Geréate
Vertikal-Elektrophoresekammer: Mighty Small SE200 (Hoefer), Netzteil: EPS-200
(Pharmacia)

Puffer und Losungen

PAA30 (30% Acrylamid, 0.8% Bisacrylamid, Roth), 4° Nativ-Trenngelpuffer, 4°
Nativ-Sammelgelpuffer, TEMED (Roth), APS-Lésung (Ammmoniumperoxodisulfat,
gesdttigt), 10" Nativ-Trig/Glycin-Puffer (159 Tris-Base, 72 g Glycin, pH stellt sich
ein), Probenpuffer, PAGE-Fixierer (10 % (v/v) Essigsaure, 25 % (v/v) Isopropanol),
PAGE-Féarber (10% Essigsaure, 0.006 % Coomassie Brilliant Blue G250), 10 % (v/v)
Essigsdure

2.2.8 Western-Blot

Bei einem Western-Blot werden Proteine zuerst durch SDS-PAGE aufgetrennt,
elektrophoretisch auf eine Membran Ubertragen und dort mit einem spezifischen
Antikorper inkubiert. Die anschlief3ende Behandlung mit einem sekundéaren Antikorper
und Aktivierung der gekoppelten Peroxidase ermdglicht enen spezifischen
Proteinnachwels durch einen Farbniederschlag oder Chemilumineszenz (Coligan et al.,
1995).

Zum spezifischen Nachweis von VP1 bzw. Intein wurde das Protein von einem
12 %igen SDS-Gel auf eine PV DF-Membran geblottet (Gultekin & Heermann, 1988).
Das Ge wurde auf eine mit Methanol &quilibrierte PVDF-Membran gelegt und
zwischen zwei Stapel aus je drei Filterpapieren, die zuvor in I TrigGlycin-Puffer mit
20 % (v/v) Methanol vorinkubiert worden waren, gebracht. Dieser Stapel wurde in eine
Semi-Dry-Blotting Apparatur gelegt. Der Blot erfolgte fir 1 h bel einer konstanten
Stromstérke von 100 mA. Nach dem Blot wurde die Membran in Ponceau-L6sung
gefarbt und der mitgefihrte Molekularmassenmarker fir einen  spéteren
Grofenvergleich gekennzeichnet. Die Ponceau-Farbung wurde durch kurzes Spulen mit
Wasser wieder entfernt. Anschlief3end wurde die Membran in I TBT-Puffer mit 5%
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(wiv) Magermilchpuffer fir 30 min geschittelt, um den Membranhintergrund mit
Proteinen abzusdttigen. Zu dieser L&sung wurde dann der primére Antikorper 1000-fach
verdinnt zugegeben. Die Inkubation erfolgte fir mindestens 1h unter leichtem
Schitteln bei Raumtemperatur. Durch dreimaliges Waschen mit 1 TBT-Puffer wurde
Uberschiissiger, ungebundener Antikorper entfernt. Danach wurde die Membran mit
dem sekundéren Antikorper (1000-fach verdinnt) in 1 TBT-Puffer mit 5% (w/v)
Magermilchpulver fir 1 bis 2 h inkubiert. Nach erneutem, dreimaligem Waschen der
Membran erfolgte die Detektion Uber die an den sekundéren Antikorper gekoppelte
Peroxidase.

Detektion durch Chemilumineszenz

Die Detektion der Banden erfolgte mit dem ECL -Detektionssystem Uber eine Oxidation
von Luminol durch die Peroxidase, wodurch eine Chemilumineszenz ausgel6st wird
(Kricka, 1991, Fowler, 1995). Dazu wurde die Membran zunéchst mit Wasser
abgespult. Danach wurden 2 ml einer frisch zubereiteten ECL-LAsung gleichméldig auf
der Membran verteilt und fir 2 min inkubiert. Die Peroxidaseaktivitét wurde durch
Exposition eines Rontgenfilms auf der Membran und anschlief3ende Entwicklung des
Films nachgewiesen. Die Expositionszeit lag zwischen 15 sund 10 min.

Detektion durch einen Farbniederschlag

Die Peroxidaseaktivitét 1&sst sich auch direkt auf der Membran sichtbar machen, wobei
durch Umsatz von DAB ein Farbniederschlag gebildet wird. Dazu wurde je eine
Tablette der beiden Komponenten des Sigma Fast DAB-Kits in 5 ml 1 TBT-Puffer
gel6st. In dieser Losung wurde die Membran so lange inkubiert (5 bis 10 min), bis die
Banden gut sichtbar waren. Abschlief3end wurde die Membran mit Wasser abgesplilt,
getrocknet und lichtgeschitzt gelagert.

Gerate
Semi-Dry-Blotting-Apparatur: SEMI-PHOR (Hoefer), Netzteil: EPS-200 (Pharmacia)

Puffer und Losungen

5 Trig/Glycin-Puffer (159 Tris-Base, 72 g Glycin, 25g SDS, pH stellt sich ein),
Ponceau-L 6sung (2 % (w/v) Ponceau S, 3% (w/v) TCA), 1" TBT-Puffer (10 mM Tris,
150 mM NaCl, 0.2 % (v/v) Tween 20, pH 7.4 (HCI))

Antikor per
Anti-Intein-Serum (New England Biolabs), Anti-VP1 (Davids Biotechnologie),
AntiRabbit 1gG (Sigma), AntiChicken 1gG (Sigma)

Kits
ECL Western Blotting analysis system (Amersham), Sigma Fast DAB with metal
enhancer (Sigma)
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2.2.9 Fluoreszenzmarkierung

Zur thiolspezifischen Fluoreszenzmarkierung wurde eine Spatel spitze des Farbstoffs in
100 pl eines geeigneten Losungsmittels gelst (Tabelle 8). Von dieser Losung wurde
durch eine Absorptionsmessung die Konzentration bestimmt. Der Farbstoff wurde dann
Zu einer Protein- oder Peptidldsung gegeben, so dass der Farbstoff in einem 10-fachen
molaren Uberschuss zu den vorhandenen freien SH-Gruppen vorlag. Die Mischung
wurde far 1 bis 2h be Raumtemperatur leicht geschittelt. Zum Abstoppen der
Reaktion wurde DTT in einem 10-fachen molaren Uberschuss zugegeben, das mit
seinen freien SH-Gruppen sehr schnell mit dem noch vorhandenen Farbstoff reagiert.
Die Kopplung des Farbstoffs konnte mit SDS-PAGE kontrolliert werden;
Uberschiussiger Farbstoff wurde entweder durch Dialyse mit hdufigem Pufferwechsel
oder durch Gelfiltrations-Chromatographie entfernt.

Gerate
Thermomixer: Comfort (Eppendorf)

Reagenzien
Fluorescaein-C5-Maeinimid, Texas Red-C2-Maeinimid, Alexa-594-C2-Maleinimid
(alle Molecular Probes), DMF (Sigma), DMSO (ICN)

Tabelle 8. Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe zur Thiolmarkierung (Angaben der Fa
Molecular Probes)

Far bstoff Loésungsmittel  ExX/Em [nm] e[M™'cm™] M, [Da]
Fluorescein-C5-Maleinimid DMF 492/515 83 000 427.37
Texas Red-C2-Maleinimid DMSO 582/600 108 000 728.83
Alexa Fluor-594-C2- Wasser 588/612 96 000 908.97
Maleinimid

2.2.10 Fluoreszenzspektroskopie

Bel der Fluoreszenzspektroskopie handelt es sich um eine Spektroskopieform, bei der
von der Probe absorbiertes Licht teilweise als Licht niedrigerer Energie wieder
abgestrahlt wird (Galla, 1988). Fluoreszenz tritt auf, wenn durch das eingestrahlte Licht
p-Elektronen in einen hoheren Zustand angeregt werden, die nicht durch strahlungslose
Ubergénge, sondern unter Lichtemission in den Grundzustand zurtickkehren.

Die Messung des emittierten Fluoreszenzlichts im Fluoreszenzspektrometer erfolgte im
90°-Winkel zu dem Anregungsliicht. Die Proteineigenfluoreszenz  durch
Tryptophanreste wurde bei 290 nm angeregt, das Emissionsmaximum wurde bei 330 bis
340 nm detektiert. Die Messung von markierten Cysteinen erfolgte bei denin Tabelle 8
angegebenen Wellenléangen.
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Geréate
Fluoreszenzspektrometer: F-4500 (Hitachi), Fluoreszenzkiivetten (Hellma)

2.2.11 Zirkular-Dichroismus-(CD)-Spektroskopie

Chirde Molekile Wechselwirken charakteristisch mit zirkular polarisiertem Licht,
abhéngig von der Wellenlange und der Polarisationsrichtung des eingestrahlten Lichts.
Auf diese Weise treten Absorptionsunterschiede zwischen links und rechts zirkular
polarisiertem Licht auf (Holtzhauer, 1996, Galla, 1988). Zirkular polarisiertes Licht
wird aus linear polarisiertem Licht erzeugt, indem linear polarisiertes Licht durch ein
| /4- Plattchen gelenkt wird. Dies fuhrt zu einer Polarisierung des linear polarisierten
Lichts im Winkel von 90° und einer Phasenverschiebung um | /4, so dass die Summe
beider Vektoren (linear polarisiertes Licht und orthogonal polarisiertes Licht mit einer
Phasenverschiebung um | /4) zirkular polarisiertes Licht ergibt. Im CD-Spektrometer
wird die Probenklvette mit zirkular polarisiertem Licht durchstrahlt, das mit einer
Frequenz im kHz-Bereich die Polarisationsrichtung von rechts und links zirkular
polarisiertem Licht andert, wobei die Absorption der Probe mit einem Photomultiplier
gemessen wird. Die Messung und Berechnung des Absorptionsunterschieds zwischen
links und rechts zirkular polarisiertem Licht erfordert eine dulRerst genaue Optik und
Auswerteelektronik, da die gemessene Grundabsorption bereits sehr hoch und der
Absorptionsunterschied sehr klein ist (Schmid, 1989).

Bae der CD-Spektroskopie von  Proteinen lassen sich  verschiedene
Sekundéarstrukturelemente durch charakteristische Spektren unterscheiden (Brahms &
Brahms, 1980). Im Fern-UV-Bereich absorbieren die p-Elektronen der Amidgruppen
des Proteins (Johnson, 1990). In diesem Wellenldngenbereich kdnnen Unterschiede im
Proteinrtickgrat und somit in den Sekundarstrukturelementen detektiert werden. Aus
den Spektren lassen sich ndherungsweise durch Dekonvolutionsprogramme die
Sekundérstrukturgehalte der gemessenen Proben berechnen. Auf3erdem lassen sich mit
Hilfe der CD-Spektroskopie thermische Proteinstabilitéten bestimmen, wobel wahrend
des Aufheizens der Probe die Abnahme des CD-Signals und somit das Entfalten des
Proteins gemessen wird.

Die Messung von CD-Spektren erfolgte in Plattchenkivetten einer Schichtdicke von
0.1 mm in 1 nm-Schritten in einem Bereich von 260 bis 195 nm, wobel die Messzeit bei
jedem Punkt 16 s betrug. Um mdglichst rauscharme Spektren zu erhalten, wurden von
jeder Probe finf Spektren akkumuliert. AuRerdem wurde auf die gleiche Weise der
Puffer, gegen den die Probe zuvor dialysiert worden war, vermessen. Das daraus
resultierende Spektrum wurde von dem Probenspektrum subtrahiert. Das korrigierte
Probenspektrum (mdeg gegen Wellenldnge) wurde dann in ein normalisiertes Spektrum
(De gegen Wellenlange) umgerechnet:



Q=00 X& [Q]
[Q] = TA De = 3300
Q: Elliptizitat [mdeg], MessgroRe  C: Probenkonzentration [mg/ml]
M,: Molekularmasse [Da] d: Kivettendicke [cm]

Na: Anzahl der Aminosauren

Die Dekonvolution der Spektren erfolgte mit dem Programm CDNN, das mit Hilfe
eines neuronalen Netzwerks und eines Basisspektrensatzes die Sekundéarstrukturgehalte
berechnet (Bohm et al., 1992).

Die Messung von thermischen Ubergéangen erfolgte in verschlieRbaren Kivetten mit
einer Schichtdicke von 1 mm. Die Probe wurde in 1 °C-Schritten von 20 auf 90 °C
aufgeheizt, wobel zwischen jeder Messung eine Pause von 1 min zur vollstandigen
Temperierung der Probe lag. Bei jeder Temperatur wurde das CD-Signa bei 220 und
210 nm gemessen.

Geréate
CD-Spektrometer: 62A DS (Aviv), Quarzklvetten (Hellma)

Puffer und Losungen
CD-Puffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 % (w/v) Glycerol, pH 7.2 (NaOH))

2.2.12 Assemblierung virusanaloger Partikel

Die in vitro-Assemblierung polyomavirusanaloger Partikel erfolgte durch eine Diayse,
wobe der Puffer von Nichtassemblierungs- zu Assemblierungsbedingungen veréndert
wurde (Salunke et al ., 1986, Salunke et al ., 1989).

Nach der Chitinaffinitdts-Chromatographie wurde das VP1-Protein durch Zugabe von
40 % (w/v) Ammoniumsulfat quantitativ gefdlt. Bei den Varianten VP1-wt/-2C/-3C
wurden auRerdem 50 MM DTT zugegeben. Die Falung erfolgte unter leichtem
Schitteln bei 4 °C fur mindestens 1 h. Das ausgeféllte Protein wurde danach fir 20 min
bei 20000 " g abzentrifugiert und in Pentamer-Puffer 1 (cysteinfreies VP1) bzw. in
Pentamer-Puffer 2 (VP1-wt/-2C/-3C) gelost, so dass die Proteinkonzentration etwa
0.5 mg/ml betrug. Die Probe wurde in einen Diayseschlauch gefillt und gegen ein
mindestens 100-faches Volumen Kapsidpuffer diaysiert. Die Diadyse erfolgte bei
Raumtemperatur und dauerte mindestens drei Tage, wobel der Kapsidpuffer ein- bis
zweima pro Tag gewechselt wurde. Die auf diese Weise assemblierten Kapside
konnten dann anaysiert werden oder durch Gelfiltrations-Chromatographie weiter
gereinigt werden.
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Gerate
Dialyseschlauche: Spectrapor MWCO 6-8 kDa, Spectrapor MWCO 1 kDa (Roth)

Puffer und Losungen

Pentamer-Puffer 1 (20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl, 5% (w/v) Glyceral,
pH 7.2 (NaOH)), Pentamer-Puffer 2 (20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl,
50 mM DTT, 5% (w/v) Glycerol, pH 7.2 (NaOH)), Kapsidpuffer (10 mM HEPES,
0.5 mM CaCl,, 5 % (w/v) Glycerol, pH 7.2 (NaOH))

2.2.13 Elektronenmikroskopie

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurde die Morphologie virusanaloger Kapside
untersucht. Zur Verstarkung der Kontraste erfolgte eine Negativfarbung der Proben auf
beschichteten Kupfernetzen.

Das Kupfernetz wurde mit der beschichteten Seite auf einen Tropfen Bacitracin-L 6sung
gelegt. Nach einer Minute wurde das Netz mit einem Filterpapier getrocknet und fur
3 min auf einen Tropfen der Probe gelegt. Danach wurde es kurz in Wasser abgesplilt
und mit Filterpapier getrocknet. Zur Negativkontrastierung wurde es dann fir 15 s auf
einen Tropfen Uranylacetat-Losung gelegt. Das Netz wurde wieder mit Filterpapier
getrocknet und konnte dann bis zur Betrachtung am Elektronenmikroskop im
Trockenen bei Raumtemperatur gelagert werden. Die Betrachtung der Probe erfolgte
mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop mit bis zu 63000-facher Vergrofderung.

Gerate
Elektronenmikroskop: EM 912 (Zeiss)

Puffer und Losungen
Bacitracin-L6sung (0.1 mg/ml Bacitracin), Uranylacetat-L 6sung

2.2.14 Oberflachenplasmonresonanz-M essung (Biacor €)

Mit einer Messung der Oberflachenplasmonresonanz lasst sich die Wechselwirkung
zwischen Biomolekllen analysieren (BlAtechnology Handbook, 1994). Dafir wird ein
Ligand an eine Sensoroberflache immobilisert. Das Messsignal entsteht durch
Reflektion und Refraktion monochromatischen Lichts an einer Grenzflache zweier
Medien (Glas, Sensoroberfléache), die sich hinsichtlich ihrer Brechungsindizes
unterscheiden. Andert sich die Konzentration im Medium mit geringerem
Brechungsindex durch Bindung eines Analyten an den immobilisierten Liganden, dann
andert sich ebenfalls der Brechungsindex dieses Mediums und somit der Winkel des
reflektierten Lichts. Diese Anderung wird durch einen Detektor gemessen und in einem
Sensogramm  aufgezeichnet  (Abbildung8). Ein  durch  Biacore-Messungen
aufgenommenes Sensogramm zeigt auf diese Weise die Bindung und Dissoziation eines
Ligand-Rezeptor-Komplexes auf der Sensoroberfl &che.
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Sensorchip
mit Goldfilm v

Abbildung 8. Prinzip der Biacore Messung, Winkel des reflektierten Lichts ohne Analyt (a) und
mit Analyt-Ligand-Wechselwirkung (b); der Analyt wird in einem Pufferstrom Uber die
Chipoberflache geleitet (nach BlAapplication Handbook, 1994).

Herstellung eines Sensor chips

Zur Kopplung des PPLP-Peptids an einen CM5-Sensorchip wurde die Methode der
Aminokopplung durch reaktive Ester verwendet (BlIAapplications Handbook, 1994).
Dabei werden die auf der Chipoberflache vorhandenen Carboxylgruppen mit EDC/NHS
aktiviert, so dass eine Peptidbindung mit der N-terminalen Aminogruppe des Peptids
gebildet werden konnte. Daftir wurde so viel der PPLP-Peptid-L6sung injiziert, bis ca
200 RU auf den Chip gebunden worden waren (Abbildung 9). Freie reaktive Gruppen
wurden durch Zusatz von Ethanolamin abgeséttigt. Die Referenzoberfléche des
Sensorchips wurde ebenfalls aktiviert und komplett mit Ethanolamin abgeséttigt. Die
erfolgreiche Kopplung des PPL P-Peptids wurde abschlief3end durch Injektion des GST-
WW-Fusionsproteins tberpriift (Abbildung 9).

Messung

Die Messungen erfolgten bel 20 bis 30 °C und einer Flussrate von 20 pl/min. Die
Proteinldsungen wurden vor der Messung gegen den Messpuffer dialysiert. Die Proben
wurden vor der Injektion 20- bis 100-fach im Messpuffer verdinnt. Das Probenvolumen
betrug 100 pl, wobei 60 pul auf den Chip injiziert wurden. Die Dissoziation wurde Uber
einen Zeitraum von 5 bis 10 min gemessen. Danach wurde noch gebundener Anayt
durch Injektion von 60 pl SDS-Ldsung eluiert. Die Auswertung der Messungen erfolgte
mit der Biaevaluation Software.

Gerate
BIACORE X (Biacore AB), Sensorchip CM5 (Biacore AB)

Puffer und Losungen
PPL P-Peptid-L 6sung (5 mg/ml PPLP-Peptid (CSGPsLP), 10 mM Natriumacetat, pH 4.6

(Essigsiure)), EDC/NHS (200 MM EDC, 200 mM NHS), SDS-Losung (1% (wiv)
SD9)
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Abbildung 9. Herstellung des Biacore Sensorchips. Nach der Aktivierung der Oberflache (200-
600 s) wurde so lange PPLP-Peptid injiziert bis ca. 200 RU an die Oberflache gebunden worden
waren (800-1200 s, a). Danach wurden Ubrige reaktive Gruppen mit Ethanolamin abgeséitigt
(1200-1800 s) und der Chip mit GST-WW getestet (2200-2600 s, b). Abschlief3end wurde der
Chip mit SDS-Ldsung regeneriert (2900-3100 s).

2.3Kultivierung und Analyse eukaryontischer Zellen
2.3.1 Kultivierungvon Monolayer-Zellkulturen

Die Kultivierung von eukaryontischen Zellen erfolgte je nach Verwendungszweck in
Flaschen oder Petrischalen, deren Kunststoffoberflachen ein adharentes Wachstum der
Zellen ermdglichten. Die Standardwachstumsbedingungen waren eine geséttigte
Wasserdampfatmosphére bei 37 °C und 5 % CO, (bzw. 10 % CO, fur C127LT-Zellen).

Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium erneuert. Bevor eine Kultur vollstandige
Konfluenz erreicht hatte, erfolgte zur Verhinderung spontaner Transformation oder
Differenzierung eine Passagierung der Kultur. Dazu wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen, um abgestorbene Zellen und Reste des alten Mediums zu entfernen.
Anschlief3end erfolgte die proteolytische Ablosung der Zellen durch Inkubation mit
Trypsi/EDTA-L6sung (0.1 ml pro cnf Kulturoberflache) fir 30 bis 60s. Danach
wurde die Losung entfernt, und die Zellen wurden so lange inkubiert, bis im Mikroskop
ein Abrunden der Zellen beobachtet wurde. Die Zellen wurden dann durch leichtes
Schlagen gegen die Gefaldwand vollsténdig von der Kulturoberfl&che abgel 6st und unter
mehrmaligem Auf- und Abpipettieren in 4 bis 8 ml Medium resuspendiert. Die Zellzahl
in der Suspension wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt, wobel die
Anzahl Zellen in einem Feld ~ 10* der Anzahl Zellen in 1 ml der Suspension entsprach.
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Die Zellsuspension wurde dann so verdiunnt und in frische Zellkulturgefal3e verteilt,
dass die Zellzahl 5000 bis 40000 Zellen pro cnf Kulturoberfléche entsprach. Danach
wurden die Zellen weiter unter Standardwachstumsbedingungen kultiviert. Nach ca. 5
bis 6 h hatten sie sich wieder an die Kulturoberfldche angeheftet, und begannen sich zu
teilen.

Geréate
Inkubatorschranke: Heracell (Heraeus), Sterilbank: Herasafe (Heraeus), Neubauer
Zah kammer (Brand), Absaugeinrichtung: Vacubrand (Brand), Pipettierhilfe: Accu-jet
(Brand)

Puffer und Losungen

Dulbecco’'s PBS (Gibco), Trypsin/EDTA-L6sung (Gibco), C2C12/C127LT-Medium
(DMEM mit Glutamax, 4.5g/l Glucose, Natriumpyruvat (Gibco, Nr. 31966), 10 %
(w/v) fotales Kalberserum (Gibco)), NIH 3T3-Medium (DMEM mit Glutamax, 4.5 g/l
Glucose (Gibco, Nr. 61965), 10 % (w/v) Kaberserum (Gibco))

2.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen

Fir die Isolierung von Gesamt-RNA wurden adhérent wachsende, eukaryontische
Zelkulturen in 8.8cm?® oder 21.5cn? Petrischalen verwendet. Der Zellaufschluss
wurde mit dem Guanidiniumisothiocyanat-haltigen Puffer RLT des zur RNA-
Préparation verwendeten RNeasy Kits durchgefiihrt. Das Zelllysat wurde durch
Zentrifugation fir 2 min bel 13000 - g durch eine Qiashredder-Séule homogenisiert. Die
Reinigung der RNA aus dem Homogenisat erfolgte nach der Standardvorschrift des
RNeasy-Kits. Abschlieffend wurde die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt.

Kits
Qiashredder (Quiagen), RNeasy Total RNA Isolation Kit (Quiagen)

2.3.3 Semiquantitative Reverse Transkription Polymer ase-K ettenr eaktion

Die hohe Senditivitédt und Selektivitdt der PCR kann dazu verwendet werden, die
Transkription eines bestimmten Gens quantitativ und qualitativ zu erfassen (Schulte,
1994). Mit Reverser Transkriptase werden zunéchst aus den zelluldren mRNAs cDNAs
erzeugt, die als Templat fir eine PCR dienen. Werden die PCR-Primer so geplant, dass
sie Intronsequenzen der Gene mit einschlief3en (intron spanning) dann l&sst sich mit
dieser Methode auch das Spleiffen der RNAs analysieren. Die Quantifizierung
bestimmter Transkripte kann durch einen Vergleich mit der Amplifikation von
Haushaltsgenen, z.B. b-Actin oder GAPDH erfolgen, die in allen Zellen in etwa gleich
transkribiert werden. Dabei muissen jedoch die Templat-Konzentration und die Anzahl
der Zyklen so eingestellt werden, dass die Amplifikation der cDNAs im linearen
Bereich liegt, da ansonsten eine exakte Quantifizierung nicht moéglich ist (Wang et al.,
1989).



49

Die reverse Transkription wurde mit 1-3ug Gesamt-RNA durchgefihrt. Als Primer
diente das Oligonukleotid Oligo-dT,, das an die 3'-polyA-Enden der mRNAs
hybridisierte. Ein typischer 20 pl-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

5 RT Puffer 4.0 ul
RNA-L6sung (1-3 Q) 2.0 ul
dNTP-Mix (100 mM) 0.5ul
Oligo-dT5 (25 pmol/ul) 1.0 pl
Wasser 11.5pl
Reverse Transkriptase (100 U/ul) 10oul

Der Ansatiz wurde fur 1h bei 37°C inkubiert und dann 10 min bei 65°C
hitzeinaktiviert. 2 pl eines Ansatzes dienten als Templat fur die anschliefRende PCR. Zur
Quantifizierung wurde zusétzlich ein zweites Paar Oligonukleotide verwendet, um b-
Actin- oder GAPDH-cDNASs zu amplifizieren. Ein typischer 10 ml-Ansatz setzte sich
folgendermalien zusammen:

10" Tag-Polymerase Puffer 1.0l
cDNA-L6sung aus reverser Transkription 1.0 pl
dNTP-Mix (100 mM) 0.2 ul
5*-Oligonukleotid (20 pmol/ul) 0.5 ul
3'-Oligonukleotid (20 pmol/pl) 0.5ul

RT-b-Actin/lGAPDH-5* (20 pmol/ul) 0.5 ul
RT-b-Actin/GAPDH-3' (20 pmol/ul) 0.5ul
Wasser 5.6 ul
Tag-DNA-Polymerase (3 U/ul) 0.2 ul

Es wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:

Vorgang Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 45s 1
Denaturierung 95°C 45s

Annealing 50-60 °C 45s 20-35
Extension 72°C 60-120 s*

Finale Extension 72°C 600 s 1

* Extensionszeit nach Grof3e der zu amplifizierenden Fragmente: 1 kb/min

Bel der Analyse schwach transkribierter Gene, bel denen mehr als 20 Zyklen
erforderlich waren, wurden die Primer fir die Haushaltsgene erst spéter zugegeben, da
fUr diese haufigen mRNAS nur 20 Zyklen durchgefiihrt werden konnten, um innerhalb
des linearen Amplifikationsbereiches zu bleiben. Nach der PCR wurden 1-2 pl der
Reaktionsgemische mit Agarose-Gelelektrophorese untersucht. Die Banden wurden
densitometrisch mit dem Programm Phoretix 1D quantifiziert.
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Geréate
Thermocycler: Mastercycler Gradient (Eppendorf)

Enzyme
MMLYV -Reverse Transkriptase (Promega), Tag-DNA-Polymerase (Promega)

Puffer und Losungen
5 Reverse Transkriptase-Puffer (Promega), 10° Tag-DNA-Polymerase Puffer
(Promega), dNTP-Mix (25 mM dATP, 25 mM dCTP, 25 mM dGTP, 25 mM dTTP)

2.34 Transfektion und Herstellung stabiler eukaryontischer Zelllinien

Einen Tag vor der Transfektion wurden Zellen trypsiniert und mit einer Dichte von
30000-40000 Zellen pro cnf-Kulturoberfléche ausgesdt, so dass sie am Tag der
Transfektion eine Konfluenz von 40-60 % erreicht hatten. Die Transfektion erfolgte
dann durch Calciumphosphat-Prazipitation, DNA-Dendrimer Komplexe oder nicht-
liposomalen Lipide.

Transfektion mit Calciumphosphat-Prazipitation

Bei dieser Methode wird durch langsames Mischen von HBS-Puffer mit einer Lésung
von DNA und Calciumchlorid ein Prézipitat aus Calciumphosphat und DNA hergestellt,
das auf die Zelloberflache sedimentiert und dann Uber einen noch nicht bekannten
Mechanismusin die Zelle aufgenommen wird (Chen & Okayama, 1987, 1988).

2-4 h vor der Transfektion wurden die Zellen mit frischem Medium versetzt. Die DNA
(10-50 pg fir drei 6 cm-Petrischalen) wurde mit sterilem Wasser auf ein Volumen von
450yl gebracht und mit 50pl CaCl,Losung gemischt. In einem 15ml
Zentrifugenréhrchen wurden 500 ul 2° HBS Puffer vorgelegt. Mit einer automatischen
Pipettierhilfe wurde sterilfiltrierte Luft in den Puffer geblasen, wéahrend gleichzeitig mit
einer Pasteurpipette die DNA/CaCl ,-L 6sung zugetropft wurde. Die Mischung wurde 5s
mit einem Vortex-Ruhrer vermischt und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. In
dieser Zeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Anschlief3end wurde die Mischung
gleichm&fdig Uber die Zellen verteilt. Die Inkubation mit dem Prézipitat erfolgte unter
normalen Wachstumsbedingungen fir 4-6 h. Danach wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit frischem Medium versetzt.

Transfektion mit DNA-Dendrimer Komplexen

Dendrimere sind kugelférmige Polymere, mit Verzweigungen, die von einem zentralen
Bereich radial nach auf3en wachsen. Das hier verwendete Superfect Dendrimer besitzt
an den Polymerenden positiv geladene Aminogruppen. In Gegenwart von DNA bilden
sich kompakte Komplexe, die die Aufnahme der DNA in die Zelle ermdglichen. Die
Nettoladung des Komplexes ist positiv, so dass eine Bindung an negativ geladene
zellulére Rezeptoren und die Zellmembran erfolgen kann. Innerhalb der Zelle puffert
das Dendrimer die saure Umgebung in den Lysosomen, so dass die DNA vor
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lysosomalen DNasen geschiitzt ist und ins Zytoplasma bzw. den Zellkern gelangen kann
(Tang et al., 1996).

Fur eine Transfektion wurde die DNA (5-10 pg fur eine 6 cm-Petrischale) mit serum-
und antibiotikafreiem Medium auf ein Volumen von 200 pl gebracht. Die Mischung
wurde 1s mit einem Vortex-Ruhrer gemischt und fir 5 min bel Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden 15 pl Superfect zur Ausbildung der Komplexe zugegeben.
Der Ansatz wurde fur 10s mit einem Vortex-Rihrer gemischt und fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen.
Zu der DNA/Dendrimer Losung wurden 1.2 ml Medium (inklusve Serum und
Antibiotika) zugegeben. Nachdem diese Mischung gleichmédig Uber die Zellen verteilt
worden war, wurde fur 2h unter normalen Wachstumsbedingungen inkubiert. Dann
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versetzt.

Transfektion mit nicht-liposomalen Lipiden

Bei der hier verwendeten Effectene-Methode wird die DNA in einem ersten Schritt mit
einem Enhancer-Reagenz kondensiert. In einem zweiten Schritt werden Lipide
(Effectene-Reagenz) zugegeben, die die kondensierte DNA mizellenartig umhullen.
Vortelle dieser Methode sind die geringen DNA-Mengen, die bendtigt werden und die
geringe Toxiztét der Mizellen.

Zur Transfektion einer Zellkultur in einer 35 mm-Petrischale wurden 5 pl DNA-L6sung
(ca. 100 ng/ul), 91 pl Buffer EC und 4 ul Enhancer gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 10 pl Effectene zugegeben. Die Lésung
wurde 10 s mit einem Vortex-Ruhrer gemischt und zur Ausbildung der Micellen 10 bis
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 1.3 ml frischem Medium versetzt. Der DNA-Mizellen-Komplex
wurde mit 400 ul Medium vermischt und gleichmaliig Uber die Zellen verteilt. Da
Effectene nicht toxisch ist, erfolgte die Inkubation fir ein bis zwei Tage.

Herstellung stabiler Zelllinien

Zur Erzeugung stabiler Zelllinien, d.h. die die eingebrachte DNA in ihre chromosomale
DNA integriert haben, wurde die Transfektion mit einer der oben beschriebenen
Methoden durchgefihrt. Am zweiten Tag nach der Transfektion wurden die Zellen
trypsiniert und in 6-Well-Platten oder 6 cm-Petrischalen mit einer Dichte von 10000-
15000 Zellen pro cnf? Kulturoberflache ausgeséit. Dabei wurde dem Medium das
entsprechende Selektionsantibiotikum zugefligt, dessen optimale Konzentration fir
jeden Zelltyp zuvor ermittelt wurde. Die Selektion erstreckte sich Uber 10-14 Tage,
wobel das Selektionsmedium ale drel Tage erneuert wurde. Nach dieser Zeit hatten sich
einzelne Kolonien gebildet, die mit Hilfe von Cloning Discs isoliert wurden. Dazu
wurde eine Cloning Disc passender Groéf3e in TE-LAsung getaucht und auf eine Kolonie
gelegt. Nach ca. 10 min wurde die Disc zusammen mit Zellen der Kolonie mit einer
Pinzette abgenommen und in frischem Medium in einer 24- oder 4-Well-Platte
geschwenkt. Die nachfolgende Kultivierung der Zellen erfolgte stets in Medium,
welches das Sel ektionsantibiotikum enthielt.
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Gerdte

4-/6-/24-Well-Platten (Nunc), 35/60 mm-Pertrischalen (Nunc), Cloning Discs (Belart
Products)

Kits
Effectene Transfection Reagent (Qiagen), Superfect Transfection Reagent (Qiagen)

Puffer und Losungen
CaClLosung (25M CaCl,), 22 HBS (50mM HEPES, 0.28M NaCl, 1.5mM
Na,HPO,, pH 7.05 (NaOH))

2.3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die spezifische Lichtemisson von Fluoreszenzfarbstoffen, kann zur Anférbung
zelulérer Strukturen genutzt werden, die mit einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet
werden konnen. Die Selektivitét dieser Farbstoffe kann zum einen durch Verwendung
fluoreszenzmarkierter Antikorper (Immunfluoreszenz) vermittelt werden, die bestimmte
zelluldre Strukturen erkennen, oder durch die individuellen Eigenschaften des
Farbstoffes  selbst bestimmt sein (DNA-Féarbung, pH-Abhangigkeit,
Membranpermeabilitét, etc.). Daneben ist ebenfalls die direkte Fluoreszenzmarkierung
von Proteinen moglich, sowie die Detektion der Eigenfluoreszenz von Proteinen wie
z.B. dem grun fluoreszierendem Protein (GFP) aus Aequorea victoria oder dem rot
fluoreszierenden Protein (DsRed) aus Discosoma sp..

Okular

Anregungsfilter Emissionsfilter

Hg-Dampf-
Lampe

Dichromatischer spiegel

Anregungdlicht
—— Fluoreszenzlicht

Probe
Abbildung 10. Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops.
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Vereinfacht dargestellt besteht das optische System eines Fluoreszenzmikroskops neben
den Linsensystemen aus einer Lichtquelle, einem Anregungsfilter, dem dichromatischen
Spiegel und einem Emissionsfilter (Abbildung 10). Der Anregungsfilter l&sst dabel
selektiv nur Licht der Anregungswellenlange des jewelligen Fluoreszenzfarbstoffes
durch. Der dichromatische Spiegel reflektiert dieses Licht zunéchst auf die Probe, die
Licht mit einer groReren Wellenlénge emittiert, fir das der dichromatische Spiegel
durchlédssig ist. Der Emissionsfilter selektiert wiederum nur Licht mit der
Emissionswellenlange, so dass die Hintergrundlichtstrahlung fast vollig ausgegrenzt
werden kann.

Tabelle 9. Verwendete Filterblocke

Filterblock Anregungsfilter Dichromatischer Spiegel  Emissionsfilter
DAPI 355+ 30 nm 455 nm 495 + 20 nm
Fluorescein, GFP 485 + 20 nm 505 nm 530 + 20 nm
Texas Red 580 = 25 nm 600 nm 630 = 20 nm

Fur die Durchfihrung von Fluoreszenzuntersuchungen und die Erstellung von
mikroskopischen Abbildungen wurde ein inverses Fluoreszenzmikroskop verwendet,
das mit drei verschiedenen Filterbldcken (Tabelle 9) und vier Objektiven (20°, 40° , 63
long distance, 100" Olimmersion) ausgestattet war. Die Dokumentation erfolgte mit
einer Videokamera, gekoppelt an ein computergestitztes Bilderfassungssystem. Es
konnten Zellen in Petrischalen, Zelkulturflaschen, Zdlkulturplatten oder
Kammerdeckgl&sern betrachtet werden. Die Zellen wurden vor der Betrachtung mit
PBS gewaschen und dann entweder mit PBS oder Farblosmedium versetzt.

Gerate

Fluoreszenzmikroskop: Axiovert 100M (Zeiss), Videokamera, Filterblocke (Tabelle 9,
Omega)

Puffer und Losungen

Dulbecco’'s PBS (Gibco), Farblosmedium (DMEM mit Glutamax, 4.5g/l Glucose
(Gibco, Nr. 3010321), 10 % fétales Kélberserum)

2.3.6 Konfokale L aser-Scanning Mikroskopie

Bel der konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie wird &hnlich wie bei der
Fluoreszenzmikroskopie die spezifische Lichtemission von Fluoreszenzfarbstoffen zum
Anféarben zelluldrer Strukturen ausgenutzt. Im Gegensatz zu einem konventionellen
Fluoreszenzmikroskop erlaubt das CLSM jedoch die Betrachtung optischer Schnitte des
Praparates und somit eine exakte Kolokalisation unterschiedlich geférbter Strukturen
(Matsumoto, 1993).

Das Anregungslicht wird von einem Laser erzeugt, gefiltert und mit einem
dichromati schen Spiegel durch das Objektiv auf die Probe gelenkt (Abbildung 11). Das
emittierte Fluoreszenzlicht der Probe gelangt durch das Objektiv, den dichromatischen
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Spiegel und einem Emissionsfilter zu dem Detektor. Vor dem Detektor befindet sich
eine Lochblende, das sogenannte Pinhole, das verhindert, dass emittiertes Streulicht von
Fluorophoren aus anderen Fokusebenen auf den Detektor trifft. Der Durchmesser des
Pinholes bestimmt die Dicke des betrachteten optischen Schnittes. Der Detektor ist ein
Photomultiplier, so dass jeder Bildpunkt einzeln detektiert wird. Das Anregungslicht
des Lasers wird dann so abgelenkt, dass das gesamte Bild rasterartig abgelesen wird
(Matsumoto, 1993). Dabel wird jeweils nur ein Schwarz/Weil3-Bild erzeugt, dem
nachtréglich ein Farbkanal zugewiesen wird. Verschiedene Fluoreszenzen kdnnen auf
diese Weise in unterschiedliche Farbkandle eingelesen werden, die anschlieffend digital
zu einem Farbbild kombiniert werden kdnnen

Detektor
(Photomultiplier) :
=l - Detektor-Pinhole

Quéllen-Pinhole

Dichromatischer Spiegel

Lichtquelle
(Lasar)
® Objektiv
Focusebene \/ Probe IFocus

In-Focus-Lichtstrahl
Ausser-Focus-Lichtstrahl

Abbildung 11. Schematische Darstellung des Strahlengangs im konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop. Durch ein Detektor Pinhole wird verhindert, dass Streulicht von auf3erhalb der
Fokusebene auf den Detektor trifft (nach http://www.cs.ubc.ca/spider/ladic/confocal .html).

