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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Wasist Gentherapie?

Urspringlich bedeutete Gentherapie die Behandlung von Krankheiten durch Ersetzen des
defekten Gens, das die Krankheit verursacht. Die Fortschritte in der Molekulargenetik seit ca.
20 Jahren haben den Horizont auf diesem Gebiet erweitert. Derzeit versteht man unter
Gentherapie alle Behandlungen, bei denen genetisches Material in Zellen eingefthrt wird, um
dem Organismus zu helfen, eine Krankheit zu Gberstehen. Neben dem Ersatz des defekten
Gens kann die Gentherapie die Expressionssteigerung eines vorhandenen Gens oder die
Einfihrung von “neuen” Genen umfassen. Daruberhinaus kann unter Gentherapie aber auch
die Einfihrung von Substanzen verstanden werden, die die Expression eines Gens selektiv
blockieren, um beispielsweise die Expression eines schadlichen Gens (z. B. Onkogens) zu
verhindern.

Die erfolgversprechendsten Kandidaten fur eine Gentherapie sind Krankheiten, die durch
Defekte eines einzelnen Gens verursacht werden. Cystische Fibrose, Hamophilie A und B
sind dabei zu nennen, aber auch Duchenne Muskeldystrophie, ADA-Mangel, Phenylketonurie
und familiare Hypercholesterindmie (Verma und Somia 1997). Diese Krankheiten sind relativ
selten. Cystische Fibrose z. B. tritt bei einer von 2500 Lebendgeburten auf, Phenylketourie bei
einer von 12500 (Morgan und Anderson 1993). Unter der Leitung von W. French Anderson
wurde 1990 erstmalig ein gentherapeutisches Protokoll zur Heilung einer Adenosin-
Desaminase-Defizienz erfolgreich angewendet. Bernivo Transfer des ADA-Gens in
Lymphozyten und deren Reimplantation fuhrten zur Wiederherstellung der zellularen und
humoralen Immunitat (Bordignon et al. 1995).

Neben der Therapie von seltenen Erbkrankheiten sollen durch gentherapeutische
Behandlungen auch Patienten mit weit verbreiteten Krankheiten wie Krebs, AIDS, Diabetes
und Allzheimer-Syndrom geheilt werden. Die Mehrzahl der gentherapeutischen Verfahren,
die sich in der klinischen Phase befinden, dienen der Behandlung solcher erworbener
Krankheiten (Eck und Wilson 1996). Die schnellere Entwicklung der Gentherapie fur
erworbene Krankheiten im Vergleich zur Gentherapie von erblichen Einzelgendefekten hat
vor allem zwei Grunde: i) die Behandlung von erblichen Krankheiten erfordert eine
Langzeitgenexpression fur Monate oder Jahre, die sehr schwierig zu erreichen ist, und ii) fur

die unmitelbar lebensbedrohenden Krankheiten, wie Krebs und AIDS ist eine groRe Zahl an
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Patienten verflugbar. Jedoch ist die molekulare Basis der erworbenen Krankheiten sehr
komplex und wenig verstanden. Daher wird versucht, neue molekulare Funktionen
einzufugen, die den Verlauf einer Krankheit beeinflussen. Beispielsweise werden
Tumorzellen mit “Selbstmord’-Genen, wie der HSV-Thymidin-Kinase, transfiziert. Nach der
Behandlung mit Ganciclovir werden selektiv nur Tumorzellen getotet, da nur Tumorzellen die
Thymidinkinase exprimieren, die das Ganciclovir in Verbindungen umsetzt, die den Zelltod
induzieren (Klatzmann et al 1997).

Es gibt zwei grundsatzlich unterschiedliche Wege, die fir die Gentherapie genutzt werden
konnen: Einerseits eine indirektex vivo Methode, bei welcher dem Patienten Zellen
entnommen, in Kultur modifiziert und anschlie3end transplantiert werden, und anderseits die
direkte,in vivo Gentransfer-Methode, bei der ein Vektor direkt in den Patienten injiziert wird.
Obwohl die Identifizierung des geeigneten Gens und des Zielgewebes fir eine erfolgreiche
Gentherapie wichtig sind, ist immernoch der effiziente Transport des geeigneten Gens in den
Zellkern des passenden Zielgewebes der limitierende Schritt. Demnach sollte ein geeignetes
Vektorsystem i) die zelltypspezifische Bindung an die Zelloberflache, ii) die Internalisierung,
iii) die Freisetzung aus Endosomen und iv) das nuklEggeting gewahrleisten (Abb.1).

« Binding

« Internalization

Plasma cell
rane
membra Endosome

Y
(\g « Vesicle disruption
Cytoplasm N @
\

ﬂ;leus\

Abb. 1. Transfektionsweg eines viralen Vektors am Beispiel von Adenovirus (Curiel 1995).

Adenovirus
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1.2 Vektorsysteme

Es gibt zwel verschiedene Kategorien von Vektorsystemen - virale und nicht-virale. Mit

viralen Vektoren werden deutlich hohere Gentransfereffizienzen erreicht als mit nicht-viralen
Vektoren. Retroviren und Adeno-assoziierte Viren (AAV) haben desweiteren den Vorteil, dal3
die DNA, die sie in die Zielzellen einfuhren, in das zellulare Genom integriert wird (Robbins
et al 1998). Dadurch kann eine Langzeitexpression des therapeutischen Gens ermdglicht
werden. Die Anwendung viraler Verktoren zur Gentherapie wird jedoch immernoch durch
Probleme, wie Immunogenitat, Pathogenitat, Grol3en- und Sequenzbeschrankungen fir die
therapeutische DNA oder Schwierigkeiten bei derge scale Virion-Produktion
eingeschrankt (Paul et al. 1997). Nicht-virale Systeme, wie Liposomen und DNA-Konjugate
sind weder immunogen noch pathogen und kostenginstig in hoher Reinheit zu produzieren,
aber auch weniger effektiv fur den Gentrangfenivo. Im Gegensatz zu einigen viralen
Vektoren wird mittels nicht-viraler Vektoren nur ein transisiente Expression des
therapeutischen Gene ermdoglicht. Im Folgenden werden die Vor- und Nachteile einiger
Transportsysteme dargestellt, um die Anspriche an ein "ideales" Vektorsystem zu

verdeutlichen.

1.2.1 Virale Vektorsysteme

Aufgrund ihres Lebenszyklus sind die Saugerviren der Ausgangspunkt fur die Konstruktion
therapeutischer Gentransfersysteme gewesen. Alle diese Viren sind in der Lage, ihr
genetisches Material in Wirtszellen zu transferieren und zu exprimieren. Um diese Viren zu
geeigneten Vektoren zu entwickeln, missen jedoch einige virale Funktionen verandert
werden. Zur Vermeidung von pathogenen Effekten, die durch die virale Replikation bedingt
werden, wurden virale Vektoren konstruiert, die nicht fahig sind, sich in den Zielzellen zu
replizieren. Dazu wurden spezifische Gene, die fir die Virusreplikation und die
Assemblierung notwendig sind, aus dem viralen Genom entfernt und durch das therapeutische
Gen ersetzt. Mit diesem Konstrukt werden spezielle Verpackungszelllinien transfiziert, in
derem zellularen Genom die deletierten viralen Gene bereits stabil inseriert sind. Durch die
Verpackungszelllinien werden somit die fur die Replikation oder Verpackung notwendigen
Proteine bereitgestellt, deren Gene den viralen Vektoren fehlen. Auf diese Art werden
replikationsdefiziente Retroviren, Adenoviren, Adeno-assozierte Viren und Herpes Simplex-
Viren produziert. Theoretisch kann das Virus jedoch immernoch seine Replikationsdefizienz

Uberwinden, indem es undefinierte Wirtszellfaktoren nutzt oder im Patienten eine
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Rekombination mit Wildtyp-Viren bzw. mit homologen endogenen Virussequenzen
stattfindet. Glucklicherweise wurden bisher diese Ereignisse in den vorklinischen und

klinischen Studien mit viralen Vektoren noch nicht beobachtet (Eck und Wilson 1997)

Retroviren

Derzeit werden in klinischen, gentherapeutischen Studien vier Virustypen eingesetzt -
Retroviren, Adenoviren, Adeno-Assozierte Viren und Herpes-Simplex Viren. In der Mehrzahl
der Untersuchungen werden retrovirale Vektoren, basierend auf dem Murine Leukaemia
Virus (MLV), verwendet. Da die Genomstruktur der Retroviren einfach ist, sind
Manipulationen innerhalb der Vektoren fur eine gentherapeutische Anwendung mdglich.
Durch die Entfernung der Gemgag, pol undenv kénnen bis zu 8 kb therapeutische DNA in
retrovirale Vektoren eingefligt werden. Die relativ geringe Kapazitat fir Fremd-DNA ist ein
Nachteil retroviraler Systeme. Vorteilhaft ist hingegen, dal3 die therapeutische DNA in das
Zielzellgenom integriert wird und eine Langzeitexpression maglich ist, ohne dal3 gleichzeitig
auch virale Gene exprimiert werden. Da eine Wirts-Immunitat gegen Retroviren selten ist,
verursachen retrovirale Vektoren kaum immunologische Probleme beim Patienten (Verma
und Somia 1997). Kritischer zu bewerten ist jedoch, daf3 die Vektor-DNA weitgehend zufallig
in die Wirtschromosomen integriert wird. Dies kdnnte zur Aktivierung von Onkogenen oder
zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen fuhren. Wahrend die Anwendung MLV-
basierter retroviraler Systeme auf sich teilende Zellen beschrankt ist, kbnnen mit Vektoren,
die von Lentiviren abgeleitet sind, sowohl sich teilende als auch nicht teilende Zellen
transfiziert werden. Im Vergleich zu anderen Vektoren sind Retrovirus-Praparationerf mit 10

Partikel pro ml relativ gering konzentriert (Eck aund Wilson 1997).

Adenoviren

Diese grofRReren, nicht membranumhdullten Viren mit einem doppelstrangiges DNA-Genom

besitzen eine komplexere Genomstruktur als Retroviren. Obwohl verschiedene adenovirale
Serotypen bekannt sind, wurden vor allem die Serotypen 2 und 5 zur Konstruktion von

Vektoren genutzt. Die meisten adenoviralen Vektoren basieren auf bakteriellen Plasmiden die
das adenovirale Genom mit Deletionen der E1 und E3-Gene kodieren. Aufgrund der
Deletionen sind die Viren replikationsdefizient und besitzen eine Kapazitat fur Fremd-DNA

bis zu 30 kb. Die rekombinanten Vektoren kdénnen in komplementéren Zelllinien in hoher

Konzentration (18 Partikel pro ml) produziert und auf Grund ihrer hohen Stabilitat noch

weiter aufkonzentriert werden.
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Ein Vorteil adenoviraler Vektoren ist ihr breites Spektrum an Wirtszelltypen, die unabhangig
von der Zellcyclus-Phase transfiziert werden kénnen. Adenovirale Vektoren kdnnen Zellen
sehr effektivex vivo undin vivo transfizieren, woraus eine starke Expression des Transgens
resultiert. Da das virale Genom episomal bleibt, ist jedoch nur eine transiente Expression
maoglich. Zusatzlich werden zu einem geringer Anteil auch virale Proteine exprimiert. Diese
virale Genexpression induziert eine CD4- und CD8-abhangige Immunantwort, die ebenfalls
die Expressionsdauer des Transgens verklrzt (Robbins et al. 1997). Neben der cytotoxischen
zellularen Immunantwort wird auch die humorale Immunantwort induziert. Aus der
humoralen Antwort resultiert die Bildung von Antikérpern gegen adenovirale Proteine, so daf3
bei einer zweiten Injektion mit adenoviralen Vektoren eine erfolgreiche Transfektion
verhindert wird. Unglucklicherweise fur die Gentherapie haben die meisten Menschen durch
frdhere Infektionen mit naturlich vorkommenden Adenoviren bereits vor einer

gentherapeutischen Behandlung Antikérper gegen Adeonviren.

Adeno-assoziiertes Virus (AAV)

AAV ist ein nicht pathogenes Parvovirus mit einem kleinen, einstrangigen DNA-Genom. Sein
zwei Gene cap und rep werden von inverted terminal repeats flankiert, die das
Verpackungssignal enthalten. Deap-Gen kodiert virale Hullproteine, dasp-Genprodukt

ist an der viralen Replikation und Integration beteiligt. Zusatzlich benoétigt AAV weitere Gene
fur die Replikation, die von Helferviren (Adenovirus oder Herpes Simplex Viren) geliefert
werden. Das Virus kann ein breites Spektrum an Zellen infizieren und in Anwesenheit den
rep-Genprodukts die virale DNA spezifisch in das Chromosom 19 integrieren. Um AAV-
Vektoren zu produzieren werden diep und cap-Gene durch ein Transgen mit einer
maximalen Grofie von 4 kb ersetzt und mit einem separaéprr und cap+
Expressionsvektor in eine Verpackungszelllinie cotransfiziert und anschlieRend mit einem
adenoviralen Vektor infiziert. Zur Zeit wird die Verwendung von AAV als Vektor flr die
Gentherapie durch Produktionsschwierigkeiten und die weitgehend unverstandene Biologie

der rekombinanten Viren limitiert (Eck und Wilson 1997).

Herpes Simplex Virus (HSV)
HSV ist ein grolRes, doppelstrangiges DNA-Virus mit 70-80 Genen. Das Virus hat ein breites

Wirtszellspektrum und kann sich teilende und nicht teilende Zellen infizieren.. Neben der
hohen Immunogenitat und Pathogenitat wird die gentherapeutische Anwendung von HSV-
Vektoren durch Probleme bei der Produktion von vollstandig replikationsdefizienten Viren

eingeschréankt. Trotz dieser Nachteile sind HSV-Vektoren aufgrund ihres Neurotropismus und
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ihrer hohen Kapazitat fur therapeutische Gene (bis zu 50 kb) fir die Gentherapie attraktiv
(Robbins et al. 1998).

Neben der Effizienz des Gentransfers ist das zelltypspezifitatgeting der Vektoren fur

eine erfolgreichen vivo-Gentherapie entscheidend. Da die Rezeptoren der obengenannten
viralen Vektoren meist ubiquitar sind, verfigen die Vektoren Uber keine befriedigende
Zelltypspezifitat. Daher wurde versuchtargeting-Motive genetisch in die Virushille
einzufligen oder mit den Vektoren kovalent/nicht-kovalent zu verknupfen.

In zahlreichen Experimenten wurde angestrebt, spezifische Antikdrper auf der Oberflache von
Viren, vor allem von Retroviren, zu prasentieren. Dazu wurden scFv-Fragmente in die viralen
Hullproteine eingefugt (Matin et al 1998; Konishi et al. 1998; Chu und Dornburg 1997). Die
resultierenden rekombinanten Retroviren wurden in tierischer Zellkultur hergestellt. Fur
solche retroviralen Systeme muf3 die Virushille aus dem chimaren und dem Wildtyp-
Hullprotein  zusammengesetzt werden. Das Wildtyp-Protein ist essentiell fur die
Membranfusion der Retroviren mit der Zellmembran. Resultierend aus der Co-Expression von
Wildtyp- und modifizierten viralen Proteinen sind die Titer der Antikorper-prasentierenden
Retroviren niedriger als die Titer bei der Produktion nicht modifizierter Viren (Konishi et al.
1998). AulRerdem sind die rekombinanten Viren bezuglich ihrer Zusammensetzung nicht klar
definiert.

Neben Antikérpern und deren Derivaten wurden auch virale Hllproteine und Peptide, wie
Wachstumsfaktoren und Hormone dkargeting-Motive verwendet. Beispielsweise konnten
durch den Einbau des HIV-Hullproteins gp120 in die Membran des replikationsfahigen,
rekombinanten Visikularen Somatitis Virus (VSV) und des Moloney Murine Leukemia Virus
(MuLV) spezifisch CD4-positive Zellen transfiziert werden (Johnson et al. 1997; Schnierle et
al. 1997). Trotz vielversprechender Teilerfolge bereiten allen diesen Systemen neben der
Unterdriickung der Virusbindung an seinen natirlichen Rezeptor, der Verlust der
ursprunglichen Transfektionseffizienz die grofdten Schwierigkeiten. Daruberhinaus ist
entweder ein regulierbarer, definierter Einbau Tergeting-Motiv in die Virushiille oder die
Synthese von exogenefargeting-Motiven in ausreichender Quantitdt und Reinheit
problematisch.

Ohno et al. (1997) konnten diese Probleme zumindest teilweise vermeiden, indem sie die
Antikdrperbindungsdomane vom Protein A in die Virushille des Sindbis Virus einfihrten.
Dadurch kénnen entsprechend der Wahl der Zielzelle verschiedene Antikérpern an das

rekombinante Sidbis Virus gekoppelt werden, ohne den Vektor fur jEalgsting erneut
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genetisch verdndern zu missen. Unter Verwendung des Mark@@zadactosidase konnten

in vitro antigenpositive Zellen mit hoher Effizienz transfiziert werden. Nachteilig ist jedoch,
dal3 Fv-Fragmente und andere kleinere Antikorperfragmente sowie auch Liganden, die sich
nicht von Antikdrpern ableiten, nicht an den Vektor zu koppeln sind.

Wahrend in vielen Vektorsystemen Liganden Bdsgeting-Motive genutzt werden, um die
rekombinanten Vektoren durch die Bindung an die entsprechenden Zelloberflachenrezeptoren
zu den gewilsnchten Zielzellen zu dirigieren, verfolgten Conzelmann und Mitarbeiter
(Mebatsion et al. 1997) einen umgekehrten Ansatz. Sie verwendeten zellulare Virus-
Rezeptoren, um Vektoren zu konstruieren, die gegen Zellen gerichtet sind, die virale
Glykoproteine als Liganden auf der Oberflache prasentieren. Dazu wurde ein funktioneller
HIV-Rezeptor-Komplex, zusammengesetzt aus CD4- und CXCR4-Derivaten, anstelle des G-
Spikeproteins in die Virushille von Rabdoviren eingefuhrt. Die resultierenden Rabdoviren
transfizieren selektiv Zellen, die HIV-Env-Proteine exprimieren. Solche viralen Vektoren, die
Virus-Rezeptoren auf der Virushille prasentieren, sind vielversprechende Reagenzien fir das
Targeting und die Eliminierung von Virus-infizierten Zellen.

Obwohl es derzeit unwahrscheinlich ist, daf3 ein einzelnes virales Konstrukt als idealer Vektor
fur alle gentherapeutischen Anwendungen eingesetzt werden wird, sollten einige virale
Vektoren nach einer weiteren Entwicklungsphase fir spezifische gentherapeutische

Problemstellungen Losungen bieten.

1.2.2 Nicht-virale Vektor systeme

Aufgrund einiger nur schwer Uberwindbarer Probleme viraler Vektorsysteme, haben nicht-
virale Systeme zunehmend an Bedeutung gewonnen. Beispiele fir nicht-virale
Transfektionsverfahren sind: Elektroporation, Mikroinjektion, ballistische Methoden,
Kalziumphosphatprazipitation, Liposomen, Kondensation der DNA mit kationischen
Polymeren (z.B. Polylysin), Lipiden oder Dendrimeren (Ledley 1995). Deutlicher Nachteile
aller dieser Methoden sind die von Zelltyp zu Zelltyp stark schwankende
Transfektionseffizienz, die fehlende Zellspezifitat, der mangelnde Schutz der DNA vor
lysosomalem Abbau und die transiente Expression. Einige der Methoden wurden jedoch
soweit optimiert, dal3 sie aufgrund der guten Verflugbarkeit und leichten Handhabbarkeit der
nicht-viralen Transfektionsagenzien héaufig in Zellkultur eingesetzt werden. Dartberhinaus
wurden kationische Lipid-DNA-Komplexe zumm vivo-Gentransfer in einer Vielzahl von
Mausgeweben verwendet (Zhu et al. 1993).