Tabelle 10. Zur Verfligung stehende Anregungslaser am CLSM

L aser Leistung Emissionslinien

Argon 25 mW 458 nm, 488 nm, 514 nm
Argon/Krypton 30 mw 4388 nm, 568 nm
Helium/Neon 1mw 543 nm

Helium/Neon 5mwW 633 nm

Argon 80 mW 351 nm, 364 nm

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie wurde zur Untersuchung der Aufnahme
von virusanalogen Partikeln in eukaryontische Zellen verwendet. Dazu wurden die
Proben entsprechend der Anwendung in einem 8-Well Kammerdeckglas vorbereitet und
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direkt am CLSM betrachtet. Zur Anregung der Proben standen verschiedene Laser zur
Verfugung (Tabelle10). Die Betrachtung erfolgte mit enem 63
Wasserimmersionsobjektiv, wobel Bilder mit einer Grofe von 1024 1024 Bildpunkten
aufgenommen wurden.

Alle CLSM-Untersuchungen wurden am Institut fur Pflanzenbiochemie, Halle,
durchgefuhrt, mit der freundlichen Unterstiitzung von Dr. Bettina Hause.

Gerate
Konfokales Mikroskop: LSM4 (Zeiss)

2.3.7 Durchfluss-Zytometrie

Die Durchfluss-Zytometrie erlaubt die statistische Analyse einzelner Zellen im Hinblick
auf ihre Lichtstreuungs- und Fluoreszenzeigenschaften (Carter & Meyer, 1994). Die
Vorwartdichtstreuung héngt von der GrolRe der Partikel ab, die Seitwértsstreuung von
ihrer Form. Die Fluoreszenz kann durch exprimierte Proteine (z.B. GFP, DsRed),
angefarbte Zellbestandteile (z.B. DNA) oder markierte Antikérper hervorgerufen
werden (Ormerod, 1994). Die simultane Messung dieser Parameter erlaubt eine exakte
Unterscheidung verschiedener Populationen innerhalb einer Zellsuspension. Fir die
Messung wird in en Flusssystem gleichméaldig die Probe injiziert, die dann zusammen
mit der Tragerflissigkeit eine Dise passiert und sich somit in einem feinen
Flissigkeitsstrahl befindet (Abbildung 12). Der Strahl wird an einem Laser vorbei
geleitet, der die Fluorophore in der Probe anregt. Gleichzeitig zu der
Fluoreszenzemission wird die Vorwarts- und Seitwartsstreuung des Lichts gemessen.
Die Flussgeschwindigkeit und der Probenauftrag werden so eingestellt, dass fur jede
Messung jewells nur eine einzelne Zelle den Messpunkt passiert. Die Auswertung
erfolgt dann als Statistik tUber die Eigenschaften einzelner Zellen.

@ « o
& &

Probe

FL2

Abbildung 12. Schematische Darstellung der Messanordnung in @nem Durchfluss-Zytometer.
Uber Photomultiplier werden Seitwérts- (SSC) und Vorwartsichtstreuung (FSC), sowie
Fluoreszenz 1 (FL1) und Fluoreszenz 2 (FL2) gemessen. Die Strahlenteilung erfolgt Uber
Strahlenteiler und dichromatische Spiegel (ST, DS).
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Probenvor bereitung

Zur Messung am Durchfluss-Zytometer wurden die Zellen einer 35 mm-Petrischale
nach Aufnahmeexperimenten oder Expressionsexperimenten mit PBS gewaschen,
trypsiniert, in 2 ml Medium resuspendiert und in ein 5ml FACS-Rohrchen Uberfihrt.
Anschlief3end wurde fur 5min bei 800" g zentrifugiert. Das Pellet wurde einma mit
PBS gewaschen und dann unter Rihren mit einem Vortex-Rihrer in 3 ml
Paraformal dehyd-L 6sung resuspendiert. Nach 30 min Inkubation wurden die fixierten
Zéellen erneut zentrifugiert (5 min, 800~ g) und abschliefRend in 2 ml PBS resuspendiert.
Die Proben wurden im Dunkeln bei 4 °C bis zur Messung gelagert.

Messung

Der Druck zur Probeninjektion wurde so eingestellt, dass jeweils ca. 200 bis 500 Zellen
pro Sekunde vermessen wurden. Insgesamt wurden 10000 Zellen einer Probe analysiert.
Die Auswertung erfolgte mit der Software FACScount.

Alle Messungen wurden am Institut fir medizinische Immunologie, Universitatsklinik,
Hale mit der freundlichen Unterstitzung von Dr. Mathias Léhn und Dr. Alexander
Santos durchgefihrt.

Geréate

Durchfluss-Zytometer: FACSvantage, FACScalibur (Becton-Dickinson), FACS-
Rohrchen (Falcon)

Puffer und Losungen

Zellkulturmedium, PBS (Gibco), Paraformaldehyd-Losung (4 % Paraformaldehyd in
PBS)

2.3.8 Fluoreszenzfarbung der Zellkerne, Endosomen und L ysosomen

Zur Visuaisierung mittels fluoreszenzmikroskopischer Techniken kénnen subzellulére
Strukturen mit geeigneten Farbstoffen selektiv angefarbt werden. Das kann entweder
durch markierte Antikorper erfolgen, die an bestimmte Proteine binden, oder direkt
durch eine spezifische Bindung der Farbstoffe. Bei Verwendung bestimmter Farbstoffe
oder markierter Antikdrper mussen die Zellen fixiert und permeabilisiert werden, damit
eine Bindung innerhalb der Zellen erfolgen kann. Andere Farbstoffe werden dagegen
von lebenden Zellen aufgenommen und werden einfach dem Zelkulturmedium
Zugesetzt.

Fur eine Markierung subzellulérer Strukturen wurden am Vortag 40000 bis 60000
Zellen pro cnt in ein 8-Well-Kammerdeckglas ausgesit. In den einzelnen Kammern
erfolgte dann die Inkubation mit dem jeweiligen Farbstoff (Tabelle 11).
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Tabelle 11. In der Arbeit verwendete Farbstoffe und fluoreszenzmarkierte Substanzen (Angaben
der Fa. Molecular Probes)

Kompartiment Far bstoff EX/Em [nm]
Zellkern SYTO 16 488/518
Lysosomen LysoSensor Y ellow/Blue 384/540
friihe Endosomen Transferrin-Fluorescein 496/522
Endosomen Dextran(70 kDa)-Fluorescein 488/515

Féarbung der Zellkerne

Die Zellkerne wurden mit dem grin-fluoreszierenden Farbstoff SYTO 16 visualisiert.
SYTO 16 bindet spezifisch an DNA und wird von lebenden Zellen aufgenommen (Y an
et al., 1999). Zur Farbung wurde die SYTO 16-L6sung 1000-fach in Zellkulturmedium
verdunnt. Nach einer Stunde Inkubation wurde das Medium entfernt und zweimal mit
PBS gewaschen.

Féarbung der Lysosomen

Schwach basische Amine werden selektiv in zelluldren Kompartimenten mit einem
niedrigen internen pH-Wert akkumuliert und kénnen somit zur Untersuchung der
Biogenese und Pathogenese von Lysosomen verwendet werden (Griffiths et al., 1988).
Auf dhnliche Weise werden LysoSensor-Farbstoffe nach Protonierung in Lysosomen
angereichert. Dartiber hinaus hebt die Protonierung der schwach basischen Seitenkette
das Quenching des Fluorophors auf, so dass eine Fluoreszenzintensitétszunahme
beobachtet wird. Durch diesen Effekt ist es moglich, pH-Werte der Kompartimente zu
bestimmen (Diwu et al., 1999).

Fur die Farbung der Lysosomen wurden dem Zellkulturmedium 1 bis 5 uM LysoSensor
Y ellow/Blue zugesetzt. Die Inkubation erfolgte fur 30 bis 60 min. Anschlief3end wurden
die Zellen zweima mit PBS gewaschen.

Farbung von friihen Endosomen

Transferrin ist ein monomeres Serumglykoprotein (ca. 80 kDa), das zwei Fe*-lonen
bindet und Uber rezeptorvermittelte Endozytose in Wirbeltierzellen transportiert
(Rothenberger et al., 1987). Sobald Fe*-tragende Transferrinproteine in Endosomen
sind, verursacht die saure Umgebung eine Dissoziation des Eisens von dem Transferrin-
Rezeptor-Komplex (Yamashiro et al., 1984). Nach der Freisetzung der Eisenionen wird
das Apotransferrin recycelt und zur Zellmembran zurticktransportiert, wo es von dem
Rezeptor freigesetzt wird. Unter Verwendung von fluoreszenzmarkiertem Transferrin
konnen auf diese Weise frihe Endosomen markiert werden (Thorstensen & Romslo,
1988).

In das Zelkulturmedium wurden 1 bis 10 pg/ml Transferrin-Fluorescein zugegeben.
Nach einer Inkubation von mindestens 15 min wurden die Zellen am Mikroskop
betrachtet.
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Féarbung von Endosomen

Dextrane sind innerhab von tierischen Zellen chemisch inert, aufgrund ihrer
ungewohnlichen a-1,6-glykosidischen Bindungen. Fluorescein-markierte Dextrane
kénnen unspezifisch in endozytotische Veskel und Lysosomen der Zellen
aufgenommen werden (Berlin & Oliver, 1980, Ohkuma & Poole, 1978). Im sauren
Milieu nimmt jedoch die Fluoreszenzintensitét stark ab, so dass vor alem frihe und
spéate Endosomen angeférbt werden (Dunn et al., 1994).

Zur Anférbung friher und spédter Endosomen wurde dem Zellkulturmedium 10 bis
20 pg/ml  Dextran(70 kDa)-Fluorescein zugesetzt. Die Zellen wurde eine Stunde
inkubiert und dann zweimal mit PBS gewaschen.

Puffer und Losungen

SYTO16 (1mM), LysoSensor Blue/Yellow (1 mM), Transferrin-Fluorescein,
Dextran(70 kDa)-Fluorescein (alle Molecular Probes)

2.4Virologische M ethoden
24.1 Vermehrung von murinen Polyomaviren

Die Herstellung muriner Polyomaviren und davon abgeleiteter Varianten erfolgte in
NIH 3T3-Zellen. Dazu wurden die Zellen mit einer der in Abschnitt 2.3.4 beschriebenen
Methoden transient mit einem Vektor transfiziert, der das Polyomavirusgenom enthielt.
Nach zwei Tagen wurde nochmals das Medium erneuert. Die Kultur wurde dann
weitere funf bis sechs Tage inkubiert, in dieser Zeit zeigten sich deutliche zytopathische
Effekte von der Ausbreitung des Virus. Da das Virus in das Medium freigesetzt wurde,
konnte der Uberstand direkt zur Infektion weiterer Kulturen oder zur Titerbestimmung
eingesetzt werden.

2.4.2 Plaque-Assay

Der Polyomavirus-Titer einer Losung kann durch einen Plague-Assay bestimmt werden
(Goldman & Benjamin, 1975). Dazu wird eine Zellkultur ein bis zweli Stunden mit
Viren inkubiert, so dass eine Bindung an die Zellen, aber keine Replikation méglich ist.
Durch eine Uberschichtung mit Agarosehatigem Medium wird eine Diffusion
neugebildeter Viren verhindert, so dass einzelne Plaques entstehen.

Die Bestimmung des Polyomavirustiters erfolgte mit NIH 3T3-Zellen (Goldman &
Benjamin, 1975, Freund et al., 1991). Etwa zu 80 % konfluente Kulturen wurden fur 2h
mit unterschiedlichen Verdinnungen ener Virus-Losung inkubiert. Anschlief3end
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml einer Mischung aus 37 °C warmen
2 DMEM und 42°C warmer, autoklavierter Agar-Losung Uberschichtet. Nach
Erstarren des Mediums wurden die Zellen fur 5 bis 7d bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Zur Visuaisierung der Plagues wurden die Schalen nochmals mit einem
analogen Medium/Agar-Gemisch Uberschichtet, dem jedoch zusétzlich 40 % (w/v)
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Neutralrot-L 6sung zugesetzt wurde. Die Virusplagues wurden dadurch als rote Flecken
sichtbar.

Puffer und Losungen

2" DMEM (2 Dulbecco's Modified Eagle’s Medium ohne Phenolrot (Gibco), 10 %
K& berserum (Gibco)), Agar-L6sung (1.8 % Agar Agar), Neutralrot-L 6sung (Gibco)

2.4.3 Hamagglutinations-Assay

Der Hamaggl utinations-Assay beruht auf der Hamagglutination von Erythrozyten durch
Wechselwirkung mit Proteinen, die an die Erythrozytenoberflache binden. Dieser Effekt
kann durch zahlreiche Viren vermittelt werden. Bei Polyomavirus wird die
Hamagglutination durch die Bindung des Proteins VP1 an Sialylsaure-terminierte
Kohlenhydrate ausgel6st (Cahan & Paulson, 1980). Der Assay kann dadurch zum Test
der Bindungsfahigkeit von unterschiedlichen VP1-Varianten an Siayllactose verwendet
werden. Aufderdem kann durch Bestimmung der minimalen Konzentration, bei der noch
Hamaggl utination beobachtet wird, der Virustiter in einer LAsung bestimmt werden.

Der Assay erfolgte gemass Freund et al. (1991). Dafir wurden 200 ul einer Schaf-
Erythrozyten-Suspension fir 5 min bei 800" g zentrifugiert und zweimal mit TDS
gewaschen. Die Erythrozyten wurden dann in 2 ml TDS resuspendiert. Von den Proben
wurde eine 8-fache Verdinnungsreihe in einer 96-Well-Rundbodenplatte angesetzt,
wobe jeweils 1:2 verdinnt wurde. Das Probenvolumen betrug 50 pl. Zu den Proben
wurden jeweils 50 pl der zuvor hergestellten Erythrozyten-Suspension zupipettiert. Die
Patte wurde dann fir 10 min bei 37 °C und Uber Nacht bel 4°C inkubiert und
anschlief3end abfotografiert.

Geréate
96-Well-Rundbodenplatte (Nunc), Digitalkamera: DC210 (Kodak)

Reagenzien
Schafs-Erythrozyten (Dade Behring)

Puffer und Losungen
TDS (137 mM NaCl, 51 mM KCl, 0.38 mM Na,HPO,, 24.8 mM Tris, pH 7.2 (HCI))

2.5Strukturmodellierung

Mit dem Programm Modeller 4 (Sai & Blundell, 1993) wurden die Strukturen von
VP1-WW150 und VP1-WW14 modelliert. Die Modellierung von VP1-1RGD150
erfolgte Uber Swissmodel (http://www.expasy.ch). Die Modelle wurden basierend auf
den publizierten Kristallstrukturen von VP1 berechnet. Fir die Kernstruktur des VP1
wurde die 1.9 A-Struktur zugrundegelegt (Stehle & Harrison, 1997, PDB-Eintrag:
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1vpn), und fir die in dieser Struktur nicht aufgelésten N- und C-Termini wurde die
3.65 A-Struktur des Kapsids verwendet (Stehle et al., 1996, PDB-Eintrag: 1sid). Die
Struktur der WW-Domaéne wurde anhand der NM R-Struktur der WW-Doméne des Y ap-
Proteins modelliert (Macias et al ., 1996).

Die Modellierung der Strukturen wurde freundlicherweise von Dr. Gerald Bohm
durchgefihrt.

2.6Bakterienstamme und Zdllinien

In Tabelle 12 werden die verwendeten Bakterienstdmme mit ihren Genotypen (zur
Erklarung der Genotypsymbole siehe Bachmann, 1983) und Bezugsquellen aufgefihrt.

Tabelle 12. Verwendete Bakterienstdmme

Bakterienstamm Genotyp Bezugsquelle

F', Tn10, proA"B', lacl%, D(lacZ)M15/recAl,
E. coli XL-1-blue endAl, gyrA96(Nal"), thi, hsdR17(r«'mx*), Stratagene
SupEd4, relAl, lac

F, mcrA, D(mcrCB-hsdRMS-mrr), endAl,
E. coli TOP10 f80lacZD15, DlacX74, deoR, recAl, araD139, Invitrogen
D(ara-leu)7697gal U, galKrpsL (Str*)nupG
B, F-, ompT, gal, [dcm], [lon], hsdSB(rB-mB-),

E. coli BL21(DE3) Novagen
gd | (DE3)
F'/endAl hsdR17 (r¢'mg*) supE44 thi-1 recAl
E. coli DH5a gyrA (Nal) relAl D(laclZYA-argF)U169 deoR |nstituts-Sammliung

(f 80dlacD(lacZ)M15)

Tabelle 13 gibt einen Uberblick tber die verwendeten eukaryontischen Zelllinien.

Tabelle 13. Verwendete eukaryontische Zelllinien

Zdllinie ECACC-Nr. ATCC-Nr. Bezugsguelle
c2Cci12 91 031 101 CRL-1772 ECACC
NIH 3T3 93 061 524 CCL-92 Christiane Wobus, DKFZ, Heidelberg

C127LT nicht erhéltlich  CRL-1804 ATCC




2.7Plasmide und Oligonuklectide

Plasmide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide, sowie deren Bezugsquelle sind in

Tabelle 14 aufgelistet.

Tabelle 14. Verwendete Plasmide

Plasmid Bezugsquelle

pCR-Blunt Invitrogen

pCR-Bluntl1-Topo Invitrogen

pCYB2 New England Biolabs

pET21a Novagen

pcDNAG-TR Invitrogen

pcDNA4-TO Invitrogen

pGEX-2TK-WWa Mark Bedford, Harvard Medical School, Boston
pPET34b Novagen

pPEGFP-N1 Clontech

pDsRED-N1 Clontech

pX3f-pYA3 ATCC

pVP1 Robert Garcea, University of Colorado

Oligonukleotide

Einen Uberblick tber die verwendeten Oligonuklectide gibt Tabelle 15.

Tabelle 15. Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz (5® 3)

VP1-Ndel-5'* TATACATATG GCCCCCAAAA GAAAAAGC

VP1-Xmal-3 ATATCCCGGG AGGAAATACA GTCTTTGTTT TTCC

Intein-EcoRlI-3' ATATGAATTC CAGTCATTGA AGCTGCCACA AGG

VP1-DC61-3 ATTACCCGGG ATAGGGATTT TTGACCCATC

VPIN-14-5 GCGCGCGCAT ATGAGCACCA AGGCTAGCCC AAGACCCG

C123sf GTCTCTAAAA GCGAGACAAA AAGCACAAAG GCTAGCCCAA
GACCC

C123sr GGGTCTTGGG CTAGCCTTTG TGCTTTTTGT CTCGCTTTTA
GAGAC

CA4sf* GAGGACCTCA CGTCTGACAC CCTAC

CAS* GTAGGGTGTC AGACGTGAGG TCCTC

C56Sf GGGCCCCTCA GCAAAGGAGA AGGTCTATAC CTCTCGAGCG
TAGATATAAT G

C56S5r CATTATATCT ACGCTCGAGA GGTATAGACC TTCTCCTTTG
CTGAGGGGCC C

VP1-T248Cf CACTGGAGGC ACGTGCACCC CACCCGTCC
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VP1-T248Cr
VP1-C248Tf
VP1-T248Cr
V P1-S19Cf
VP1-S19Cr
VP1-S114Cf
VP1-S114Cr
V P1-L oop150f

VP1-Loopl50r

V P1-L oop292f
VP1-Loop292r
1RGDf

1RGDr
VP1R77Wr
VP1R77Wf
FBP11-WWaN
FBP11-WWaC
VP1-150-WWaC
VP1-150-WWaN
VP1-292-WWaN
VP1-292-WWaC
Linker-5‘-c
Linker-5's
Linker-3‘-c
Linker-3'-s

T7lac-Seq*
WW-Ndel-3'

GGACGGGTGG
CACTGGAGGC
GGACGGGTGG
GCACAAAGGC
GCGGGTCTTG
GAGGACCTCA
GTAGGGTGTC
CAACAAACCC
AGCAGCGGCA
TG
CACTGGAGTG
CTGCCGCTGC
TG
GATATAATGG
GCAGCGGCAG
CTCCAGTGAT
TGCCGCTGCC
CGGCAGCGGC
GGCAGCGGCA
CACTGCCGCT
GCTGCCGCTG
CAAATTAATC
CTATGGTTGG
ATACTCTTCA
GATGG
ATACTCTTCT
AGACTG
ATACTCTTCA
ACTCCAG
ATACTCTTCA
CCCATG
ATACTCTTCA
CGAG
ATACTCTTCA
CATCAC
CATGGGACGT
CGGAGGTGGC
TATGCCGCCA
GGCCGGCGTG
CCGGGTAAAG
CACGTCGGCT
CATGGCTTAA
CGCCACCGCC
CACTATAGGG
AATATATCAT
CTG

GGTGCACGTG
ACGACCACCC
GGTGGTCGTG
TTGTCCAAGA
GACAAGCCTT
CGTGTGACAC
ACACGTGAGG
ACAGATACAG
GCGGCAGTGC

GAAATTCCTT
CGCTGCCGTT

GCTGGAGAGT
CGGCAGTGGC
GGACATCATA
GCTGCCGGTA
AGCGGCAGCG
GTG

GCCGCTGCCG
CCG

CCCCAGCTCC
AGCTGGGGGA
GGCAGCGGCT

ACCACTACCA

GGTAGCGGCG

GCCGCTGCCT

GCCGCTGCCC

GGTAGCGGCG

CGCTAGCCCA
GGTGGAGGTG
CCTCCACCGC
GGCTAGCGAC
GCGGTGGCGG
TAAGC

GCCGACGTGC
TTTAC

GAATTGTGAG
ATGTCCATCA

CCTCCAGTG
CACCCGTCC
CCTCCAGTG
CCCGC
TGTGC
CCTAC
TCCTC
TAAACGGCAG
AAAAGGAATT

TTGCACTGCC
TACTGTATCT

TACCGGCAGC

TATGATGTCC

GCCACTGCCG

ACTCTCCAGC

GTCGTGGCGA

CTATCGCCAC

AACCATAG

TTAATTTG

GGACAGAACA

TCATCCGGCT

TAAACACAAA

GTATCTGTCG

CAGCCCATTA

TTACAAGAAA

CGCCGGCCTA

GCGGCA

CACCTCCGTT

GTCC

TGGAGGCGGC

CTCAGGTCCG

CGG
TCCGGCTTTT

CGGCAGCGGC
TCCACTCCAG

GCTGCCGCTG
GTGGGTTTGT

GGCAGCGGCA
ATCACTGGAG
CTGCCGCTGC
CCATTATATC
TAGCGGCAGC

GACCGCTGCC

TAAATCACCT

TTTCCCAGGT

AGGAATTTCC

GTTTGTTGAA

TATCTACGCT

CTATGATGTC

GGCCTGGTAA

ACCAGGCCTA

GGACCTGAGG

CCGCCTCCAC

CCCAGGTAGA




WW-Ndel-5'

GFP-Sphl-3*
GFP-Nsil-5'
GFP-Nhel-5'
GFP-BdllI-3
GFP-BamH]I-5'
GFP-EcoRI-5'
PyNsilf

PyNsilr

PySphif

PySphir
PyEarlySeq*
T-Anti-BamHI-5'
T-Anti-Xhol-3'
CMVtet-BstBI-5'
BGHpA-3'-BstBI
PolyT
GAPDH-5'
GAPDH-3
b-Actin-5'
b-Actin-3
a,-Integrin-5'
a,-Integrin-3'
RT-T-Anti-5'
RT-T-Anti-3'
RT-VP1-3-5
RT-VP1-3-3

TATTAATCAT
GATGG

TATAAGCATG
TATAATGCAT
TTAAGCTAGC
GAAGATCTTG
AAGGATCCAC
AGAATTCTTA
CTCACCACCA
GCTCAGAACT
GCGCCATCTC
CAAGGAATGG
GATATAATTA
AAGGATCCTC
TTTCTCGAGT
TTTATTCGAA
TAATTTCGAA
TTTTTTTTTT
GAGAAATATG
ATGGTATTCA
GCTGTGCTGT
AAACGCAGCT
GTCATCTCAT
AGAGTGGCGC
GAGAATGAAT
CGGGTGTATC
GCCCTCCGCC
GTGAGCCAGA

ATGAGCGGCT

CAGAATGGGC
AGCAAGGGCG
GGATCCGGTG
TCCAGATAGC
CGGTCGCCAC
CTTGTACAGC
TCATGCATAG
CTATGCATGA
CTTGTATGCA
TGCATACAAG
AGCCCCAACC
ACCACCATCA
CAATAAACTG
CGCGTTGACA
GCCATAGAGC
TTTTTTTTTT
ACAACTCACT
AGAGAGTAGG
CCCTGTATGC
CAGTAACAGT
CACCAAGCGG
CACTTAAGAA
CTAGGAGGAA
TGTTGGAGAA
ATCTTCTGAA
GCCCACCACC

GGACAGAACA

GGAACTGGGC
AGGAGCTGTT
AGCAAGGGCG
CCAGTAGC

C
TCGTCCATGC
AGTTCTGAGC
TGGTGGTGAG
CCATTCCTTG
GAGATGGCGC
GC

TGGATAG
TGTATTCAGC
TTGATTATTG
CCACCGC
TTTTT

CAAG

GAG

C

cC

G

GC

cC

C

G

TAAATCACCT

G
C
AGGAGCTG

TATAT
ACTA

* Diese Oligonukleotide waren am 5'-Ende mit dem Farbstoff IRD-800 markiert.

63



64

3 Ergebnisse

3.1Expression in E. coli, Reinigung und Char akterisierung von VP1

Die Expression von Polyomavirus VP1 sollte in E. coli erfolgen, um eine einfache
Expresson und Reinigung im grofRen Malistab zu erméglichen. Da verschiedene
Varianten des Proteins geplant waren, wurde eine Expression als Fusionsprotein
gewahlt, die eine spezifische Affinitdtsreinigung des Proteins ermdglicht. Als Fusion
wurde ein Intein aus dem VMA1-Gen aus Saccharomyces cerevisae und eine
Chiti nbindungsdoméane aus Bacillus circulans C-termina an VPl angeflgt. Zur
Expression wurden zwei verschiedene Promotoren, R, und T7lac getestet. Reinigung
und Spatung des Fusionsproteins wurden optimiert. Schlieffdlich erfolgte eine
eingehende Charakterisierung des gereinigten VP1.

3.1.1 Herstellung der Expressionsplasmide

Zu Beginn der Arbeit stand ein Expressionsplasmid pVP1 mit dem VP1-Gen zur
Verfligung. Dieses diente als Templat fir eine PCR mit den Oligonuklectiden VP1-
Ndel-5° und VP1-Smal-3'. Be dieser Resktion wurden gleichzeitig
Restriktionsschnittstellen fur die Enzyme Ndel und Xmal eingefihrt, Uber die das
PCR-Produkt in den Vektor pCYB2 einkloniert wurde (Abbildung13). Der daraus
resultierende Vektor pCY B-VP1 enthielt einen P.-Promotor und konnte zur Expression
des Fusionsproteins aus VP1, VMA1-Intein und der Chitinbindungsdoméane verwendet
werden.

Ndel Zmal Ndel Xma 1 EcoR1
vpl
Klonierung des PCR-Produkts Klonierung des PCR-Produkts
inpCYB2 in pET21a

Abbildung13. Herstellung der Plasmide zur Expression von VPl as Intein-CBD-
Fusionsprotein in E. coli; pCYB-VP1 besitzt einen tac-Promotor und pET21-VPlint einen
T7lac-Promotor.
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Das Plasmid pCYB-VP1 diente as Templat fir eine zweite PCR mit den
Oligonukleotiden VP1-Ndel-5° und Intein-EcoRI-3'. Bei dieser PCR wurde das
gesamte Fusionsprotein VP1-Intein-CBD amplifiziert. Wiederum wurden Schnittstellen
fur die Restriktionsenzyme Nde | und Eco RI @ngefihrt, Uber die eine Klonierung in
das Plasmid pET21a erfolgte (Abbildung 13). Der daraus resultierende Vektor pET21-
VP1Int besal3 einen T7lac-Promotor zur Expression des Fusionsproteins.

Beide Plasmide wurden auf eine korrekte Insertion des VP1-Gens mit Hilfe von
Restriktionsanalysen Uberprift. Aul3erdem erfolgte eine DNA-Sequenzierung mit dem
Oligonukleotid VPINImMp, bel der die fehlerfreie VP1-Sequenz in beiden Plasmiden
nochmals bestétigt wurde.

3.1.2 Optimierung der Expression und Reinigung

Fur Versuche zur Expression von VP1 wurden mit dem Plasmid pCYB-VP1 E. coli XL-
1 blue und DH5a und mit pET21-VP1lInt E. coli BL21(DE3) transformiert. Nach der
Induktion mit 1 mM PTG wurden die Kulturen fir 4 h bei 30 °C geschittelt. Nach
dieser Zeit und unmittelbar vor der Induktion wurden jeweils Proben enthnommen, die
durch SDS-PAGE analysiert wurden. In keinem Fall konnte eine Zunahme des
Fusionsproteins beobachtet werden, unabhéngig von dem verwendeten Plasmid und
dem Expressionsstamm (Abbildung 14). Nach einem Zellaufschluss konnte aus dem
Rohextrakt ebenfalls kein Fusionsprotein an Chitinbeads gebunden werden, so dass
nach Spaltungsinduktion mit 50 mM DTT kein eluiertes VP1 nachgewiesen werden
konnte.

100 kba—

-~ . . —VPLIntein-CBD
60 kDa— S
B0 kDa—— — e tﬂ
40kDa— s p—
SEES
30kDa—— -~

20kDa— o

s
Tril.
10kDa ——  m— E— -

Abbildung14. SDS-PAGE zum Expressionstest des VP1-Intein-CBD-Fusionsproteins.
Aufgetragen sind jeweils gesamte Zellen: XL1 blue/pCY B-VPL1 vor Induktion (1) und 3h nach
Induktion und Schitteln bel 30 °C (2); DH5a/pCYB-VP1 vor (3) und nach Induktion (4);
BL21(DE3)/pET21-VP1Int vor (5) und nach Induktion (6).

Die Proben wurden weiterhin durch Western-Blot mit Anti-VP1- und Anti-Intein-
Antikorpern untersucht, um auch geringe Mengen des Fusionsproteins spezifisch
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detektieren zu konnen. In den Gesamtzellproben konnte praktisch kein Fusionsprotein
nachgewiesen werden, jedoch wurde sowohl einzelnes VP1 als auch Intein-CBD
beobachtet, so dass das Fusionsprotein zwar exprimiert, aber bereits in der Zelle
vollstdndig gespalten wurde, was eine Reinigung von VPl (ber die
Chitinbindungsdomane verhinderte (Abbildung 15).

Anti-Intein Anti-VP1
1 2 3 1 2 3

— VP1-Intein-CBD

60.0 kDa— .

50.0 kD i~ — Intein-CBD
e — VP1

40.0 kDa— -

Abbildung 15. Western Blot mit Anti-Intein- und Anti-VP1-Antikdrpern. Aufgetragen sind
jeweils gesamte Zellen aus BL21(DE3)/pET21-VPlInt (1), XL-1 blue/pCYB-VP1 (2) und
DH5a/pCYB-VP1 (3).

Zur Verlangsamung der in vivo-Spaltung des Fusionsproteins wurden Expressionstests
durchgefihrt, die nach der Induktion bei 15 °C fur 15 h geschittelt wurden. Die Zellen
wurden geerntet und durch Hochdruckdispersion aufgeschlossen. Eine Reinigung des
VP1 wurde getestet, indem der Rohextrakt zur Bindung des Fusionsproteins auf eine
Chitinbeads-S&ule aufgetragen wurde.

Anti-Intein Anti-VP1
M 1 2 M 1 2
135.0 kDa—
81.0 kDa—
P — Intein-CBD
41.9kDa— 8P = — P

A —

Ik
31.4 kDa—

Abbildung 16. Western-Blot mit Anti-Intein- und Anti-VP1-Antikbrpern  von
denaturiert eluierten Fraktionen (1) und nativ eluierten Fraktionen (2) bel der Chitin-
Affinitdts-Chromatographie.
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Nach Waschen der Saule mit einem Puffer hoher Ionenstérke wurde die Spaltung durch
50 MM DTT induziert. Bei der Elution wurde rekombinantes VP1 isoliert, das im
Western-Blot nachgewiesen werden konnte (Abbildung 16). Die erhaltenen Mengen an
gereinigtem VPl lagen bei ca. 0.5mg pro Liter Kultur fur die Stdmme XL-
1 blue/pCY B-VP1 und DH5a/pCY B-VP1 und bel ca. 3 mg pro Liter Kulturmedium mit
dem Stamm BL21(DE3)/pET21-VPlint.
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Abbildung 17. Optimierte Reinigung von VPL. (a) Elution der Chitinaffinitéts-Chromatographie
nach dem induzierten Proteinspleif3en. (b) Zusammenfassende SDS-PAGE der Expression und
Reinigung: Gesamtzellen vor (1) und 16 nach Induktion und Wachstum bei 15°C (2),
unldsliche Zellfraktion (3), Rohextrakt (4), eluiertes VP1, Fraktion 3 (5).

In der nativ eluierten VP1-Fraktion war kein Intein-CBD mehr vorhanden, so dass
durch die Affinitdts-Chromatographie eine effektive Abtrennung erzielt wurde. Es
zeigte sich jedoch auch, dass die Spaltung des Fusionsproteins nur unvollstéandig
stattgefunden hatte, da nach einer denaturierenden Elution zur Regeneration der Saule
neben dem Intein-CBD auch noch grofiere Mengen VP1 eluiert wurden (Abbildung 16).
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Da DTT in akalischer Losung rasch oxidiert wird, wurde der Einsatz von
Hydroxylamin als Nukleophil zur Induktion der Inteinspaltung untersucht. Mit einer
Mischung aus 30 mM Hydroxylamin und 30 mM DTT konnte die Spaltungsreaktion
vervollstéandigt werden, so dass mit dem Stamm BL21(DE3)/pET21-VP1Int ca. 5 mg
gereinigtes VPL1 erhalten wurden. Eine komplette Reinigung nach dem optimierten
Protokoll ist in Abbildung 17 zusammengefasst.

Nach der Affinitdtsreinigung wurde in der Proteinlésung noch eine sehr hohe
Absorption bel 260 nm gemessen (Abbildung 17). Bel dieser Verunreinigung handelte
es sich nicht um an VP1 gebundene DNA, da eine Inkubation mit Benzonase und eine
anschlief3ende Dialyse nur zu einer geringftigigen Reduktion der Absorption bel 260 nm
fuhrte. Mit Hilfe einer Ammoniumsulfatféllung des Proteins nach der Affinitats-
Chromatographie konnte diese Verunreinigung jedoch vollsténdig abgetrennt werden,
so dass ein proteintypisches UV/Vis-Spektrum des gereinigten VP1 erhalten wurde
(Abbildung 18). Bei dieser Probe tritt bereits eine Lichtstreunung durch die Bildung
virusanaloger Partikel auf, so dass die Basidinie oberhalb von 300 nm von Null
abweicht und das Absorptionsminimum bel 260 nm etwas verschoben ist.
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Abbildung 18. UV-Spektrum von VP1 nach Reinigung Uber Chitin-Affinitats-Chromatographie,
Ammoniumsulfatfallung und Dialyse gegen Assemblierungspuffer.
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Die Ausbeuten fir die einzelnen Schritte der Relnigung sind in Tabelle 16
zusammengefasst. Die Gesamtausbeute lag bel 4.1 mg gereinigtem VPl aus einer
1 Liter-Schttelkultur.

Tabelle 16. Ausbeute einer typischen VP1-Prdparation. Die VP1-Menge wurde densitometrisch
aus einem SDS-Polyacrylamidgel abgeschétzt, wobei sowohl das Fusionsprotein als auch das
bereits in vivo gespaltene VP1 berlicksichtigt wurde

Schritt VP1[mg] Ausbeute [%]

16 h nach Induktion mit 1 mM IPTG bei 15 °C in

BL21(DE3)/pET21-VP1-Int 104 100.0
Chitin-Affinitéts-Chromatographie 5.0 48.1
Ammoniumsulfat-Fallung 4.1 394

3.1.3 Proteincharakterisierung

Die ldentitét des a's Intein-CBD-Fusionsprotein exprimierten VP1 wurde bereits durch
einen Western-Blot bestétigt. Weiter wurde das gereinigte Protein durch Edmann-
Abbau N-terminal ansequenziert. Die erhaltene Sequenz entsprach der des VP1 N-
Terminus, das N-terminale Methionin wurde dabei in vivo von der Methionin-
Aminopeptidase abgespalten.

Die pentamere Struktur und die Reinheit des VP1 wurde mit Hilfe einer Nativ-PAGE
Uberprift. FUr das VP1 zeigte sich nur eine einzelne Bande, was wiederum die hohe
Reinheit des Proteins bestétigte (Abbildung 19). Aus 4 %igen bis 7 %igen Gelen wurde
mit Hilfe von Standardproteinen eine Eichgerade erstellt. Daraus wurde die
Molekularmasse des nativen VP1-Kapsomers zu 225 + 30 kDa bestimmt, was in guter
Ubereinstimmung mit dem berechneten Wert von 212.5 kDaiist (Abbildung 19).
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Abbildung19. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese. (@) 5 %iges Trennge mit a-
Lactalbumin (1), Carboanhydrase (2), BSA (3), HuhnereiweiR-Albumin (4), Urease (5) und
VPl (6). Anhand einer Eichgeraden wurde die Molekularmasse von VP1-Kapsomeren zu
225 + 30 kDa bestimmt (b).

Als funktioneller Test fUr native VP1-Kapsomere dient ihre Fahigkeit, in vitro unter
entsprechenden Bedingungen virusanaloge Kapside auszubilden (Salunke et al., 1986).
Uber Affinitats-Chromatographie gereinigte und ammoniumsulfatgefallte Kapsomere
wurden daher gegen Kapsid-Puffer dialysiert, wodurch die in vitro-Assemblierung
initilert wurde. Die Proteinlosung wurde anschlief3end am Elektronenmikroskop
analysiert. Es zeigte sich eine homogene Population virusanaloger Partikel, die einen
Durchmesser von etwa 40 bis 50 nm aufwiesen (Abbildung 20).
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100 nm

Abbildung 20. Elektronenmikroskopische Aufnahme von in vitro assemblierten VP1-wt-
Kapsiden.

Von VP1-Pentameren und VP1-Kapsiden wurden Fern-UV-CD-Spektren im Bereich
von 195 bis 260 nm gemessen. Beide Spektren zeigen eine dhnliche Form, wobel das
Signalminimum fur die Kapside um etwa 5 nm zu kirzeren Wellenldngen verschoben
war (Abbildung 21). Eine Dekonvolution der Spektren mit dem Programm CDNN
(Bohm et al., 1992) zeigte eine leichte Zunahme von b-Faltblattstrukturen innerhalb der
Kapside im Vergleich zu den freien VP1-Pentameren. Aus der Kristallstruktur der
Kapside wurde ein Helix-Anteil von 6 % und ein b-Faltblatt-Anteil von 27 % ermittelt
(Stehle et al., 1994). Paralleles b-Fatblatt tritt in der Struktur nicht auf. Diese Werte
stimmen relativ gut mit den aus den CD-Spektren berechneten Werten Uberein, jedoch
wurde ein erhdhter a-Helix-Antell und ein zu geringer b-Turn-Anteil bestimmt. Dabei
handelt es sich wahrscheinlich um einen systematischen Fehler, der auf die Verwendung
des Programms CDNN fir die Dekonvolution zurlckzufiihren war, da bei einer
systematischen Analyse festgestellt wurde, dass dieses Programm oft zu hohe a-Helix-
Anteile berechnet. Dies tritt vor alem dann auf, wenn der Fern-UV-Bereich von 180 bis
200 nm nicht mehr gemessen werden konnte (Waldmann, 1998). Eine Unterscheidung
zwischen b-Faltblatt und a-Helix ist aber nur in diesem Bereich mdglich.
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Abbildung 21. CD-Spektren von VP1-wt. Die Spektren von VP1-Pentameren (a) und VP1-
Kapsiden (b) zeigen leichte Unterschiede, so dass die Dekonvolution fir Kapside einen héheren
Anteill von b-Faltblattstrukturen ergibt (c). Zum Vergleich sind Sekundarstruktur-Anteile
angegeben, die aus der Kristallstruktur des Kapsids bestimmt wurden (Stehle et al., 1994).
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Da die virusanalogen Kapside im Hinblick auf therapeutische Anwendungen ene
ausreichend hohe thermische Stabilitét aufweisen mussen, wurde die thermische
Denaturierung von VP1-Kapsiden mittels CD-Spektroskopie gemessen (Abbildung 22).
Die Ubergangstemperatur lag bei 58 °C, die thermische Denaturierung war nicht
reversibel.

Yol ¥t

30 40 50 60 70 80
Temperatur [°C]

Abbildung 22. Thermische Denaturierung von VP1-wt-Kapsiden, dargestellt ist das Verhdtnis
von nativem (ys) zu denaturiertem Protein (y,).
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3.2Unter suchung des Assemblier ungsmechanismus

Fir eine weitere Evauierung von polyomavirusanalogen Partikeln fir einen
therapeutischen Einsatz wurden Aspekte des in vitro-Assemblierungsmechanismus
untersucht, insbesondere im Hinblick auf den Einfluss und die Notwendigkeit von
Disulfidoricken zur Stabilisierung der Kapside. Bislang wurde die Rolle von
Disulfidbricken bel der Assemblierung jedoch noch nicht genauer untersucht. In der
Kristallstruktur wurde eine intrapentamer Disulfidbriicke zwischen Cystein 19 und
Cystein 114' eines benachbarten Monomers desselben Pentamers beobachtet, die einen
stabilisierenden Einfluss haben soll (Abbildung 23, Stehle et al., 1994). Interpentamer-
Disulfidbriicken, wie z.B. bel SV40 (Liddington et al., 1994), wurden nicht beobachtet,
jedoch wére eine Art Vernetzung der N-Termini auf der Innenseite des Kapsids Uber
Cysteine 11 und 15 denkbar. Dieser Teil des Proteins ist sehr flexibel und daher in der
Kristallstruktur nicht aufgelost (Stehle et al., 1994). Cysteine 273 und 282 liegen
innerhalb der VP1-Core-Doméne und konnen keine Disulfidbricken ausbilden
(Abbildung 23).

Fur spezifische Modifikationen des Proteins wére es winschenswert, an einer
definierten Stelle eine SH-Gruppe einzufiihren, ohne dass die Disulfidverbriickung des
Kapsids gestért wird, oder weitere Modifikationsstellen vorhanden sind. Daher wurde
anhand verschiedener Varianten des VP1 die Rolle der Cysteine im VP1 Wildtyp-
Protein untersucht. Im Hinblick auf die Herstellung eines Therapeutikums war es
weiterhin wichtig, die Effizienz und Ausbeute der in vitro-Assemblierung zu
untersuchen. Bislang wurden dazu noch keine quantitativen Analysen durchgefiihrt.

t Cl14

Abbildung 23. Positionen der Cysteine in VP1-wt. Zwischen C19 und C114' benachbarter
Monomere innerhalb eines Kapsomers kann eine Disulfidbricke geschlossen werden. Die
Cysteine 11 und 15 sind in der Kristallstruktur nicht aufgel6st (Stehle et al., 1996).
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3.21 Planung und Klonierung der Varianten VP1-CallS, VP1-2C und VP1-DC61

Zur Untersuchung des Einflusses von Disulfidbriicken auf die Assemblierung wurden
Varianten des VP1 geplant, bei denen alle im Wildtyp-Protein vorkommenden Cysteine
durch Serine ersetzt wurden (VP1-CallS) bzw. die nur noch die Cysteine 19 und 114
enthielten, die eine potentielle, das Kapsid stabilisierende | ntrapentamer-Disulfidbriicke
ausbilden konnen (VP1-2C).

Abbildung 24. Interaktion zweier VP1-Monomere innerhalb eines Kapsids. Die 61 C-terminalen
Aminosauren, die in VP1-DC61 deletiert wurden, sind in violett bzw. dunkelblau dargestellt.

Als Kontrolle und Standard fur vollstandig unassemblierte Kapsomere wurde eine
weitere Variante, VP1-DC61 geplant, bei der 61 C-terminale Aminosduren deletiert
wurden. Da der C-Terminus die Interkapsomer-Kontakte in dem Kapsid ausbildet
(Abbildung 24), fuhrt eine Deletion dieser Aminosauren zu einem vollstandigen Verlust
der Assemblierungsféhigkeit (Garcea et al., 1987). Alle neuen VP1-Varianten sind
schematisch in Abbildung 25 zusammengefasst.



76

Cl11C15C19 Cl14 C273 C282
VP1-wt e
VP1-Cdls I |
C19 Cl14
VP1-2C i |
C11C15C19 Cl14 C273 C282
VP1-DC61

Abbildung25. Schematische Darstellung von VP1-Varianten zur Untersuchung des
Assemblierungsmechanismus. Durch ortsgerichtete Mutagenese wurden Cysteine des Wildtyp-
Proteins durch Serine ersetzt.

Fir die Herstellung der Mutante VP1-CalS wurden in dem VP1-Gen im
Expressionsvektor pET21-VP1lint ale Cysteine des Wildtyp-Proteins durch Serine
ersetzt. Die ortsgerichtete Mutagenese wurde in drei aufeinanderfolgenden Schritten mit
den Oligonukleotiden C123Sf/C123Sr, C56Sf/C56Sr und CA4Sf/C4ASr durchgefiihrt.
Dabei wurden im ersten Schritt Cysteine 11,15 und 19, im zweiten Schritt Cysteine 273
und 282 und im dritten Schritt Cystein 114 ersetzt. Ausgehend von dem
Zwischenprodukt nach dem zweiten Schritt wurde fir die Variante VP1-2C mit den
Oligonukleotiden S19Cf/S19Cr in einem weiteren Mutageneseschritt Cystein 19 wieder
eingefuhrt.

Fir VP1-DC61 wurde das VP1-Gen aus dem Vektor pET21-VPLlint Uber eine PCR mit
den Oligonukleotiden VP1-Nde I-5° und VP1-DC61-3' amplifiziert. Bel dieser Reaktion
wurden gleichzeitig Restriktionsschnittstellen fir Nde | und Xma | eingefthrt, mit denen
das verkirzte Gen in den Expressionsvektor zurtickkloniert wurde.

Die Sequenzveranderungen aller Varianten wurden mit DNA-Sequenzierung mehrerer
Klone Uberpruft. Durch eine Restriktionsanalyse wurde zusétzlich jeweils die korrekte
Sequenz des Plasmids tUberprft.



77

3.2.2 Renigungvon VP1-CallSund VP1-2C

Alle neuen VP1-Varianten, VP1-CdAlS, VP1-2C und VP1-DC61 wurden as Intein-
CBD-Fusionsproteinein E. coli exprimiert und nach dem optimierten Schema gereinigt.
Die Ausbeuten an gereinigtem Protein aus 1| Kulturmedium waren fur VP1-2C und
VP1-DC61 mit dem Wildtyp-Protein vergleichbar. Mit VP1-CalS lag die Ausbeute
etwas hoher, bei 6 mg pro Liter. Eine SDS-PAGE der Uber Chitin-Affinitéats-
Chromatographie gereinigten Proteine ist in Abbildung 26 dargestellt. Bei VP1-DC61
wurden noch einige hthermolekulare Verunreinigungen beobachtet, dafir wurden bei
diesem Protein nicht die typischen Banden eines proteolytischen Abbaus beobachtet.

M 1 2 3
60 kDa—
50 kba— Al
- Ww» — VP1C \VP1-2C
40 kDa—
30kDa— — — VP1-DC61
20kDa—

Abbildung 26. Uber Chitinaffinitats-Chromatographie gereinigte Varianten von VP1. Bahnen:
Marker (M), VP1-CalIS (1), VP1-DC61 (2), VP1-2C (3).

3.2.3 CD-Spektroskopie von VP1-CallSund VP1-2C

Eine korrekte Faltung der modifizierten VP1-Proteine wurde durch einen Vergleich der
CD-Spektren mit denen des Wildtyp-Proteins nachgewiesen. Untersucht wurde eine
Probe VP1-CalS unter nicht-Assemblierungsbedingungen und VP1-2C unter
Assemblierungsbedingungen (Abbildung 27). Die Spektren deuteten auf korrekt
gefaltete Proteine hin und zeigten keine signifikanten Abweichungen zum Wildtyp-
Protein (Abbildung 21). Das zeigte sich auch bel der Dekonvolution der Spektren, die
eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den einzelnen Proteinen ergab
(Abbildung 27).
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Abbildung27. CD-Spektren von VP1-CalS (a) und VP1-2C (b). Die Dekonvolution der
Spektren (c) zeigt eine gute Ubereinstimmung mit dem Wildtyp-Protein.
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Die thermische Stabilitéat fir VP1-2C unter Assemblierungsbedingungen wurde mittels
CD-Spektroskopie untersucht und lag bei ca. 59 °C, in guter Ubereinstimmung mit
VP1-wt (Abbildung 28). Das cysteinfreie VP1-CallS-Pentamer zeigte unter nicht-
Assemblierungsbedingungen  einen  thermischen Ubergang bel ca 50°C
(Abbildung 28).
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Abbildung28. Thermische Stabilitdt von VP1-CallS und VP1-2C. Dargestellt sind
Ubergangskurven von VP1-CallS-Pentameren (a) und VP1-2C-K apsiden (b).

3.2.4 Eichung der Gdfiltrationssaulen TSK-Gel 5000PWy, und 6000PWy,

Fir eine quantitative Analyse der in vitro-Assemblierung wurden die HPLC
Gelfiltrationssdulen TSK-Gel 5000PWy, und 6000 PWy, getestet, die Trennbereiche
bis 20 MDa bzw. bis 40 MDa aufwiesen. Eine Eichung im niedermolekularen Bereich
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erfolgte mit Standardproteinen. Elutionsvolumina fUr Kapsomere wurden mit dem
Protein VP1-DC61 bestimmt. Als Kapsidprobe wurde zur Eichung eine VP1-wt-Probe
verwendet, in der Kapside elektronenmikroskopisch nachgewiesen wurden. Die
Eichung der Saulen ist in Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17. Eichung der Gelfiltrationssaulen TSK-Gel 5000PWy, und TSK-Gel 6000PWY, , das
Saulenvolumen betrug jeweils 14 ml

M olekular masse Elutionsvolumen [ml]
Protein
[kDa] 5000PW XL 6000PW X L

V P1-Pentamer 212.5 9.4 11.6
VP1-Kapsid 15300 6.7 8.8
Urease-Hexamer 545.0 8.7 11.4
Urease-Trimer 272.0 9.4 11.6
BSA-Monomer 66.0 10.1 >12.0
Huhnereiwei 3-Albumin 45.0 10.2 >12.0
a-Lactalbumin 14.2 10.3 >12.0

Fur kleinere Proteine mit Molekularmassen von weniger as 200 kDa reichte die
Auflésung der TSK-Gel 6000PWy . nicht mehr zu einer reproduzierbaren Auftrennung
aus. Im hochmolekularen Bereich waren jedoch beide Saulen gleichermalien fir eine
Auftrennung von VP1-Kapsiden und Kapsomeren geeignet.

3.25 Vergleich der Assemblierung von VP1-wt, VP1-CallS und VP1-2C

VP1-wt, VP1-CallS und VP1-2C wurden unter Zusatz von CaCl, durch Dialyse in vitro
assembliert (Salunke et al., 1989). Mit Hilfe von Géfiltrations-Chromatographie
wurden die Proben analysiert (Abbildung29). Die Kapsid-Peaks wurden jeweils
gesammelt und elektronenmikroskopisch untersucht (Abbildung 29). In alen Kapsid-
Peaks wurden durch Elektronenmikroskopie Kapside nachgewiesen, so dass von einer
korrekten Eichung der Saulen ausgegangen werden konnte.

Zwischen den VP1-wt und VP1-2C Proben konnte kein Unterschied detektiert werden.
Die Assemblierungseffizienz lag jeweils bei 100 %, und im Elektronenmikroskop
zeigten sich Partikel mit der erwarteten Gréfe von etwa 50 nm (Abbildung 29). Im
Gegensatz dazu assemblierte VP1-CallS nur zu 55 %. Auch eine Verlangerung der
Assemblierungsdauer oder der Zusatz von Ammoniumsulfat bei der Assemblierung
konnte keinen h6heren Kapsidanteil liefern. Im Elektronenmikroskop wurden ebenfalls
VP1-CalS-Kapside der erwarteten Grofde detektiert, zusammen mit partiell
dissoziierten Partikeln (Abbildung 29).
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Abbildung29. Assemblierung von VP1-Varianten. Dargestellt sind Gelfiltrations-
Chromatogramme und el ektronenmikroskopische Aufnahmen von VP1-wt (a, d), VP1-CalS (b,
€) und VP1-2C (c, f) unter Assemblierungsbedingungen.
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3.26 Dissemblierung und Stabilitéat von VP1-Kapsiden

Zum Testen von Bedingungen, unter denen assemblierte Kapside wieder dissembliert
werden kénnen, wurden isolierte Kapside der Varianten VP1-wt und VP1-2C, sowie
eine maxima assemblierte Probe von VP1-CalS mit einem Uberschuss an EDTA
(10 mM) oder DTT (100 mM) versetzt und zwel Tage bel Raumtemperatur inkubiert.
ierte in Gegenwart von EDTA vollstandig, unabhangig von den
im Puffer (Abbildung 30). Zwischen VP1-wt und VP1-2C konnte
kein Unterschied festgestellt werden, beide Kapsidvarianten waren gegenuber EDTA
stabil und dissemblierten zu einem geringen Anteil bel einem Zusatz von DTT. Eine
vollstdndige Dissemblierung wurde aber nur erreicht, wenn beide Reagenzien anwesend

VP1-CalS dissembl
Redox-Bedingungen

waren (Abbildung 30).
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Abbildung 30. Dissemblierung von VP1-CalS und VP1-2C. VP1-CallS dissembliert vollsténdig
in Gegenwart von EDTA (a), VP1-2C nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von DTT (b).
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Zur Ermittlung der Stabilitét in vitro-assemblierter VP1-Kapside wurden Gber
Gelfiltrations-Chromatographie VP1-wt, VP1-2C und VP1-CalS-Kapside isoliert und
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden nach 2h und nach 3d
rechromatographiert (Abbildung 31). Nach 2 h wurden in alen Proben jeweils nur die
isolierten Kapside beobachtet. Nach 3d jedoch waren die VP1-CalS-Kapside zur
Hélfte dissembliert, so dass Kapsid- und Kapsomer-Peaks beobachtet wurden. Die
Kapside aus VP1-wt und VP1-2C waren auch nach 3d noch vollstandig assembliert
(Abbildung 31).
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Abbildung 31. Stabilitét isolierter Kapside. Nach 2 h wurden in alen Proben nur Kapside

beobachtet, nach drei Tagen waren VP1-CallS-Kapside zur Hélfte dissembliert, wohingegen
VP1-2C und VP1-wt noch vollstandig assembliert vorlagen.

Fur einen therapeutischen Einsatz wéare eine langere Stabilitdt der Partikel in der
Blutbahn bei 37 °C nétig. Als einfaches Modellsystem wurden Kapside der drei VP1-
Varianten wt, 2C und CallS mit 5% Rinderserum versetzt und bis zu 3 d bei 37 °C
inkubiert. Vergleichend dazu wurden die Kapside im Kapsidpuffer bei 37 °C inkubiert.
Die Analyse der Proben im Hinblick auf Kapsidstabilitdt und Proteinaggregation
erfolgte wiederum mit HPLC-Géfiltrations-Chromatographie. Die Séule TSK-Gel
5000PWy erlaubte eine Trennung von Kapsiden und Serumproteinen, so dass eine
Quantifizierung der Kapside moglich war (Abbildung 32). Bei alen VP1-Varianten
blieb der gemessene Kapsidanteil konstant, das heil3t, weder in Kapsidpuffer noch in
Gegenwart von Rinderserum wurde eine Aggregation der Proteine oder ein Abbau der
K apside beobachtet.
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Abbildung 32. Stahilitdt der Kapside in Rinderserum bei 37 °C. Die HPLC-Gelfiltrationssaule
ermoglichte eine Auftrennung von Kapsiden (VergrofRerung) und Serumproteinen, so dass eine
Peakintegration und Quantifizierung moglich war.

3.2.7 Geschwindigkeit der Assemblierung

Zur Untersuchung der Geschwindigkeit der Kapsidassemblierung wurde zunéchst
versucht, eine in vitro-Assemblierung durch Zugabe von einem Uberschuss CaCl,
(5 mM) zu einer Probe mit VP1-CallS-Pentameren zu induzieren. Dabei trat jedoch eine
verstérkte Aggregatbildung auf und die maximal erreichte Assemblierungseffizienz lag
bel 30 %. Daher wurde eine VP1-CalS-Pentamerlosung fur 36 h gegen Kapsidpuffer
dialysiert und dann sequentiell im Abstand von 2 h mit Gelfiltrations-Chromatographie
anaysiert (Abbildung 33). Die in vitro-Assemblierung erreichte ein Plateau bei einem
Kapsidanteil von 55 %, das dem zuvor beobachteten Maximum entsprach. Die in vitro-
Assemblierung war nach etwa 48 h abgeschl ossen.

Die Kapsid-Dissemblierung wurde durch Zugabe von 10 mM EDTA zu einer maxima
assemblierten Probe VP1-CallS induziert (Abbildung 33). Der Anteil von Kapsiden und
Kapsomeren wurde dann ebenfalls durch Gelfiltrations-Chromatographie bestimmit.
Ausgehend von dem Maximum von 55 % Kapsiden nahm der Kapsidanteil in der Probe
stetig ab, so dass nach etwa 48 h vollstandig dissemblierte Kapsomere vorliegen.
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Abbildung 33. Geschwindigkeit der Assemblierung/Dissemblierung von VP1-CalS. Es wird
eine maximale Assemblierungseffizienz von 55 % erreicht.

3.2.8 Disulfidbriicke C19-C114°

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die Disulfidbriicke C19-C114‘ im
Kapsid vollstandig oxidiert vorliegt. Dafir wurde eine vollstandig assemblierte Probe
VP-2C mit dem thiolspezifischen Farbstoff Fluorescein-C2-Maleinimid versetzt, der
selektiv mit freien SH-Gruppen reagiert (Schmidt et al., 1999). Nach verschiedenen
Zeiten wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 mM DTT abgestoppt, und die Probe
wurde Uber SDS-PAGE analysiert (Abbildung 34). Dabel zeigte sich eine schwache
fluoreszierende Bande. Der Farbstoff hatte dabei mit Kapsiden reagiert, da bel einer
Gelfiltrationsanalyse der Farbstoff in der Kapsidfraktion nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 34). Eine aus der Integration der Peakflachen berechnete Anzahl
gebundener Farbstoffmolekiile pro Kapsid ergab, dass etwa 50 freie SH-Gruppen pro
Kapsid vorhanden waren. Das bedeutet, dass 86% aller mdglichen Disulfidbriicken auch
tatsachlich geschlossen waren.
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Abbildung34. Freie SH-Gruppen im assemblierten VP1-2C-Kapsid. (a) Verlauf der

Markierungsreaktion Gber 90 min, auf allen Bahnen wurde dieselbe Proteinmenge aufgetragen.
(b) HPLC-Gélfiltration mit maximal markierten VP1-2C-Kapsiden.

3.30rtsspezifische Fluor eszenzmar kier ung polyomavir usanaloger Partikel

Fir eine Analyse der Aufnahme polyomavirusanaloger Partikel und ihres intrazelluldren
Targeting wurde versucht, die Partikel mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu markieren.
Fluoreszenzmarkierungen haben den Vorteil, dass die Experimente mit |ebenden Zellen
durchgefiihrt werden konnen. Auflerdem sind Fluoreszenztechniken sehr sicher und
relativ  kostenglnstig im Vergleich zu radioaktiven Markierungen und
Elektronenmikroskopie (Bartlett & Samulski, 1998). Im Gegensatz zu bislang
angewendeten Methoden zur relativ unspezifischen Markierung von Virusoberfléachen
an Aminogruppen (Leopold et al.,, 1998), sollte hier versucht werden, eine
ortsspezifische Fluoreszenzmarkierung an definierten Cysteinresten einzufthren.
Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass die relativ grof3en, hydrophoben
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Farbstoffmolekile essentielle Funktionen des Viruskapsids, wie beispielsweise die
Rezeptorbindung, blockieren.

3.3.1 Herstellung der Varianten VP1-3C und VP1-CallS-T248C

Eine spezifische Markierung von Proteinen kann an SH-Gruppen von Cysteinresten
erfolgen, da diese Gruppen im Vergleich zu Aminogruppen, die ebenfalls fur
Markierungen geeignet sind, relativ selten sind. Allerdings besitzen Cysteine meist eine
wichtige Funktion oder sind fur die Ausbildung von Disulfidbriicken nétig.
Thiolreaktive Verbindungen sind beispiel sweise |odacetamide und Maleinimide.

Abbildung 35. Struktur des VP1-Pentamers von der Kapsidaul3enseite betrachtet. Die Cysteine
an Position 248, die zur spezifischen Markierung eingefihrt wurden, sind durch gelbe Kugeln
dargestellt.

Bei dem Polyomavirushillprotein VP1 konnte gezeigt werden, dass vollstandig
cysteinfreie Kapsomere ebenfalls in der Lage sind Kapside zu bilden, dass aber eine
einzelne Intrapentamer-Disulfidbricke fir eine vollstandige und irreversible
Assemblierung notig ist (Schmidt et al., 2000). Fir eine spezifische Markierung mit
thiolreaktiven Fluoreszenzfarbstoffen wurde ein neues Cystein in die VP1-Sequenz
eingefuhrt. Dafir wurde eine Mutagenesereaktion durchgefihrt, bei der Threonin 248
durch ein Cystein ersetzt wurde. Diese Position wurde gewahlt, da sie an der Kante des
zentralen Lochs eines VP1-Pentamers liegt, entfernt von der Rezeptorbindungsstelle
(Abbildung 35). Diese Position ist gut |6sungsmittelzuganglich, aber trotzdem soweit in
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dem Protein verborgen, so dass eine Aggregation durch hydrophobe Wechselwirkungen
der Farbstoffmolekiile vollstandig ausgeschl ossen werden konnte.

Der Austausch von Threonin 248 gegen Cystein wurde sowohl auf Basis der Variante
VP1-2C, die die beiden disulfidbriickenbildenden Cysteine 19 und 114 enthielt, als auch
auf Basis des cysteinfreien Proteins VP1-CalS hergestellt, so dass eine maximale
Spezifitét der Markierungsreaktion gewéhrleistet war. Das cysteinfreie Protein bot den
Vorteil, dass nicht nur assemblierte Kapside, sondern auch freie Kapsomere markiert
werden konnten. Aul3erdem sollte durch einen Vergleich von VP1-CalS und VP1-
CallS-T248C die Spezifitét der Maleinimidkopplung nachgewiesen werden.

Die ortsgerichtete Mutagenese wurde mit den Oligonukleotiden VP1-T248Cf und VP1-
T248Cr durchgefuhrt. Als Templat dienten die Plasmide pET21-VP1-2C-Int und
pPET21-VP1-CalS-Int. Die Mutagenesereaktionen wurden durch DNA-Sequenzierung
verifiziert.

M 1 2
60 kDa—
50 kDa—
—VP1
40 kDa— -
30 kDa—

Abbildung 36. SDS-PAGE der gereinigten Proteine VP1-CallS-T248C (1) und VP1-3C (2).

Die beiden neuen Proteine VP1-CallS-T248C und VP1-3C wurden ebenfalls als Intein-
CBD-Fusionsproteine exprimiert und gereinigt (Abbildung 36). Die Ausbeuten waren
hier vergleichbar mit vorherigen Varianten und lagen bei 5 bis 6 mg gereinigtes Protein
pro Liter Schittelkultur.

3.3.2 Spezifitat der Maleinimidkopplung

Maleinimide reagieren bei neutralem pH-Wert spezifisch mit freien Thiolgruppen. Bel
dem Reaktionsmechanismus handelt es sich um eine nukleophile Addition, bel der der
Schwefel der Thiolgruppe die Doppelbindung des Maleinimids nukleophil angreift, so
dass eine stabile Thioetherbindung gebildet wird. Aminogruppen sind unter diesen
Bedingungen nicht reaktiv, da sie protoniert vorliegen und dadurch ihre Nukleophilie
nicht ausreichend fur eine Additionsreaktion ist (Brinkley, 1992).
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Abbildung 37. Spezifitédt der Maeinimidkopplung. VP1-CallS-T248C und VP1-CallS wurden
fUr 2 bis 60 min mit Texas Red-C2-Maleinimid inkubiert und tber SDS-PAGE analysiert. Das
Gel wurde zunéchst im UV-Licht fotografiert und dann mit Coomassie gefarbt.

Fur einen Nachweis der Thiolspezifitét wurden Proben der Proteine VP1-CalS und
VP1-CalS-T248C mit dem Farbstoff Texas Red-C2-Maleinimid markiert. Die Reaktion
wurde jeweils nach bestimmten Zeiten durch Zugabe von einem Uberschuss DTT
(10 mM) abgestoppt. Die Proben wurden elektrophoretisch in SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt, so dass zwischen markiertem Protein und freiem Farbstoff unterschieden
werden konnte (Abbildung 37). Die Reaktion verlief unter den hier verwendeten
Bedingungen hochspezifisch, so dass mit dem cysteinfreien Protein VP1-CallS keine
Nebenprodukte durch eine Aminokopplung detektiert werden konnten. Aul3erdem
zeigte sich, dass die Reaktion vollstandig durch DTT abgestoppt werden konnte.

3.3.3 Kinetik der Maleinimidkopplung

Fur eine weitere Charakterisierung der Markierungsreaktion und fir eine Bestimmung
der maximalen Anzahl moglicher gekoppelter Farbstoffmolekille wurde eine einfache
Kinetik der Reaktion gemessen. Dazu wurden Proben des Proteins VP1-CallS-T248C
mit einem 10-fachen molaren Uberschuss des Farbstoffes Texas Red-C2-Maleinimid fir
2, 5, 10, 15, 30, 45 und 60 min inkubiert. Die Reaktion wurde jeweils durch Zugabe von
10 mM DTT abgestoppt. In einer weiteren Versuchsreithe wurden Proben des Proteins
VP1-CalS-T248C fur 60 min mit einem 2-, 5-, 10-, 15- und 20-fachen molaren
Uberschuss des Farbstoffes inkubiert. Die Reaktionen wurden ebenfalls mit 10 mM
DTT abgestoppt. Die Auswertung erfolgte durch eine SDS-PAGE mit anschlief3ender
densitometrischer Quantifizierung der fluoreszierenden Banden. Als Kontrolle wurden
jeweils Proben des cysteinfreien Proteins VP1-CallS mitgefihrt, jedoch wurde in
keinem Fall eine Markierung dieses Proteins beobachtet.
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Abbildung 38. Geschwindigkeit der Maleinimidkopplung. Dargestellt ist die Abhéngigkeit der
Markierung von dem eingesetzten Farbstofflberschuss (a) und von der Reaktionszeit (b).

Die Kopplungsreaktion ndherte sich nach etwa ener Stunde einem Wert, der der
maximalen Anzahl moglicher Markierungen entsprach (Abbildung 38). Bereits nach
einer Stunde mit einem 5-fachen molaren Uberschuss des Farbstoffes wurde dieser Wert
erreicht (Abbildung 38).

3.34 Charakterisierung fluoreszenzmarkierter Kapsomere

Die Assemblierungsfahigkeit fluoreszenzmarkierter VP1-CallS-T248C-Kapsomere
wurde Uber Elektronenmikroskopie nachgewiesen. Dazu wurden Kapsomere nach der
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Markierungsreaktion unter Standardbedingungen assembliert und fir eine
Negativkontrastierung eingesetzt. Im Elektronenmikroskop zeigten sich Partikel, die
von unmarkierten VP1-CallS-Partikel nicht unterscheidbar waren (Abbildung 39).

Abbildung 39. Elektronenmikroskopische Aufnahme von Texas Red-markierten VP1-CalS-
T248C-Kapsiden.

Die fluoreszenzmarkierten Kapside wurden weiter Uber HPLC-Gdfiltrations-
Chromatographie (TSK-Gel 6000PWx) analysiert. Dabei konnten Kapside
nachgewiesen und von Kapsomeren und freiem Farbstoff abgetrennt werden
(Abbildung 40). Die Integration der Peakflachen ergab, dass durchschnittlich ein
Farbstoffmolekil pro Kapsomer gekoppelt wurde.
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Abbildung 40. Gelfiltrations-Chromatographie (TSK-Gel 6000PWy, ) mit Texas Red-markierten

VP1-CallS-T248C-Kapsiden. Die Elutionsbereiche von Kapsiden (8-10 ml) und Kapsomeren
(12 ml) sind markiert.
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Von den isolierten Kapsiden wurde ein Fluoreszenzspektrum gemessen. Neben der
Proteineigenfluoreszenz konnte zusétzlich die Fluoreszenzemission des gebundenen
Farbstoffes nachgewiesen werden (Abbildung 41).
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Abbildung 41. Fluoreszenzspektrum von isolierten Fluorescein-markierten VP1-CallS-T248C-
Kapsiden.

3.3.5 Fluoreszenzmarkierung von VP1-3C

Das Protein VP1-3C enthielt neben dem Cystein 248 zur Kopplung der
Fluoreszenzmarkierung noch die Cysteine 19 und 114, die fur eine vollsténdige
Assemblierung notwendig sind (Stehle et al., 1996, Schmidt et al., 2000). Daher konnte
dieses Protein nicht as freies Kapsomer markiert werden, da eine Blockierung dieser
Cysteine die Assemblierung behindern wirde.
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Abbildung42. Fluoreszenzmarkierung von VP1-3C-Kapsiden. Die Markierungsreaktion
erfolgte bis zu 90 min mit einem 10-fachen molaren Uberschuss des Farbstoffes. Die Proben
wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, das zunéchst im UV-Licht fotografiert und
anschlief3end mit Coomassie gefarbt wurde.

VP1-3C-Pentamere  wurden unter  Standardbedingungen  assembliert.  Die
Assemblierungseffizienz lag wie fur das Wildtyp-Protein und VP1-2C bei 100 %.
Anschlieffend erfolgte die Markierungsreaktion mit einem 10-fachen molaren
Uberschuss des Farbstoffes bis zu 1 h. Ein Vergleich mit VP1-2C zeigte im SDS-
Polyacrylamidgel eine deutlich hthere Markierungsrate (Abbildung 42).
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Abbildung43. Gelfiltrations-Chromatographie (TSK-Gel 5000PWy,) mit Fluorescein-
markierten VP1-3C-Kapsiden. Elutionsbereiche fir Kapside (6-8 ml) und Kapsomere (9-10 ml)
sind markiert.
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Die fluoreszenzmarkierten Kapside wurden tber HPL C-Gelfiltrations-Chromatographie
isoliert und von ungebundenen Farbstoffmolekilen abgetrennt (Abbildung 43). Die
Integration der Peakflachen ergab, dass etwa 130 Farbstoffmolekile an ein Kapsid
gebunden hatten. Abziglich der Farbstoffmolekiile, die an nichtoxidierte Cysteine 19
und 114 gebunden hatten, ergab sich daraus eine Markierungseffizienz von etwa einem
Farbstoffmol ekl pro Kapsomer.

3.4Aufnahme Polyomavirus-analoger Partikel in eukaryontische Zellen

Der Aufnahmeweg in eukaryontische Zellen von Polyomavirus-analogen Kapsiden, die
nur aus dem Hullprotein VP1 bestehen und rekombinant in E. coli hergestellt wurden,
wurde bislang noch nicht untersucht. Mit dem in der vorliegenden Arbeit etablierten
System zur Fluoreszenzmarkierung der virusanalogen Partikel war es maoglich, die
Aufnahme der Partikel in eukaryontische Zellen direkt zu beobachten (Schmidt et al.,
1999)

3.4.1 Aufnahmein C2C12-Muskelzellen

Als Testsystem zur Untersuchung der Aufnahme der virusanalogen Partikel dienten
zundchst Kulturen von C2Cl12-Maus-Myoblasten. Die Kapside, die fur diese
Experimente verwendet wurden, waren entweder mit Texas Red oder Fluorescein
markiert und basierten auf den Varianten VP1-CallS-T248C oder VP1-3C, wobel
jedoch in keinem der Experimente ein Unterschied zwischen cysteinfreien und
disulfidverbrickten Kapsiden beobachtet wurde. Die markierten Kapside wurden
jeweils zur Abtrennung des Uberschissigen Farbstoffs Uber eine Gelfiltrations-
Chromatographie gereinigt.

Fir eine genauere Untersuchung des Aufnahmewegs der virusanalogen Partikel wurden
jeweils Kulturen von C2C12-Zellen mit 0.5 bis 1.0nM fluoreszenzmarkierten VP1-
CallS-T248C- bzw. VP1-3C-Kapsiden fir 15 min bis 2 h inkubiert. Gleichzeiti g wurden
verschiedene zelluldre Strukturen angefarbt. Die Bestimmung der subzelluldren
Lokalisation der Partikel erfolgte mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop.
Die Aufnahmeexperimente sind in Tabelle 18 zusammengefasst.
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Abbildung 44. Aufnahme virusanaloger Partikel in C2C12-Zellen nach Inkubation fur 1h (a)
und 2 h (b). Die virusanalogen Partikel sind in rot dargestellt, Zellkerne in grin. Nur ein sehr
geringer Teil der Kapside gelangt in den Zellkern (gelb im Insert).

In alen Zellen wurde eine deutliche Fluoreszenz der Partikel beobachtet, die jedoch in
zelluldren Veskeln angereichert war. Zu keinem Zeitpunkt der Experimente konnten
Kapside im Zytoplasma beobachtet werden, und nur ein sehr geringer Teil befand sich
im Zellkern, einige Partikel wurden jedoch an der Kernmembran beobachtet
(Abbildung 44). Da VP1 ein Kerntranslokationssignal trégt (Chang et al., 1992), sollten
sich die Kapside theoretisch nach Passieren der Zell- oder Vesikelmembran im Zellkern
anreichern. Die Beobachtung, dass die hier verwendeten Partikel nicht in den Zellkern
gelangen zeigt demnach, dass keine effiziente Freisetzung aus den Endosomen erfolgte.

Tabelle 18. Aufnahme von virusanalogen Partikeln in C2C12-Zellen, Mengenabschétzung:
keine Kolokalisation (-), deutliche Kolokalisation (+), sehr starke Kolokalisation (++)

Lokalisation der Kapside

apsid nkubation Zellkern  Zytoplasma Endosomen Lysosomen

15 min - - * o
VP1-CallS-T248C 60 min _ — + ¥
oder VP1-3C

120 min — — + ++




Abbildung 45. Aufnahmeweg virusanaloger Partikel in C2C12-Zellen. Virusanaloge Partikel
sind rot dargestellt, Endosomen griin und Lysosomen blau. (a-c) Lokalisation der Partikel nach
Inkubation fir 15 min. Die Partikel befanden sich in Endosomen (b, Darstellung nur rot/griin),
aber nicht in Lysosomen (c, rot/blau). Nach Inkubation fur 1 h (d-g) wurden virusanaloge
Partikel in hoher Konzentration in allen Zellen beobachtet (e, rot). Sie sind sowohl mit
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Endosomen (f, rot/griin) als auch mit Lysosomen (g, blau/rot) colokalisiert. Nach Inkubation fir
2 h befanden sich die virusanalogen Partikel nahezu ausschliefdlich in Lysosomen (h,i, blau/rot).

Bel einer gleichzeitigen Anfarbung der Endosomen und Lysosomen zeigte sich, dass die
VP1-Kapside zunédchst in Endosomen aufgenommen wurden, die dann im welteren
Verlauf mit Lysosomen fusionierten. Nach einer Inkubation fir 120 min wurde eine
starke Anreicherung der Kapside in Lysosomen beobachtet (Abbildung 45).

3.4.2 Aufnahmein NIH 3T3-Zellen

Anaog zu den Experimenten mit C2C12-Zellen wurden NIH 3T3-Maus-Fibroblasten
verwendet, die ein gutes in vitro-Replikationssystem fir Maus-Polyomavirus darstellen
(Bauer et al., 1995). Auf diese Weise sollte ausgeschlossen werden, dass die lysosomale
Anreicherung der Partikel, der in C2C12-Zellen beobachtet wurde, vom Zéelltyp
abhangig war. Falls eine Abhangigkeit des Aufnahmewegs vom Zelltyp bestand, sollte
in den permissiven NIH 3T3-Zellen auf jeden Fall eine endosomale Freisetzung
stattfinden.

NIH 3T3-Zellen wurden fir 1 h mit 0.5 bis 1.0nM fluoreszenzmarkierten Kapsiden
inkubiert, die entweder aus VP1-CalS-T248C oder VP1-3C-Kapsomeren aufgebaut
waren. Gleichzeitig wurden die zellularen Lysosomen angeférbt. Die subzelluldre
Lokalisation der Kapside erfolgte dann wiederum mit einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop (Abbildung46). Auch mit NIH 3T3-Zellen wurde eine
Anreicherung der VP1-Kapside in Lysosomen beobachtet, eine endosomale Freisetzung
fand auch in diesem Zelltyp nicht statt.
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Abbildung 46. Aufnahme virusanaloger Partikel in NIH-3T3-Zellen. Virusanaloge Partikel sind
grin dargestellt, Lysosomen rot. Auch in dieser Zéellinie reichern sich sowohl
fluoreszenzmarkierte Partikel bestehend aus VP1-CallS-T248C (a-c) als auch aus VP1-3C (d-f)
in Lysosomen an. Die Bilder (b,c) und (ef) zeigen jeweils einen nicht-Uberlagerten Farbkanal
der vergrof3erten Inserts aus (a,d).
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Exkurs1: Analyse von Proteinaggregaten mit Durchfluss-Zytometrie

Bei der in vitro-Assemblierung von virusanalogen Kapsiden handelt es sich um ein
System aus verschiedenen Komponenten, im einfachsten Fall um Kapsomere und
Kapside. Diese Komponenten unterscheiden sich in ihren physikalischen Eigenschaften,
beispielsweise ihrer Lichtstreuung. Bel der Verwendung von fluoreszenzmarkierten
Kapsomeren unterscheiden sie sich weiterhin in ihren Fluoreszenzeigenschaften. Ein
Durchfluss-Zytometer misst genau diese Parameter, Lichtstreunung und Fluoreszenz,
simultan fUr einzelne Partikel (Villas, 1998). Es sollte daher grundsétzlich méglich sein,
fluoreszenzmarkierte virusana oge Partikel mit Hilfe dieser Technik zu analysieren.
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Abbildung47. Durchfluss-Zytometrie-Analyse  der  in  vitro-Assemblierung  von
fluoreszenzmarkiertem VP1-CallS-T248C. (a) In nicht-assemblierten Proben wurde eine
Population von kleinen Partikeln geringer Fluoreszenz gemessen. (b) Histogramm-Plot von
nicht-assembliertem VP1-CallS-T248C. (c) Unter Assemblierungsbedingungen wurden zwei
Populationen beobachtet, die sich hauptséchlich in ihrer Fluoreszenzintensitét unterschieden.
Die Unterschiede in der Lichtstreuung waren gering, da dieses Signal bei dem verwendeten
Durchfluss-Zytometer nicht Uber einen Photomultiplier verstérkt werden konnte, so dass die
Signalstérke fur die hier verwendeten Partikel im Nanometerbereich insgesamt sehr gering war.
(d) Im Histogramm-Plot von VP1-CallS-T248C unter Assemblierungsbedingungen wurde das
typische Verhdltnis von Kapsiden zu Kapsomeren bei einer Disulfidbriicken-unabhéngigen
Assemblierung beobachtet.
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VP1-Call S T248C-Kapsomere wurden an Cystein 248 mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Texas Red markiert. Der Uberschissige Fluoreszenzfarbstoff wurde durch Diayse
entfernt. Die markierten Kapsomere wurden unter Standardbedingungen in vitro
assembliert. Zur Abtrennung feiner Schwebteilchen oder Proteinaggregaten wurden die
Losungen fir 30 min bei 13000 * g zentrifugiert. Sowohl Proben des nicht-assemblierten
als auch des assemblierten Proteins wurden am Durchfluss-Zytometer vermessen. Es
konnten Populationen von freien Kapsomeren und auch von Kapsiden detektiert werden
(Abbildung47). In guter Ubereinstimmung zu den HPLC-Gelfiltrations-
Chromatographie-Daten wurde in der assemblierten Probe mittels Durchfluss-
Zytometrie ein Verhédtnis von 60 % Kapsiden zu 40 % Kapsomeren gemessen, was der
maximalen Assemblierungseffizienz einer cysteinfreélen in vitro-Assemblierung
entsprach; in der nicht-assemblierten Probe wurden nahezu ausschliefdlich Kapsomere
detektiert.