GroRe Erwartungen werden auch in Verfahren gesetzt, die auf der Rezeptor-vermittelten
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Endocytose beruhen und damit beides, eine hohe Effizienz und Spezifitdt des zellularen
Targeting versprechen. Eukaryotische Zellen nutzen die Rezeptor-vermittelte Endocytose, um
verschiedene Molekile, einschlief3lich Wachstumsfaktoren, Cytokine, Hormone und Carrier,
wie LDL und Transferrin aus dem extrezellularen Milieu aufzunehmen. In den
Modellexperimenten zum Rezeptor-vermittelten Gentransfer wurden neben Transferrin
Asialooromucoid, Insulin, verschiedene Zucker und monoklonale Antikérper verwendet (Guy
et al 1995). Um diese Liganden in DNA-Carrier zu verwandeln, wurden sie kovalent mit
verschiedenen DNA-Bindungsmolekillen verknipft. Das meist verwendete DNA-
Bindungsmolekdl ist Poly-L-Lysin, das die DNA nicht nur bindet, sondern auch zu toroidalen
Strukturen kondensiert. Birnstiel’'s Gruppe, die vor allem mit Transferrin-Polylysin-
Konjugaten arbeitet, konnte dabei zeigen, dal3 neben freiem Polylysin lediglich ein kleiner
Anteil des Polylysins als Transferrin-Konjugat vorliegen muf3, um einen optimal
kondensierten DNA-Transfferrin-Polylysin-Komplex mit einer ausreichenden Konzentration
an Ligand zu bilden (Wagner et al. 1991). Die Endocytose von DNA-gebundenen Liganden
(binaren Komplexen) als neue Technologie des Gentranfers war jedoch ohne weitere Zusatze
nicht effizienter als andere etabliertere nicht-virale Methoden (Guy et al. 1995). Da die
Zugabe von Chloroquin in vielen Fallen einen Anstieg der Transfektionseffizienz bewirkte,
war zu vermuten, dal3 in Abwesenheit von Chloroquin ein grol3er Teil der DNA lysosomal
abgebaut wurde. Demzufolge wurde versucht, natirliiosomen Escape-Mechanismen

von Viren, wie Adeno-oder Influenzavirus, zu nutzen. Dazu wurden inaktivitierte Adenoviren
entweder dem Transfektionsmedium zugesetzt oder kovalent an Polylysin unter Bildung eines
ternaren Komplexes gebunden (Curiel et al. 1991, Wagner et al. 1992). Mit ungebundenen
Adenoviren konnte die Transfektionseffizienz um das 100fache auf 5-10%
Transfektionseffizienz, mit Adenovirus-Polylysin-Transferrin-Komplexen sogar um das
1000fache gesteigert werden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit ternaren
Asialoglykoprotein-Komplexen erzielt (Cristiano et al. 1993). Das Hauptproblem dieser
Komplexe ist ihre Grofde mit nahezu 200 nm im Durchnesser. Wahrend der Gentransfer in
Zellkultur dadurch nicht beeinflu3t wird, schrankt die GréRe der Komplexeandigvo-
Anwendung des Vektorsystems ein, da die ternaren Komplexe auf dem Weg zu den Zielzellen
die Kapillaren des Blutkreislaufes nicht passieren kdnnen (Guy et al. 1995).

Aufgrund der der verschiedenen Probleme aller aktuellen Vektorsysteme gewinnen Systeme
an Attraktivitat, die zwar aus viralen Hullproteinen aufgebaut sind, aber keine Viren sind.
Diese Virus-analogen Partikel (VLP’s) bestehen aus einer rekombinant produzierten

Virushulle ohne jede infektiése virale RNA oder DNA. Mit der Verwendung von VLP’s als
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Vektoren konnten die Starken viraler Systeme in der Transfektionseffizienz und dem

Targeting genutzt und gleichzeitig das Risiko der Infektidsitat vermieden werden.

1.2.3 Virusanaloge Partikel (VLP’s) als nicht-virale Vektoren

Zahlreiche ikosaedrische Viruskapside konmervitro reversibel aus ihren Untereinheiten
assembliert werden (Johnson und Speir 1997). Inbesondere Pflanzenviren, wie das Cowpea
Chlorotic Mottle Virus sind gut untersuchte Modellsysteme fir die biophysikalische
Charakterisierung des Assemblierungsprozesses von Virushillen (Zhao et al. 1995). Wéahrend
einige Viren fur Kapsidassemblierung die entsprechende virale RNA oder DNA benétigen,
konnten die Hullproteine der Papovaviren in Abwesenheit von viraler DNA zu leeren
Virushullen rekonstituiert werden (Kirnbauer et al. 1992; Salunke et al. 1986; Oppenheim et.
al. 1986). Dazu wurden die Hillproteine meistens mittels Baculovirusvektoren in
Insektenzellen poduziert, wo sie spontan zu Virus-ahnlichen Partikeln assemblierten. Fur
SV40- und Polyoma-VLP’s konnte gezeigt werden, dald diese Pseudokapside Frenml-DNA
vitro verpacken und zur Transfektion von Saugerzellen zu verwenden sind (Forstova et al
1995; Sandalon et al. 1997). Da auf der Oberflache von VLP’s hervorragend Antigene
prasentiert werden konnen, ist die Vakzinierung neben der Gentherapie ein weiteres
Anwendungsgebiet der VLP's (Wan et al. 1997).

Potentielle Vorteile von VLP’s als Vektorsysteme gegentber viralen Vektoren sind die leichte
Handhabbarkeit, die kostengunstige Produktion, die Reinheit und Homogenitat. Vielleicht
noch wichtiger ist die Moéglichkeit, die VLP s mit weiteren Proteinen oder Proteindoméanen zu
kombinieren und voéllig neuartige Partikel zu konstruieren, deren Eigenschaften vorbestimmt
und kontrolliert werden kénnen. Auf diese Art kbnnten die VLP’s bezlglich der spezifischen
Bindung an Zelloberflachen, dem endosomoalen Austritt, der Translokation zum Nukleus und

der stabilen Integration in das Zielzell-Genom noch weiter optimiert werden.

Polyoma-VLP's

Polyomavirus-analoge Partikel gehdren zu den am besten charakterisierten VLP’s und wurden
bereits erfolgreich zur zelltypunspezifischen Transfektion von eukaryotischen Zellen
verwendet (Forstova et al. 1995; Soeda et al. 1998).

Polyomaviren sind Tumorviren, die wie SV40 zur Klasse der Papovaviren gehdren.
Biologisch aktiv ist das Polyomavirus in Mauszellen. Das ikosaedrische Capsid besteht aus
den drei Hullproteinen VP1, VP2 und VP3. Uber die Wechselwirkungen von VP1 mit VP2

und VP3 ist bisher nur wenig bekannt. Es wird vermutet, daf3 mit je einem VP1-Pentamer ein
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Molekil VP2 oder VP3 interagiert (Barouch und Harrison, 1994). Allerdings ist VP1 allein
zur Ausbildung einer Virushillen vitro in der Lage (Salunke et al. 1986). Dieses Capsid
besteht wie bei den intakten Polyomaviren aus insgesamt 360 VP1-Monomeren, die in 72
Pentameren angeordnet sind. Diese Struktur ist nicht von der des natirlichen Virus zu
unterscheiden. Dariiberhinaus konnten Salunke et al. (1989) weitere Assemblierungsformen -
kleinere ikosaedrische, oktaedrische und filamentdse Formenn-\iiro-Rekonstitutions-

versuchen nachweisen.

Abb. 2. Struktur von Polyomaviren.

Das Viruspartikel besteht aus 72 Pentameren, die in einem ikosaedrischen Oberflachengitter angeordnet sind.
Der Durchmesser eines Kapsomers (Pentamers) betragt 8,5 nm, der Durchmesser des Kapsid betragt ca. 45 nm.
Die Abbildung wurde von Salunke et. al (1986) ibernommen.

Essentiell fir die Assemblierung scheint die C-terminale Sequenz von VP1 zu sein, deren
Deletion die Capsidbildung unterbindet (Garcea et al. 1987). Die Assoziation zu Pentameren
wird jedoch nicht beeinflul3t Die Struktur der VP1-Hille von Papovaviren (z.B. Polyoma und
SV40) ist einzigartig unter den bisher untersuchten Viren, da das Pentamer als grundlegendes
Element sowohl penta- als auch hexavalente Wechselwirkungen zu benachbarten Pentameren
innerhalb des Capsids ausbildet (Rayment et al. 1982, Salunke et al. 1986). Auf welchen
molekularen Ursachen diese Variabilitat der intermolekularen Wechselwirkungen beruht, &3t
sich aus der bekannten Kristallstruktur des Poyomavirus bisher nicht ableiten (Stehle et al.
1994).

Neben der Fahigkeit zur Capsidbildung besitzt VP1 weitere Funktionen. i) Bindung eines
spezifischen Sialinsaurederivates auf Zelloberflachen ((Stehle und Harrison 1996§-ii) Ca

Bindung, durch dien vitro die Assemblierung zum Capsid reguliert werden kann (Salunke et
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al. 1986) und iii) eine Sequenz-unspezifische, aber hochaffine DNA-Bindung durch N-
terminale Sequenzbereiche (Slilaty et al. 1982; Moreland et al.1991). Unter Ausnutzung

dieser Eigenschaften haben Forstova et al. (1995) in Insektenzellen rekombinant erzeugte
VP1-VLP’s als Vektor verwendet, um artfremde DNA stabil in das Genom von Saugerzellen
zu integrieren. Bei diesem Experiment wurde die natirliche Bindungseigenschaft von VP1 an
Sialinsdurederivate zur Zelladhasion genutzt. Im Hinblick auf eine gezielte, zelltypspezifische
Genherapie muf3 jedoch die natirliche gegen eine neue, zelltypspezifische Adhasionsaktivitat
ausgetauscht werden.

Wie viele andere virale Hullproteine besitzt auch das Polyoma-VP1 als grundlegendes
Strukturmotiv diejelly roll-Topologie (Stehle et al. 1994). Eine Analyse der Struktur einer
Vielzahl vonjelly roll-Proteinen legt nahe, dal3 die Loop-Strukturen innerhallpetigsoll-

Motivs, die in vielen Fallen das aktive Zentrum der jeweiligen Proteine ausbilden, keinen
signifikanten Anteil an der intrinsischen Stabilitdt des Faltungsmotivs haben (Smith et al
1995). Die Integration zuséatzlicher funktioneller Module in diese Loops sollte somit die

grundlegenden biophysikalischen Eigenschaften von VP1 nicht verandern.

Abb. 3. VP1-Pentamer, (Stehle und Harrison 1996. Auflésung 3,6 A)
Aufsicht (links); Seitenansicht (rechts).
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1.3 Problemstellung und Ziele

Polyoma virusanaloge Partikel (Polyoma-VLP’s) sind kunstliche Virushullen, deren einziger
Bestandteil das Hullprotein VP1 ist. Diese Partikel kénmenvitro aus rekombinant
produziertem VP1 ohne Kontamination durch infektiose DNA oder RNA rekonstituiert
werden (Salunke et al, 1986). Da diese VLP’s in der Lage sind, Fremd-DNA zu verpacken
oder zumindest zu binden (Slilaty et al. 1982; Moreland et al.1991), wurden sie als
Transfektionsagenz flr eukaryotische Zellen verwendet (Forstova et al., 1995; Soeda et al.
1998). Polyomaviren besitzen einen natirlichen Tropismus fir Silalinsdurereste, die ein
ubiquitares Oberflachenmotiv von Saugerzellen sind. Aufgrund dieses Tropismus ist bisher
nur ein zelltypunspezifisch@argeting mittels Polyoma-VLP’s moglich.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, auf der Oberflache von VP1 Komponenten mit neuen
Funktionen zu présentieren, die dem Vektorsystem eine Zelltypspezifitat verleihen. Dazu
sollen die neuen Komponenten nicht auf genetischer Ebene mit VP1 fusioniert werden,
sondern als einzelne Module hergestellt und mit der kinstlichen Virushille mittels
polyionischer Fusionspeptide gekoppelt werden (Abb.4).

Am Modell von kurzen, komplementér geladenen Peptiden, die jeweils ein Cystein enthalten,
soll das neuartige Kopplungsprinzip etabliert werden. AnschlieRend ist das Verfahren auf
VP1 und ein geeignetégargeting-Modul zu Ubertragen. Dazu missen beide Proteine durch
Mutagenese mit polyionischen Peptiden fusioniert werden.

N- und C-Terminus von VP1 sind von funktioneller Bedeutung und befinden sich im Inneren
der VLP’s. Durch die Fusion des polyionischen Kopplungsmotivs mit diesen Termini kénnte
dasTargeting-Modul nicht auf der Oberflache der VLP's gekoppelt werden. Auf Grundlage
der Kristallstruktur von VP1 soll daher eine Insertionsmutante modelliert werden. Ideal wéare
es, die VP1-Variante so zu konstruieren, dal3 mit der Einfihrung des Kopplungsankers
gleichzeitig die Sialinsaure-Bindungsstelle von VP1 inaktiviert wird. Damit wére eine
wichtiges Kriterium fur ein zelltypspezifisches Vektorsystem - die Beseitigung der
natdrlichen Zellbindung - erflllt. Ferner ist zu prifen, ob die strukturellen und funktionellen
Eigenschaften des Hullproteins durch die Insertion der polyionischen Peptidsequenz
beeinflul3t werden. Insbesondere ist die Assemblierungsfahigkeit der neuen VP1-Variante zu
untersuchen.

Als Targeting-Doméane des modular konstruierten Vektorsystems soll ein Fv-Fragment des
tumorspezifischen Antikérpers B3 (Pastan et al. 1991) verwendet werden. Ebenso wie VP1,

ist das Fv-Fragment mit einem polyionischen Peptid zu fusionieren. Dieses Peptid soll am C-
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Termius der VH-Doméne eingefihrt werden wund dadurch die Kopplung des
Antikorperfragments auf der Virushille erméglichen.

Dieses modulare Vektorsystem soll in Transfektionsexperimenten auf seine Zelltypspezifitat
Uberpruft werden. B3 ist gegen das Antigen Lewis Y gerichtet, das auf vielen humanen
Tumoren prasentiert wird. Wenn die naturliche Zellbindung von Polyoma-VP1 inaktiviert und
das neuelargeting-Modul funktionell auf der Virushulle gekoppelt wird, sollten nur Lewis

Y-positive Tumorzellen durch VLP/B3-dsFv Konjugate transfiziert werden.

{3

RN RN
ST

Naturliche Sialylsaurebindestelle

Sialylsaurereste auf Zelloberflache
Kopplungsmotiv inaktiviert Sialylsaurebindestelle
Gekoppeltes Targeting-Modul
Zelltypspezifisches Targetmolekdl

Ozeozo

Virusanaloges Partikel

Abb. 4. Strategie flr ein zelltypspezifisches Vektorsystem auf der Basis von Polyoma-VLP’s.
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2MATERIAL

2.1 Chemikalien

1,4-Dithiothreitol

Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Y east Extract

Complete Protease Inhibitor Cocktall
Dimethylsulfoxid (DM SO)

DMEM

Fetales Kalberserum

Glutathion, oxidiert (GSSG)
Glutathion, reduziert (GSH)
Guanidiniumhydrochlorid C-grade
Guanidiniumhydrochlorid ultrapure
Harnstoff
Isopropyl{3-D-thiogalactopyranosid
Kanamycin

L-Arginine Monohydrochlorid
Magermilchpulver Gliicksklee
Penicillin/Streptomycin 100x
RPMI 1640

Triton X-100 10 %

Uranylacetat

ICN, Meckenheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Difco, Detroit, U.SA.
Difco, Detroit, U.SA.
Difco, Detroit, U.SA.
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Sigma, St.Louise
Gibco, Eschwege
Gibco, Eschwege
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Nigu Chemie, Walskraiburg
Applichem, Darmstadt
ICN, Eschwege
Roth, Karlsruhe
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Ajinomoto, Tokio, Japan
Nestle, Schweiz
Gibco, Eschwege
ICN, Meckenheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Merck, Darmstadt

Alle weiteren, nicht aufgefuhrten Chemikalien stammen von den Firmen Merck, ICN und
Sigma und hatten den Reinheitsgrad p.a.. Zur Herstellung von Puffern und Lésungen wurde

Millipore-Wasser verwendet.
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2.2 Standardsund Kits

1 kbp DNA Langenstandard

10 kDa Protein Langenstandard

ECL Western blotting reagents

LMW Electrophoresis Calibration Kit
Calcium Phosphate Transfection Kit
-Galactosidase Enzyme Assay System
Quick Change Site Directed Mutagenesis Kit
Transfection Reagent Selector Kit
Qiagen Plasmid Mini/Midi/Mega Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit
SequiTherm Excel Long-Read DNA
Sequencing Kit

New England Biolabs, Beverly, U.S.A.
Gibco, Eggenstein
Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Invitrogene, Groningen, Niederlande
Promega, Mannheim
Stratagene, Heidelberg
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Biozym, Oldendorf

2.3 Proteine, Peptide, Antikorper und Enzyme

3’-Sialyllactose

ACE;g, ACKg, ACEs, ACKg, ACE;, ACK1g
Anti-B3-Antikorper 1F3.4C1
Anti-Kaninchen-lgG-Peroxidase Konjugat
Benzonase

Laminin-Nonapeptid

Lewis Y (Le")

Lysozym

Pfu-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

RNase

Tag-Polymerase

Trypsin/EDTA (1x)

Syntesome, Moskau, Ruf3land
Dr. Faust, Universitat Halle
U. Brinkmann, NIH, Bethesda
Sigma, St.Louis, U.S.A.
Merck, Darmstadt
Bachem, Heidelberg
Syntesome, Moskau
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Qiagen, Hilden

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
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2.4 Chromatographiematerial

Poros 20 HQ Perseptive Biosystems, Hilden

Poros 20 HS Perseptive Biosystems, Hilden

Superdex 200 prep grade Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Superdex 75 prep grade Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Superspher 100 RP-C18 Merck, Darmstadt

TSK PW 6000 XL TosoHaas, Stuttgart

2.5 Gerate

Es wurden Geréte der Standardlaborausstattung verwendet. Spezielle Gerate werden bei den

einzelnen Methoden explizit aufgefihrt.

2.6 Organismen

Eukaryontische Zellinie:

A431 Epidermale Scheidenkrebszellen

KB3-1 Epidermale Gebarmutterhalskrebszellen
MCF7 Brustkerbszellen

PA-1 Keimzellen

E. coli-Stamme:

BL21 F, ompT, hsdSs (rs'mg™ ), gal, dcm (DES3) (Studier und Moffatt
1986) - Novagene, Madison, USA

Eco Bs8 (Donch und Greenberg 1968) - Roche AG Penzberg

XL1 blue recAl, endAl, gyrA96, tji-1, hsdR17, supE44, relAl [F', proAB,

lacl“ZAM15, TnlO (Tetr)]c - Stratagene, La Jolla, U.S.A.
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2.7 Plasmide

PALVPITAC VP1-Expressionsplasmid (Leavitt et a. 1985); VP1-
Fragment des Maus-Polyoma-Stammes A2 (small
plague strain), Dana Faber Cancer Institute Denver
(USA)

PALVP1GIlu VP1-EgC-Expressionsplasmid (Stubenrauch et al.
2000)

pVHRS8 (Derivat von pYR 38-2; Reiter Expressionsplasmid der VH-Doméane von mAB B3;

et a. 1996) C-terminal um ARCP erweitert (Stefan Gleiter,

Universitat Halle)
pVL (Derivat von pUIli39-1; Reiter et alExpressionsplasmid der VL-Doméne von mAB B3
1996) (Stefan Gleiter, Universitat Halle)
pEIi92 -Galactosidase-Expressionsplasmid (Yerushalmi et

al. 2000); Derivat von CM@ (Clontech, USA)

2.8 Oligodesoxynukleotide

Sequenzierprimer

VP1lintl:

5-CCG CTT GAC CTC CAG GGA CTT-3
VP1int2:

5-TGG ATT CAG GAC TTG GTC TTT G-3
VP1int3:

5-GGC TGG AGA GTT ACA AGA AAC-3
VP1lint4r:

5-CAT TTG TAG GGT GTC ACA GG-3’
VP1int5r:

5-TGT GCC TCC AGT GTA ATT GC-3
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DNase-Schutz-Assay-Primer:

Ampl:

5"-GCA GCA CTG CAT AAT TCT CT-3
Amp2:

5-CAG CGG TAA GAT CCT TGA GA-3
CMV1:

5-GAC GTC AAT GGG TGG AGT AT-3
CMV2:

5-GAG TCA AAC CGC TAT CCA CG-3

VP1-EC-Mutageneseprimer

VP1Glu:

5- ATG GGC TGG AGA GTT ACA AGA AAC GAA GAA GAG GAA GAG GAG GAA
GAA TGT TAT GAT GTC CAT CACTGGAGA GGG C -3

GluvP1

5- G CCC TCT CCA GTG ATG GAC ATC ATA ACA TTC TTC CTC CTC TTC CTC
TTCTTC GTT TCT TGT AAC TCT CCA GCC CAT - 3

Alle verwendeten Oligodesoxynukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg) HPLC

gereinigt bezogen.

2.9 Medien, Antibiotika und Puffer

Zellkulturmedium fir die Kultivierung der PA-1 und KB3-1-Zellen:

DMEM (Gibco, Eggenstein) unter Zugabe von 10 % fetalem Kalberserum, 100 U/ml

Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin

Zellkulturmedium fir die Kultivierung der MCF7 und A431-Zellen:
RPMI 1640 (ICN, Meckenheim) unter Zugabe von 10 % fetalem Kalberrserum, 100 U/ml

Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin

LB-Medium:
10 g/l Bacto Trypton; 5 g/l Yeast Extract; 5 g/l NaCl

Die Losung wurde mit NaOH auf pH 7,5 gebracht und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren
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und Abkihlen wurden nach Bedarf Antibiotika zugesetzt.