Es war bidang nicht bekannt, dass derartig kleine Partikel mit Durchmessern unter
50 nm von Durchfluss-Zytometern detektiert werden konnen. Allerdings ist ene relativ
hohe Signalverstarkung notwendig, was unter Umstdnden zu einem starken
Signalrauschen fuhren kann. Daher war die Verwendung reinster Chemikalien und eine
Zentrifugation der Probe vor der Messung unbedingt notwendig. In den hier
beschriebenen Messungen ergaben jedoch weder der verwendete Puffer noch eine
verdinnte Losung des freien Farbstoffes ein Messsignal.

Die Moglichkeit einer Detektion von fluoreszenzmarkierten Proteinassoziaten im
Nanometerbereich bietet eine potentielle Anwendung in der medizinischen Diagnostik.
Vor alem bei neuronalen Erkrankungen, wie Alzheimer oder Creutzfeld-Jakob-
Krankheit, tritt eine Aggregation von Proteinfragmenten oder Peptiden auf (Cappai &
White, 1999, Eigen, 1996), so dass eine Mischung entsprechender Gewebeproben aus
Patienten mit einem geeigneten fluoreszenzmarkierten Peptid unter entsprechenden
Bedingungen eine Analyse und Diagnostik mit Durchfluss-Zytometrie erméglichen
konnte. Vorteile dieses Systems wéren vor alem ein hoher Probendurchsatz und eine
bereits vorhandene weite Verbreitung von Durchfluss-Zytometern in der medizinischen
Analytik (Bohm & Schmidt, 1999).
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3.5Insertion einesRGD-Motivsin die VP1-Sequenz

Idedle Gentherapie-Vektoren sollten neben einem effizienten Gentransfer auch einen
gerichteten Transfer in das Zielgewebe ermdglichen, so dass bei einer systemischen
Administration der Vektor an den Wirkungsort dirigiert wird (Peng & Russel, 1999).
Eine relativ einfache Moglichkeit den Tropismus eines Vektors zu verdndern oder zu
erweltern, stellt die Insertion kurzer Peptide dar. Eine der kleinsten bekannten
Sequenzen, die eine Rezeptorbindung erméglichen ist die Aminosaurenabfolge Arginin-
Glycin-Aspartat (RGD), die eine Bindung an zahlreiche zellulére Integrinrezeptoren
erlaubt (Ruodlahti, 1996). Die Insertion eines RGD-Motivs in virae
Oberflachenproteine  konnte  beispielsweise  die  Gentransfereffizienz  mit
Adenovirusvektoren in Zelltypen steigern, die nicht den primaren Adenovirusrezeptor
exprimieren (Wickham et al., 1997, Vigne et al., 1999, Reynolds et al., 1999). Auch bel
Adeno-assoziierten Viren konnte der Zelltropismus durch die Insertion einer RGD-
Sequenz erweltert werden (Girod et al., 1999). Nicht-virde Gen-Transfer-Systeme
konnen ebenfalls mit Hilfe von RGD-Peptiden an Integrinrezeptoren dirigiert werden;
Peptide, die sowohl ein RGD-Motiv as auch eine Sequenz zur DNA-Bindung tragen,
konnten zum Delivery von Antisense-Oligonukleotiden verwendet werden (Bachmann
et al., 1998). Von einigen Viren ist bekannt, dass ihre Aufnahme nattrlicherweise von
einer Bindung viraler RGD-haltiger Proteine an Integrinrezeptoren abhangt. Dazu
gehdren Adenoviren (Huang et al., 1995), Maul- und Klauenseuche-Virus (Lea et al.,
1995) und Coxsackie-Viren (Roivainen et al., 1994).

Der Zelltropismus von Maus-Polyomavirus hangt von dem verwendeten Stamm und
damit von der VP1-Sequenz ab. Der large plaque-Stamm repliziert sich vor alem in der
Lunge und in der Niere, aber auch in Knochen und in der Haut, wohingegen der small
plague-Stamm auf Lungengewebe beschrankt ist (Dubensky et al., 1991). Diese
Selektivitdt  héangt wahrscheinlich  nicht  ausschliefdich  von den VP1-
Rezeptorbindungseigenschaften ab, da diese Unterschiede in vitro in Zellkulturen
praktisch keine Rolle spielen (Dawe et al., 1987).

Hier wurde versucht, durch die Insertion eines RGD-Motivs die Aufnahme von
Polyomavirus-analogen Kapsiden in Zellen zu verbessern, die eine erhdhte Zahl von
Integrinrezeptoren besitzen. Gleichzeitig sollte durch die Insertion an verschiedenen
Stellen innerhalb der VP1-Sequenz ermittelt werden, welche Positionen fir
Sequenzinsertionen geeignet sind.

3.5.1 Herstellung der Proteine VP1-1RGD150 und VP1-1RGD292

Fir die Insertion von RGD-Sequenzen wurden die Positionen 150 und 292 innerhalb
der VP1-Sequenz gewdhlt. Diese befinden sich in Loop-Regionen auf der VP1-
Aussenseite. Das RGD-Motiv wurde jeweils von Linkern, bestehend aus flexiblen
Serin-Glycin-Abfolgen, flankiert, um eine gute Exposition des Motivs zu gewéhrleisten.
Ein Modell des Proteins VP1-1RGD150 ist in Abbildung 48 dargestellt.
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«——RGD-Motiv

Abbildung 48. Modell des Proteins VP1-1RGD150. Die RGD-Sequenz ist in gelb dargestellt.

Die Sequenzinsertionen wurden in zwe aufeinanderfolgenden Schritten durch
ortsgerichtete Mutagenese eingefiihrt, da die Insertion der vollstandigen Sequenz
(Linker+RGD) zu lange Oligonukleotide erfordert hétte. Als Templat fir die
Reaktionen diente das Plasmid pET21-VP1-CalS-T248C-Int. Im ersten Schritt wurde
spezifisch an den Positionen 150 und 292 (Oligonukleotide VP1-Looplf/V P1-Looplr,
VP1-Loop3f/VP1-Loop3r) der Serin-Glycin-Linker eingesetzt. Die Linkersequenz
diente dann jeweils as Templat fir den zweiten Mutageneseschritt, mit dem das RGD-
Motiv inseriert wurde (Oligonukleotide VP1-1RGDf/VP1-1RGDr). Auf diese Weise
konnte auf ein viertes spezifisches Oligonukleotidpaar verzichtet werden.

Die verdnderten Sequenzen wurden durch DNA-Sequenzierung kontrolliert. Die
rekombinante Expression in E. coli erfolgte als Intein-CBD-Fusionsprotein, so dass die
Proteine Uber Chitin-Affinitéts-Chromatographie gereinigt werden konnten. Mit Hilfe
von SDS-PAGE konnte die grofiere Masse der RGD-Varianten im Vergleich zum
Wildtyp-Protein beobachtet werden (Abbildung 49).



103

M 1 2 3

60 kDa—

50 kDa— - - — VP1-1RGD150/292
40kDa—) — VP1-CallS-T248C
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Abbildung 49. SDS-PAGE gereinigter VP1-Varianten: VP1-1RGD150 (1), VP1-1RGD292 (2)
und VP1-CallS-T248C (3).

Beide Varianten, VP1-1RGD150 und VP1-1RGD292, enthielten Cystein 248 zur
spezifischen Fluoreszenzmarkierung, so dass analog zu VP1-CalS-T248C eine
Markierung der Kapsomere mit Alexab94-C5-Maleinimid moglich war. Die markierten
Kapsomere wurden in vitro assembliert und Uber Gelfiltrations-Chromatographie
gereinigt. Beide fluoreszenzmarkierten Proteine konnten virusanal oge Partikel ausbilden
(Abbildung 50).

100nm

Abbildung50. Elektronenmikroskopische Abbildungen fluoreszenzmarkierter virusanaloger
Partikel, bestehend aus VP1-1RGD150 (a) und VP1-1RGD292 (b).
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3.5.2 Integrinrezeptor-Expression in C2C12-Zellen

Als Testsystem zur Aufnahme polyomavirusanaloger Partikel mit RGD-Motiv sollten
Zellen verwendet werden, die die entsprechenden Integrinrezeptoren exprimieren.
Integrine sind zwar nahezu ubiquitér auf allen Zellen verbreitet, jedoch werden sie u.a
verstérkt in glatten Muskelzellen exprimiert (Hedin et al., 1990). Als Testsystem zur
Aufnahme Polyomavirus-analoger Partikel dienten daher Kulturen der Maus-
Muskelzelllinie C2C12. Diese Zellen sind priméare Myaoblasten, die in der Kultur
differenzieren und Myofibrillen ausbilden konnen (Y affe & Saxel, 1977). Die Zdlllinie
C2C12 exprimiert den Laminin-Rezeptor, a-bs-Integrin verstérkt, der in der Lage i,
RGD-Liganden zu binden (Yao et al., 1997).

Hier wurde in dieser Zelllinie zusétzlich die Expression von a,-Integrinen untersucht,
da diese Rezeptoruntereinheit die Aufnahme verschiedener Viren vermittelt.
Beispielsweise wird Adenovirus tber a,bz- und a, bs-Integrine aufgenommen (Huang et
al., 1995, Wickham et al., 1994).

M 2 4 6 8 12 15 17 19

— GAPDH
500 bp — a,-Integrin

Abbildung51. a,-Integrin-Transkription in C2C12-Zellen. Die RT-PCR ergab nahezu konstante
Mengen der a,-mRNA Uber einen Zeitraum zwischen 2 und 19 d.

Uber RT-PCR wurden a,-Integrin-mRNAS in unterschiedlichen Entwicklungsstufen der
Zellen nachgewiesen. Die Menge der mRNA blieb dabei tber einen Zeitraum von 19 d
in etwa konstant, wie der Vergleich mit der Amplifikation eines Kontrollgens
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, GAPDH) zeigte (Abbildung51). Uber
diesen Zeitraum differenzieren die C2C12-Myoblasten in der Kultur zu multinuklearen
Myofibrillen (Yaffe & Saxel, 1977, Parthier, 1998). Die Transkription des a,-
Integringens ist davon aber nicht beeinflusst.

3.5.3 Aufnahmein C2C12-Muskelzellen

Als Testsystem zur Aufnahme fluoreszenzmarkierter Polyomavirus-analoger Partikel
dienten Kulturen der Maus-Muskelzdlllinie C2C12. Zu noch nicht differenzierten
Myoblasten wurden die fluoreszenzmarkierten Kapside VP1-CalS-T248C, VP1-
1RGD150 und VP1-1RGD292 in einer Konzentration von 0.5 bis 1.0 nM zugegeben
und fir 1 h bel 37 °C und 5% CO, inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und am Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
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Abbildung52. Aufnahme von virusanalogen Partikeln in C2C12-Muskelzellen. Im
Fluoreszenzmikroskop konnten Intensitatsunterschiede mit den fluoreszenzmarkierten Kapsiden
aus VP1-CallS-T248C (a), VP1-1RGD292 (b) und VP1-1RGD150 (c) beobachtet werden.

Im Fluoreszenzmikroskop konnte qualitativ die Aufnahme der Kapside in die Zellen
nachgewiesen werden (Abbildung52). Dabel fiel auf, dass zwischen der
Fluoreszenzintensitdt von VP1-CalST248C und VP1-1RGD292 praktisch kein
Unterschied beobachtet wurde. Mit VP1-1RGD150 Kapsiden zeigte sich jedoch eine
verstérkte Aufnahme der Kapside in die Zellen.

Fir eine genauere Quantifizierung der Aufnahme wurden die Zellen analog mit
fluoreszenzmarkierten Kapsiden inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, trypsiniert und mit  Paraformadehydlosung  fixiert. Die
Fluoreszenzintensitdt in den Muskelzellen wurde mit Hilfe von Durchfluss-Zytometrie
gemessen. Die Intensitétsunterschiede waren in alen Proben aufgrund der geringen
Fluoreszenzintensitét relativ gering und lagen im Bereich von einer 10-80 %igen
Zunahme gegentber Kontrollproben ohne markiertem VP1. Zum Vergleich der
einzelnen Experimente wurden relative Intensitéten, bezogen auf die Kontrollproben,
berechnet.
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Die Beobachtungen, die am Fluoreszenzmikroskop gemacht wurden, konnten durch die
Fluoreszenzmessungen am Durchfluss-Zytometer bestétigt werden. Die VPI-
1RGD150-Kapside zeigten eine deutlich hohere Aufnahme in die Muskelzellen.
Kapside aus VP1-CallS-T248C und VP1-1RGD292 wurden in vergleichbaren aber
geringeren Mengen aufgenommen, so dass das RGD-Motiv in VP1-1RGD292 keinen
positiven Effekt auf die Aufnahme hatte (Abbildung 53).
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Abbildung53. Aufnahme von virusanalogen Partikeln in C2Cl12-Muskelzelle. Die
Fluoreszenzintensitdten wurden mit Durchfluss-Zytometrie gemessen und auf nichtinkubierte

Kontrollproben bezogen (Intensitét ,1“ entspricht der Kontrolle). Mit jeder Variante wurden
mindestens vier Proben vermessen.

Fur einen Nachweis der Spezifitdt der gemessenen Fluoreszenzintensitéten wurden
Kompetitionsexperimente mit unmarkierten Kapsiden durchgefihrt. Dabei erfolgte die
Inkubation mit den markierten Kapsiden in Gegenwart eines 20-fachen molaren
Uberschusses mit unmarkierten Kapsiden. Die Aufnahme von VP1-CalS-T248C und
VP1-1RGD292 konnte mit unmarkiertem VP1-CallS-T248C deutlich inhibiert werden
(Abbildung 54). Das bestétigte wiederum, dass bel VP1-1RGD292 das RGD-Motiv
unwirksam war. Auch die Aufnahme von VP1-1RGD150 konnte zum Teil mit VP1-
CallS-T248C inhibiert werden, so dass diese Kapside ebenfalls tellweise tber den
natirlichen VP1-Rezeptor in die Zelle gelangen mussten. Ein grofRerer
Kompetitionseffekt zeigte sich alerdings mit unmarkiertem VP1-1RGD150. Das
deutete darauf hin, dass die VP1-1RGD150-Kapside zusétzlich Uber Integrinrezeptoren
mit Hilfe des RGD-Motivs aufgenommen wurden.
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Abbildung54. Kompetitionsexperimente  zur  Integrinrezeptor-abhéngigen  Aufnahme
virusanaloger Partikel in C2C12-Zellen. Die Fuoreszenzintensitdt wurde mit Durchfluss-
Zytometrie gemessen. (@) Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem VP1-CallS-T248C und
Kompetition mit einem 20-fachen molaren Uberschuss mit nichtmarkiertem VP1-CallS-T248C.
(b) VP-1RGD292 ohne und mit Kompetitor VP1-CallS-T248C. (¢) VP1-1RGD150 ochne
Kompetitor und mit VP1-CallS-T248C bzw. VP1-1RGD150. Jeder Ansatz wurde mindestens
vierfach ausgefuhrt und vermessen.

3.6Bindung von VP1 an Salyloligosaccharide

Die Replikation von murinem Polyomavirus schlief3t eine essentielle Bindung an
Sialyloligosaccharide auf der Zelloberfléache ein (Fried et al., 1981). Diese Bindung ist
fur eine Hamaggl utination des Virus erforderlich (Cahan & Paulson, 1980, Cahan et al.,
1983), und Mutationen, die die Hamagglutination hemmen, flhren zum Verlust der
Infektiositét des Virus (Bauer et al., 1999). Die Bindung der Sialyloligosaccharide
erfolgt Uber das auf3ere Hullprotein VP1, das auf seiner Oberfl&che eine Bindungstasche
trégt (Stehle et al., 1994, Stehle & Harrison, 1996, Stehle & Harrison, 1997). Die
Bindungstasche wird von insgesamt 18 Aminosaureresten ausgebildet. Eine
Schltsselstellung fir die Interaktion des Proteins mit dem Kohlenhydrat nimmt Arginin
77 ein, das eine Salzbriicke zur Carboxylgruppe der Sialylsaure bildet. Daneben werden
zahlreiche Wasserstoffbriicken und hydrophobe Kontakte ausgebildet (Stehle &
Harrison, 1996).

Um eine Bindung von polyomavirusanalogen Kapsiden an den nattrlichen Rezeptor
und somit eine Aufnahme in eukaryontische Zellen zu unterbinden, wurde ene
Blockierung der Wechselwirkung von Arginin 77 mit der Sialylsaure geplant. Dazu
wurde eine Punktmutation in die VP1-Sequenz eingeftihrt, mit der Arginin 77 gegen
Tryptophan ausgetauscht wurde (R77W). Durch diese Verénderung wurde nicht nur die
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ionische Wechselwirkung aufgehoben, ein Modell des Proteins VP1-R77W ergab
aul3erdem, dass der Indolring des Tryptophans in die Bindungstasche hineinragen wirde
und somit eine sterische Blockierung der Bindungstasche verursachen wirde
(Abbildung 55).

Abbildung 55. Struktur der Bindungstasche fir Sialyllactose (rot) auf der Oberflache von VPL.
Ein Austausch von Arginin 77 (blau) gegen Tryptophan (grin) zerstort die ionische
Wechselwirkung des Arginins mit der Carboxylgruppe der Sialylséure und fihrt gleichzeitig zu
einer sterischen Blockierung der Bindungstasche.

3.6.1 Herstelung und Charakterisierung von VP1-R77W

Die Mutation der VP1-Sequenz von Arginin 77 nach Tryptophan 77 wurde mit den
Oligonukleotiden VP1-R77Wf und VP1-R77Wr eingefihrt. Als Templat diente das
Plasmid pET21-VP1-3C-Int, da eine Fluoreszenzmarkierung der Kapside geplant war.
Die erfolgreiche Mutagenese wurde durch DNA-Sequenzierung verifiziert.
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Abbildung 56. SDS-PAGE von VP1-R77W (1), das Uber Chitin-Affinitdts-Chromatographie
gereinigt wurde.

Das Protein VP1-R77W wurde als Intein-CBD-Fusionsprotein in E. coli exprimiert und
mittels Chitinaffinitdts-Chromatographie gereinigt (Abbildung 56). Die Expressionsrate
war mit anderen VP1-Varianten vergleichbar und lag bel etwa 5 mg pro Liter
Schuttelkultur. Eine spektroskopische Charakterisierung ergab keinerlei Hinwelse auf
strukturelle Abweichungen zum Wildtyp-Protein, die Thermostabilitdt von VP1-R77W
war ebenfalls mit dem Wildtyp-Protein vergleichbar (Waldmann, 1998).

Absorption [mAU]

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Volumen [ml]
Abbildung57. Analytische Gelfiltrations-Chromatographie fluoreszenzmarkierter, isolierter
VP1-R77W-Kapside. Die Elutionsvolumina fir Kapside (6-8 ml) und Kapsomere (9-10 ml)
sind hervorgehoben.
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Die in vitro-Assemblierung wurde wie erwartet nicht von der Mutation R77W
beeinflusst, und das Protein assemblierte vollsténdig zu virusanalogen Partikeln. Die
Kapside wurden mit den Farbstoffen Fluorescein-C2-Maleinimid oder Alexab88-C5-
Maleinimid markiert und mittels HPLC-Gelfiltrations-Chromatographie isoliert. Ein
analytisches Chromatogramm der isolierten Kapside ist in Abbildung 57 dargestellt.

3.6.2 Bindung an Sialyloligosaccharide

Die Bindung der VP1-R77W-Kapside an Sialyloligosaccharide wurde durch einen
Hamagglutinations-Assay uberprift. Zur Kontrolle wurde der Assay ebenfalls mit dem
Protein VP1-2C durchgefuhrt. Die Verwendung von Proteinlésungen mit gleicher
Ausgangskonzentration wurde durch enen Western-Blot der Proben dberprift
(Abbildung58). Bei der Kontrolle VP1-2C wurde in alen Konzentrationen eine
deutliche Hamagglutination beobachtet. Bei der Variante VP1-R77W trat dagegen auch
bei der hochsten Konzentration keinerlei Hamagglutination auf (Abbildung58). Die
Aufhebung einer ionischen Wechselwirkung, sowie die sterische Blockierung der
Bindungstasche konnte die Bindung der Polyomavirus-analogen Partikel somit
vollstandig inhibieren.

Kapsidkonzentration

Abbildung 58. Bindung von VP1-R77W an Sialyloligosaccharide. (a) Beim Hamagglutinations-
Assay mit VP1-R77W (1) und VP1-2C (2) tritt nur mit VP1-2C eine Hamagglutination auf. (b)
Ein Western-Blot mit VP1-R77W (1) und VP1-2C zeigt, dass in beiden Féllen identische
Proteinkonzentrationen verwendet wurden.

3.6.3 Aufnahmevon VP1-R77W in eukaryontische Zellen

Da VP1-R77W-Kapside nicht mehr an Sialyloligosaccharide binden konnten, wurde
eine Inhibierung der Aufnahme in eukaryontische Zellen erwartet. Zur Verifizierung
dieser Blockierung wurden zu NIH 3T3-Zdlkulturen 0.5 bis 1.0nM
fluoreszenzmarkierte VP1-R77W-Kapside gegeben. Die Zellen wurden fur 1 h mit den
Kapsiden inkubiert, zweimal mit PBS gewaschen und dann am konfokalen Laser-
Scanning Mikroskop betrachtet. Uberraschenderweise wurde eine deutliche Fluoreszenz
in den Zellen beobachtet, die unter identischen Bedingungen sogar intensiver war als
mit fluoreszenzmarkierten VP-3C-Kapsiden (Abbildung 59). Fur einen Nachwels einer
spezifischen  Wechselwirkung und um  artifizielle  Interaktionen  des
Fluoreszenzfarbstoffes mit der Zellmembran ausschlief3en zu kdnnen, wurden
Kompetitionsexperimente mit unmarkierten Kapsiden durchgefihrt. Ein 20-facher
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molarer Uberschuss sowohl von VP1-2C als auch von VP1-R77W konnten die
Aufnahme  signifikant  reduzieren, so dass von enem  spezifischen
Aufnahmemechani smus ausgegangen werden musste.

Abbildung 59. Aufnahme von fluoreszenzmarkierten VP1-R77W-Kapsiden in NIH 3T3-Zellen.
In allen Zellen konnte nach 1 h Inkubation (a) bzw. nach 2 h (b) mit einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop die Fluoreszenz der markierten Kapside beobachtet werden.

Eine Quantifizierung der Fluoreszenzmikroskopie-Experimente wurde mittels
Durchfluss-Zytometrie durchgefuihrt. Die Zellen wurden auf analoge Weise mit
fluoreszenzmarkierten VP1-R77W-Kapsiden inkubiert und dann zur Messung mit PBS
gewaschen, trypsiniert und mit Paraformaldehyd fixiert. Die Messungen bestétigten die
vorherigen Beobachtungen (Abbildung 60): VP1-R77W Kapside wurden in die Zellen
aufgenommen, mit einer leicht gesteigerten Effizienz gegeniber VP1-CallS-T248C-
Kapsiden. Eine Kompetition der Aufnahme war auch hier sowohl mit VP1-2C as auch
mit unmarkierten VP1-R77W-Kapsiden moglich.
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Abbildung60. Messung der Aufnahme von VP1-R77W in eukaryontische Zellen mittels
Durchfluss-Zytometrie. VP1-R77W wird unter identischen Bedingungen mit hoherer Effizienz
als VP1-CallST248C aufgenommen, die Aufnahme kann jedoch sowohl mit unmarkiertem
VP1-2C as auch mit VP1-R77W kompetitiert werden.

3.6.4 Replikation von Polyomavirus-R77W

Die vorangegangenen Experimente hatten gezeigt, dass der Verlust der
Sialyloligosaccharidbindung allein nicht fir eine Blockierung der Aufnahme
polyomavirusanaloger Partikel in eukaryontische Zellkulturen ausreicht. Die Aufnahme
muss dabel jedoch nicht notwendigerweise mit der Virusreplikation korrelieren, da
durch die Kohlenhydratbindung Signale in der Zelle ausgel 6st werden, die diese auf die
Virusreplikation vorbereiten (Glenn & Eckhart, 1990, Zullo et al., 1987). Kirzlich
wurde berichtet, dass die Mutation von Arginin 77 zu Glutamat oder Glutamin zu einem
vollstdndigen Replikationsverlust des Virus fuhrte (Bauer et al., 1999). Daher wurde
untersucht, ob die Mutation von Arginin 77 zu einem Tryptophan ebenfalls zu einem
Verlust der Replikationsfahigkeit des Virus fuhren wiirde.

Das Plasmid pX3f-pY wurde als Templat fir ene Mutagenese mit den
Oligonukleotiden VP1-R77Wf und VP1-R77Wr eingesetzt. Die Mutation wurde durch
DNA-Sequenzierung verifiziert. Aus dem Pasmid wurde das verénderte
Polyomavirusgenom pY-R77W ausgeschnitten und religiert. Mit diesem Plasmid
wurden NIH 3T3-Zellen transfiziert, gleichzeitig wurde zur Kontrolle eine Transfektion
mit dem Wildtyp-Genom pY durchgefihrt.

In der Kultur, die mit pY-R77W transfiziert worden war, wurden auch nach acht Tagen
noch keine zytopathischen Effekte beobachtet, wobei in der Kontrollkultur mit dem
Wildtyp-Virus bereits nach vier Tagen ein massives Absterben der Zellen beobachtet
wurde (Abbildung 61). Fiunf Tage nach der Transfektion wurden Proben aus dem
Medium entnommen und mit einem Hamagglutinations-Assay auf das Vorhandensein
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von Sialyllactose-bindenden Viruspartikel untersucht. In der Kultur des Wildtyp-Virus
wurde wiederum eine starke Hamagglutination beobachtet, die bel dem R77W-Virus
nicht auftrat (Abbildung 61). Nach sieben Tagen wurde der Virustiter in den Kulturen
mit einem Plague-Assay bestimmt. Fir das Wildtyp-Virus ergab sich ein fir
Polyomavirus tiblicher Titer von ca. 1° 10® pfu/ml, bei Polyomavirus pY-R77W wurden
keine Plagues beobachtet.

Kapsidkonzentration

Abbildung 61. Herstellung des Polyomavirus pY-R77W. Finf Tage nach der Transfektion von
NIH 3T3-Zellen wurden mit dem Vektor pY-R77W keinerlel zytopathischen Effekte beobachtet
(a), wohingegen mit dem Wildtyp-Vektor pY ein massives Absterben der Zellen beobachtet
wurde (b). (c) Im Uberstand konnte nur eine Hamagglutination des Wildtyp-Polyomavirus (2)
nachgewiesen werden, bei pY-R77W waren keine hdmagglutinierenden Partikel ins Medium
sekretiert worden (1).

Diese Experimente bestétigen die Notwendigkeit der Bindung an Sialyloligosaccharide
fur einen erfolgreichen Replikationszyklus von murinem Polyomavirus. Die Mutation
R77W ist zur Hemmung der Replikation ebenso geeignet, wie die bereits beschriebenen
R77E und R77Q-Mutationen (Bauer et al., 1999). Obwohl die Aufnahme der
Viruspartikel, zumindest in der Zellkultur, nicht von der Bindung des Kohlenhydrats
abhangt, ist eine Bindung an Sialyloligosaccharide trotzdem fir die Replikation des
Virus essentiell und muss sich daher auf ein spédteres Ereignis in  dem
Replikationszyklus des Virus auswirken.
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3.7VP1-Fusionsproteine mit einer WW-Doméne

Das Verbinden von verschiedenen Biomolekilen stellt eine wichtige Methode bei der
Entwicklung molekularer Therapeutika dar. Dadurch wird es beispielsweise moglich,
bifunktionelle Antikorper herzustellen. Auch fir ein zelltypspezifisches Targeting von
Gentherapievektoren ware es hilfreich, externe Module auf die Partikeloberflache
koppeln zu kénnen, so dass fir verschiedene therapeutische Anwendungen nicht der
gesamte Vektor, sondern nur das entsprechende Modul auf der Oberfléche ausgetauscht
werden muss.

Fir eine spezifische Kopplung von anderen Proteinen an VP1-Kapside wurde eine
Bindungsdoméne gesucht, die spezifisch Peptidliganden binden kann. Die Doméne
sollte eine moglichst hohe oder regulierbare Affinitdt zum Liganden besitzen. Darliber
hinaus sollte sie eine kompakte Struktur aufweisen, um Beeintrachtigungen der VP1-
Faltung und der Kapsidassemblierung zu verhindern. Diese Kriterien eflllt die
sogenannte WW-Doméne.

WW-Doménen sind ca. 30 Aminosauren grofe Proteindoménen, die nach zwei
hochkonservierten Tryptophanresten benannt wurden. Die WW-Doméne wurde zuerst
im Y es-Kinase assoziierten Protein (Y AP) aus Saccharomyces cerevisae entdeckt (Bork
& Sudol, 1994). Mittlerweile konnten WW-Doméanen in zahlreichen Proteinen
verschiedener Organismen identifiziert werden, in denen sie an Protein-Protein-
Interaktionen und an Signal Ubertragungsprozessen beteiligt sind. WW-Doméanen binden
analog zu SH3-Domanen an prolinreiche Sequenzen (Pawson & Scott, 1997, Ren et al.,
1993). Bisher wurden vier Typen von WW-Domanen gefunden, die an unterschiedliche
Konsensus-Sequenzen binden: (1) Die WW-Doméanen aus YAP und Nedd4 binden an
das Motiv PPXY, wobel X und Y beliebige Aminosauren sind (Sudol et al., 1995, Staub
et al., 1996, Gavva et al., 1997). (2) FBP11 und FE65 WW-Domanen binden an ein
PPLP-Motiv (Bedford et al., 1997, Chan et al., 1996, Ermekova et al., 1997). (3) Die
WW-Doménen aus FBP21 und FBP30 binden ein PGM-Motiv, das neben Prolin,
Glycin und Methionin auch noch Arginin-reich ist (Bedford et al., 1998). (4)
Phosphoserin- und Phosphothreonin-haltige Motive werden von WW-Domanen aus
Nedd4 und Pinl erkannt (Lu et al., 1999).

Eine NMR-Struktur der Y AP-WW-Doméne in Komplex mit einem prolinreichen Peptid
wurde publiziert (Macias et al., 1996). Die WW-Doméne besteht aus einem
dreistréngigen, antiparalelen b-Faltblatt. Die Bindung des Peptids erfolgt hauptsachlich
Uber hydrophobe Wechselwirkungen.

Die WW-Doménen WWa und WWhb aus dem forminbindenden Protein 11 (FBP11) der
Maus binden an ein PPLP-Motiv (Chan et al., 1996). FBP11 ist ein Morphogen, das bei
der Entwicklung der Extremitdten der Maus eine Rolle spielt. Anhand von
Bindungsanalysen wurde gezeigt, dass die WWa-Doméne aus FBP11 den Liganden
starker bindet as die WWb-Doméne und andere Typen von WW-Doménen; die
Bindungskonstante Ky wurde fir diese Doméne zu 20 nM bestimmt (Bedford et al.,
1997). Die Struktur der WWa-Doméne aus FBP11 wurde basierend auf der Struktur
Yap-WW-Doméne modelliert (Abbildung62, Christoph Parthier, Dissertation in
Vorbereitung, Macias et al., 1996)
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Abbildung62. Modell der WWa-Doméne aus dem forminbindenden Protein der Maus,
zusammen im Komplex mit einem prolinreichen Peptid (blau), basierend auf der Struktur der
Y ap-WW-Doméne (Macias et al., 1996, Christoph Parthier, Dissertation in Vorbereitung). Die
konservierten Tryptophan-Reste sind in griin dargestellt.

Fir eine Bindung von Proteinen mit prolinreichen Sequenzen an VP1-WW-
Fusionsproteine wurden zwei Strategien verfolgt. Zum einen wurden Varianten von
VP1 geplant, die die WW-Domane auf ihrer Aul3enseite prasentieren und somit eine
Bindung von Zelltargeting-Modulen ermdglichen sollten. Zum anderen wurden VP1-
WW-Fusionsproteine geplant, die die WW-Domane auf der Kapsidinnenseite besitzen,
um einen gerichteten Einschluss von Peptiden und Proteinen mit prolinreicher Sequenz
in die Kapside zu vermitteln. Fur alle Varianten wurde die WWa-Domane aus dem
forminbindenden Protein 11 der Maus verwendet.

3.7.1 Herstellung der Proteine VP1-WW150 und VP1-WW 292

Fir eine Prasentation der WW-Domane auf der Aulenseite Polyomavirus-anaoger
Partikel wurden die Proteine VP1-WW150 und VP1-WW292 geplant. An den
Positionen 150 und 292 innerhalb der VP1-Sequenz wurde die Sequenz der WW-
Domane inseriert. Die WW-Doméne wurde von einem flexiblen Linker aus je funf
Aminosauren, bestehend aus Serin-Glycin-Wiederholungen, flankiert, um eine
unabhangige Faltung der WW-Doméne zu erméglichen. Ein Modell der Struktur von
VP1-WW150 ist in Abbildung 63 gezeigt. Die beiden Positionen fur die Insertion
befinden sich in b-Turns auf der Kaspdidaul3enseite und wurden bereits fir die Insertion
eines RGD-Motivs verwendet. Dabel hatte sich gezeigt, dass VP1 an beiden Stellen
Insertionen akzeptiert, ohne dass die Proteinfaltung und Kapsidassemblierung gestort
wird.
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Abbildung 63. Modell der Struktur von VP1-WW150. (a) VP1-WW150-Monomer, die WW-
Domaéne ist in grin dargestellt, die Linkersequenzen in rot. (b) VP1-WW150-Pentamer von der
Kapsidaul3enseite betrachtet, die WW-Domane ist in violett dargestellt mit blau gezeichneten
Linkern.

Die Klonierung fur eine Insertion der WW-Doméne erfolgte unabhangig von in der
Sequenz vorhandenen  Redtriktionsschnittstellen  Uber  mehrere PCR-Schritte
(Abbildung 64). Dabei wurde die Eigenschaft von TypllS-Restriktionsendonukleasen
ausgenutzt, in einem definierten Abstand auferhalb der Erkennungssequenz zu
schneiden. Die 5'-Hélfte der VP1-Sequenz wurde mit den Oligonukleotiden VP1-Ndel-
5 und VP1-WW150-N bzw. VP1-WW292-N amplifiziert, die 3'-Halfte mit den
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Oligonukleotiden VP1-WW150-C bzw. VP1-WW292-C und VP1-Smal-3‘, so dass die
Enden der Fragmente an den Positionen 150 bzw. 292 lagen. Gleichzeitig wurden
jeweils Uberhange an die DNA-Fragmente eingefiihrt, die einen Teil der Linkersequenz,
sowie eine Erkennungssequenz fir das TypllS-Restriktionsenzym Eaml 104 |
enthielten. Als Templat diente das Plasmid pET21-VP1-CalS-T248C-Int. Die WW-
Domane wurde aus dem Vektor pGEX-2TK-WWa mit den Oligonuklectiden FBP11-
WWa5 und FBP11-WWa-3 amplifiziert. Gleichzeitig wurden wiederum

Uberhéngende Sequenzen fur die zweite Halfte des Linkers, sowie eine Eam| 104 I-
Erkennungssequenz eingefihrt.

PCR mit den Oligonukleotiden:

WS B Y\ RSt Rese v\ SONENESNETIEIONINE:
VP1-Nde -5 und - o
VPl—WV(\e/150-l|J\lnN P1-WW292-N VP15 %@%@?@%ﬂﬁ %

VPLWWISO.CIVPLWW292C g - ATACTCTTCASEIAGHRRR VPL-3

Restriktionsverdau mit Eam | 104 |

Erkennungssequenz: g ) szigﬁ%ﬁl\ﬁ/\ N‘;Z g

VPL5 EHs s S - eI VPL-3
5 -5 T%‘%&b&- 5

Dephosphorylierung der VP1-Fragmente
Ligation
PCR mit VP1-Nde -5 und VP1-Smal-3'

150 bzw. 292

VP1-3

blunt end-Klonierung in pCR-blunt
Umklonierung in pET21-Int

PET21-VP1-WW150-Int bzw. pET21-VP1-WW292-Int

Abbildung 64. Klonierungsstrategie zur Herstellung von VP1-WW2150 und VP1-WW292 unter
Verwendung des Typll S-Restriktionsenzyms Eam | 104 1.

Alle PCR-Produkte wurden mit dem Enzym Eaml 1041 geschnitten, gegebenenfalls
dephosphoryliert und anschlief3end tber eine Agarose-Gelelektrophorese gereinigt. Die
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entsprechenden Fragmente wurden ligiert und as Templat fir eine PCR mit den
Oligonukleotiden VP1-Ndel-5° und VP1-Smal-3' eingesetzt. Dabei wurde die
zusammengesetzte Sequenz von VP1-WW150 bzw. VP1-WW292 amplifiziert. Die
PCR-Produkte wurden in den Vektor pCR-bluntll-Topo subkloniert, sequenziert und in
den Expressionsvektor pET21-Int umkloniert. In der Sequenz von VP1-WW150 wurden
in zwel Mutageneseschritten auf3erdem wieder die Cysteine 19 und 114 eingefuhrt, um
eine vollstandige in vitro-Assemblierung des Proteins zu ermoglichen.

Die Sequenzen der resultierenden Expressionsvektoren pET21-VP1-WW150-Int,
pPET21-VP1-3C-WW150-Int und pET21-VP1-WW292-Int wurden nochmals durch
DNA-Sequenzierung verifiziert. Anschlief3end wurden die neuen Proteine in E. coli
exprimiert und Uber eine Chitinaffinitats-Chromatographie gereinigt. Alle Proteine
wurden léslich im Zytoplasma exprimiert mit Ausbeuten von etwa 6 mg pro Liter
Schiittelkultur (Abbildung 65).

M 1 2 3
60 kDa— — Verunreinigung
S0kDa— - - /P
40 kDa — e == _trunkiertesVP1
30 kDa—

Abbildung65. SDS-PAGE der, uber Chitinaffinitdts-Chromatographie gereinigten, VP1-
Varianten: (1) VP1-Cdls, (2) VP1-WW150, (3) VP1-WW292. Die hthere Masse der VP1-
WW-Fusionsproteine wurde deutlich sichtbar.