SOC-Medium:

2 g Trypton; 0,5 g Hefeextrakt; 0,05 g NaCl
mit H20 auf 100 ml auffullen und autoklavieren
+1 ml 1 M MgCb (sterilfiltriert)

+1 ml 1 M MgSQ (sterilfiltriert)

+1ml 20 % (w/v) Glucose

Fermentations-Medium:
16,0 g NaSQs; 19,74 g (NH)2SOs; 4,0 g NHICl; 116,8 g KHPO4; 32,0 g NalPO4 x
2 H20; 8,0 g (NHy)2-Citrat

Die Salze wurden in 8 | entionisiertes Wasser geldst, und der pH-Wert mit 10 M NaOH auf

pH 7,0 eingestellt.

Feeding-LOsung

In 100 ml kochendem Wasser wurden 330 g Glucose geldst. Die Lésung wurde daraufhin mit
H20 auf 400 ml aufgefullt und autoklaviert.

Es wurden 50 ml einer Salzlésung (1 goN@y; 1,246 g (NH)2SQy; 0,25 g NHCI; 7,3 g
KoHPQy; 1,8 g NaB¥PO4 x 2 Hp0; 0,5 g (NHyp2-Citrat/50 ml HO) angesetzt und
autoklaviert.

Zur Erstellung derfeeding-Losung wurde die Glucoselésung, die Salzlésung, 1 ml 1M
MgSQ4 und 5 ml Spurenelemente (Ca&l6 H20 0,74 g/l; ZnSQ x 7 H2O 0,18 g/l; MnSQ

x H20 0,1 g/l; Na-EDTA 20,1 g/l; Fe@Ix 6 H2O 16,7 g/l; CuSQ@ 0,1 g/l; CoCp 0,104 g/l)

unter Sterilbedingungen zusammengegeben und gut vermischt.

Ampicillin-Stammldsunag:

100 mg/ml in BO. Die Losung wurde sterilfiltriert und bei — 20 °C gelagert. Zugabe zum
Medium erfolgte im Verhaltnis (v/v) 1:1000.

Kanamycin-Stammldsung:

50 mg/ml in BO. Die Lésung wurde sterilfiltriert und bei — 20 °C gelagert. Zugabe zum
Medium erfolgte im Verhaltnis (v/v) 1:1000.
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TAE-Puffer:
40 mM Trig/Acetat pH 8,0; 1 mM EDTA

TBT-Puffer:
10 mM Tris, pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,2 % Tween-20

PBS:
10 mM Na-Phosphat pH 7,4; 27 mM KCl; 137 mM NaCl

Puffer fir SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli 1970):

Laufpuffer:

25 mM Tris, pH 8,3; 0,1 % (w/v) SDS; 182 mM Glycin
4x SDS-PAGE Sammelgel puffer:

0,5 M Tris, pH 6,8; 0,8 % (w/v) SDS

4x DS PAGE Trenngel puffer:

1,5 M Tris, pH 8,8; 0,8 % (w/v) SDS

Puffer fur IB-Isolierung

0,1 M Tris, pH 7; 1 mM EDTA (Puffer fir Zellaufschluf3)

60 mM EDTA, 6 % Triton X-100, 1,5 M NaCl pH 7 (Puffer fir Zellaufschluf3)
0,1 M Tris, pH 7; 20 mM EDTA (Waschpuffer)

Puffer fir IB-Solubilisierung
6 M GdmCI; 0,1 M Tris, pH 8; 100 mM DTT; 1 mM EDTA
4 M Gdm/HCI, pH 4

Renaturierungspuffer
0,1 M Tris, pH 8,5; 0,5 M L-Arginin; 1 mM GSH; 1 mM GSSG; 1 mM EDTA

SDS-Probenpuffer (2fach)
124 mM Tris, pH 7,5; 100 mM DTT,; 20 % Glycerin (w/v); 2 % SDS (w/v); 0,2 %
Bromphenolblau (w/v)
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Pentamerpuffer und AufschluRpuffer
50 mM Tris, pH 7,4; 1 mM EDTA,; 5 % Glycerol; 200 mM NaCl; 4 mM DTT

Assemblierungspuffer |
20 mM Tris, pH 7,4; 5 % Glycerol; 200 mM NaCl; 1 mM Cg@00 mM NacCl

Assemblierungspuffer Il
20 mM Tris, pH 7,4; 5 % Glycerol; 200 mM NaCl; 1 mM Cg@l.75 M Ammoniumsulfat
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3METHODEN

3.1 Molekular genetische und mikrobiologische M ethoden

3.1.1 Kultivierung und Konservierung von E. coli-Stammen

Die Anzucht von E. coli-Stdmmen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 37 °C in LB-
Medium, dem bei plasmidtragenden Stammen das entsprechende Antibiotikum zugesetzt
wurde (Sambrook und Gething 1989). Vorkulturen wurden mit Einzelkolonien von LB-Agar-
Platten angeimpft. Hauptkulturen wurden mit Vorkulturen im Verhéltnis 1:100 angeimpft.
Das bakterielle Wachstum wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt.
Zur dauerhaften Konservierung von Bakterienstammen wurden 400 pl einer stationdren
Ubernachtkultur mit 600 pl 20 % Glycerin versetzt und bei — 80 °C aufbewabhrt.

3.1.2 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Alle Transformationen von Plasmiden B coli-Stdmme wurden mittels Elektroporation
durchgefiihrt (Dower 1990; Dower et al. 1988). Dafir wurden die Bakterien in eine
transformationskompetente Form Uberfuhrt.

400 ml LB-Medium wurden mit 4 ml einer stationaren Ubernachtkultur des entsprechenden
E.coli-Stammes angeimpft und bei 37 °C unter Schitteln bis zu einggp @Dn 0,5
angezogen und danach 30 min auf Eis inkubiert. Das durch Zentrifugation (10 min; 4000 x g;
4 °C) gewonnene Zellsediment wurde mehreren Waschschritten mit eiskaltem 10 % (v/v)
Glycerin unterzogen (1; %; 1/10 Volumen des Zellanzuchtmediums) und anschlieend in
1/1000 Volumen 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen. Bis zu ihrer Verwendung wurde die
Zellsuspension in 40 pl Aliquots bei — 80 °C aufbewabhrt.

Die Elektroporation wurde mit 1 bis 100 ng Plasmid-DNA unter Verwendung eines Gene-
Pulser Il Elektroporationsgeréts (Gene Pulser System, Bio Rad, Hercules, U.S.A.) nach
Vorschrift des Herstellers bei 2,5 kV; 25 uF und 40QBL21) oder 200Q (XL1 blue)
durchgefiihrt. Nach sofortigem Versetzen der Zellen mit 1 ml SOC-Medium und einsttindiger
Inkubation bei 37 °C, wurden 75 bis 150 pl der Zellsuspension zur Selektion auf LB-
Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C

inkubiert.
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3.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurden Qiagen-Spin-Prep und Qiagen-Plasmid
Kits verwendet, deren Reinigungsprinzip auf einer optimierten alkalischen Lyse (Birnboim
und Doly 1979) und einer Anionenaustauschchromatographie basiert. Durch die
Anionenaustauschchromatographie wurde sehr saubere, RNA-freie Plasmid-DNA in hoher

Ausbeute angereichert.

3.1.4 Agar ose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA mittels horizontaler Gelelektrophorese
wurden je nach GroRe der Fragmente 0,8 bis 1,5 %ige Agarosegele in TAE-Puffer verwendet.
Zur Probenvorbereitung wurde die DNA mit 1/5 ihres Volumens Auftragspuffer (50 %
Glycerin; 0,25 % Bromphenolblau) versetzt. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten
Spannung von 130 Volt durchgefiihrt. Die DNA wurde durch Anfarben mit Ethidiumbromid

nachgewiesen.

3.1.4 Enzymatische Reaktionen an DNA

3.1.4.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsanalysen wurden in einem Volumen von 10 bis 15 ul mit 1 pg Plasmid-DNA,
5 bis 10 Einheiten der entsprechenden Restriktionsendonukleasen sowie 1 bis 1,5 pl des vom
Herstellers mitgelieferten 10fach konzentrierten Reaktionspuffers durchgefuhrt. Die Ansétze
wurden 1 Stunde bei 37 °C inkubiert, anschlie@end mit 5fach konzentriertem DNA-

Auftragspuffer versetzt und in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

3.1.4.2 Polymerase-K etten-Reaktion

PCR-Reaktionen wurden fur die ortspezifische Mutagenese (siehe 3.1.4.3) und fur den
DNase-Schutz-Assay eingesetzt. Beim DNase-Schutz-Assay (siehe auch 3.6.2) wurde ein
223 bp Fragment aus der Ampicillin-Resistenz-Region des Plasmids pEli92 amplifiziert. In

einem parallelen Ansatz wurde eine 241 bp-Sequenz aus der CMV-Promotor-Region von
pEIi92 amplifiziert. Dabei wurden die Benzonase-verdauten Plamide 1:10000 verdinnt und in
25 ul Anséatzen mit 5 Einheiten Taqg-Polymerase (Qiagen) in Gegenwart von 200 uM dNTP’s

und je 2 M der entsprechenden Primerpaare in einem Trio-Thermoblock (Biometra)
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umgesetzt. Nach Uberschichten des Ansatzes mit Mineralél wurde die Polymerase-

kettenreaktion in 20 Zyklen nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

» Initiale Denaturierung: 3 min 94 °C
» 3-Schritt-Zyklus: 20 mal
- Denaturierung: 30 Sekunden 94 °C
- Hybridisierung: 30 Sekunden 58 °C
- Synthese: 30 Sekunden 72 °C
* Endsynthese: 7 min 72 °C

3.1.4.3 Ortsspezifische M utagenese

Das polyionische Peptid GIOys wurde mittel®Quick Change Ste Directed Mutagenesis Kit
entsprechend den Empfehlungen des Herstellers in VP1 inseriert. Durch PCR mit einem
komplementaren Primerpaar, das die gewlnschte Mutation tragt, wurde die polyionische
Sequenz in das VP1-Expressionsplasmid pALVP1TAC eingefuhrt. Dazu wurden 50 ng
PALVP1TAC in einem 50 pl Ansatz mit 2,5 Einheiten Pfu-Polymerase in Gegenwart von je

125 ng Mutageneseprimer nach folgendem Protokoll amplifiziert:

* Initiale Denaturierung: 3 min 95 °C
e 3-Schritt-Zyklus: 18 mal
- Denaturierung: 30 Sekunden 95 °C
- Hybridisierung: 1 min 55°C
- Synthese: 9 min 68 °C

Anschlielend wurde durch Dpnl-Verdau die methylierte, nicht mutierte parentale DNA
abgebaut. Die Vektor-DNA mit den gewilnschten Mutationen wurde ddarcohli XL1 blue

transformiert.

3.1.4.4 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Bestimmung der Basenabfolge von Plasmid-DNA nach der Kettenabbruchmethode
(Sanger et al. 1977) wurde dSequiTherm EXCEL Il Kit (Biozym) nach Vorschrift des

Herstellers verwendet. Die DNA-Fragmente wurden in einem denaturierenden 6 %igen
Polyacrylamidgel (Sequagel XR, Biozym) Uber eine Trennstrecke von 44 cm aufgetrennt. Da

die Sequenzierprimer mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD41 markiert wurden, konnten die
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amplifizierten DNA-Fragmente durch ein halbautomatisches Sequenziergerét (LI-COR DNA
Sequencer 4000, MWG-Biotech) detektiert werden.

3.1.5 Fed-Batch-Fermentation

Sowohl VP1-EC als auch VL und VH des B3-dsFv wurden in einem 10 | Biostat ED
Bioreaktor (B. Braun, Deutschland) nach der Methode von Neubauer und Mitarbeitern
fermentiert (Teich et al. 1998). Das Kulturvolumen betrug jeweils 8 |. Bis zur Induktion durch
Zugabe von 0,4 mM IPTG wurden die Zellen bei 35 °C kultiviert. Fir die l6sliche Expression
von VP1-EC wurde ab dem Zeitpunkt der Induktion bei einer ¢@Dvon 10 die
Kultivierungstemperatur auf 30 °C gesenkt. Nach 6 h Expression wurde bei eiggrvom

85 geerntet. Da VH und VL als IB’s expremiert werden, wurde die Expression der Proteine
jeweils erst bei einer Qg von 30 induziert. Nach weiteren 3 h Kultivierung bei 35 °C wurde
VH mit einer OQy von 100 und VL mit einer Ofg, von 90 geerntet.

3.1.6 Zellernte und Aufschlufd

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (6240 x g, 4 °C) geerntet. Das Zellsediment wurde
im AufschluBpuffer mit einer Konzentration von 1-2 g pro 10 ml AufschluRpuffer

aufgenommen und mit Hilfe eines Ultraturrax homogenisiert. Die resuspendierten Zellen
wurden mittels Hochdruckdispersion in einem Gaulin-Homogenisator (Gaulin Micron Lab 40;
APV Homogeniser GmbH; Lubeck) bei einem Druck von 1200 bar aufgeschlossen. Ldsliche

und unldsliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation (74 000 x g, 20 min, 4 °C) getrennt.
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3.2 Allgemeine proteinchemische M ethoden

3.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelel ektrophorese (Laemmli 1970) werden
Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Zur Probenvorbereitung wurden die
Proteinlésungen mit 2fach oder 4fach konzentriertem SDS-Probenpuffer versetzt, fir 5 min
im Heizblock bei 95 °C inkubiert und anschlielBend kurz zentrifugiert (Heraeus, 13000 rpm,
5 min). Proben mit B3-Antikorperfragment wurden mit Hilfe von 18 %igen SDS-
Polyacrylamid-Gelen bei einer konstanten Spannung von 135 V aufgetrennt. Fir Proben mit
VP1 ohne B3-dsFv wurden 12 %ige SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet. Die Proteine
wurden mit Coomassie Blau (Fairbanks et al. 1971) oder Silber (Nesterenko et al. 1994)
angefarbt.

Bei zu niedrigen Proteinkonzentrationen ist zur Konzentrierung eine Fallung mit
Natriumdesoxycholat durchgefiihrt worden. Dazu wurde 1 ml Probe mit 10 pl 10 %iger
Nadoc-Ldsung und 3 ul 85 %iger Phosphorséure in angegebener Reihenfolge versetzt. Nach
20-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde zentrifugiert (Heraeus, 13000 rpm,
5 min). Das Sediment wurde in 40 pl SDS-Probenpuffer aufgenommen mit 5 pl NaOH auf

pH 8 titriert und bis zum vollstandigen Losen geschuittelt.

3.2.2 Western Blot

Zum immunspezifischen Nachweis des B3-Antikorperfragments wurden die Proteine nach
Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran (Bio Rad, Hercules,
U.S.A.) Uberfuhrt. Der Proteintransfer erfolgte fuir 1 h bei 40 V /Midget-Gel in einer Semidry-
Blotting-Apparatur (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden). Vor der Inkubation der
Membran mit dem spezifischen Antikérper wurden unspezifische Bindungstellen auf der
Membran durch das Einwirken von TBT/5 % Mager-milchpulver (w/v) abgesattigt (10 min;
20 °C).

Der polyklonale Antikérper gegen B3-dsFv (Brinkmann, NIH, Bethesda) wurde in einer
Verdinnung von 1:1000 in TBT/ 5 % Magermilchpulver (w/v) fir 1 Stunde bei 6 °C mit der
Membran inkubiert. Nach Waschen der Membran mit TBT (3 x 10 min, 20 °C) wurde der
sekundare Peroxidase-gekoppelte Anti-Kaninchen-lgG-Antikdrper (Sigma, St. Louis, U.S.A.)
in einer Verdinnung von 1:1000 in TBT zugegeben (30 min, 20 °C). Die Detektion der
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gebundenen Antikdrper auf der Membran erfolgte nach wiederholtem Waschen (3 x 10 min,
20 °C) mit TBT mit Hilfe einer chemilumineszierenden Reaktion mit dem ECL-
Detektionssystem (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) gemaf der Anleitung

des Herstellers.

3.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford (1976) oder
absorbtionsspektroskopisch bestimmt. Fir die Methode nach Bradford wurde der Bio-Rad-
Protein-Assay nach der Vorschrift des Hersteller verwendet. Mit Rinderserumalbumin wurde
eine Eichgerade im Bereich von 0,1-1,0 mg/ml erstellt.

Proteinkonzentrationen kénnen auch absorptionsspektroskopisch bei 280 nm nach dem
Lambert-Beerschen Gesetz bestimmt werden. Bei bekannter Aminosdurezusammensetzung
laikt sich Uber die molaren Extinktionskoeffizienten der im Protein vorhandenen Tyrosin-,
Tryptophan- und Cystein-Rester{=280 M'cm*, £7,=5690 M'cm*, £¢,=610 M'cm™)

nach Wettlaufer (1962) der molare Extinktionskoeffizient von Proteinen bestimmen. Danach
besitzt das VP1-Monomer einen molaren Extinktionskoeffizienteneypix56470 M'cm™.

Fir eine Proteinlésung der Konzentration von 1 mg/ml entspricht dies einem massebezogenen
Extinktionskoeffizienten voreimgm=1,34 ml mgcm’. Der molare Extinktionskoeffizient

von B3-dsF betragt,=52060 M*cm?, welches einem massebezogenen Extinktions-

koeffizienten vVoreimym=1,91 ml mgem™ entspricht.

3.2.4 Konzentrierung von Proteinldsungen

Proteinlésungen wurden je nach Ausgangsvolumen mit Ultrafree Biomax 5 KNMWL
Membran Konzentratoren (Millipore, Bedford), mit Centriprep 10 Konzentratoren (Amicon,
Beverly) gemal3 der Anleitung der Hersteller, sowie durch Einlegen eines mit der
Proteinlésung gefillten Dialyseschlauchs (MCWO 6000-8000) in Polyethylenglykol 35 000
(Fluka, Neu-Ulm) oder durch Ammoniumsulfatfallung aufkonzentriert. GréfRere Volumina

wurden in Amicon Konzentrationszellen unter Verwendung von YM-Membranen eingeengt.
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3.2.5 Bestimmung freier SH-Gruppen

Fur die Bestimmung der freien SH-Gruppen in Peptiden und Proteinen wurde das von Ellman
(1959) beschriebene Verfahren verwendet. DTNB reagiert bei pH-Werten tber 8 quantitativ
mit den zuganglichen SH-Gruppen, dabei entsteht 3-Carboxy-4-nitro-thiophenolat
(e=13600 M'cm), das durch Absorption bei 410 nm spektoskopisch quantifiziert wird.
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3.3 Spezifische Assoziation und kovalente Verknlpfung von

polyionischen Peptiden

3.3.1 Assoziation und kovalente Verknipfung

Fur die Analyse der spezifischen Assoziation und kovalenten Verknipfung von polyionischen
Peptiden wurden die Peptide AlaCysLysLysLysLysLysLysLysLys (ACKund
AlaCysGIuGIuGIuGIuGIuGIuGIuGIu (ACE verwendet. Beide Peptide wurden am ABI
Applied Biosystems Peptide Synthesizer 431A gemal der Fmoc-Methode synthetisiert. 1 mM
Peptid wurde in 20 mM Natriumborat, pH 8,5; 2 mM EDTA gelost. Die Konzentration der
Peptide wurde Uber die Bestimmung der freien Cysteine nach Ellman (1959) tberpruft.

Die Ausbildung des Disulfid-verbriickten Heterodimers wurde durch Kationenaustausch-
chromatographie untersucht. Die Proben wurden auf eine Poros 20 HS-Saule
(Volumen:1,7 ml, aquilibriert in 50 mM Natriumphosphat, pH 7,0) geladen. Die gebundenen
Peptide wurden mit einem linearen Salzgradienten zwischen 0 und 2 M NaCl uber 20
Saulenvolumen eluiert. Die Menge der Peptide wurde durch Integration der Peakflachen bei

205 nm Absorption quantifiziert (Pharmacia Unicorn Software).

3.3.2 Einfluld der Reaktionsparameter

3.3.2.1 Abhangigkeit von der lonenstarke

50 uM ACKg wurden jeweils mit 75 uM ACEIn 100 mM Natriumborat pH 8,5; 2 mM
EDTA; 1,25 mM GSH und 1,25 mM GSSG unter Variation der NaCl-Konzentration
zwischen 0-1 M bei 25 °C umgesetzt. Die Reaktion wurde nach 2 h durch Zugabe von 20 mM
Jodacetamid gestoppt. Die Bildung der Heterodimere wurde Uber Kationenaustausch-

Chromatographie (siehe oben) analysiert.

3.3.2.2 Abhangigkeit vom Redoxpotential

50 uM ACKg und 75 uM ACE wurden in 100 mM Natriumborat pH 8,5; 2 mM EDTA bei

25 °C in Gegenwart von 2,5 mM Redoxaquivalenten (GSH und GSSG) inkubiert. Das

Redoxpotential des Puffers wurde durch Anderung des Verhaltnisses von GSH zu GSSG
variiert. Nach 5 h Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 mM Jodacetamid

gestoppt und wie oben beschrieben analysiert.
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3.3.2.3 Abhangigkeit vom pH-Wert

25 uM ACKg wurden jeweils mit 37,5 uM AGHENn 100 mM Puffer; 2 mM EDTA,; 1,25 mM

GSH und 1,25 mM GSSG unter Variation des pH-Wertes bei 25 °C umgesetzt. Die pH-Werte
6,5 und 7,5 wurden mit Natriumphosphat-Puffer, die pH-Werte 8,5 und 9,5 mit Natriumborat-
Puffer eingestellt. Die Reaktionen wurden zu definierten Zeiten gestoppt und analysiert (siehe

oben).

3.3.3 Kompetition der Disulfidbrickenbildung zwischen ACKs und ACEg

25 uM ACKg und 37,5 uM ACEwurden in 100 mM Natriumborat, pH 8,5; 2 mM EDTA;
0,85mM GSH; 1,65 mM GSSG in Gegenwart von 250 pM Laminin-Nonapeptid
(CysAspProGlyTyrlleGlySerArg) inkubiert. In einem weiteren Experiment wurde das
Redoxpotential durch 1,65 mM GSH und 0,85 mM GSSG gebildet. Als Kontrollen wurden
die gleichen Experimente in Abwesenheit des Laminin-Nonapeptids durchgefiihrt. Nach 2 h
Inkubation wurden die Reaktionen durch Ansduern (pH 2) geblockt und die Produkte tber
RP-HPLC analysiert. Die Menge an heterodimeren ABKEg in den Kontrollen wurde auf

100 % normiert, und die Ausbeute an Heterodimer in den Kompetitionsansatzen analysiert.
Als zweiter Kompetitor wurde statt des Lamininpeptids 60 qK8lucosidase eingesetzt und

identisch Gber RP-HPLC analysiert.

3.3.4 Analytische Rever sed Phase HPL C (RP-HPL C)

Zur Untersuchung der spezifischen Assoziation und kovalenten Verknipfung von
polyionischen Peptiden wurde eine Reversed Phase Chromatographie an einer RP-C18
Superspherel00-Saule (Merck) durchgefihrt. Dazu wurden 20 ul der gestoppten
Reaktionsansatze mit 80 pl des Loungsmittels A (0,09 % TFA) verdinnt und bei 20 °C mit
einer FluBrate von 1 ml/min auf die &quilibrierte Saule (0,09 % TCA) aufgetragen. Nach
einem Waschschritt (2 min, 0,09 % TFA) wurde durch einen linearen Gradienten von 0 % auf
30 % Acetonitril eluiert (15 min, Losungsmittel A: 0,09 % TCA; Lésungsmittel B: 0,09 %

TFA, 80 % Acetonitril). Die Peakfraktionen wurden massenspektroskopisch identifiziert.
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3.3.5 Massenspektrometrie

Elektrospray-1onisations-Massenspektren zur M olekul armassenbestimmung wurden an einem
Esquire-LC lonenfallen-Massenspektrometer (Bruker-Franzen Analytik, Bremen) aufge-
nommen. Dazu wurden 20 pl Probenvolumen direkt in die Elektrospray-Quelle mit einer
Flu3rate von 4 pl/min injiziert. Als Losungsmittel diente ein Acetonitril-Wasser-Gemisch im
Verhaltnis 1:1 (v/v) in 1 % Ameisensaure.

MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem REFLEX Spektrometer (Bruker-Franzen
Analytik, Bremen) aufgenommen. Die lonisierung erfolgte bei 337 nm durch Laser-
Desorption. Die lonen wurden linear bei einer Spannung von 28,4 kV beschleunigt. Als
Matrix diente eine gesattigte Loésung von Sinapinsdure in einem Acetonitril:Methanol:Wasser
Verhaltnis von 3:2:5 (viv/v).

Die massenspektrometrische Analyse wurde freundlicherweise von Frau Dr. A. Schierhorn
(Forschungsstelle ,Enzymologie der Proteinfaltung” der Max-Planck-Gesellschaft, Halle)

durchgefuhrt.
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3.4 Reinigung und Charakterisierung von VP1-EgC

3.4.1 Konstruktion und Expression

Das Plasmid pALVP1TAC kodiert das Polyomahullprotein VP1. Mit@sck Change Ste
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) wurde ein Nonapeptid, bestehend aus 8 Glutamat-
Resten und einem Cysteing(® in die VP1-Sequenz zwischen AShund Tyrf** eingefiigt
(siehe 4.3.1.1). Durch diese Insertion wurde der HI-Loop von VP1 erweitert. Das Gen des
mutanten VP1-gC wurde im Stamm Eco Bs8 durch Fed-batch-Fermentation (siehe 3.1.5)

expremiert.

3.4.2 Proteinreinigung

Zur Reinigung von VP1+4€ wurden 15 g Zellen (Feuchtmasse) in 150 ml Pentamerpuffer
(50 mM Tris, pH 7,4; 1 mM EDTA; 5 % Glycerol; 200 mM NacCl; 4 mM DTT) resuspendiert.
Die Zellen wurden in Gegenwart von 1 Einheit/ml Benzonase (Merck), 20 pg/ml RNase
(Roche) und 2 TablettenComplete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) durch
Hochdruckdispersion lysiert (siehe 3.1.6). Die l6sliche Fraktion des Zelllysates wurde einer
fraktionierten Ammoniumsulfatfallung unterzogen. VPgGEprazipitiert zwischen 20 und

28 % Sattigung an Ammoniumsulfat. Dieses Prazipitat wurde in 60 ml Pentamerenpuffer
resuspendiert und Uber Nacht gegen den gleichen Puffer dialysiert. Nach der Dialyse wurde
am Akta Explorer System (Pharmacia) eine lonenaustauschchromatographie durchgefiihrt.
Dazu wurde VP1-§€ auf eine Poros HQ-Saule (Volumen: 1,7 ml; &aquilibriert mit
Pentamerenpuffer) aufgetragen. Zunachst wurde bei einer FluRBrate von 4 mil/min Uber
8 Saulenvolumen eing&ep-Elution mit 400 mM NaCl durchgefuhrt. Dann wurde ein linearer
Gradient bis 1,2 M NaCl Uber 20 Saulenvolumen angelegt. Die \{Eldathaltenden
Fraktionen wurden gepoolt. Da VP1 ein DNA-bindendes Protein ist, wurden gebundene
Oligonukleotide durch 20-minitige Inkubation mit 20 pg/ml RNAse und 2,5 Einheiten/ml
Benzonase in Gegenwart von 10 mM MgSand einer TabletteComplete EDTAfree
Protease Inhibitor Cocktail bei Raumtemperatur verdaut. Als letzten Reinigungsschritt
wurden die verbliebenen Nukleotide, Enzyme und aggregiertes Material Uber Gelfiltration an
einer Superdex 200 Prep Grade Saule (Volumen: 120 ml, aquilibriert mit Pentamerenpuffer)
bei einer FluRBrate von 1 ml/min abgetrennt. Alle Schritte der Proteinreinigung wurden bei
4 °C durchgefihrt.
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3.4.3 Charakterisierung

3.4.3.1 Assemblierung von VP1 zu Kapsiden

Gereinigtes VP1-EgC und wtVP1 assemblierten spontan durch 2-tdgige Dialyse gegen
Assemblierungspuffer II (20 mM Tris, pH 7,4; 5 % Glycerol; 200 mM NaCl; 1 mM CaCl;

0,75 M Ammoniumsulfat) bei 20 °C zu virusanalogen Partikeln (VLP’s). Um das
Ammoniumsulfat zu entfernen, wurden die VLP’s fiir einen Tag gegen 20 mM Tris; pH

7,4; 5 % Glycerol; 200 mM NaCl; 1 mM CaCl. dialysiert. In beiden Puffern konnten die
VLP’s bei -80 °C und bei 4 °C mehrere Wochen gelagert werden. Die Assemblierung wurde
durch Gelfiltration an einer TSK PW 5000-S&aule (Volumen: 14 ml, FluRrate: 0,7 ml/min)
kontrolliert. FUr Zellkulturexperimente wurden die VLP’s Uber Gelfiltration gereinigt und
umgepuffert: im analytischen Mal3stab an einer TSK PW 6000-Saule (Volumen: 14 ml,
FluBrate: 0,7 ml/min), im praparativen Mal3stab an einer Superdex 200 prep grade Saule
(Volumen: 120 ml, FluBrate 1 mil/min), beide in 10 mM Tris, pH 7,4; 10 uM £460 mM

NaCl aquilibriert.

3.4.3.2 Analytische Ultrazentrifugation

Sedimentations-Geschwindigkeitslaufe der VP1-Pentamere und Kapside (VLP’s) wurden in
einer Optima XL-A analytischen Ultrazentrifuge (Beckman Instruments, Inc., Fullerton,
U.S.A)) durchgefiihrt. Es wurden Doppelsektor-Zellen mit einer Umdrehungsgeschwindigkeit
von 30 000 rpm fur Pentamere, sowie 10 000 rpm flr Kapside bei 20 °C in einem An60Ti-
Rotor verwendet. Die VP1-Konzentrationen betrugen 0,1- 0,5 mg/ml. Fur die qunatitative
Analyse der Sedimentationslaufe wurde ein partielles spezifisches Volumen von 0,734 ml/mg
angenommen. Alle Messungen wurden auf 20 °C und Wasser als Losungsmittel normiert.
Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurden im Falle von VP1-Pentameren
Gleichgewichtsmessungen mit 10 000 rpm bei 20 °C durchgefihrt. Die experimentellen
Daten wurden mit Hilfe eines von A. Minton entwickelten Programms analysiert (Rivas et al.
1999).
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3.4.3.3 Hamagglutinations-Test

Die Hamagglutination von Schaferythrozyten (Dade-Behring, Behring, Deutschland) durch
Polyoma VP1 wurde in 0.9 % (w/v) NaCl in U-well Platten (Nunc, Roskilde, Danemark)
untersucht. Die Proteinkonzentrationen der VLP-Verdinnungsreihe betrugen 0.25 mg/ml bis
0.25*10% mg/ml. 45 pl jeder Verdiunnungsstufe wurden 45 pl einer 20fach verdiinnten
Erythrozyten-Stammlosung zugesetzt. Nach 3 h Inkubation bei 4 °C wurde die Hamagglu-

tination analysiert (Gleiter et al. 1999) .

3.4.3.4 Elektronenmikroskopie

VLP’s mit einer Konzentration von 0,2-0,4 mg/ml wurden fur 2 min auf einen Formvar-
bedampften, Kohle-beschichteten Kupfergrid adsorbiert. Das Grid wurde kurz mit Wasser
gewaschen, trockengezogen und dann fir 15 s mit 1 % Uranylacetatlésung bedeckt. Nach
erneutem Waschen und Trockenziehen wurden die Proben an einem Tesla BS-500
Elektonenmikroskop (Tesla Nat. Corp., Brno, Tschechische Republik) mit einer

Kathodenspannung von 1000 eV untersucht. Die nominale Vergro3erung betragt 100 000.

3.4.3.5 N-terminal e Proteinsequenzierung

Die Uberpriifung der Identitiat von VPXE sowie der Nachweis des vollstandigen N-
Terminus wurden durch N-terminale Sequenzierung Uber automatischen Edman-Abbau mit
einem Applied Biosystems 476A Gasphasen-Sequencer (Applied Biosystems, Foster City,
U.S.A.) durchgefihrt.

Vor der Sequenzierung wurde die Proteinprobe durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
aufgetrennt und in 50 mM Borat/NaOH, pH 9,0; 20 % Methanol; auf eine PVDF-Membran
(Bio Rad, Hercules, U.S.A.) geblottet. Nach Anfarbung der Membran mit Coomassie wurde
die zu untersuchende Proteinbande ausgeschnitten, mit Methanol entfarbt und zur
Sequenzierung eingesetzt. Parallel wurde VEQ-ltber RP-HPLC gereinigt und ebenfalls zur
Sequenzierung eingesetzt. Die Sequenzanalyse wurde freundlicherweise von Herrn Dr.
Rucknagel (Forschungsstelle ,Enzymologie der Proteinfaltung” der Max-Planck-Gesellschatft,

Halle) durchgefuhrt.
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3.4.3.6 Irreversible thermische Denaturierung

Die Stabilitat der Proteine wurde anhand der Anderung der Fluoreszenzeigenschaften und
anhand der Aggregation wahrend der temperaturabhé&ngigen Denaturierung untersucht. Dabei
wurde die Fluoreszenzintensitdhg{=295 nm; Agn=338 nm) und die Lichtstreuung
(Aex=360 Nnm; Agm=360 nm) im Bereich von 4 °C bis 80 °C bei Anregungs-und
Emissionsspaltbreiten von 5 nm in rihrbaren Kivetten (Hellma 105.202QS) gemessen. Die
Heizrate betrug ca. 0,3° C/min. Die Temperaturibergange wurden mit Hilfe des Programms
FTLM.BAS (Waldmann, 1998) an einem Hitachi F-4500 Spektrofluorimeter in Verbindung
mit einem Haake Thermostat F6 aufgezeichnet.

3.4.3.7 Feinstrukturanalyse durch CD-Spektroskopie

Das CD-Signal im Nah-UV (250-350 nm) beruht auf der Absorption durch aromatische
Aminosauren und Disulfidbriicken. Es erfaRt Anderungen in der Tertiarstruktur von
Proteinen. Die Nah-UV-CD-Spektren wurden an einem Aviv 62A DS Spektropolarimeter
(Aviv, Lakewood, NJ, U.S.A)) in Quarzglaskivetten mit 2 cm Schichtdicke gemessen. Die
Spektren wurden mit 1 nm Spaltbreite bei Raumtemperatur aufgenommen, und 6mal
akkumuliert. Proteinkonzentrationen und Pufferbedingungen sind in den jeweiligen
Abbildungslegenden angegeben. Nach Abzug des Puffersignals wurde die gemessene

Elliptizitat © in die mittlere molare Elliptizitat pro Aminosaureré3j/RW umgerechnet

(Schmid 2000):

_(0100M,,)
T (d )

©:  gemessene Elliptizitat in Grad
Mw: Molekularmasse in Dalton

d: Schichtdicke der Kuvette in cm
C: Konzentration des Proteins in mg/ml

NnAS. Anzahl der Aminosauren im Proteinmolekdl
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3.5 Praparation des rekombinanten AntikGrperfragments
B3-dsFv

3.5.1 Konstruktion des veranderten B3-dsFv

Das Plasmid pUIi39-1 (Reiter et al. 1995) kodiert ein Fusionsprotein, bestehend aus der VL-
Domaéne von B3-dsFv und dem Pseudomonas Exotoxin. Durch Einfuhrung von zwei Stopp-
Kodonen am C-Terminus von VL wurde ein Expressionsvektor der VL-Domane ohne
Exotoxin gebildet. VH, kodiert durch pYR 38-2 (Reiter et al. 1995), wurde am C-Terminus
durch eine Sequenz, die das Peptid (Cg¥sPro kodiert, erweitert. Beide Konstrukte wurden

freundlicherweise von Stefan Gleiter kloniert.

3.5.2 Renaturierung

Die VH- und VL-Doméane wurden separatHncoli als Inclusion Bodies (IBs) exprimiert.

Die IB’s wurden nach der Methode von Rudolph et al. (1997) prapariert und solubilisiert.
Durch gleichzeitiges Verdinnen der solubilisierten VH- und VL-IB’s in 100 mM Tris, pH
8,5; 1 mM EDTA; 0,5 M Arginin; 1 mM GSH; 1 mM GSSG und 5 Tage Inkubation bei 15 °C
wurde das ds-Fv des mAB B3 renaturiert. Die Protein-Konzentation betrug 30 pg/ml mit
einem molaren Verhaltnis VH:VL=5:1. Zusatzlich wurde durch Zugabe von 5 mM GSSG
zum Renaturierungspuffer ein abschlieender Oxidationsschritt durchgefiihrt. Danach wurden
Aggregate und andere unlésliche Bestandteile durch Zentrifugation (42000 g, 30 min)
sedimentiert. Das l6sliche Protein (Renaturat) wurde dlaobential Flow konzentriert und
gegen 50 mM Tris, pH 7,4, 1 mM EDTA; 200 mM NaCl dialysiert (Vario-3-System
Filtration; Minisette FSQgut off: 8 kDa).

3.5.3 Reinigung

Anschliel3end wurde B3-dsFv lber Kationenaustauschchromatographie und Gelfiltration am
AKTA Explorer System bei 4 °C gereinigt. Dazu wurde das renaturierte Protein auf eine
POROS 20 HS-Saule aufgetragen und mit einem linearen Gradienten von 0,2 - 2 M NaCl in
50 mM Tris, pH 7,4; 1 mM EDTA uber 30 Saulenvolumen bei einem Flul3 von 4 ml/min
eluiert. Verbliebene Verunreinigungen wurden durch Gelfiltration an einer Superdex 75 Prep
Grade-Saule (Volumen: 120 ml, FluRrate: 0,75 ml/min; 50 mM Tris, pH 7,4; 1 mM EDTA,;
200 mM NaCl) abgetrennt. Das gereinigte Protein wurde bei -70 °C gelagert.
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3.6 Praparation und Charakterisierung eines Polyoma

VLP/Antikdrper-Konjugates

3.6.1 Konjugation des B3-dsFv Antikdrperfragments mit VLP s von
VP1-EsC

Die gerichtete Konjugation von B3-dsFv mit VLP's von VRGBEvurde in 20 mM Tris,

pH 7,5; 200 mM NaCl; 5 % Glycerol; 1 mM Cafl,6 mM GSSG und 0,4 mM GSH
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde wtVP1 ohne polyionische Sequenz mit B3-dsFv unter
identischen Bedingungen umgesetzt. In einem weiteren Ansatz wurde die Konjugations-
reaktion von VP1-gC und B3-dsFv in Gegenwart von 0,75 M Ammoniumsulfat
durchgefuhrt. Alle Reaktionsansatze wurden bei 10 °C 5 h inkubiert und anschlie3end, wie
fur nicht-konjugierte VLP’s beschrieben (siehe 3.4.3.1), auf eine Gelfiltrationssaule
aufgetragen. VLP-Fraktionen wurden mit Natriumdesoxycholat gefallt und durch 18 %ige
SDS-PAGE analysiert. Um die Anzahl gekoppelter B3-dsFv-Molekile pro VLP zu
bestimmen, wurden neben den Kopplungsansatzen auch Verdlinnungsreihen vosCVP1-E
und B3-dsFv (50-400 ng/Spur) auf dem Gel aufgetragen. Zur Quantifizierung der
Proteinbanden wurden die SDS-Gele densitometrisch vermessen und der Anteil des
gewulnschten Proteins mit dem Programm Phoretix 1D Quantifier berechnet.

Zur Optimierung der Konjugation wurde das molare Verhétnis von \§21zH B3-dsFv in

den Konjugationsansatzen variiert. Dazu wurden jeweils 5 M VP1 mit verschiedenen

Konzentrationen an B3-dsFv (50 nM - 10 uM) umgesetzt und analysiert.

3.6.2 Assoziation von DNA mit VLP’s

Entsprechend dem Protokoll von Barr et al. (1979) wurde Plasmid-DNA in VLP’s verpackt.
1 ng gereinigte pEli92-Plasmid-DNA (Yerushalmi et al. 2000), welche die baktefielle
Galactosidase unter Kontrolle eines CMV-Promoters kodiert, wurde mit 16 pg VLP's bei
37 °C fur 15 min inkubiert. AnschlieRend wurde die Mischung durch Verdinnen in

5 Volumen Wasser einem osmotischen Schock unterzogen. Dabei schwellen die VLP's an,
wodurch es der DNA erlaubt wird, in die Partikel einzudringen oder fest gebunden zu werden
(Forstova et al. 1995; Soeda et al. 1998). Als Kontrolle wurde 1 pg pEli 92 mit 1 pg B3-dsFv
gemischt, 30 min inkubiert und im DNase-Schutz-Assay oder zur Transfektion eingesetzt.

Im DNase-Schutz-Assay wurden die Protein-DNA-Komplexe 30 min mit 10 mU Benzonase
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inkubiert. AnschlieRend wurden Fragmente des Plamids pEIi92 mittels PCR amplifiziert

(siehe 3.1.4.2) und Uber Agarosegelelektophorese analysiert.

3.6.3 Zdlkultur

MCF7 und A431, die das Oligosaccharid Lewis Y (Lals Oberflachenantigen fiir B3-dsFv
auf ihrer Zelloberflache prasentieren, wurden als Monolayer in RPMI 1640 (ICN) unter
Zugabe von 10 % FKS gezogen. Die'treegativen Zelllinien PA-1 und KB3-1 wurden in
DMEM (Gibco BRL), angereichert mit 10 % FKS, kultivert. Alle Kulturen wurden bei 37 °C

unter 5 %iger (v/v) C@Begasung gehalten und 2-3mal wochentlich subkultiviert.

3.6.4 Transfektion

Die VLP’s von VP1-gC, wtVP1 und VP1-gC/B3-dsFv-Konjugaten wurden mit dem
Plasmid pEIli92 beladen (siehe 6.3). Zum Vergleich der Transfektionseffizienz wurden
kommerziell verfugbare Effectene- (Qiagen), Superfect-(Qiagen) und Kalziumphosphat-
Transfektionskits (Invitrogen) entsprechend den Empfehlungen der Hersteller verwendet.
Ferner wurde das Histon H1 (4,4 pg/ml) mit pEli92 (4 pug/ml) gemischt und transfiziert (Fritz
et al. 1996).