3.7.2 Proteincharakterisierung von VP1-WW150 und VP1-WW?292

Die Insertion von insgesamt 38 Aminosauren in die VP1-Sequenz stellt eine
wesentliche Veranderung in dem Protein dar. Die korrekte Faltung der Proteine VP1-
WW150 und VP1-WW292 wurde daher mittels CD-Spektroskopie untersucht. Die
WW-Doméne besteht aus einem antiparallelen b-Faltblatt und sollte somit den b-
Faltblattanteil des gesamte Fusionsproteins gegenlber der VP1-wt-Sequenz erhdhen
(Macias et al ., 1996). Die Spektren sind in Abbildung 66 dargestellt. Die Dekonvolution
mit dem Programm CDNN ergab einen deutlich hheren Anteil an antiparallelen b-
Faltblattstrukturen in  VP1-WW150-Kapsomeren im Vergleich zu VP1-CalS
Kapsomeren. Bei VP1-WW?292 |ag der b-Faltblattanteil geringfligig Uber dem von VP1-
CallS (Abbildung 66).
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Abbildung66. CD-Spektroskopie von VP1-WW-Fusionsproteinen. Dargestellt sind die
Spektren von VP1-WW150 (a) und VP1-WW292 (b) und die mit dem Programm CDNN

bestimmten Sekundérstrukturanteile der Proteine (c).
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Weiterhin wurde die Thermostabilitét der VP1-WW-Fusionsproteine untersucht. Dazu
wurde das CD-Signal in Abhangigkeit von der Temperatur gemessen. VP1-WW150-
Kapsomere zeigten einen scharfen Ubergang, der mit 45 °C um 6 °C unter dem von
VP1-CallS-Kapsomeren lag (Abbildung67). VP1-WW292 zeigte einen sehr
unkooperativen, flachen Ubergang, bei dem es sich wahrscheinlich um eine
Aggregation und damit um ein Verschwinden des Proteins aus dem Strahlengang
handelte. Bei etwa 40 °C sank das CD-Signal ab, so dass diese Temperatur als Beginn
der Denaturierung angenommen wurde (Abbildung67). Das entsprach einer
Destabilisierung gegentiber VP1-CallS-Kapsomeren von 11 °C.

@

Y, ¥

30 40 50 60 70 80

Temperatur [°C]
Abbildung67. Thermische Denaturierung von VP1-WW150 (@) und VP1-WwW292 (h),
gemessen Uber die Abnahme des CD-Signals.
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3.7.3 In vitro-Assemblierung von VP1-WW150, VP1-3C-WW150 und VP1-
WW292

Eine essentielle Eigenschaft der VP1-Kapsomere stellt ihre Fahigkeit zur in vitro-
Assemblierung dar. Insertionen von der Grofenordnung der WW-Doméne konnten
moglicherwel se die Assemblierungselgenschaften der Kapsomeren beeinflussen. Die in
vitro-Assemblierung wurde nach dem Standardprotokoll Uber eine Dialyse induziert.
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Abbildung 68. In vitro-Assemblierung der cysteinfreien Proteine VP1-WW150 (@) und VP1-
WW292 (b) unter Standardbedingungen. Die Elutionsvolumina von Kapsiden (6-8 ml) und
Kapsomeren (9-10 ml) sind hervorgehoben.

Bei dem Protein VP1-WW150 trat dabei eine sehr starke Aggregation auf, so dass nur
noch etwa 10 % des Proteins in der Lésung verblieben. Von den léslichen 10 % des
Proteins lagen 15% als Kapside und 85 % als freie Kapsomere vor, so dass das
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Gleichgewicht zwischen Kapsomeren und offenen Kapsiden bel dieser Variante starker
auf Seiten der Kapsomere lag (Abbildung 68). Unter Nichtassemblierungsbedingungen
in Gegenwart von EDTA besal3 das Protein jedoch keine Tendenz zur Aggregation, und
bei HPLC-Gelfiltrations-Chromatographie wurde ein scharfer Peak von freien
Kapsomeren beobachtet.

Bei dem Protein VP1-WW292 wurde keine Aggregation beobachtet. Be HPLC-
Gelfiltrationsanalysen zeigte sich jedoch, dass das Assemblierungsgleichgewicht
nahezu vollsténdig auf Seiten der Kapsomeren lag, weniger als 3 % des Proteins lag als
Kapsid vor (Abbildung 68). Anscheinend storte die WW-Doméne hier die Struktur des
Proteins so weit, dass eine effektive Aneinanderlagerung der Kapsomere nicht mehr
maoglich war.

1.2 - — 280 nm
—— 260 nm

Absorption [mAU]
o
o))

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Volumen [ml]

100 nm

Abbildung69. In vitro-Assemblierung von VP1-3C-WW150. Mit Géfiltrations
Chromatographie wurde eine 100 %ige Assemblierungseffizienz nachgewiesen (a) und im
Elektronenmikroskop wurde eine homogene Population virusanaloger Partikel beobachtet (b).
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Bel VP1-3C-WW150 trat keinerlei Aggregation auf, und eine Anayse mit HPLC-
Gelfiltrations-Chromatographie  ergab eine vollstdndige Assemblierung zu
virusanalogen Partikeln (Abbildung 69). In diesem Fall war die Disulfidbriicke
zwischen den Cysteinen 19 und 114' nicht nur fir eine vollstdndige Assemblierung
wichtig, sondern sie verhinderte gleichzeitig eine Aggregation der offenen Kapside.
Diese nichtoxidierten Kapside schienen bei VP1-WW150 eine starke Tendenz zur
Aggregation bei hdheren Konzentrationen zu besitzen, so dass das Protein so lange
aggregierte und aus dem Gleichgewicht verschwand, bis diese kritische Konzentration
unterschritten wurde.

3.7.4 Bindung von VP1-WW150 und VP1-WW292 an prolinreiche Liganden

Die Charakterisierung der Bindungseigenschaften von VP1-WW150 und VP1-WW292
erfolgte Uber Oberfl&chenplasmonresonanzmessungen. Zur Messung wurde auf einen
CM5-Chip ein prolinreiches Peptid mit folgender Sequenz gekoppelt:

"H3N-Cys-Ser-Gly-(Pro)g-Pro-Pro-Leu-Pro-COO" (PPL P-Peptid)

signd [RU] (@)

____________________________________

Signd [RU]

150 200 250 300 350 400 450
Zeit 9]

Abbildung 70. Oberflachenplasmonresonanzmessungen der Bindung von VP1-WW150-

Kapsomeren an immobilisiertes PPLP-Peptid. Dargestellt sind die Messungen in Pentamer-

Puffer (a) und PBS (b). Die Proteinkonzentrationen bei der Messung lagen bei 20 nM (blau),
15 nM (rot), 10 nM (grtin) und 5 nM (grau).
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Die Funktionalitét des Sensorchips wurde mit dem GST-WW-Fusionsprotein getestet,
das eine gute Bindung an das Peptid zeigte und dessen Bindungsaffinitét, der in der
Literatur beschriebenen entsprach (Kapitel 2.2.14).

Mit dem Protein VP1-WW292 konnte unter keiner der verwendeten Bedingungen eine
Bindung an den Liganden beobachtet werden. In diesem Protein scheint die WW-
Domane nicht ihre korrekte Faltung anzunehmen, so dass keine Bindung des
prolinreichen Liganden erfolgen konnte.

Die Proteine VP1-WW150 und VP1-3C-WW150 besa?en hingegen eine hohe
Bindungsaffinitdt zu dem immobilisierten Peptid. Die Bindung war weitgehend
unabhangig von den Pufferbedingungen. Zunéchst wurde in  Pentamer-Puffer
gemessen, dem zur Proteinstabilisierung 5 % (w/v) Glycerol zugesetzt waren, aber auch
ohne diesen Zusatz zeigte sich keine Anderung der Bindungsaffinitat (Abbildung 70).
Bei einem Wechsel des Puffersystems auf PBS zeigten die VP1-WW150-K apsomere
keine veranderten Bindungseigenschaften (Abbildung70). Die Berechnung der
Bindungsparameter erfolgte durch ein Anpassen enes einfachen Langmuir-
Bindungsmodells an die Messkurven. Das Bindungsmodell beschrieb die Assoziation
sehr gut, zeigte aber tellweise deutliche Abweichungen zu Beginn der
Dissoziationsphase. Die kinetischen Parameter der einzelnen Messungen sind in
Tabelle 19 zusammengefasst, wobel jedoch Ungenauigkeiten durch Abweichungen von
dem Modell beriicksichtigt werden mussten. Die Bindungsaffinitdt zu dem Liganden
war zwar insgesamt relativ hoch, jedoch fand ein sehr schneller Austausch statt, so dass
bereits nach 5 min ca. 50 % des Liganden wieder dissoziiert waren.

Tabelle 19. Kinetische Parameter der Bindung von VP1-WW150 an das immobilisierte PPLP-
Peptid nach Naherung der Messkurven an ein Langmuir-Bindungsmodell

Bedingung Ka [UMS] Ka [1s] Ka [UM] Kp [M]
Pentamer-Puffer 3.3 10° 4.9 10° 6.7 10’ 1.5 10®
Pentamer-Puffer ohne Glycerol 4.3 10° 3.3 10° 1.3 108 7.7 10°
PBS 4.4 10° 1.8 10° 2.4 10° 4.2 10°
DMEM + 10% FCS 3.4 10° 1.6°10° 2.1 10° 4.8 10°

Fur einen Test der Bindungsspezifitét unter eher physiologischen Bedingungen und in
Gegenwart anderer Proteine wurde die Messung in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
mit 10 % FCS durchgefihrt (Tabelle 19). Die Bindung wurde durch die Serumproteine
nicht verhindert und es trat keine Konkurrenz zu den Bindungsstellen auf der
Kapsidoberflache auf. Der Ligandenaustausch war auch hier sehr schnell, so dass die
Halbwertszeit eines Liganden an der WW-Doméne etwa 4 min betrug. Die Spezifitét
der Bindung konnte durch eine Kompetition mit dem freien prolinreichen Peptid
nachgewiesen werden. In Gegenwart von 1 pM des Peptids wurde die Bindung von
VP1-WW150 an die Chipoberflache vollstandig inhibiert, Serumproteine konnten keine
unspezifischen Wechselwirkungen mit dem Ligand eingehen.
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3.7.5 Herstellung des Expressionsvektors pTIP

Fur eine rekombinante Expression von Proteinen in E. coli mit fusionierten
prolinreichen Sequenzen zur Bindung an WW-Domanen wurde ein algemeiner
Expressionsvektor konstruiert. Dieser Vektor, pTIP (Plasmid mit T7lac-Promotor,
Intein-CBD-Gen und Prolin-Tag-Sequenzen) enthielt eine Klonierungsstelle mit
mehreren Restriktionsschnittstellen, die wahlweise eine Klonierung des Zielgens
erlaubten, so dass der Prolin-Tag entweder am N-Terminus oder am C-Terminus des
Zielproteins exprimiert wurde. In der Sequenz zwischen den Prolin-Tags und dem
Zielgen befanden sich zwei Arginine, die eine Erkennungssequenz fir die endosomale
Protease Furin darstellen, so dass das Zielprotein im Endosom von seinem Prolin-Tag
abgespalten werden konnte (Schafer et al., 1995). Zusétzlich erlaubte das Plasmid eine
Transkription von dem starken T7lac-Promoter und gestattete die Expression des
Zielproteins als C-terminaes Intein-CBD-Fusionsprotein, um eine einfache Reinigung
Uber Chitinaffinitéts-Chromatographie zu ermdglichen (Abbildung 71).

Met Pr oPr oPro ProProProProPro LeuProdylLeud
CATATGCCGCCACCT CCACCGCCACCTCCG TTACCAGG&C AGGX:
GTATACGCECGEGTCRA GGTIGECAGTGGAGRC AATGGTCCGGATCCG

Ndel Avr 11

E .9 ELeuAla ThrSerHs Eeu Ser Ar g AIaSer
CGGAGT

GCCCfACCCGATC@ C£A

“Nhel " Aatil Ncol AfIII Sl '‘Bsu36 |
G(J%ProProProPro ProProProProLeu Prod yr—> Intein
CCGCCGCCTCCA coEccAceeCeT CCC(I%

COAC;‘GCC;‘GCC;‘C:‘AGGT ceocell

GCTTTGCC
CGAAACGG
Sna |

pIIP
(7159 bp)

Abbildung 71. Der E. coli Expressionsvektor pTIP. Die Multiklonierungsstelle erlaubt Fusionen
des Zielproteins, die wahlweise N- oder C-terminale Prolin-Tags besitzen.

Basis des Plasmids pTIP war das Plasmid pET21-VPlint. Das VP1-Gen wurde
herausgeschnitten und durch einen synthetischen Linker ersetzt, der aus zwei Paaren
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komplementérer Oligonukleotide zusammengesetzt wurde. Die Oligonukleotide Linker-
5'c und Linker-3's wurden an ihren 5'-Enden phosphoryliert, so dass die Linkerhélften
fur ene Ligation eingesetzt werden konnten. Die beiden phosphorylierten
Oligonukleotide wurden dann jeweils mit ihrem komplement&ren Oligonukleotid
(Linker-5's und Linker-3‘c) hybridisiert. Die hybridisierten Fragmente wurden dann an
ihren phosphorylierten sticky ends ligiert. Das Ligationsprodukt wurde Uber ein
préparatives Polyacrylamidgel gereinigt und anschlief?end in den Vektor pET21-Int
kloniert. Die Sequenz der Prolin-Tags und der Klonierungsstelle wurde durch DNA-
Sequenzierung verifiziert.

3.7.6 VP1 mit N-terminaler Fusion einer WW-Domane

Fir eine Ligandenbindung auf der Kapsidinnenseite wurden Varianten des
Polyomavirus-Hullproteins VP1 geplant, die eine Fuson der WW-Doméne am N-
Terminus enthielten. Der VP1-N-Terminus ragt nach der Assemblierung in das Kapsid
hinein, so dass an die WW-Doméne gebundene Liganden in das Kapsidinnere dirigiert
werden. Ein Modell des Proteins VP1-WW14 ist in Abbildung 72 dargestel|t.

Abbildung 72. Modell der Struktur von VP1-WW14. Die ersten 14 Aminosduren der VPI1-
Sequenz wurden durch die WW-Doméne ersetzt, die in blau dargestellt ist.
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Zur Klonierung des Fusionsproteins VP1-WW14, bel dem die ersten 14 N-terminaen
Aminosauren durch die Sequenz der WW-Domane ersetzt wurden, wurde die VP1-
CalST248C-Sequenz mit den Oligonukleotiden VP1-DN14-5° und VP1-Smal-3'
amplifiziert und in den Vektor pET21-Int kloniert. Fur eine vollstdndige in vitro-
Assemblierung des Proteins wurden durch zwei Mutageneseschritte, die Cysteine 19
und 114 wieder eingefihrt. Der resultierende Vektor pET21-VP1-3C-DN14-Int war zur
Expression eines um 14 Aminosauren verkirzten VP1 geeignet. Das Gen der WW-
Domane wurde mit den Oligonukleotiden WW-Ndel-5° und WW-Ndel-3* amplifiziert,
wobei an jedem Ende Nde I-Schnittstellen an das Fragment angehéngt wurden. Uber
diese Nde I-Schnittstellen wurde das Gen der WW-Domane in den Vektor pET21-V P1-
3C-DN14-Int Kloniert. Die Sequenz des resultierenden Vektors pET21-VP1-WW14-Int
wurde durch DNA-Sequenzierung und Restriktionsanalyse verifiziert.

Das Protein VP1-WW14 wurde rekombinant in E. coli exprimiert und Uber
Chitinaffinitats-Chromatographie gereinigt. Die Molekularmasse des Proteins wurde
durch Massenspektroskopie bestdtigt, und die Bindungsfahigkeit der WW-Doméane
wurde durch Messung von Oberflachenplasmonresonanz an dem immobilisierten PPLP-
Peptid nachgewiesen. Weiterhin wurde gezeigt, dass VP1-WW14 zu 100 % in vitro
assembliert werden kann (Gunther, 2000).

3.7.7 Einschlussvon Proteinen und Peptiden in virusanaloge Partikel

Die in vitro-Assemblierung von VP1-WW14 in Gegenwart prolinreicher Liganden
sollte zu einem spezifischen Einschluss des Liganden in die Kapside fihren. Als ein
Model | peptid far Einschlussexperimente  wurde das bereits zur
Oberflachenplasmonresonanzmessung verwendete PPLP-Peptid eingesetzt. Fir eine
Detektion und zur Bestimmung der Einschlussraten wurde das Peptid an dem N-
terminalen Cystein mit dem Farbstoff Fluorescein-C5-Maleinimid oder Texas Red-C2-
Maleinimid markiert. Die in vitro-Assemblierung von VP1-WW14 erfolgte in
Gegenwart eines 5-fachen molaren Uberschusses des Peptids. Nach der vollstandigen
Assemblierung und dem Entfernen von DTT aus der Losung konnte zusétzlich Cystein
248 auf der Kapsidoberflache mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden. Die
Anayse des Einschlusses erfolgte durch HPLC-Gelfiltrations-Chromatographie
(Abbildung 73). Die Integration der Peakflachen ergab, dass pro Kapsid 230
Peptidmolekille eingeschlossen worden waren und 140 Farbstoffmolekile an Cystein
248 bzw. an nicht vollsténdig oxidierte Cysteine 19 und 114 gebunden worden waren.

Die markierten und peptidhaltigen Kapside wurden Uber Gelfiltrations
Chromatographie isoliert und von freiem Peptid und Fluoreszenzfarbstoffen abgetrennt.
Die isolierten Kapside zeigten im Elektronenmikroskop dieselbe Morphologie wie die
Wildtyp-Kapside (Abbildung 73).
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Abbildung 73. Einschluss von Texas Red-markiertem PPLP-Peptid in Fluorescein-markierte
VP1-WW14-Kapside. (a) Die Integration der Peakflachen im Gelfiltrations-Chromatogramm
ergab einen Einschluss von 230 Peptiden pro Kapsid und die Kopplung von 140 Fluorescein-
Molekilen. Das Elutionsvolumen der Kapside (6-8ml) ist mrkiert. (b) In ener

elektronenmikroskopischen Aufnahme zeigte sich, dass die peptidhaltigen Kapside dieselbe
Morphologie wie die Wildtyp-Kapside besal3en.

©

Als ein Modellprotein wurde das grunfluoreszierende Protein (GFP) verwendet. Das
GFP-Gen wurde dazu in den Vektor pTIP kloniert und mit einem C-terminalen Prolin-
Tag exprimiert. Das resultierende Protein GFP-PPLP wurde Uber Chitinaffinitéts-
Chromatographie gereinigt und fur Einschlussexperimente eingesetzt. Dabel konnten
reproduzierbar 10 bis 15 GFP-Molekile in ein Kapsid eingeschlossen werden, jedoch
wurden in einzelnen Ansdtzen auch Einschlussraten von bis zu 260 Molekilen pro
Kapsid erreicht (Gunther, 2000). Die Ursache fir den relativ geringen Einschluss von
GFP wurde noch nicht geklart, méglicherweise war die WW-Doméane am VP1-N-
Terminus weniger stabil as bei den Insertionen auf der Aul3enseite, so dass die Anzahl
der Bindungsstellen mit zunehmender Lagerungsdauer abnahm (Glnther, 2000).
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3.7.8 Ddiveryvon Peptiden in eukaryontische Zellen

Das hier entwickelte System fir einen gerichteten Einschluss prolinreicher Liganden
sollte einen Transport der eingeschlossenen Molekile in eukaryontische Zellen
ermdglichen. Die Uber Gelfiltrations-Chromatographie isolierten Kapside wurden fur
Aufnahmeexperimente in NIH 3T3-Fibroblastenzellen verwendet. Dazu wurden dem
Zellkulturmedium 1 bis 5nM der peptidhaltigen Kapside zugesetzt. Die Kulturen
wurden fir 1 h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen.

Abbildung 74. Delivery von PPLP-Petiden mit virusanalogen Kapsiden in NIH 3T3-Zellen. (a)
Zellen, die Kapside mit Fluorescein-markiertem Peptid aufgenommen haben (griin). Lysosomen
sind in rot dargestellt. (b) VergroRBerung einer Zelle, der Zellkern ist as schwarzer Fleck
erkennbar, in dem keine Peptide vorhanden waren. Dargestellt ist ebenfalls die Kolokalisation
von Peptiden (grin) und Lysosomen (rot). (c) Das Peptid befindet sich hauptsachlich in
endozytotischen Vesikeln, eine Freisetzung ins Zytoplasma findet nur begrenzt statt. (d)
Farbung der Lysosomen mit dem Farbstoff LysoSensor yellow/blue.

Die subzelluldre Lokalisation der Peptide bzw. Kapside in den Zellen konnte mit Hilfe
der Fluoreszenzmarkierungen mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
beobachtet werden. Dabel zeigte sich, dass die virusanalogen Partikel ein sehr
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effizientes Delivery-System fir die eingeschlossenen Peptide darstellten
(Abbildung 74).

Abbildung 75. Delivery von Texas Red-markierten PPLP-Peptiden mit Fluorescein-markierten
VP1-WW14-Kapsiden in NIH 3T3-Zellen. () Kolokalisation von Peptiden (rot), Kapsiden
(grin) und Lysosomen (blau) in einer einzelnen Fibroblastenzelle. Peptide (b) und Kapside (c)
befinden sich grofitenteils in endozytotischen Vesikeln und werden nur zu einem geringen Teil
ins Zytoplasma freigesetzt. (d) Peptide und Kapside sind vor alem in der Nahe der
Zellmembran kolokalisiert und dissoziieren mit fortschreitender Aufnahme in die Zelle. Ein Teil
der Peptide (e) und Kapside (f) befindet sich in Lysosomen.
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In alen Zellen konnte deutlich das fluoreszenzmarkierte Peptid nachgewiesen werden.
Der grofdte Teil des Peptids wurde jedoch nicht ins Zytoplasma freigesetzt, sondern
befand sich in endozytotischen Vesikeln. Jedoch befand sich zu diesem Zeitpunkt nur
ein geringer Anteil des Peptids in zelluldren Lysosomen, wie eine Anférbung der Zellen
mit dem lysosomenspezifischen Farbstoff LysoSensor zeigte (Abbildung 74).

Bei einer gleichzeitigen Markierung des Kapsids mit einem anderen Farbstoff konnte
untersucht werden, inwieweit Kapside und Peptide innerhalb der Zelle assoziiert
verbleiben. Dazu wurden NIH 3T3-Zellen auf analoge Weise mit doppelt markierten
und Uber Gelfiltrations-Chromatographie isolierten Kapsiden inkubiert. Die subzelluldre
Lokalisation der Peptide und Kapside wurde wiederum am konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop beobachtet. Auch hier zeigte sich ein effizienter Transport des
eingeschlossenen Peptids in die Zellen (Abbildung 75). Die Peptide dissoziierten
teilweise von dem Kapsid. Im Bereich der Zellmembran waren Kapside und Peptide
perfekt colokalisiert, wohingegen in weiter innen liegenden Vesikeln einzelne Vesikel
mit Kapsiden oder Peptiden beobachtet wurden. Die Peptide lagen aber ebenso wie die
Kapside zum grofdten Teil in endosomalen Veskeln vor. Eine Lokalisation in
Lysosomen trat teilweise sowohl fur Kapside a's auch fur Peptide auf (Abbildung 75).

Exkurs2: Die WW-Domaéane zur Proteinreinigung

WW-Domaénen binden mit relativ hoher Affinitét reversibel an prolinreiche Liganden.
Diese Wechselwirkung sollte grundsétzlich fir eine Affinitéts-Reinigung rekombinanter
Proteine an einem immobilisierten Ligand geeignet sein.

Zur Affinitats-Chromatographie wurde das PPLP-Peptid an eine Sulfolink-Matrix
(Pierce) gekoppelt. Die Kopplungseffizienz wurde photometrisch bestimmt und betrug
ca. 60 %. Als Modellprotein wurde ein Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase
(GST) und der WWa-Domane des forminbindenden Proteins 11 der Maus verwendet
(Bedford et al., 1997). Dieses Fusionsprotein wurde in rekombinanten E. coli in grof3en
Mengen exprimiert und konnte mit GST-Affinitéts-Chromatographie gereinigt werden.
Mit Hilfe von Oberflachenplasmonresonanz-Messungen wurde eine Bindungskonstante
Kp=20 nM bestimmt, die mit den Literaturdaten gut Ubereinstimmte (Bedford et al.,
1997) und mit VP1-WW150 vergleichbar war.
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Abbildung 76. Biacore-Messungen mit GST-WW und immobilisiertem PPLP-Peptid unter
verschiedenen Pufferbedingungen (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.2): ohne Zusatz (rot),
+1 M Ammoniumsulfat (blau), +500 mM L-Arginin (grin).

Zunéchst wurden Bedingungen gesucht, unter denen die Wechselwirkung der WW-
Doméne an das prolinreiche Peptid stabilisiert oder destabilisiert wurde. Dazu wurden
Proben des Proteins gegen Puffer mit verschiedenen Zusdtzen dialysiert, und die
Bindung an das PPLP-Peptid wurde anschliefiend mit Oberfl&chenplasmonresonanz
gemessen (Abbildung 76). Aul3erdem wurde eine Bindung bzw. Elution des GST-WW-
Proteins unter verschiedenen Pufferbedingungen an 100 pl der Sulfolink-PPLP-Matrix
getestet. Als Zusdtze wurden einerseits Substanzen ausgewdhlt, die Proteine
stabilisieren oder hydrophobe Wechselwirkungen erhéhen, wie Ammoniumsulfat,
Glycerol oder NaCl. Andererseits wurden destabilisierende, aber wenig denaturierende
Substanzen gesucht, die fur eine Elution von der Matrix geeignet waren. Dazu gehorten
chaotrope Salze wie Natriumthiocyanat, Guanidin-Hydrochlorid inb niedrigen
Konzentrationen oder L-Arginin. Von den Stabilisatoren zeigte nur 1M
Ammoniumsulfat einen positiven Effekt. Die Bindung der WW-Domaéne konnte jedoch
mit 300 mM L-Arginin vollstéanig aufgehoben werden, ebenso wie mit 1% SDS, das
zur Denaturierung des Proteins fuhrte. Die Einflisse der einzelnen Substanzen auf die
Bindungseigenschaften der WW-Doméne sind in Tabelle 20 zusammengefasst.

Tabelle 20. Einfluss verschiedener Substanzen auf die Bindung der WW-Domaéne an das PPLP-
Peptid; als Puffer diente jeweils 20 MM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.2

M esspuffer-Zusatz Effekt auf die Bindung der WW-Doméne
200 bis 1000 mM NaCl kein Effekt

30 % (w/v) Glyceral kein Effekt

1M (NH,),SO, Stabilisierung der Wechselwirkung

20 MM MES, pH 6.0, 20 mM Tris, pH 9.0 kein Effekt

1M NaSCN kein Effekt

0.2 bis 1.5M Guanidin-HCI ab 0.75 M Abnahme der Bindungsaffinitat
300 bis 500 mM L-Arginin keine Bindung

1% (w/v) SDS keine Bindung
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Fir einen Test einer Affinitéts-Reinigung wurde das GST-WW-Protein in E. coli
exprimiert. Nach einem Zellaufschluss wurde der Rohextrakt durch Zentrifugation
gewonnen und auf eine 3 ml Sulfolink-PPL P-Chromatographiesdule aufgetragen. Nach
dem Auftrag wurde die Saule mit zehn Saulenvolumina eines Waschpuffers mit 1 M
NaCl gewaschen. Das gebundene GST-WW-Protein wurde schliefdich mit 300 mM L-
Arginin eluiert (Abbildung 77). Das euierte Protein war im SDS-Polyacrylamid sehr
rein. Die beobachtete Doppelbande wurde wahrscheinlich durch einen N-terminalen
proteolytischen Abbau des GST-WW-Proteins verursacht. Die gesammelten Fraktionen
wurden vereinigt und zur Entfernung des Arginins diaysiert. Biacore-Messungen
zeigten, dass dadurch die Bindungsaffinitét der WW-Doméane an das PPLP-Peptid
wieder vollsténdig hergestellt werden konnte, so dass die Bindungsdestabilisierung
durch L-Arginin ein reversibler Effekt war.

Diese vorlaufigen Experimente zeigen, dass Fusionsproteine mit WW-Domane
grundsétzlich zur Protein-Affinitdts-Chromatographie geeignet sind (Schmidt et al.,
1999Db). Die Elution mit 300 mM L-Arginin stellt eine sehr schonende Bedingung dar,
die mit den meisten Proteinen kompatibel sein sollte. In zukinftigen Experimenten
musste Reinigung weiterer Modellproteine untersucht und optimiert werden. Dabel
wére es interessant, N- und C-terminale Fusionsproteine zu vergleichen. Aul3erdem
wére eine Immobiliserung der WW-Doméne denkbar, so dass Proteine, die einen
Polyprolin-Tag besitzen gereinigt werden kdnnten.

60 kDa—

50 kDa —

40 kDa—

30kDa— = . &5 - - — GST-WW
0kDa— s s — —

Abbildung77. Expression und Reinigung von GST-WW aus rekombinanten E. coli
(TOP10/pGEX-2TK-WWa). Bahn 1. gesamte Zellen vor Induktion, 2: gesamte Zellen 3 h nach
Induktion mit 1 mM IPTG, 3. Rohextrakt, 4: Waschfraktion, 5-8: Fraktionen bei Elution mit
300 mM L-Arginin.
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3.8Replikationsdefiziente Polyomaviren

Die Analytik von Oberflachenmutanten des Polyomavirushillproteins VP1 wurde oft
durch eine fehlende Analyse einer Reportergenexpression erschwert. Die in vitro-
Verpackung von DNA in polyomavirusanaloge Partikel verlauft mit aul3erst geringer
Effizienz, so dass diese Methode fur quantitative Analysen nicht geeignet ist (Dirk
Esser, Dissertation in Vorbereitung). Daher wurde versucht, replikationsdefiziente
Polyomaviren herzustellen, in deren Genom essentielle Teile durch ein Reportergen
ersetzt wurden, so dass eine Replikation in normalen Zellen nicht mehr moglich ist. Zur
Herstellung dieser Viren sollten die fehlenden Genprodukte in trans von einer
Verpackungszelllinie produziert werden.

Als Reporter zur Kontrolle des DNA-Transfers wurde das griinfluoreszierende Protein
GFP aus Aequorea victoria oder das rotfluoreszierende Protein (DsRed) aus Discosoma
sp. verwendet (Chalfie et al., 1994, Matz et al., 1999). Bei beiden Proteinen wird der
Chromophor durch eine chemische Umlagerung bestimmter Aminosduren gebildet, die
durch autokatalysierte posttranslationale Ereignisse ausgel st wird. Cofaktoren sind an
dem Chromophor nicht beteiligt (Cody et al., 1993, Li et al., 1997, Orm0 et al., 1996,
Matz et al., 1999).

3.8.1 Herstelung desVektorspY-GFP

Ausgangspunkt der Arbeiten war das Plasmid pX3f-pY. Dieses Plasmid enthielt das
komplette Genom des murinen Polyomavirus A3 (large-plaque-Stamm, PTA), das Uber
eine einzelne Bam HI-Restriktionsschnittstelle in das pBR322-Derivat pX3f einkloniert
war (Soeda et al., 1979). Die friihe Region des Polyomavirusgenoms wurde durch das
Reportergen des griinfluoreszierenden Proteins (GFP) ersetzt, so dass eine selbstandige
Replikation des Genoms nicht mehr moglich war (Abbildung 78). Die Expression des
Reportergens erfolgte unter Kontrolle des frihen Polyomavirus-Promotors, der in alen
murinen Zelltypen konstitutiv aktiv ist (Eckhart, 1991).

Fir die Klonierung des GFP-Gens wurde durch ortsgerichtete Mutagenese mit den
Oligonukleotiden  PyNsilf/PyNsilr eine  Nsi I-Restriktionsschnittstelle  in das
Polyomavirusgenom eingefihrt, und mit den Oligonukleotiden PySphlif/PySphir wurde
in dem Plasmid pX3f eine vorhandene Sph I-Restriktionsschnittstelle entfernt. Das
GFP-Gen wurde mit den Oligonukleotiden GFP-NsiI-5° und GFP-Sphl-3' aus dem
Plasmid pEGFP-N1 amplifiziert, wobei gleichzeitig Restriktionsschnittstellen fur die
Enzyme Nsi | und Spoh | eingeftihrt wurden, Uber die eine Klonierung in das Plasmid
pX3f-pY erfolgte. Die Sequenz des resultierenden Plasmids pX4f-pY GFP wurde durch
DNA-Sequenzierung verifiziert.
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Abbildung 78. Plasmide pX3f-pY (a) und pX4f-pY-GFP (b). In dem Vektor pX4f-pY-GFP
wurde der gréfdte Teil der T-Antigene durch die Sequenz des Reportergens GFP ersetzt, so dass
eine autonome Replikation des Plasmids pY -GFP verhindert wurde.

Das modifizierte Polyomavirusgenom konnte aus dem Plasmid pX4f-pY-GFP durch
einen préparativen Restriktionsverdau mit BamHI gewonnen werden. Das pY-GFP-
Fragment wurde isoliert und religiert und stand dann flr eine Transfektion in
Zellkulturen zur Verflgung.

3.8.2 Verpackungszdllinien fur murines Polyomavirus

Die Verpackungszelllinien zur Produktion replikationsdefizienter Polyomaviren sollten
die T-Antigene des Virus stabil exprimieren, um so die Replikation und Assemblierung
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der Viruspartikel in diesen Zellen zu ermdglichen. Fur eine Anpassung der T-Antigen-
Expression an die zur Replikation bendtigten Mengen und zur Vermeidung einer
Zelltransformation durch diese Proteine wurde ein regulierbares Expressionssystem
gewahlt.

Die Expression der T-Antigene erfolgte Uber einen Tetracyclin-regulierten Promotor, so
dass die Transkription bei Zugabe des Antibiotikums Tetracyclin induziert wurde (Y ao
et al., 1998). Im Gegensatz zu anderen Tetracyclin-regulierten Expressionssystemen,
die Hybridproteine aus regulatorischen Molekilen und viralen Transaktivatordomanen
verwenden (Gossen & Bujard, 1992), wurden in den hier verwendeten Vektoren nur
Sequenzen des nativen tet-Operons eingesetzt (Yao et al., 1998), so dass die
Tetracyclin-regulierte Expression mehr dem bakteriellen tet-Operon dhnelte (Hillen &
Berens, 1994, Hillen et al., 1983), und potentielle toxische Nebeneffekte von viraen
Transaktivatordomanen vermieden wurden.

Das hier verwendete, regulierbare Expressionsplasmid pcDNA4/TO erlaubte eine
Expression der T-Antigene unter Kontrolle eines CMV-Promotors (Andersson et al.,
1989, Boshart et al., 1985, Nelson et al., 1987), in den 2 Kopien der tet-Operator-2-
Sequenz (TetO,) tandemartig inseriert worden waren. Jede dieser Sequenzen kann zwel
Tet-Repressor-Molekile binden. Bei Abwesenheit von Tetracyclin bildet der Tet-
Repressor ein Homodimer, das unter physiologischen Bedingungen mit extrem hoher
Affinitdt an die TetOxrSequenz  bindet  (Bindungsassoziations-Konstante
Ka =2 10" M?, Hillen & Berens, 1994) und die Transkription des Zielgens blockiert.
Tetracyclin - bindet mit hoher Affinitt an das Tet-Repressor-Homodimer
(Bindungsassoziations-Konstante K, = 3" 10° M™, Hillen & Berens, 1994), was zu einer
Konformationsdnderung in dem Repressor fuhrt. Dadurch dissoziiert der Tet-Repressor-
Tetracyclin-Komplex von dem Tet-Operator, so dass die Transkription des Zielgens
induziert wird.

Herstellung der Plasmide fur die Verpackungszelllinien

Zur Herstellung der stabilen Verpackungszelllinien wurden die Plasmide pcDNA4/TO-
GFP, pcDNAG6/TR-GFP und pcDNA4/TO-T-Anti hergestellt (Abbildung 79). Das
Plasmid pcDNA4/TO  besa3 enen  CMV-Promotor mit  Tetracyclin-
Repressorbindungsstellen fur eine regulierte Expression des Zielgens. Aul3erdem
enthielt es ein Zeocin-Resistenzgen zur Selektion stabiler Zelllinien (Baron et al., 1992,
Drocourt et al., 1990, Mulsant et al., 1988, Perez et al., 1989). Das GFP-Gen wurde mit
den Oligonukleotiden GFP-BamHI-5° und GFP-EcoRI-3' amplifiziert und Cber
Bam HI- und Eco RI-Schnittstellen in das Plasmid pcDNA4/TO einkloniert. Analog
wurde der Bereich der T-Antigene aus dem Polyomavirusgenom mit den
Oligonukleotiden T-Anti-BamHI-5° und T-Anti-Xhol-5° amplifiziert und Gber Bam HI-
und Xho [-Schnittstellen in das Plasmid pcDNA4/TO einkloniert. Die resultierenden
Plasmide pcDNA4/TO-GFP und pcDNA4/TO-T-Anti erlaubten eine Tetracyclin-
regulierte Expression von GFP bzw. der T-Antigene, bel einer gleichzeitigen
Transfektion mit dem regulatorischen Plasmid pcDNAG/TR.
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Abbildung 79. Ausschnitte aus den Plasmiden zur Herstellung von Verpackungszelllinien fir
murines Polyomavirus. (a8) pcDNAG/TR, (b) pcDNA4/TO-GFP, (c) pcDNAG/TR-GFP, (d)
PcDNA4/TO-T-Anti.

Das Plasmid pcDNAG/TR wurde zur Expression des Tetracyclin-Repressors bendtigt.
Es besal? ein Blasticidin S-Resistenzgen zur Selektion stabiler Zelllinien (Takeuchi et
al., 1958, Yamaguchi et al., 1965, Kimura et al., 1994, Ilzumi et al., 1991). Fir einen
Test einer Tetracyclin-regulierten Expression in cis wurde ein DNA-Fragment mit den
Oligonukleotiden CMVtet-BstBI-5° und BGHpA-BstBI-3' aus dem Vektor
pPcDNA4/TO-T-Anti amplifiziert, das den Tetracyclin-regulierten CMV-Promotor, das
GFP-Gen und das BGH-Polyadenylierungssignal enthielt. Dieses Fragment wurde Uber
eine einzelne Bst Bl-Restriktionsschnittstelle in den nicht benttigten F1-Origin des
Plasmids pcDNAG/TR einkloniert. Das resultierende Plasmid pcDNA6/TR-GFP konnte
zu ener Tetracyclin-regulierten GFP-Expression verwendet werden, ohne dass eine
weitere Transfektion mit einem regulatorischen Plasmid erforderlich  war
(Abbildung 79).

Herstellung der Verpackungszelllinien

Da die Regulierbarkeit der Genexpression bel dem Tetracyclin-System vom Zelltyp
abhéngen kann, wurden die Verpackungszelllinien auf Basis der murinen Zelllinien
NIH 3T3 (Fibroblasten) und C2C12 (Myoblasten) hergestellt (Tabelle 21). Die Zellen
wurden zunachst mit dem regulatorischen Plasmid pcDNAG/TR transfiziert, das den
Tetracyclin-Repressor exprimierte. Zum Test einer regulierten Expression wurden
jewells 24 stabile Klone transient mit dem Plasmid pcDNA4/TO-GFP transfiziert. In
den Zellen wurde die GFP-Expression mit und ohne Tetracyclin betrachtet, zur
Ermittlung der Klone, die den Tetracyclin-Repressor in ausreichender Menge
exprimierten. In alen Zellen konnte unabhéngig von der verwendeten Zelllinie auch
ohne Tetracyclin eine schwache bis starke Basalexpression beobachtet werden, die
jedoch bei Zugabe von Tetracyclin deutlich erhoht wurde.

Parallel dazu wurde die Expression des Repressors in cis getestet, indem stabile
Zdllinien mit dem Plasmid pcDNAG6/TR-GFP erzeugt wurden. Ebenfals 24 Klone



138

wurden auf eine induzierbare GFP-Expression analysiert. Die basae Expression lag
aber in diesem Fall deutlich héher als bel einer Expression in trans, so dass die Menge
des exprimierten Repressors in beiden Zelllinien nicht fir eine effektive Inhibierung der
GFP-Expression ausreichte.