Alle Transfektionsexperimente wurden in 24-Well-Platten durchgefiihrt.*&#&llen wurden

in 500 pl Medium pro Well 24 h vor der Transfektion ausgesét. Als die Zellen Subkonfluenz
(40-60 %) erreicht hatten, wurde das Medium gewechselt und 50 ul Transfektionsansatz mit
2 ug DNA/Well direkt zugegeben.

Als Kontrollen wurden Transfektionen nur mit Transfektionsagenz in Abwesenheit von DNA
durchgefuhrt. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellef3-&bhlaktosidase-Expression

untersucht.

3.6.5 Bestimmung der -Galaktosidase-Aktivitat

Zur photometrischen Bestimmung der B-Galaktosidase in den Zellextrakten wurde das [3-
Galaktosidase Assay System (Promega) mit dem Substrat ONPG gemald den Empfehlungen
des Herstellers verwendet. Nach Entfernen des Mediums und einmaligem Waschen mit PBS,
wurden durch Zugabe von 100 pl Lyse-Puffer pro Well der 24-Well-Platte die Zellextrakte
prapariert. Die Absorption der Reaktionsprodukte wurde mit eimem Spectrafluor Plus Titer-

Platten-Reader (Tecan, Crailsheim) bei 420 nm aufgezeichnet. Alle Werte wurden durch die
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Lichtstreuung, gemessen bei 620 nm, Kkorrigiert. Die dargestellten Daten sind
Durchschnittswerte von mindestens drei separaten M essungen.

Histochemisch wurde die B-Galaktosidase-Aktivitat nach Sanes et al. (1986) nachgewiesen.
Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 2 % Formaldehyd und 0,2 %
Glutaraldehyd fir 5 min bei 4 °C fixiert. Dann wurde erneut mit PBS gewaschen. Zur
Herstellung der Farbelésung wurden 3 ml Eisenpuffer (5 mM Kaliumferrozyanid, 5 mM
Kaliumferrizyanid, 2 mM MgS@) und 25 pl X-Gal-Lésung (200 mg/ml) mit 3 ml 2 %iger
abgekihlter Agarose bei 40 °C - 50 °C gemischt. Die fixierten Zellen wurden mit dieser

Mischung tberschichtet, und 3 h bei 37 °C inkubiert und anschlielend fotografiert.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Entwicklung eines Assoziationsmoduls

4.1.1 Heterodimerisierung polyionischer Peptide

Virusanaloge Partikel (VLP’s), dien vitro aus rekombinant hergestellten Hullproteinen
assembliert werden kdnnen, sind potentielle Transportsysteme fur die Gentherapie (Forstova
et al. 1995). Diese VLP’s sollen das Grundgerust fur ein modulares Vektorsystem bilden, das
neben den natirlichen Eigenschaften der VLP’s auch neue Funktionen aufweist. Dazu sollen
Komponenten mit neuen Funktionen separat hergestellt werden vticb mit den Polyoma-

VLP’s zusammengeflgt werden. Entsprechend der Anwendung des Vektorsystems kdnnten
die Komponenten ausgetauscht werden, ohne die VLPs als Grundstruktur &ndern zu mussen.
Zur Kopplung der Komponenten an Virushillproteine wurde eine Methode zur spezifischen
Assoziation und kovalenten Verknupfung mittels polyionischer Peptide entwickelt
(Stubenrauch et al. 1999). Zwei komplementéar geladene Peptide, die jeweils ein Cystein
enthielten, sollten in Gegenwart von Glutathion zu einem chimaren Polypeptid, einem
Heterodimer reagieren. Um diese Reaktion im Detail zu untersuchen, wurde die
Wechselwirkung des polyionischen Peptids AlaCysLysLysLysLysLysLysLysLys AGIK

dem komplementar geladenen Peptid AlaCysGluGluGIuGIuGIuGIuGIuGlu §ATEer

lonenaustauschchromatographie analysiert.
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Abb. 5. Wechselwirkung polyionischer Peptide mit der Kationenaustausch-Matrix Poros HS.

Die polyionischen Peptide ACKg und ACEg wurden 30 min in 100 mM Natriumborat pH 8,5; 2 mM EDTA;

150 mM NaCl; 1,25 mM GSH und 1,25 mM GSSG bei 25 °C inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktionen mit
einen UberschuR® Jodacetamid wurde der Ansatz auf eine Poros HS-Saule aufgetragen. Durch Elution mit einem
linearen Gradienten von 0 bis 2 M NaCl konnten das polyionische Peptid, A@K gemischte Disulfid von

ACKg und Glutathion (ACK-SG), sowie das Disulfid-verbriickte Heterodimer AGKCEg chromatographisch
getrennt und quantifiziert werden.
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Mit einem linearen Salzgradienten eluierte das Peptid ACKg bei 1070 mM NaCl, das
gemischte Disulfid von ACKg und Glutathion (ACKg-SG) bei 800 mM NaCl und das
Disulfid-verbriickte Heterodimer AGKACEs bei 350 mM NaCl (Abb.5). ACEwurde nicht
an die Saule gebunden. Die Menge der Peptide wurde durch Integration der Peakflachen

berechnet.

Die Spezifitdit der Assoziation der Peptide ACKind ACE wurde in Abhangigkeit

verschiedener Parameter gemessen:

» Einfluss der lonenstarke

* Bedeutung des Redoxpotentials

* Einfluss des pH-Wertes

» Kompetition der spezifischen Assoziation durch ungeladene, Cystein-haltige Peptide und
Proteine

4.1.2 Einfluss der lonenstarke auf die kovalente Assoziation von AGgEnd
ACK g

Das Disulfid-verbriickte Heterodimer AGHACEg wurde quantitativ bei NaCl-
Konzentrationen von 0 bis 100 mM gebildet (Abb.6). Bei htheren Salzkonzentrationen
wurden die polyionischen Wechselwirkungen zwischen den Peptiden unterdriickt, und die
Ausbeute an Heterodimeren ging zurtick, wahrend der Anteil an gemischten Disulfiden
zunahm. In geringem MalRe wurde auch eine Zunahme von freiemg-R€id und

Homodimeren detektiert.
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Abb. 6. Bildung des Disulfid-verbriickten Heterodimers AEKCEg in Abhangigkeit von der NaCl-
Konzentration im Reaktionspuffer.

50 uM ACKg wurden jeweils mit 75 uM ACEn 100 mM Natriumborat pH 8,5; 2 mM EDTA; 1,25 mM GSH

und 1,25 mM GSSG unter Variation der NaCl-Konzentration zwischen 0-1 M 2 h bei 25 °C umgesetzt Es
wurden die relativen Mengen des Peptids AGKI), des gemischten Disulfids zwischen ACKnd GSSG
(ACKg-SG, @) und des Dislufid-verbriickten Heterodimers ACAKCE;g ( v) dargestellt.
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Wie der sigmoide Kurvenverlauf des Disulfid-verbriickten Heterodimers zeigt, ist die
Assoziation der komplementar geladenen Peptide ein kooperativer Prozef3. Die hohe
Kooperativitat wird durch die Multivalenz der Peptide bedingt. Die ionische Wechselwirkung
eines Lysins des ACKPeptids mit einem Glutamat von Agbeginstigt die Wechsel-
wirkung der benachbarten Lysinse mit den Ubrigen Glutamaten vong ADEESse
Kooperativitat ist die Voraussetzung fir die spezifische Kopplung von Biomolekilen mittels

polyionischer Fusionspeptide

4.1.3 Bedeutung des Redoxpotentials flr die Ausbildung der

Disulfidbindung zwischen den Peptiden

Die komplementar geladenen Peptide wurden bei variierenden Konzentrationsverhaltnissen
von GSH und GSSG bhis zur Gleichgewichtseinstellung inkubiert. Die Peptide; AQK

ACEsg wurden dabei sogar unter schwach reduzierenden Bedingungen spezifisch und kovalent
verknupft (Abb.7). Die Ausbildung der Disulfidbindung war bis zu Redoxpotentialen von
GSH/GSSG=1 mM quantitativ. Die Bildung von Homodimeren, wie A®EEs oder
ACKg-ACKg, war selbst unter stark oxidierenden Verhéaltnissen als Konkurrenzreaktion zur

polyionisch begtinstigten Heterodimerisierung zu vernachlassigen.
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Abb. 7. Bildung des Disulfid-verbriickten Heterodimers AEKCEg in Abhangigkeit vom Redoxpotential im
Reaktionspuffer.

50 uM ACKg und 75 pM ACE wurden in 100 mM Natriumborat pH 8,5; 2 mM EDTA bei 25 °C in Gegenwart

von 2,5 mM Redoxaquivalenten (GSH und GSSG) inkubiert. Das Redoxpotential des Puffers wurde durch
Anderung des Verhéltnisses von GSH zu GSSG variiert. Nach 5 h Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe
von 100 mM Jodacetamid gestoppt.

Es wurde die Mengen an Heterodimer ACAXCE; (e ) und nicht umgesetzten Peptid ACO) dargestellt.
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4.1.4 Einflussdes pH-Wertes auf die Dimerisierung

Fir die Ausbildung einer Disulfidbricke zwischen zwei freien Cysteinen mul3 sich eines der
beiden Cysteine (pt<8,33) in der Thiolat-Form befinden. Daher wird die Dislufidbildung
durch basische Reaktionsbedingungen beglnstigt. Die spezifische Assoziation der
komplementér geladenen Peptide Uber polyionische Wechselwirkungen ermoglichte jedoch
die Ausbildung einer Disulfidbriicke auch bei schwach basischem und neutralem pH (Abb.8).
So wurden bei pH 7,5 und pH 6,5 AC&nd ACKg nach 2 h Inkubation zu mehr als 40 %
zum Disulfid-verbriickten Heterodimer umgesetzt. Nach 24 h Inkubation dimerisierten die

komplementar geladenenen Peptide auch bei diesen pH-Werten nahezu quantitativ (ca. 90 %).
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Abb. 8. Bildung des Disulfid-verbrickten Heterodimers A&KCEg in Abh&ngigkeit vom pH-Wert im
Reaktionspuffer.

25 uM ACKg wurden mit 37,5 uM ACEin 100 mM Natriumborat; 2 mM EDTA; 1,25 mM GSH und 1,25 mM
GSSG unter Variation des pH-Wertes bei 25 °C umgesetzt. Die pH-Werte 6,5 und 7,5 wurden anstelle von
Natriumborat-Puffer mit Natriumphosphat-Puffer eingestellt.

Es wurden die Mengen an gebildetem Heterodimer &8&Eg bei pH 6,5 ¢); pH 7,5 (a); pH 8,5 (@) und

pH 9,5 () dargestellt.

4.1.5 Kompetition der kovalenten Assoziation von ACEgund ACKg

Um die Spezifitat der Heterodimerisierung von AQKnd ACE zu Uberprifen, wurde die
Assoziation in Gegenwart anderer cysteinhaltiger Peptide und Proteine durchgefihrt. Schon
die Abhangigkeit der Dimerisierung vom Redoxpotential, bei der eine quantitative
Assoziation auch in Gegenwart hoher Konzentrationen an GSSG zu beobachten war, deutete
eine hohe Spezifitdt der Disulfidbildung an. Dies konnte durch Kompetitionsexperimente
bestétigt werden.

ACKg und ACE wurden in Abwesenheit und Gegenwart eines 7fach molaren Uberschusses
an cysteinhaltigem Laminin-Nonapeptid bei zwei verschiedenen Redoxverhaltnissen 2 h

inkubiert. In einem weiteren Kompetitionsexperiment wurden die geladenen Peptide mit
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o-Glucosidase umgesetzt. Das Protein besitzt 5 Cysteine, die fur niedermolekulare
Thiolreagenzien zuganglich sind. Wie die Daten in Abb.5 zeigen, wurde die
Heterodimerisierung und kovalente Verknipfung von A®ICEs weder durch den
Uberschuss an Laminin-Nonapeptid noch durchod@®lucosidase beeinflult. Basierend auf
den polyionischen Wechselwirkungen zwischen ACIKd ACE dimerisieren diese Peptide
hochspezifisch zu ACKACEs.
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Abb. 9. Bildung des Disulfid-verbriickten Heterodimers AEKCEg in Gegenwart eines 7fachen molaren
Uberschusses an Cystein-haltigem Laminin-Nonapeptid b. zx-Glucosidase. Die Kompetition wurde in

Gegenwart von 2,5 mM Glutathion bei einem Verhéltnis @SHSG=3,2 mM fir 5 h durchgefiihrt. Die
Kompetition bei einem Verhaltnis G36SSG=0,4 mM (nicht dargestellt) ergab ein identisches Resultat.

4.1.6 Diskussion

Fur die Entwicklung eines modular konstruierten Vektorsystems ist ein Verfahren notwendig,
daR eine definierte Kopplung von Modulen mit spezifischen Funktionen an die
Virusoberflache garantiert.

Eine effiziente Methode zur Kopplung verschiedener Proteine basiert auf dem chemischen
crosslinking der Proteine (Fanger et al. 1992). Die Produkte des chemisatsstinking sind
meistens nicht homogen. Dadurch kann die Stabilitat und Funktionalitéat des bispezifischen
Konstrukts beeinflul3t werden (Debinski und Pastan 1994). Die am haufigsten angewendete
Methode zur Kopplung von Proteinen ist die Bildung von Fusionsproteinen auf genetischer
Ebene (Holliger et al. 1993; Uhlen et al. 1992). Aber auch bei diesem Verfahren kann die
Proteinstruktur beeinflul3t und das Faltungsverhalten deutlich verdndert werden. Nicht selten
werden Fusionsprodukte statt Ioslich, nur noch unl6slich exprimiert, die Expressions-

ausbeuten verringert oder die Renaturierungsbedingungen verandert (Blondel et al. 1996;
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Carrio et a. 1999; Corchero und Villaverde 1999).

Um ein algemein anwendbares Verfahren zur gerichteten Assoziation von Proteinen zu
entwickeln, wurden Proteine auf genetischer Ebene mit Peptiden oder Proteinen fusioniert, die

als Dimerisierungsdoménen eine gerichtete Assoziation ermdglichen. Neben kurzen
Peptidsequenzen, wie Leuzin-Zipper und amphiphile Helizes (Kostelny et al. 1992; Hudson
und Kortt 1999), wurden Calmodulin, Streptavidin sowie CL- und CH1-Antikdrperdomanen
als Dimerisationseinheiten genutzt (Dubel et al. 1995; Neri et al. 1995; Muller et al. 1998).
Jedoch hat sich bisher keine der Methoden als Verfahren etabliert, das allgemein die
spezifische Bildung heterodimerer Strukturen erméglicht.

Die spezifische Assoziation und kovalente VerknUpfung von Peptiden lber polyionische
Wechselwirkungen und eine Disulfidbriicke ist eine effektive, allgemein anwendbare
Kopplungsmethode fur Biomolekile, speziell fur Polypeptide. Die starke intermolekulare
ionische Wechselwirkung zwischen sauren und basischen Aminosauren in den beiden
komplementar geladenen Polypeptidketten flhrt zu einer Assoziation der entsprechenden
Konstrukte. Dies ermdglicht die spezifische Bildung einer Disulfidbricke zwischen den
Cysteinen der Fusionspeptide. Damit werden die Kopplungspartner gerichtet und kovalent
verknupft. Wird die gerichtete Assoziation der komplementar geladenen Peptide durch hohe
Salzkonzentration unterdrickt, sinkt die Kopplungsausbeute an chimérem Heterodimer. Wenn
jedoch niedrige lonenstarken die ionischen Wechselwirkungen zwischen den Peptiden
erlauben, kann selbst ein Uberschuss eines anderen Cystein-haltigen Peptids oder Proteins die
Ausbildung der polyionisch begunstigten Disulfidbriicke nicht kompetitieren. Aufgrund der
hohen Kopplungsspezifitat ist die gerichtete Heterodimerisierung mittels polyionischer
Peptide fur die Produktion bifunktioneller Proteine geeignet. Dazu konnen die kurzen
polyionischen Peptidsequenzen als Dimerisierungsdomanen durch Mutagenese an die C- und
N-Termini der zu koppelnden Proteine fusioniert oder in I6sungsmittelexponierte Loops
inseriert werden.

Im Gegensatz zum chemischerrosslinking werden durch die gerichtete Kopplung mittels
polyionischer Fusionspeptide ungewiinschte Nebenprodukte, wie Homodimere oder
Verknupfungen an funktionell relevanten Positionen vermieden.

Neben der Funktion als Kopplungsmotiv kdnnen die polyionischen Fusionspeptide durch die
Bindung an lonenaustauschermatrizes fir eine einfache Reinigung der rekombinant
hergestellten Proteine (Smith et al. 1984; Sassenfeld 1990) oder fur die Renaturierung
matrixgebundener Proteine genutzt werden (Stempfer et al. 1996). Die geladgsesallten

die Loslichkeit von Proteinen erhdhen, und folglich die Tendenz zur Aggregation minimieren.
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Aufbauend auf den Ergebnissen der Modellpeptide sollte dieses Prinzip der spezifischen
Kopplung eingesetzt werden, um im Rahmen eines modular aufgebauten Vektorsystems ein
funktionell relevantes Modul auf der Oberflache von VLP’s zu prasentieren. Als Modul

wurde ein tumorspezifisches Antikdrperfragment verwendet.



4 Ergebnisse und Diskussion 47

4.2 Praparation des rekombinanten B3-dsFv

Antikorperfragments

4.2.1 Expression, Renaturierung und Reinigung

Um ein zelltypspezifisches Targeting der Polyoma-VLP’s zu ermdglichen, sollen auf der
Partikeloberflache Fv-Fragmente des tumorspezifischen Antikdrpers B3 mittels polyionischer
Wechselwirkungen gekoppelt werden. B3 erkennt spezifisch das Antigen Lewis Y, das von
vielen Tumorzellen, z. B. MCF7 Brustkrebszellen, prasentiert wird (Pastan et al. 1991). Durch
Fusion mit der enzymatisch aktiven Domane des Pseudomonas Exotoxins wurde das Disulfid-
stabilisierte dsFv-Fragment von B3 bereits zur Konstruktion eines Immunotoxins genutzt, das
selektiv Antigen-préasentierende Zellen totet (Brinkmann et al. 1993; Reiter et al. 1994a;
Reiter et al. 1996). Um den Antikorper an VLP’s zu koppeln, wurde eing@ysgPro Peptid

an den C-Terminus der VH-Doméne fusioniert (Gleiter 1998). Durch das polykationische
Peptid sollte dsFv mit der polyanionischen Sequenz in V§€l-ESiehe Kapitel 4.3)
assoziieren. AnschlieRend kdnnten beide Proteine Uber die zwei Cysteine verknlpft werden.
Der polyionischeTag an VH sollte auRerdem die Loslichkeit der stark zur Aggregation
tendierenden VH-Doméne erh6hen und eine einfache Reinigung des Antikdrperfragments
erlauben.

VH und VL des Disulfid-verbrickten Antikdrperfragments B3-dsFv wurden sepakatoti
BL21(ADE3) alsInclusion bodies (IB's) produziert. Nach dem Zellaufschluf? wurden die IB"s
von VH und VL separat prapariert, solubilisiert und durch gleichzeitiges Verdinnen im
Renaturierungspuffer zu dsFv gefaltet. In den IB’s von VH und VL wurden neben den
rekombinanten Antikdrperdoméanen auch unldsliéheoli-Proteine akkumuliert. Da diese
Proteine im Gegensatz zu Nukleinsduren wahrend der IB-Praparation und Solubilisierung
nicht vollstandig zu entfernen waren, kdonnten die Verunreinigungen die Renaturierung
beeinflult haben, woraus niedrigere Ausbeuten an gefalteten B3-dsFv resultierten. Die
Bedingungen fur die Renaturierung des B3-dsFv wurden ahnlich denen des Immuntoxins
B3(dsFv)-PE38KDEL gewahlt (Buchner et al. 1992; Reiter et al. 1994b)

Ein 5fach molarer UberschuR an VH zu VL ergab mit ca. 9 % die besten Renaturierungs-
ausbeuten. Aquimolare Verhaltnisse an VH zu VL oder ein UnterschuR an VH fiihrten zu
niedrigeren Ausbeuten, wahrend bei einem 10fachen UberschuR an VH die Aggregation

zunahm.
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Die polyionische Sequenz am C-Terminus der VH-Domane erlaubte die Reinigung des
gefalteten dsFv an der Kationenaustauschmatrix Poros HS, an die VL allein nicht binden
konnte. AbschlieRend wurde das Disulfid-verbruckte Antikdrperfragment durch Gelfiltration

gereinigt und die Homogenitat des Proteins nachgewiesen.
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Abb. 10. SDS-PAGE der Renaturierung und Reinigung von B3-dsFv.

Nach der Renaturierung von B3-dsFv wurde das Renaturat auf eine Poros HS-Saule aufgetragen, aquilibriert in
50 mM Tris, pH 7,5; 1 mM EDTA, 200 mM NacCl. Die I6sliche VL-Domane befand sich im Durchlauf, wahrend
das dsFv mit einem linearen Gradienten von 0,2-1,0 M NaCl bei ca. 550 mM NacCl eluiert wurde. Der Pool an
B3-dsFv wurde durch Gelfiltration (Superdex 75 prep grade), aquilibriert in 0,02 M Tris, pH7,4; 200 mM NaCl,

1 mM CaCy, 5 % Glyzerin, weiter aufgereinigt.

Spur 1,9 - Molekularmassenstandard; Spur 2- Zellextrakt der Expression von VH; Spur 3 - Zellextrakt der
Expression von VL; Spur 4 - solubilisierte IB"s von VH; Spur 5 - solubilisierte IB"s von VL; Spur 6 - Renaturat
nach der Aufkonzentrierung; Spur 7 - Eluat an einer Poros HS bei 550 mM NaCl; Spur 8 - B3-dsFv nach der
Gelfiltration an einer Superdex 75 prep grade.

4.2.2 Stabilitat des B3-dsFv Antikorperfragments

Das B3-dsFv Antikérperfragment soll als Bestandteil eines Transfektionsagenzes in
Zellkulturexperimenten eingesetzt werden. Daher muf3 das Protein bei 37 °C funktionell sein.
Zur Uberpriifung der Stabilitat von B3-dsFv wurde die temperaturabhangige Denaturierung
des Proteins mittels Fluoreszenz und Lichtstreuung untersucht (Abb.11). Wahrend der
Temperaturerhéhung von 4 °C auf 80 °C wurde Uber die Zunahme der Fluoreszenzemission
bei 340 nm eine Strukturanderung von dsFv ab 45 °C verzeichnet. Bei dieser Temperatur
stieg auch das Signal der Lichtstreuung, ein Mal3 fur die Aggregation des Protein, an. Damit
besitzt das Disulfid-verbrickte Fv-Fragment mit dem C-termialen polyionischen
Fusionspeptid eine &ahnlich hohe thermische Stabilitdit wie das Immuntoxin, B3(dsFv)-
PE38KDEL, welches auf dem gleichen Disulfid-verbriickten Antikdrperfragment basiert
(Reiter et al. 1994b).
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Abb. 11. Thermische Denaturierung von B3-dsFv.

Es wurden jeweils 50 pg/ml B3-dsFv in 0,02 M Tris, pH7,4; 200 mM NaCl, 1 mMxC&Clh Glyzerin bei

einer Heizrate von ca. 0,3 °C inkubiert. Die Denaturierung wurde mittels Fluoreszenz und Lichtstreuung in einer
rihr- und temperierbaren Kilvette gemessen. Beide Temperaturiibergdnge weisen Strukturdnderungen des
Proteins ab ca. 45 °C nach.

A) Messung der Fluoreszenz: Anregung bei 290 nm; Emission bei 340 nm;

B) Messung der Lichtstreuung: Anregung und Emission bei 360 nm.

4.2.3 Diskussion

Das beschriebene Verfahren erlaubt die Herstellung eines tumorspezifischen Antikorperfrag-
ments, zusammengesetzt aus den variablen Domanen des mAB B3. Die variablen Domanen
sind Uber eine Disulfidbriicke verbunden (Brinkmann et al. 1993). Im Vergleicgngie

chain Fragmenten sind die Disulfid-stabilisierten Fv's in den meisten Fallen stabiler. Indem
die Disulfidbriicke die VH- und VL-Doméne kovalent zusammenhalt, verhindert sie die
Dissoziation der Domé&nen und dadurch die Aggregation (Reiter et al. 1995). Folglich
denaturiert B3-dsFv erst bei Temperaturen tber 45 °C. Die hohe Thermostabilitat von B3-
dsFv ist eine wichtige Voraussetzung fir den Einsatz des Antikdrperfragments als
Targetingmodul in der Zellkultur.

Obwohl unter den gewdahlten Renaturierungsbedingungen durchRatsshuffling die

Bildung falscher Disulfidbricken unterdriickt und die Aggregation durch die Zugabe von
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Arginin gesenkt wird, muf3 die Renaturierung bei niedrigen Proteinkonzentrationen
durchgefuhrt werden, da insbesondere die VH-Domane bei hoheren Konzentrationen
weiterhin zur Aggregation neigt.

Die Renaturierungsausbeute von B3-dsFv (ca. 9 %) ist niedriger als die in der Literatur
beschriebene Renaturierungsausbeute des entsprechenden Immunotoxins (16 %) (Reiter et al.
1994b). Da die solubilisierten IB’s von VH und VL stark verunreinigt waren, ist die
abweichende Renaturierungsausbeute eventuell auf Ungenauigkeiten bei der
Proteinkonzentrationsbestimmung der IB’s zurlckzufiihren. Trotz der relativ niedrigen
Renaturierungsausbeuten von B3-dsFv ist das beschriebene Verfahren effizient genug, um
5 mg gereinigtes Disulfid-verbriicktes Antikdrperfragment aus jeweils 20 g Biomasse zu
gewinnen.

Vermittelt durch den Poly-Arginin-Tag an VH kann das renaturierte Protein einfach und
wirkungsvoll gereinigt werden. Dadurch werden weitere Verluste an B3-dsFv minimiert. Im
Gegensatz zu anderen, meist hydrophoben Affinitatstags, wie FLAG- und Strep-Tag, wird
durch geladenen Fusionspeptide die Aggregationgefahr fiir das rekombinante Protein nicht
erhoht. Die polyionische Peptidsequenz kombiniert ein spezifisches Kopplungsmotiv mit

einem hocheffizienten Reinigungstag.
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4.3 Das Polyomahdllprotein VP1

4.3.1 Insertion einer polyionischen Peptidsequenzin VP1

Zur Kopplung des tumorspezifischen Targeting-Moduls B3-ds Fv mit Polyoma VLP’s mufite
die Partikeloberflache durch Fusion von VP1 mit einem polyionischen Peptid verandert

werden.

Fiur die Konstruktion einer VP1-Variante mit polyionischem Fusionspeptid konnen positiv
oder negativ geladeneiiags gewahlt werden. Da VP1 in seiner nativen Form ein pentameres
Protein ist, bedingt die Fusion mit einem polyionischen Péfdgleine hohe Ladungsdichte

im Protein. Da ein Tag aus positiv geladenen Lysinen und Argininen nach der Expression des
Proteins inE. coli zu einer verstarkten Bindung und Co-Reinigung von bakterieller DNA und
RNA fihren konnte, wurde ein Fusionspeptid, bestehend aus 8 Glutamaten und einem
Cystein, gewahlt. Demzufolge wurde das zu koppelnde Antikdrperfragment mit einem Peptid,

das aus 8 Argininen und einem Cystein zusammensetzt ist, fusioniert.

HI-Loop

COOH

NH;

HI-Loop :
293 294
...-Arg-Asn I-IGIu-GIu-GIu-GIu-GIu-GIu-GIu-GIu-CysI-ITyr -Asp-...

VP1 Insert VP1

Abb. 12. Struktur von Polyoma-VP1.
Ein Monomer des pentameren VP1 (enthommen von Stehle und Harrison 1996) ist dargestellt. Der HI-Loop, der
fiir die Insertion des polyionischen Peptids genutzt wurde, ist durch einen Pfeil markiert.
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Sowohl Teile des N-Terminus as auch des C-Terminus von VP besitzen eine funktionelle
Bedeutung fur den Assemblierungsprozess und die Stabilitat der Partikel (Stehle et al. 1994,
Garcea et al. 1987; Moreland et al. 1991). Daher wurde das Fusionspeptid innerhalb der VP1-
Sequenz inseriert, anstatt es an einen Terminus zu fusionieren. VP1 besitzt drei grol3e
|I6sungsmittelexponierte Loops, jeder dieser Loops verbindet zwei Strang§idtatblattes

(DE-, HI-, BC2-Loop, Abb.12). Durch Kristallstrukturanalyse wurde gezeigt, da? der DE-
Loop bei Monomer-Monomer Wechselwirkungen innerhalb des Pentamers beteiligt ist
(Stehle und Harrison 1996). Die zwei anderen Loops sollten die Insertion eines Peptids ohne
signifikante Beeinflussung der VP1-Struktur erlauben. Fir die Insertion eines Nonapeptids,
bestehend aus 8 Glutamatresten und einem Cystein, wurde der Hl-Loop an Position Asn

gewahlt.

Auf Grundlage des Expressionsplasmids fur wtVP1, pALVP1TAC (Leavitt et al. 1985),
wurde die Variante VP14E mittels ortsspezifischer Mutagenese konstruiert. Folglich wurde
wie fur wtVP1, die Expression der VP1-Variante VPGElurch den gleichen tac-Promotor
kontrolliert, so daf ein direkter Vergeich der Expressionsraten von wtVP1 und §ZP1-E
maoglich war (Abb.13). Unter identischen Bedingungen war die Ausbeute von ;P htE
geringfugig niedriger als die von wtVP1. Da sich die Verteilung von ldslichem zu
unléslichem Produkt im Vergleich zu wtVP1 nicht signifikant geandert hatte, konnte l6sliches
VP1-EC in hoher Quantitat produziert werden.
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Abb. 13. Expression von VP1-EgC.

Zéellen, die entweder wtVP1 oder VP1-EgC produzierten, wurden 6 h nach der Induktion der Expression geerntet.

Die losliche und unlésliche Fraktion des Zelllysates wurden analysiert. Spur 1,4 - Molekularmassenstandard,;
Spur 2 - unlgsliche Fraktion der wtVP1 Expression; Spur 3 - l6sliche Fraktion der wtVP1 Expression ; Spur 5 -
unlésliche Fraktion der VP1gE Expression ; Spur 6 - 16sliche Fraktion der VRGExpression.
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4.3.2 Reinigung von VP1-EgC

Der erste Reinigungsschritt war eine fraktionierte Ammoniumsulfatfallung der l6slichen
Fraktion des Zelllysats. Dieser Schritt erwies sich aus zwei Grinden als sehr effizient: In der
pentameren Form von VPLE sind der N- und C-Terminus sensitiv gegeniber Proteolyse.
Die Zugabe von Ammoniumsulfat stabilisierte VP1 und schitzte folglich \42l\Er
proteolytischem Abbau durch Proteasen des Zelllysats. Die Abbauprodukte, die wahrend der
Expression gebildet wurden, préazipitierten bereits bei ca. 20 % Sattigung an Ammonium-
sulfat, wahrend intaktes VPI1sE erst bei hoheren Ammouniumsulfatkonzentrationen
prazipitierte (Abb.14C). Jedoch war die Trennung von partiell abgebautem und intaktem
Produkt nicht vollstandig, da VP 1€ ein pentameres Protein ist und die Prazipitation davon
abhangt, wieviele Monomere in einem Pentamer partiell abgebaut wurden. Ein kleiner Anteil
an full length VP1-EC wurde auch im Prazipitat bei 20 % Ammoniumsulfatséattigung
beobachtet. Im Prazipitat bei 28 % Ammoniumsulfatsattigung wurde eine diinne Bande bei
36 kDa, die dem partiell abgebautem VRGEntspricht, nachgewiesen. Der partielle Abbau
und die Existenz von aggregiertem VP4CEmM Lysat durften fir den Verlust an Protein
waéhrend dieses Reinigungsschrittes verantwortlich sein (Tabelle 1).

Im zweiten Schritt der Reinigung wurde das solubilisierte Ammoniumsulfatprazipitat an einer
Poros HQ-Saule chromatographiert. Die meisten verunreinigenden Proteine wurden im
Durchflu® gefunden. Durch einen Schritt auf 400 mM NaCl eluierten schwach gebundene
Proteine. Die Elution von VP1gE wurde durch einen linearen Gradienten von 0,4 - 1,2 M
NaCl erreicht (Abb.14A). Bei NaCl-Konzentrationen von 600 mM wurde weitestgehend
homogenes Protein gewonnen. VP{GEenthaltende Fraktionen, die ab 700 mM NacCl
eluierten, wurden aufgrund der hohen Verunreinigung mit Nukleinsauren verworfen. Die

Nukleinsauren eluierten in einem scharfen Peak bei 800 mM NacCl.
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Abb. 14. Reinigung von VP1-EgC.

Nach der fraktionierten Ammoniumsulfatfallung wurde VRGEauf eine Poros HQ-Saule, aquilibriert in
Pentamerenpuffer (50 mM Tris; pH 7,4; 1 mM EDTA; 5 % Glycerin; 200 mM NaCl; 4 mM DTT) aufgetragen.
Die Saule wurde dann mit 15 ml Pentamerenpuffer unter Zusatz von 200 mM NaCl gewaschen. Die Elution von
VP1-EC wurde durch die Anwendung eines linearen Gradienten von 0,4-1,2 M NaCl erreichtsG/BlisiErte

bei ca. 600 mM NacCl. Der Pool an VP3cEwurde durch Gelfiltration (Superdex 200 prep grade), aquilibriert in
Pentamerenpuffer, weiter aufgereinigt.

A) Elutionsprofil der IEX mittels Poros HQ-Saule. Es wurde die Leitfahigkeit (-----) und die Absorption bei
280 nm (—) und bei 260 nm+—) aufgezeichnet

B) Elutionsprofil der Gelfiltration an einer Superdex 200 prep grade. Die Absorption bei 280 nm (—) und
260 nm (-----) wurden detektiert. Der Zeitpunkt der Elution von \{€1lAach 60 min korrespondiert mit dem
Molekulargewicht eines Pentamers.

C) SDS-PAGE der VP14E; Reinigung; Spur 1,8 - Molekularmassenstandard, Spur 2 - Zellextrakt, Spur 3 -
Prazipitat bei 20 %-(NkSOy-Sattigung, Spur 4 - Préazipitat bei 28 %-(NyBOs-Sattigung, Spur 5 -
Durchlauf an der Poros HQ, Spur 6 - Eluat an einer Poros HQ bei 600 mM NacCl, Spur 7 - VP1-Pentamer nach
der Gelfiltration an einer Superdex 200 prep grade.
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Obwohl es scheint, dal VPXE nach der Anionenaustauschchromatographie zur
Homogenitat gereinigt wurde, mufdten einige oligomere oder aggregierte Spezies noch
entfernt werden, da die Assoziation von Pentameren zu VLP's eine intrinsische Eigenschaft
von VP1 ist. Demzufolge wurde als letzter Reinigungsschritt eine praparative Gelfiltration an
einer Superdex 200 prep grade Saule durchgefihrt. Wie Abb.14B zeigt, waren ca. 20 % von
VP1-EC aggregiert, wahrend sich das Ubrige Protein in seinem nativen pentameren Zustand
befand. Analysen des Pentamers mittels Gelfiltration nach verschiedenen Zeiten der Lagerung
ergaben stets nur Pentamere. Die native pentamere Form vongZR&tein stabiles, nicht

aggregierendes Protein.

Tab. 1. Zusammenfassung der Reinigung von VP1-EgC. Ausgehend von 15 g Biomasse (Feuchtmasse) wurde

VP1-EgC gereinigt. Die Menge des Gesamtproteins wurde mittels Bradford-Assay gemessen. Da VP1-EgC keine
enzymatische Aktivitat besitzt, wurde die Menge an VEQ-Buf den verschiedenen Reinigungsstufen durch
Quantifizierung von Coomassie-gefarbten Gelen unter Verwendung des Programms Phoretics 1D Quantifier
bestimmt.

Reinigungsstufe Volumen Gesamtprotein VP1-EC  Ausbeute
[mi] [mg] [mg] [%]
Zellextrakt 150 1005 50,25 100
Fraktionierte Ammoniumsulfatfallung 50 72,25 32,16 64
Poros 20 HQ 18 28,87 23,43 47
Superdex 200 36 18,56 18,56 37

4.3.3 Charakterisierung von VP1-EgC

4.3.3.1 Pentamerer Zustand von VP1-EgC

Da das Fusionspeptid in die Sequenz von VP1 inseriert wurde und nach der Reinigung im

Protein verbleibt, wird eine hohe Dichte an negativen Ladungen auf der Oberflache von VP1
prasentiert. Um zu analysieren, ob die Insertion die funktionellen Eigenschaften von VP1
beeinflut, wurde VP14E detaillierter charakterisiert. Seine strukturelle Integritat als
Pentamer wurde bereits durch Gelfiltration wahrend der Reinigung demonstriert. Dieses
Resultat konnte durch analytische Ultrazentrifugation bestatigt werden. Fur gZPdrkEde

ein s-Wert von s(w,20)=7,2 S bestimmt (Abb.15). Dieser ist innerhalb des experimentellen

Fehlers mit dem s-Wert des pentameren wtVP1 identisch.
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Abb. 15. Analytische Ultrazentrifugation von pentamerem VP1-EgC.

Der Sedimentationsgeschwindigkeitslauf wurde bei 30 000 rpm, 20 °C in Pentamerenpuffer durchgeftuihrt. Die
Messungen erfolgten im Abstand von 10 min. Jede dritte Messung wurde dargestellt. Der berechnete s-Wert
betragt s(w, 20)=7,2 S.

Jedoch hat sich, wie durch temperaturabhangige Denaturierung gemessen wurde, die Stabilitat
von VP1-EC gegenuber wtVP1 verringert. Wahrend der Mittelpunkt des thermischen
Denaturierungsubergangs fur wtVP1 bei ca. 48 °C lag, hat er sich fur dP2uETm=37 °C
verschoben (Abb.16). Diese Destabilisierung kdnnte mit einer elektrostatischen Abstol3ung
der Fusionspeptide auf der Oberflache von VEQ-Begrindet werden. Die Insertion selbst
scheint nicht fur die Destabilisierung verantwortlich zu sein, da die Insertion einer anderen
Sequenz an der gleichen Position in VP1 nicht zu einer Veranderung der VP1-Stabilitat fuhrte
(Gleiter et al. 1999).
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Abb. 16. Thermische Denaturierung von VP1-EgC -Pentameren.

50 pug/ml VP1-EC b. z. w. wtVP1, solublisiert in Pentamerenpuffer, wurden eingesetzt. Die Heizrate betrug ca.
0,3 °C. Die Denaturierung wurde mittels Fluoreszenz in einer rihr- und temperierbaren Kivette gemessen. Zur
Anregung wurde die Wellenlange auf 295 nm gesetzt und zur Emission auf 338 nm. Der Temperaturiibergang
von wtVP1@) hat einen Mittelpunkt bei Tm=48 °C, wahrend VPGHO) einen Ubergang mit Tm=37 °C
aufweist.
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Um den Einflu der Insertion auf die Tertiarstruktur von VP1 zu untersuchen, wurde mittels
Nah-UV-CD-Messung der strukturellengerprint von VP1-EC und wtVP1 aufgenommen
(Abb.17). Das Nah-UV-Spektrum von VPLEwies im Vergleich zum Spektrum von wt-
VP1 keine signifikanten Unterschiede auf. Demnach wird durch die Insertion des
polyionischen Peptids in den HI-Loop von VP1 die Umgebung der aromatischen

Aminosauren im Gesamtprotein nicht verandert.
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Abb. 17. Nah-UV-CD-Spektren von VP1-EgC und wtVP1
(= )VP1-EgC, 101 pg/ml; (-)wtVP1, 112 pg/ml, in Pentamerenpuffer; Schichtdicke der Kivette: 5 cm

4.3.3.2 Invitro Assemblierung von VP1-EgC zu VLP’s

Der wichtigste funktionelle Parameter von VP1 ist die Fahigkeit zu VLP’s zu assemblieren
(Salunke et al. 1989; Salunke et al. 1986; Braun et al. 1999). Deshalb wurde die
Assemblierung von VP14 mittels Gelfiltration, analytischer Ultrazentrifugation und
Elektonenmikroskopie studiert. Das Protein wurde zunachst gegen Assemblierungspuffer I,
der 1 mM Cadl enthielt, dialysiert. Im Gegensatz zu wtVP1 konnte VEQ-Enter diesen
Bedingungen nicht zu VLP’s assemblieren, sondern aggregierte. Jedoch wurde durch Zugabe
von 0,75 M Ammoniumsulfat die Assemblierung von VRGEuU VLP's ermdglicht. Diese
VLP’s waren auch nach Entfernen des Ammoniumsulfats stabil, wie durch Gelfiltration und
Elektronenmikroskopie nachgewiesen wurde. Zur Untersuchung und Quantifizierung der
Assemblierung wurden Pentamere und Capside mittels analytischer Gelfiltration getrennt.
Nicht assembliertes, pentameres VRGEluierte bei einem Elutionsvolumen von 9,55 ml,
das mit einem theoretischen Molekulargewicht von 212,5 kDa korrespondiert. VLP's
hingegen eluierten bereits nach 6,9 ml. Wie Abb.18 zeigt, assemblierte gZPquBntitativ

zu VLP’s, ohne detektierbare Zwischenprodukte zu akkumulieren.
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Abb. 18. Assemblierung von VP1-EgC zu virusanalogen Partikeln

VP1-EgC wurde durch 2-tagige Dialyse gegen 0,02 M Tris, pH7,4; 0,75 M Ammoniumsulfat, 1 miy} 64c|
Glyzerin bei 20 °C zu VLP’s assembliert. Auch nach Entfernung des Ammoniumsulfat durch Dialyse gegen 0,02
M Tris, pH 7,4; 200 mM NaCl, 1 mM CagI5 % Glyzerin Uber Nacht bleiben die VLP’s stabil.