Tabelle 21. Selektion und Analyse stabiler Zelllinien.

stabile Transfektion mit

Zdllinie
pcDNAG/TR pcDNAG6/TR-GFP pcDNA4/TO-T-Anti
NIH 3T3 >100 Klone >100 Klone >100 Klone
24 analysiert 24 analysiert 48 bzw. 10 analysiert
C2C12 >100 Klone >100 Klone 2 Klone
24analysiert 24 analysiert 2 analysiert
Test der rsedion | Transfektion mit
Genexpression P : GFP-Expression pY-GFP bzw. RT-PCR

GFP-Expression

Finf Klone, die den Tetracyclin-Repressor von dem Plasmid pcDNAG/TR exprimierten
und die die beste Induzierbarkeit zeigten, wurden fir den zweiten Transfektionsschritt
mit dem Plasmid pcDNA4/TO-T-Anti ausgewdahlt. Nach der Selektion auf eine stabile
Integration wurden mit den NIH 3T3-Zellen Uber 100 Klone erhalten, mit C2C12
dagegen nur zwei, obwohl die Transfektionseffizienz bei den vorangegangenen
Experimenten nicht unter der von NIH 3T3-Zellen lag. Es wurden 24 Klone von
NIH 3T3-Zellen und 2 Klone von C2C12-Zellen isoliert und auf eine Expression der T-
Antigene untersucht.

3.8.3 Expression der T-Antigenein stabil transfizierten Zellen

Die Expression der T-Antigene wurde zunéchst in 48 Klonen von NIH 3T3-Zellen und
2 Klonen von C2C12-Zellen durch eine transiente Transfektion mit dem Plasmid pY -
GFP bei gleichzeitiger Inkubation mit tetracyclinhaltigem Medium untersucht. Bel einer
korrekten Expression der T-Antigene sollte dieses modifizierte Polyomavirusgenom
repliziert und in neue Viruspartikel verpackt werden. In diesen Zellen sollte das
Reportergen GFP sehr stark exprimiert werden und die GFP-Expression sollte sich
durch eine Infektion benachbarter Zellen mit neu produzierten Viruspartikeln Gber die
gesamte Kultur ausbreiten.

Erwartungsgemad wurden in allen Kulturen, die mit pY-GFP transfiziert wurden
zahlreiche GFP-exprimierende Zellen beobachtet. In einigen Klonen konnte auch eine
Ausbreitung der GFP-Fluoreszenz beobachtet werden, die jedoch dadurch limitiert
wurde, dass es in diesen Zellen beschleunigt zu einem Abrunden und zum Zelltod kam.
Die Uberstande aus diesen Kulturen wurden auf das Vorhandensein von Viruspartikel
untersucht, die das Plasmid pY -GFP trugen. Dazu wurden die Uberstande der Kulturen
abgenommen, fir 5min bei 2000" g zum Entfernen von abgestorbenen Zellen
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zentrifugiert und mit frischen NIH 3T3-Kulturen inkubiert. Dabei konnten in zwei
Kulturen einzelne Zellen beobachtet werden, die GFP exprimierten, so dass ein
Gentransfer stattgefunden haben musste. Die erreichten Virustiter waren jedoch auf3erst
gering und lagen im Bereich von 30 bis 50 transfizierenden Partikeln pro ml. Auch ein
Ultraschall-Zellaufschluss zur Pr&paration noch nicht aus den Zellen freigesetzter
Partikel konnte den Virustiter nicht steigern.

Als Alternative zu den T-Antigen-exprimierenden Zellen, die mit NIH 3T3 und C2C12-
Zellen hergestellt worden waren, wurde die murine Brustkrebszelllinie C217LT
getestet. Diese Zellen wurden durch eine Polyomavirusinfektion transformiert und sind
in der Lage, Plasmide, die den Polyomapromotor besitzen, zu replizieren (Angabe der
Zellbank ATCC). Bei einer Transfektion von C217LT-Zellen mit dem Plasmid pY-GFP
wurde zwar eine starke GFP-Fluoreszenz beobachtet, jedoch konnten keine
transfizierenden Partikel im Uberstand nachgewiesen werden.

NIH 3T3——— — C2C12—
M 1 2 3 4 5 6 1 2 C

1000 bp— —b-Actin
700 bp— — mittleres/kleines
500 bp— T-Antigen

300 bp— ——grosses T-Antigen

Abbildung 80. RT-PCR-Analyse von Zéelllinien, die stabil mit pcDNAG6/TR und pcDNA4/TO-
T-Anti transfiziert waren. Dargestellt sind sechs NIH 3T3-Klone, zwei C2C12-Klone und zum
Vergleich die Zelllinie C127LT (C). Nur NIH 3T3-Klone 1 und 2 bilden zu einem geringen Teil
mMRNASs fir das mittlere und kleine T-Antigen.

Die Expression der T-Antigene auf Ebene der mRNAs wurde in 10 NIH 3T3-Klonen, 2
C2C12-Klonen sowie in C127LT-Zellen untersucht. Dazu wurde aus diesen Zellen die
Gesamt-RNA isoliert und fir eine semiquantitative RT-PCR mit den Oligonukleotiden
RT-T-Anti-5° und RT-T-Anti-3* eingesetzt (Abbildung80). Die Positionen der
Oligonukleotide wurden so gewahlt, dass sie die Introns im frihen priméren Transkript
Uberspannten, so dass zwischen den verschiedenen Spleif3produkten unterschieden
werden konnte (Abbildung 81). Bel der PCR wurden lediglich in 2 NIH 3T3-Klonen
sehr schwach die mRNASs des mittleren bzw. kleinen T-Antigens nachgewiesen. Eine
densitometrische Abschdtzung ergab ein Verhdltnis der mRNASs der mittleren/kleinen
T-Antigene zur mRNA des grof3en T-Antigens von etwa 1:20. In diesen beiden Klonen
war zuvor eine geringe Bildung transfizierender Partikel gefunden worden (Tabelle 22).
Alle anderen analysierten NIH 3T3-Klone sowie C127LT-Zellen exprimierten nur das
grof3e T-Antigen. In den beiden Klonen der C2C12-Zellen wurde keine Polyomavirus-
MRNA nachgewiesen, in diesen Klonen muss bel der Integration des Plasmids
pPcDNA4/TO-T-Anti das Gen fir die T-Antigene zerstort worden sein. Paralel zu den
hier durchgefiihrten Experimenten wurde publiziert, dass die Expression des grofsen
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Polyomavirus T-Antigens in differenzierenden Myoblasten zur Apoptose fihrt
(Gottifredi et al., 1999). Dieser Effekt fuhrte wahrscheinlich zu der geringen Anzahl
von Klonen, die bel der Transfektion von C2C12-Zellen mit pcDNA4/TO-T-Anti
beobachtet wurde, so dass in alen Zellen, die das grof3e T-Antigen exprimierten
Apoptose ausgelost wurde und stabile Klone mit einem defekten T-Antigen-Gen
selektiert wurden.

Tabelle 22. Analyse verschiedener Klone und der Zeéllinie C127LT zur Herstellung
replikationsdefizienter Polyomaviren.

Expression der T-Antigene

Zdllinie #Klone transfizierende Partikel

grofid mittel/klein
8 stark nein nein
NIH 3T3 2 stark schwach 30-50 pro ml
C2C12 2 nein nein nein
C127LT - stark nein nein

3.84 RNA-Spleif3en bel nativem Polyomavirus

Bei den Klonen der Verpackungszelllinien, die auch das mittlere und das kleine T-
Antigen exprimierten konnte die Bildung transfizierender Partikel nachgewiesen
werden. Die mRNAs fur das kleine und mittlere Antigen wurden jedoch nur sehr
ineffizient gebildet, so dass ein unzureichendes Spleiffen zu diesen MRNAS und damit
eine geringe Expression dieser Genprodukte limitierend fur die Bildung
replikationsdefizienter Polyomaviren sein konnte und nur duf3erst geringe Titer erreicht
wurden. Daher wurde untersucht, inwieweit das nattrliche Polyomavirus die einzelnen
Spleil3produkte bildet.

NIH 3T3-Zellen wurden dazu mit dem Polyomavirusgenom, dem Plasmid pY
transfiziert. Nach zwei Tagen, als erste cytopathische Effekte sichtbar wurden, wurde
die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und fir eine RT-PCR-Analyse eingesetzt
(Abbildung 81). Die Amplifikation der cDNAs der T-Antigene erfolgte mit den
Oligonukleotiden RT-T-Anti-5° und RT-T-Anti-3'. Die cDNAs von VP1, VP2 und VP3
wurden mit den Oligonukleotiden RT-VP1-3-5 und RT-VP1-3-3° amplifiziert. Die
Hybridisierungsstellen der Oligonukleotide waren so gewéhlt worden, dass zwischen
den einzelnen Spleil3produkten unterschieden werden konnte. Nur die mRNAsS des
mittleren und kleinen T-Antigens konnten nicht unterschieden werden, da sich die
Léange ihrer Introns nur um 9bp unterschied und diese Differenz nicht mittels
Agarosegelelektrophorese  aufgelost werden  konnte. Die  mRNAs fuar die
Strukturproteine konnten fur alle drei Genprodukte detektiert werden. Erwartungsgemald
wurde die mRNA fur das auf3ere Hullprotein VP1 am haufigsten gebildet, da VP1 im
Kapsid in fiunfmal mehr Kopien vorliegt as VP2 und VP3 zusammen. Die mRNAS der
T-Antigene wurden dagegen sehr gleichméldig gebildet, so dass eine densitometrische
Abschétzung ein Verhdltnis der mittleren/kleinen T-Antigen-mRNAs zur mRNA des
grofen T-Antigensvon ca. 1:1.2 ergab.
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Abbildung81. Alternatives Spleiflen im nativen Polyomavirus, der frihen hnRNA zur
Expression der T-Antigene (a) und der spdten hnRNA zur Expression der Strukturproteine (b).
In der schematischen Darstellung sind die Bindungsstellen der verwendeten Oligonukleotide
eingezeichnet und die erwarteten Fragmentldngen der PCR-Produkte angegeben. (c) RT-PCR-
Analyse der verschiedenen mRNA-Spezies, Bahn 1: VP1, VP2, VP3, Bahn 2: T-Antigene, Bahn
3: b-Actin. Bezogen auf die b-Actin-mRNA wurden 128.6 % VP1, 13.7 % VP2 und 4.2 % VP3-
MRNASs detektiert. Die mMRNAs der T-Antigene wurden mit 71.9 % (grofRes T-Antigen) und
57.3 % (mittleres/kleines T-Antigen) gebildet.

3.85 Experimente zur Verpackung von Polyomavirusplasmiden

Die geringe Effizienz der Bildung replikationsdefizienter Polyomaviren konnte zwar
mit grof3er Wahrscheinlichkeit auf eine geringe Expression des mittleren und kleinen T-
Antigens zurtckgefihrt werden, jedoch konnte eine weitere Limitation durch im Genom
vorhandene Verpackungssignale entstehen, die in dem Plasmid pY-GFP
moglicherweise nicht mehr vorhanden waren. Fir Maus-Polyomavirus liegen
diesbeziiglich noch keinerlei Informationen vor. Es konnten aber in dem verwandten
Virus SV40 Sequenzen gefunden werden, die fur eine effiziente Verpackung des
Genomsin SV40-Kapside erforderlich sind (Oppenheim et al., 1992, Dalyot-Herman et
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al.,, 1996). Im Genom des Maus-Polyomavirus gibt es jedoch keine homologen
Sequenzen zu diesen Signalen.

@ Bam HI

pX4f-pY -EarlyDsRed
(8.3kb)

Shi

Abbildung 82. Plasmide pX4f-pY-EarlyDsRed (a) und pX5f-pY-LateGFP (b) zur Expression
von DsRed bzw. GFP unter Kontrolle des frilhen bzw. spaten Polyomavirus-Promotors.

Fur eine Untersuchung des Einflusses von Signalsequenzen zur DNA-Verpackung
wurde eine Komplementierung des Virusgenoms zur Replikation mit zwel episomalen
Vektoren geplant, so dass potentielle Verpackungssignale mindestens auf einem der
beiden Vektoren vorhanden sein missten. Zur Unterscheidung der beiden Vektoren
wurden zwei verschiedene Reportergene verwendet, die fir das grinfluoreszierende
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Protein (GFP) und fUr das rotfluoreszierende Protein aus Discosoma sp. (DsRed)
codierten.

Das Plasmid pX4f-pY -EarlyDsRed konnte das DsRed-Gen unter Kontrolle des frihen
Polyomavirus-Promotors  exprimieren. Das DsRed-Gen wurde mit den
Oligonukleotiden DsRed-Nsil-5° und DsRedSphi-3' amplifiziert und in den Vektor
pX4f-pY kloniert (Abbildung 82).

Das zweite Plasmid, pX5f-pY-LateGFP erlaubte eine Expression des GFP-Gens unter
Kontrolle des spaten Polyomavirus-Promotors. Fur die Klonierung wurde eine einzelne
Nhe I-Restriktionsschnittstelle in eéinem nichtfunktionellen Bereich des Klonierungs-
Plasmids pX3f ausgenutzt. Das GFP-Gen wurde mit den Oligonukleotiden GFP-Nhel -
5 und GFP-Bglll-3* amplifiziert, wobei am 5'-Ende sowohl eine Nhel-
Restriktionsschnittstelle angefiigt wurde, die fir die Klonierung bendtigt wurde, als
auch eine BamHI-Schnittstelle, die fir ein Ausschneiden des Klonierungsplasmids mit
BamHI bendtigt wurde. Dieses PCR-Produkt wurde tber Nhel und Bgl Il in das
Plasmid pX3f-pY kloniert. Das GFP wurde auf diese Weise im Leseraster des VP2
exprimiert, so dass bel einer GFP-Expression gleichzeitig ein korrektes SpleifRen der
spéten PolyomavirussmRNAS stattgefunden haben musste (Abbildung 82).

NIH 3T3-Zellkulturen wurden mit den Plasmiden pY-EarlyDsRed oder pY-LateGFP
oder mit beiden gleichzeitig transfiziert. Die Expression der Reportergene wurde am
Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Es konnten sowohl griin- als auch rotfluoreszierende
Zellen beobachtet werden. In doppelt transfizierten Zellen trat gleichzeitig eine griine
und rote Fluoreszenz auf.

Eine Quantifizierung der Zellen, die die Plasmide pY-EarlyDsRed und pY-LateGFP
enthielten, erfolgte Uber Durchfluss-Zytometrie, wobei Uber einen Zeitraum von 5
Tagen taglich Zellen fixiert und vermessen wurden. Es zeigte sich, dass das Plasmid
pY-EarlyDsRed in doppelt transfizierten Kulturen, die auch das Plasmid pY -LateGFP
besal3en, in viel mehr Zellen beobachtet wurde gegentiber Kulturen die nur mit pY-
EarlyDsRed transfiziert worden waren (Abbildung83). Die Anzahl GFP-
exprimierender Zellen wurde nach der Transfektion nur noch leicht erhoht und nahm
mit zunehmendem Alter der Kultur ab. Die Anzahl GFP- und DsRed-exprimierender
Zellen stieg zu Beginn an und nahm nach zwei Tagen schnell ab, was vermutlich durch
eine Lyse der Zellen durch die Virusproteine verursacht wurde.
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Abbildung 83. Durchfluss-Zytometrie-Analyse von Zellkulturen nach Transfektion mit den
Plasmiden pY-EarlyDsRed und pY-LateGFP. (a) Exemplarischer Dot Plot der doppelt
transfizierten Kultur nach zwei Tagen. Es zeigten sich vier Populationen von nicht-transfizierten
Zellen; Zellen, die entweder GFP oder DsRed exprimierten und Zellen, die sowohl GFP als
auch DsRed exprimierten. (b) Die Anzahl DsRed-exprimierender Zellen nimmt im Verhdtnis
Zu GFP-exprimierenden Zellen stark zu. (c) Zu Beginn steigt die Anzahl doppelt transfizierter
Zellen an und nimmt dann nach zwei Tagen rasch ab.

Da es hier zu einer Zunahme von DsRed-exprimierenden Zellen kam, mussten die
frihen Polyomavirusgenprodukte gebildet werden, so dass ein korrektes Spleif3en dieser
RNAs vermutet wurde. Bei RT-PCR-Analysen von NIH 3T3-Zellen, die mit pY-
EarlyDsRed und pY-LateGFP transfiziert worden waren, konnten alle mRNAs
nachgewiesen werden in relativen Mengen, die denen des Wildtyp-Virus entsprachen
(Abbildung 84). Die Verwendung episomaler Vektoren erlaubte somit ein korrektes
Spleif3en zu den frihen mMRNAS.
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Abbildung 84. RT-PCR-Analyse von NIH 3T3-Zellen, die mit den Plasmiden pY-EarlyDsRed
und pY-LateGFP transfiziert worden waren. Es konnten sowohl die mRNAs der T-Antigene
(Bahn 1) as auch der Strukturproteine (2) nachgewiesen werden. b-Actin wurde als interner
Standard amplifiziert (3). Die relativen Mengen der mRNAS waren mit denen des nativen Virus
vergleichbar.

Exkurs 3. Modularer Kapsidaufbau

Ein Vortell des hier beschriebenen Systems fir den Transfer von therapeutischen
Substanzen mittels polyomavirusanaloger Partikel besteht darin, dass die Partikel
prinzipiell modular aufgebaut werden kénnen. Das bedeutet, dass die Proteinhille des
Kapsids aus verschiedenen, einzeln hergestellten Kapsomeren mit bestimmten
Eigenschaften zusammengesetzt wird. Auf diese Welise konnten beispielsweise
Kapsomere verwendet werden, die die therapeutische Substanz binden und ins
Kapsidinnere einschlief3en gemischt mit Kapsomeren, die auf der Kapsidaul3enseite eine
Rezeptorbindungsdoméne préasentieren, die fur eine zelltypspezifische Aufnahme dient.
Mit in vivo produzierten viralen Systemen wére ein solcher mosaikartiger Aufbau im
Allgemeinen nicht oder nur schwer zu erreichen, da eine Coexpression der
unterschiedlichen Komponenten erforderlich wére, die jewells unabhangig voneinander
genau reguliert werden musste.

Bel allen bislang hier beschriebenen Experimenten wurden reine Kapside verwendet,
d.h. solche, die nur aus einem einzelnen Kapsomer aufgebaut sind. Ein Nachwels von
Kapsiden, die aus verschiedenen Kapsomeren aufgebaut sind ist nicht einfach mdglich,
da nicht zwischen gemischt assemblierten Kapsiden und unabhéngig voneinander, rein
assemblierten Kapsiden unterschieden werden kann. Bei der Herstellung von VP1-
Fusionsproteinen mit einer WW-Doméane wurde herausgefunden, dass die Variante
VP1-WW292 auch unter Assemblierungsbedingungen Uberhaupt keine Kapside oder
kapsidartigen Strukturen ausbildet, sondern als freles Kapsomer in der Ldsung
verbleibt. Diese Variante dtellte das erste Kapsomer da, das vdllig
assemblierungsdefizient ist, obwohl der fir die Ausbildung der Interkapsomer-Kontakte
bendtigte C-Terminus des VP1 vorhanden war (Garcea et al., 1987, Stehle et al., 1994).
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Abbildung 85. Gemischte in vitro-Assemblierung mit fluoreszenzmarkiertem VP1-WW292 und
VP1-CadlS. (a) Prozentualer Anteil der Kapside insgesamt (280 nm) und von VP1-WW292
(492 nm), (b) prozentualer Anteil der frelen Kapsomere; die Assemblierungseffizienz nahm

insgesamt bei steigendem VP1-CalS-Anteil zu, so dass gleichzeitig auch mehr VP1-WW2921
in die Kapside integriert wurde.

Dieses Protein wurde fur Experimente zur Coassemblierung mit VP1-CallS verwendet.
Dazu wurde VP1-WW292 mit Fluorescein an Cystein 248 markiert, so dass eine
spezifische Detektion dieser Kapsomere moglich war. Die markierten VP1-WW292-
Kapsomere wurden in verschiedenen molaren Verhdtnissen mit unmarkierten VP1-
CallS-Kapsomeren gemischt und assembliert. Die gebildeten Kapside wurden durch
HPL C-Gelfiltrations-Chromatographie analysiert, wobei neben der Proteinabsorption
bei 280 nm auch noch bei 492 nm gemessen wurde, zur spezifischen Detektion von
VP1-WW292. Es zeigte sich eine lineare Zunahme von in Kapside integriertem VP1-
WW292, je mehr VP1-CalS anwesend war (Abbildung 85). Interessanterweise blieb
jedoch das Verhditnis von VP1-WW292 und VP1-CalS-Kapsomeren in adlen
untersuchten Mischungsverhdtnissen konstant bei ca. 20 his 25 VP1-WW292-
Pentameren pro Kapsid, so dass dieses Mischungsverhéltnis besonders begunstigt zu
sein schien. Bei einem Verhdltnis von VP1-CalS zu VP1-WW292 von 5:1 konnten
insgesamt etwa 40% der VP1-WW292-Kapsomeren in die Kapside integriert werden.
Be diesem Kapsomerenverhdtnis wurde eine Assemblierungseffizienz im
Gleichgewicht von etwa 50% erreicht, was dem Maximum einer Disulfidbriicken-
unabhéngigen Assemblierung entsprach. Durch eine gemischte Assemblierung, konnten
demnach Eigenschaften der Kapsidbildung auf benachbarte Kapsomeren Ubertragen
werden, ein gewisser Antell von ,Defektstellen” innerhalb des Kapsids stort die in
vitro-Assemblierung insgesamt nicht.
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Abbildung86. Durchfluss-Zytometrie-Analyse von Kapsiden, die aus unterschiedlich
markierten VP1-CallS-T248C-Kapsomeren aufgebaut wurden. Eine reine in vitro-
Assemblierung von Fluorescein- (a) und Texas Red-markiertem (b) VP1-CallS-T248C ergab
zwei Populationen von virusanalogen Partikeln und freiem pentameren Protein. Bei einer
Coassemblierung wurde neben freien Kapsomeren nur eine Population gemischter Partikel
detektiert (c).

Ein weiterer Nachweis erfolgte mit der in Exkurs 1 beschriebenen Methode zur Analyse
von Protein-Aggregaten mit Hilfe von Durchfluss-Zytometrie. Da bei dieser Technik
einzelne Partikel analysiert werden, kénnen gemischt assemblierte Kapside direkt
nachgewiesen werden. VP1-CallS-T248C wurde entweder mit Fluorescein oder mit
Texas Red markiert und einzeln bzw. in einer aguimolaren Mischung assembliert. Die
resultierenden Kapside wurden am Durchfluss-Zytometer analysiert (Abbildung 86). Es
konnten Populationen von Partikeln detektiert werden, die entweder nur die eine oder
die andere Markierung trugen, oder bel einer gemischten Assemblierung konnten
Partikel mit beiden Markierungen nachgewiesen werden. Da es sich hier streng
genommen um die gleichen Kapsomere handelte, die nur unterschiedlich markiert
wurden, waren diese in beliebigen Verhatnissen miteinander mischbar.

Diese Experimente stellen den ersten direkten Nachweis dafiir dar, dass ein modularer
Aufbau virusanaloger Partikel aus verschiedenen, modifizierten Kapsomeren prinzipiell
moglich ist. Diese Beobachtungen schaffen somit die Grundlage fir ein flexibles und
breit anwendbares Therapiesystem basierend auf virusanalogen Partikeln (Bohm et al.,
1999).
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4 Diskussion

4.1Expression in E. coli, Reinigung und Char akterisierung von VP1

Bel Vergleich der unterschiedlichen Expressionsstamme XL-1 blue/pCYB-VP1,
DH5a/pCYB-VP1 und BL21(DE3)/pET21-VP1Int bei 30 °C zeigte sich, dass bel allen
die Expressionsrate des V P1-Intein-CBD-Fusionsproteins nur sehr gering war und nicht
detektiert werden konnte (Abbildung 14). Uber einen Western Blot wurden jedoch die
gespleifiten Proteine VP1 und Intein-CBD nachgewiesen (Abbildung 15). Das bedeutet,
dass das Spleif3reaktion ohne Induktion bereits in der Zelle abgelaufen sein muss, was
eine anschliefRende Affinitatsreinigung verhindert. Die Stabilitét der zu spleif3enden
Peptidbindung zwischen dem Zielprotein und dem Intein hangt entscheidend von der C-
terminalen Aminosdure des Zielproteins ab (Chong et al, 1998). Vor alem nach
geladenen Aminosduren, wie Aspartat, Glutamat, Histidin oder Arginin ist diese
Peptidbindung sehr instabil und wird bereits ohne Induktion gespalten. Andererseits
verhindern die Aminosauren Asparagin und Cystein induziertes in vitro-Spleif3en. Die
letzten beiden C-terminalen Aminosauren des VP1 sind Glycir® und Asparagin'®®, so
dassein in vitro-Splei3en mit dem Wildtyp-VP1 C-Terminus nicht moglich ware. Daher
wurden bei der Klonierung des VP1-Gens diese beiden Aminosiuren gegen Prolin®®-
Glycin®* ausgetauscht. Ein C-terminales Glycin sollte optimale Bedingungen fiir das
induzierte Proteinspleif3en darstellen (Chon et al., 1998). Die Beobachtung, dass -wie
hier im Fall von VP1- trotzdem ein nahezu vollstandiges Spleif3en innerhalb der Zelle
auftritt, zeigt, dass noch weitere Aminoséuren in der C-terminalen Sequenz des Zielgens
einen entscheidenden Einfluss besitzen.

Das Spleiffen des Fusionsproteins in vivo konnte durch eine Absenkung der
Wachstumstemperatur soweit verlangsamt werden, dass eine Chitinaffinitéts-Reinigung
maoglich wurde. Dabei zeigte sich, dass mit dem T7-basierten Expressionsvektor
pPET21-VP1lInt deutlich hohere Expressionsraten erreicht wurden. Der T7-Promotor
ermdglicht eine Transkription mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase, die eine hohe
Prozessivitdt aufweist und grof3e Mengen mRNA in der Zelle produziert, so dass die
Expressionsrate in vielen Fallen hoher liegt als mit alternativen Systemen (Studier et al.,
1991). Be friheren Versuchen zur rekombinanten Expression von VP1 in T7-
Expressionsvektoren ohne Fusionen wurde stets die Bildung von inclusion bodies
beobachtet, so dass kein funktionelles Protein erhaten wurde (G. Bohm, pers.
Mitteilung). Eine Fusion mit dem Intein-CBD-Protein scheint demnach zusétzlich einen
positiven Effekt auf die Faltung und L6slichkeit von VPL zu haben.

Ein wichtiger Schritt zur Optimierung der Affinitéts-Reinigung stellte die Verwendung
einer Mischung aus 30mM DTT und 30 mM Hydroxylamin zur Induktion des
Proteinspleifens dar. Eine quantitative Spaltung des Fusionsproteins ist bel der
Reinigung von VP1 besonders wichtig, da innerhalb des pentameren Proteins eine
einzelne ungespatene VPl-Inteinbindung die Elution des gesamten Pentamers
verhindert. DTT allein reicht in diesem Fall nicht aus, um eine quantitative Spaltung des
Fusionsproteins zu erzielen (Abbildung 16). Moglicherweise ist die Oxidation von DTT
in alkalischem Milieu (pH 8.0) zu schnell, so dass reduziertes DTT zur Induktion des
Spleiffens nicht Uber einen ausreichenden Zeitraum in geeigneten Mengen zur
Verfligung steht. Fir das aternative Nukleophil Hydroxylamin ist eine deutlich hohere
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Stabilitdt in dem Puffer zu erwarten. Jedoch wurde nicht ausschliefdlich Hydroxylamin
verwendet, um eine zur Aggregation fuhrende Oxidation des VP1 nach der Abspaltung
des Inteins zu verhindern.

Nach diesem optimierten Expressions- und Reinigungsprotokoll wurden mit dem
Stamm BL21(DE3)/pET21-VPlIint ca. 5mg gereinigtes VP1 aus einer 1I[-Kultur
erhalten. Als besonders vorteilhaft stellte sich die Fusion mit dem grof3en Intein-CBD
(55 kDa) dar, da dieses grofRe Protein am VP1-C-Terminus eine Assoziation und
Aggregation einzelner VP1-Pentamere verhindert. Auf diese Weise werden Verluste des
Proteins vor der Spaltung des Fusionsproteins minimal gehalten. Aul3erdem lasst die
hier beschriebene Reinigungsmethode einen hohen Automatisierungsgrad zu, so dass
die Arbeitszeit fir eine Praparation, ohne die erforderlichen Wartezeiten, unter 3 h liegt.
Daher ist das System besonders zur Herstellung kleinerer Mengen verschiedener VP1-
Varianten geeignet und bietet gegenliber aternativen, in der Literatur beschriebenen,
Methoden zur rekombinanten Expression in E. coli und zur Reinigung von VP1 einige
Vorteile (Tabelle 23).

Tabelle 23. Vergleich verschiedener Reinigungsmethoden von VP1 aus rekombinanten E. coli

Methode Anzahl der Schritte Ausbeute pro Liter Kulturmedium
Leavitt, et al., 1985 4 0.7 mg

Braun et al., 1999 3 1.5bis1.5mg

Stubenrauch et al., 2000 3 3.7 mg*

Fusion mit Intein-CBD 2 5.0 mg

*aus 3 g Nasszellmasse aus Fed-Batch-Fermentation

Die Methode nach Leavitt et al. (1985) verwendet zwel Falungsschritte mit PolyminP
und Ammoniumsulfat, sowie zwei weitere chromatographische Schritte, die diese
Methode sehr Arbeitsintensiv machen. Bei der Ammoniumsulfatfallung werden 70 %
des VP1 durch Aggregation verloren, so dass eine Ausbeute von 0.7 mg gereinigtes
VPl aus einer 1|-Kultur erhalten wird. Eine Affinitétsreinigung mit einem N-
terminalen His-Tag und anschlief3ender Faktor Xa Spaltung resultiert in einer Ausbeute
von 1.5 bis 1.8 mg gereinigtem VP1 aus einer 11-Kultur (Braun et al., 1999). Kirzlich
wurde eine Insertion einer negativ geladenen Sequenz aus acht Glutamaten zur
Affinitdts-Reinigung an einem Anionenaustauscher beschrieben (Stubenrauch et al.,
2000). Dabei werden 3.7 mg gereinigtes VP1 aus 3g Nasszellmasse erhaten.
Allerdings l&sst sich der Affinitéts-Tag nicht mehr entfernen und stort Funktionen des
Wildtyp VP1, wie die Bindung an Sialyloligosaccharide und ist daher nicht zur
generellen VP1-Reinigung geeignet.

Es konnte gezeigt werden, dass auf diesem Weg sehr reines, vollig funktionelles VP1
erhalten wurde. Be der SDSPAGE (Abbildung1l7) und im Western Blot
(Abbildung 16) traten neben der Haupt-VP1-Bande noch weitere Banden mit
niedrigerer Molekularmasse auf, die in alen beschriebenen VP1-Prdparationen
beobachtet wurden (Leavitt et al., 1985, Braun et al., 1999, Stubenrauch et al., 2000).
Dabei handelt es sich wahrscheinlich um einen proteolytischen Abbau durch E. coli
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Proteasen. Allerdings wurde fur VP1 auch eine intrinsische, autoproteolytische Aktivitat
postuliert, die fur diese Produkte verantwortlich sein konnte (Bowen et al., 1984).

Die Expression des VP1-Intein-CBD-Fusionsproteins erfolgt innerhalb der Zelle als
|6sliches Protein. In der unldslichen Zellfraktion wurden keine signifikanten Mengen
des Proteins detektiert (Abbildung 17). Eine korrekte Faltung des Proteins zeigte sich
auch in der Nativ-PAGE, die gemessene Molekularmasse entsprach der des pentameren
Proteins. Die gereinigten Kapsomere konnten in vitro zu virusanalogen Kapsiden
assembliert  werden, die  elektronenmikroskopisch  nachgewiesen  wurden
(Abbildung 20). Das ist gleichzeitig der sicherste funktionelle Nachweis, da VP1 keine
enzymatische Aktivitét besitzt.

Weliterhin wurde durch CD-Spektroskopie die Nativitdt des Proteins gezeigt; die
gemessenen Spektren zeigen ein strukturiertes Protein (Abbildung 21). Dabei wurden
leichte Unterschiede zwischen freien Kapsomeren und assemblierten Kapsiden
beobachtet. Die Assemblierung resultierte in einer leichten Zunahme der strukturierten
Bereiche, da der im freien Kapsomer flexible C-Terminus im Kapsid zur Ausbildung
der Interkapsomer-Kontakte eingesetzt wird (Stehle et al., 1994). Die thermische
Stabilitédt der virusanalogen Kapside, die Uber CD-Spektroskopie gemessen wurde
betrug 58 °C (Abbildung22). Daher sollten die Kapside sehr gut fir einen
therapeutischen Einsatz geeignet sein und bel Korpertemperatur eine ausreichende
Stabilitét besitzen.

4.2Unter suchung des Assemblier ungsmechanismus

Der Mechanismus der Kapsid-Assemblierung von Polyomavirus VP1 wurde bereits
eingehend untersucht, so dass sowohl biochemische as auch strukturelle Daten
vorliegen (Salunke et al., 1986, Salunke et al., 1989, Stehle et al., 1994, Stehle et al.,
1996, Stehle & Harrison, 1997). Durch Untersuchungen der Kapsid-Dissemblierung
wurde gezeigt, dass Disulfidbriicken und gebundenes Calcium zur Stabilisierung der
Polyomavirushtille erforderlich sind (Brady et al., 1977, Brady et al., 1978, Christiansen
et al., 1977). Allerdings gibt es noch keine Untersuchungen zur Effizienz des in vitro-
Assemblierungsprozesses und zur Bedeutung der in der Kristallstruktur beobachteten
Intrapentamer-Disulfidbriicke C19-C114° oder weiterer mdoglicher Disulfidbriicken.
Eine Analyse und Optimierung der Ausbeuten bei der Kapsidbildung ist vor allem fir
eine Herstellung und Produktion eines VP1-basierten Therapeutikums interessant. Die
Ermittlung mindestens notwendiger Elemente fr die in vitro-Assemblierung erlaubt es
das Protein fir eine bestimmte Anwendung zu veréndern, ohne dass der
Assemblierungsprozess beeintréchtigt wird.

Eine Quantifizierung des in vitro-Assemblierungsprozesses erfolgte mit HPLC-
Gelfiltrations-Chromatographie. Die Saulen TSK-Gel 5000PWy, und TSK-Gel
6000PWy konnten geeicht werden und waren in der Lage, Kapside und Kapsomere
voneinander aufzutrennen, so dass durch Integration der Peakflachen eine exakte
Analyse moglich wurde. Diese Methode ist relativ schnell und daher idea zur
Untersuchung relativ langsamer Prozesse, wie beispielsweise Virusassemblierung,
geeignet. Das VP1-Wildtyp-Protein zeigte unter optimalen Bedingungen eine
Assemblierungseffizienz von 100 %. Dabel war es wichtig, die Kapsidbildung durch
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eine Dialyse zu induzieren, bel der langsam EDTA durch CaCl, ersetzt und DTT aus
der Losung entfernt wird. Eine Zugabe eines Uberschusses CaCl, resultierte in einer
tellweisen Aggregation des Proteins.

Maus-Polyomavirus A3 NAPKRKSCVSKCETKETKACPRPARPGPELLI KGEVEWLDLVTGP
Hamster-Polyomavirus - - - - - - - - - - MeKP- L VWKFCPKPANy ET | MRGE VG T,DLVTGE
Bovines Polyomavirus - - - - NSRVRKNNPPE KCGLECGCPSFuPEL I | Kezl EVLGLRTGEP

Rhesus-Polyomavirus NKNAPTKRKCS: PCAz PKKEKEPVCW EEL VI K&zl EVLGVKTGV
Simian Virus 40 NKNAPTKRKCGSC PCAZ PKKEKEPVC Y EEL VI KGaEl EVLGVKTGEV
Polyomavirus-BK - - NVAPTKRKCGEC PCAL PKKEKEPVQWEELL | K&GEVEWLEVKTEV

Maus-Polyomavirus A3 LTCOTLCMWERY SVETEYVESCSLL CVH- GFNKPTOTVNTK
Hamster-Polyomavirus LT CTLQumER W SVETEVVEVCESLLNVH- G YCSRSET- KL
Bovines Polyomavirus LTD VL LMuER v SCETEYVEVNT LT TCH- 5 YKKRYSPSACQ

Rhesus-Polyomavirus LTCCN LMRERYTVETEV] GVTAMONLHSETCKTHE- - - - N

Simian Virus 40 LTCCN LMHEAVTVETEV| GVTAMONLESETCKTHE- - - - N

Polyomavirus-BK LTCCNLLMWERY TVETEY| Gl TSMONLHAGSCKVHE- - - - N
........ 120.......130.......140.......150......

Maus-Polyomavirus A3 DENGVGEEL C CECL¥LSCVDI MCRRVTRNYCVHHVREL FRY
Hamster-Polyomavirus DENZVEEL ¢ g CCCL ¥L SrADVIVEWY] EYNSACVHVWREL FRY
Bovines Polyomavirus DENGVGPL CKACKL Y1 TRADI CCFLTCPN- CCCQFREL FRY

Rhesus-Polyomavirus DEQGVGEPLCKACSLY¥VSAVII CCLFTNTS- CTCQVWKEL FRY

Simian Virus 40 DEQEVGEPL CKACSL¥VSEVDI| CCLFTNTS- CTCQWKEL FRY

Polyomavirus-BK DECQEVEPL CKACSL¥VSEAD| CCLFTNSS- CTCQVWRELARY
... 2700 ... 280....... 290....... 300....... 310.

Abbildung87. Vergleich von VP1-Sequenzen aus verschiedenen Polyomavirusstammen.
Ubereinstimmende Bereiche sind orange markiert, die Positionen der Cysteine in Maus-
Polyomavirus sind gelb markiert, nur Cystein 273 ist vollstéandig konserviert.

Zur Untersuchung der Bedeutung der einzelnen Cysteine im VP1 wurden verschiedene
Varianten des Proteins hergestellt. Ein Vergleich der Proteinsequenzen von VP1 aus
verschiedenen Polyomaviren zeigt, dass nur Cystein 273 in allen Stémmen konserviert
ist (Abbildung 87). Diese Aminosaure befindet sich innerhalb der Core-Doméne und
kann keine Disulfidbriicken aushilden. Die Bedeutung dieses konservierten Cysteins ist
nicht klar. Es ist lediglich bekannt, das eine Intrapentamer-Disulfidbriicke zwischen
Cysteinen 19 und 114° ausgebildet werden kann (Stehle et al., 1994). Die hier
verwendeten VP1-Varianten besal3en tberhaupt keine Cysteine mehr (VP1-CallS) oder
nur 19 und 114‘ zur Ausbildung der beschriebenen Disulfidbriicke (VP1-2C).

In allen durchgefihrten Experimenten verhielt sich die Variante VP1-2C vdllig
identisch mit dem Wildtyp-Protein: (1) Die CD-Spektren und die aus der Dekonvolution
erhaltenen Sekundéarstrukturgehalte stimmen nahezu vollstandig tberein. (2) Die Uber
CD-Spektroskopie gemessenen thermischen Stabilitdten zeigen keine signifikanten
Unterschiede. (3) Die in vitro-Assemblierungseffizienz liegt bei beiden Proteinen bei
100 %. (4) Die Kapside sind gegeniiber EDTA stabil. Die cysteinfreie Variante VP1-
CallS war ebenfalls in der Lage, in vitro Kapside zu bilden, wie durch Gelfiltrations-
Chromatographie und Elektronenmikroskopie gezeigt wurde (Abbildung29). Die
Kapside waren von denen des Wildtyp-Proteins nicht unterscheidbar. Jedoch lag die
maximal erreichbare Assemblierungseffizienz des cysteinfreien Proteins unter idealen
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Bedingungen nur bel 55%, so dass die Intrapentamer-Disulfidbriicke C19-C114°
verantwortlich fur eine vollsténdige und unter nicht-reduzierenden Bedingungen
irreversible Assemblierung ist.