Elutionsprofile von pentamerem VPLEvor der Assemblierung (----) und von VLP’s nach der Assemblierung
(-0) an einer TSK PW 5000 XL-Gelfiltrationsséaule.

Die quantitative Assemblierung von VP1-EgC zu VLP’s konnte mittels analytischer
Ultrazentrifugation bestatigt werden. Durch Sedimentationsgeschwindigkeitslaufe wurde fir
die VLP’s von VP1-gC ein s-Wert von s(w,20)=96 S ermittelt (Abb.19A). Dieser s-Wert ist
deutlich kleiner als s-Werte fir VLP's, die aus wtVP1 zusammengesetzt sind (s=144 S)
(Kosukegawa et al. 1996). Die geringere apparente GrofRe war auch mittels Elektonen-
mikroskopie zu erkennen. Die elektronenmikroskopische Aufnahme von assembliertem VP1-
EsC deutet darauf hin, daR neben 45 nm Partikeln auch VLP’s geringerer Gré3e gebildet
wurden (Abb.19B).

A)

A2g0
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Abb. 19. Charakterisierung von VLP’s.

A) Analytische Ultrazentrifugation der VLP’s von VP3€E(0,4 mg/ml). Der Sedimentationsgeschwindigkeits-

lauf wurde bei 10 000 rpm, 20 °C in 0,02 M Tris, pH 7,4; 200 mM NaCl; 1 mM £&CP6 Glyzerin
durchgefiihrt. Die Sedimentation wurde bei 280 nm aller 10 min gemessen. Es wurde nur jede flnfte Messung
dargestellt. Der apparente s-Wert der VLP’s wurde mit s=96 S berechnet.

B) Elektronenmikroskopische Aufnahme der VLP’s von VRC-E100 pg/ml) nach Negativ-Staining. Die
nominale Vergré3erung war 100 000fach.
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Im Gegensatz zu den pentameren Formen von wtVP1 und VP1-EgC unterschied sich die
Stabilitdit der VLPS beider VP1-Varianten nicht. Der Mittelpunkt der thermischen
Denaturierungsubergénge fur wtVP1-VLP’s und der Tm von VJEL\H P’s liegt jeweils
bei ca. 52 °C (Abb.20). Insbesondere fir VRGHat das Protein durch den Ubergang von

der pentameren Form zum Kapsid deutlich an Stabilitat gewonnen.

250 A

200 - \
O,

150 - >

o
0%
o%
oe
.
° e
3
o
3
0

100 A

rel.Fluoreszenz

50 - %

0 20 40 60 80
Temperatur [°C]

Abb. 20. Thermische Denaturierung von VP1-EgC-VLP’s.

Jeweils 50 pg/ml VLP’s von VP1gE und wtVP1 wurden in 0,02 M Tris, pH7,4; 200 mM NaCl, 1 mM GacCl

5 % Glyzerin bei einer Heizrate von ca. 0,3 °C inkubiert. Die Denaturierung wurde mittels Fluoreszenz in einer
rahr- und temperierbaren Kivette gemessen. Zur Anregung wurde die Wellenlange auf 295 nm gesetzt und zur
Emission auf 338 nm. Sowohl der Temperaturiibergang der VLP's von wtYBis(auch von VP14E (O)hat

einen Mittelpunkt bei Tm=52 °C.

4.3.3.3 Hamagglutinationstest

Um zu analysieren, ob die Modifikation des VP1-Loops die natirliche Zellbindungsstelle von
VP1 inaktiviert, wurde die verbliebene Zellbindungsaktivitdat von VEBQ-E(via
Sialinsaurebindung) im H&magglutinationstest analysiert. Wie Abb.21 zeigt, agglutinierte
wtVP1 Erythrozyten bei einer Konzentration von mindestens 25 ng/ml. Hingegen wurde mit
VP1-EsC keine Hamagglutination beobachtet, sogar bei Proteinkonzentrationen von
250 pg/ml. Diese Konzentration war wesentlich hoher als jene, die fur Transfektions-
experimente (siehe Kapitel 4.4) verwendet wurde. Die Daten zeigen deutlich, dal} das
inserierte Peptid GHCys die zelltypunspezifische Bindung von VPJCEan Zelloberflachen
unterdriickt.

VLP’s von wtVP1

Abb. 21. Hamagglutinationsassay fir VP1 VLP’s.

Die Induktion der Hamagglutination durch VLP’s von wt VP1, VRC-#&urde mit Schaferythrozyten bestimmt.

Die Proteinkonzentrationen lagen zwischen 0,25 mg/ml und 2,5 pg/ml (10fache Verdinnungsschritte von links
nach rechts). VP14E zeigt keine Hamagglution, wahrend wtVP1 Erythrozyten bei Konzentrationen von
wenigstens 25 ng/ml agglutinierte.
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4.3.4 Diskussion

In den letzten Jahren hat die Modifizierung von Virusoberflachen fir die Forschung und
medizinische Anwendungen zunehmend an Bedeutung gewonnen. Verschiedene
Virushullproteine, z. B. von Retro- und Polioviren, wurden zur Entwicklung von effektiveren
Impfstoffen oder Vektorsystemen fiur die Gentherapie mit kleinen Peptiden oder mit scFv-
Fragmenten fusioniert (Tang et al. 1997; Nguyen et al. 1998; Johnson et al. 1997; Russell et
al. 1993). Bei solchen Fusionen auf genetischer Ebene ist zu prifen, inwieweit die
Fusionspartner Struktur und Funktion untereinander beeinflussen.

Im vorliegenden System wurde das Polyomahdullprotein VP1 mit einem kurzen Peptid
fusioniert. Die Funktion des polyionischen Peptids als Kopplungsmotiv ist nicht von seiner
Struktur abhangig. Daher muf3 nur der Einflu3 des Fusionspeptids auf die VP1-Struktur
bertcksichtigt werden.

Wie zirkulare Permutationsstudien verschiedener Proteine zeigen, wird durch das Offnen von
Loop-Strukturen die Gesamtstruktur und die Stabilitdt von vielen Proteinen nicht beeinfluf3t
(Buchwalder et al. 1992; Ay et al. 1998; Hennecke et al. 1999). AucB-@iecanase, die
ahnlich wie VP1 eingelly roll Topologie besitzt, kann zirkular permutiert werden. Hier
konnte ein Oberflachenloop zwischen zw@giStrangen gedffnet und die N-terminale
Peptidsequenz an den C-Terminus fusioniert werden, ohne die Stabilitdét und enzymatische
Aktivitat des Enzyms zu beeinflussen (Hahn et al. 1994). Auf Grundlage dieser Daten wurde
der l6sungsmittelexponierte HI-Loop von VP1 fir die Insertion der polyanionschen
Peptidsequenz gewahilt.

Ebenso wie wtVP1 wird VP14 als pentameres Protein I6slich exprimiert (Stubenrauch et
al. 2000). Durch die Insertion des polyionischen Peptids als Ankermotif fir die Kopplung des
Antikdrperfragments konnte eine schnelle und effiziente Reinigung des rekombinanten
Polyomahdllprotein etabliert werden. Die Destabilisierung dieser \(E2iHentamere
(Tm=37 °C) gegeniber wtVP1-Pentameren (Tm=48 °C) resultiert wahrscheinlich aus der
elektrostatischen Absto3ung zwischen den finf Monomeren, die jeweils eig€y&iu
Sequenz in ihren HI-Loops tragen. Aufgrund der elektrostatischen Abstol3ung nicht nur
innerhalb der Pentamere, sondern auch zwischen den Pentameren ist eine Assemblierung zu
VLP’s unter den beschriebenen Assemblierungsbedingungen (Salunke et al. 1989) in
Anwesenheit von Célonen unter oxidierenden Verhéltnissen nicht moglich. Erst durch
Zugabe von Ammoniumsulfat werden VLP’s gebildet. Uberraschenderweise zeigen diese

VLP’s im Vergleich zu VLP’s von wtVP1 keine Unterschiede in der Stabilitat. Bezogen auf
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die Kapsidbildung sind demzufolge die grundlegenden strukturellen Charakteristika von VP1-

EsC denen von wtVP1 ahnlich.

Analysen eines Fusionsproteins aus VP1 und dem Enzym DHFR, die an der gleichen Position
in den HI-Loop inseriert ist wie das negativ geladene Peptid in \dE1-£eigen, dal durch
diese Insertion die Struktur von Polyoma VP1 ebenfalls nicht signifikant gestort wird (Gleiter
et al. 1999). Von grofR3er Bedeutung fir ein zelltypspezifisches Vektorsystem ist, dal3 eine
Insertion zwischen ASH und TyF*, direkt oberhalb der Sialinséurebindungsstelle von VP1,
die native Zellbindungsfahigkeit von VP1 komplett inaktiviert. Im Hamagglutinationstest
zeigt die VP1-EC-Variante den gleichen Effekt wie auch VP1-DHFR. Folglich ist eine
wichtige Voraussetzung fur das spezifische Zalgeting mittels Polyoma-VLP’s erfllt: die
Entfernung des zelltypunspezifisch&argetings von Polyoma-VLP’s.

Nachdem das tumorspezifische Antikérperfragment mit Polyarginin-Tag prapariert werden
konnte, steht mit der Herstellung funktioneller VLP’s von VRBC-Eder zweite
Kopplungspartner fir die Entwicklung eines gerichteten, modular konstruierten

Vektorsystems zur Verfigung.
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4.4 Tumor spezifisches Tar geting und Gentransfer mittels VP1-
EsC/B3-dsFv Konjugaten

4.4.1 Herstellung von rekombinanten Tumorspezifischen VLP’s

VLP’s, zusammengesetzt aus Polyoma VP1, wurden von Forstova et al. (1995) fur die
Transfektion von eukaryotischen Zellen genutzt. Die Fahigkeit von VP1, an Sialinsaurereste
der Zelloberflichen von S&augetieren zu binden, ermdglicht ein zelltypunspezifisches
Targeting dieser VLP’s. Um jedoch eine Zelltypspezifitat der Transfektion mit Polyoma VP1

sicherzustellen, wurde die natirliche Sialinsaure-Bindungsstelle von VP1 blockiert (siehe
4.3.3.3). Durch die Kopplung des Antikdrperfragments B3-dsFv sollen die VLP's einen

neuen, tumorspezifischen Tropismus erhalten.

dsFV-B3

VP1-E,C

COOH

NH,

HI-Loop von VP1 :
293 294
...-Arg-Asn I—IGIu—GIu—GIu-GIu—GIu—GIu—GIu—GIu—CysI—ITyr -Asp-...

VP1 Insert VP1

dsFv-B3:
.... -Val-Ser-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys-Pro-COOH
Il

VH Fusionspeptid

Abb. 22. Schematische Struktur von Polyoma VP1 und dem B3-dsFv Antikérperfragment.

Das Monomer des pentameren VP1 und das VL-VH Dimer des Antikorpers sind dargestellt. Die beiden
Molekile wurden mittels polyionischer Peptide am C-Terminus der VH-Doméane sowie im HI-Loop von VP1
assoziiert und durch eine Disulfidbriicke kovalent verkniupft. Die Darstellung ist ein Schema, die GrofRen von

B3-dsFv und VP1-gC sind nicht proportional.
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Die zwei komplementéaren polyionischen Sequenzen in \V{g&ldbhd B3-dsFv erlaubten im
Assemblierungspuffer | (mit 200 mM NaCl) eine hochspezifische und - durch die
Disulfidbriicke - kovalente Kopplung von B3-dsFv an VLP’s des Polyoma \E1-E
Ungebundenes B3-dsFv wurde von den VLP’s durch Gelfiltration abgetrennt (Abb.23A). Die
Menge an B3-dsFv, die kovalent an VPgCEebunden wurde und mit den VLP’s koeluierte,
wurde Uber Gelelektrophorese analysiert (Abb.23B).

In Gegenwart von Hochsalz (0,75 M Ammoniumsulfat) wurde die kovalente Kopplung des
Antikérperfragments an VP1sE unterdriickt (Abb.23B). Desweiteren konnte B3-dsFv auch
nicht an wtVP1 gebunden werden. Die Bindungsstudien zeigen, dal3 die Kopplung von B3-

dsFv an VP1-gC durch die komplementar geladenen Fusionspeptide vermittelt wird.
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Abb. 23. Tumorspezifische virusanaloge Partikel.

A) Reinigung von tumorspezifischen VLP’s durch Gelfiltration - Elutionsprofil woritro rekonstituierten

VLP’s gekoppelt mit B3-dsFv. Die Elutionszeit der VLP's korrespondiert mit der GréRe von 50 nm Partikeln.
Ungebundene B3-dsFv und Redoxsubstanzen wurden entfernt.

B) SDS-PAGE-Analyse von B3-dsFv gekoppelt an VLP's. Der durch Gelfiltration gewonnene VLP- Peak wurde
durch 18 % SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen analysiert.

Spur 1 - Molekularmassenstandard, Spur 2 — Kopplungsansatz wtVP1 + B3-dsFv bei 200 mM NacCl, Spur 3 -
Kopplungsansatz VP1gE + B3-dsFv bei 0,75 M Ammoniumsulfat, Spur 4 - Kopplungsansatz \{E1+EB3-

dsFv bei 200 mM NaCl, Spur 5 - B3-dsFv.
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Der Grad der Kopplung war abhéngig von der eingesetzten Konzentration an B3-dsFv. Wie
die Analyse der Kopplungseffizienz zeigte, wurde bei einem 5fach molaren Uberschuf? an
VP1-EC gegenuber B3-dsFv die hochst mdogliche Anzahl Fv-Molekiule pro Partikel
gekoppelt (Abb.24). Dabei wurde die strukturelle Integritat von VE-&s viruséhnliches
Kapsid nicht beeinflu3t. Bei héheren Konzentrationen an Fragment in den Konjugations-
reaktionen tendierten die Partikel zur Aggregation. Die maximale Ladungseffizienz, die
erreicht wurde, betrug 30-40 Molekile B3-dsFv pro VLP (Abb.25).
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Abb. 24. Optimierung der Konjugation.

Unter Variation der Konzentrationsverhaltnisse von B3-dsFv zu \(B1li Bereich von B3-dsFv:VP1gE

=5:1 bis 1:100 wurde die Kopplungseffizienz mittels Gelfiltration und SDS-PAGE untersucht.

A) Nach der Kopplung von B3-dsFv an VLP’s wurde die strukturelle Integritat der YRIHEP s mittels
Gelfiltration Uberprift. Es wurde die relative Peakflache der VLP’s als Maf fir die VLP-Konzentration
dargestellt. Bei B3-dsFv/VP1gE Konzentrationen von 5/1, 1/1 und 1/2 wurde eine Beeinflussung der
Kapsidstruktur durch die Zugabe von hohen Konzentrationen Fv's anhand des kleineren VLP-Peaks
nachgewiesen.

B) SDS-PAGE-Analyse des VLP-Peaks nach der Gelfiltration

Spur 1 - Molekularmasssenstandard; Spur 2:B3-dsFv; Spur 3 bis 7 - Kopplungsansatze mit einem molaren
Verhdltnis von B3-dsFv zu VP1gE gleich 1:2 (Spur 3); 1:5 (4); 1:10 (5); 1:20 (6); 1:40 (7); 1:100 (8); Spur 9 -
VP1-EC. Bei einem B3-dsFv/VP1gE -Verhéltnis von 1:2 und 1.5 wurde eine maximale Beladung der VLP's
mit tumorspezifichem Antikdrperfragment erzielt.
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VP1-E,C Konjugate B3-dsFv
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Abb. 25. Quantifizierung gekoppelter B3-dsFv-Molekiile pro VLP.

Funf Verdinnungstufen eines Konjugationsansatzes unter optimalen Bedingungen wurden parallel zu
Verdunnungsreihen von VPLE und von B3-dsFv mittels SDS-PAGE untersucht. Nach densitometrischer
Vermessung des Gels wurden 35 B3-dsFv-Molekile pro VLP gekoppelt.

Spur 2-5 - VP1-EC (50 ng/100 ng/200 ng/400 ng); Spur 6-10 - Konjugationsansatz (1:40 verdunnt/ 1:12
verdunnt/ 1:4 verdinnt/ 1:2 verdinnt /funverdinnt); Spurl1-14 B3-dsFv (50 ng/100 ng/200 ng/400 ng).

4.4.2 Assoziation von DNA mit VLP’'s

Wildtyp-VP1 besitzt eine DNA-Bindungsaktivitat am N-Terminus des Proteins (Moreland et
al. 1991), und Kapside von VP1 sind in der Lage, DNAitro einzuschliel3en (Slilaty et al.
1982). DNA und Plasmide, die in VLP’s verpackt oder zumindest mit VLP’s assoziiert sind,
sollten gegentber DNase geschiitzt sein. Da V§&l-&ne grolle Menge an negativen
Ladungen auf seiner Oberflache tragt, wurde Uberprift, ob VLP’s dieser Mutante in der Lage
sind, DNA gegen DNasen zu schitzen. Die Plasmide wurden, wie fur wtVP1 beschrieben,
mittels osmotischen Schock in VLP’s von VPdCEverpackt b. z. w. assoziiert (Barr et al.
1979; Forstova et al. 1995). Zum Nachweis der Komplexbildung zwischen DNA und VLP’s
wurden nach Inkubation mit DNase Fragmente des Plasmids mittels PCR amplifiziert. Abb.26
zeigt, dal3 kein Fragment des Plasmids durch PCR amplifiziert werden konnte, wenn die DNA
nicht an funktionelle VLP’s gebunden wurde (Spur 2).

Sogar in Gegenwart von nicht-assemblierten VP1-Pentameren wurde kein DNase-Schutz
beobachtet. Wurde hingegen die DNA vor dem Verdau mit VLP’s, entweder bestehend aus
wtVP1 oder VP1-EC, vorinkubiert, konnten PCR-Fragmente der richtigen Gréf3e amplifiziert
werden. Desweiteren wurde in diesem semiquantitativen PCR-Assay im Fall der zwei
unterschiedlichen VP1-Varianten kein Unterschied in der Menge an PCR-Fragment detektiert.
Dieses Ergebnis legt nahe, dafl3 Plasmid-DNA durch beide VLP-Varianten in ahnlicher Weise

eingeschlossen oder zumindest gebunden wird.
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Abb. 26. DNase Verdau von VLP/DNA-Komplexen.

1 pg DNA des Plasmids pEli 92 wurde mit 16 pg verschiedener Proteine inkubiert, gefolgt durch einen DNA-
Verdau mit 10 mU Benzonase fur 30 min. Danach wurde ein 223 bp Frament durch PCR amplifiziert und die
Menge des PCR-Produkts mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

DNA ohne DNase-Verdau (1); Proben (2-9) wurden DNase verdaut: DNA in Abwesenheit von Protein (2) oder
in Gegenwart von - wtVP1 VLP (3), VP1LE VLP (4), B3-dsFv (5), VP14E /B3-dsFv VLP (6), VP1-§£
Pentamere (8) und einer Mischung von wtVP1, VRC;B3-dsFv und VP14 /B3-dsFv in Abwesenheit von

DNA (7).

4.4.3 Zelltypunspezifisches Targeting durch Wildtyp-Polyoma VLP’s

Die nachste wichtige Frage war, ob die rekombinant produzierten VLPs flr den Gentransfer
in Zellkulturexperimenten geeignet sind. Unter Verwendung eifieGalaktosidase
kodierenden Plasmids wurden die Transfektionseffizienzen von VLP’s in der humanen
Brustkrebszelllinie MCF 7 mit den Transfektionseffizienzen verschiedener kommerzieller
Transfektionsagenzien  verglichen  (Abb.27). Mit Kalziumphosphat und den
Transfektionsagenzien Superfect und Effectene wurde ein Gentransfer in 20 bis 30 % der
Zellen erreicht. Mit Hilfe des Histon H1 wurden knapp 10 % der Zellen erfolgreich
transfiziert. Unter Verwendung von wtVP1 als Transfektionsagenz wurde eine
Transfektionseffizienz von 3-6 % beobachtet. Diese geringe Effizienz der Transfektionen mit
wtVP1-VLP’s - trotz der inharenten Zellbindungsaktivitat von VP1 - kénnte im Abbau der

VLP’s in Lysosomen begrindet sein (Schmidt, persdnliche Mitteilung).