Diese Experimente zeigen, dass auler der Disulfidbriicke C19-C114' keine weiteren
geschlossen werden, bzw. keine spezifische Funktion bel dem in vitro-
Assemblierungsprozess besitzen. Durch diese Disulfidbriicke wird der ansonsten
flexible CD-Loop in einer starren Konformation gehalten und fixiert dabel gleichzeitig
einen C-terminalen Arm eines benachbarten Kapsomers, so dass eine Stabilisierung des
Kapsids erreicht wird (Stehle et al., 1994, Stehle et al., 1996). Eine weitere
Stabilisierung durch Interpentamer-Disulfidbriicken ist bei murinem Polyomavirus also
nicht erforderlich. In alen untersuchten verwandten Viren sind Interpentamer-
Disulfidbriicken zur Stabiliserung der Kapside notwendig. In dem Kapsid des Virus
SV40 hildet Cystein 104, das Homologe zu Cystein 114 in Maus-Polyomavirus, eine
Disulfidbriicke mit Cystein 104 eines benachbarten Kapsomers (Stehle et al., 1996b).
Bel Rinder-Papillomavirus resultierte die Deletion eines essentiellen Cysteins, das
Bestandtell einer Interkapsomer-Disulfidbricke  war, in vollkommen
assemblierungsdefizienten Kapsomeren (Li et al., 1998), so dass die Beobachtung einer
vollstandig disulfidunabhangigen Assemblierung von VP1-CallS sehr Uberraschend
war.

Die hier beschriebenen Experimente zeigten weiterhin, dass Kapside des Proteins VP1-
CalS im Gleichgewicht mit Kapsomeren stehen. Diese Schlussfolgerung liefd sich aus
drel Beobachtungen ziehen: (1) Kapside von VP1-CallS assemblierten nur zu 55 %
unter analogen Bedingungen, unter denen VP1-2C und VPl-wt vollstandig
assemblierten (Abbildung29). (2) Das cysteinfreie Kapsid von VP1-CalS konnte
vollstandig durch Zugabe von EDTA dissembliert werden, wohingegen VP1-2C- und
VP1-wt-Kapside gegeniber EDTA resistent waren, solange die Disulfidbriicken
oxidiert waren (Abbildung30). (3) Isolierte Kapside von VP1-CalS dissemblierten
spontan, bis sich wieder ein Verhdltnis von Kapsiden zu Kapsomeren von etwa 1:1
eingestellt hatte. VP1-2C- und VPl-wt-Kapside waren Uber mehrere Tage stabil
(Abbildung 31).

DD ca” Ox.
d = -

Q

freie Kapsomere “offene” reduzierte “geschlossene” oxidierte

Kapside Kapside

Abbildung 88. Zweistufiger Mechanismus der in vitro-Assemblierung polyomavirusanal oger
Partikel.
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In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen l&sst sich ein zweistufiger Mechanismus
der in vitro-Assemblierung polyomavirusanaloger Partikel ableiten (Abbildung 88). In
einem ersten Schritt stellt sich unabhéngig von den Redboxbedingungen und
Disulfidbriicken ein Gleichgewicht zwischen Kapsomeren und Kapsiden ein. Das
Gleichgewicht liegt auf der Seite der Kapsomeren in Abwesenheit von Ca2* und wird zu
55% Kapsiden verschoben, wenn Ca&* anwesend ist. Diese Resktion ist
vergleichsweise langsam und bendtigt zur vollsténdigen Einstellung des Gleichgewichts
etwa zwei Tage. Das ist in Ubereinstimmung mit frilheren Arbeiten, bei denen zur
Assemblierung zwei bis drel Tage benttigt wurden (Salunke et al., 1989). Alle
Zwischenstufen auf dem Weg vom freien Kapsomer zum Kapsid missen dabel sehr
kurzlebig sein, dain keinem der Experimente Intermediate beobachtet werden konnten.
Aus den Kristalstrukturen wurde abgeleitet, dass der Assemblierungsprozess durch
einen spezifischen Nukleationskeim eingeleitet wird an den weltere Kapsomere
angelagert werden, ohne dass stabile Intermediate gebildet werden (Stehle et al., 1996,
Stehle & Harrison, 1997).

In einem zweiten Schritt werden in dem offenen reduzierten Kapsid die Disulfidbriicken
zwischen den Cysteinen 19 und 114° geschlossen. Durch diesen Oxidationsschritt
werden die Kapside so stabilisiert, dass eine Ruckreaktion zu den Kapsomeren
verhindert wird. Dadurch werden dem Gleichgewicht standig Kapside entzogen, so dass
eine komplette Assemblierung erreicht wird. Gleichzeitig wird durch eine Verhinderung
der Ruckreaktion eine Dissemblierung durch EDTA verhindert. Fir diese Stabilisierung
mussen nicht notwendigerweise alle moglichen Disulfidoriicken geschlossen sein. In
einem vollsténdig assemblierten Kapsid waren nur etwa 86 % der Disulfidbriicken C19-
C114° geschlossen. Das bedeutet, dass moglicherweise gemischte Kapside aus VP1-
CallS und VP1-2C aufgebaut werden konnen, die trotzdem vollstdndig assembliert
werden konnen.

Der hier gefundene zweistufige Mechanismus kdnnte auch eine biologische Bedeutung
bei der Virusdissemblierung in vivo spielen. Eine produktive Infektion setzt eine
Dissemblierung des Virus und einen Transport der DNA voraus. Es wurde gezeigt, dass
Polyomavirus nach der Aufnahme in die Zelle as intaktes Viruspartikel in den Zellkern
transportiert wird, in dem die Dissemblierung und die Freisetzung des Genoms fir eine
anschliefende Transkription erfolgen (Mackay & Consigli, 1976). Es ist noch nicht
bekannt, wie die Viruspartikel in den Zellkern gelangen kénnen, da die Partikel zu grof
sind, um durch den Kernporenkomplex transportiert werden zu kénnen (Feldherr &
Akin, 1990). Daher ist eine konformationelle Anderung in dem Viruskapsid nétig, so
dass die Kapside in den Zellkern gelangen kénnen. Bei Erreichen des Zytoplasmas der
Zelle wird das Virus reduzierenden Bedingungen ausgesetzt, so dass zumindest eine
partielle Reduktion der Disulfidbriicke C19-C114° erfolgt, so dass das Kapsid insgesamt
eine hohere Flexibilitét erreicht, die fir eine Kapsid-Deformation und den Transport in
den Zellkern wichtig sein kann.
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4.3Fluor eszenzmar kierte polyomavir usanaloge Partikel

Virale Vektoren fur die Gentherapie zeigen trotz intensiver Forschungsarbeiten noch
keinen durchschlagenden Erfolg in klinischen Tests (Anderson, 1998). Das ist teilweise
auf bislang unzureichende in vivo- und in vitro-Analysen des Gen-Transfers
zurickzufiihren (Bartlett & Samulski, 1998). Eine Moglichkeit, den Aufnahmeweg
eines Gentherapie-Vektors in die Zelle zu untersuchen, stellt ene direkte
Fluoreszenzmarkierung des Vektors dar. Auf diese Weise konnte durch eine
Markierung von freien Aminogruppen die Aufnahme von Adenovirus-Vektoren in
eukaryontische Zellen visualisiert werden (Leopold et al., 1998). Ein neuartiger Ansatz
zur Fluoreszenzmarkierung wurde in der vorliegenden Arbeit etabliert. Virusanaoge
Partikel wurden gentechnisch so modifiziert, dass ein einzelner Cysteinrest auf der
Oberflache der Partikel vorhanden ist, an den spezifisch ein Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt werden konnte. Dadurch konnte vermieden werden, dass die volumindsen
Farbstoffmolekiile essentielle Eigenschaften des Viruskapsids beeintrachtigen. Uber die
Fluoreszenzmarkierung sollte es moglich sein, den Aufnahmeweg der Partikel in die
Zellen zu untersuchen, ohne dass eine Fixierung der Zellen nétig ist.

Fir eine solche Fluoreszenzmarkierung wurde Position 248 in der VP1-Sequenz
gewahlt, da durch die teilweise Abschirmung der Farbstoffmolekiile eine Aggregation
der Proteine Uber hydrophobe Interaktionen vermieden wurde (Abbildung35). Die
Cysteine sind soweit voneinander entfernt, dass sich keine Disulfidbriicken innerhalb
des Kapsomers aushilden konnen. Jedoch reicht der vorhandene Platz nur fir die
Kopplung von einem Farbstoffmolekil pro Kapsomer aus.

Die Kopplungsreaktion verlief unter den verwendeten Bedingungen hochspezifisch ab.
Ein Vergleich zwischen dem cysteinfreien Protein VP1-CalS mit VP1-CalS-T248C
zeigte, dass nur das cysteinhatige Protein markiert wurde. Eine Nebenreaktion tber
Aminogruppen trat nicht auf (Abbildung37). Aus kinetischen Experimenten konnte
geschlussfolgert werden, dass eine maximale Markierung bereits nach 45 min mit einem
10-fachen molaren Uberschuss des Farbstoffes erreicht wurde. Langere
Inkubationszeiten oder hohere Farbstoffkonzentrationen waren nicht notwendig. Die
Reaktion konnte durch einen Uberschuss an DTT (10 mM) abgestoppt werden, und mit
einem Gelfiltrationsschritt (TSK-Gel 5000PWy . oder 6000PWy) konnte danach der
ungebundene Farbstoff effizient abgetrennt werden.

Die Fluoreszenzmarkierung beeintréchtigte die Kapsidassemblierung des Kapsomers
nicht. Die resultierenden virusanalogen Partikel besal3en dieselbe Morphologie wie die
unmarkierten Kapside. Jedoch ist die Ausbildung von Disulfidbriicken bei den meisten
Viruskapsiden fur eine Assemblierung der Partikel essentiell. Auch bei Maus-
Polyomavirus VP1 wird die Kapsidbildung durch eine Disulfidbriicke beeinflusst
(Schmidt et al., 2000). Fur eine breitere Anwendung der hier beschriebenen Methode
wurde ebenfalls die Moéglichkeit getestet, disulfidverbrickte Kapside zu markieren. Es
konnte gezeigt werden, dass das Uber Cysteine 19 und 114 disulfidverbriickte VP1-3C-
Kapsid an Cystein 248 markiert werden konnte, ohne dass die Kapsidstruktur
beeinflusst wurde. Damit sollte das hier beschriebene System zur ortsspezifischen
Fluoreszenzmarkierung nicht nur fir virusanaloge Kapside aus Maus-Polyomavirus
VPl geeignet sein, sondern allgemein auf andere virusanaloge Partikel und
Viruspartikel anwendbar sein. Durch eine direkte Visuaisierung in Echtzeit der
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Aufnahme und des intrazelluldren Transports eines Virus sollte es moglich sein, neue
Einsichten in die Wechselwirkung zwischen Viren und Wirtszellen zu erhalten.

4.4Aufnahme Polyomavirus-analoger Partikel in eukaryontische Zellen

Bel Aufnahmeexperimenten mit fluoreszenzmarkierten, Polyomavirus-analogen
Kapsiden wurde eine Aufnahme der Kapside lber endozytotische Vesikel in die Zellen
beobachtet. Dabel war die subzellulére Lokalisation unabhéngig von dem verwendeten
Zeltyp und von der Verwendung cysteinfreier (VP1-CalST248C) oder
disulfidverbrickter (VP1-3C) Kapsidee Nach 120min wurde eine deutliche
Anreicherung der Kapside in zelluldren Lysosomen beobachtet, eine endosomale
Freisetzung der Partikel ins Zytoplasma und ein Transport des VP1 in den Zellkern fand
nicht statt.

Diese Resultate sind in Ubereinstimmung zu frilheren Untersuchungen, bei denen mit
Hilfe elektronenmikroskopischer Techniken gezeigt werden konnte, dass Polyomavirus
Uber monopinozytotische Veskel in die Zelle aufgenommen und in den Zellkern
transportiert wird; Pseudoviren und leere Kapside gelangen jedoch Uber einen
aternativen Weg in die Zelle, der zu einem lysosomalen Abbau der Partikel fihrt
(MacKay & Consigli, 1976). Auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind die
Viren und Viruskapside innerhalb der Zellen haufig schwer identifizierbar, so dass die
Genauigkeit dieser Arbeiten wahrscheinlich nicht sehr hoch ist (MacKay & Consigli,
1976). Biochemische Analysen legen nahe, dass monopinozytotische Vesikel mit der
aueren Kernmembran fusionieren; wie die Viruspartikel dann die innere Membran
Uberwinden ist nicht bekannt (Griffith et al., 1988). Diese Ergebnisse konnten in
neueren Arbeiten teilweise bestétigt werden; in Insektenzellen hergestellte Kapside aus
VP1 oder VP1 zusammen mit VP2 und VP3 konnten durch Immunfluoreszenz und
konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie in Vesikeln im Zytoplasma und in der Nahe der
Kernmembran detektiert werden (An et al., 2000).

Die Beobachtung, dass Polyomavirus denselben intrazelluldren Signal Gibertragungsweg
aktiviert wie das verwandte Virus SV40 (Dangoria et al., 1996, Glenn & Eckhart, 1990,
Zullo et al., 1987), fihrte zu Uberlegungen, dass diese Viren einen dhnlichen
Aufnahmeweg besitzen (Kasamatsu & Nakanishi, 1998). Die Aufnahme von SV40 ist
sehr viel besser und detaillierter analysiert as die von Maus-Polyomavirus. SV40 bindet
zunéchst an MHC Klasse-1-Rezeptoren (Breau et al., 1992), die das Virus zu Caveolen
dirigieren. SV40-VP1 interagiert mit Caveolin, dass die Aufnahme des Viruspartikels
vermittelt, wobel der MHC Klasse-1-Rezeptor nicht internalisiert wird (Anderson et al.,
1996, Anderson et al., 1998, Parton & Lindsay, 1999). Die endosomale Freisetzung ist
nicht von einer endosomalen pH-Absenkung abhéngig (Upcroft, 1987), wie es bei
vielen anderen Viren, beispielsweise Adenovirus (Greber et al., 1993), der Fall ist. Das
Virus durchlduft den umgekehrten Weg einer Proteinsekretion und wird in Veskeln
durch das Endoplasmatische Retikulum transportiert (Kartenbeck et al., 1989).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente zeigen, dass die Aufnahme,
in E. coli hergestellter virusanaloger Kapside, Uber einen anderen Aufnahmeweg
erfolgen muss, denn eine Caveolin-abhangige Endozytose bendtigt etwa 2 h (Anderson
et al., 1996), wohingegen hier bereits nach 15 min virusanaloge Partikel in Endosomen
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nachgewiesen wurden. Der hier gefundene Aufnahmeweg muss jedoch auch von dem
naturlicher Polyomaviren abweichen, da mit virusanalogen Partikeln keine endosomale
Freisetzung beobachtet wurde, eine Funktion die fir eine produktive Infektion des Virus
aber unbedingt erforderlich ist.

In E. coli exprimierte virusanaloge Partikel unterscheiden sich erheblich von den
Proteinhillen nattrlicher Polyomaviren. Der wichtigste Unterschied ist sicherlich das
Fehlen der inneren Kapsidproteine VP2 und VP3. VP2 ist am N-Terminus myristyliert
(Streuli & Griffin, 1987), und es wird angenommen, dass diese Modifikation fir eine
effiziente endosomal e Freisetzung erforderlich ist, da eine Deletion der Myristylierungs-
Stelle zu einer stark reduzierten Aufnahme und Infektiositét des Virus fuhrte (Sahli et
al., 1993). Einige andere nicht-membranumhiillte Viren, wie Picornavirus, Rotavirus
und Reovirus besitzen ebenfalls myristylierte Proteine, und in alen Falen wurde ein
Zusammenhang mit der viralen Aufnahme gefunden (Chow et al., 1987, Clark &
Desselberger, 1988, Nibert et al., 1991). Auch die Kristalstruktur des Komplex von
VP1 mit einem VP2-Fragment legt eine Beteiligung von VP2 am intrazelluléren
Targeting und/oder der endosomalen Freisetzung nahe (Chen et al., 1998).

Ein zweiter wichtiger Unterschied zwischen virusanalogen Partikeln, die in E. coli
hergestellt wurden und der Proteinhille des natlrlichen Virus ist das Fehlen von
posttrandationalen Modifikationen des VPL. In einer eukaryontischen Zelle wird VP1
an zahlreichen Stellen modifiziert. Von VP1 werden sechs Spezies gebildet, die sich in
ihrer Phosphorylierung und Acetylierung unterscheiden (Bolen et al., 1981). Aul3erdem
wird das Protein methyliert (Burton & Consigli, 1996) und sulfuryliert (Ludiow &
Consigli, 1987b). Fur die Art der Phosphorylierung, die von der Zélllinie abhangt in der
das Virus produziert wurde, konnte ein Zusammenhang mit der InfektiOsitét, der
Rezeptorbindung und der Internalisierung hergestellt werden (Ludlow & Consigli,
1987a).

Die hier beobachtete Aufnahme der Polyomavirus-analogen Partikel Uber Endosomen
und eine Anreicherung in Lysosomen kann mit drei verschiedenen Modellen des
Aufnahmewegs erklart werden: (1) Maus-Polyomavirus wird Gber einen anderen Weg
in die Zelle aufgenommen as SV40, mit ener schnellen rezeptorvermittelten
Endozytose. Anschlief3end erfolgt eine pH-abhéngige Freisetzung aus dem Endosom,
fur die die inneren Kapsidproteine VP2 und VP3 und/oder Modifikationen am VP1
bendtigt werden. In E. coli produzierte Kapside, die nur aus VP1 bestehen, verfiigen
nicht Uber diese Funktion und werden in Lysosomen angereichert. Dieses Modell wirde
frihen Arbeiten zur Aufnahme von Polyomavirus widersprechen (MacKay & Consigli,
1976), andererseits wurde auch kirzlich von dem verwandten, humanem Polyomavirus
JC ein pH-abhangiger Aufnahmeweg Uber Clathrin-umhtillte Vesikel beschrieben (Pho
et al., 2000). (2) Die fehlenden posttranslationalen Modifikationen von rekombinantem
VP1 aus E. coli veréndern die Wechselwirkung des Kapsids mit der Zelloberfléche, so
dass die virusanalogen Partikel Uber einen anderen Weg in die Zelle gelangen als das
natirliche Virus. FUr diesen aternativen Weg besitzen Polyomavirus-Kapside,
unabhangig vom Vorhandensein der inneren Hullproteine VP2 und VP3, keinen
Mechanismus zur Freisetzung aus dem Endosom, was zu einer Anreicherung der
Partikel in Lysosomen fuhrt. Dieses Modell wéare mit frihen Untersuchungen des
Aufnahmewegs kompatibel, bel denen beobachtet wurde, dass ein Teil der
Viruspopulation Uber einen alternativen Weg in die Zelle gelangt, der in Lysosomen
bzw. Phagozyten endet (Mackay & Consigli, 1976). (3) Posttrandationale
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Modifikationen am VP1 und/oder die inneren Hillproteine VP2 und VP3 werden fir
ein intrazelluldres Targeting bendtigt, das das Virus, dhnlich SV40, umgekehrt zur
Proteinsekretion in das Endoplasmatische Retikulum dirigiert und schliefdlich eine
Freisetzung ins Zytoplasma erreicht. Der Import in den Zellkern konnte dann wie bel
SV40 unter Verwendung des Kernporen-Komplexes erfolgen (Clever et al., 1991).
Virusanaloge Partikel, die nur aus VP1 bestehen und nicht modifiziert sind, konnen in
innerhalb der Zelle nicht auf diesen Weg dirigiert werden und werden stattdessen in
Lysosomen abgebaut. Die rezeptorvermittelte Endozytose musste dabei jedoch Uber
einen anderen Weg as bel SV40 verlaufen, da die Polyomavirus-analogen Partikel sehr
viel schneller internalisiert wurden als fir SV40 beschrieben wurde (Anderson et al.,
1996). Hier wére aul3erdem eine Kombination mit Modell 2 denkbar, so dass
virusanaloge Partikel, die nur aus rekombinantem VP1 bestehen, nicht an den richtigen
zelluldren Rezeptor binden kdnnen und auch nicht zu einem korrekten intrazelluléren
Targeting in der Lage sind.

Im Hinblick auf therapeutische Anwendungen ist eine Freisetzung des Therapeutikums
ins Zytoplasma oder beim Delivery von DNA zusétzlich ein Transport in den Zellkern
erforderlich. Da mit rekombinanten in E. coli hergestellten Kapsiden, die nur aus VP1
bestehen, keine endosomale Freisetzung beobachtet wurde, ist eine Modifikation der
Kapside bzw. Kapsomeren notwendig. Eine Mdglichkeit wéare der Wechsel auf ein
eukaryontisches  Expressionssytem, mit dem  moglicherweise  essentielle
posttrand ationale Modifikationen am VP1 und die inneren Hullproteine VP2 und VP3
eingefuhrt werden konnen. Eine Expression in Insektenzellen von Polyomavirus-
analogen Partikeln, bestehend aus VP1, VP2 und VP3, wurde vor kurzem publiziert (An
et al., 1999).

Eine andere Mdoglichkeit wére eine Modifikation der hier verwendeten, in E. coli
produzierten  virusanalogen Partikel, so dass die Kapside eine Aktivitéd zur
endosomalen Freisetzung erhaten, die nicht von Polyomavirus abgeleitet ist.
Beispielsweise kénnte Uber ein Cystein auf der Kapsidoberflache ein Peptid gekoppelt
werden, das eine Membranfusions-Aktivitéat besitzt. Beispielsweise wurde fir Peptide,
die von Influenzavirus-Hamagglutinin abgeleitet sind, gezeigt, dass sie bei niedrigem
pH-Wert eine endosomale Freisetzung vermitteln (Guy et al., 1995, Wiley & Skehdl,
1987, Wharton et al., 1988, Wagner et al., 1992). Aulerdem konnten Uber Docking-
Module, wie die in der vorliegenden Arbeit beschriebene WW-Domaéne (Kapitel 3.7),
Proteine gekoppelt werden, die eine endosomale Freisetzung vermitteln. Geeignet
wéren beispielsweise thiolaktivierte Cytolysine, die von invasiven Bakterien, wie
Listeria monocytogenes sekretiert werden, um eine Vermehrung des Bakteriums im
Zytoplasma eukaryontischer Zellen zu ermoglichen (Gaillard et al., 1987, Tilney &
Portnoy, 1989, Bielecki et al., 1990). Durch die Absenkung des pH-Werts im Endosom
werden diese Proteine aktiviert, die dann Poren in der endosomalen Membran bilden
(Conte et al., 1996, Rosgohn et al., 1997). Auch Trans okationsdoméanen bakterieller
Toxine, wie z.B. Diphtheria-Toxin, die im Toxin die Aufgabe haben, die katalytische
Domaéne ins Zytoplasma freizusetzen kénnten geeignet sein (Montecucco et al., 1994).
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4.5Insertion einesRGD-Mootivsin die VP1-Sequenz

Die Aufnahme und Replikation von murinem Polyomavirus erfolgt relativ unspezifisch
in etwa 30 verschiedenen Zelltypen, aber vor allem in Niere und Lunge (Dawe et al.,
1987, Dubensky et al., 1991). Fir moglichst allgemeine therapeutische Anwendungen
wére es sinnvall, eine gerichtete Aufnahme in bestimmte Zelltypen zu erreichen. oder
eine Aufnahme in Zellen, in denen Polyomavirus nicht natirlicherweise repliziert wird.

Als ein Beispid fur eine Veranderung des Zelltropismus von polyomavirusana ogen
Kapsiden wurde die Insertion eines RGD-Motivs untersucht. Arginin-Glycin-Aspartat
stellt die minimale Sequenz zur Bindung an mindestens acht Integrinrezeptoren dar
(Pierschbacher & Ruoslahti, 1984, Ruoslahti, 1996). Integrine werden auf nahezu allen
Zelloberflachen exprimiert. Sie sind aber auch zum Targeting von Therapeutika
interessant, da sie auf Gefal3epithelzellen solider Tumore Uberexprimiert werden
(Pasgualini et al., 1997, Hart, 1999).

Das RGD-Bindungsmotiv muss zur Bindung an Integrine keine besondere Struktur
besitzen, es muss lediglich die Zuganglichkeit zu dem Rezeptor gewdhrleistet sein.
Kristallographische und NMR-Strukturanalysen von Fibronectin zeigten, dass sich das
RGD-Mativ in  einem b-Turn zwischen b-Faltbldttern befindet (Main et al., 1992,
Dickinson et al., 1994). Auch kurze RGD-Peptide zeigen die Tendenz, in Lésung eine
b-Turn Konformation anzunehmen (Petterson et al., 1991). Die Insertion des RGD-
Motivs in die VP1-Sequenz erfolgte an zwei Positionen (150 und 292) jeweils in b-
Turns auf der Kapsidoberflache. Fur eine hohe Flexibilitdt und gute Exposition auf der
Kapsidoberflache wurden die RGD-Sequenzen von Serin-Glycin-Linkern flankiert.

Durch die Sequenzinsertionen von insgesamt 12 Aminosauren wurde an beiden
Positionen die Expression, Proteinfaltung und Kapsidassemblierung nicht behindert.
Die thermischen Stabilitdten der Kapsomeren VP1-1RGD150 und VP1-1RGD292 lagen
um 5 °C bzw. 3 °C unter denen des VP1-CalS-Kapsomers (Waldmann, 1998). Diese
Ergebnisse zeigten, dass grundsétzlich beide Loops fir Sequenzinsertionen geeignet
waren.

Eine funktionelle Exposition des RGD-Mativs erfolgte jedoch nur in VP1-1RGD150-
Kapsiden.  Sowohl Uber Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung52) als auch Uber
Durchfluss-Zytometrie (Abbildung 53) konnte eine hhere Aufnahme in C2C12-Zellen
gezeigt werden. Die hier verwendeten Muskelzellen exprimierten verstarkt
Integrinrezeptoren auf ihrer Oberflache, so dass diese Zelllinie besonders gut als
Testsystem geeignet war (Yao et al., 1996, Hedin et al., 1990). Die RGD-Insertion an
Position 292 zeigte keine Steigerung der Aufnahme in die C2C12-Zellen gegentiber den
nichtmodifizierten Kapsiden. Allerdings wurde die Bindung des natlrlichen
Polyomavirus-Rezeptors nicht beeintrachtigt, da die Aufnahme im Vergleich zum VP1-
CalS-T248C-Kapsid nicht beeintréchtigt war Moglicherweise interagierte in dieser
VP1-Variante die inserierte RGD-Sequenz mit anderen Aminosauren auf der
Kapsidoberflache, so dass das Integrinbindungsmotiv nicht fir den Rezeptor zuganglich
war.

Auch VP1-1RGD150 konnte noch Uber den natirlichen VP1-Rezeptor in die
Muskelzellen gelangen, da eine Kompetition mit unmarkiertem VP1-1RGD150 die
Aufnahme nur teilweise inhibieren konnte. Die Kompetition mit unmarkiertem VP1-
CallS-T248C wirkte sich jedoch deutlich geringer aus als bei den fluoreszenzmarkierten
VP1-CalS-T248C und VP1-1RGD292-Kapsiden, so dass ein weiterer aternativer
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Aufnahmeweg, wahrscheinlich Uber Integrinrezeptoren, vorhanden sein musste
(Abbildung 54).

Genauere Anaysen der Funktion des RGD-Motivs und der Integrinrezeptorbindung in
VP1-1RGD150 missten weitere Zelllinien in die Untersuchungen mit einbeziehen.
Besonders hilfreich wéaren Zellen, die nicht die natirlichen Polyomavirusrezeptoren
besitzen und somit keine Wildtyp-Kapside aufnehmen konnten, so dass alein die
Wirkung des RGD-Motivs analysiert werden konnte. AulRerdem wéren fur einen
endgultigen Nachweis der Bindung der Kapside an Integrinrezeptoren
Kompetitionsexperimente mit verschiedenen RGD-Peptiden und Anti-Integrin-
Antikorpern notwendig. Diese weiteren Untersuchungen sollten zusétzlich zu den hier
durchgefuhrten Experimenten mit fluoreszenzmarkierten Kapsiden, mit virusanalogen
Partikeln erfolgen, die einen Wirkstoff enthalten, so dass ein biologischer Effekt in den
Zellen nachgewiesen werden kann. Dadurch wirde sich die Quantifizierung
moglicherweise genauer und einfacher gestalten. Darlber hinaus kénnte neben den in
vitro-Experimenten in Zellkulturen die Bioverteilung der Kapside in Tiermodellen
untersucht werden.

4.6Bindung von VP1 an Sialyloligosaccharide

Ein Therapiesystem, das auf polyomavirusanalogen Partikeln basiert, sollte modular
aufgebaut werden und Module fir eine zelltypspezifische Aufnahme der Partikel
enthalten. Dabel wére es wichtig, die Bindung der Partikel an ihren natirlichen
Rezeptor zu unterbinden, der relativ unspezifisch auf vielen Zellen verbreitet ist (Dawe
et al., 1987), so dass nur noch eine Adhasion und eine Aufnahme in die gewinschten
Zdlltypen erfolgt.

Uber den natiirlichen Polyomavirusrezeptor ist nur bekannt, dass eine Bindung von VP1
an Siayloligosaccharide erfolgt (Fried et al., 1981, Stehle et al., 1994, Stehle &
Harrison, 1996, Stehle & Harrison, 1997). Daher wurde eine Punktmutation in die VP1-
Sequenz eingefihrt (R77W), mit der die Bindung an das Kohlenhydrat zerstort wurde.
Diese Mutation fuhrte zu einem vollstdndigen Verlust der Replikationsfahigkeit des
Virus, wie bereits ebenfalls flr die Mutationen R77E und R77Q berichtet wurde (Bauer
et al., 1999). Weiterhin wird in der Literatur beschrieben, dass durch Modifikationen
der Saylsaureeinheiten auf der Zelloberflache durch eine Verlangerung der N-
Acetylgruppe die Anzahl an die Zelloberflache adsorbierter Viruspartikel und die
Infektiositét signifikant gesenkt werden kann (Herrmann et al., 1997).

Trotzdem konnte hier mit fluoreszenzmarkierten Kapsiden nachgewiesen werden, dass
die virusanalogen Partikel aus VP1-R77W in Zellen aufgenommen wurden, sogar mit
einer leicht gesteigerten Effizienz gegentiber VP1-3C- und VP1-CalS-T248C-Kapsiden
unter identischen Bedingungen (Abbildung 60). Diese Experimente stellen den ersten
direkten Nachweis der Kapsidaufnahme dar; in allen anderen Untersuchungen wurde
entweder die Replikationsfahigkeit des Virus betrachtet (Bauer et al., 1999) oder die
Adsorption an die Zelloberflache mittels ELISA (Herrmann et al., 1997).

Die Wechsalwirkung von Proteinen mit Kohlenhydraten ist im Allgemeinen eher
schwach (Toone, 1994). Fur die Bindung von Virushillproteinen an Oligosaccharide
wurden in Soak-Experimenten mit Viruskristallen Dissoziationskonstanten (Kp) von
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10° bis 10* M bestimmt (Stehle et al., 1994, Watowich et al., 1994), wohingegen die
Dissoziati onskonstante von murinen Polyomaviren an die Zelloberflache zu 1.8 10 M
bestimmt wurde (Herrmann et al., 1997). Diese beobachtete 107 bis 10%-fache Differenz
in der Bindungsaffinitét muss auf eine Bindung weiterer Rezeptoren oder Strukturen auf
der Zelloberflache zurtckzufihren sein. Dabei kann es sich entweder um
Proteinkomponenten oder um eine weitere Kohlenhydrat-Bindung handeln. Fir eine
multivalente Bindung von Sialyloligosacchariden, die sich auf einzelnen Proteinen
befinden, reicht die experimentell bestimmte Rezeptordichte auf der Zelloberflache
jedoch nicht aus (Herrmann et al., 1997). Eine Kohlenhydratbhindung héherer Affinitat
konnte durch eine Bindung komplexer Kohlenhydrate erfolgen. Jedoch liegen die
Dissoziationskonstanten zusétzlicher Protein-Oligosaccharidkontakte bestenfalls im
Bereich von 10°M (Weis & Drickamer, 1996). Alternativ kénnten mehrere
Sialyloligosaccharide Bestandteile von einzelnen Komponenten eines homo- oder
heteropolymeren Glykoproteinkomplexes sein, die die Kohlenhydratreste in einer
geeigneten Konformation mit den korrekten Abstanden fir eine multivalente Bindung
prasentieren (Herrmann et al., 1997). Bel ener trivalenten Oligosaccharidbindung
erhoht sich die Bindungskonstante Kp von 102 M fiir eine monovalente Bindung auf
107" bis10°M (Lee & Lee, 1995).

Nach den hier durchgefuhrten Experimenten scheint jedoch die Beteiligung einer
Proteinkomponente an der Viruspartikelbindung wahrscheinlicher. Bislang konnten
mehrere Proteine als potentielle Rezeptoren zur Aufnahme von murinem Polyomavirus
identifiziert werden. Durch crosslinking-Experimente konnte ein 120 kDa-Protein
gefunden werden, das an Polyomavirus bindet (Griffith & Consigli, 1986). Durch
Extraktion der Membran von Mausnierenzellen wurden Proteine mit Massen von 95, 50
und 31 bis 24 kDa identifiziert, die bel einer Bindung von monoklonalen Antikdrpern
die Polyomavirusinfektion blockieren konnten (Marriot et al., 1987a, Mariott et al.,
1987b). Noch keines dieser Proteine konnte bislang zweifelsfrei als
Polyomavirusrezeptor nachgewiesen werden. Diese Experimente belegen jedoch die
Wahrscheinlichkeit einer Beteiligung von Proteinkomponenten an der Rezeptorbindung
von Polyomavirus. Der Polyomavirusrezeptor konnte aus einem einzelnen Glykoprotein
bestehen, das en Siayloligosaccharid tréagt und zusdtzlich zu den Protein-
Kohlenhydratwechselwirkungen auch noch Protein-Protein-Wechselwirkungen zu der
Virushille herstellt. Aus den hier beschriebenen Experimenten scheint jedoch ein
Modell wahrscheinlicher, das eine funktionelle Trennung einer rezeptorvermittelten
Signaltibertragung und einer Aufnahme des Viruspartikels beschreibt und das somit die
Beteiligung von zwei verschiedenen Rezeptoren umfasst. Nach diesem Modell findet
die erste Wechselwirkung mit einem sialyloligosaccharidtragenden Glykoprotein statt
und |0st eine Signalantwort in der Zelle aus, die mdglicherweise zu einer Transkription
von ¢jun und cfos fuhrt (Zullo et al., 1987) und die fir eine Replikation des Virus
essentiell ist. Fur die Aufnahme der Viruspartikel in die Zelle ist dann jedoch ein
zweiter Rezeptor erforderlich, der Uber Protein-Protein-Wechselwirkungen mit dem
Virus interagiert. Eine Deletion der Kohlenhydratbindung des Virus wirde damit zu
einem Replikationsverlust fihren, wirde aber immer noch die physikalische Aufnahme
der Viruspartikel erlauben.

Die Betelligung von zwei Rezeptoren bel der Aufnahme von Viren ist nicht
ungewdhnlich und wird bei zahlreichen Viren beobachtet. Beispielsweise hangt die
Aufnahme von HIV sowohl von der Bindung des T-Zellrezeptors CD4 als auch von
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den Chemokinrezeptoren CXCR4 bzw. CCR5 ab (Kwong et al., 1998, Feng et al.,
1996, Moore, 1997). Adenovirus adhériert zunachst mit seinen Fiberproteinen an die
Zelloberflache, die Aufnahme wird dann von einer Interaktion des Pentonbasis-Proteins
mit einem Integrinrezeptor vermittelt (Philipson et al., 1968, Bai et al., 1993).
Interessanterweise erfolgt die Zellaufnahme des dem Polyomavirus nahe verwandten
Virus SV40 ebenfalls unter Beteiligung von zwei Rezeptoren. Der primére Rezeptor ist
jedoch kein Kohlenhydrat, sondern ein MHC-Klasse |-Rezeptor (Breau et al., 1992).
Die Bindung an diesen Rezeptor dirigiert das Virus zu Caveolen auf der Zelloberflache,
und eine Bindung an den sekundéren Rezeptor Caveolin vermittelt schliefdlich die
Aufnahme des Virus (Anderson et al., 1996). Die MHC-Klasse I-Rezeptoren werden
dabei nicht internalisiert (Norkin & Anderson, 1996). Auch bel der Bindung von SV40
an die Zelle kommt es zu einer rezeptorvermittelten Signaltransduktion, die dhnlich
Polyomavirus zu einer Transkription von c-myc, c-jun und c-sis fuhrt (Dangoria et al.,
1996). Diese Experimente lassen einen ahnlichen Aufnahmeweg fir murines
Polyomavirus moglich erscheinen, in Ubereinstimmung zu dem oben diskutierten
Modell der Polyomavirusaufnahme.

Hier konnte nicht nur eine kohlenhydratunabhéngige Aufnahme der virusanalogen
Partikel nachgewiesen werden, gleichzeitig wurde auch eine gesteigerte Aufnahme von
VP1-R77W-Kapsiden in die Zelle beobachtet. Die Phéanotypen der nattrlichen
Polyomavirus-Stdmme werden vor allem durch ihre Kohlenhydratbindung bestimmt. So
wird bel einer schwéacheren Bindung der Sialyllactose bei dem large-plaque-Stamm ein
virulenterer Phanotyp als bei dem small-plaque-Stamm beobachtet, der eine héhere
Bindungsaffinitét zu den Oligosacchariden aufweist, da dieser Stamm zusétzlich noch
verzweigte Kohlenhydrate bindet (Bauer et al., 1995). Eine stdrkere Bindung des
Kohlenhydrats vermindert also eine Aufnahme in die Zelle. Bei den verzweigten
Sialyloligosacchariden, die eine hohere Bindungsaffinitét an die Virusoberflache
besitzen, handelt es sich vermutlich um Pseudorezeptoren, die die Ausbreitung des
Virus inhibieren oder zu einer nicht-produktiven Infektion fihren (Chen & Benjamin,
1997, Bauer et al., 1999). Umgekehrt wére es moglich, dass eine Blockierung der
Kohlenhydratbindung zwar die Virusreplikation inhibiert, aber zumindest in vitro die
Aufnahme der Viruspartikel in die Zellen beglnstigt.

Im Hinblick auf eine zelltypspezifische Aufnahme eines Therapiesystems wére es
interessant, in weiteren Arbeiten den Mechanismus der Rezeptorbindung und der
Aufnahme Polyomavirus-analoger Partikel, genauer zu untersuchen, so dass die
Aufnahme der Partikel in Zellen blockiert werden konnte. Ein Vortell eines modular
aufgebauten Vektorsystems konnte es allerdings sein, dass durch die Kopplung neuer
Rezeptorbindungsdoménen, wie beispielsweise die extrazelluldren Doménen von
humanem CD4 (Christiane Jager, Dissertation in Vorbereitung), die Bindung der
virusanalogen Partikel an ihren natiirlichen Rezeptor aus sterischen Griinden verhindert
wird.
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4.7V P1-Fusionsproteine mit einer WW-Domaéne
4.7.1 Die WW-Domane auf der Kapsidaul3enseite

Ein Vortell molekularer Therapeutika ist es, dass sie nur an einem bestimmten Ort im
Organismus ihre Wirkung entfalten und somit unerwinschte Nebenwirkungen
minimiert werden. Fir Gentherapie-Vektoren oder andere Delivery-Systeme setzt das
im Allgemeinen eine zelltypspezifische Aufnahme voraus. Meist wird durch
gentechnische Methoden die Oberflache des Gentherapie-Vektors verandert, um einen
verénderten Tropismus des Vektors zu erreichen (Marin et al., 1996, Wickham et al.,
1996). Im Hinblick auf eine moglichst breite therapeutische Anwendung ist es wichtig,
dass das jewellige Vektorsystem auf einfachere Weise an die Anwendung angepasst
werden kann. Beispielsweise konnte bei einem Tumortherapeutikum jeweils ein
Rezeptor oder Antikdrper zum Targeting eines bestimmten Tumortyps verwendet
werden, das zur Adressierung eines anderen Tumors leicht durch ein anderes Molekdll
ersetzt werden konnte (Wickham, 1997). Ansétze fur solche modularen Vektorsysteme
wurden bereits beschrieben. An ein Epitop, das in das Adenovirus-Pentonprotein
eingefihrt wurde, konnte ein bispezifischer Antikérper gebunden werden, dessen einer
Teil das Epitop erkennt und dessen anderer Teil die Erkennung bestimmter Zelltypen
ermoglicht (Wickham et al., 1996b). Auflerdem wurde ene Insertion der 1gG-
Bindungsdoméne aus ProteinA in die Oberflache von Sindbisvirus-Vektoren
beschrieben, die es emdglicht, beliebige Antikérper durch einfaches
Zusammenmischen auf die Vektoroberflache zu koppeln (Ohno et al., 1997).