4.4.4 Unterdrickung des unspezifischen Gentransfers durch VLP's von
VP1-EsC

Die Tranfektionseffizienz der VLP’s von VP (ohne gekoppeltes B3-dsFv) war nicht

signifikant hoher als das Hintergrundsignal von DNA allein, die als Negativkontrolle
verwendet wurde. Dieser Mangel an Transfektionseffizienz beweist die Inhibition der
Zellbindung durch die ionische Sequenz im HI-Loop. Das Ergebnis stimmt mit den

Ergenissen des Hamagglutinationstests, der den Verlust der Zellbindungseigenschaft von
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VP1-EgC demonstrierte, Uberein. Identische Resultate wurden fur die Zelllinie PA-1 erhalten.
Wahrend wtVP1 als zelltypunspezifisches Transfektionsagenz verwendet werden konnte,
zeigen VLP’s der VP14E-Variante keine zelltypunspezifische Gentransferaktivitat. Das
Fehlen dieser Aktivitat ist eine grundlegende Bedingung fir die Entwicklung eines
zelltypspezifischen Vektorsystems, das ausschlielich auf der Affinitdit des gekoppelten,

zelltypspezifischen Antikorpers beruht.
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Abb 27. Vergleich zelltypunspezifischer Transfektionsagenzien.

MCF7-Zellen wurden mit 2 pg pEIli92- Plasmid-DNA, die mit verschiedenen Transfektionsagenzien komplexiert
wurde, transfiziert. Die exprimiert@-Galaktosidase wurde in einem kolorimetrischen Test 48 h nach der
Transfektion quantifiziert. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus drei unabhédngigen Messungen. Eine
relative3-Galaktosidase-Aktivitat von 350 Einheiten entspricht einer Transfektionsrate von 30%.

4.4.5 Antigenspezifisches Targeting der VLP’s von VP1gE via B3-dsFv

Da das z€lltypunspezifische Targeting im Fall von VP1-EgC vollig unterdrickt wurde, sollte

die Kopplung des tumorspezifischen Antikdrperfragments B3-dsFv zu einem
zelltypspezifischen Tropismus dieser Partikel fuhren. Unter Verwendung von VLP’s von
VP1-EC, konjugiert mit B3-dsFv und mit Plasmid-DNA beladen, wurde die
Transfektionsrate in den Zellinien MCF7 und A431, die das B3-Antigen Lewis Y auf ihrer
Oberflache prasentieren, und in PA-1 und KB3-1, welche Lewis Y-negativ sind, bestimmt.
Als Kontrollen wurden die gleichen Transfektionen mit separaten \(RIERNA Komplexen

und mit B3-dsFv/DNA Mischungen durchgefiihrt. Wie die Abb.28 zeigt, wurde bei
Transfektionen mit VLP’s von VP1s€ ohne B3-dsFv und bei Transfektionen mit nicht
gekoppelten B3-dsFv dig-Galaktosidase nur marginal exprimiert. Dieser Effekt war
unabhangig vom Zelltyp. Jedoch fuhrten Transfektionen mit B3-dsFv-prasentierenden VLP’s

in MCF7 Zellen (Lewis Y positiv) zu einer funffach hohef&®alaktosidase-Expression als
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Transfektionen mit VLP’s ohne gekoppelten Antikorper.

A)

rel. B-Galaktosidase Aktivitat

PA-1 KB3-1 MCF7 A431

B)

Abb. 28. Zelltypspezifisches Targeting von Partikeln von VP1-EgC/B3-dsFv (1).

A) Fir den Gentransfer ein@sGalaktosidase-kodierenden Plasmids in LeY-positive und LeY-negative Zellen
wurden VP1-BEC-VLP's (), B3-dsFv () und VP1-EC/B3-dsFv VLP's [) verwendet. Die gemesseffie
Galaktosidase-Aktivitat wurde mit dg8-Galaktosidase-Aktivitdt der Kontrollzellen, die mit nackter DNA
transfiziert wurden, korrigiert. Es sind die Mittelwerte von drei gleichzeitigen Transfektionsexperimenten
dargestellt.

B) Histochemischer Nachweis dBrGalaktosidase-Aktivitat in MCF7-Zellen, die mit Hilfe von VP3cHB3-

dsFv VLP’s transfiziert wurden.

Bei einem konstanten Verhdaltnis von VP1 zu DNA war die Effizienz abhangig von der
Menge DNA, die fur die Transfektionsexperimente eingesetzt wurde. Im Bereich von 625 -
5000 ng DNA war eine dosisabhangige lineare Zunahme der Transfektionseffizienz mit
steigender DNA-Konzentration zu beobachten (Abb.29A). Fur die andere Lewis Y positive
Zelllinie A431 war die Transfektionseffizienz nicht so hoch wie fur MCF7. Es war aber
ebenfalls eine signifikante Zunahme der Transfektionseffizienz, vermittelt durch das
Antikdrpertargeting, zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu war in Lewis Y negativen Zellen die
Effizienz des Gentransfers der B3-dsFv gekoppelten VLP’s genauso niedrig wie die fur das
ungekoppelte System. Aus diesen Resultaten ist zu schlul3folgern, dal3 der Gentransfer in
Lewis Y positive Zellen auf der Antigen-Antikdrper-Wechselwirkung basiert.
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Abb. 29. Zelltypspezifisches Targeting von Partikeln von VP1-EgC/B3-dsFv (11).

A) Dosis-Abhéngigkeit der Transfektionen mit VLP's von VRGB3-dsFv

Die Konzentration von VLP/DNA-Komplexen wurde zwischen 625 ng und 5000 ng absoluter Menge an pEIli92
Plasmid pro Transfektion in einer 24-Well-Platte variiert. Das Massenverhaltnis von VLP’s zu DNA betrug
konstant 16:1. Die Tansfektionen wurden UbeRdi&alaktosidase-Aktivitat aufgezeichnet.

B) Kompetition der Zelladhasion von VP:EB3-dsFv Partikeln

Transfektionen von MCF7-Zellen mittels VP%€EZB3-dsFv Partikeln, beladen mit dem Plasmid pEIli92, wurden

durch einen 20 000fachen molaren UberschuR an 3’-Sialyllactose und einen 40 000fachen molaren Uberschuf? an
[6slichem Antigen Lewis Y kompetetiert. Die Transfektionseffizienz, gemessen m@t€lalaktosidase-

Aktivitat wurde in Abwesenheit eines Kompetitors auf 100 % gesetzt.

Diese Spezifitdt wurde durch Kompetitionsexperimente, in denen freies Antigen im
UberschuR zu B3-dsFv dem Medium zugesetzt wurde, bestatigt. Die Daten in Abb.29B
zeigen, dal3 die Transfektionen von MCF7 Zellen mit VEQ/B3-dsFv durch die spezifische
Bindung des B3-Antikdrpers an zellulares Lewis Y vermittelt wurden, da seine Zelladhasion
durch einen UberschuBB an freiem Lewis Y blockiert wurde. 3’-Sialyllactose, die mit der
Sialinsaure-Bindungsstelle von VP1 wechselwirken wirde (Stehle und Harrison 1996; Stehle
et al., 1994), beeinfluRte die Transfektionsausbeute von \YEIHE3-dsFv nicht. Dies zeigt
deutlich, dal3 die Transfektion von MCF7 und A431 spezifisch durch die Antigen-Antikorper-
Wechselwirkung von B3-dsFv bewirkt wurde. Nachdem die natirliche  Sialinsaure-
Bindungsstelle von wtVP1 unterdriickt wurde, konnten die VLP’s von Polyoma VP1 durch
die definierte Kopplung des B3-Antikoérperfragments von einem unspezifischen zu einem

zelltypspezifischen Vektorsystem entwickelt werden.

4.4.6 Diskussion

Modular konstruierte virusanaloge Partikel, die aus einer Polyoma VP1-Variante und einem
tumorspezifischen Antikdrperfragment (B3-dsFv) zusammengesetzt sind, kdnnen fur den
zelltypspezifischen Gentransfer in Sdugerzellen verwendet werden.

Die Entwicklung von gerichteten Transportsystemen ist von héchstem Interesse flr

gentherapeutische Anwendungen. Neben Rezeptoren und Liganden, wie Wachstumsfaktoren,
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den Integrin-bindenden RGD-Peptiden und viralen Hullproteinen wurden auch Ankoérper-
fragmente alsTargeting-Motive getestet. In den meisten Féllen wurden Retroviren als
Transportsysteme entwickelt, bei denen scFv-Fragmente in die viralen Hullproteinen
eingefigt wurden (Russell et al. 1993; Konishi et al. 1998; Martin et al. 1998; Somia et al.
1995). Die resultierenden rekombinanten Retroviren wurden in tierischer Zellkultur
produziert. Dabei sind die inhéarenten Probleme der schwierigen und sorgféltig
auszufuhrenden Produktion sowie die potentiellen viralen Kontaminationen der
rekombinanten therapeutischen Viren nachteilig. Desweiteren muf fir solche retroviralen
Systeme die Virushiille aus beiden, dem chimaren und dem Wildtyp-Hdillprotein (Somia et al.
1995; Chu et al. 1994) zusammengesetzt werden. Das Wildtyp-Protein ist essentiell fur die
Membranfusion der Retroviren mit der Zellmembran. Dies erfordert die gleichzeitige
Expression von Wildtyp- und modifizierten viralen Proteinen, die nicht nur die Bildung klar
definierter rekombinanter Viren verhindert, sondern auch nahelegt, warum die Titer der
Antikorper-prasentierenden Retroviren niedriger sind als die Titer bei der Produktion nicht-
modifizierter Viren (Konishi et al. 1998).

Die hier vorgestellte Methode zur Herstellung eines gerichteten Gentransfersystems nutzt das
in E. coli rekombinant produzierte Polyomavirus-Hullprotein VP1. Durch die bakterielle
Produktion werden Probleme und Kontaminationen, die mit Saugerzell-Produktionssystemen
verbunden sind, vermieden. Ein noch gréRerer Vorteil des Polyoma-Systems ist, dal3 die
VLP’s von Polyoma VP1 keine Membran-umhdillten Strukturen sind. Mit der zellularen
Aufnahme dieser Partikel ist keine Membranfusion verbunden. Nach der Adhasion auf der
Zelloberflache werden die VLP’s sehr effizient durch Endocytose aufgenommen (Schmidt et
al. 1999). Deshalb sind fur die Aufnahme in die Zellen keine weiteren Funktionen als ein
spezifischer Tropismus notwendig. Durch die Insertion des polyanionischen Peptids als
Ankermotiv in VP1 kann das rekombinante Antikérperfragment mit Hilfe seines
polykationischen Tags an die modifizierten VLP s gekoppelt werden. Dadurch konnte (i) die
Sialinsaurebindung als Basis fur das naturliche, unspezifigatgeting unterdriickt und (ii)

durch einen neuen zelltypspezifischen Tropismus mittels des tumorspezifischen
Antikdrperfragments B3-dsFv ersetzt werden.

Auf der Oberflache eines VLP's von VP3€E werden ca. 30 Antikdrperfragmente
prasentiert. Die Kopplung mittels polyionischer Fusionspeptide erlaubt nicht nur die
Konjugation einer Antikérperspezies. Prinzipiell kdnnten verschiedene Molekile mit
unterschiedlichen Funktionen gleichzeitig gekoppelt werden. Da die Kopplung mit

gereinigten Proteinem vitro durchgefuhrt wird, ist die Menge der verschiedenen Proteine,
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die auf der Oberflache prasentiert werden, leichter zu kontrollieren als im Falleneiunay
Produktion von chiméren Viren. Desweiteren garantiert die bakterielle Produktion aller
Proteine sehr hohe Titer an funktionellen Partikeln. Dank der Kopplung durch polyionische
Fusionspeptide sind die VLP’s unabhangig von der jeweiligen Zielzelle immer die gleichen.
Es ist nicht notwendig, fir jede neue Anwendung einen neuen Vektor zu konstruieren und zu
optimieren. Ein ahnlicher Ansatz wurde von Ohno et al. (1997) gewahlt, der die
Antikérperbindungsdomane ZZ mit dem Virushullprotein des Sindbisvirus fusionierte. In
diesem Fall kdnnen verschiedene Antikérper genutzt werden, um verschiedene Spezifitaten
einzufihren. Dabei ist man allerdings auf Antikdrper beschrankt, die an Protein ZZ binden.
Fv-Fragmente und andere Kkleine rekombinante Antikérperformen, die gewdhnlich in
Phagenbibliotheken zur Erzeugung und Selektion von hoch affinen Antikérperfragmenten
gegen bestimmtd&argets verwendet werden, kdnnen wie auch alle nicht von Antikdrpern
abgeleiteten Liganden nicht an Protein ZZ binden. Diese Beschrankung gilt nicht fir
Kopplungen mittels polyionischer Fusionspeptiden.

Das hier verwendete tumorspezifische, virusdhnliche System zeigt eine deutliche
Zellspezifitat : Die Expression eines Reportergens konnte zweifelsfrei in  Antigen-
prasentierenden Zellen detektiert werden, wéahrend die Expression in Antigen-negativen
Zellen nicht signifikant war. Diese unterschiedlich starke Expression in antigenpositiven und
antigennegativen Zellen ist dem antigenspezifischen Gentransfer zuzuschreiben, da (i)
antigennegative und antigenpositive Zellen bei Transfektionen mit wtVP1-VLP's ein
vergleichbares Expressionsniveau zeigen, und (ii) der spezifische Gentransfer durch einen
UberschuB an freiem Antigen kompetitiert werden kann.

Das B3-dsFv-Antikorperfragment, das in dieser Arbeit als Targeting-Motiv Anwendung fand,
wurde bereits fur das zellspezifiscAargeting von Immunotoxinen genutzt, die auf der
katalytischen Doméne des Pseudomonas-Toxins basieren. Diese Immunotoxine téten sehr
effizient Zielzellen wie MCF7 und A431, Brust- und epidermale Tumorzellen, und flhren
sogar zu einer signifikanten Tumorregression im Mausmodell (Brinkmann et al. 1991;
Brinkmann et al. 1993; Pai et al. 1992; Reiter et al. 1994a). Da die VLP’s nicht nur ein Fv-
Fragment sondern ca. 30 Molekule prasentieren, und die Aufnahme dieser Partikel, wie fir
wtVP1 gezeigt, sehr effektiv ist, sollte eine spezifische und effiziente Adressierung von
Zellen zu erwarten sein. Unter Verwendung von toxischen Genen kann dieser Ansatz fur die
Krebstherapie genutzt werden. Eine andere Anwendungen ware der gerichtete
organspezifische Transport zur Verbesserung der Enzym-Ersatz-Therapie.

Im Vergleich der Transfektionseffizienzen von modifizierten Polyoma-VLP s und optimierten
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kommerzieller Transfektionssysteme, weisen die VLP s in Zellkultur eine 5-10fach niedrigere
Effizienz auf. Dabei muld bertcksichtigt werden, dal3 kommerzielle Systeme sorgfaltig far
Zellkulturtransfektionen optimiert sind. Ferner wurde bei den VLP-Dosis-abhéangigen
Transfektionen noch nicht die Sattigungskonzentration erreicht. Durch eine erhohte
Konzentration an VLP’s sollte die Transfektionseffizienz noch zu steigern sein.

Eine weitere Moglichkeit zur Verbesserung des VLP-vermittelten Gentransfers basiert auf der
Beobachtung, dalR ein grol3er Teil der VLP's in den Lysosomen akkumuliert wird (Uli
Schmidt, personliche Mitteilung). Demnach resultiert die verminderte Transfektionseffizienz
aus dem Abbau der VLP’s in den Lysosomen. Deshalb sollte ein Mechanismus zur
Freisetzung dieser Partikel aus den Endosomen die Attraktivitat des gerichteten VP1-basierten

Vektorsystems flur gentherapeutische Anwendungen erhdhen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein tumorspezifisches Vektorsystem entwickelt.

Dieses Vektorsystem ist modular aus virusanalogen Partikeln (VLP’s) des
Polyomahdullproteins VP1 und Fv-Fragmenten des tumorspezifischen Antikérpers B3
aufgebaut. B3 ist gegen das Antigen Lewis Y gerichtet, das auf vielen humanen Tumoren
prasentiert wird.

Damit verschiedene funktionelle Module, wie Targeting-Domanen, auf der Oberflache von
Polyoma-VLP's prasentiert werden kdnnnen, wurde eine Methode zur spezifischen Kopplung
von Biomolekilen entwickelt. Zwei komplementar geladene Peptide, die jeweils ein Cystein
enthalten, reagieren in Gegenwart eines Redoxsystems zu einem chiméaren Polypeptid, einem
Heterodimer. Dabei werden die geladenen Peptide mittels polyionischer Wechselwirkungen
spezifisch assoziiert und anschlieend durch eine Disulfidbricke zwischen den Cysteinen
kovalent verknipft. Um diese effektive Kopplungsmethode auf das modular konstruierte
Vektorsystem zu Ubertragen, wurde das Antikdrperfragment und das Hullprotein VP1 mit
diesen polyionischen Peptiden fusioniert. Zum einen wurde der C-Terminus der VH-Domane
um die Peptidsequenz A@QysPro verlangert, zum anderen das komplementar geladene
Peptid GlgCys in den I6sungsmittelexponierten HI-Loop von VP1 (VRBC)Enseriert.

Die VP1-Variante VP1-§C wurde rekombinant ift. coli produziert und zum homogenen
pentameren Protein gereinigt. In Gegenwart von Ammoniumsulfat assemblierten diese VP1-
Pentamere ohne Kontamination durch infektiose virale RNA oder DNA zu VLP’sinDie
vitro rekonstituierten Partikel wurden mittels Gelfiltration, analytischer Ultrazentrifugation
und Elektronenmikroskopie als globulére, kapsidahnliche Strukturen nachgewiesen.

Durch die gezielte Mutagenese des HI-Loops wurde nicht nur der Adapter fur die Kopplung
des Antikorperfragments eingefuhrt, sondern auch die Sialinsaure-Bindungsstelle der
Polyoma-VLP’s blockiert, die sich unterhalb des HI-Loops befindet. Dadurch gelang es, die
naturliche Zellbindung der VLP’s zu inaktivieren. Durch die Kopplung des B3-Fv-Fragments
an die VLP’s konnte dem Vektorsystem somit eine Zelltypspezifitat verliehen werden. Auf
der Oberflache eines VLP's von VP3cEwurden ca. 30 Antikdrperfragmente prasentiert.
Mittels dieses modular-aufgebauten Transportsystems wurde DNA verpackt und Saugerzellen
transfiziert. Aufgrund der erworbenen Zelltypspezifitat der VLP’s wurden nur Zellen

transfiziert, die das tumorspezifische Antigen Lewis Y auf der Zelloberflache prasentieren.
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6 ABKURZUNGEN

AEm Emissionswellenlange

Aex Anregungswellenléange

Omrw molare Elliptizitat

AAV Adeno-assoziiertes Virus

Abb. Abbildung

ACEg polyanionisches Peptid mit der Sequenz

AlaCysGIuGIuGIuGIuGIuGIuGIuGIu
ACKg polykationisches Peptid mit der Sequenz
AlaCysLysLysLysLysLysLysLysLys

ACEg-ACKg Uber eine Disulfidbriicke kovalent verknipftes Heterodimer der
Peptide ACE und ACKg

ACEg-SG gemischte Disulfid des Peptids A§lid Glutathion

ACKg-SG gemischte Disulfid des Peptids Aglnd Glutathion

ADA Adenosin-Desaminase-Defizienz

B3 monoklonaler Antikérper, der gegen das Oligosaccharid LewisY

gerichtet ist, das auf vielen humanen Tumorzellen prasentiert wird

bp Basenpaare

CD Circulardichroismus

Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinséure

dsFv Disulfid-stabilisiertes Fv; Fv-Fragment, bei dem die variablen

Domaéanen durch eine Disulfidbriicke verbunden sind

DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraacetat
Fv Antigenbindendes Fragment, bestehend aus deen variablen

Domanen der schweren und leichten Kette

HI-Loop Oberflachen- Loop in VP1, der zwei Strange ep&xltblatts
verbindet
HSV Herpes Simplex Virus

IPTG IsopropylB-thiogalacto-pyranosid
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6 Abklrzungen

kDa Kilodalton

Mapp apparentes Molgewicht

ODgoo Optische Dichte bei 600 nm

ONPG o-Nitrophenyl-p-D-galaktopyranosid
PCR Polymerasenkettenreaktion

rel. Fluoreszenz
rel.Lichtstreuung
RNA

RP-HPLC

rpm

sckv

SDS
SDS-PAGE
SV40

Tris

uv

VH

VIS

VL

VLP’s
VP1-EC

wtVP1

relative Fluoreszenz
relative Lichtstreuung
Ribonukleinsaure
Hochleistungsfliissigchromatographie an einer Umkehrphase
(Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatographie)
Rotationen pro Minute
single chain Fv; Fv-Fragment, bei dem die variablen Domé&nen
durch einesn Peptidlinker verbunden sind
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidelektrophorese
Smian Vaculating Virus 40
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Ultraviolett
variable Domane der schweren Kette eines Antikorpers
sichtbare Licht
variable Doméne der leichten Kette eines Antikdrpers

virusanaloge PartikeVifus like particles); Kapside
VP1-Variante mit dem Insertionspeptid glys im HI-Loop

von VP1
Wildtyp des Polyomavirushullprotein 1
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