Fir eine Kopplung von Proteinen und Proteindoménen auf die Oberflache
polyomavirusanaloger Partikel wurde ein neuartiges, spezifisches Docking-Modul
gesucht. Dazu wurde die WWa-Domaéne des forminbindenden Proteins der Maus an den
Positionen 150 oder 292 in die VP1-Sequenz eingefigt. In diesen b-Turns wurde die
WW-Doméne auf der Kapsidoberflache exponiert, so dass eine Bindung prolinreicher
Liganden mdglich sein sollte. Es zeigte sich, dass nur die WW-Domane, die sich an
Position 150 befand, ihre Bindungseigenschaften behalten hatte. Die WW-Doméane in
VP1-WW292 war nicht in der Lage, an prolinreiche Liganden zu binden. Bei der
Proteincharakterisierung wurde bereits ein wenig kooperativer thermischer Ubergang
beobachtet, was auf ungefaltete Bereiche innerhalb des Proteins hindeutete. Die
Thermostabilitat der VP1-WW292-Kapsomeren lag um 11 °C deutlich unter der von
VP1-CallS-Kapsomeren, im Gegensatz zu der Thermostabilitét von VP1-WW150, die
nur um 5 °C unter VP1-CallS lag (Abbildung 67) . Weiterhin ergab die Dekonvolution
der CD-Spektren eine signifikant geringere Zunahme an b-Faltblattstrukturen as fur
VP1-WW150 (Abbildung66). Die in vitro-Assemblierung wurde in beiden
cysteinfreien Varianten beeintréchtigt, so dass sich eine Insertion dieser Grof3e auf die
Struktur des gesamten Proteins auswirkte. Jedoch war bei VP1-WW150 nur die
Loslichkeit der nichtoxidierten Kapside beeintréchtigt; ene EinfUhrung der
Disulfidbriicken-bildenden Cysteine 19 und 114 stellte die in vitro-Assemblierungs-
Fahigkeit wieder vollstandig her (Abbildung69). Bei einer Insertion der humanen
DHFR-Sequenz an Position 293 des PolyomavirusVP1 wurde vermutlich aus
sterischen Grinden die Bildung Kkleinerer Kapside beobachtet, so dass hier die
Disulfidverbriickung die in vitro-Assemblierungseigenschaften des Wildtyp-Proteins
nicht mehr vollstandig wiederherstellen kann (Gleiter et al. 1999). Die Position 150
scheint daher insgesamt besser fur Insertionen in die VP1-Sequenz geeignet zu sein, da
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auch bel den RGD-Varianten nur eine Funktionalitdt von VP1-1RGD150 beobachtet
wurde. Aul3erdem werden Kapside mit ahnlicher Morphologie und dhnlichen Ausbeuten
wie mit dem Wildtyp-Protein erhaten, sofern eine Disulfidverbriickung der
Kapsomeren stattfinden kann.

Die Bindung von VP1-WW2150 an prolinreiche Liganden war hochspezifisch und unter
alen getesteten Pufferbedingungen moglich. Die Dissoziationskonstante Kp wurde
ndherungsweise auf 5 bis 15nM bestimmt (Abbildung70), was in guter
Ubereinstimmung zu dem Wert von 21 nM der WWa-Doméne als N-terminales GST-
Fusionsprotein stand (Bedford et al., 1997). Trotz dieser relativ hohen Bindungsaffinitét
fand ein extrem schneller Ligandenaustausch statt, so dass bereits nach 5 min etwa
50 % wieder dissoziiert waren. Dieser schnelle Austausch wirde eine Anwendung zur
Bindung von Targeting-Modulen durch eine kurze Halbwertszeit des Vektorsystems
stark einschranken. Es wére alerdings eine Therapie in zwei Schritten denkbar, bei der
zun&chst ein Protein, z.B. ein Antikorper zur spezifischen Zellbindung appliziert wird,
das einen Prolin-Tag tragt. Danach konnte der Vektor mit dem Therapeutikum und der
WW-Doméne appliziert werden, der dann die mit Prolin-Tags markierten Zellen
erkennt. Ahnliche Systeme werden bereits mit biotinylierten Antikorpern und Vektoren
getestet, die durch Streptavidin in Kontakt gebracht werden. Derartige Therapien
werden jedoch durch die hohe Immunogenitdt und Toxizitét des Streptavidins limitiert
(Paganelli et al., 1999).

In weiteren Arbeiten wird versucht, durch Protein Design Cysteine in die WW-Doméne
und in den Prolin-Liganden einzufihren, um eine kovalente Verknipfung der Liganden
mit der Kapsidoberflache zu ermoglichen (Christoph Parthier, Dissertation in
Vorbereitung). Durch die hohe Bindungsaffinitdt der WW-Domane zu prolinreichen
Liganden und eine irreversible Bindung durch die Disulfidverbriickung sollte eine hohe
Beladung der Kapsidoberflache moglich sein.

Ein &hnliches System nutzt die elektrostatische Wechselwirkung zwischen
Polyglutamat- und Polyarginin-Sequenzen aus, um zwei Molekile in Kontakt zu
bringen und die Bildung eine Disulfidbriicke zu ermdglichen. Auf diese Weise konnten
etwa 10 bis 20 Moleklle eines single chain-F,-Antikdrperfragments auf die Oberflache
von Polyomavirus-analogen Kapsiden gekoppelt werden (Kay Stubenrauch,
Dissertation in Vorbereitung).

4.7.2 Die WW-Doméane auf der Kapsidinnenseite

Der Einsatz von Proteinen in der molekularen Therapie ist bereits weit verbreitet, wird
aber hauptsachlich dadurch limitiert, dass Proteine normaerweise nicht in Zellen
aufgenommen werden (Russel & Clarke, 1999). Diese limitierende Eigenschaft kann
durch Fusionsproteine mit den viralen Proteinen HSV-VP22 und HIV-Tat umgangen
werden, die eine Aufnahme ins Zellzytoplasma vermitteln (Schwarze et al., 1999, Elliot
& O'Hare, 1997).

Ein neuartiger Ansatz zum Transport von Peptiden und Proteinen in eukaryontische
Zellen wurde hier verfolgt, indem Peptide und Proteine gerichtet in Polyomavirus-
analoge Partikel eingeschlossen wurden. Dazu wurde die WWa-Doméne aus dem
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forminbindenden Protein 11 der Maus an den N-Terminus von VP1 und damit auf die
Kapsidinnenseite fusioniert. Auf diese Weise konnten Liganden, die das Motiv zur
Bindung an die WW-Doméne tragen bel der in vitro-Assemblierung der Partikel in das
Kapsid eingeschlossen werden (Abbildung 89). Der Einschluss in virusanaloge Partikel
hat zum Beispiel gegentiber Liposomen den Vorteil, dass alle Schritte sehr schonend
sind und bei Raumtemperatur und in gepufferten wassrigen Medien ablaufen. Durch
den gerichteten Einschluss konnte die Konzentration des Liganden relativ niedrig
gehalten werden. Bei dem hier verwendeten 5-fachen molaren Uberschuss des Liganden
zum VP1-Monomer konnten Uber 200 Moleklle pro Kapsid eingeschlossen werden, die
statistische Einschlussrate wirde bel diesen Konzentrationsverhdltnissen lediglich drei
Molekule pro Kapsid betragen. Ein weiterer Vorteil dieses Systems stellt der Schutz der
eingeschlossenen Molekile vor Proteasen dar, wéhrend sich die Partikel in der Blutbahn
befinden. Assemblierte polyomavirusanaloge Partikel sind gegeniiber proteolytischer
Spaltung aulerst stabil (Stubenrauch, 1996). Im Gegensatz zu HSV-VP22 und HIV-Tat-
Fusionsproteinen kdnnen Polyomavirus-analoge Partikel aufRerdem modular aufgebaut
werden, so dass durch eine Modifikation der Partikeloberflache zusétzlich ein
zelltypspezifisches Delivery moglich wiirde.

o L'

Abbildung 89. Prinzip der gerichteten Verpackung von Peptiden und Proteinen in virusanaloge
Partikel. Die Bindung der Liganden an die Kapsomere erfolgt Uber die Wechselwirkung von
prolinreichen Sequenzen an eine WW-Doméne. Bei der in vitro-Assemblierung werden die
Liganden zugesetzt und dann in die Kapside eingeschlossen.

Mit dem als Modellsystem verwendeten fluoreszenzmarkiertem PPLP-Peptid konnte ein
effizienter Transfer in  NIH 3T3-Fibroblastenzellen nachgewiesen werden
(Abbildung 74). Dabei konnte teilweise eine Dissoziation des Peptids von dem Kapsid
bzw. Kapsomer beobachtet werden (Abbildung75). Die Bindungsaffinitdt konnte
gegebenenfalls durch eine Veranderung der prolinreichen Sequenz reguliert werden, so
dass eine leichtere Dissoziation in der Zelle erfolgen kann. Fur Peptide, die einen
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biologischen Effekt hervorrufen, wirde sich jedoch wahrscheinlich die geringe
Freisetzung aus den endozytotischen Vesikeln als limitierend erweisen. Nur ein geringer
Teil der Peptidfluoreszenz wurde als diffuse Farbung im Zytoplasma detektiert. Ahnlich
wie bel leeren Polyomavirus-analogen Kapsiden aus VPl besal3en auch die
peptidhaltigen Kapside keinen effizienten Mechanismus zur Freisetzung aus dem
Endosom.

Eine Verpackung und ein Delivery von Proteinen konnte ebenfalls mit dem
Modellprotein GFP gezeigt werden. Das GFP mit Prolin-Tag wurde in dem daflr
entwickelten Expressionsplasmid pTIP rekombinant in E. coli exprimiert. Auch hier
wurde nur eine geringe Freisetzung von GFP ins Zytoplasma beobachtet (Glnther,
2000).

Das hier beschriebene Delivery-System eréffnet vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten.
Beispielsweise wére das Einschleusen von Markerpeptiden in Tumorzellen im Rahmen
einer Immuntherapie moglich. Auch ein Transport von Peptidanaloga, z.B. zur
spezifischen Hemmung der HIV-Protease in HIV-infizierte Zellen wére denkbar.
Gleichzeitig konnten derartige Ansdtze mit laufenden Arbeiten zur Adressierung HIV-
infizierter Zellen kombiniert werden, wobei Doménen des humanen CD4-Rezeptors
hergestellt und auf polyomavirusanaloge Partikel gekoppelt werden sollen (Jager, 1999,
Christiane Jager, Dissertation in Vorbereitung)

4.8Replikationsdefiziente Polyomaviren

Eine in vitro DNA-Verpackung von Plasmiden in virusanaloge Partikel verlauft immer
noch sehr ineffizient. Mit polyomavirusanalogen Partikeln und SV40-Partikeln konnte
zwar eine Steigerung der Transfektionseffizienz gegentiber nackter DNA beobachtet
werden, jedoch blieb die erreichte Effizienz bislang weit hinter viralen Systemen zurtick
(Forstovaet al., 1995, Sandaon et al., 1997).

Als aternativer Ansatz zur in vitro-DNA-Verpackung in polyomavirusanaloge Partikel
und als Kontrollsystem fir Oberflachenmutanten des Hillproteins VP1 wurde versucht,
ein in vivo-Verpackungssystem fur replikationsdefiziente Polyomaviren zu etablieren.
Fur Maus-Polyomavirus wurde ein solches System noch nicht beschrieben. Fir das
verwandte Virus SV40 ist die Bildung replikationsdefizienter Viren jedoch bereits gut
charakterisiert (Strayer, 1996, Strayer, 1999). In Affenzelllinien, die durch SvV40
transformiert wurden, findet eine stabile Expression des grofen T-Antigens statt. Bel
einer Transfektion eines Plasmids, das den SV40 Replikationsursprung sowie die Gene
fur die Strukturproteine trégt, werden Viruspartikel gebildet, die dieses Plasmid
enthalten und es effizient in andere Zellen transportieren konnen. Analog dazu wurde
hier versucht, die Polyomavirus T-Antigene stabil in Mé&usezellen zu exprimieren und
ein Plasmid zu konstruieren, das in diesen Zellen in Polyomaviruspartikel verpackt
werden kann.

In dem Plasmid pY -GFP, das fur replikationsdefiziente Polyomaviren hergestellt wurde,

wurde der grofte Tell der T-Antigene in dem Polyomavirusgenom durch das
Reportergen GFP ersetzt (Abbildung 78). Es konnte gezeigt werden, dass mit diesem
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Plasmid GFP unter Kontrolle des friihen Polyomavirus-Promotors exprimiert werden
konnte.

Mit NIH 3T3-Zellen konnten stabile Klone erhalten werden, die das grol3e
Polyomavirus T-Antigen Tetracyclin-reguliert exprimierten. Problematisch war jedoch
das RNA-Spleil3en der T-Antigene, so dass in 80 % aller analysierten Klone nur die
MRNA flr das grof3e T-Antigen gebildet wurde, und in 20 % der Klone erfolgte das
alternative Spleiffen zu den mRNAS fir das mittlere und kleine T-Antigen zu 2%
(Abbildung 80). Das steht im Gegensatz zu dem Wildtyp-Virus, dessen Genom
episomal repliziert wird und bei dem das alternative Spleil®en zu etwa gleich viel
MRNA fur das grof3e und das mittlere/kleine T-Antigen fuhrt (Abbildung 81). Bei SV40
ist die Anwesenheit des grof3en T-Antigens zur Bildung replikationsdefizienter Viren
ausreichend, ein mittleres T-Antigen ist nicht vorhanden und das kleine T-Antigen ist in
vitro nicht zur Virusreplikation erforderlich (Strayer, 1996). Bel Polyomavirus ist aber
zumindest das mittlere T-Antigen fur die Bildung infektioser Partikel essentiell, da es
das Hullprotein VP1 phosphoryliert, was wiederum fir eine Reifung der Partikel
erforderlich ist (Garcea et al., 1985, Garcea et al., 1989, Garcea & Benjamin, 1983).
Viruspartikel mit verschiedenen Phosphorylierungsmustern am Huillprotein VP1 zeigten
aullerdem eine unterschiedliche Infektiositét der jeweiligen Viruspartikel (Ludlow &
Consigli, 19874d). Es erscheint daher wahrscheinlich, dass die geringe Expression des
mittleren T-Antigens limitierend fir die Bildung transfizierender Partikel war, so dass
nur aul3erst geringe Titer replikationsdefizienter Viren erhalten wurden.

Das inkorrekte Spleiffen der T-Antigene in den Verpackungszelllinien kann darauf
zurtickgeftihrt werden, dass moglicherweise regulatorische Signale fir das Spleif3en der
RNA auf dem 5'-untrandatierten Ende oder im Bereich des Polyadenylierungssignals
liegen, die in dem Vektor pcDNA4/TO-T-Anti nicht mehr vorhanden waren, da die
Expression Uber einen Tetracyclin-regulierten CMV-Promotor erfolgte und die
Transkriptionstermination  Uber ein  Polyadenylierungssignal des  Rinder-
Wachstumshormons BGH. Die in den Verpackungszelllinien produzierte ungespleiften
hnRNA unterschied sich also an 5'- und 3'-Enden von der virden hnRNA. Jedoch
sollten die SpleiRssignale im untrandatierten Bereich der frihen Introns liegen, einer
Sequenz, die eine kleeblattartige Sekundarstruktur aushilden kann (Soeda et al., 1980,
Soeda et al., 1979, Hutchinson et al., 1978). Auch bei der polyomavirustransformierten
Zelllinie C127LT wurde lediglich die mRNA des grof3en T-Antigens detektiert, obwohl
hier der Kontext des Polyomaviruspromotors und —Polyadenylierungssignals gegeben
war. Es scheint daher eher wahrscheinlich, dass die Integration der DNA in zelluléare
Chromosomen zu einem Verlust des aternativen Spleil3ens fuhrt. Mdglicherweise ist
auch der Ort der Integration der viralen DNA entscheidend, so dass bei zwei Klonen
eine geringe Bildung der mRNASs fur das mittlere bzw. kleine T-Antigen beobachtet
wurde. Auch bei anderen Viren, wie beispielsweise Anemiavirus wurde eine
Abhangigkeit der Transkription und des Spleif3ens von der Integration der viralen DNA
beobachtet (Rasty et al., 1990).

Eine weitere Limitation der Bildung replikationsdefizienter Polyomaviren konnte eine
Verpackungssequenz sein, die sich in der genomischen Sequenz befindet und die an
virde Proteine bindet, um in die Viruspartikel dirigiert zu werden. Sollte sich ein
solches Signal innerhalb des Genoms befinden, der durch das GFP-Gen in dem Vektor
pY -GFP ersetzt wurde, dann wirde dies zu einem ineffektiven Einschluss des Plasmids
in die Kapside fuhren. Die Strukturproteine VP1, VP2 und VP3 binden zwar Sequenz-
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unspezifisch an DNA (Chang et al., 1993), aber moglicherweise sind zelluldre Proteine
oder die viradlen T-Antigene an der DNA-Verpackung beteiligt, die bestimmte
Sequenzen zur Interaktion mit der viralen DNA bendtigen, wie es beispielsweise bel
SV40 der Fall ist (Dalyot-Herman et al., 1996, Oppenheim, A. et al., 1994). Daher
wurden zwei Plasmide geplant, die zusammen das gesamte Polyomavirusgenom
umfassten und die gegenseitig die Viralen Proteine exprimieren und komplementieren
wurden. Gleichzeitig war mit diesem System ein korrektes Spleif3en der frihen mRNAS
zu erwarten, da hier keine Integration der Vektoren in zelluldre Chromosomen auftrat.
Aufgrund unterschiedlicher Reportergene, GFP und DsRed, wurde beobachtet, dass
Zellen, die mit dem Plasmid pY-EarlyDsRed transfiziert waren, mit zunehmendem
Alter der Kultur verstarkt auftraten, was flir eine préferentielle Verpackung dieses
Plasmids sprach. Jedoch wurde ebenfalls eine |eichte Zunahme der GFP-exprimierenden
Zellen beobachtet, so dass auch dieses Plasmid in Viruspartikel eingeschlossen werden
musste (Abbildung 83). Es schien also eine Préferenz fur das Plasmid pY -EarlyDsRed
Zu bestehen, aber ein potentielles Verpackungssignal ist nicht zwingend notwendig. Da
Polyomavirus einen lytischen Infektionszyklus durchlauft, nahm die Anzahl doppelt
transfizierter Zellen nach einem initiadlen Anstieg zu Beginn des Experiments rasch ab.
Diese Zellen, die GFP- und DsRed exprimierten und die potentiell in der Lage waren,
Viruspartikel zu produzieren, erreichten nicht eine kritische Anzahl, die notwendig
gewesen ware, um einen Uberschuss an replikationsdefizienten Viren in der Kultur zu
produzieren. Lediglich durch Zufall wurden zu Beginn einige Partikel in Zellen
aufgenommen, in denen auch das zweite Plasmid anwesend war, so dass ein
Infektionszyklus vollendet werden konnte. Aufgrund der noch nicht ausreichenden
Effizienz des DNA-Transfers zu Beginn wurden initial zu wenige Zellen mit beiden
Plasmiden gleichzeitig transfiziert, so dass auch hier die ereichten Titer
replikationsdefizienter Viren auf3erst gering blieben.

Die Herstellung replikationsdefizienter Maus-Polyomaviren gestaltete sich unerwartet
schwieriger als die Etablierung analoger Systeme mit dem verwandten Virus SV40,
aber es konnten einige potentielle limitierende Faktoren aufgezeigt werden, deren
Bertlicksichtigung eine entsprechende Verpackungszelllinie, mit der hohere Virustiter
erreicht werden, ermdglichen sollte. Die Bildung infektioser Partikel hangt hier nicht
nur von einem T-Antigen ab, sondern von der korrekten Konzentration drel
verschiedener T-Antigene. Da bei einer Integration in zelluldre Chromosomen die
Regulation des alternativen Spleif3ens gestort wird, sollten in den Zellen die cONAS der
einzelnen T-Antigene exprimiert werden. Alternativ kénnte die Expression von stabil-
replizierten episomalen Vektoren erfolgen, die von Epstein-Barr-Virus abgeleitet sind
(Sclimenti & Calos, 1998). Eine genauere Lokalisation potentieller Verpackungs-
Signalsequenzen kodnnte zu weiteren Substitutionen genomischer Sequenzen fihren, so
dass grofere heterologe DNA-Fragmente verwendet werden kénnten.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Moglichkeiten und Grenzen eines Therapiesystems
auszutesten, das auf der in vitro-Assemblierung des Maus-Polyomavirus-Hullproteins
VP1 zu virusanalogen Partikeln beruht. VP1 sollte rekombinant in E. coli hergestellt
werden. Dazu musste zunéchst ein Expressions- und Reinigungssystem etabliert werden
mit dem es moglich war, in kurzer Zeit verschiedene Varianten des Proteins
herzustellen und zu reinigen. Reinigungsprotokolle, die bereits vor Beginn der
vorliegenden Arbeit beschrieben worden waren, schienen dafir nicht geeignet zu sein,
da die Proteinausbeuten im Verhdltnis zum erforderlichen Arbeitsaufwand gering waren
(Leavitt et al., 1985). Hier wurde eine Expresson von VPl as C-terminaes
Fusionsprotein mit einem modifizierten Intein und einer Chitin-Bindungsdoméane
gewdhlt (Chong et al., 1997). Die Chitinbindungs-Doméne ermoglichte eine sehr
effiziente Affinitéts-Chromatographie, und mit dem Intein konnte das Fusionsprotein
ohne Verwendung ener Protease gespaten werden. Wichtig fir dieses
Expressionssystem war die Verwendung eines starken Promotors (T7) und eine
Absenkung der Kultivierungstemperatur auf 15°C zur Verhinderung einer in vivo-
Spaltung des Proteins. Mit diesem Expressionssystem wurden alle in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen Varianten des VP1 nach demselben Schema exprimiert und
gereinigt, die Ausbeute betrug jeweils zwischen 4 und 6 mg gereinigtes VP1 aus
1 Liter-Schuttelkulturen.

Eine proteinchemische Charakterisierung der auf diese Weise hergestellten Proteine,
bestétigte ihre native Konformation. Bel einer in vitro-Assemblierung wurden zu 100 %
homogene virusanaloge Partikel erhalten. Damit wurde eine grundlegende
Voraussetzung fur alle folgenden Arbeiten geschaffen, die es ermoglichte, eine Vielzahl
unterschiedlicher Varianten des Hillproteins zu produzieren und zu analysieren.

Im Hinblick auf therapeutische Anwendungen wére es hilfreich, funktionelle
Modifikationen in die Kapside einfuhren zu kénnen. Fir eine spezifische chemische
Modifikation, beispielsweise eine Kopplung von Peptiden oder Fluoreszenzfarbstoffen,
wirden sich einzelne Cysteinreste auf der Kapsidoberflache eignen. Das Hullprotein
VP1 enthdlt jedoch bereits sechs Cysteine, deren Rolle bei der in vitro-Assemblierung
noch nicht im Detail untersucht wurde. Daher wurden zunéchst VP1-Mutanten
hergestellt, bei denen Cysteine durch Serine ersetzt worden waren. Der Einfluss dieser
Veranderungen auf die in vitro-Assemblierung wurde mit einer eigens dafir etablierten
HPL C-Gdfiltrations-Analytik bestimmt. Es wurde gezeigt, dass auch ein vollstéandig
cysteinfreies Protein virusanaloge Partikel ausbildet, die alerdings im Gleichgewicht
mit frelen Kapsomeren stehen (Schmidt et al., 2000). Fur eine vollstéandige, und unter
oxidativen Bedingungen irreversible, Kapsidbildung ist eine einzelne, Intrapentamer-
Disulfidbriicke notwendig, die aus den Cysteinen 19 und 114' benachbarter Monomere
eines Pentamers gebildet wird.

Fir eine spezifische Modifikation des cysteinfreien Proteins, VP1-CallS, oder des VP1-
2C, das nur die Disulfidbriicken-bildenden Cysteine enthielt, wurde ein weiteres
Cystein an Position 248 in das Protein eingefiihrt. Dieses Cystein befand sich in der
Nahe des zentralen Lochs im VP1-Pentamer und war von auf3en zuganglich. An dieses
Cystein  konnten spezifisch Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt werden, die ene
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fluoreszenzmikroskopische Detektion der Partikel in eukaryontischen Zellen erlaubten
(Schmidt et al., 1999).

Mit Hilfe dieses Systems wurde der Aufnahmeweg der rekombinanten, in vitro-
hergestellten virusanalogen Partikel untersucht. In zwel verschiedenen Maus-Zélllinien,
C2C12-Myablasten und NIH 3T3-Fibroblasten, konnte eine Aufnahme der Partikel
nachgewiesen werden. Die Aufnahme erfolgte sehr schnell Gber eine rezeptorvermittelte
Endozytose in endozytotische Vesikel. Nur ein sehr geringer Teil der Partikel gelangte
in den Zellkern, trotz der Anwesenheit einer Kerntransokations-Sequenz am VP1-N-
Terminus. Der grofite Tell der Partikel wurde jedoch in zelluldren Lysosomen
angereichert.

Flr therapeutische Anwendungen ist nicht nur eine Aufnahme der Partikel in die
Zielzellen essentiell, sondern auch ein intrazellulérer Transport des Wirkstoffs an seinen
Wirkungsort. Im Fall von DNA, misste ein Transport in den Zellkern erfolgen, fir
andere Molekile, wie RNA, Peptide und Proteine ist im Allgemeinen eine Freisetzung
ins Zytoplasma erforderlich. Die hier verwendeten virusanalogen Partikel wurden zwar
in verschiedene eukaryontische Zellen aufgenommen, aber eine Freisetzung ins
Zytoplasma oder ein Transport in den Zellkern fand kaum statt. Daher missten in
weiteren Arbeiten Kapsomere in die virusanalogen Partikel integriert werden, die so
modifiziert wurden, dass sie eine endosomale Freisetzung der Kapside erreichen.
Beispielsweise konnten Membranfusions-Peptide, die von dem Influenzavirus-
Hamagglutinin abgeleitet sind (Guy et al., 1995), unter Verwendung von Cystein 248,
an das Kapsid gekoppelt werden. Fir einen effizienten Transfer eines Therapeutikums
mit virusanalogen Partikeln ist jedoch ein detailliertes Verstandnis des Aufnahmewegs
des natirlichen Polyomavirus erforderlich. In weiteren Arbeiten wére es daher auch
wichtig, neben dem VP1-Protein weitere virale Komponenten oder Modifikationen zu
identifizieren, die mit zelluléren Proteinen wechselwirken und das Virus schliefdlich in
den Zdlkern transportieren. Das hier beschriebene System zur direkten
Fluoreszenzmarkierung sollte grundsétzlich auch zur Markierung vollsténdiger Viren
geeignet sein, sofern ein Cystein auf die Virusoberflache eingefiihrt wird. Mit dieser
ortsspezifische Markierung kann weitgehend verhindert werden, dass der Farbstoff
essentielle Funktionen des Kapsids, wie z.B. die Rezeptorbindung blockiert.

Weiterhin wurden in der vorliegenden Arbeit VP1-Kapsomere hergestellt, die dem
Kapsid neuartige Funktionen verleihen sollten. Fur eine bevorzugte Aufnahme der
Kapside in Zellen, die verstarkt Integrinrezeptoren exprimieren, wurden Kapside
hergestellt, die auf ihrer Oberflache RGD-Maotive exponieren, die zur Bindung an
Integrinrezeptoren erforderlich sind. Fur eine dieser Varianten konnte eine hohere
Aufnahme in C2C12-Zellen gezeigt werden, so dass ein Targeting der Kapside Uber ein
RGD-Motiv grundsétzlich mdglich erscheint. Kapside mit einem funktionellen RGD-
Motiv wéren potentiell fir eine Tumortherapie interessant, da Epithelzellen in soliden
Tumoren bei der Angiogenese Integrinrezeptoren Uberexprimieren (Pasqualini et al.,
1997, Hart, 1999).

Eine andere Variante, VP1-R77W, wurde hergestellt, die nicht mehr an
Sialyloligosaccharide binden konnte. Diese Kapside sollten nicht mehr in
eukaryontische Zellen aufgenommen werden. Eine Blockierung des nattrlichen
Aufnahmewegs der Partikel wére wichtig, um eine zelltypspezifische Aufnahme zu
erreichen. Es zeigte sich jedoch, dass eine Verhinderung der Sialyloligosaccharid-
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Bindung alein nicht ausreicht, um zumindest in Zelkulturen, die Aufnahme der
Partikel in die Zellen zu verhindern. Diese Experimente belegen wiederum, dass auch
ein grundlegendes Verstandnis tber den Aufnahmeweg von natlrlichem Polyomavirus
unbedingt fir die Entwicklung eines Gentherapie-Systems, das auf virusanalogen
Partikeln beruht, erforderlich ist.

Fir eine Kopplung anderer Proteine und Proteindomanen, beispielsweise fur eine
zelltypspezifische Rezeptorbindung, wurden Varianten des Hullproteins VP1
hergestellt, die die Insertion einer WW-Doméne enthielten. Die WW-Doméane wurde
auf der KapsidaulRenseite exponiert und war in der Lage, prolinreiche Liganden zu
binden. Die Bindungsaffinitdt der WW-Domane wurde durch die Insertion in einen
VP1-b-Turn nicht beeintréchtigt. Fir eine dauerhafte Kopplung der Liganden war
jedoch die Dissoziationsgeschwindigkeit zu schnell. In weiteren Arbeiten wird daher
versucht, fir eine dauerhafte Kopplung der Liganden durch Protein Design eine
Disulfidverbrickung zwischen der WW-Doméane und dem prolinreichen Ligand
einzufihren (Christoph Parthier, Dissertation in VVorbereitung).

Das grofde Hindernis fur die hier beschriebenen Arbeiten stellte das Fehlen eines
Protokolls fur den Einschluss biologisch aktiver Substanzen in die virusanalogen
Partikel dar, so dass bel keiner der beschriebenen VP1-Varianten, eine Analyse der
Auswirkungen der Modifikation des Hllproteins auf die biologische Aktivitdt méglich
war. Da ein Einschluss von Plasmid-DNA in Polyomavirus-analoge Partikel sehr
ineffizient verlauft und nur zu auRerst geringen Transfektionsraten fuhrt (Dirk Esser,
Dissertation in Vorbereitung), wurde als Alternative ein System geplant, mit dem es
moglich wurde, Proteine und Peptide in die virusanalogen Partikel einzuschlief3en. Dazu
wurde an den N-Terminus des VP1 eine WW-Domane fusioniert, die mit prolinreichen
Liganden interagiert und diese wéahrend der in vitro-Assemblierung in das Kapsid
dirigiert. Auf diese Weise konnten etwa 230 Peptide und etwa 15 GFP-Molekile
(Gunther, 2000) in ein Kapsid eingeschlossen werden. Fur Peptide und Proteine konnte
ein Delivery in eukaryontische Zellen gezeigt werden.

Ein weiterer Ansatz zur Umgehung der ineffizienten DNA-Verpackung in virusanaloge
Partikel war die Herstellung eines viralen Gentransfer-Systems, basierend auf murinem
Polyomavirus. Dafir wurde ein essentieller Teil des Polyomavirusgenoms durch das
Reportergen GFP ersetzt. Der im Genom substituierte Bereich, die T-Antigene, wurden
in einem Tetracyclin-regulierten Expressionssystem stabil in  NIH 3T3-Zellen
exprimiert. Bel einer stabilen Integration der viralen DNA veranderten sich jedoch die
relativen Mengen der einzelnen alternativen Spleifl3produkte, so dass hauptsachlich das
grol3e T-Antigen exprimiert wurde. Die geringe Expression des kleinen und mittleren T-
Antigens verhinderte das Erreichen hoherer Titer der replikationsdefizienten Viren.
Durch die Verwendung von zwel episomaen Vektoren konnte gezeigt werden, dass
eine Verpackungssignal-Sequenz fir einen Einschluss des Plasmids in Viruspartikel
nicht zwingend notwendig ist. In weiteren Arbeiten sollten zur Erhohung des Titers, der
replikationsdefizienten Polyomaviren, die cDNAs der T-Antigene einzeln exprimiert
werden, so dass ein aternatives Spleif3en nicht mehr notwendig ist. Damit kdnnte das
Potential von Polyomavirus und Polyomavirus-analogen Partikeln alternativ zu einer in
vitro-DNA-Verpackung untersucht werden. Dieses System waére ebenfalls hervorragend
fur eine Analyse der unterschiedlichen Modifikationen des Hullproteins VP1 geeignet.
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Zusammenfassend l8sst sich sagen, dass Polyomavirus-analoge Partikel ein grof3es
Potential flr die Entwicklung neuer Therapeutika besitzen. Das Hullprotein VP1 |&sst
sich an verschiedenen Stellen modifizieren, so dass neue Funktionen in die Proteinhtlle
eingefihrt werden koénnen. Die Herstellung gemischt assemblierter Kapside erlaubt
weiterhin eine Kombination dieser verschiedenen Funktionen. Auch wenn sich in
Zukunft eine in vitro-Verpackung von Plasmid-DNA als schwierig erweisen sollte,
wurde hier ein aternatives System zum Delivery von Peptiden und Proteinen
vorgestellt. Analog zu der Bindung prolinreicher Liganden an die WW-Domane
koénnten nach demselben Prinzip Oligonukleotide oder Ribozyme an spezifische DNA-
oder RNA-Bindungsdoménen gebunden und in das Kapsid eingeschlossen werden. In
weiteren Arbeiten sollte zundchst vorwiegend der Aufnahmemechanismus der
virusanalogen Partikel im Vergleich zu dem nattrlichen Virus untersucht werden, so
dass Maoglichkeiten fur eine effizientere endosomale Freisetzung, oder fir eine
Blockierung des nattrlichen Aufnahmewegs gefunden werden kénnen. Es wére
weiterhin wichtig, die Immunogenitét der Partikel im Menschen zu untersuchen. Eine
starke Immunreaktion gegen das Hullprotein VP1 kdnnte einen therapeutischen Einsatz
moglicherweise verhindern. Viele der hier untersuchten Modifikationen des
Hullproteins VP1 sind jedoch nicht zwingend auf dieses beschrénkt, beispielsweise ist
eine ortsspezifische Fluoreszenzmarkierung prinzipiell auf alle Viren und virusanal ogen
Partikel Ubertragbar. Auch eine Kopplung von Proteinen und Proteindomanen mit Hilfe
von WW-Doméanen und prolinreichen Sequenzen koénnte auf andere virale und nicht-
virale Therapiesysteme Ubertragen werden. Somit liefert die vorliegende Arbeit nicht
nur neue Ergebnisse zum Verstandnis der in vitro-Assemblierung und zur zellul&ren
Aufnahme Polyomavirus-analoger Partikel, sondern besitzt auch ein generelles
Anwendungspotential in der nolekulare Therapie.
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7 Anhang

7.1Abkirzungen

APS Ammoniumperoxodisulfat

BSA bovine serum albumin (Rinderserumal bumin)
CBD Chitinbindungsdomane

CD Zifkular-Dichroismus

CLSM konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

DAB Diaminobenzidin

DsRed rotfluoreszierendes Protein aus Discosoma sp.
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

GFP grunfluoreszierendes Protein aus Aequorea victoria
GST Glutathion-S-Transferase

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsdure
IPTG | sopropy! -3-D-thiogalactosid

LB Luria-Bertani

OD¢gno optische Dichte bei 600 nm

PAGE Polyacrylamidgel el ektrophorese

PBS Phosphatgepufferte K ochsal zl 6sung

PCR Polymerase-K ettenreaktion

RGD Arginin-Glycin-Aspartat

SDS Natriumdodecylsulfat

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

Tris Trishydroxyaminomethan

VP1 Polyomavirus Hullprotein 1

V, Saulenvolumen

wt Wildtyp
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7.2Erklarung englischer Fachbegriffe

Annealing

Antisense
b-Turn

Blunt end
Core
Cross-linking

Cycle Sequencing

Delivery
Insert
Jellyrall

large-plaque
Linker

Loop
Monolayer
Pinhole
Plaque

Random Caoil
small-plaque
Soak

Sicky end
Tag
Targeting

Hybridisierung von enzelstrangigen, komplementaren DNA-
Fragmenten

nicht-codierender DNA-Strang

verbindende Struktur zwischen b-Faltblatt-Strangen
DNA-Ende ohne ungepaarte Basentiberhénge
Kernbereich

chemisches Verbinden von Proteinen

zyklische Wiederholung der Reaktionsschritte bei der DNA-
Sequenzierung

Transport therapeutischer Substanzen in Zellen
eingefligtes Fragment

topologische Konformation in Proteinen, die durch b-Faltblatter
gebildet wird

Virus-Stamm der grof3e Plaques verursacht
verbindender Sequenzabschnitt in Proteinen oder DNA
bogenartige Struktur in eéinem Protein

einzelne Schicht

Lochblende

Bereich lysierter Zellen in einem Zell-Monolayer, durch en
Virus hervorgerufen

unstrukturierter Bereich in Proteinen
Virus-Stamm der kleine Plaques verursacht

aufsaugen, hier: Inkubation von Proteinkristallen mit einem
Puffer, der Liganden enthélt, die an das Protein binden

DNA-Ende mit Uberhéngen ungepaarter Basen
kurzes Sequenzfragment an den Enden von Proteinen oder DNA
ortsspezifische Adressierung
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7.3Ubersicht (iber die hergestellten VP1-Varianten

VP1-Wildtyp aus pv P1

v
VP1-G383P-N384G (hier als“Wildtyp” bezeichnet)

A y y

VP1-CalS VP1-2C VP1-DC61
C11S, C15S, C19S, C273S, C282S C11S, C15S, C273S, C282S C-terminale Deletion

VP1-R77W

R77W

VP1-DN14
N-terminale Deletion

VP1-3C-WW150
Insertion einer WW-Doméane

VP1-WW14

N-term. WW-Domane

VP1-WW150
Insertion einer WW-Doméane

VP1-WW?292
Insertion einer WW-Domane

VP1-1RGD150 VP1-1RGD292
Insertion eines RGD-Motivs Insertion eines RGD-Motivs

Funktion Variante K apitel
[__1 Proteinreinigung VP1-wt (G383P, N384G) 31,41
[ 1 Untersuchung der in vitro-Assemblierung VP1-CallS, -2C, -DC61 3.2,4.2
1 Fluoreszenz-Markierung VP1-CdlS-T248C, -3C 33,43
[ Bindung an Integrin-Rezeptoren VP1-1RGD150, -1RGD292 35,35
I Blockierung Sialyloligosaccharid-Bindung  VP1-R77W 3.6,4.6

B Kopplungsmodul auf der KapsidaulRenseite  VP1-WW150, -WW292, -3C-WW150 3.7,4.7
I De<livery von Proteinen und Peptiden VP1-WW14 3.7,4.7
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